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1. Wstep

Jednym z gltownych zadan wspolczesnej terapii przeciwnowotworowej jest dobor
odpowiednich nanoczastek jako no$nikow zwigzkow terapeutycznych. Zwiazki te powinny
wpltywaé zar6wno na wzrost rozpuszczalnos$ci lekow, jak roéwniez powodowaé wzrost
biodostgpnosci oraz gromadzenia si¢ ich w bezposrednim sgsiedztwie guzéw
nowotworowych. Ponadto zainkludowane zwiazki terapeutyczne powinny by¢ dostarczane
w okreslonych dawkach 1 uwalniane w sposob sukcesywny, zwigkszajac skutecznosé
stosowanej terapii. Nanoprzeno$niki modyfikowane specyficznymi grupami funkcyjnymi czy
przeciwcialami mogg stuzy¢ rowniez do terapii celowe;.

Role takich nanokonteneréw molekularnych transportujacych farmaceutyki moga petnié
dendrymery PPI czy PAMAM, zwiazki o charakterystycznej, Symetrycznie rozgatgzionej
budowie. W centrum makroczasteczki typowego dendrymeru znajduje si¢ wielofunkcyjny
rdzen, od ktorego odchodza galezie (dendrony) zbudowane z warstw merow kolejnych
generacji. Dendrymery zbudowane z grup propylenoiminowych nazywane sg dendrymerami
polipropylenoiminowymi (PPI). Przedstawicielem tej grupy zwigzkow jest wybrany do badan
dendrymer PPI zbudowany z czterech warstw merow, czyli dendrymer PPl generacji czwartej
(G4). W literaturze mozna znalez¢ doniesienia opisujace dendrymery PPI, w tym PPI G4 jako
nosniki antybiotykow, lekow przeciwnowotworowych, witamin oraz jako niewirusowe
nosniki materialu genetycznego. Jednak w literaturze brak jest niektérych danych
termodynamicznych  opisujgcych  proces tworzenia oraz trwalo$¢  kompleksow
supramolekularnych dendrymeréow z czasteczkami lekow. Charakterystyczna budowa
makroczasteczki dendrymeru PPI G4 pozwala na przytaczenie wielu czasteczek liganda
zarbwno przez jego powierzchniowe grupy aminowe jak 1 wewngtrzne warstwy.
Skompleksowany z dendrymerem lek moze by¢é wowczas powoli i selektywnie uwalniany
w organizmie, co wydluza dziatanie jednorazowo podanej dawki.

Wybrane do badan leki: 5-fluorouracyl, 5-jodouracyl, tegafur oraz monofosoran
fludarabiny wykazuja silne dzialanie przeciwnowotworowe, podczas gdy azydotymidyna jest
wykorzystywana pomochiczo w leczeniu onkologicznym. Leki te powodujg jednak czesto
wiele dziatah niepozadanych, ktore utrudniajg ich wykorzystywanie w terapii
przeciwnowotworowej. Przylaczenie czasteczek lekow przeciwnowotworowych do
makroczasteczki dendrymeru PPI G4 daje nadziej¢ na zmniejszenie ich toksyczno$ci wiasnej
oraz poprawe¢ dziatania terapeutycznego. Dendrymery wprowadzone do organizmu moga
oddziatywaé z wieloma zwigzkami znajdujacymi si¢ w ptynach ustrojowych, migedzy innymi
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z naturalnymi aminokwasami, w tym L-o-tyrozyng oraz L-a-tryptofanem. Badania
oddziatywan dendrymeru PPI G4 z naturalnymi L-a-aminokwasami pozwalaja Wnioskowaé
dodatkowo o konkurencyjnym wzgledem wigzania lekow wigzaniu czasteczek aminokwasow
przez makroczasteczki PPI w organizmie.
Celem badan byla zatem analiza termodynamiczna oddziatywan dendrymeru PPI G4
z wybranymi ligandami o znaczeniu biochemicznym:
e lekami onkologicznymi:  5-fluorouracylem, 5-jodouracylem, tegafurem,
monofosoranem fludarabiny oraz azydotymidyng stosowang pomocniczo
w leczeniu przeciwnowotworowym

e naturalnymi aminokwasami: L-a-tyrozyng oraz L-a-tryptofanem
w $rodowisku wodnym.

Wybrane do badan ligandy absorbujg promieniowanie UV i mogg by¢ oznaczane
spektrofotometrycznie. Do badan oddziatywan dendrymeru PPI G4 z wybranymi ligandami
wykorzystano:

e pomiary wzrostu rozpuszczalnosci badanych ligandow w wodzie w obecnosci
dendrymeru PPI G4;

e dializ¢ rownowagowa, w celu wyznaczenia liczby aktywnych miejsc
w makroczgsteczce dendrymeru PPl G4 wigzacych czasteczki liganda, jak
réwniez state wigzania ligand-miejsca aktywne makroczasteczki receptora;

e izotermiczne miareczkowania kalorymetryczne ITC, ktore pozwolily wyznaczy¢
liczbe¢ miejsc  aktywnych w  makroczasteczce dendrymeru PPl G4
o powinowactwie do czgsteczek liganda oraz standardowe funkcje
termodynamiczne: entalpi¢ AH, entropi¢ AS oraz entalpi¢ swobodg AG wigzania
badanych ligandow z makroczasteczka receptora, charakteryzujace tworzone
kompleksy dendrymeru PPl G4 z badanymi ligandami;

e miareczkowanie *H NMR dendrymeru PPl G4 z wybranymi ligandami, co
umozliwilo okreslenie grup funkcyjnych makroczasteczki PPI G4 tworzacych

wigzania receptor — ligand.



2. Czes¢ teoretyczna

2.1. Struktura cieklej wody

Woda w warunkach standardowych wystepuje w cieklym stanie skupienia [1, 2].
W centrum tetraedrycznej czasteczki wody znajduje si¢ atom tlenu, polaczony wigzaniami
kowalencyjnymi z dwoma atomami wodoru. Atomy tlenu i wodoru oddalone sg od siebie

o okoto 0,1 nm, natomiast kat H-O-H wynosi w przyblizeniu 106° (Rys. 1) [3, 4].

Y . ~106°_.7

8+ 5+
~0.28 nm

A
A 4

Rys. 1. Struktura czasteczki wody.

Polarny charakter czgsteczki wody (u=1,84 D) wynika z roznicy elektroujemnosci pomigdzy
czgsciowo ujemnie natadowanym atomem tlenu oraz dwoma czegsciowo dodatnimi atomami
wodoru. Czasteczki wody mogg oddziatywa¢ migdzy sobg poprzez wigzania wodorowe,
ktorych energia wynosi okoto 23 kJ/mol. Woda w cieklym stanie skupienia w zaleznosci od
temperatury zmienia swoje wiasciwos$ci fizyczne. Po stopnieniu lodu gestos¢ wody wzrasta
wraz ze wzrostem temperatury do 4°C, w ktérej osigga maksymalng gestos¢ [5]. Czasteczki
wody posiadajg zdolnos¢ do tworzenia duzych aglomeratow, przez co woda wykazuje wysoka
temperatur¢ wrzenia i topnienia [6, 7, 8].

Pierwsze publikacje opisujace przypuszczalng strukture wody pojawity si¢ juz w drugiej
polowie XIX wieku. W 1884 roku Whiting zaproponowat tzw. klastrowy model ciektej wody,
w ktorym zaktadal, ze woda jest mieszaning lodopodobnych klasterow o niskiej i wysokiej
gestosci [9]. Zgodnie z ,mieszanym modelem” ciektej wody zaproponowanym przez
Rontgen’a [10] ciecz ta sktada si¢ z dwoch lokalnie mniej i bardziej gestych struktur. Wedtug
przedstawionego modelu istnieje réwnowaga pomigdzy matymi krysztatkami lodu

zawieszonymi w cieczy z niezwigzanymi pojedynczymi czasteczkami wody. W 1933 roku



Bernal i Fowler zaproponowali model przypominajacy strukture lodu, w ktorym jedna

czasteczka wody otoczona jest przez 4 inne czasteczki, utozone tetraedrycznie [11].

Rys. 2. Struktura wody zaproponowana przez Bernal’a oraz Fowler’a [11].

W 1951 roku Pople zaproponowat, tzw. model ,,znieksztalconego wigzania”, w ktorym
zaktada sig, ze ciekla woda to ciagla sie¢ czasteczek potaczonych wigzaniami wodorowymi.
Podczas przejscia fazowego z wody w stanie statym do fazy cieklej wigzania wodorowe nie
ulegaja rozerwaniu, ale znieksztatceniu spowodowanym wzrostem ich elastycznosci [12].
Frank i Wen [13] w 1957 roku opisali model ,,zmiennych grup czasteczek”, w ktorym klastry
wody, o réznych ksztattach i rozmiarach sa3 w rownowadze z wolnymi ,,niezwigzanymi”
czasteczkami wody. Stwierdzili roéwniez, ze tworzenie i zrywanie wigzan wodorowych

miedzy czasteczkami wody odbywa si¢ w sposob kooperatywny.

Rys. 3. Schemat modelu struktury ciektej wody zaproponowany przez Frank’a i Wen’a [14].

Pauling [15] w 1959 zaproponowat model, ktory ztozony byt z dwoch rodzajow struktur
przestrzennych tzw. klatratow, o roznych gestosciach, tworzonych przez: klatki nieobsadzone
0 nizszej gestosci oraz z klatek o wyzszej gestosci obsadzonych przez czasteczki wody.
Zdaniem autora wneka klatratu jest dwunastoscienna, a W jej narozach moze znajdowac¢ si¢ 20
czasteczek wody. Klatraty moga tworzy¢ miedzy soba wigzania wodorowe oraz taczy¢ si¢
przez wspdlne $ciany boczne. W ,losowym” modelu sieci wody zaproponowanym w 1975
przez Boutron’a i Alben’a [16] wyr6zni¢ mozna klastry zbudowane z 4-, 5-, 6-, 7- i 8-

czlonowych pierscieni.



Rozwdj chemii teoretycznej oraz technik obliczeniowych umozliwil symulowanie
struktur sktadajacych si¢ z coraz wigkszej liczby czasteczek wody. Opracowane modele
struktury wody na przetomie XIX oraz XX wieku miaty charakter koncepcyjny. W 1998 roku
Kim wraz z zespotem [17] przeprowadzili badania pigciu struktur heksamerow wody
(struktura: pierscienia, ksigzki, torby, klatki oraz pryzmatu) (Rys. 4) z wykorzystaniem

obliczen ab initio.

,? ...... &‘» H....? Y
x A Aded s

pierscien ksigzka torba

< 1

klatka pryzmat

Rys. 4. Pi¢¢ najnizszych energetycznie struktur heksameru wody [17].

Przedstawione  wyniki badan pokazuja niemal izoenergetyczny charakter
przedstawionych heksameréw wody. Swiadczy to o silnym wplywie srodowiska chemicznego
oraz fizycznego na struktur¢ wody. Wedtug Chaplina [18] fluktuujaca sie¢ ciektej wody
zwigzana jest ze strukturg jednostek tworzacych klastry, ktore zbudowane sg z 280 jednostek
potaczonych wigzaniami wodorowymi. Kazda jednostka zbudowana jest z 14 czasteczek
wody (Rys. 5), ktoére mogg zmienia¢ swe pozycje (centra) w trzech wymiarach i wzajemnie
przeksztatca¢ si¢ w formy o odpowiednio nizszej i wyzszej gestosci.

O ? (3
0, 0
2y

9@

Qo

ee
[+
O

Q. 0,

" ‘g o

Rys. 5. Uktad 14 czasteczek wody tworzacych klastry [18].

W 2015 roku Marek Lozynski [19] zaproponowal helikalng struktur¢ wody. Model ten
zaktada, ze tetragonalna sie¢ krystaliczna czasteczek wody moze ulec przeksztatcaniu do

spiralnej formy w wyniku podwyzszenia temperatury (Rys. 6).
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ice I, helical racemate

Rys. 6. Struktura wody opisana przez Lozynskiego [19].

W 2017 roku Liu, He i Zhang [20] opisali strukturg niewielkich klasteréw cieklej wody.
Do badan wykorzystano obliczenia metoda dynamiki molekularnej. Czasteczki wody zostaty
podzielone na grupy w zaleznos$ci od ilo$ci wigzan wodorowych, w ktérych czasteczka wody
uczestniczy jako donor Dn lub akceptor Am protonu wzgledem sasiadujacej czasteczki.
Potaczone czgsteczki wody 0znaczano jako podjednostki DnAm, gdzie:
n - ilo$§¢ wigzan wodorowych tworzonych przez rozpatrywana czasteczke jako donora
protonu,
m - ilo$¢ wigzan wodorowych tworzonych przez rozpatrywang czasteczke jako akceptora
protonu.
Przedstawione wyniki wskazujg, ze czasteczki wody najchg¢tniej tworzg dwa wigzania
donorowe i jedno akceptorowe D.A; oraz dwa donorowe i dwa akceptorowe D2A;, ktorych
udzial procentowy wynosi odpowiednio 24,9% oraz 23,1%. W mieszaninie mogg
wystepowac rowniez struktury typu Di1A: o procentowe]j zawartosci 18,8 % oraz D1A> (17,4
%) Dodatkowo w mieszaninie mozna wyrézni¢ inne podjednostki DnAm, ktorych udziat

procentowy w mieszaninie jest mniejszy od 4%.

D2A1 (24.9%) D2A2 (23.1%) DZAO(\4;0%) )
. ~1
N >
Y e L 4 -
w A el
L N |
D1A2 (17.4%) , D1A0 (3.0%)
D1A1 (18.8% /
¢ 0)\’ — N r = r
SD A F) 49 ™)
- J (Ve " — U
¥ \
DOA1 (3.3%) DO0A2 (3.1%) y
Vv <
\l\/
ND ~ (\ki 4 % L
L I vy

Rys.7. Struktura wigzan wodorowych i ich wktad procentowy w cato$¢ mieszaniny [20].
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W 2018 roku Liu wraz z zespotem [21] wykorzystujac metode symulacji komputerowych
opisali rodzaje wigzan wodorowych wystepujacych pomigdzy czasteczkami wody. W pracy
zaprezentowano trzy rodzaje struktur wody, w ktorych czasteczki polaczone sg réoznymi
rodzajami wigzan (Rys. 8):

1. Struktura, w Kktorej wystepuja dwa wigzania akceptorowe oraz dwa wigzania

donorowe (struktura czworos$cienna).

2. Struktura, w ktorej wystepuje pojedyncze donorowe wigzanie wodorowe (SD) oraz

podwdjne donorowe wigzanie wodorowe (DD) (struktura pierscienia).

3. Struktura, w ktorej centralna czasteczka wody nie przekazuje wigzania wodorowego

(ND) (struktura otwartego pierscienia).

Rys. 8. Struktury czasteczek wody przedstawione przez Liu a) struktura czteroscienna
b) struktura pierécienia c) struktura otwartego pierscienia. Kolorem rézowym, zottym oraz szarym

zaznaczono odpowiednio konfiguracje wigzan wodorowych (DD), (SD) oraz (ND) [21].

W 2020 roku Ghosh oraz wspotpracownicy [22] wykorzystujac teorie funkcjonatu
gestosci DFT zbadali energetyczng oraz elektronowg strukture wybranych dimeréw wody.
Celem badan bylo wyznaczenie energii oraz wyjasnienie ich wptywu na dynamike sieci
wigzan wodorowych czasteczek wody. Do badan wybrano 6 izomerdw (Rys. 9), ktére zostaty
podzielone na dwie grupy - planarng i nieplanarng. W grupach tych wyrézniono 3 topologie
dimerow: liniowa, pierScieniowa oraz rozwidlong. W dimerach grupy planarnej wszystkie

atomy (dwa atomy tlenu oraz cztery atomu wodoru) leza w tej samej ptaszczyznie.
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Rys. 9. Struktury wybranych szesciu izomerow: a-liniowy nieplanarny, b- liniowy planarny,
C- pierScieniowy nieplanarny, d- pierscieniowy planarny, e-rozwidlony nieplanarny, f- rozwidlony

planarny [22]

Wyniki badan pokazuja, ze nieplanarny liniowy (LNP) dimer wody wykazuje najnizsza
energie, ktora jest nieznacznie nizsza od energii pozostatych 5 dimeréw. Wskazuje to na duzy
wplyw wahan temperatury oraz zmian S$rodowiska na reorganizacj¢ czasteczek wody
w dimerze. Wzajemna konwersja roznych izomeréw dimeru wody pomiedzy sobg wyjasnia
dynamiczng naturg sieci wigzan wodorowych. W 2020 roku Shu z wspotpracownikami [23]
przedstawit strukture klastrow wody w oparciu o zdj¢cia mikroskopowe. W zaproponowanym
modelu Kklaster ciektej wody sktada sie z okoto 10 czasteczek cieklej wody, w ktorych atomy
wodoru skierowane sg na zewnatrz klastra, natomiast atomy tlenu do wewnatrz, a wszystkie

atomy wykazuja dynamiczny charakter.

Rys. 10. Schemat klastra wody przedstawionego przez Shu [23]

Gao 1 wspotpracownicy [24] w 2021 roku opisali strukturg klastréw wody wykorzystujac
hierarchiczng metod¢ grupowania. W pracy opisano wigzania wodorowe, struktury

pier§cieniowe oraz tzw. fragmenty odpowiednio jako struktury pierwszego, drugiego oraz
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trzeciego poziomu. 25% klastrow piagtego poziomu zbudowanych jest nie wiecej niz z 20
czasteczek wody, natomiast maksymalny klaster tej klasy, w niskich temperaturach zawiera
100 czasteczek wody. Wykazano rowniez, ze 60% wszystkich klastréw pozostaje
niezmienionych, a okoto 10-15% jest taczona w inne klastry lub dzielona na czgsci.
W strukturze wody czesciej wystepuja klastry o matych rozmiarach. Wewngtrza warstwa
klastra sktada si¢ z 6-czlonowych pier§cieni, natomiast pierscienie Cztero- oraz
pigciocztonowe znajduja si¢ w warstwie zewngtrznej, z wickszym uprzywilejowaniem tych
drugich. W trakcie podwyzszania temperatury zarowno powierzchnia oraz wnetrze klastra
zajmuja pierscienie 4-, 5-cztonowe.

Mimo wielu prac teoretycznych opisujacych strukture ciektej wody, tematyka ta
nieustannie wzbudza zainteresowanie naukowcow. Ciagle badania §wiadczg o unikalnych
wlasciwosciach ciektej wody, ktora do tej pory, pomimo zastosowan coraz bardziej

wyrafinowanych technik obliczeniowych nie jest w petni wyjasniona.

2.2. Dendrymery

2.2.1. Ogoélna charakterystyka dendrymerow

Polimery dendrytyczne to grupa makroczgsteczek, ktore w swojej strukturze posiadaja
centralny rdzen, od ktéorego odchodza liczne rozgalezienia. Te¢ klase polimerow mozna
podzieli¢ na polimery monodyspersyjne, do ktorych nalezag dendrymery oraz polimery
polidyspersyjne: polimery hiperrozgatezione, dendrytyczno-liniowe oraz polimery typu
,,dendrigraft” (Rys. 11) [25].

Polimery dendrytyczne

p ~a

Monodyspersyjne Polidyspersyjne
g
S < o a 2
L 4 ™ 34
“{,‘ 1‘ ~
- < CSS), S ,—L\’
Dendrymery Polimery hiperrozgalezione Polimery typu . dendrigraft”

gy
Q}}-\v

Polimery dendrytyczno-liniowe

Rys. 11. Gtéwne klasy polimeréw dendrytycznych.
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Dendrymery sa makroczasteczkami o trojwymiarowej, dobrze zdefiniowanej budowie.
Dendrymery swoja wewnetrzng strukturg przypominaja drzewo, stad ich nazwa od greckiego
dendron- drzewo oraz meros-czes¢. Ze wzglgdu na specyficzng budowe, tj. wysoka
monodyspersyjnos¢, zwarty 1 regularny ksztalt, wyrdzniaja si¢ sposréod innych
makroczagsteczek dendrytycznych  (hiperrozgatezionych polimeréw) oraz polimerow
liniowych [26, 27].

Pierwsze publikacje o rozgat¢zionych polimerach pojawity si¢ w drugiej polowie XX
wieku. W 1974 r. Fritz Voglt wraz ze wspoOtpracownikami [28] opisat rozgalezione
czasteczki, ktore swojg budowg przypominaty o$miornice (ang. octopus molecules). W 1978
roku ten sam zespot badawczy [29] opisat syntezg zwigzkéw kaskadowych. W 1985 roku
Newkome 1 wspotpracownicy opisali synteze rozgalezionych czasteczek nazywajac je
,»arborolami” od tacinskiego stowa arbor, oznaczajacego drzewo [30]. Dendrymery okreslano
rowniez jako polimery ,,wybuchajacej gwiazdy” oraz polimery XXI wieku [31]. Pierwszy raz
nazwy ,dendrymer” uzyt Donald Tamalia [32] w 1985 roku. Uzycie tej nazwy zostalo
upowszechnione i zastgpito wczesniejsze okreslenia regularnie rozgatezionych czasteczek.

Makroczasteczka typowego dendrymeru ma ksztalt zblizony do kulistego,
W ktorego centrum znajduje si¢ wielofunkcyjny rdzen. Od rdzenia odchodza galezie
(dendrony) zbudowane z warstw meréw. Liczba tych warstw okre$la generacje dendrymeru.
Dendrymery zakonczone sg grupami koncowymi (terminalnymi), ktore stanowig powloke

makroczasteczki.

15



Punkt
rozgatezienia

Grupy
powierzchniowe

Rdzen

Rys. 12. Ogolna budowa dendrymeru [33].

Przytaczenie kolejnych warstw monomeréw powoduje wzrost liczby generacji, tym
samym zwigkszenie S$rednicy makroczasteczki i ilosci grup terminalnych [34, 35].

Podstawowymi technikami otrzymywania dendrymerow jest synteza zbiezna i rozbiezna
[36, 37] (Rys. 13).

a) Metoda rozbiezna

+=}>%<:—%<—}%%
WV

b) Metoda zbiezna

4*\;:?&'@%, .

Rys. 13. Metody syntezy dendrymerdw: a) rozbiezna b) zbiezna [38].

16



W metodzie rozbieznej [39, 40] zwanej inaczej podejsciem od wewnatrz (ang. inside-out)
wzrost makroczasteczki dendrymeru jest inicjowany z wielofunkcyjnego rdzenia, Bn, gdzie
n to ilos¢ grup funkcyjnych w czasteczce rdzeniowej (n=2). Do syntezy stosowany jest
monomer typu ABn (n=2), gdzie A jest grupa aktywna, natomiast B jest grupa
dezaktywowana, ktora umozliwia kontrolowany wzrost czasteczki. Aktywne grupy funkcyjne
B rdzenia reaguja z nadmiarem grup funkcyjnych monomeru ABn tworzacC pierwsza warstwe
dendronéw. W celu kontynuacji wzrostu grupy funkcyjne B pierwsze] warstwy sa
aktywowane (odbezpieczane) w wyniku czego powstaje reaktywny dendrymer pierwszej
generacji. Do czasteczki mozna dolgczyé kolejng warstwg monomerdow, co spowoduje
powstanie dendrymeru nastepnej generacji. Powtarzanie opisanych etapow wzrostu
i aktywacji pozwala otrzymywac¢ makroczasteczki dendrymeréw kolejnych generacji o coraz
wyzszym stopniu rozgalezienia ramion. Zaletg tej] metody jest szybkos$¢ polimeryzacji oraz
mozliwo$¢ wprowadzania zmian w grupach powierzchniowych. Istnieja jednak ograniczenia
zwigzane z reakcjami ubocznymi oraz niecatkowitym stopniem przereagowania grup
koncowych, ktore prowadza do defektow strukturalnych makroczasteczki dendrymeru. Inng
wadg metody rozbieznej syntezy dendrymerow jest obnizenie wydajnosci syntezy wyzszych
generacji ze wzgledu na ograniczenie reaktywnos$ci terminalnych grup funkcyjnych.

Metoda zbiezna, zwana syntezg zewnegtrzng (ang. outside-in) [39, 40] zostala
wprowadzona w celu przezwyci¢zenia wad, ktore wystepowaly w metodzie rozbieznej.
W pierwszym etapie syntezy metoda zbiezng produkowane sg bardzo czyste dendrony, ktore
nastepnie przytaczane sg do wielofunkcyjnego rdzenia. W metodzie tej mozna unikngé
defektow strukturalnych podczas syntezy. Mozliwa jest rowniez synteza dendrymerow
zbudowanych z r6znego rodzaju monomerow [41]. Podobna jak podczas syntezy rozbieznej,
takze podczas syntezy zbieznej istnieje trudnos$¢ w syntezie dendrymerow wyzszych generacji
zwigzana ze wzrostem zawady sterycznej dendronéw wyzszych generacji podczas ich
wigzania z czgsteczkg rdzeniows.

W literaturze [42-47] opisanych jest wiele rodzajow dendrymerow, miedzy innymi
dendrymery typu PAMAM (Rys. 14a), typu PAMAMOS (Rys. 14b) oraz dendrymery typu
Tecto (Rys. 14c).
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Rys. 14. Struktury dendrymerow typu a) PAMAM, b) PAMAMOS c¢) Tecto.

Szczegolnie interesujgcym rodzajem dendrymerdw sa dendrymery polipropylenoiminowe

(PPI), ktore sg przedstawione w nastepnym podrozdziale.

2.2.2. Budowa, synteza i wlasciwosci fizykochemiczne dendrymerow PPI

Jednymi z  najczesciej  wykorzystywanych — dendrymeréw  s3  dendrymery
polipropylenoiminowe (PPI) [34, 48]. Dendrymery te w poréwnaniu z PAMAM sg prostsze
w syntezie i odporniejsze na dziatanie podwyzszonej temperatury [49, 50]. W ich regularnie
rozgalezionej strukturze wystepuja grupy aminowe potgczone tancuchami propylenowymi

(PP1). Struktura dendrymeru PPI generacji czwartej zostata przedstawiona na rysunku 15.
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Rys. 15. Dendrymer PPI G4 z zaznaczonym dtugim tancuchem rdzenia oraz krotkimi fancuchami rozgatezien.

Komercyjnie dostepne dendrymery PPI syntezowane s3 metoda rozbiezng [51, 52].
Synteza rozpoczyna si¢ od addycji Michaela czterech czasteczek akrylonitrylu do czasteczki
rdzeniowej 1,4-diaminobutanu, stanowigcego rdzen makroczgsteczki. W wyniku reakcji
powstaje potowkowa (-0,5) generacja dendrymeru z czterema nitrylowymi grupami
powierzchniowymi. W nastgpnym etapie nast¢puje redukcja grup nitrylowych z uzyciem
odpowiedniego srodka redukujacego, np. NaBH4 [53], LiAlHs, BH3- THF [54]. Reakcja ta
prowadzi do syntezy dendrymeru PPl GO z czterema powierzchniowymi grupami

aminowymi. Powtarzanie opisanych sekwencji prowadzi do syntezy dendrymerow kolejnych

generacji (Rys. 16).

HoN NH,
H,N NH, HoN A~CN N_~_NH;,
1. Z°CN j\ (f 1. Z°CN 7\ J
HZN\/\/\NH2 _— N—"~~"N —_— N—"~"N
2. Srodek redukujacy f \ 2. Srodek redukujgcy J/
H,N NH, HzN“/Pﬂ N>"NH,

Rys. 16. Synteza dendrymeréw PPI z rdzeniem diaminobutanowym (DAB) [54].

W strukturze dendrymerow PPI (Rys. 15) wyrdznia si¢ pierwszo- oraz trzeciorzgdowe

grupy aminowe. Wraz ze wzrostem generacji ro$nie zardwno liczba wewngtrznych oraz
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zewngtrznych grup aminowych (Tabela 1). Dendrymery PPI moga mie¢ réwniez rdzne
rdzenie. Najczgséciej funkcje rdzenia pelni poliamina, np. etylenodiamina (EDA) lub
diaminobutan (DAB). Dla badanego w pracy dendrymeru PPI rdzen DAB zbudowany jest
z czterech atomow wegla (tancuch dhugi), natomiast w ramionach odchodzacych od rdzenia

wystepuja krotsze tancuchy alkilowe zbudowane z trzech atomow wegla (Rys. 16) [55].

Tabela 1. Liczba grup aminowych w makroczasteczkach dendrymeréow PPI kolejnych

generacji.
Liczba terminalnych Liczba wewnetrznych
Generacja PPI (pierwszorzedowych) (trzeciorzedowych) grup
grup aminowych aminowych
0 4 2
1 8 6
2 16 14
3 32 30
4 64 62

Makroczasteczki dendrymeréw PPI nizszych generacji maja konformacje wydluzona.
Wraz ze wzrostem liczby generacji dendrony sg silniej stloczone i moga uktada¢ sie do
wewnatrz makroczgsteczki [56]. Dlatego wraz ze wzrostem generacji dendrymeru struktura

makroczasteczki staje si¢ bardziej zwarta.

Rys. 17. Konformacje dendrymerow PPI generacji a) GO, b) Gl, ¢) G2, d) G3. Kolorami zaznaczono

poszczegdlne dendrony makroczasteczki [56].

W strukturze dendrymeru wyroznia si¢ powloke zewnetrzng (ang. outer shell), czyli
przestrzen pomigdzy ostatnim zewngtrznym punktem rozgal¢zienie i powierzchnig oraz
powtoki wewngtrzne (ang. inner shells) potozone we wnetrzu makroczasteczki. Pomigdzy

dendronami znajdujg si¢ rowniez liczne przestrzenie wewngtrzne tzw. jamy [57]. Ze wzgledu
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na obecno$¢ kolejnych punktow rozgalezien w budowie makroczasteczek dendrymeréw
wyréznia si¢ rowniez tzw. ,kieszenie” zewnetrzne (ang. outer pockets), ktore znajduja si¢
pomiedzy powierzchniowymi grupami makroczasteczki oraz ,kieszenie” wewngtrzne

(ang. inner pocket) [58].

kieszen zewnetrzna

kieszen wewnetrzna \

b
przestrzenie " < rdzei
wewngtrzne

grupy powierzchniowe

Rys. 18. Charakterystyczne elementy budowy makroczasteczki dendrymeru o czterowarto§ciowym rdzeniu.

Liczba merow w kolejnych warstwach wzrasta wyktadniczo. Wzrost liczby grup
terminalnych wraz ze wzrostem generacji makroczasteczki mozna opisa¢ réwnaniem
(Rownanie 1) [59]:

Z =n.*n§ 1)
gdzie
Nc- Krotno$¢ rdzenia,
Nm-krotno$¢ rozgalezienia okreslajaca liczbe podgatezi, na ktore rozdziela si¢ dana podgataz
w punkcie rozgatezienia,
G-generacja dendrymeru.
Przyktadowo dla dendrymeru PPl G4 z rdzeniem diaminobutanowym (nc=4; nn=2) generacji
czwartej (G=4) liczba powierzchniowych grup funkcyjnych wynosi Z=64.

Rozbudowa makroczasteczek dendrymeréow o kolejne warstwy merdéw nie moze byc¢
prowadzona w nieskonczonos¢. Synteza dendrymeréw wyzszych generacji jest mozliwa do
momentu, gdy zatloczenie steryczne uniemozliwia rozbudowe makroczasteczki o kolejna
warstwe merow z zachowaniem charakterystycznej dla dendrymerow regularnej struktury
[60]. Po osiagnigciu tego krytycznego stanu zwanego generacja graniczng de Gennesa [61].

brak mozliwosci dalszego wzrostu okresla si¢ jako efekt ,,starburst” [62].
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Istnieja r6zne konwencje nazywania dendrymerow klasy PPI (Tabela 2) i okreslania ich
generacji. Zgodnie z dawniej stosowana konwencja w strukturze PPI nie wyrdznia sig¢
generacji zerowej, rozpoczynajac numeracje od generacji pierwszej (Rys. 19a). Wowczas
dendrymer PPI o rdzeniu DAB, ktérego makroczasteczka ma 64 powierzchniowe grupy
powierzchniowe jest oznaczany jako dendrymer generacji pigtej (GS5). Wedlug nowszej
konwencji, numeracj¢ warstw merow dendrymeru PPI (podobnie jak dla PAMAM)
rozpoczyna si¢ od generacji zerowej (Rys. 19b). Wowczas dendrymer PPI o rdzeniu DAB,
ktorego makroczgsteczka ma 64 grupy powierzchniowe jest oznaczany jako dendrymer
generacji czwartej (G4). Nowsza konwencja numerowania generacji dendrymeréw zalecana
jest przez Tomali¢ 1 Rookmakera [63] 1 jest zastosowana takze w niniejszej pracy. Uzycie
nowej konwencji nazewnictwa ulatwia porownywanie dendrymerdéw roznych typow, gdyz
wowczas makroczasteczki PPI 1 PAMAM tej samej generacji 1 O tej samej wartosciowosci
rdzenia maja jednakowa liczbe reszt terminalnych.

Poniewaz komercyjnie dostgpne dendrymery PPI syntezowane sga z diaminobutanu
(DAB) jako czasteczki rdzeniowej, dlatego okreslane sa rowniez jako dendrymery DAB ze
wskazaniem liczby aminowych reszt terminalnych (Am). Przyktadowo DAB-Am-64 oznacza
dendrymer PPI o rdzeniu diaminobutanowym (DAB) zawierajagcy 64 terminalne grupy
aminowe. Uzycie tego sposobu oznaczania jest szczego6lnie wygodne w handlu i obrocie

dendrymerami PPI.

Rys. 19. Struktura dendrymeru PPI o rdzeniu diaminobutanowym (DAB) z zaznaczonymi warstwami merow

kolejnych generacji wedtug: a) starej konwencji numeracji b) nowej konwencji numeraciji.
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Tabela 2. Podstawowe parametry makroczgsteczek dendrymeréw PPl o rdzeniu
diaminobutanowym (DAB) [34].

Liczba . .
Generacja Generacja terminalnych Masa molowa Srednica
(stara nomenklatura) (nowa nomenklatura) grup aminowych [g/mol] [nm]
1 0 4 316.5 0,9
2 1 77173 1.4
3 2 16 1686.8 1.9
4 3 35139 24
5 4 64 7168,1 28

Dendrymery PPI posiadajg duzy potencjal aplikacyjny, dlatego wazne jest doktadne
zbadanie struktury tych czgsteczek w roznych warunkach. Liczne symulacje komputerowe
mialy na celu okreslenie wptywu srodowiska na ksztalt i rozmiar dendrymeréw klasy PPI.
Symulacje komputerowe wykonane przez Gupta 1 wspoOlpracownikow [64] pozwolity

obliczy¢ rozmiar makroczasteczek dendrymerow PPI oraz ich promien bezwtadnosci Ry dla

generacji od G3 do G8 odpowiednio w $§rodowisku kwasnym (pH<3), obojetnym (pH~7) oraz
zasadowym (pH>12). Analiza otrzymanych wynikow wskazuje na monotoniczny wzrost

promienia bezwtadnosci badanych dendrymerow wraz ze wzrostem generacji (Rys. 20).
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Rys. 20. Zalezno$¢ promienia bezwtadnosci dendrymeréw PPI w zalezno$ci od pH $rodowiska [64].
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Liniowy wzrost promienia bezwtadnosci obserwuje si¢ dla dendrymerow nizszych pokolen,
natomiast niewielkie odchylenie od liniowosci obserwuje si¢ w przypadku dendrymerow
generacji wyzszych. Odchylenie to moze by¢ spowodowane mniejszym przyrostem dostepnej
przestrzeni dla grup powierzchniowych wyzszych generacji. Objetos¢ dendrymerow wzrasta
jak szeScian generacji makroczasteczki V~G®, natomiast masa czasteczkowa rosnie
wyktadniczo M~(f-1)¢, gdzie f - funkcjonalno$é (wartosciowo$é) punktu rozgatezienia

dendrymeru, ktory dla dendrymeru PPI wynosi f= 3 (Rys. 21) [65].
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Rys. 21. Zalezno$¢ masy czasteczkowej dendrymeréw PPI z rdzeniem diaminobutanowym (DAB) od generacji

makroczasteczki. Dane do wykresu zaczerpnigto z pracy Mendesa 1 wspotpracownikow [34].

Wyniki badan pokazuja, ze duzy wplyw na struktur¢ dendrymeréw ma zmiana pH
roztworu, w ktorym zawieszone s3 makroczasteczki tych polimerow. W $rodowisku
zasadowym grupy aminowe nie ulegajg protonowaniu, a konformacja makroczasteczki ulega
Ztozeniu (Rys. 22). W wyniku obnizenia pH roztworu z zasadowego do kwasnego
protonowaniu ulega coraz wiegcej grup aminowych w makroczasteczce dendrymeru (Rys. 23).
Obliczone wartoéci promienia bezwladnosci dendrymeréw PPI w roztworach o réznym pH
pokazuja, z& wraz z obnizeniem pH S$rodowiska rozmiar makroczasteczek dendrymerow
wzrasta, co jest spowodowane odpychaniem elektrostatycznym miedzy sprotonowanymi
grupami aminowymi dendrymeru [64-66]. Dendrymery PPI przy niskim pH wykazuja zatem
wysoce uporzadkowang strukture oraz rozlozong konformacje ze wzgledu na odpychanie

elektrostatyczne miedzy dodatnio natadowanymi grupami amoniowymi (Rys. 22) [65].
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Przyktadowo obnizenie pH z 12 do 3 powoduje wzrost promienia makroczasteczki PPI G4
z10A do 14 A.

Rys. 22. Konformacja dendrymeru PPI G4 w Srodowisku: a) zasadowym b) kwasowym [65].

Rys. 23. Struktura dendrymeru PPl G4 z rdzeniem diaminobutanowym DAB w $rodowisku o pH odpowiednio:
(a) zasadowym, (b) neutralnym, (c) kwasnym. Protonowane atomy wodoru przedstawiono jako zielone kule
[66].

Miarg odchylen ksztaltu makroczasteczki od idealnej kuli jest tzw. parametr
asferycznosci. Obliczone wartosci tego parametru dla dendrymeréw PPI generacji G3, G5-G8

uwzgledniajace rozne wartosci pH srodowiska zostaty zebrane w Tabeli 3.
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Tabela 3. Wartosci parametru asferycznosci dla dendrymeréw PPI wybranych generacji [65].

Wartos¢ parametru asferycznosci (A)
Generacja pH zasadowe pH obojetne pH kwasne
3 0,017 + 0,013 0,031 <+ 0,016 0,031 <+ 0,011
) 0,031 + 0,018 0,011 <+ 0,003 0,007 + 0,002
6 0,03 <+ 0,01 0,006 <+ 0,001 0,002 <+ 0,001
7 0,007 <+ 0,001 0,003 <+ 0,001 0,002 <+ 0,001
8 0,007 <+ 0,002 0,006 <+ 0,001 0,002 <+ 0,001

Zebrane warto$ci (Tabela 3) wskazujg, ze niezaleznie od kwasowosci srodowiska warto$ci
parametru asferycznosci dla dendrymeréw wyzszych generacji sa bliskie zeru. Swiadczy to 0
matym odchyleniu strukturalnym od symetrii sferycznej oraz wskazuje na coraz bardziej
kulistg strukture dendrymerow PPl wraz ze wzrostem generacji.

Badania metodg spektrometrii mas [67] sugeruja, ze dla makromolekut PPI
przenoszonych do fazy gazowej z polarnych protycznych rozpuszczalnikow mozliwe jest
ztozenie zewnetrznych fragmentow dendronow do wnetrza struktury. Ztozenie to nastepuje
poprzez  tworzenie  wewnatrzczasteczkowego  wigzania  wodorowego  pomigdzy
pierwszorzedowymi i trzeciorzgdowymi grupami aminowymi (Rys. 24), co dodatkowo

stabilizuje struktur¢ makroczasteczki.

Rys. 24. Struktura dendrymeru PPl G2 z wewnatrzczasteczkowym wigzaniem wodorowym w ramieniu: a)

nieprotonowanym, b) protonowanym [67].

Duzy wplyw na strukturg czasteczek dendrymerdw ma rodzaj rozpuszczalnika, w ktérym

rozpuszczone (zawieszone) zostalty makroczasteczki dendrymeréw PPI. Obliczenia technika
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dynamiki molekularnej wskazuja, ze dendrymery PPI wszystkich generacji roznig si¢
konformacja w zaleznosci od rodzaju uzytego rozpuszczalnika [60]. Badania NMR
makroczasteczek dendrymeréw PPl wykazaty, ze rozpuszczalniki niepolarne w matym
stopniu  solwatujag dendrony, co sprzyja interakcjom migdzy wewne¢trznymi grupami
makroczasteczki. Inaczej jest w przypadku kwasnych rozpuszczalnikow, ktore dziataja jako
donor wodoru do zasadowych grup aminowych makroczgsteczki dendrymeru. Protonowanie
tych grup prowadzi do roztozenia konformacyjnego makroczasteczki. Polarne czasteczki
rozpuszczalnikow mogg tworzy¢ wigzania Wodorowe z trzeciorzegdowymi wewngtrznymi
grupami aminowymi, co rowniez powoduje roztozenie konformacyjne makroczasteczki [68].
Badania teoretyczne oraz eksperymentalne pokazuja, ze dendrymery PPl z aminowymi
grupami terminalnymi oddziatujac z aprotycznymi rozpuszczalnikami apolarnymi wykazuja
wickszg gestos¢ czasteczkowa w poblizu rdzenia makroczgsteczki, co §wiadczy o ztozeniu
konformacyjnym struktury. W przypadku rozpuszczalnikow polarnych wyzsza gestosc
czasteczkowa wystepuje na powierzchni makroczasteczek, co spowodowane jest solwatacjg
ramion dendrymeru.

Symulacje komputerowe pokazuja, ze konformacja protonowanych makroczasteczek
dendrymeréow PPI zmienia si¢ takze wraz z obecnoscig soli w roztworze. W warunkach
wysokich st¢zen jonow elektrolitu dendrymery wykazujg tendencj¢ do zwijania swej
konformacji w mniejsza, bardziej zwartg strukture o duzej gestosci w poblizu rdzenia (ang.
dense-core model). Przy niskim stezeniu soli w roztworze sily odpychajace miedzy
natadowanymi dendronami powodujg przyjecie przez makroczasteczki PPI konformacji
roztozonych o duzej gestosci w poblizu powierzchni (ang. dense-shell model). Przyjecie przez
makroczasteczke PPI rozlozonej konformacji zmniejsza sity odpychania centrow tadunku

dodatniego (Rys. 25) [69].

Rys. 25. Trojwymiarowa struktura dendrymeréw PPI w roztworach o: a) matym stezeniu soli b) wysokim

stezeniu soli [60].
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Obecne w strukturze dendrymeréw PPI grupy aminowe w roztworze wodnym
uczestnicza w rownowagach kwasowo-zasadowych, przez co nadaja makromolekule
charakter wieloprotonowej zasady Bronstedta. Przebieg krzywych protonowania

dendrymerow PPI generacji GO-G4 przedstawiono na rysunku 15.

degree of protonation

Rys. 26. Zalezno$¢ stopnia protonowania dendrymeréw PPI generacji GO-G4 od pH roztworu [55].

Dla dendrymeréw PPI opracowano mechanizm protonowania [55] poszczegoélnych
rodzajéow grup aminowych w zalezno$ci od pH roztworu. Protonowanie dendrymerow PPI
zachodzi w sposob powtokowy (ang. shell-wise), czyli protonowaniu ulegaja grupy aminowe
zlokalizowane w poszczeg6lnych warstwach. Podczas zmiany pH roztworu, makromolekuty
PPl przechodza przez wiele mikrostandw roznigcych si¢ stopniem sprotonowania grup
aminowych. Dla dendrymeréw PPI wyrdznia si¢ cztery rodzaje ugrupowan aminowych

w zalezno$ci od ich potozenia (Rys. 27) w strukturze PPI:
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a) Pierwszorzgdowe terminalne grupy aminowe o stalej deprotonowania sprzgzonego
kwasu oznaczonej pKa("

b) Trzeciorzedowe grupy aminowe o stalej deprotonowania sprz¢zonego kwasu
oznaczonej pKa®"™, ktore sg zlokalizowane tuz pod powierzchnig grup terminalnych

c) Wewngtrzne trzeciorzedowe grupy aminowe o stalej deprotonowania sprzezonego
kwasu pKa"", ktore sa zlokalizowane miedzy zewngtrznymi trzeciorzedowymi
grupami aminowymi i rdzeniem

d) Trzeciorzedowe grupy aminowe rdzenia o stalej deprotonowania sprzgzonego kwasu
pKallh

Wyniki badah NMR wskazuja, ze generacja ma wplyw na stale deprotonowania

sprzezonych kwasow poszczegdlnych rodzajéw grup aminowych w strukturach badanych

dendrymerow PPI generacji GO-G4. Wartosci pKa dla dendrymeréw PPI generacji GO-G4

zostaty zebrane w Tabeli 4.
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Rys. 27. Struktura dendrymeru PPI G2 z oznaczeniem statych pKa dla poszczegdlnych rodzajow grup
aminowych. [55].
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Tabela 4. Wartosci pKa grup aminowych w makroczasteczkach dendrymerow generacji
GO0-G4 [55]. Oznaczenie statych pKa poszczegdlnych grup jest zgodne ze schematem

przedstawionym na rysunku 27.

Generacja pKa® pKalh pKal" | pKal
0 9,972 9,85° - 6,0° 9,022 -
1 9,852 9,8 - 6,0 8,192 9,662
2 9,79 9,8 7,992 6,1° 8,19 9,72
3 9,70 9,75 8,03 - 8,19 9,71
4 9,562 9,75° 7,95° 6,1° 8,192 9,66%

Literatura: 2[55], °[70], °[71]

Dla dendrymeréw generacji G1-G4 wartosci pKa terminalnych grup aminowych (I)
1 trzeciorzedowych grup aminowych przy powierzchni (III”’) maleja wraz ze wzrostem
generacji. Swiadczy to o wzroécie charakteru kwasowego tych grup wraz ze wzrostem
generacji.

Dendrymery PPI protonujg si¢ w sposob warstwowy (ang. onion-like) w zaleznosci od
potozenia warstw merow wzgledem powierzchni. Oznacza to, ze podczas zakwaszania
roztworu najpierw protonujg si¢ grupy aminowe warstw nieparzystych, a nastepnie grupy
aminowe warstw parzystych. Podczas obnizania pH roztworu grupy aminowe znajdujgce si¢
na nieparzystych powlokach, liczac od najbardziej zewnetrznej, protonujg si¢ w pierwszym
etapie juz przy pH okoto 9. Dla dendrymeréw PPI wyzszych generacji stosunek
sprotonowanych grup aminowych znajdujacych si¢ na nieparzystych powtokach do catkowitej
liczby miejsc ulegajacym sprotonowaniu wynosi 2/3. Pozostata cze$¢ (1/3) protonuje si¢
w drugim etapie przy pH okoto 4,5. Przykladowo makroczasteczka PPI G1 (Rys. 28)
zawieszona w roztworze o silnie zasadowym pH ma niesprotonowane wszystkie grupy
aminowe. Podczas zakwaszania roztworu dendrymeru PPI G1 protonowaniu ulegaja najpierw
pierwszorzgdowe terminalne grupy aminowe, nastgpnie trzeciorzedowe grupy aminowe

znajdujace si¢ w rdzeniu.
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Rys. 28. Mechanizm protonowania dendrymeru PPl generacji G1. Wykres przedstawia makroskopowe
prawdopodobienstwo stanu (w %), w ktorym przylaczonych jest m protonéw w funkcji pH $rodowiska.
Schematy przedstawiaja potozenie miejsc obsadzonych przez protony (oznaczone @) w odrgbnie
poszczegodlnych standw oraz miejsca niesprotonowane (0znaczone ©) z przypisanymi im warto$ciami pKa.

Eghtesadi i wspotpracownicy [72] wykonywali badania pH-metryczne dendrymeru PPI
G1. W makroczasteczce PPI G1 w roztworze o pH~10 protonowaniu ulegaja trzy lub cztery

z o$miu aminowych grup terminalnych. Ze wzglgdu na kationowy charakter sprotonowanych
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grup aminowych, makroczasteczki dendrymeru PPI Gl wystepowaly jako pojedyncze
makrojony w wodnym roztworze (Rys.29).

Rys. 29. Schemat oddziatywan dwoch makrojonéw dendrymeru PPl G1 z zaznaczonym odpowiednio:
odpychaniem («<), przycigganiem (---) elektrostatycznym, jonami chlorkowymi (czarne kotka), protonowanymi

grupami aminowymi (szare kotka) oraz obojetnymi grupami aminowymi (gwiazdki).

Smeijers i wspotpracownicy [73] wykonali symulacje metoda dynamiki molekularne;j
zachowania wodnych roztworéw dendrymeréw PPI G3 oraz G4 (Rys. 30). Uzyskane wyniki
wskazuja, ze w warunkach wysokich stezen (= 6%), czyli gdy odleglosci pomigdzy
poszczegdlnymi makroczasteczkami sa niewielkie, makroczasteczki mogg agregowaé poprzez
wnikanie (interpenetracje, ang. interpenetration) dendronow jednej makroczasteczki do

wewnetrznych jam w strukturze drugiej makroczasteczki.
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Rys. 30. Wymodelowane technika dynamiki molekularnej agregaty PPI G4 w roztworze o stezeniu 6%,

utworzone wskutek interpenetracji makroczasteczek [73].

Przy niskich stezeniach dendrymeru PPI G4, w stanie rownowagi symulowanego roztwordu,
obserwuje si¢ zderzenia miedzy makroczasteczkami, chociaz nie udalo si¢ zaobserwowac
zjawiska interpenetracji makromolekul. W silnie st¢zonych roztworach zaobserwowano
natomiast tworzenie agregatow (Rys. 31), zawierajagcych wiekszg liczbe czasteczek niz
w roztworze o stezeniu 6%. Obliczenia komputerowe Zacharopoulosa i Economou’a [56] dla
silnie stezonych roztworow rowniez wskazujg na wzajemne przenikanie si¢ makroczasteczek

dendrymerow PPI.

Rys. 31. Kilkuczasteczkowy agregat dendrymeru PPl G4.

33



Jednym z potencjalnych zastosowan dendrymerow jest selektywne zamykanie
(enkapsulacja, ang. encapsulation) mniejszych czasteczek, czyli ligandow w ich
wewngtrznych jamach, a nastgpnie uwalnianie ich w innym (odmiennym) s$rodowisku.
Dendrymery posiadaja zdolno$¢ do tworzenia komplekséw supramolekularnych typu
gosc¢-gospodarz, w ktorych dendrymer pelni rolg gospodarza. Istniejg rowniez kompleksy,
w ktorych dendrymer petni funkcje goscia dla wickszej od niego makroczasteczki biatka. Sa
to tzw. dendripleksy [74]. Jednym z pierwszych badan jednoznacznie udowadniajacych
mozliwos¢ enkapsulacji liganda pomiedzy dendronami makroczasteczki PPI byt eksperyment
Mejera [75-78] z wuzyciem PPI G4 w charakterze ,pudetka dendrymerowego”
(ang. dendribox) [76]. W eksperymencie tym mieszano dendrymer PPI G4 w rdéznych
stosunkach molowych z czasteczkami goscia. Nastgpnie do makroczasteczki przytaczono
sterycznie rozbudowane reszty fenyloalaniny blokowanej grupami tert-butylokarbonylowymi
(tBOC) (Rys. 32). Uszczelnienie struktury powierzchni dendrymeru zabezpieczyto zamknigte
we wnetrzu makromolekuty czasteczki goscia przed uwolnieniem. Usunigcie blokujacych
reszt tBOC z powierzchni makroczasteczki PPI pozwalato uwolni¢ zawartos¢. We wnetrzu
dendrymerowego pudetka PPI G4 mozna enkapsulowa¢ odpowiednio do czterech czgsteczek

rézu bengalskiego oraz do o$miu czgsteczek kwasu p-nitrobenzoesowego (Rys. 32).

Rys. 32. Pudetko dendrymerowe z zamknietymi (enkapsulowanymi) czterema czasteczkami r6zu bengalskiego.



Miklis wraz ze wspolpracownikami [79] przeprowadzit symulacje komputerowe metoda
dynamiki molekularnej. Wymodelowana struktura dendrymeru PPl z 64 resztami
tBOC-L-Phe wraz z zamknigtymi czasteczkami rozu bengalskiego potwierdza wyniki badan
eksperymentalnych grupy Mejera (Rys. 33).

Rys. 33. Stereogram dendrymeru PPI G4 z enkapsulowanymi czgsteczkami r6zu bengalskiego [79].

Dendrymery PPl to dogodne nanorusztowania do budowy bardziej ztozonych uktadow.
Przyktadowo otrzymano dendrymer PPI z terminalnymi resztami adamantylowymi, ktory
doskonale wigzat B-cyklodekstryng (Rys. 34a). Otrzymano rowniez dendrymer PPl G1
modyfikowany powierzchniowo resztami B-cyklodekstryny (Rys. 34b), ktory wykazywat
duza zdolno$¢ wigzania DNA 1 byl mniej toksyczny w poréwnaniu z niezmodyfikowanym
dendrymerem PPI G1 [80, 81].

a) b)
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Rys. 34. Przykltady modyfikacji dendrymerow PPl: a) z resztami adamantylowymi i przylaczona
B-cyklodekstryna b) z zwiazang kowalencyjnie B-cyklodekstryna.
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2.2.3 Dendrymery jako nosniki molekularne

Charakterystyczna budowa makroczasteczek dendrymeréw (liczne terminalne grupy
funkcyjne oraz przestrzenie wewnetrzne) umozliwia im oddzialywania z mniejszymi
czasteczkami lub ich grupami funkcyjnymi. Oddzialywania te moga zachodzi¢ w sposob

niekowalencyjny lub poprzez wigzania chemiczne [82, 83].

a)

Rys. 35. Schemat niekowalencyjnych oddzialywan makroczasteczek dendrymerow z czasteczkami
ligandow poprzez: a) enkapsulacje, b) oddzialywania elektrostatyczne, ¢) wbudowanie w sie¢ agregatow

dendrymeru [84].

Zamknigcie (enkapsulacja) czasteczek liganda w wewnetrznych jamach makroczasteczek
dendrymerow PPl  najczeéciej jest wynikiem stabo  wigzacych  oddziatywan
niekowalencyjnych czasteczki liganda z niepolarnymi grupami metylenowymi i polarnymi
trzeciorzgdowymi grupami aminowymi obecnymi we wnetrzu makroczasteczki. Stabo
rozpuszczalne w wodzie ligandy moga wiec oddziatywa¢ hydrofobowo z niepolarnymi

grupami metylenowymi, co powoduje wzrost rozpuszczalno$ci liganda w wodnym roztworze

36



dendrymeru. (Rys. 35a). Dendrymery PPI w swojej strukturze posiadaja hydrofobowe
wnetrze oraz zbudowang z grup aminowych powtoke, co nadaje powierzchni makroczasteczki
hydrofilowy charakter. Przenoszenie niepolarnych ligandéw lub ligandow posiadajacych
niepolarne reszty, w hydrofobowych wnekach makromolekut dendrymeru o hydrofilowe;j
powierzchni, przypomina klasyczne uktady micelarne. Stad dendrymery wykazujace takie
zachowanie okresla si¢ jako jednoczasteczkowe micele (ang. unimolecular micelles).
Poniewaz fragmenty hydrofobowe w dendrymerach PPI sg kowalencyjnie wbudowane
w strukture, wigc jednoczasteczkowa micela jest stabilna w pelnym zakresie stezenia jej
roztworu [85].

Obecne w strukturze makroczasteczek dendrymerow PPI trzeciorzedowe grupy aminowe
moga wigza¢ ligand we wnetrzu makroczasteczki poprzez wigzania wodorowe [85], a po
sprotonowaniu takze oddziatujg elektrostatycznie z ligandami o charakterze anionowym. Ze
wzgledu na zdolnos$¢ dendrymerow do enkapsulacji ligandéw, moga by¢ one wykorzystywane
jako m.in. pudetka dendrymerowe [79] dla hydrofobowych lub polarnych ligandow oraz
jednoczasteczkowe micele dendrytyczne dla ligandéw hydrofobowych.

Aminowe grupy powierzchniowe w makroczasteczkach dendrymerow PPI w $rodowisku
wodnym wykazuja zasadowy charakter Bronstedta, przez co mogg oddziatywac nie tylko
poprzez wigzania wodorowe, lecz po sprotonowaniu réwniez elektrostatycznie (Rys. 35b)
z anionowymi (kwasowymi) lub spolaryzowanymi grupami funkcyjnymi w czasteczkach
ligandow [82]. Zdolno$¢ dendrymeréw do agregacji pozwala rowniez na stabilizacje
czasteczek liganda pomiedzy skupionymi makroczgsteczkami dendrymerow (Rys. 35c¢) [86,
87]. Przylaczenie czasteczek liganda do powierzchni makroczasteczki moze odbywacé sie
rOwniez poprzez wigzania kowalencyjne.

W literaturze istnieje wiele doniesien opisujacych dendrymery PPI zaroéwno
z etylenodiaminowym (EDA) rdzeniem jak réwniez diaminobutanowym (DAB) jako no$niki

réznego rodzaju ligandow.

2.2.4. Oddzialywanie dendrymerow PPI z antybiotykami

Zbyt czgste stosowanie antybiotykdw spowodowato wzrost odpornosci mikroorganizméw na
ich dziatanie. W celu poprawy dzialania substancji czynnych biologicznie mozliwe jest
stosowanie ich wraz z innym zwigzkiem bakteriobojczym. Zespo6t po kierunkiem Wronskiej
[88] badat aktywno$¢ przeciwbakteryjng cyprofloksacyny zwigzanej z dendrymerem PPI G3

w celu obnizenia skutecznej terapeutycznie dawki tego medykamentu. Stwierdzono, ze
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dodatek dendrymeru PPI G3 wzmaga dziatanie przeciwbakteryjne cyprofloksacyny wobec
obu badanych szczepow bakterii Staphylococcus aureus oraz Escherichia coli. Wraz ze
wzrostem stezenia dendrymeru wzrasta aktywnos$¢ bakteriobdjcza leku zarowno wobec
bakterii Gram dodatnich jak i Gram ujemnych. Uzycie dendrymeru jako uzupeiniajacego
czynnika biobdjczego pozwolito zwigkszy¢ aktywnos$¢ antybiotyku o 30% dla bakterii
S. aureus oraz 25% dla bakterii E. coli w poréwnaniu do aktywno$ci leku bez dodatku
dendrymeru.  Aktywno$¢  przeciwbakteryjna  spowodowana jest prawdopodobnie
destabilizujgcym wpltywem kationowego tadunku zlokalizowanego na powierzchni
dendrymeru PPI G3 na anionowe blony badanych szczepow bakterii.

Felczak i wspotpracownicy [89] przeprowadzili badania nad aktywnosciag bakteriobojcza
niezmodyfikowanego dendrymeru PPI G3 oraz jego pochodnych, w ktorych 25 % oraz 100%
powierzchniowych grup aminowych podstawiono maltotrioza. Stwierdzono, zZe
makromolekuty dendrymeru PPI zmodyfikowanego w 25% wykazywaly selektywne
wlasciwosci bakteriobdjcze przeciwko bakteriom gronkowca zlocistego, nie wpltywajac na
lini¢ komorek eukariotycznych.

Podobnie Jabelli 1 wspoOtpracownicy [90] analizowali dziatanie bakteriobdjcze
dendrymeru polipropylenoiminowego PPl G1 na bakterie wyst¢pujace W wodzie pitnej
czerpanej z obszaréw wiejskich w Iranie. Wyniki ich badan wskazuja, ze dendrymer PPI G1
wywoluje wiekszg aktywno$¢ bakteriobojczg wobec bakterii Gram-dodatnich niz Gram-
ujemnych.

Wronska i wspotpracownicy [91] przeprowadzili badania dendrymeru PPl G2
z amoksycykling. Jest to jeden z najczesciej stosownych antybiotykow. Celem ich pracy byto
poréwnanie dziatania bakteriobdjczego amoksycykliny przeciwko bakteriom Gram-ujemnych
oraz w obecnosci niezmodyfikowanego oraz zmodyfikowanego resztami maltozy dendrymeru
PPI G2. Wyniki badan pokazuja, ze zar6wno niepodstawiony dendrymer PPI G2, jak réwniez

glikodendrymer z resztami maltozy wzmacnia dziatanie antybakteryjne amoksycykliny.

2.2.5. Oddzialywanie dendrymerow z lekami onkologicznymi

Fenazyna jest zwigzkiem organicznym, ktory w badaniach in vitro wykazuje aktywnos$¢
przeciwnowotworowa. Jednak zbyt mala jej rozpuszczalno$¢ w wodzie ogranicza jej
biodostepnos¢ oraz skutecznos¢ jako leku onkologicznego w warunkach in vivo. Prace Dib
1 wspotpracownikéw [92] miaty na celu badania oddziatywan dendrymeru PPI G3 z fenazyng

(Rys. 36). Analiza otrzymanych przez autorow wynikoéw [92] pokazuje, ze fenazyna moze
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oddzialywa¢ z dendrymerem PPI G3 poprzez oddziatywania elektrostatyczne, powodujac, ze
przylaczenie fenazyny do dendrymeru zwigksza rozpuszczalnos¢ leku 9-krotnie

OH
N
Br

Rys. 36. Struktura fenazyny [92]

Kaur 1 wspoétpracownicy [93] przeprowadzili badania oddzialywan modyfikowanego
powierzchniowo resztami  kwasu foliowego dendrymeru

PPI G4 o0 rdzeniu
etylenodiaminowym (EDA) z metotreksatem (Rys. 37). Kwas foliowy jest wychwytywany

przez komorki nowotworowe jako niezbedny zwiazek odzywczy. Dlatego przylaczenie go do

powierzchniowych grup dendrymeru pozwala skierowa¢ metotreksat bezposrednio do

dzialanie na komorki nowotworowe

ludzkich komorek raka piersi in vitro, wykazujgcych znacznie zwigkszony wychwyt
wewnatrzkomoérkowy omawianego nanotransportera z Cytostatykiem, zwigkszajac jego

Q
NH2 /@ /I
N | COOH
H,N~ N7 N

Rys. 37. Struktura metotreksatu

Przeprowadzone badania biologiczne pokazuja prawie 40-krotny wzrost stezenia metotreksatu

w watrobie szczura Wistar po 24 godzinach, jesli lek podany jest w formie skompleksowanej
przez zmodyfikowany resztami kwasu foliowego dendrymer w poréwnaniu z wolnym
(nieskompleksowanym) metotreksatem

Zespot badawczy pod kierunkiem Wang [94] badal zdolnos¢ oddzialywania dendrymeru

PPI G3 z dwoma lekami onkologicznymi: metotreksatem sodu (Rys. 38 a), doksorubicyna
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(Rys. 38b) oraz wykorzystywanym w preparatach redukujacych tkanke tluszczowa
deoksycholanem sodu (Rys. 38c).

a)
HN.__N.___N
SeY
\~r-' SN N \]\¢~/-\H 0
HoN X

Rys. 38. Struktura: a) metotreksatu sodu, b) doksorubicyny, ¢) deoksycholanu sodu.

Badane leki sg zwigzkami amfifilowymi, w strukturze ktorych wyst¢pujg hydrofobowe
ugrupowania. Dendrymer PPl G3 zmodyfikowany poprzez acetylacjc w ponad 84,3%
efektywnie wigzat czasteczki badanych lekéw. Daje to nadziej¢ na ograniczenie skutkow
ubocznych poprzez spowolnione uwalnianie lekoéw w organizmie. Cytotoksycznosci obu
badanych lekow byly znacznie nizsze, gdy uzywano leku i acetylowanego dendrymeru PPI
G3 zamiast leku bez dodatku tego dendrymeru.

Celem badan przeprowadzonych przez Chaudhary’ego i wspotpracownikow [95] byta
analiza dziatania przeciwnowotworowego bortezomibu (Rys. 39) przylaczonego do

dendrymeru PPI G4 z rdzeniem etylenodiaminowym.
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Rys. 39. Struktura bortezomibu [95].

Jednak niska rozpuszczalno$¢ tego leku w wodzie ogranicza jego skutecznos¢ terapeutyczng.
Przytaczenie bortezomibu do makroczasteczki dendrymeru PPI G4 powoduje wzrost
rozpuszczalno$ci tego leku, zwlaszcza w roztworze o pH=10. Zdaniem autorow obserwowany
wzrost rozpuszczalnosci przy pH=10 moze wynika¢ z oddziatywan hydrofilowych pomiedzy
grupg hydroksylowa niezjonizowanej czasteczki leku oraz niesprotonowanymi grupami
aminowymi makroczgsteczki dendrymeru PPl G4. W roztworze o pH=7,4 obserwowano
niewielki wzrost rozpuszczalno$ci, pomimo protonowania powierzchniowych 1 czesci
wewnetrznych grup aminowych, gdyz lek byl w 86% niezjonizowany. W $rodowisku
kwasnym (pH=4) obserwuje si¢ silniejszy wzrost rozpuszczalnosci leku niz w przypadku
roztworu o pH=7,4, lecz stabszy niz przy pH=10. Wynika to z oddziatywan jonowych
pomi¢dzy catkowicie sporotonowanymi pierwszo- oraz trzeciorzedowymi grupami
aminowymi w makroczasteczce dendrymeru PPl G4 oraz zjonizowanymi w 60%
czasteczkami leku. Proces kompleksowania PPl G4 przez bortezomib dla zalozonej
stechiometrii oddziatywania 1:1 jest samorzutny (AG<O0). Przylaczanie czasteczek leku do
makroczasteczki PPI G4 jest procesem endotermicznym (AH>0) i zachodzi dzigki korzystnej
entropii wigzania (AS>0). Symulacje metoda dokowania molekularnego wskazuja na brak
wigzan wodorowych pomiedzy makroczasteczka dendrymeru PPI G4 a czasteczka
bortezomibu. Duze wartosci entropii (AS) $wiadcza jednak o oddzialywaniach
hydrofobowych oraz hydrofilowych pomiedzy badanymi czgsteczkami.

Gorzkiewicz 1 wspotautorzy [96] badali oddziatywanie dendrymeru PPI G4
zmodyfikowanego maltoza z czasteczkami ATP (Rys. 40 a) jako modelowa czasteczka
podobng strukturalnie do fludarabiny (Rys. 40 b) oraz kladrybiny (Rys. 40 c¢). Oba te zwiazki
wykazuja aktywno$¢ przeciwnowotworowa. Do badan wykorzystano dendrymer

niezmodyfikowany, jak rowniez z czg$ciowo zmodyfikowana powierzchnig, do ktorej
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przylaczono kowalencyjnie 43 reszty maltozy (PPI-Mal G4) lub 45 reszt maltotriozy
(PPI-Mal 111 G4).

a) b)
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Rys. 40. Struktura: a) ATP b) fludarabiny c) kladrybiny [97, 98].

Wyniki badan ITC oraz potencjatu Zeta pokazujg, ze podstawione resztami cukrowymi
makroczasteczki dendrymeru przylaczaja samorzutnie mniej czasteczek ATP niz ich
niezmodyfikowane odpowiedniki. Niezmodyfikowany dendrymer wigze czgsteczki liganda
silniej niz zmodyfikowana makromolekuta. Wynika to z mniejszej ilo$ci spotonowanych grup
aminowych w podstawionych resztami cukrowymi makroczgsteczkach, ktore przylaczaja
elektrostatycznie anionowe czgsteczki ATP. Egzotermiczna entalpia wigzania (AH<O0)
wskazuje na przewage efektow  bezposrednich oddziatywan czasteczek  ATP
z makroczasteczka dendrymeru nad efektami ich czesciowej dehydratacji. Efekt ten
obserwowany jest zarowno dla niezmodyfikowanego jak i zmodyfikowanego dendrymeru PPI
G4. Niekorzystny efekt entropowy (AS<0) wigzania ATP przez niezmodyfikowane jak
1 zmodyfikowane resztami cukrowymi makroczgsteczki PPl wskazuja na uporzadkowanie
czasteczek leku przytaczonych do powierzchniowych grup makroczasteczek PPI.

Szczegodlnie opornym do leczenia nowotworem jest guz mozgu, CO jest spowodowane
trudnoscig lekéw przeciwnowotworowych do przekraczania bariery krew-moézg. Celem badan
Patel’a i wspotpracownikow [99] byto opracowanie systemu dostarczania paklitakselu (PTX)
wykorzystujac czeSciowo podstawiony resztami tiaminy (witaminy Bi) dendrymer PPl G4
Z rdzeniem etylenodiaminowym. Tak zmodyfikowane makroczasteczki dendrymeru PPI G4
przylaczaly wigcej czasteczek paklitakselu w poréwnaniu z niezmodyfikowanymi
czasteczkami dendrymeru. Badania biodystrybucji pokazuja, ze paklitaksel przytaczony do
zmodyfikowanych tiaming makroczasteczek PPI G4 wykazuje zdolno$¢ do przekraczania
bariery krew-moézg.

Soni i wspotpracownicy [100] badali oddziatywania zmodyfikowanego resztami
mannozy dendrymeru PPl G4 z rdzeniem etylenodiaminowym z chlorowodorkiem

gemcytabiny. Zwiazek ten jest powszechnie wykorzystywany gtownie w leczeniu raka ptuc.
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Poprawa biodostepnosci leku spowodowana byla zarowno wydluzeniem okresu jego
poéttrwania jak réwniez zwigkszeniem jego rozpuszczalnos$ci. Stwierdzono, ze przylaczanie
mannozy do powierzchniowych grup w makroczasteczce dendrymeru PPI G4 powoduje
zwigkszenie liczby zwigzanych czasteczek chlorowodorku gemcytabiny. Uzycie
zmodyfikowanego resztami mannozy dendrymeru PPI G4 powodowato wzrost liczby
przylaczonych czasteczek gemcytabiny w porownaniu z uzyciem dendrymeru
niezmodyfikowanego. Zdaniem autorow efekt ten wynika z rozszerzenia struktury
dendrymeru poprzez przytaczenie czasteczek mannozy, co tworzy przestrzen, w ktorej moga
ulec zwigzaniu dodatkowe czgsteczki leku. Zmodyfikowany mannozg dendrymer lepiej
stabilizowat gemcytabing niz jego niezmodyfikowany odpowiednik. Stwierdzono, ze
przylaczona do zmodyfikowanego dendrymeru gemcytabina wykazuje takze wyzsze
powinowactwo do komorek raka ptuc przy jednoczesnej nizszej toksycznosci wobec ludzkich
komorek krwi. Czas pottrwania w organizmie gemcytabiny nieskompleksowanej wynosi 1,38
godziny. Przylaczenie leku do niezmodyfikowanego dendrymeru wydtuza czas pottrwania
gemcytabiny do 2,36 godziny, natomiast uzycie zmodyfikowanego dendrymeru PPI G4
pozwala wydtuzy¢ okres pottrwania do 4,15 godziny.

Baecker 1 wspotpracownicy [101] przeprowadzili badania nad aktywnoS$cig
przeciwnowotworowg dendrymerow, w tym dendrymeru PPI G2. Badania przeprowadzone
byty na komoérkach raka piersi. Stwierdzono, ze dendrymer PPI G2 wykazuje zalezng od
stezenia aktywno$¢ przeciwko badanym komoérkom. Wzrost stezenia dendrymeru PPI G2
powoduje obnizenie aktywno$ci metabolicznej komorek raka piersi.

Celem pracy Szulc 1 wspétautoréw [97] byty badania zmodyfikowanego dendrymeru PPI
generacji G4 jako potencjalnego nosnika lekow onkologicznych. Powierzchniowe grupy
aminowe dendrymeru podstawione byly w 50% maltozg (PPl-m G4). Jako modelowe
czasteczki do badan wybrano adenozyno 5’-fosforany (AMP, ADP, ATP). Zwiazki te s3
analogami fludarabiny, ktora wykorzystywana jest jako lek przeciwnowotworowy.
Stwierdzono, ze zmodyfikowany dendrymer PPl G4 efektywnie wigze czasteczki ATP,
a otrzymany kompleks jest trwaty przez przynajmniej 48 godzin. Zdolno$¢ do oddzialywania
zmodyfikowanych makroczgsteczek dendrymeru PPI G4 z czasteczkami ATP zalezy od
stopnia protonowania grup aminowych w czgsteczce makromolekuty. Badania procesu
przytaczenia czasteczek ATP do makroczasteczek podstawionego resztami maltozy
dendrymeru PPI-m G4 przeprowadzono w roztworze o pH kwasnym, oboj¢tnym oraz
zasadowym. Wraz ze wzrostem pH roztworu, w makroczasteczkach dendrymeru coraz mniej

grup aminowych ulega protonowaniu. Skutkuje to mniejszg liczba przytaczanych czasteczek
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ATP do dendrymeru PPI-m G4. Liczba przytaczonych czasteczek ATP do makromolekuty
PPI-m G4 w duzym stopniu zalezy rowniez 0d obecnosci jonow sodowych i chlorkowych
obecnych w roztworze. Wzrost stezenia soli NaCl ostabia zdolnos¢ dendrymeru PPI-m G4 do
wigzania czasteczek ATP. Jony Cl° oraz Na" oddzialujg z powierzchniowymi grupami
dendrymeru oraz resztami maltozy silniej niz czasteczki ATP.

Szulc 1 wspotpracownicy [102] prowadzili badania zmodyfikowanych powierzchniowo
dendrymerow PPI G3 oraz PPI G4 z 5’-fosfororanem cytydyny (CTP) (Rys. 41a). Zwiazek
ten zostat wybrany jako modelowa czgsteczka strukturalnie podobna do cytarabiny (Rys. 41
b), ktora wykorzystywana jest jako lek w leczeniu biataczki. Wybrane do badan dendrymery
zostaly zmodyfikowane powierzchniowo maltozg (PPI-m) w 30% oraz 100%. Badania
technikg izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego (ITC) przeprowadzono
w wodzie oraz w 10 mM buforze fosforanowym o pH=7,4 zawierajagcym dodatkowo 137 mM
NaCl oraz 2,7 mM KCI.
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Rys. 41. Struktura: a) 5’-fosforanu cytydyny b) cytarabiny [102].

Tabela 5. Stechiometria oraz wielkosci termodynamiczne otrzymane technikg ITC dla

wybranych dendrymeréw oraz 5’-fosforanu cytydyny.

Rozpuszczalnik| Dendrymer n K_l AH TAS AG
M kJ/mol kJ/mol kJ/mol
PPI G3 10 19500 -41 -15,51 -24,49
Woda PPI G4 32 13500 -52 -28,43 -23,57
PPI-m G4 30% 15 13900 -30 -6,35 -23,65
PPI-m G4 100% 12 14400 -20 3,73 -23,73
PPI G4 32* 2400 -45 -25,71 -19,29
PBS PPI-m G4 30% 32* 1500 -46 -27,87 -18,13
PPI-m G4 100% 32* 930 -26 -9,06 -16,94

*-zalozona warto$¢ parametru stechiometrycznego n.

Badania ITC przeprowadzone w wodzie jako rozpuszczalniku (Tabela 5) wskazuja, ze
dendrymer PPI G3 wigze okoto 10 czagsteczek 5°-fosofranu cytydyny (CTP). Dendrymer PPI
G4 wiaze natomiast okoto 32 czasteczek CTP, gdyz w porownaniu z PPI G3 ma wigcej grup

aminowych. Przylaczenie reszt maltozy do powierzchniowych grup aminowych dendrymerow
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PPI obniza zdolno$¢ makroczasteczki do przytaczania czasteczek CTP, poniewaz zmniejsza
ilo§¢ kationowych grup aminowych dendrymeru uczestniczacych w wigzaniu czasteczek
CTP. Proces kompleksowania zarowno przez niezmodyfikowane jaki i zmodyfikowane
makroczasteczki dendrymerow PPI G4 jest samorzutny (K>1) i egzotermiczny. Ujemne
warto$ci entropii wigzania CTP przez niezmodyfikowane dendrymery PPI G3 oraz PPI G4
jak rowniez zmodyfikowany w 30% resztami maltozy dendrymer PPl G4, $wiadcza
o wzroscie uporzadkowania ulegajacych przemianie reagentéw, co sugeruje powierzchniowe
wigzanie czasteczek liganda (CTP) z makroczasteczka PPI. Badania ITC przeprowadzone
w roztworze buforowym jako rozpuszczalniku pokazuja, ze zarowno podstawione maltozg jak
i niezmodyfikowane dendrymery PPl G4 oddziatuja z czasteczkami CTP stosunkowo stabiej
niz w czystej wodzie. Swiadczy to o oddzialywaniu jonéw mieszaniny buforowej
z powierzchniowymi grupami aminowymi badanych dendrymerow. Jednak nawet
w $rodowisku 10 mM buforu fosforanowego (zawierajacego 137 mM NaCl i 2,7 mM KCI)
dendrymery wigzg CTP samorzutnie (AG<0) pomimo czgsto niekorzystnej entropii wigzania
(AS<0).

Szulc i wspotpracownicy [103] badali rowniez technikg fluorymetryczng oddzialywania
dendrymerow PPI G3 i G4, posiadajgcymi niezmodyfikowane oraz cze¢$ciowo
zmodyfikowane maltozg grupy powierzchniowe z 2'-/3’-O-(N’-metyloantraniloilo)-ATP
(MANT-ATP) jako modelowg czgsteczka wielu lekow onkologicznych (Rys. 42).
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Rys. 42. Struktura MANT-ATP.

Analiza otrzymanych danych fluorymetrycznych (Tabela 6) wskazuje, ze
niezmodyfikowane dendrymery PPI G3 i G4 w zasadowym Srodowisku wiaza czasteczki

MANT-ATP poprzez przylaczenie ich do grup powierzchniowych oraz poprzez enkapsulacje
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w wewnetrzne jamy. W przypadku zaréwno dendrymeru PPI G3 oraz PPI G4 liczba
przytaczonych czasteczek MANT-ATP do powierzchniowych grup aminowych jest wigksza
niz liczba czasteczek MANT-ATP ulegajacych enkapsulacji. Dendrymer PPI G4 wigze wigcej
czasteczek MANT-ATP w poréwnaniu z dendrymerem PPI G3, co zwigzane jest z obecnos$cia
wigkszej liczby grup w makroczasteczce mogacych oddziatywac z czasteczkami liganda.
Dendrymery w kwasnym s$rodowisku przylaczaja wigcej czasteczek MANT-ATP niz
w roztworze o pH=7,4. W roztworze o pH=4 ro$nie liczba sprotonowanych grup aminowych,
ktore moga elektrostatycznie wigza¢ anionowa czasteczke MANT-ATP. Zdaniem autorow
modyfikowana resztami maltozy makroczasteczka dendrymeru PPI G3 moze przytaczaé
czasteczki liganda MANT-ATP powierzchniowo jak 1 w wewnetrznych jamach, natomiast
zmodyfikowany dendrymer PPI G4 moze oddziatywaé z czgsteczkami tego liganda tylko
powierzchniowo ze wzgledu na zbyt gestg strukture powierzchni makroczasteczki, by ligand

mogt ulec enkapsulacji.

Tabela 6. Wyznaczone technika fluorymetryczng parametry wigzania komplekséw PPI
G3 oraz PPl G4 z MANT-ATP [K].

rodzaj
dendrymeru; PPI G3 PPl G4
pH buforu
enkapsulacja grupy. enkapsulacja grupy.
powierzchniowe powierzchniowe
n K n K n K n K
[1/mol] [1/mol] [1/mol] [I/mol]
pH 7,4 1,4 5,95'10° 10,1 | 1,5:10° 4,4 1,46'10° | 11,9 | 2,66°10°
pH 5,8 - - 11,9 |[3,39:10° - - 18,6 | 4,44'10°
PPI-m;pH7,4| 1,4 3,45-10° 13 1,1-10° - - 19,1 | 2,08:10°

2.3. Whasciwosci biologiczne dendrymeréw PPI
2.3.1. Oddzialywanie dendrymeréw PPI z blonami fosfolipidowymi

Wyniki badan Wrobel i wspotautorow [104] wskazuja, ze w srodowisku buforu HEPES
(pH=7,4) zar6wno niepodstawione jak 1 podstawione maltozg dendrymery PPI G4 oddziatuja

z obojetnymi liposomami. Dendrymery te oddziatujg rowniez z podobnymi ze wzgledu na
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tadunek do blon biologicznych, anionowymi liposomami. Wzrost stopnia podstawienia
powierzchni dendrymeru PPl G4 resztami maltozy (z 40% do 90%) powoduje silniejsze
zaburzenie struktury badanych liposoméw ze wzglgdu na usztywnienie podstawionej w 90%
resztami maltozy makroczasteczki PPI i jej wigkszy rozmiar oraz ze wzglgdu na mozliwos¢
tworzenia wigzan wodorowych pomigdzy resztami maltozy i czasteczkami fosfolipidow.
Modyfikowany resztami maltozy dendrymer PPI moze oddzialywaé z liposomami poprzez
wigzania wodorowe niezaleznie od tadunku powierzchniowego makroczasteczki. Obecnosé
dodatkowego elektrolitu (150 mM NaCl) ostabia oddzialywanie makroczgsteczek
dendrymerow PPI G4 z badanymi liposomami, co zapewne wynika ze spowodowanego przez

sOl usztywnienia struktury membrany fosfolipidowe;.

2.3.2. Toksyczno$¢ dendrymeréw PPI i ich pochodnych

Makroczasteczki dendrymeréw wykazuja pewnag toksycznos¢ wlasng, ktorg mozna
obniza¢ przez podstawienie terminalnych reszt aminowych innymi grupami terminalnymi
[105]. Dlatego wiele badan toksycznosci tych nanoprzenosnikow przeprowadzono z uzyciem
podstawionych dendrymerow PPI. Do oceny toksycznego wplywu zwigzkéw na uktady
biologiczne wykorzystuje si¢ miedzy innymi nast¢pujgce parametry:

e ICso — stezenie hamujgce (ang. inhibitory concentration), ktore opisuje $rednie
stezenie inhibitora (np. dendrymeru) hamujace w 50% funkcje biologiczne
1 biochemiczne organizméw [106].

e ECso — stezenie efektywne (ang. effective concentration), ktore okresla $rednie
stezenie, indukujgce okreslony efekt (np. dziatanie hamujgce lub stymulujace
procesy fizjologiczne) u 50% organizméw doswiadczalnych w danych
warunkach [106].

e CCso - stezenie cytotoksyczne (ang. cytotoxic concentration) - definiowane jako
stezenie zwigzku np. wyrazone w pg/ml, potrzebne do zmniejszenia zywotnosci
komorek 0 50% [107].

Somani i wspotpracownicy [108] badali wptyw niepodstawionych oraz czg$ciowo
podstawionych dendrymeréw PPI G2, G3 oraz G4 tancuchami polietylenoglikolu (PEG)
o roznej dlugosci na cytotoksycznos¢ tych makromolekut oraz ich zdolno$¢ do kondensacji
nici DNA. Badania in vivo przeprowadzone na linii komérkowej nowotworu ptuc B16f10-luc
pokazuja, ze przylaczenie tancuchow PEG do powierzchniowych grup makroczasteczek

dendrymerow PPI G2, G3 oraz G4 powoduje wzrost wspotczynnika ICso (Tabela 7), czyli
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obniza cytotoksycznos¢ tak zmodyfikowanych makromolekut. Przylaczenie coraz dtuzszych
tancuchéw PEG (o masie molekularnej od 2 kD do 10 kD) do powierzchni dendrymerow
utrudnia kondensacje¢ DNA, zwlaszcza przy nizszych stosunkach wagowych dendrymeru do
DNA.

Tabela 7. Wartosci stezenia 1Cso dendrymeréw PPI oraz ich pochodnych wyznaczone dla linii

B16F10-luc [108].

1Cs0 [png/ml]

Dendrymer Niezmodyfikowany PEG-2K PEG-5K PEG-10K
PPI G2 33,84 +2,13 >180 >180 >180
PPI G3 16,34 + 0,51 55 +1,70 40,96 + 1,18 >60
PPI G4 6,04 + 0,21 22,97 £ 0,67 21,65+0,41 | 55,05+2739

Agashe 1 wspotpracownicy [109] badali toksyczno$¢ pochodnych dendrymeru PPl G4
z rdzeniem etylenodiaminowym, ktérego powierzchniowe grupy aminowe zostaly
podstawione odpowiednio glicyng (DBG), fenyloalaning (DBPA), mannozg (M-PPI) oraz
laktozg (L-PPI). Badania cytotoksycznosci przeprowadzone byly na liniach komoérkowych
nerki matpy zielonej (COS-7) oraz ludzkich komoérkach raka watroby (HepG2). Wyznaczone
wartosci stezenia cytotoksycznego CCso dla niezmodyfikowanego dendrymeru PPl G4 oraz

jego zmodyfikowanych odpowiednikow przedstawiono w Tabeli 8.

Tabela 8. Wartosci stezenia CCso dendrymeréw PPI i ich pochodnych wyznaczone dla

wybranych typoéw linii komérkowych [109].

CCso [pg/ml]

Linie komorkowe | PPI G4 DBG DBPA M-PPI L-PPI
HepG2 0,58 55,53 61,5 23,5 61,9
COS-7 0,62 57,4 72,1 24,6 58,9

Cytotoksycznos¢ 1 hemolitycznos¢ dendrymeru PPl G4 wynika z obecnosci
powierzchniowych, dodatnio natadowanych grup aminowych. Zaréwno wzrost stgzenia tego
dendrymeru (z 0,001 mg/ml do 1 mg/ml) jak i wydluzenie czasu inkubacji (z 24 h do 72 h)
powoduje zmniejszenie przezywalnosci matpich komorek nerki (COS-7) i ludzkich komorek

raka watroby (HepG2) [109]. Cytotoksyczno$¢ zmodyfikowanych powierzchniowo
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dendrymerow PPI G4 nie zmieniata si¢ w granicach niepewnos$ci pomiarowych przy wzroscie
stezenia dendrymeru 1 zwigkszeniu czasu inkubacji, co $wiadczy o wzroscie
biokompatybilnosci modyfikowanych pochodnych dendrymeru PPI G4 w porownaniu
z niezmodyfikowanym dendrymerem PPl G4.

Janaszewska 1 wspotautorzy [110] przeprowadzili badania cytotoksycznosci
niezmodyfikowanego dendrymeru PPl G3 oraz pochodnych, w ktorych 25 % (PPI-
25%m3G3) oraz 100% (PPI-100%m3G3) powierzchniowych grup aminowych zostato
podstawionych maltotriozg. Badania przeprowadzono na liniach komorkowych jajnika
ludzkiego (SKOV3) oraz jajnika chomika chinskiego (CHO). Stwierdzono, ze
niepodstawiony dendrymer PPl G3 wykazuje wigksza cytotoksyczno$¢ niz jego podstawione
powierzchniowo odpowiedniki (Tabela 9). Efekt ten przypisano mniejszej liczbie
kationowych grup w podstawionych resztami maltotriozy makroczasteczkach PPI G3.
Dendrymer PPl G3 moze przyczynia¢ si¢ do wewnatrzkomorkowej produkcji reaktywnej
formy tlenu (ROS), co pobudza komorke do apoptozy. Modyfikacja dendrymeru PPl G3
obniza produkcje ROS w komoérkach linii CHO 1 SKVO3. Stwierdzono rowniez, ze
niezmodyfikowany dendrymer PPl G3 obniza potencjat membrany mitochondrium, co

sprzyja produkcji reaktywnej formy tlenu.

Tabela 9. Wartosci stezenia [Csop niezmodyfikowanego dendrymeru oraz jego

pochodnych wyznaczone dla wybranych linii komorkowych [110].

1Cs0 [uM]
Dendrymer CHO SKVO3
PPI G3 7,79 14,70
PP1-25%m3G3 >300 100,00
PP1-100%m3G3 >300 144,60

Badania toksycznos$ci dendrymerdw PPI GO-G4 na ludzkich komoérkach keratynocytow
(HaCaT) przeprowadzone przez zespot pod kierunkiem Khalida [111] wskazuja, ze wraz ze
wzrostem generacji dendrymeru PPI maleje st¢zenie efektywne ECso, czyli wzrasta

cytotoksyczno$¢ dendrymeru (Rys. 43, Tabela 10).
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Rys. 43. Zaleznos¢ przezywalnosci linii komorkowych HaCaT od stezenia dendrymeru [111].

Dla wyznaczonych stezen efektywnych ECso poszczegdlnych dendrymeréw przeprowadzono
testy stresu oksydacyjnego (Tabela 4). Stwierdzono, ze im wyzsza generacja dendrymeru PPI
oraz czym dhluzszy czas inkubacji, tym intensywniejsza produkcja reaktywnej formy tlenu

w komorkach linii HaCaT.

Tabela 10. Wartosci stezenie efektywnego ECso dendrymerow PPI GO-G4 wyznaczone
dla linii HaCaT [111].

Dendrymer PPI ECso [nM]
GO 2939,72
Gl 271,04
G2 24,8
G3 1,81
G4 1,41
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Zespot pod kierunkiem Dutt’ego [112] badal wptyw dendrymeru PPI G4 z rdzeniem
etylenodiaminowym na wigzanie stosowanego w terapii AIDS leku, efawirenzenu z ludzkimi
monocytami i makrofagami (Mo/Mac). Monocyty i makrofagi sa to specyficzne komorki
uktadu fagocytarnego, ktére w czasie choroby wchianiaja (do swojego wnetrza) czasteczki
m.in. wirusa niedoboru odpornosci HIV. Do badan wybrano dendrymer PPI G4 oraz jego
dwie pochodne, w ktorych grupy aminowe zostaly postawione resztami t-Boc glicyny (TPPI
G4) oraz mannozy (MPPI G4). Badania cytotoksycznosci wykonane na ludzkich liniach
komorkowych watroby HepG2 wskazuja, ze zmodyfikowane makroczasteczki dendrymeru
PPI G4 wykazywaly znacznie nizsza cytotoksyczno$¢ w porywaniu z niezmodyfikowanym
dendrymerem PPI G4. Cytotoksyczno$¢ niezmodyfikowanego dendrymeru PPI G4 rosta,
zarOwno wraz ze wzrostem jego stezenia, jak i podczas wydtuzeniu czasu inkubacji (Rys. 44).
Zalezno$¢ ta nie byla obserwowana dla zmodyfikowanych dendrymeréw TPPI G4 oraz MPPI
GA4.

(b) 120 1
(a) 120 -
100 g
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Rys. 44. Cytotoksyczno$¢ dendrymeréw PPI G4, TPPI G4 oraz MPPI G4 dla linii HepG2 wyznaczona po a) 24
godzinach, b) 48 godzinach [112].

Cytotoksyczno$¢  niepodstawionych dendrymeréw PPl  zarbwno z rdzeniem
etylenodiaminowym (EDA) jak i diaminobutanowym (DAB) zalezy od generacji badanych
makroczasteczek oraz od uzytych do badan linii komoérkowych. Wyrazone w jednostkach
stezenia molowego wartosci réznych parametrow opisujacych toksycznos¢ niepodstawionych

dendrymerow PPI wzgledem wybranych linii komoérkowych zebrano w Tabeli 11.
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Tabela 11. Parametry opisujace toksyczno$¢ niepodstawionych dendrymeréw PPI

wyznaczone dla wybranych linii komoérkowych.

Parametr 1Cso [uM] CCs []LM] EC 5 [HM]

Dendrymer Chlamydomonas
B16F10-luc | CHO | SKVO3 | A431 | HepG2 | COS-7 | HaCaT ) B
(rdzen) reinhardtii

PPI GO
(DAB)

- - - 695,10° - - 2939,72°

PPl G1 271,04
(DAB) - - - 452 85° - - 0,590

PPI G2
(DAB)

20,06° - - 23,12° - - 24,8°

PPI G3
(DAB)

4,65° 7,79° | 14,70° | 1,62° - - 1,81° 0,208f

PPI G4

0,842 - - 0,70° - - 1,41° 0,167°
(DAB)

PPI G4
(EDA)

- 0,081 | 0,087¢ -

Literatura: 2[108], ’[110], [113], °[109], ¢[111], T114].

Mishra 1 Jain [115] przeprowadzili badania toksykologiczne odpowiednio
niepodstawionych dendrymeréw PPI generacji utamkowych, czyli zakonczonymi grupami
nitrylowymi (—CN) oraz generacji catkowitych, czyli zakonczonych grupami aminowymi
(~NH>). Zbadano wptyw makroczasteczek PPI generacji od -0,5 do 4 na ludzkie erytrocyty,
ktore poddane byty dziataniu dendrymerow PPI o statym stezeniu 1 mg/ml. Wyniki badan
pokazuja, ze wraz ze wzrostem generacji dendrymeréw PPI erytrocyty ulegaty silniejszemu
odksztalceniu w poroéwnaniu z erytrocytami niepoddanymi dziataniu dendrymeru. WyniKi
badan (Rys. 45) wskazuja, ze wraz ze wzrostem generacji dendrymeru roztozeniu (hemolizie)

ulega coraz wiecej czerwonych krwinek.
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Rys. 45. Procent hemolizy wywolanej roztworami dendrymerow PPI o statym stezeniu 1mg/ml [115].

Ziemba 1 wspotautorzy [116] badali wptyw dendrymeru PPI G3 oraz jego pochodnych na
krwinki czerwone oraz limfocyty. Do badan wybrano niezmodyfikowang makroczasteczke
dendrymeru PPI G3 oraz jej dwie pochodne, w ktéorych aminowe grupy powierzchniowe
zostaty podstawione w 35% (PPI-G3-0S) oraz 90% (PPI-G3-DS) maltotriozg. Stwierdzono,
ze zarowno niezmodyfikowany dendrymer PPI G3 oraz jego pochodne wywotujg rozpad
czerwonych krwinek. Jednak efekt hemolityczny jest mniejszy dla zmodyfikowanego
maltotriozg dendrymeru PPI G3 w poroéwnaniu z niezmodyfikowanym dendrymerem PPl G3.
Stopien hemolizy ro$nie wraz ze wzrostem stg¢zenia dendrymerdéw oraz przy wydtuzeniu
czasu inkubacji. Badania wykazaly rowniez, ze niezmodyfikowany dendrymer PPI G3
hamowat proliferacj¢ limfocytow w calym zakresie badanych stezen (od 0,008 mg/ml do 1
mg/ml). Modyfikowane maltotriozag dendrymery PPI nie wywieraty wplywu na proliferacje
limfocytow, z wyjatkiem dendrymeru PPI G3-OS 0 najwyzszym badanym steZzeniu 1 mg/ml.
Zmodyfikowanie makroczasteczki dendrymeru PPI G3 poprzez przytaczenie reszt maltotriozy
powoduje zmniejszenie dziatan niepozadanych, wywolywanych przez niezmodyfikowang

makroczasteczke.
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Kumar 1 wspotpracownicy [117] badali toksyczno$¢ hemolityczng kompleksu
modyfikowanego dendrymeru PPl G4 z rdzeniem etylenodiaminowym i rifampicyny (RIF)
Rifampicyna jest lekiem stosowanym w leczeniu gruzlicy. Do badan zsyntezowano
dendrymer PPI G4, w ktorym 31 powierzchniowych grup aminowych zostato podstawionych
resztami mannozy. Podstawiony mannozg dendrymer PPI G4 wykazywat nizsza aktywnosc¢
hemolityczng, réwna 2,2 £ 0,8%, w poréwnaniu z niepodstawionym dendrymerem PPI G4,
ktérego aktywnos¢ hemolityczna wynosita 15,6 + 3,7%. Rifampicyna rowniez wplywa
toksycznie na komoérki krwi ze stopniem hemolizy réwnym 9,8 £ 1,2 %. Przylaczenie
czasteczek rifampicyny do powierzchniowych grup modyfikowanego mannoza dendrymeru

PPI G4 dodatkowo obniza stopien hemolizy tak zwigzanego leku do 6,5 + 1,5 %.

2.3.3. Dendrymery jako niewirusowe no$niki materialu genetycznego

Parametrami wykazujgcymi silny wplyw na zdolno$¢ makroczgsteczek PPI do
wigzania kwasow nukleinowych jest zarowno ich tadunek powierzchniowy jak i1 rozmiar.
Dodatnio natadowane grupy aminowe makroczgsteczek dendrymeréw PPI w roztworach
wodnych mogg oddziatywac elektrostatycznie z ujemnie naladowang membrang komorkowsa
oraz resztami fosforanowymi kwaséw nukleinowych. Jednak zbyt wysoki dodatni tadunek na
powierzchni makroczasteczek dendrymerow wywotuje silny efekt cytotoksyczny.
Podstawienie niektorych powierzchniowych grup aminowych w makroczasteczce dendrymeru
PPI pozwala obnizy¢ ich cytotoksyczno$¢ z jednoczesnym zachowaniem zdolnosci do
oddziatywania z ujemnie natadowang btong komorkowa 1 nicig kwasu nukleinowego.

Malaekeh-Nikouei i wspotpracownicy [118] badali aktywnos¢ zmodyfikowanych
deksametazonem w 5%, 10% oraz 20% dendrymeréow PPI G3 oraz PPI G4 jako
niewirusowych nos$nikdw materialu genetycznego. Przylaczenie czasteczek deksametazonu
do 5-20% powierzchniowych grup dendrymeréw PPI G3 oraz G4 nie wptywa znaczaco na ich
rozmiar oraz tadunek powierzchniowy. Oceng¢ skutecznosci transfekcji przeprowadzono dla
kompleksow wybranych dendrymeréw z przenoszonym plazmowym DNA (pDNA). Wzrost
stosunku masowego modyfikowanego dendrymeru do pDNA obnizat zdolno$¢ czasteczek
dendrymeru PPl G3 do przenoszenia nici pDNA. Niezmodyfikowany dendrymer PPl G4
wykazywal lepsza zdolno$¢ do transfekcji w poroéwnaniu z jego podstawionym
deksametazonem odpowiednikiem.

Celem badan Liu i wspotautorow [119] byta analiza wptywu fluorowania powierzchni

dendrymerow na ich skuteczno$¢ do transfekcji. Do badan wybrano zaréwno
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niezmodyfikowane jak i zmodyfikowane kwasem heptafluoromastowym (F7) dendrymery PPI
G2-G4. Wyniki badan elektroforetycznych pokazuja, ze niezmodyfikowane oraz fluorowane
dendrymery G3-F79, G3-F71¢ oraz G5-F72¢ wykazuja podobng zdolno$¢ do kondensacji nici
DNA. Do badan in vitro nad skutecznoscig transfekcji zmodyfikowanych dendrymeréw PPI
wybrano ludzkie linie komoérek embrionalnych nerki (HEK-293) oraz raka szyjki macicy
(HeLa). Modyfikowane dendrymery G3-F79, G4-F715, G4-F720, G5-F726 oraz G5-Fss
wykazywaty lepsza skuteczno$¢ transfekcji wzgledem linii HEK-293 w porownaniu
z niepodstawionymi makroczasteczkami PPI. Skutecznos$¢ transfekcji poprzez uzycie
zmodyfikowanych dendrymerow PPl wzrosta do ponad 80% w poréwnaniu
z niezmodyfikowanymi makroczasteczkami PPI, ktorych zdolno$¢ do przenoszenia nici DNA
byta nizsza niz 5%. Pochodne dendrymeréw PPI G2, G3 oraz G4 powodowaly wzrost
skurczno$ci przenoszonej nici DNA. Sposréd badanych makroczasteczek najwieksza poprawe
transfekcji (wzrost wydajnosci do 78,5 %) dla linii komorkowych Hela wykazywat
zmodyfikowany dendrymer PPI G3, ktorego 20 powierzchniowych grup aminowych zostato
podstawione kwasem heptafluoromastowym. Badania cytotoksycznosci fluorowanych
dendrymeréw pokazuja, ze po transfekcji przetrwalo okoto 90% komorek, co $wiadczy
o wysokiej skutecznosci uzytych fluorowanych dendrymeréw do przenoszenia materiatu
genetycznego oraz znikomym wplywie na przezywalnos¢ transfekowanych komorek.

Cong i wspotpracownicy [120] badali podstawiony (od 0,9 do 32%) kwasem
glicyretynowym (GA) dendrymer PPI G3 jako no$nik materiatu genetycznego. Przylaczenie
kwasu GA do makroczasteczki dendrymeru pomaga skierowaé przytaczong ni¢ DNA
bezposrednio do komoérek watroby. Jednak zbyt wysoki poziom podstawienia
powierzchniowych grup aminowych dendrymeréw PPI moze ostabi¢ ich zdolnos¢
oddzialywania z ujemnie naltadowang membrang komorkowa. Przylaczenie reszt kwasu GA
do makroczgsteczek dendrymeru (GA-PPI G3) utatwia skierowanie kompleksu dendrymer-
DNA w zmienione nowotworowo komorki watroby (Rys. 46). Wyniki badan pokazuja, ze
dendrymerem najstabilniej kompleksujacym nici DNA oraz dodatkowo wykazujacym
najlepsza rozpuszczalnos¢ jest dendrymer PPl G3 podstawiony w 6,31% resztami kwasu

glicyretynowego.
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Rys. 46. Schemat przenoszenia nici DNA do wngtrza komorki watroby poprzez uzycie modyfikowanego

dendrymeru GA-PPI G3 [120].

2.3.4. Wybrane przyklady zastosowan dendrymeréw PPI w przemysle

Mehrparvar i wspolpracownicy [121] zsyntezowali hybryde chitosanu i dendrymeru PPI
G1 z rdzeniem etylenodiaminowym (biomordant) jako $rodek ulatwiajacy farbowanie welny
koszeling. Potgczenie to bylo badane migdzy innymi pod wzglgdem intensywnosci barwienia
oraz trwatosci koloru. Chitosan jest zwigzkiem wykazujacym wysoka zdolno$¢ barwienia,
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa oraz uodparnia tekstylia przed kurczliwo$cig. Wyniki
badan wchtaniania barwnika wskazuja na wigkszg zdolno$¢ wchtaniania kwasu karminowego
— glownego barwnika koszeliny pod wptywem chitosanu przytaczonego do makroczasteczki
dendrymeru PPI G2. Zwigzane jest to zapewne ze wzrostem liczby grup aminowych na
powierzchni welny, ktore umozliwiaja przylaczenie wigkszej liczby czasteczek koszeliny.

Zastosowanie hybrydy chitosanu i dendrymeru PPI G2 zwigksza rowniez oddziatywanie
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barwnika z tancuchami biatkowymi welny poprzez tworzenie dodatkowych par (mostkéw)
jonowych oraz wigzan wodorowych, co poprawia wltasciwosci barwienia.

Abkenar i wspotpracownicy [122] badali zdolnos¢ tkanin bawelnianych modyfikowanych
dendrymerami PPl G1 oraz G4 do adsorbowania barwnikow z roztworé6w wodnych. Jako
modelowe czasteczki barwnikéw uzyto Direct Red 80 (DR80), Disperse Yellow 42 (DY42)
oraz Basic Blue 9 (BB9) o odpowiednio anionowym, oboj¢tnym oraz kationowym
charakterze. Stwierdzono, ze bawelna z przytaczonymi dendrymerami PPI G4 oraz PPI Gl
posiada lepszg zdolnos¢ do adsorbowania czgsteczek barwnika w  pordéwnaniu
z niezmodyfikowang bawetna.

Hayati i wspotpracownicy [123] badali zdolnos¢ dendrymeru PPl G1 do usuwania
barwnikéw Direct Red 80 (DR80) oraz Acid Green 25 (AG25) z roztworow wodnych. Oba
zwiazki sg stosowane do bezposredniego barwienia bawelny, jednak stwierdzono, ze s3 one
mutagenne i rakotworcze. Z tego wzgledu tak wazne jest znalezienie odpowiedniego sposobu
szybkiego usuwania ich migdzy innymi z wod sSciekowych. Najwieksza zdolno$¢ do
przylaczania obu czasteczek barwnikow posiada dendrymer PPI G1 w roztworach o niskim
pH. Zwiazane jest to z odzialywaniem elektrostatycznym pomiedzy sprotonowanymi grupami
aminowymi na powierzchni dendrymeru oraz anionowymi czgsteczkami wigzanych
barwnikéw. Dendrymer PPI G1 moze zosta¢ uzyty jako adsorbent do usuwania barwnikow,

np. z pofabrycznych $ciekow.

2.4. Badane substancje
2.4.1. 5-Fluorouracyl

5-Fluorouracyl (5-FU) (Rys. 47, Tabela 12) pod wzglgdem chemicznym jest to pochodna
uracylu, w ktorej grupa metylenowa w pozycji 5 zostala podstawiona atomem fluoru [124].
Zwigzek ten bedacy antymetabolitem pirymidyny znalazt zastosowanie jako lek
przeciwnowotworowy [125, 126] Wykorzystywany jest gtownie w leczeniu raka jelita
grubego, skory, piersi oraz szyi i glowy [127-132]. Tylko od 1 % do 3% dawki podanego
5-fluorouracylu uczestniczy w dziataniu cytotoksycznym na komorki nowotworowe, hamujac

synteze nici DNA oraz przetwarzanie i prawidtowe funkcjonowanie RNA [133].
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Rys. 47. Struktura 5-fluorouracylu.

Tabela 12. Wybrane wtasciwosci fizykochemiczne 5-fluorouracylu.

Wz6r sumaryczny C4H3FN20-
Masa molowa [g mol™] 130,08

Amax [nM] 266

emax [M™ cm™] 69207

LogP -0,66°

pKa 7,76°
Polaryzowalno$é¢ A3 9.46°

Literatura: 2[134], °[135], °[136].

5-Fluorouracyl moze jednak powodowa¢ wiele dziatan niepozadanych, np. biegunke,
zapalenie bton $luzowych, bol i zawroty glowy oraz drgawki [132, 137, 138]. Czgsteczka
5-fluorouracylu jest polarna i wykazuje kwasowy charakter (Tabela 12).

2.4.2. 5-Jodouracyl

Pod wzgledem chemicznym czasteczka 5-jodouracylu (5-1U) (Rys. 48, Tabela 13) jest
pochodng uracylu, w ktorej grupa metylenowa w pozycji 5 zOstata podstawiona atomem jodu.
Halogenowe analogi uracylu stanowig klas¢ zwigzkow, ktore znalazly wiele zastosowan
biologicznych, migdzy innymi jako leki przeciwnowotworowe, przeciwwirusowe oraz
przeciwbakteryjne [139-141]. 5-Jodouracyl (5-1U) jest jednym z wazniejszych potproduktow
stosowanych do produkcji lekow przeciwnowotworowych. Wiasciwosci
przeciwnowotworowe 5-jodouracylu mozna zwigkszy¢ kompleksujagc go jonami metali.
Badania in vivo przeprowadzone na myszach wskazujg na aktywno$¢ przeciwnowotworowsa
kompleksu 5-1U z chromem (III) lub zelazem (I11) [142].
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Rys. 48. Struktura 5-jodouracylu.

Tabela 13. Wybrane wtasciwosci fizykochemiczne 5-jodouracylu.

Wz6r sumaryczny C4H3IN202
Masa molowa [g mol™] 237,98

Amax [nM] 2832

emax [M™ cm™] 6368, 6070?
LogP 0,13°

pKa 8,14"
Polaryzowalno$é A3 14,65°

Literatura: 3[143], °[136]

Zwigzek ten dziala rowniez owodobojczo na Drosophila melangaster poprzez
hamowanie sktadania jaj przez owada. Dodatkowo wykazuje dziatanie mutagenne wzglgdem
bakteriofaga typu T4 [144, 145]. Badania fluorescencyjne i obliczenia metodg modelowania
molekularnego wskazuja na termodynamicznie samorzutne (AG°<0) tworzenie wigzan
wodorowych 5-jodouracylu z albuming (Rys. 49) w buforowanym (pH 7,4) srodowisku
wodnym [146].
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Rys. 49. Obliczona technika modelowania molekularnego struktura 5-jodouracylu zwigzanego przez

miejsce aktywne w makromolekule albuminy [146].

2.4.3. Tegafur

Tegafur (Ftorafur, 5-Fluoro-1-(tetrahydro-2-furyl)uracyl)) pod wzgledem chemicznym
jest pochodng 5-fluorouracylu, w ktorym w pozycji N1 podstawiony jest alifatyczny pierscien
tetrahydrofuranu (Rys. 50, Tabela 14). Bioaktywacja tegafuru do 5-fluorouracylu zachodzi
glownie w watrobie za posrednictwem cytochromu P-450. Tegafur ulega hydroksylacji
W pozycji 5 pierscienia furanowego do 5’-hydroksytegafuru. Otrzymany zwigzek jest

niestabilny i ulega samorzutnemu przeksztatceniu do 5-fluorouracylu (Rys. 51) [147].

NH

| \
N —

Rys. 50. Struktura tegafuru. Asymetryczny atom wegla oznaczono symbolem *.
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Tabela 14. Witasciwosci fizykochemiczne tegafuru

Wz6r sumaryczny CgHoFN203
Masa molowa [g mol™?] 200.17

Amax [nm] 2723, 271°
emax [M cm™?] 8500

LogP 0,024°

pKa 8,08°
Polaryzowalno$é A3 17.52¢

Literatura: 2[148], °[149], °[136]

N OH ] H
N 0
0
] : Y
_— e NH
F
0

~¢° T
| \f I NH
NH F
F 0
0 L il
Tegafur 5’-Hydroksytegafur 5-fluorouracyl

Rys. 51. Bioaktywacja tegafuru do 5-fluorouracylu [147].

Tegafur w swojej strukturze posiada asymetryczny atom wegla w pozycji 2° w pierscieniu
tetrahydrofuranu. W medycynie tegafur wykorzystywany jest w postaci mieszaniny
racemicznej dwoch enancjomerow (R- oraz S-) [150, 151]. Tegafur jest lekiem
przeciwnowotworowym stosowanym w leczeniu raka zotadka, szyi, jelita grubego oraz raka
szyjki macicy [152-157]. W poréwnaniu do 5-fluorouracylu tegafur jest zwigzkiem bardziej
hydrofobowym, co spowodowane jest obecnoscig podstawnika tetrahydrofuranu [158].

Podobnie jak 5-fluorouracyl tegafur wykazuje stabe wiasciwosci kwasowe (Tabela 14).

2.4.4. Azydotymidyna

Azydotymidyna (3-azydo-3-deoksytymidyna, zydowudyna) jest pochodng tymidyny, w ktorej
grupa hydroksylowa w pozycji 3’ w pierscieniu deoksyrybozy zostala podstawiona grupa
azydowa [159] (Rys. 52, Tabela 15).
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Rys. 52. Struktura azydotymidyny.

Tabela 15. Wybrane wtasciwosci fizykochemiczne azydotymidyny.

Wzor sumaryczny C10H13Ns04
Masa molowa [g mol™] 267,24

Amax [nm] 267°

emax [Mt cm™] 4600

LogP -0,3°

pKa 9,96°
Polaryzowalno$é A3 24.93°

Literatura: 3[160], °[136]

Azydotymidyna jest prolekiem, ktory w organizmie ulega fosforylacji do tréjfosforanu
(AZT-TP) i w takiej postaci przylaczana jest do wirusowego DNA dziatajgc jako bloker
wydtuzania tancucha DNA. Dziatanie takie wynika z braku grupy hydroksylowej 3°, co
uniemozliwia tworzenie wigzan fosfodiestrowych niezbednych do replikacji DNA. Skutkuje
to zatem zakonczeniem tancucha [161-163]. Azydotymidyna wykorzystywana jest gtownie
w leczeniu zakazen wirusem HIV [164, 165]. W potaczeniu z innymi lekami moze by¢
wykorzystywana pomocniczo w leczeniu rdéznego rodzaju nowotworéw, np. nowotworu

trzustki [166, 167].

2.4.5. Monofosforan fludarabiny

Monofosforan fludarabiny (f-ara-AMP) pod wzgledem chemicznym jest fluorowang
pochodng adenozyny i arabinozy (Rys. 53, Tabela 16) [168]. Zwiazek ten, podobnie jak inne

pochodne puryn wykazuje dziatanie przeciwnowotworowe. Obecnos$¢ reszt fosforanowych
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nadaje mu wyrazny charakter kwasowy. Monofosforan fludarabiny podany dozylnie w osoczu
ulega defosforylacji (f-ara-a) i w tej formie jest nastepnie transportowany do komorki.
Zwigzek f-ara-a w formie nukleotydu w cytoplazmie ulega sekwencyjnej fosforylacji do
aktywnego trifosforanu fludarabiny (f-ara-ATP), ktory hamuje syntez¢ DNA i RNA [169,
170]. Monofosforan fludarabiny jako samodzielny lek wykorzystywany jest w leczeniu
nowotworow limfoidalnych, w szczegdlnosci przewleklej biataczki limfocytowej [171].
Zwigzek ten wykazuje réwniez dzialanie immunosupresyjne [172]. Ograniczenia
w stosowaniu monofosforanu fludarabiny jako leku przeciwnowotworowego zwigzane sg
z wystepujacymi skornymi reakcjami alergicznymi, migdzy innymi wysypka, rumieniem oraz
wystepowaniem pecherzy [173]. Lek ten moze rowniez powodowaé anemi¢ oraz obnizenie

odpornosci [174].

Ll

Rys. 53. Struktura monofosforanu fludarabiny

Tabela 16. Wybrane wtasciwosci fizykochemiczne monofosforanu fludarabiny.

Wz0Or sumaryczny C10H13FNsO7P
Masa molowa [g mol™] 365,21

Amax [nm] 2622

emax [M1 cm™] 15076

LogP -2°

pKa 1,35°
Polaryzowalnos$¢ A3 30,03°

Literatura: 3[175], °[136]
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2.4.6. L-a-Tyrozyna

L-a-Tyrozyna (Rys. 54, Tabela 17) jest najstabiej rozpuszczalnym sposrod puli
standardowych L-a-aminokwasow, co wynika ze stabilizujacego wplywu grupy

hydroksylowej na sie¢ krystaliczng tego zwiazku.

Rys. 54. Struktura L-o-tyrozyny.

Tabela 17. Wiasciwosci fizykochemiczne L-a-tyrozyny.

Wz6r sumaryczny CoH1:NO3
Masa molowa [g mol™] 181.19

Amax [nm] 2752

emax [M™ cm™] 1400°¢, 1370°
LogP -1,5¢

pKa 20
Polaryzowalno$¢ A3 18,12¢
Punkt izoelektryczny 5,64°

Literatura: 2[176], °[177], °[178], 9[136], ¢[179]

0] 0
Hydroksylaza
_ fenyloalaninowa _
(@) / \ e (@)
NH; 0, H,0 HO NH;
tetrahydro-  dihydro-
Fenyloalania biopterin biopterin Tyrozyna

Rys. 55. Konwersja fenyloalaniny do tyrozyny [188].
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L-a-tyrozyna jest aminokwasem endogennym. Jest ona prekursorem neuroprzekaznikow
katecholaminowych (CA): dopaminy, norepinefryny oraz epinefryny [180]. L-a-tyrozyna
podawana doustnie przekracza barier¢ krew mozg. L-a-tyrozyna zwigksza st¢zenie dopaminy
w plynie mozgowo-rdzeniowym, co poprawia funkcje kontroli poznawczej, m. in. pamig¢
roboczg [181]. Mimo braku doniesien potwierdzajacych brak skutkéw ubocznych
dlugotrwatego stosowania tyrozyny, jest ona obiecujagcym S$rodkiem suplemantacyjnym
mogacym poprawiaé nastroj u zdrowych osob poddanych dziataniu stresu [182]. L-a-tyrozyna
ma potencjalne zastosowanie jako srodek pomocniczy w leczeniu jadtowstrgtu psychicznego
[183, 184]. Aminokwas ten wbudowany w lancuch polipeptydowy wplywa réwniez na
drugorzgdowg strukture biatka [185]. Obecnos¢ zarowno hydrofobowych oraz hydrofilowych
grup funkcyjnych w podstawniku bocznym tyrozyny powoduje, ze w strukturze polipeptydu
moze ona by¢ umiejscowiona zaré6wno na zewnatrz jak 1 wewnatrz globuty bialka.
L-a-tyrozyna (Tyr) (Rys. 54, Tabela 17) jest aromatycznym aminokwasem o wiasciwosciach
hydrofobowych [186]. Syntezowana jest w organizmie glownie w watrobie oraz moézgu

poprzez hydroksylacj¢ fenyloalaniny (Rys. 55) [187, 188].

2.4.7. L-a-Tryptofan

L-o-tryptofan pod wzgledem chemicznym jest aromatycznym i hydrofobowym
aminokwasem (Rys. 56, Tabela 18). W biatkach L-o-tryptofan petni role kotwiczaca oraz
stymulujagcg, a jego reszty sg preferencyjnie lokowane na granicy lipid-woda [189, 190].
L-a-tryptofan jest jednym z o$miu egzogennych aminokwasow, ktére muszg by¢ dostarczane

do organizmu wraz z pokarmem.

Rys. 56. Struktura L-a-tryptofanu.
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Tabela 18. Wtasciwosci fizykochemiczne L-a-tryptofanu

Wz6r sumaryczny C11H12N202

Masa molowa [g mol™?] 204.23

Amax [nm] 2802

emax [M cm™?] 5240P, 3400°, 56901
LogP -1,1¢

pKa 2,54°
Polaryzowalnos¢ A® 21,05¢

Punkt izoelektryczny 5,89

Literatura: 2[185], °[177], °[178], °[191], °[136], T179]

Tak jak inne aminokwasy tylko izomer L tryptofanu (L-a-tryptofan) jest uzywany do syntezy
biatek i moze przenikac przez barier¢ krew-moézg. Stezenie L-a-tryptofanu w organizmie jest
najmniejsze sposrod wszystkich aminokwasow. Jednak nawet niewielkie jego ilosSci sa
niezbedne do prawidlowego funkcjonowania organizmu, miedzy innymi uktadu
odporno$ciowego, centralnego uktadu nerwowego, przewodu pokarmowego oraz mikroflory
jelitowej [192-195]. L-a-tryptofan jest prekursorem serotoniny przez co wykorzystywany jest

rowniez w celach terapeutycznych przy leczeniu stanéw depresyjnych 1 pokrewnych zaburzen
[196, 197].
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3. Cze$¢ eksperymentalna

3.1. Zrédlo pochodzenia badanych substancji

Dendrymer: PPl G4 o rdzeniu diaminobutanowym (DAB), cz. >97% (SyMO-Chem)
Leki:

1. 5-fluorouracyl (cz. > 99%, Sigma Aldrich)

2. 5-jodouracyl (cz. >99,0%, TCI)

3. tegafur (cz. > 98,0%, TCI)

4. azydotymidyna (cz.>98,0%, TCI)

5. monofosforan fludarabiny (cz. 99%, Alfa Aesar)
Aminokwasy:

1. L-o-tyrozyna (cz. >99,0%, Fluka Biochemica)

2. L-a-tryptofan (cz.>98,5%, TCI)
Rozpuszczalniki:

1. woda potrdjnie destylowana odgazowana (K. Ch. F. UL)

2. cigzka woda (Sigma Aldrich, cz. >99,9%)
Membrany dializacyjne: benzoilowana membrana celulozowa o molekularnej granicy
rozdziatu 2 kDa (Sigma Aldrich)

3.2. Przygotowanie substancji do badan

Wyjsciowy 1 mM roztwor dendrymeru PPI G4 przygotowywano poprzez rozpuszczenie
oleistej cieczy tego zwigzku w wodzie trojkrotnie destylowanej, dejonizowanej
1 odgazowanej. Wodne roztwory o okre§lonym st¢zeniu molowym przygotowywano poprzez
rozcienczanie wyjsciowego roztworu dendrymeru w wodzie 24 godziny przed wykonywanym
pomiarem. Badane substancje oraz ich roztwory przechowywano w lodéwce. Membrana
dializacyjna byta wielokrotnie przeptukiwana woda, a nastepnie przechowywana w wodzie
destylowanej w lodéwce. Substancje odwazane byly na wadze analitycznej Mettler AE 240
z doktadnoscia 0,00002 g. Objetosci roztworow oraz wody destylowanej odmierzano

pipetami automatycznymi.
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3.3. Spektroskopia UV-VIS

Wodne roztwory badanych zwigzkow podczas badan rozpuszczalnosci oraz dializ
rownowagowych oznaczano spektrofotometrycznie w zakresie UV. Do badan wykorzystano

jednowigzkowy spektrofotometr Specord 50 Analityk Jena (Rys. 57).

Rys. 57. a) Spektrofotometr Specord 50 Analityk Jena b) schemat budowy spektrofotometru 1. Lampa
halogenowa, 2. Lampa deuterowa, 3. Lustra, 4. Filtr promieniowania, 5. Siatka dyfrakcyjna, 6. Detektor wiazki

odniesienia, 7. Kuweta z probka badana, 8. Detektor

Podczas analizy roztworow wykorzystywano sygnat z dwoch detektorow: wzorcowego
oraz badanej probki. Procedura ta pozwala kompensowaé roznice wydajnosci zrodia
promieniowania, ktore sg spowodowane zmiang temperatury otoczenia oraz rozgrzewaniem
zrodla promieniowania. Spektrofotometr wyposazony jest w dwa rodzaje lamp: deuterowa,
ktora jest zrodtem promieniowania fal w zakresie UV oraz halogenows, ktora jest zrodtem fal
z zakresu widzialnego (V1S). Na poczatku pomiaréw spektroskopowych rejestrowano widmo
wzorca (powietrze), ktore bylo nast¢pnie automatycznie odejmowane od kazdego kolejnego

widma pomiarowego.

3.4.Badania rozpuszczalnosci

Badania rozpuszczalno$ci ligandow w obecno$ci makroczasteczki dendrymeru PPI G4
przeprowadzano z wykorzystaniem spektrofotometru Specord 50, Analytic Jena w zakresie
fal UV. Badane ligandy (leki i aminokwasy) umieszczano w probdéwkach typu eppendorf
(Rys. 58) w nadmiarze w wodnych roztworach dendrymeru PPI G4 o wzrastajagcym stezeniu.
Po nasyceniu ligandem roztwordéw badanych czes$¢ krystalicznego osadu liganda pozostawata

nierozpuszczona na dnie probowki eppendorf.
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Rys. 58. Schemat uktadu do badan rozpuszczalnosci liganda. Nasycony roztwor: a) liganda,

b) liganda w obecnosci makroczasteczki dendrymeru [198].

Pozostawione na tydzieh w warunkach zaciemnienia mieszaniny odwirowywano,
a nastepnie pobierano roztwor i analizowano spektrofotometrycznie stezenie rozpuszczonego
liganda. Otrzymane wyniki przedstawiono w formie wykresu zalezno$ci rozpuszczalno$ci
liganda (wyrazonej w jednostkach stezenia molowego) od zastosowanego st¢zenia
dendrymeru. Wigzaniu liganda przez makroczgsteczki dendrymeru (receptora) towarzyszy
wzrost rozpuszczalnosci liganda. Wykres zaleznosci rozpuszczalno$ci liganda od Stezenia
dendrymeru ma charakter w przyblizeniu prostoliniowy. Wspotczynnik kierunkowy
otrzymanej zaleznosci opisuje maksymalng liczbe czasteczek liganda, ktora moze by¢
przylaczona do makroczasteczki  dendrymeru, natomiast wyraz wolny opisuje

rozpuszczalnos¢ liganda w czystym rozpuszczalniku (Rys. 59).
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Rys. 59. Typowy wykres zaleznosci rozpuszczalnosei liganda od st¢zenia receptora, ktorego makroczasteczki

wigza ligand.

3.5. Metoda separacyjna
3.5.1 Ogélna charakterystyka techniki dializy r6wnowagowej

Technike dializy réwnowagowej wykorzystano w celu okreslenia oddziatywan
makroczasteczki dendrymeru PPI G4 z czasteczkami liganda. Jako pomocnicza technike do
oznaczania st¢zenia liganda w badanych mieszaninach uzyto spektroskopi¢ UV-VIS. Metoda
dializy roéwnowagowej pozwala na oznaczenie rozkladu st¢zenia roztworu liganda
w rozdzielonych membrang potprzepuszczalng dwoch fazach: fazie wodnej i1 fazie
zawierajace] makroczasteczki dendrymeru PPI G4 o danym st¢zeniu. Do badan

wykorzystywano dializery Harvard Apparatus (Rys. 60) wykonane z teflonu.

>

Rys. 60. Dializery Fast Micro-Equilibrium, Harvard Apparatus.
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Ze wzgledu na obojetny charakter materiatu, z ktérego wykonane sg dializery, nie oddziatuja
one z substancjami uzytymi podczas badan. Dializer zbudowany jest z: dwoch nakretek,
korpusu gléwnego 1 taczacego, pomiedzy ktdrymi znajduje si¢ polprzepuszczalna btona
dializacyjna. Gwintowania w kazdym z elementoéw umozliwiajg szczelne ich polaczenie ze
sobg. Po ztozeniu dializer posiada dwie komory, kazda 0 obje¢tosci 500 pl oraz srednicy 1 cm

(Rys. 61).

Trrmre, | 7 g
R L]t
AR AV 4
- e —
nakretka korpus membrana korpus nakretka

gléwny taczacy

Rys. 61. Schemat dializera Fast Micro-Equilibrium, Harvard Apparatus.

Podczas badan wykonywanych metoda dializy réwnowagowej w jednej z komodr o objetosci
500 ul znajdowala si¢ wodna mieszanina liganda (leku, aminokwasu) i receptora
(dendrymeru). W drugiej komorze dializera (rowniez o obj¢tosci 500 ul) znajdowat sie¢ wodny
roztwor liganda o takim samym poczatkowym stezeniu, co w pierwszej celi. Oba roztwory
oddzielone byly blong pdlprzepuszczalng, ktorej molekularna granica rozdziatu pozwala na
swobodne przemieszczanie si¢ czgsteczek liganda oraz rozpuszczalnika pomigdzy dwie
badane, rozdzielone fazy. Makromolekuty s3a zbyt duze by przenika¢ przez btone
polprzepuszczalng, dlatego stezenie dendrymeru w trakcie trwania dializy pozostaje
niezmienione. Proces transportu czasteczek liganda zachodzi poprzez zjawisko dyfuzji oraz
osmozy do momentu, az zostanie osiggnig¢ty stan rownowagi pomiedzy roztworami

znajdujacymi si¢ w komorach dializera (Rys. 62).
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Rys. 62. Schemat przebiegu dializy: a) na poczatku, gdy stezenia liganda w obu komorach sg identyczne,

b) po osiagnigciu stanu rownowagi [198].

Podczas trwania dializy makroczasteczka dendrymeru wigze czasteczki liganda, przez co
maleje stezenie wolnego (nieskompleksowanego) liganda w poréwnaniu z jego stgzeniem
w celi przeciwnej. Obnizenie st¢zenia niezwigzanych czasteczek liganda w roztworze
zawierajagcym makroczasteczki dendrymeru powoduje obnizenie potencjatu chemicznego
wolnego liganda, co wymusza transport czasteczek liganda z fazy wodnej do fazy zmieszanej,
w celu wyrownania warto$ci potencjatu chemicznego w roztworach po obu stronach btony.
Stan rownowagi dializowanych roztwordw zostaje osiggnicty, gdy st¢zenic wolnego
(niezwigzanego) liganda bedzie takie samo w obu fazach (Rys. 63). W trakcie dializy stezenie
liganda w fazie wodnej maleje, natomiast catkowite stezenie liganda (zarowno wolnego oraz
zwigzanego z makroczasteczka) po stronie przeciwnej rosnie.

fx,
B 3

——————————————————————————————————————————————— Stezenie zwigzanego liganda

Stezenie wolnego liganda

A J

Rys. 63. Zmiany analitycznych stezen liganda podczas dializy roztworu makroczasteczki z ligandem i roztworu

liganda.

Po osiggnigciu stanu rownowagi pobierano probki roztworoéw z obu komor, a nastepnie
oznaczano spektrofotometrycznie zawarto$¢ liganda w obu fazach. Stezenie niezwigzanego
z makromolekutg liganda rowne bylo stezeniu liganda w celi z faza wodng. Stgzenie
zwigzanego liganda obliczano jako réznice stezenia liganda w celi z makromolekutg i st¢zenia

liganda w fazie wodnej [199]. W trakcie jednego pomiaru otrzymujemy warto$¢ stgzenia
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liganda zwigzanego z makromolekuta oraz stgzenie wolnego liganda. Wartosci te

wykorzystywane sg do dalszych obliczen.

3.5.2. Wyznaczanie stechiometrii i stalej wigzania kompleksu receptor — ligand technikg
dializy

W komorze, w ktorej znajduje si¢ makromolekuta M o stezeniu r obecny jest zarowno
ligand z nig zwigzany o stezeniu (c) oraz ligand wolny o stezeniu (fx2). Parametry wigzania
liganda z makromolekutg posiadajaca n miejsc aktywnych mozna oznaczy¢ wykorzystujac
metode Scatcharda-Klotza. Zgodnie z prawem dziatania mas Guldberga-Waagego, gdy
makromolekuta (receptor) posiada n jednakowych miejsc aktywnych, z ktérych kazde moze
przytaczy¢ tylko jedng czasteczke liganda, stala rownowagi tworzenia kompleksu
ligand- miejsce aktywne opisuje si¢ nastepujaco [200, 201]:

_ ¢ 2
K= ar—o @

gdzie:

K- stata rownowagi tworzenia kompleksu ligand-miejsce aktywne,
c- stgzenie kompleksu rowne st¢zeniu zwigzanego liganda,

fXx2- stezenie niezwigzanego (wolnego) liganda,

r- calkowite stezenie makroczasteczek receptora (dendrymeru)

n- liczba miejsc aktywnych makroczgsteczki,

nr- stezenie miejsc aktywnych receptora,

(nr-c)- stezenie wolnych miejsc aktywnych receptora.

Stezenie niezwigzanego liganda fx» w mieszaninie z receptorem jest rowne roznicy
analitycznego stgzenia liganda fxi i liganda zwigzanego C:

fxo=fx1-c ©)
Po podzieleniu licznika 1 mianownika rownania (2) przez stezenie receptora r oraz

wprowadzeniu oznaczenia:

b (4)

Il
Ny

gdzie: b - tzw. nat¢zenie wigzania, czyli liczba moli czasteczek liganda (c) zwigzana przez
mol receptora, otrzymujemy zaleznos$¢:
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b (5)
K= Fom—b)

Zalezno$¢ migdzy liczbg moli czasteczek liganda zwigzanego przez mol receptora b oraz
stezeniem wolnego liganda fx2, ma charakter hiperboliczny:
Knfx,

=2 (6)
1+Kfx,
Zaleznos¢ b(fx2) dazy do zera przy fx,—0:
Am b(fxz) =0 (7)
poniewaz gdy brak liganda miejsca aktywne receptora nie sg nim wysycane.
Przy fxo—+o0, zaleznos¢ b(fx2) dazy do liczby miejsc aktywnych n:
am, b(fx2) =n ®)

Zgodnie z rownaniem 8. wszystkie miejsca aktywne n makroczasteczki o skonczonej statej
wigzania K ulegng wysyceniu przy nieskonczonym nadmiarze liganda wzglgdem receptora.
Rownania (6) mozna zlinearyzowa¢ w uktadzie podwojnie odwrotnie proporcjonalnym do

postaci zwanej rownaniem Scatcharda-Klotza [200, 201].
1 1 1 1

N (A N
b Kn fo n
Rownanie (9) Scatcharda-Klotza, pozwala w sposob graficzny wyznaczy¢ liczbe miejsc
. 11
aktywnych w makromolekule n wykorzystujac wyraz wolny A wykresu prostej E(ﬁ)
2

(Rys. 64, rownanie 10).
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Rys. 64. Wykres rownania Scatcharda-Klotza

n=— (10)

Stata rownowagi tworzenia kompleksu K mozna wyznaczy¢ wykorzystujac wspotczynnik
nachylenia tgo liniowej zalezno$ci Scatcharda-Klotza oraz liczbe miejsc aktywnych

n, korzystajac z rGwnania:

K=—
ntga (11)

Warto$¢ zaroéwno statej tworzenia K oraz liczby miejsc aktywnych w makroczasteczce
n wplywajg na nachylenie prostej bedacej wykresem réwnania Scatcharda-Klotza. Dla
ustalonej wartoSci K i wzrastajgcej wartosci parametru n, wykres Scatcharda-Klotza jest
prosta, w ktorej zarowno nachylenie jak i warto$¢ wyrazu wolnego maleje (Rys. 65a). Przy
ustalonej warto$ci N i wzrastajacej wartosci statej tworzenia kompleksu K wykres Scatcharda-
Klotza jest prosta o stalej wartosci wyrazu wolnego i malejagcym nachyleniu prostej (Rys.

65b).
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Rys. 65. Przykladowy przebieg zaleznosci Scatcharda-Klotza opisujacy iloraz stezenia makroczasteczki
i przytaczonego liganda (1/b) od odwrotnos$ci stezenia wolnego liganda (1/fx2): @) dla réznych wartosci liczby
przytaczonych czasteczek liganda n, przy ustalonej wartosci stalej tworzenia K=400, b) dla réznych wartosci

statej tworzenia kompleksu K, przy ustalonej wartosci liczby miejsc aktywnych w czasteczce liganda n=60.

3.6. Kalorymetria izotermiczna

3.6.1. Kalorymetr izotermiczny

Bezposrednie efekty energetyczne oddziatywan makroczagsteczki dendrymeru PPI G4
z czasteczkami liganda wyznaczono wykorzystujac kalorymetr do miareczkowan MicroCal

VP-ITC (ang. isothermal titration calorymetry) (Rys. 66).

czujnik

a) . b)

$ruba wprowadzajaca

czujnik

dozow nik

tok

i i mieszadto

Al strzykawka

7| ostona zewngtrzna

ostona wewnelrzna

cela odniesienia
cela pomiarowa

Rys. 66. Kalorymetr miareczkujacy MicroCal VP-ITC: a) pokrdj zewnetrzny, b) budowa wewnetrzna.

Podczas pomiaréw do roztworu makroczasteczki dendrymeru znajdujacego si¢ w celi

pomiarowej dodawano porcjami roztwor badanego liganda ze strzykawki automatycznej.
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Rejestrowana moc cieplna (wyrazona w pcal s) wymieniona wskutek kolejnych wstrzyknie¢
roztworu titranta do roztworu receptora w celi pomiarowej rejestrowana byta w funkcji czasu.
Dotaczone do wurzadzenia oprogramowanie MicroCal VP-ITC catkowato otrzymana
zalezno$¢.

Dla wszystkich badanych uktadow makroczasteczka-ligand przeprowadzono trzy
miareczkowania:

1. Miareczkowanie roztworu makroczasteczki roztworem liganda

2. Rozcienczanie roztworu liganda w rozpuszczalniku

3. Rozcienczanie rozpuszczalnikiem roztworu makroczasteczki.

Wykonanie trzech opisanych miareczkowan pozwala na wyznaczenie bezposrednich efektow
cieplnych oddzialywan dendrymeru PPI G4 z czasteczkami liganda. W tym celu od efektow
cieplnych miareczkowania roztworu dendrymeru PPl G4 roztworem liganda odejmuje si¢
efekty rozcienczania liganda i makroczasteczki. Procedura miareczkowania obejmuje
nastepujgce parametry: temperature, stezenia roztworu makroczasteczki oraz liganda, objetos¢
1 szybko$¢ mieszania miareczkowanego roztworu, objeto$¢ nastrzyknieé, czas trwania
nastrzyknie¢ oraz czas pomiedzy kolejnymi nastrzykami.

Mozliwy zakres wyboru temperatury pomiarowej w kalorymetrze MicorCal VP-ITC wynosi
od 2°C do 80°C. Uktad pomiarowy sktada si¢ z kalorymetru MicroCal VP-ITC oraz
komputera PC, ktéry petni role jednostki sterujgcej. Kalorymetr zbudowany jest z dwoch
identycznych cel (celi pomiarowej oraz celi odniesienia), ktére swoim ksztaltem
przypominajag monety. W obu celach panuja warunki statego cisnienia. Cela pomiarowa
posiada obj¢tos¢ robocza réwng 1,4275 ml. Podczas pomiaréw cela odniesienia napetniona
byta woda tréjkrotnie destylowang. Roztwory oraz wodg¢ do cel wprowadzano poprzez igle ze
strzykawki typu Hamilton.

Automatyczna biureta titrujaca ITC o objetosci 287,37 ul uzywana jest do wprowadzania
kolejnych porcji titranta do celi pomiarowej. Przed przystapieniem do pomiar6w ustawiano
szybko$¢ obrotow strzykawki (416 rpm). Sterowany komputerowo tlok strzykawki umozliwia
nastrzykniecie $cisle okreslonej objetosci roztworu titranta w zaprogramowanych odstepach
Czasu.

Podczas pomiaru uktad termoelektryczny mierzy rdznicg temperatur (wyrazong
w jednostkach mocy) pomiedzy celami, a ptaszczem kalorymetru. Wielko$cia, ktéra stanowi
podstawe do dalszych obliczen jest réznica mocy pomiedzy cela pomiarowa i celg
odniesienia. Podczas pomiaru uktad chtodzaco-ogrzewajacy utrzymuje taka sama roznice

temperatur pomig¢dzy celg odniesienia a celg pomiarowa. Moc, ktora jest niezbedna do
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utrzymania tej samej roéznicy temperatur pomigdzy cela odniesienia a celg pomiarowa jest
rejestrowana i przeliczana na efekt cieplny danego procesu. Kalorymetr MicroCal VP-ITC

umozliwia pomiar efektu cieplnego nastrzyku z doktadnos$cig do okoto 0,1 pcal niepewnosci

[202].

3.6.2. Analiza efektow

Podczas pomiaru kalorymetrycznego w warunkach izotermicznych w celi pomiarowej

przed dodaniem titranta X znajduje si¢ roztwor makroczasteczki M o poczatkowym stezeniu
MQ [mol I*]. Kolejne porcje titranta majg objeto$¢ AV; i sa kolejno dodawane do roztworu
makromolekuty w celi pomiarowej o objetosci roboczej V. Calkowita objetos¢ dodanego

liganda AV jest obliczona jako suma objetosci sktadowych (Réwnanie 12).

AV = Z AV (12)

Pomiarowi kalorymetrycznemu podlega tylko ta czes$¢ roztworu, ktora znajduje sie¢ w celi

pomiarowej V,. Po dodaniu do celi pomiarowej kolejnych porcji titranta do roztworu

makroczasteczki pewna jego ilos¢ wyptywa poza celg do przestrzeni retencyjnej (Rys. 67).
Cze$¢ roztworu makroczasteczki nie mieszczaca si¢ w objetosci roboczej celi nie bierze

zatem udzialu w pomiarze kalorymetrycznym (Rys. 67).

Objetosé retencyjna

Objeto$é robocza
Rys. 67. Cela pomiarowa kalorymetru miareczkujgcego MicroCal VP-ITC

Zmiany stezen podczas miareczkowania sg uwzgledniane przez program komputerowy.
Zmierzone efekty cieplne wyrazone w kaloriach obliczane sg przez dotaczony do kalorymetru

program komputerowy MicroCal VP-ITC.
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Dodawanie kolejnych porcji titranta do celi powoduje zmniejszanie st¢zenia
makromolekuly, poniewaz poczatkowa liczba moli zawarta jest w wigkszej objgtosci
Vo + AV. Calkowita liczb¢ moli makroczasteczki bioracej wudzial w  pomiarze

kalorymetrycznym mozna zbilansowac¢ jako [202]:

1

gdzie:

M} — poczatkowe stezenie makromolekuly (przed rozpoczeciem miareczkowania)

M, — stezenie roztworu makromolekuly w objetosci roboczej celi po dodaniu roztworu
titranta.

Przeksztalcajac rownanie 13 otrzymujemy wyrazenie na st¢zenie makromolekuty Mt w celi

pomiarowej podczas miareczkowania:

v
. A

Podobnie hipotetyczne stezenie titranta X? w sytuacji, gdy catkowita nastrzykiwana
porcja titranta pozostalaby w roboczej objetosci celi musi by¢ skorygowane w zwigzku
z wypchnigciem czeéci roztworu do przestrzeni retencyjnej [202]. Skorygowane stezenie

liganda X; w objetosci roboczej celi V, spelnia rownanie:

1

Przeksztalcajac rOwnanie 15 otrzymujemy:

AV (16)

Rownania 14 oraz 16 opisujg stgzenia makroczasteczki M, oraz titranta X, w objetosci
roboczej celi V, podczas miareczkowania, gdy pewna czg¢$¢ roztworu ulega wypchnieciu
z celi pomiarowej do przestrzeni retencyjnej.

Dla kazdego nastrzyknigcia titranta do efektu cieplnego wyprowadzona jest poprawka na
wypchnieta objetos¢ towarzyszacg nastrzyknieciu o objetosci AV;. Przy zatozeniu, ze kinetyka

reakcji oraz mieszanie sg szybkie, poprawka ta uwzglednia fakt, ze czg$¢ plynu po
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(i — 1)-wszym nastrzyknigciu zostaje wypchnigta z objetosci roboczej celi po i —tym
nastrzyknigciu, co wptywa na zmierzony efekt cieplny.

Pierwszy nieskonczenie matly element objetosci i —tego nastrzyku nie wptywa na efekt
cieplny, poniewaz wypchnigta cze¢$¢ roztworu jest w stanie rownowagi po (i — 1)-wszym
nastrzyknieciu. Ostatni nieskonczenie maty element objetosci i —tego nastrzyku wnosi wktad
do efektu cieplnego réwny efektowi, ktoéry wnosi ciecz pozostata w objetosci roboczej celi.
Przy zatozeniu liniowych zmian tego efektu, w granicy niewielkich przyrostow AV;,
wypchnigta cieCz wymienia ciepto w potowie taka skutecznie jak ciecz pozostajaca
w objetosci roboczej. Poprawione wyrazenie na cieplo podczas i —tego nastrzyku jest

wyrazone jako [202]:

200 = 00 + 5 [FP——2] - e - a7)

Opisane poprawki (réwnanie 14, 16 oraz 17) uwzglgdniane sa automatycznie przez

oprogramowanie dotgczone do kalorymetru.

3.6.3. Model jednego rodzaju miejsc aktywnych

Podczas wyznaczania parametrow wigzania liganda z miejscami aktywnymi
w makroczasteczce efekty cieple bezposrednich oddziatywan liganda z makromolekuts
uzyskane w trakcie miareczkowania izotermicznego opisuje si¢ rownaniami matematycznymi,
w ktorych parametry wigzania (stata rOwnowagi, stechiometria oraz entalpia wigzania) sa
parametrami  dobieralnymi. Wartosci liczbowe parametrow podlegaja procedurze
uzbiezniania, tak by odpowiadajaca im krzywa opisywata dane eksperymentalne.

Gdy makromolekuta posiada n identycznych miejsc aktywnych, z ktorych kazde moze
przytaczy¢ tylko jedna czasteczke liganda, wowczas stala rownowagi K wigzania liganda

X z miejscem aktywnym makroczgsteczki mozna przedstawi¢ jako [202]:

)

K=a-om

(18)

gdzie:
[X]-stezenie wolnego liganda X w stanie rOwnowagi,
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©- utamek miejsc w makromolekule zajetych przez ligand X.
Sumaryczne stezenie liganda znajdujacego si¢ w objetosci roboczej celi, w Kktorej

aktualne st¢zenie makromolekuly wynosi M;, mozna przedstawi¢ jako [202]:

X, = [X] + noOM, (19)

Podstawiajac rownanie 19 do réwnania 18 otrzymujemy réwnanie kwadratowe wzgledem

utamka miejsc zajetych ® [202]:

X, 1 X,
0 —0 [1 ]
+nM

YA R A (20)

ktorego pierwiastkiem posiadajacym sens fizyczny jest [202]:

1 X, 1 X, 1 \* 4X,
O=-|1+2b v —— (1+ + )— 21)

2 nM, nKM, nM; nKM, nM,

Catkowite ciepto Q wymienione przez miareczkowany roztwor znajdujacy si¢ w objetosci
roboczej V,,, przy stopniu obsadzenia miejsc ® jest rowne [202]:

Q = nOM,AH°V, (22)

gdzie:

AH°®-standardowe molowe ciepto wigzania liganda z miejscem aktywnym makroczasteczki.

Podstawiajagc rOwnanie 21 do roéwnania 22 otrzymujemy zalezno$¢ efektu cieptego Q

w funkcji sktadu miareczkowanej mieszaniny [202]:

nM,AH®V, X, 1 X 1 \% 4Xx
_ 3 0 1 t \/(1 t ) _ t (23)

+ + — + +
2 nM; nKM, nM, nKM, nM,

Wartos¢ ciepta Q (Rownanie 23) moze by¢ obliczona po zakonczeniu kazdego i —tego
nastrzykniecia Q(i), dla ustalonych wartosci parametréw n, K, 4H° i przeliczona na efekty

poszczegblnych nastrzykow. W celu wyznaczenia warto$ci parametrOw wigzania obliczone
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tak efekty poszczegdlnych nastrzykow poréwnuje si¢ z danymi eksperymentalnymi,
obliczajac sumy kwadratéw odchylen. Parametry wigzania s3 nast¢pnie optymalizowane
(uzbiezniane) w programie MicroCal Origin 7.0, tak aby zminimalizowa¢ sumy kwadratow
odchylen miedzy obliczonymi i zarejestrowanymi efektami cieplnymi.

Obliczenia prowadzi si¢ do momentu, gdy wartosci parametréw dobieralnych nie beda
zmienia¢ si¢, mimo prowadzenia kolejnych obliczen. Warto$ci parametrow wigzania liganda
z miejscem aktywnym makromolekuly n, K, 4H° sa zatem udoktadniane metodg Marquardta

najmniejszych kwadratow.

3.6.4. Entalpia swobodna i entropia tworzenia kompleksu ligand- miejsce aktywne
makromolekuly

Wyznaczong warto$¢ statej tworzenia kompleksu liganda z miejscem aktywnym

makromolekuly mozna przeliczy¢ na standardows entalpie swobodng reakcji wigzania AG
AG® = —RTInK (24)

gdzie:
R-stata gazowa (8,314 J K mol™?)
T-temperatura bezwzgledna

Wykorzystujac wyznaczone wartosci standardowej entalpii swobodnej AG oraz
standardowej entalpii AH" reakcji wiazania liganda z miejscem aktywnym makroczasteczki
mozliwe jest obliczenie standardowej entropii AS” tego procesu (Rownanie 25):

AG° = AH® — TAS® (25)

Wykorzystujac wyniki pomiaréw kalorymetrycznych mozliwe jest zatem wyznaczenie
w warunkach izotermiczno-izobarycznych wartosci parametrow wigzania: liczby miejsc
aktywnych w makroczasteczce n, ktore przytaczaja czasteczki liganda ze stalg wigzania
K, jak rowniez standardowe molowe funkcje termodynamiczne: entalpiec AH", entropie A4S°
oraz entalpic swobodng AG  opisujace wigzanie liganda przez miejsce aktywne
makromolekuty. Uzyskane standardowe funkcje termodynamiczne pozwalaja wnioskowac

o energetyce 1 samorzutnosci badanej przemiany.
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3.7. Spektroskopia ‘H NMR

Postawg techniki jadrowego rezonansu magnetycznego jest absorpcja promieniowania
o czestosci radiowej przez jadra atoméw umieszczone w polu magnetycznym. W technice
protonowego rezonansu magnetycznego bada si¢ zjawisko absorpcji promieniowania przez
jadra atomow wodoru (protony). Gestos¢ elektronowa wokot danego protonu w zwigzku
chemicznym zmienia si¢ w zalezno$ci od otoczenia chemicznego, w jakim si¢ znajduje.
Towarzyszy temu zmiana potozenia i/lub ksztaltu piku opisujagcego dany proton (na
rejetrowanym widmie NMR). Przesunigciem chemicznym 6 nazywa si¢ réznicg w potozeniu
pasma absorpcji okreslonego protonu w odniesieniu do potozeniu pasma protonu wzorca, np.
trimetylosilanu (TMS). Jest to wielko$¢ bezwymiarowa wyrazona w ppm (ang. part per

milion). W technice 'H NMR wyroznia si¢ dwa rodzaje zmiany chemicznych sygnalow grup

protondéw, ktorym towarzyszy zmiana potozenia piku [203-205]:

1. Odstanianie, ktéremu towarzyszy zmiana potozenia piku w kierunku wigkszych
wartosci ppm. Zachodzi, gdy podstawniki elektronoakceptorowe znajduja si¢ blisko
danego atomu

2. Przestanianie, czyli przesuniecie pikdw w kierunku nizszych wartosci skali ppm.
Spowodowane jest przez zwigzki elektronodonorowe znajdujace si¢ w sasiedztwie

danego atomu.

W zwigzkach aromatycznych, gdy przytozone pole ma kierunek prostopadly do ptaszczyzny
pierscienia aromatycznego, przytozone pole indukuje prad pierscieniowy, czyli cyrkulacje
elektronow wokot pierScienia. Protony lezace nad 1 pod plaszczyzng pierscienia
aromatycznego ulegaja przestanianiu, natomiast te, lezace w plaszczyznie pierScienia

aromatycznego ulegaja odstanianiu (Rys. 68).

Przestanianie

o Odstanianie

Prad magnetyczny

Rys. 68. Efekt przestaniania i odstaniania pradu aromatycznego w benzenie przez indukowane pole magnetyczne
[206].

83



Pomiary *H NMR wykonano wykorzystujac spektrometr Bruker Avance 111, 600 MHz.
Podczas badan NMR do analizy przygotowano seri¢ roztworéw o stalym stezeniu
makroczasteczki dendrymeru PPI G4 oraz wzrastajacym stezeniu liganda. Do przygotowania
badanych roztworéw uzyto cigzkiej wody jako rozpuszczalnika. W celu okreslenia
oddziatywan makroczasteczki z ligandem analizowano zmiany potozenia sygnatow grup
protonéw badanych zwiazkow. Pozwala to na identyfikacje fragmentow struktury
makroczasteczki 1 jej liganda zaangazowanych w tworzenie supramolekularnych

kompleksow.

3.8. Zeta potencjal

Technike Zeta potencjalu ({ potencjatlu) mozna uzy¢ do wyznaczenia stechiometrii
kompleksu dendrymeru i liganda, gdy zwigzanie liganda wptywa na tadunek elektryczny na
powierzchni makromolekuty. Ladunek makroczasteczki rozpuszczonej w roztworze wpltywa
na rozktad jonéw =znajdujagcych si¢ w jej najblizszym otoczeniu wskutek asocjacji
przeciwjondéw na jej powierzchni. Przy powierzchni makroczasteczki tworzy si¢ wowczas
podwdjna warstwa elektryczna. Pierwsza warstwa, zwana warstwg Sterna, zbudowana jest
Z przeciwjonow, ktore silnie oddziatuja z rozpuszczong makroczasteczka, natomiast wokot
niej powstaje zewngtrzna warstwa utworzona przez rozproszone jony. Obie warstwy
oddzielone sg migdzy sobag ptaszczyzng poslizgu (Rys. 69). Historycznie potencjal Zeta
wykorzystywany byl glownie do analizy natadowanych ujemnie koloidow, dlatego
w literaturze omawiajacej zjawisko Zeta potencjalu rozwazana jest czgstka o ujemnym
tadunku powierzchniowym, z ktora asocjuja kationy (Rys. 69). Zawieszony w wodzie

dendrymer PPl G4 ma charakter kationowy i otaczany jest warstwa anionow.
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Rys. 69. Rozktad jonow wokot rozpuszczonej makroczasteczki o powierzchniowym tadunku ujemnym [198].

Potencjat Zeta to potencjal elektrostatyczny w podwojnej warstwie elektrycznej otaczajacej
czgsteczke, mierzony wzgledem glebi roztworu. Mierzac Zeta potencjal makroczasteczek
receptora przy wzrastajacym stezeniu jego liganda mozna wyznaczy¢ stechiometri¢
kompleksu jako punkt przecigcia dwoch prostoliniowych fragmentéw zaleznosci Zeta

potencjatu badanych makroczgsteczek w funkcji sktadu miareczkowanego roztworu.
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4. Wyniki pomiarow i ich interpretacja

4.1. Pomiary pH-metryczne wodnych roztworow dendrymeru PPI G4

W celu okreslenia stopnia sprotonowania powierzchniowych grup aminowych
w makroczasteczce dendrymeru PPl G4 wykonano seri¢ pomiarow pH-metrycznych (pH
METER CPC-505) wodnych roztworéw tego dendrymeru w zakresie od 10 uM do 160 uM
w temperaturze pokojowej. Zalezno$¢ pH roztworu dendrymeru PPI G4 od jego st¢zenia
przedstawiono na wykresie (Rys. Z1).

W roztworze wodnym grupy aminowe makroczasteczki PPI G4 przylaczaja protony
nadajac $rodowisku odczyn zasadowy. Wartos¢ pH roztworu dendrymeru PPI G4 pozwala
okresli¢ stopien protonowania makroczasteczki PPI G4 [55]:

e w 10 uM roztworze PPI G4 stopien protonowania makroczasteczki wynosi ~40%
(okoto 26 z 64 powierzchniowych grup aminowych)

e w20 uM roztworze PPI G4 stopien protonowania makroczasteczki wynosi ~20%
(okoto 13 z 64 powierzchniowych grup aminowych)

e W 40-140 uM roztworze PPI G4 stopien protonowania makroczasteczki wynosi

~10% (okoto 6 z 64 powierzchniowych grup aminowych)

4.2. Pomiary rozpuszczalnosci

4.2.1. Badania oddzialywan dendrymeru PPI G4 z 5-fluorouracylem

Wzrost rozpuszczalnosci 5-fluorouracylu w roztworach wodnych dendrymeru PPI G4
badano spektrofotometrycznie (Specord 50, Analytic Jena). Pomiary rozpuszczalnosci leku
wykonano dla wodnych roztworéw dendrymeru PPI G4 o stgzeniach od 100 uM do 1000 pM.
Roztwory przygotowano rozcienczajagc woda destylowana macierzysty roztwér dendrymeru
PPI G4 o stezeniu 1000 uM. W probowkach typu eppendorf wodne roztwory dendrymeru PPI
G4 nasycano krystalicznym 5-fluorouracylem. Roztwory termostatowano przez 7 dni.

Nasycone roztwory wodne dendrymeru PPl G4 5-fluorouracylem przed pomiarem
odwirowano. Probki klarownych roztworéw rozcienczano 500-krotnie.  Stezenie
5-fluorouracylu w rozcienczonych roztworach wyznaczono spektrofotometrycznie dla
dlugosci fali Amax=266 nm, wykorzystujac literaturowg warto$¢ molowego wspotczynnika

absorpcji emax=6920 M cm™ [134]. Absorbancje leku obliczono odejmujac od absorbancji
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leku w wodnym roztworze dendrymeru PPI G4 absorbancje wodnego roztworu dendrymeru
o danym st¢zeniu. T¢ roznic¢ nastgpnie przeliczono na st¢zenie leku w badanych roztworach.
Widma UV 5-fluorouracylu w 500-krotnie rozcienczonych roztworach dendrymeru PPl G4

o stezeniach 100 pM oraz 1000 uM przedstawiono na wykresie (Rys. 70).
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Rys. 70. Widma UV 500-krotnie rozcieficzonych nasyconych 5-fluorouracylem roztworéw dendrymeru
PPI G4 o stezeniu 100 uM (kolor niebieski) oraz 1000 uM (kolor niebieski).

Pomiary rozpuszczalnosci 5-fluorouracylu w wodzie oraz w wodnych roztworach
dendrymeru PPI G4 wskazuja na liniowy wzrost rozpuszczalno$ci tego leku wraz ze
wzrostem stezenia makroczgsteczki PPI G4. Uzyskane wyniki pomiaré6w rozpuszczalnos$ci
5-fluorouracylu w roztworach dendrymeru o wzrastajgcym stgzeniu nanotransportera PPI G4
(Tabela Z1) opisano (Rys. 71) rownaniem linii prostej y = (43 £ 3)x + (88600 = 1600),
R?Z = 0,9634. Wyraz wolny przedstawionej prostej odpowiada rozpuszczalnosci
5-fluorouracylu w wodzie (86,6 + 1.6 mM). Wspotczynnik kierunkowy (n = 43 £ 3) okresla
liczbe zwigzanych czasteczek S-fluorouracylu, a tym samym $rednig liczbe miejsc aktywnych

w makroczasteczce PPI G4.
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Rys. 71. Zalezno$¢ rozpuszczalnosci 5- fluorouracylu od stezenia wodnych roztworéw dendrymeru PPl G4.

Dla badanych nasyconych lekiem mieszanin stosunek molowy 5-fluorouracylu do
dendrymeru PPI G4 wynosit od okoto 120:1 do 1600:1, czyli analizowany byt zakres sktadu
mieszanin 0 duzym nadmiarze liganda (leku) wobec makroczasteczek receptora. Pewne
odchylenia od liniowosci przebiegu punktow na wykresie rozpuszczalnosci 5-fluorouracylu
od stezenia badanego dendrymeru (Rys. 71) spowodowane sg znacznym (500-krotnym)

rozcienczaniem oznaczanych spektrofotometrycznie probek badanych roztwordw.

4.2.2. Badania rozpuszczalnosci 5-jodouraculu

Badania spektroskopowe UV-VIS rozpuszczalnosci 5-jodouracylu w roztworach
dendrymeru PPI G4 przeprowadzono w zakresie stezen dendrymeru PPI G4 od 10 uM do 100
UM wykorzystujac identyczng procedur¢ pomiarowa jak w przypadku 5-fluorouracylu.
5-Jodouracyl oznaczono w zakresie UV przy dtugosci fali Amax= 283 nm. Do obliczen zmian
stezenia 5-jodouracylu wykorzystano molowy wspotczynnik absorpcji
gmax= 6370 = 10 Mt cm™ wyznaczony dla serii wodnych roztworéw 5-jodouracylu w zakresie
stezen od 10 uM do 350 uM (Tabela Z2, Rys. Z2). Wyznaczona warto$¢ molowego
wspotczynnika absorpcji ema= 6370 = 10 M™* cm™ jest bliska wartosci literaturowej rownej
6079 + 20 M cm™ [143] Wszystkie roztwory pobrane do badan UV zostaty odwirowane
1 rozcienczone 100-krotnie. Przykltadowe widma 100-krotnie rozcienczonych roztworow
5-jodouraculu nasyconych lekiem w 10 uM oraz 100 uM roztworze dendrymeru PPl G4

przedstawiono na wykresie (Rys. 72).
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Rys. 72. Widma UV 100-krotnie rozcieficzonych, nasyconych 5-jodouracylem roztworéw PPI G4

o stezeniu 10 uM (kolor niebieski) oraz 100 uM (kolor czerwony) roztworze dendrymeru PPl G4.

Wszystkie wyznaczone absorbancje dla badanych lekéw otrzymano jako rédznice
absorbancji roztworéw mieszanin badanego leku z dendrymerem PPI G4 oraz wodnego
roztworu dendrymeru (Rys. Z2). Pomiary rozpuszczalno$ci 5-jodouracylu w wodnych
roztworach dendrymeru PPI G4 o stezeniach w zakresie od 10 uM od 100 uM
(Tabela Z3) wskazujg na w przyblizeniu liniowy (Rys. 73) wzrost rozpuszczalnosci leku wraz

ze wzrostem st¢zenia PPI G4 w mieszaninie.
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Rys. 73. Zalezno$¢ rozpuszczalno$ei 5-jodouracylu od stezenia wodnych roztworéw dendrymeru PPl G4.

Zalezno$¢ rozpuszczalnosci 5-jodouracylu od st¢zenia wodnego roztworu dendrymeru
PPI G4 opisano réwnaniem linii prostej y = (55 + 5)x + (7030 + 280) R?= 0,9380.
Wspoétczynnik kierunkowy (n = 55 + 5) okresla $rednig liczbe miejsc aktywnych
w makroczasteczce dendrymeru PPI G4, ktore wigza czasteczki 5-jodouracylu. Wyznaczona
warto$¢ wyrazu wolnego opisuje rozpuszczalno$¢ 5-jodouracylu w wodzie (7,03 + 0,28 mM).
W badanych mieszaninach stosunek molowy 5-jodouracylu do dendrymeru PPI G4 wynosit
od okoto 420:1 do 4200:1.

4.2.3. Badania rozpuszczalnosci tegafuru

Rozpuszczalno$¢  tegafuru oznaczano spektrofotometrycznie, analogicznie jak
w przypadku pochodnych uracylu. Badano wodne roztwory dendrymeru PPl G4 w zakresie
stezen od 100 uM do 1000 uM. Przygotowane mieszaniny wodne trzymano przez 7 dni
w zaciemnionym miejscu nad nadmiarem krystalicznego lekarstwa. Do obliczen stezenia
tegafuru wykorzystano prosta kalibracyjng wyznaczong dla dlugosci fali Amax = 272 nm
w zakresie jej liniowosci, czyli dla stezen tegafuru od 5 uM do 320 uM (Tabela Z4, Rys. Z3).
Wyznaczong prostg opisano réwnaniem y = (8500 £+ 50)x. Wspotczynnik kierunkowy prostej

jest rowny molowemu wspotczynnikowi absorpcji emax = 8500 M cm™. Przyktadowe widma
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tegafuru w wodnym roztworze dendrymeru o st¢zeniu 100 uM oraz 1000 uM przedstawiono
na wykresie (Rys. 74).
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Rys. 74. Widma UV 1000-krotnie rozcieniczonych, nasyconych tegafurem roztworéw dendrymeru PPI G4
o stezeniu 100 uM (kolor niebieski) oraz 1000 uM (kolor czerwony).

Przed przystgpieniem do pomiarow spektroskopowych nasycone tegafurem roztwory
wodne rozcienczano od 500 do 1000 razy tak, by oznaczana absorbancja miescila si¢
w zakresie stezen prostej kalibracyjnej. Stezenie tegafuru w rozcienczonych roztworach
obliczono, poprzez odjecie od absorbancji wodnej mieszaniny leku (TF) z dendrymerem PPI
G4 absorbancji wodnego roztworu dendrymeru PPI G4 o tym samym st¢zeniu. Stezenie leku
W nasyconych roztworach obliczono mnozac oznaczone stezenie w roztworach
rozcienczonych przez krotno$¢ rozcienczenia. Warto$ci rozpuszczalnosci tegafuru

w obecnos$ci wodnych roztworow dendrymeru o wzrastajacym stezeniu w zakresie od 100 uM

do 1000 uM przedstawiono na wykresie (Tabela Z5, Rys. 75).
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Rys. 75. Zalezno$¢ rozpuszczalnosci tegafuru od stezenia wodnych roztworow dendrymeru PPl G4.

Otrzymang zalezno$¢ rozpuszczalno$ci tegafuru od st¢zenia dendrymeru PPI opisano
roéwnaniem linii prostej y = (63 + 2)x + (80490 £ 700), R? = 0,9968 (Rys. 75). Wspotczynnik
kierunkowy otrzymanego roéwnania mozna interpretowaé jako $rednig liczbe czagsteczek
tegafuru przytaczonych do makroczasteczki dendrymeru PPI G4 (n = 63 + 2). Wyraz wolny
(~80 mM) przedstawia rozpuszczalnos¢ tegafuru w wodzie. Stosunek molowy liganda do
dendrymeru PPl G4 w badanych mieszaninach wynosit od okoto 150:1 do 1500:1.
Odstepstwa punktow od prostoliniowego przebiegu wykresu rozpuszczalnosci leku od
stezenia dendrymeru (Rys. 75) wynikaja z wielokrotnego rozcienczania nasyconych

roztworow tegafuru pobranych do pomiardéw spektroskopowych UV.

4.2.4. Badania rozpuszczalnosci azydotymidyny

Badania rozpuszczalnosci azydotymidyny w wodnym roztworze dendrymeru PPl G4
w zakresie stezen od 100 uM do 1000 uM przeprowadzono wykorzystujac spektrofotometr
UV-VIS. Zastosowano analogiczng procedur¢ pomiarowa jak podczas pomiaréw
rozpuszczalno$ci wczesniej opisanych lekow. Przed przystagpieniem do pomiardéw
wyznaczono krzywa kalibracyjng dla wodnych roztwordw azydotymidyny w zakresie stezen
od 5 uM do 300 uM. Otrzymang zalezno$¢ opisano réwnaniem linii prostej y = (9930 + 35)x
(Tabela Z6, Rys. Z4), ktorej wspotczynnik kierunkowy opisuje molowy wspotczynnik
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absorbancji tego leku ema= 9930 Mlcm?. Przed pomiarami wszystkie nasycone
azydotymidyna roztwory dendrymeru PPl G4 odwirowano i pobrane znad osadu
nierozpuszczonego leku probki roztworéow rozcienczono 1000-krotnie. Przyktadowe widma
rozcienczonych, nasyconych azydotymidyng roztworéw PPl G4 o stezeniu dendrymeru 100
uM oraz 1000 uM przedstawiono na wykresie (Rys. 76).
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Rys. 76. Widma UV 1000-krotnie rozcieficzonych, nasyconych azydotymidyna roztworéw dendrymeru
PPI G4 o stgzeniu 100 uM (kolor niebieski) oraz 1000 uM (kolor czerwony).

Rozpuszczalno$¢ azydotymidyny w wodnych roztworach dendrymeru PPl G4
przedstawiono w funkcji stezenia polimeru (Rys. 77, Tabela Z7). Absorbancj¢ azydotymidyny
obliczono odejmujac od absorbancji wodnego roztworu azydotymidyny z dendrymerem
szczatkowa absorbancj¢ wodnego roztworu dendrymeru PPI G4 o identycznym stezeniu.
Przestawiong zaleznos¢ opisano roOwnaniem linii prostej
y =27 £4)x + (51300 + 2000), R* = 0,8780 gdzie wspotczynnik (n =27 + 4) oznacza liczbe
miejsc aktywnych w makroczasteczce dendrymeru PPI G4, ktore moga przytaczy¢ czasteczki
azydotymidyny. Wyraz wolny opisanej zalezno$ci przestawia rozpuszczalnosc
azydotymidyny w wodzie (51,3 + 2,0 mM). W badanych mieszaninach leku i dendrymeru PPI
G4 stosunek molowy azydotymidyny do dendrymeru PPI G4 wynosit w przyblizeniu od
okoto 124:1 do 1240:1.
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Rys. 77. Zalezno$¢ rozpuszczalnosci azydotymidyny od stezenia wodnych roztworéw dendrymeru PPI G4.

4.2.5. Badania rozpuszczalno$ci monofosforanu fludarabiny

Rozpuszczalnosci fludarabiny oznaczono spektrofotometrycznie w zakresie UV przy
dhugosci fali Amax = 262 nm (zastosowano identyczng procedure pomiarowa jak w przypadku
wczesnie] badanych substancji). Molowy wspotczynnik absorbancji tego leku obliczono
wykorzystujac prosta kalibracyjng wyznaczong dla wodnych roztworéw monofosforanu
fludarabiny o stezeniach w zakresie od 10 uM do 220 uM (Tabela Z8, Rys. Z5). Wyznaczong
prosta opisano réwnaniem y = (15080 + 160)X, R*= 0,9955. Wspotczynnik kierunkowy
opisanej prostej jest rowny molowemu wspotczynnikowi absorbancji emax = 15080 Mt cm™™.,

Badania rozpuszczalnosci monofosforanu fludarabiny w roztworach dendrymeru PP1 G4
przeprowadzono w zakresie stezen polimeru od 10 uM do 1000 uM. Badane nasycone lekiem
roztwory dendrymeru PPl G4 odwirowano i pobrane znad osadu probki roztwordéw
rozcienczono 200-krotnie. Przyktadowe widma 200-kotnie rozcienczonych, nasyconych
monofosforanem fludarabiny roztworéw dendrymeru PPI G4 o stgzeniu 100 uM, 200 uM
oraz 1000 pM-przedstawiono na wykresie (Rys. 78).
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Rys. 78. Widma UV 200-krotnie rozcieficzonych nasyconych monofosforanem fludarabiny roztworow
dendrymeru PPI G4 o stezeniu 100 uM (kolor niebieski), 200 pM (kolor zielony) oraz 1000 pM (kolor

czerwony).

Ze wzgledu na metnienie roztworu dendrymeru PPI G4 nasyconego monofosoranem
fludarabiny nad osadem wykonano dodatkowe pomiary w nizszym zakresie st¢zen
dendrymeru PPI G4 od 10 uM do 100 uM. Wyliczony stosunek molowy monofosforanu
fludarabiny do dendrymeru PPI G4 w badanym zakresie stezen (10 uM — 1000 uM) wynosi
od okoto 55:1 do 5500:1. Rozpuszczalno$¢ monofosforanu fludarabiny w badanych
roztworach (Rys. 79, Tabela Z9) nie wykazuje istotnych statystycznie zmian. Potwierdza to
niski wspotczynnik korelacji prostej (R? = 0,3255) opisujacej zaleznos¢ rozpuszczalnosci tego
leku od stezenia polimeru

y = (-4 % 2)x + (20200 £ 500).
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Rys. 79. Zaleznos¢ rozpuszczalnosci monofosforanu fludarabiny od st¢zenia wodnych roztworow

dendrymeru PPI G4.

Wyraz wolny tej prostej (20200 + 500) opisuje rozpuszczalno$¢ monofosforanu
fludarabiny w wodzie. Ujemna warto$¢ wspotczynnika kierunkowego (-4 + 2) i jego duzy

btad wzgledny, mogg wskazywac na wytrgcanie kompleksu dendrymer-lek.

4.2.6. Badania rozpuszczalnos$ci L-a-tyrozyny

Rozpuszczalnos¢ L-a-tyrozyny w wodnych roztworach dendrymeru PPl G4
0 wzrastajgcym st¢zeniu polimeru od 100 uM do 1000 uM oznaczono spektrofotometrycznie
w zakresie UV. Roztwory L-a-tyrozyny pobrane znad osadu nierozpuszczonego aminokwasu
odwirowano, rozcieficzano 30 razy i oznaczano spektrofotometrycznie w zakresie UV przy
dhugosci fali Amax= 275 nm wykorzystujac molowy wspotczynnik
emax=1370 Mcm? [177]. Przyktadowe widma tyrozyny rozpuszczonej w 100 uM oraz
w 1000 uM roztworze dendrymeru PPl G4 przestawiono na wykresie (Rys. 80).
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Rys. 80. Widma UV 30-krotnie rozcieficzonych, nasyconych L-o-tyrozyna roztworéw dendrymeru PPl G4
o stezeniu 100 uM (kolor niebieski) oraz 1000 uM (kolor czerwony).

Absorbancje L-a-tyrozyny obliczono odejmujac od absorbancji nasyconego L-o-tyrozyna
roztworu dendrymeru PPI G4 o danym st¢zeniu, absorbancj¢ roztworu dendrymeru
0 identycznym stezeniu. Wyznaczone warto$ci rozpuszczalnosci tyrozyny w roztworach
dendrymeru PPl G4 przedstawiono w funkcji stezenia polimeru (Rys. 81, Tabela Z10).
Zaobserwowano w przyblizeniu liniowy wzrost rozpuszczalnosci L-a-tyrozyny. Otrzymang
zalezno$¢ opisano rownaniem linii prostej y = (13 + 1)x + (3440 + 280), R? = 0,9870 (Rys.
81). Wspodlczynnik kierunkowy tej prostej (n=13 + 1) opisuje liczbe miejsc aktywnych
w makroczgsteczce dendrymeru PPI G4, do ktérych sg przylaczone czasteczki tyrozyny.
Wyraz wolny (3,44 + 0,28 mM) jest w przyblizeniu rowny rozpuszczalno$ci tyrozyny
w wodzie. W badanych mieszaninach stosunek molowy L-a-tyrozyny do dendrymeru PPl G4
wynosit od okoto 50:1 do 500:1.

97



18000 -

16000 - y=(13+ 1)x + (3440 + 280)
R?=0,9870

14000

12000

10000

8000

S Tyr [uM]

6000

4000

2000 -

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
0 200 400 600 800 1000

¢ PPI G4 [uM]

Rys. 81. Rozpuszczalnoéé L-a-tyrozyny w wodnych roztworach dendrymeru PPl G4 o wzrastajacym

stezeniu.

4.2.7. Badania rozpuszczalnosci L-a-tryptofanu

W celu okreslenia zmian stezenia L-a-tryptofanu rozpuszczonego w wodnych roztworach
dendrymeru PPI G4 w zakresie stezen polimeru od 100 uM do 1000 uM wykorzystano
wspotczynnik absorpcji emax= 5240 Mcm™ wyznaczony przy dhugosci fali Amax= 280 nm
[177]. Procedura pomiarowa byta identyczna jak we wcze$niejszych oznaczeniach. Pobrane
znad osadu aminokwasu (Trp) roztwory wodne rozcienczano 500 razy przed pomiarem
spektrofotometrycznym. Przyktadowe widma nasyconych L-a-tryptofanem wodnych

roztworow dendrymeru PPI G4 o stezeniu 100 uM oraz 1000 uM przedstawiono na wykresie
(Rys. 82).

98



250 260 270 280 290 300 310
A [nm]

Rys. 82. Widma UV 500-krotnie rozcienczonych, nasyconych L-a-tryptofanem roztwordéw dendrymeru PPl G4
o stezeniu 100 uM (niebieski) oraz 1000 uM (kolor czerwony).

Absorbancje L-a-tryptofanu wyznaczono odejmujagc od absorbancji roztworu tego
aminokwasu (Trp) rozpuszczonego w wodnym roztworze dendrymeru PPl G4 o danym
stezeniu absorbancje roztworu dendrymeru o identycznym stezeniu. Wyznaczone warto$ci
rozpuszczalnosci tryptofanu w wodnych roztworach dendrymeru o wzrastajgcym stezeniu

polimeru od 100 uM do 1000 uM przedstawiono na wykresie (Rys. 83, Tabela Z11).
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Rys. 83. Rozpuszczalno$¢ L-a-tryptofanu w funkcji stgzenia dendrymeru PPl G4.
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Zalezno$¢ rozpuszczalno$ci L-a-tryptofanu  w roztworach dendrymeru PPl G4
0 wzrastajagcym stezeniu ma przebieg prostoliniowy (Rys. 83, Tabela 15) i zostala opisana
robwnaniem linii prostej y = (25 £ 2)x + (73340 + 790), R* = 0,9700. Wspodtczynnik
kierunkowy (n = 25 + 2) otrzymanej prostej wskazuje liczbe czgsteczek tryptofanu, ktore sa
wigzane przez makroczasteczke dendrymeru PPI G4. Wyraz wolny wyznaczonej prostej
(~73,3 mM) przestawia rozpuszczalno$¢ L-a-tryptofanu w wodzie. Stosunek molowy
L-a-tryptofanu do dendrymeru PPl G4 w przeprowadzonym eksperymencie wynosit od okoto
100:1 do 1000:1.

4.3. Dializa r6wnowagowa

Dla wszystkich badanych uktadow dendrymer-ligand (np. lek lub aminokwas) dialize
roéwnowagowg przeprowadzono w dializerach dwukomorowych (Harvard Apparatus, USA),
w ktorych komory rozdzielone byly polprzepuszczalng membrang o molekularnej granicy
rozdziatu 2 kDa (Sigma Aldrich). W pierwszej komorze znajdowata si¢ wodna mieszanina
dendrymeru PPl G4 oraz liganda, natomiast w drugiej komorze byl wodny roztwor liganda
o poczatkowym stezeniu identycznym jak w komorze pierwszej. Dializy prowadzono do
momentu, gdy uktad osiggnat stan rownowagi. Roztwory pobrane z komor rozcienczano
woda destylowang i analizowano spektrofotometrycznie. Badania dializy rownowagowe;j
przeprowadzane byly w temperaturze pokojowej. Wyniki eksperymentalne opracowano
korzystajac z modelu jednego rodzaju miejsc aktywnych. Wykorzystujac rdéwnanie
Scatcharda-Klotza (Réw. 11) wyznaczono parametry wigzania (receptor- ligand), tj. liczbe
miejsc aktywnych n w makroczasteczce dendrymeru PPI G4, ktore przylaczajg czasteczki
liganda oraz statg rownowagi tworzenia kompleksu ligand — miejsce aktywne K. Przytaczenie
czasteczek liganda do makromolekuly powoduje zmniejszenie liczby niezwigzanych
czasteczek liganda w pierwszej komorze. W trakcie trwania dializ st¢zenie niezwigzanego
liganda w obu komorach wyréwnuje si¢, na skutek migracji przez blon¢ czasteczek liganda
z drugiej komory. Skutkuje to wiekszym Stezeniem liganda w komorze z dendrymerem PPI
G4 w porownaniu do stezenia liganda w drugiej komorze. W uktadzie zostanie osiggnigty stan
rownowagi, gdy oznaczane st¢zenia liganda w obu komorach dializera nie ulegaja dalszym

zmianom.
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4.3.1. Wyniki badan technika dializy réwnowagowej wodnych mieszanin dendrymeru PPI
G4 i 5-fluorouracylu

W celu wyznaczenia czasu po jakim ustala si¢ stan rownowagi w badanym uktadzie,
wykonano seri¢ dializ w temperaturze pokojowej przy stalym stosunku molowym leku do
dendrymeru rownym 100:1, gdy stezenie dendrymeru PPI G4 wynosito 40 uM, a poczatkowe
stezenie S-fluorouracylu wynosito 4000 pM. Badane roztwory z obu komodr pobierano,
rozcienczano i analizowano spektrofotometrycznie. Z uzyskanych danych obliczono stezenie
5-fluorouracylu znajdujgcego si¢ w komorze z dendrymerem i w komorze bez dendrymeru.
Stwierdzono, ze po jednym, dwodch i trzech dniach warto$¢ stezenia S-fluorouracylu w obu
komorach jest identyczna (Rys. 84, Tabela Z12), co $wiadczy, ze badany ukiad osiggnat stan
roéwnowagi juz po jednym dniu trwania dializy. Wzrost stezenia 5-fluorouracylu (liganda)
w komorze z dendrymerem (receptorem) i jego zmniejszenie w komorze po przeciwnej

stronie blony dializacyjnej potwierdza tworzenie si¢ kompleksu.
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Rys. 84. Rozklad stezenia 5-fluorouracylu w funkcji czasu pomigdzy badane roztwory: dla roztworu

z dendrymerem PPI G4(¢) oraz bez dendrymeru PPl G4 (e).

Nastepnie wykonano seri¢ dializ o stalym (40 uM) stezeniu dendrymeru PPI G4
1 wzrastajacym poczatkowym stezeniu lekarstwa od 160 uM do 19600 uM w temperaturze
pokojowej. W pierwszej komorze dializera znajdowata si¢ mieszanina 40 uM dendrymeru

PPl G4 oraz 5-fluorouracylu, natomiast w drugiej komorze wodny roztwoér S-fluorouraclu
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o identycznym poczatkowym stezeniu (f,) jak w komorze pierwszej. Stosunek molowy

5-fluorouracylu do dendrymeru PPI G4 w badanych mieszaninach wynosit od 4:1 do 490:1.
Wszystkie dializy w serii przerywano po jednym dniu i oznaczano spektrofotometrycznie
stezenie 5-fluorouracylu (fx;) w roztworze 40 uM dendrymeru (r) PPl G4

i stezenie tego leku (fx,) w roztworze nie zawierajagcym dendrymeru. Stezenie leku
¢ zwigzanego przez dendrymer obliczono odejmujac od stgzenia leku w roztworze
dendrymeru (fx;) st¢zenie leku w roztworze po przeciwnej stronie (bez dendrymeru)
I przeliczono na liczbe moli zwigzanego leku przez mol dendrymeru PPI G4 (b = c/r).
Zalezno$¢ liczy moli zwigzanego leku b od stosunku stgzenia niezwigzanego liganda do
stezenia dendrymeru (fx,/r) (Rys. 85, Tabela Z13) silnie wzrasta do wartosci fx, /T rownej
okoto 200/1.
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Rys. 85. Zalezno$¢ liczby moli zwigzanego 5-fluorouracylu (b) przypadajacej na mol dendrymeru PPI G4

od stosunku stezenia wolnego liganda do stezenia dendrymeru (fx, /7).

W celu wyznaczenia liczby miejsc aktywnych w makromolekule PPI G4 oraz stalej
tworzenia kompleksu dendrymer-lek w $rodowisku wodnym, wykorzystano roéwnanie
Scatcharda-Klotza (Row. 11). Wyznaczono zalezno$¢ Stosunku st¢zenia dendrymeru

i zwigzanego  S-fluorouracylu  (1/h) od odwrotnosci  stezenia  wolnego

5-fluorouracylu (1/fx,) dla poszczegolnych badanych sktadow (Rys. 86). Zalezno$¢ te
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(Rys. 86, Tabela Z13) opisano réwnaniem linii prostej zgodnie z modelem jednego rodzaju

miejsc aktywnych.

04
y =(2,800+ 0,099)x 10-5x + (4,22 + 0,28)x 102
035 r R? = 0,8969
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Rys. 86. Zalezno$¢ stosunku stezenia 40 uM dendrymeru PPI G4 i zwigzanego 5-fluorouracylu (1/b) od

odwrotnosci stezenia wolnego 5-fluorouracylu (1/fxy).

Liczba miejsc aktywnych w makroczasteczce dendrymeru PPI G4 wyliczona z rOwnania
Scatchatda — Klotza oraz stata rownowagi tworzenia kompleksu polimeru i 5-fluorouracylu
WYynosza:

n=24+2 K =1510 + 150

Uzyskane rozwigzania majg charakter przyblizony, poniewaz zalezno$¢ 1/b od
1/fx, wykazuja odstepstwo od prostoliniowego przebiegu w zakresie niskich wartosci 1/f.
Wskazuje to, ze makroczasteczka PPI G4 posiada dwa rodzaje miejsc aktywnych [201]

wigzacych ten ligand. Dlatego nieliniowe fragmenty zaleznosSci %(%) odpowiednio
2

w zakresie niskich (Rys. 87, punkty niebieskie) i wysokich (Rys. 87, punkty czerwone)

wartosci % opisano dwiema prostymi, w celu wyznaczenia liczby miejsc aktywnych

2

o duzym i1 matym powinowactwie do makroczasteczki dendrymeru PPI G4.
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Rys. 87. Zalezno$¢ stosunku stezenia 40 uM dendrymeru PPI G4 i zwigzanego 5-fluorouracylu (1/b) od
odwrotnosci stgzenia wolnego S-fluorouracylu (1/fXz). Punkty niebieskie odpowiadaja sktadom o duzym
stosunku molowym 5-fluorouracylu do dendrymeru, punkty czerwone odpowiadaja sktadom o niskim stosunku
molowym 5-fluorouracylu do dendrymeru PPI G4. Punkty nieprzyporzadkowane do dwoch poprzednich
zakresOw zaznaczono na zielono.

Wyznaczone metodg Scatcharda-Klotza (Réw. 11) parametry wigzania dla obu

prostoliniowych zakresow odwrotnos$ci stezenia wolnego liganda f% wynoszg odpowiednio
2
N1=94+2 K1=17100 + 1900 (dla wysokich wartosci %)

n,=44+3 K= 200 % 20 (dla niskich wartosci 7)

Obliczone warto$ci parametréw wigzania wskazuja, ze makroczasteczka dendrymeru PPI

G4 ma okoto m; =9 * 2 miejsc aktywnych o duzym powinowactwie, ktore wiaza
5-fluorouracyl ze stata tworzenia K; = 7100 + 1900. W makroczasteczce dendrymeru PPl G4
obecne sg réwniez n, = 44 + 3 miejsca aktywne o mniejszym powinowactwie, ktore
przytaczaja S-fluorouracyl ze stala tworzenia K, =200 + 20. Uzyskane stale wigzania

5-fluorouracylu z miejscami aktywnymi dendrymeru PPl G4 0 wyzszym i nizszym
powinowactwie do tego leku sa bliskie opublikowanym warto$ciom obliczonym metoda

sprzgzonych regresji dwuparametrowych [207].
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4.3.2. Wyniki badan technika dializy réwnowagowej wodnych mieszanin dendrymeru PPI
G4 i 5-jodouracylu

Badania technikg dializy rownowagowej dendrymeru PPI G4 z 5-jodouracylem (5-1U)
przeprowadzono w temperaturze pokojowej. Ze wzgledu na malg rozpuszczalnosc
5-jodouracylu w wodzie do badan wykorzystano 10 uM dendrymer PPI G4. Mnigjsze stezenie
dendrymeru pozwolito zbada¢ mieszaniny w szerszym zakresie skladu az do stosunku
molowego leku do dendrymeru 450/1. Poczatkowo przeprowadzono seri¢ dializ przy statym
stosunku molowym 5-jodouracylu do makroczasteczki PPI G4 rownym 100:1, w celu
wyznaczania czasu po jakim w badanym uktadzie ustala si¢ stan rownowagi. W pierwszej celi
dializera znajdowala mieszanina 10 uM dendrymeru PPI G4 oraz 1000 pM
5-jodouracylu. W drugiej komorze, oddzielonej btong potprzepuszczalng o molekularnej
granicy rozdziatu 2 kDa, znajdowatl si¢ tylko roztwor 1000 uM 5-jodouracylu. Dialize
przerywano po jednym, dwoéch i trzech dniach. Roztwory z obu komoér pobierano,
rozcienczano i analizowano spektrofotometrycznie. Z uzyskanych danych obliczono stezenie
5-jodouracylu w obu komorach. Rozktad stezenia liganda pomig¢dzy faz¢ z dendrymerem PPI
G4 i faze wodng nie ulega zmianie po jednym, dwoch i trzech dniach dializ (Rys. 88, Tabela
Z14), co wskazuje, ze badany uktad osiggnat stan rownowagi po jednym dniu trwania dializy.
Wigksza zawarto$¢ liganda w roztworze zawierajagcym dendrymer PPI G4 niz w roztworze
wodnym wskazuje, ze makroczgsteczki dendrymeru PPI G4 przylaczaja pewng liczbe
czasteczek leku (5-1U).
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Rys. 88. Rozklad stezenia 5-jodouracylu (5-1U) w funkcji czasu trwania dializy w obu celach pomiarowych:

zawierajgcych dendrymer PPI G4 () oraz bez dendrymeru PPl G4 (e).

W Kkolejnym etapie badan przeprowadzono seri¢ dializ, gdzie w pierwszej komorze
dializera znajdowat si¢ 10 uM dendrymer PPl G4 oraz 5-jodouracyl o wzrastajgcym stezeniu
od 40 uM do 4500 uM. W drugiej celi dializera znajdowat si¢ tylko wodny roztwor
5-jodouracylu o identycznym stgzeniu poczatkowym fojak w celi pierwszej. Stosunek molowy
5-jodouracylu do dendrymeru PPI G4 w badanym zakresie st¢zen wynosit od 4:1 do 450:1.
Dializ¢ przeprowadzano przez 24 godziny. Roztwory z obu komor pobierano, rozcienczano i
analizowano spektrofotometrycznie. Z otrzymanych danych obliczono st¢zenie (C)
5-jodouracylu zwigzanego z dendrymerem PPI G4, poprzez odjecie od stezenia
5-jodouracylu w mieszaninie z dendrymerem (fx1), stezenie 5-jodouracylu z komory bez
dendrymeru (fx1). Obliczong rdznice¢ stgzen nastgpnie przeliczono na liczbe moli zwigzanego
liganda przez mol makroczasteczki PPI G4 (b=c/r), gdzie r- st¢zenie dendrymeru PPI G4 w
pierwszej komorze (10 pM). Otrzymang warto$¢ (Rys. 89, Tabela Z15) przedstawiono w
funkcji stosunku stgzenia zwigzanego liganda i stezenia dendrymeru (b=c/r) od stosunku

stezenia niezwigzanego leku 1 stezenia dendrymeru PPI G4 (fx, /7).
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Rys. 89. Zalezno$¢ liczby moli zwigzanego 5-jodouracylu (b) przypadajacej na mol dendrymeru PPI G4 od

stosunku stezenia wolnego liganda i stezenia dendrymeru (fx, /7).

Zalezno$¢ liczby moli 5-IU przypadajacej na mol dendrymeru PPl G4 od stosunku
st¢zenia niezwigzanego liganda do st¢zenia makromolekuty PPl G4 roénie gwattownie do
wartos$ci fxo/r rownej okoto 75/1.

Wykorzystujac rownanie Scatcharda-Klotza (Row. 11) obliczono liczbe miejsc
aktywnych w makroczasteczce dendrymeru PPI G4, ktére majg zdolno$¢ do przytaczania
czasteczek 5-jodouracylu w wodnym $srodowisku oraz stalg tworzenia kompleksu dendrymer-
lek. Wyznaczong zalezno$¢ (Rys. 90, Tabela Z15) stosunku st¢zenia dendrymeru PPl G4
i zwigzanego 5-jodouracylu (1/b) od odwrotno$ci stezenia wolnego 5-jodouracylu (1/fx;)

opisano rownaniem linii prostej zgodnie z modelem jednego rodzaju miejsc aktywnych.
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Rys. 90. Zalezno$¢ stosunku stezenia 10 uM dendrymeru PPI G4 i zwiazanego 5-jodouracylu (1/b) od

odwrotnosci stezenia wolnego 5-jodouracylu (1/fxy).

Liczb¢ miejsc aktywnych w makroczasteczce dendrymeru PPI G4 oraz stalg rownowagi
tworzenia kompleksu dendrymer PPl G4 - lek obliczone z réwnania Scatchatda- Klotza
(Row. 11) wynosza:

n=13+2 K= 1000 + 200

Dendrymer PPI G4 moze samorzutnie przytaczy¢ okoto 13 czgsteczek 5-jodouracylu

W temperaturze pokojowej w srodowisku wodnym.

4.3.3. Wyniki badan technika dializy ro(wnowagowej wodnych mieszanin dendrymeru PPI
G4 i tegafuru

W pierwszym etapie badan dializy réwnowagowej analogicznie jak w przypadku
5-fluorouracylu, wyznaczono czas po jakim ustala si¢ stan rownowagi w badanym uktadzie.
Wykonano seri¢ pomiaréw, gdzie w pierwszej komorze dializera znajdowata si¢ mieszanina
40 uM dendrymeru PPI G4 oraz 4000 uM tegafur, natomiast w drugiej komorze znajdowat
si¢ roztwor 4000 uM tegafuru. Poczatkowy stosunek molowy leku do polimeru w calej serii
byt staty i wynosit 100:1. Dializy przerywano odpowiednio po jednym, dwoch oraz trzech

dniach. Badane roztwory z obu komor pobierano, rozcieficzano 1 0znaczano
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spektrofotometrycznie. Rozktad stezenia tegafuru pomiedzy faz¢ wodna 1 faze

z dendrymerem PPI G4 ustala si¢ po jednym dniu trwania dializy (Rys. 91, Tabela Z16).
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Rys. 91. Rozktad stezenia tegafuru w funkcji czasu pomigdzy badane roztwory: dla roztworu z

dendrymerem PPl G4 () oraz bez dendrymeru PPl G4 ().

Nastepnie pomiary dializy rownowagowej wykonywane byly w temperaturze pokojowej
dla r6znych stezen poczatkowych leku przy ustalonym st¢zeniu (40 uM) dendrymeru PP1 G4.
W pierwszej celi dializera znajdowata si¢ mieszanina wodnego roztworu polimeru oraz
wodnego roztworu tegafuru o poczatkowym stezeniu od 160 pM do 16800 uM.
W przeciwceli dializera znajdowat si¢ wodny roztwor tegafuru o identycznym stezeniu jak w
celi pierwszej. Dla badanych sktadow stosunek st¢zen leku do dendrymeru byt rowny od 4:1
do 420:1. Dializy przerywano po jednym dniu. Roztwory z obu komoér pobierano,
rozcienczano 1 analizowano spektrofotometrycznie. Stosujac identyczng procedurg
obliczeniowa, jak w przypadku 5-fluorouracylu wyznaczono (Rys. 92, Tabela Z17) zalezno$¢
liczby moli tegafuru (b) przypadajacej na mol polimeru PPI G4 od stosunku stgzenia
niezwigzanego liganda do statego stezenia dendrymeru (fx, /7). Zalezno$¢ ta silnie wzrasta

do stosunku fx,/r réwnego okoto 150/1.
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Rys. 92. Zalezno$¢ liczba moli zwigzanego tegafuru (b) przypadajacej na 1 mol dendrymeru PPI G4 od

stosunku stezenia wolnego liganda do catkowitego stezenia dendrymeru (fx,/r).

W celu wyznaczenia parametrow wigzania dendrymeru PPl G4 z tegafurem wykres

zalezno$ci stosunku stezenia dendrymeru i zwigzanego tegafuru (1/b) od odwrotnosci
stezenia wolnego tegafuru (1/fx;) analizowano modelem jednego rodzaju miejsc
aktywnych.
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Rys. 93. Zalezno$¢ stosunku stezenia 40 pM dendrymeru PPI G4 i zwigzanego tegafuru (1/b) od

odwrotnosci stgzenia wolnego tegafuru (1/fx2).
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Otrzymang zalezno$¢ opisano rownaniem linii prostej (Rys. 93, Tabela Z17).
Wykorzystujac rownanie Scatcharda-Klotza (Row. 11) wyznaczono liczbe miejsc aktywnych
w makroczasteczce dendrymeru PPl G4. Uzyskane wyniki wskazuja, ze makroczasteczka
badanego dendrymeru przylacza n = 28 + 5 czasteczek tegafuru ze stala rownowagi
K = 440 + 100. Otrzymane parametry wigzania sa zgodne z opublikowanymi parametrami

[208] obliczonymi metoda regresji dwuparametrowe;j.

4.3.4. Wyniki badan technika dializy réwnowagowej wodnych mieszanin dendrymeru PPI
G4 i azydotymidyny

Pomiary dializy rownowagowej azydotymidyny przeprowadzono w wodnym roztworze
40 uM dendrymeru PPI G4 w temperaturze pokojowej w srodowisku wodnym. Podobnie jak
w przepadku 5-jodouracylu wyznaczono czas, po jakim w badanym uktadzie ustala si¢ stan
rownowagi. W pierwszej celi dializera znajdowata si¢ wodna mieszanina 40 uM dendrymeru
PPl G4 oraz 4000 uM azydotymidyny. W drugiej komorze (oddzielonej blong
potprzepuszczalng) znajdowal si¢ tylko wodny roztwdr azydotymidyny o poczatkowym
stezeniu f, identycznym jak w komorze pierwszej. Wybrane st¢zenia odpowiadaja
stosunkowi molowemu liganda do dendrymeru PPl G4 réwnemu 100:1. Dialize przerywano
po jednym, dwoch oraz trzech dniach. Roztwory z obu komoér pobierano, rozcienczano
i analizowano spektrofotometrycznie. Z uzyskanych danych obliczono stezanie
azydotymidyny w roztworze wodnym zawierajacym dendrymer oraz w roztworze bez
dendrymeru. Wyniki przedstawiono w formie wykresu stezenia azydotymidyny w funkcji
czasu trwania dializ (Rys. 94, Tabela Z18). Stan rownowagi w badanym uktadzie ustala si¢ po

jednym dniu trwania dializy.
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Rys. 94. Rozktad stezenia azydotymidyny w funkcji czasu trwania dializy w obu celach pomiarowych:

zawierajgcych dendrymer PPI G4 () oraz bez dendrymeru PPl G4 (e).

Nastepnie przeprowadzono seri¢ dializ o statym st¢zeniu dendrymeru r = 40 uM oraz
wzrastajagcym poczatkowym f, stezeniu azydotymidyny. W pierwszej komorze dializera
znajdowala si¢ wodna mieszanina dendrymeru PPl G4 oraz azydotymidyna o stezeniu
w zakresie od 160 uM do 18400 puM. W drugiej celi dializera znajdowata si¢ tylko
azydotymidyna o takim samym stezeniu poczatkowym od 160 uM do 18400 uM. Badany
stosunek molowy azydotymidyny do dendrymeru PPI G4 wynosit od 4:1 do 460:1. Dializa
trwala jeden dzien. Roztwory z obu komor pobierano, rozcienczano 1 analizowano

spektrofotometrycznie. Stezenie zwigzanej azydotymidyny (c) obliczono odejmujac od
stezenia leku z fazy zawierajacej dendrymer fx; stezenie niezwigzanego leku w fazie wodne;j
fx,. Nastgpnie stgzenie to przeliczono na liczb¢ moli przypadajacych na mol dendrymeru PPI
G4 (b = c/r) i przedstawiono w funkcji stosunku stezenia niezwigzanego leku do stezenia
dendrymeru (fx,/r). Otrzymana zaleznos$¢ (Rys. 95, Tabela Z19) silnie wzrasta do stosunku

molowego niezwigzanego leku do dendrymeru PPI G4 réwnego okoto 150/1.
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Rys. 95. Zalezno$¢ liczby moli zwigzanej azydotymidyny (b) przypadajacej na mol dendrymeru PPI G4 od

stosunku stezenia wolnego liganda i stezenia dendrymeru (fx, /7).

Do  wyznaczenia  parametrow  wigzania, tj.  liczby = miejsc  aktywnych
(n) w makroczasteczce dendrymeru PPI G4, do ktorych mogag przylaczy¢ sie czasteczki
azydotymidyny oraz stalg tworzenia kompleksu (K) dendrymer-AZT wykorzystano rownanie
Scatcharda-Klotza (Row. 11). Zalezno$¢ (Rys. 96, Tabela Z19) stosunku st¢zenia dendrymeru
1 zwigzane] azydotymidyny (1/b) od odwrotnosci stezenia wolnego (niezwigzanego) leku
(1/fx;) opisano réwnaniem linii prostej zgodnie z modelem jednego rodzaju miejsc

aktywnych.
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Rys. 96. Zalezno$¢ stosunku stgzenia 10 uM dendrymeru PPl G4 i zwigzanej azydotymidyny (1/b) od

odwrotnosci stezenia wolnego leku (1/fxz).

Wyliczone z rownania Scatcharda-Klotza (Row. 11) parametry wigzania azydotymidyny
przez makroczasteczke dendrymeru PPI G4 wynosza:

n=10+3 K=290+ 100

Wyniki wyznaczone technikg dializy rownowagowej wskazuja na samorzutne
przytaczanie do okoto 13 czgsteczek azydotymidyny przez makroczasteczki dendrymeru PPI

G4 w $rodowisku wodnym w temperaturze pokojowe;j.

4.3.5. Wyniki badan technika dializy rownowagowej wodnych mieszanin dendrymeru PPI
G4 i monofosforanu fludarabiny

Pomiary dializy réwnowagowej monofosforanu fludarabiny ze wzgledu na niska
rozpuszczalno$¢ leku przeprowadzono z 20 uM dendrymerem PPI G4 w $rodowisku wodnym
w temperaturze pokojowej. Mniejsze stgzenie dendrymeru pozwolito zbada¢ mieszaniny
w szerszym zakresie sktadu az do stosunku molowego leku do dendrymeru 470/1. Na
poczatku pomiaréw przeprowadzono seri¢ dializ o stalym stosunku molowym fludarabiny do
dendrymeru PPl G4 réwnym 100:1. W pierwszej celi dializera znajdowala si¢ wodna

mieszanina 20 uM dendrymeru PPI G4 oraz 2000 uM fludarabiny. W drugiej celi znajdowat
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si¢ tylko wodny roztwor leku o poczatkowym stezeni f,, identycznym jak w celi pierwszej.
W celu wyznaczenia czasu po jakim ustala si¢ stan rownowagi w badanym uktadzie dialize¢
przerywano po jednym, dwoch oraz trzech dniach. Badane roztwory pobierano z obu komor,
rozcienczano i analizowano spektrofotometrycznie. Z uzyskanych danych obliczono st¢zenie
monofosforanu fludarabiny w wodnym roztworze dendrymeru PPl G4 fx; oraz stgzenie
(niezwigzanego) leku w fazie wodnej fx,. Wzrost stezenia fludarabiny w komorze pierwszej
wzgledem roztworu w komorze drugiej $wiadczy o przylaczeniu jej czasteczek do
makroczasteczki dendrymeru PPI G4 (Rys. 97, Tabela Z20). Rozktad stezenia fludarabiny
pomiedzy dwie fazy w dializerze jest identyczny po pierwszym dniu, podobnie jak po drugim
i trzecim (Rys. 97).

3000
2500 | ¢ \ 4 *
2000 |
1500 |

1000 -

c f-ara-AMP [uM]

500

t [dni]

Rys. 97. Rozklad stezenia monofosforanu fludarabiny w funkcji czasu trwania dializy pomiedzy badane wodne

roztwory: zawierajace dendrymer PPI G4 (#) oraz bez dendrymeru PP1 G4 (e).

W nastgpnym etapie pomiaré6w przeprowadzono seri¢ dializ 0 stalym stezeniu
dendrymeru PPl G4 r=20 uM oraz wzrastajacym stezeniu monofosforanu fludarabiny od 100
uM do 9400 puM. Stosunek molowy leku do dendrymeru PPI G4 w badanym zakresie st¢zen
wynosit od 5:1 do 470:1. Dializy przerywano po jednym dniu, roztwory pobierano,
rozcienczano i analizowano spektrofotometrycznie. Z uzyskanych danych obliczono st¢zenie

zwigzanego (c¢) monofosforanu fludarabiny z makroczasteczkami polimeru PPI G4, ktore

przeliczono na liczbe moli leku (b = c¢/r) zwigzanych z dendrymerem PPl G4 (Rys. 98,
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Tabela Z20). Obliczone wartosci b przedstawiono (Rys. 98, Tabela Z21) w funkcji stosunku

st¢zenia niezwiazanego leku do st¢zenia dendrymeru (fx, /7).
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Rys. 98. Zalezno$¢ liczby moli zwigzanego monofosforanu fludarabiny (b) przypadajacej na mol

dendrymeru PPI G4 od stosunku stezenia wolnego liganda i stezenia dendrymeru (fx,/r).

Zalezno$¢ liczby stosunku moli zwigzanej fludarabiny przez dendrymer (b = c¢/r) od
stosunku stezenia wolnego (niezwigzanego) leku i st¢zenia dendrymeru PPI G4 (fx, /) silnie
wzrasta do wartosci réwnej okoto 100/1. Z uzyskanych danych eksperymentalnych
sporzadzono rowniez wykres zalezno$ci stosunku stezen dendrymeru do zwigzanego leku
(1/b) od odwrotnosci stezenia niezwigzanego leku (1/fx;). Otrzymang zaleznosé

(Rys. 99, Tabela Z21) opisano rownaniem linii proste;j.
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Rys. 99. Zaleznos¢ stosunku stezenia 20 uM dendrymeru PPI G4 i zwigzanej fludarabiny (1/b) od

odwrotnosci stezenia wolnego leku (1/£x2).

Wykorzystujac rownanie Scatcharda-Klotza (Row. 11) obliczono parametry wigzania

kompleksu dendrymer PPI G4- fludarabina:
n=384+25 K =800 =+ 260

Wyniki pomiaréw wykonanych technikg dializy réwnowagowej wskazuja, ze dendrymer
PPI G4 przytacza n = 84 + 25 czgsteczek monofosforanu fludarabiny ze statg tworzenia
K = 800 + 260. Proces tworzenia kompleksu jest samorzutny w $rodowisku wodnym

w temperaturze pokojowe;j.

4.3.6. Wyniki badan technika dializy rownowagowej wodnych mieszanin dendrymeru PPI
G4 i L-a-tryptofanu

Pomiary oddziatywan dendrymeru PPl G4 z L-a-tryptofanem (aminokwasem) rozpoczgto
od wykonania serii dializ trwajacych jeden, dwa oraz trzy dni. W pierwszej celi dializera
znajdowat si¢ 40 uM roztwor dendrymeru PPI G4 oraz 4000 uM roztwor

L-a-tryptofanu, natomiast w drugiej komorze znajdowal si¢ tylko 4000 puM roztwor
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tryptofanu. Pomiary wykonywano w temperaturze pokojowej w srodowisku wodnym. Badane
roztwory z obu komoér pobierano, rozcienczano i analizowano spektrofotometrycznie.
Nastgpnie z otrzymanych danych eksperymentalnych wyliczono stgzenie tryptofanu zaréwno
w komorze z dendrymerem PPl G4 jak i w fazie wodnej. Otrzymane dane przedstawiono na
wykresie (Rys. 100, Tabela Z22). Wzrost st¢zenia tryptofanu w pierwszej komorze
(z dendrymerem PPI G4) $wiadczy o przylaczaniu czasteczek tego aminokwasu do
makroczasteczki PPI G4. Stan rownowagi w badanym uktadzie ustalat si¢ po jednym dniu

trwania dializy.

t [dni]

Rys. 100. Rozktad stezenia L-a-tryptofanu w funkcji czasu trwania dializy pomigdzy badane wodne roztwory:

zawierajgce dendrymer PPl G4 (o) oraz bez dendrymeru PPI G4 (e).

Nastepnie przeprowadzono dializy, w ktérych w pierwszej komorze znajdowata sie
mieszanina 40 uM dendrymeru PPl G4 oraz L-a-tryptofanu o wzrastajacym stezeniu od 200
uM do 18000 uM. W drugiej komorze znajdowat si¢ tylko wodny roztwor aminokwasu
o poczatkowym stezeniu f, identycznym jak w komorze pierwszej. Dla badanego ukladu
dializy wykonywane byly w zakresie stosunku stezenia molowego tryptofanu do dendrymeru
PPl G4 od 5:1 do 450:1. Wszystkie dializy prowadzono przez 24 godziny. Roztwory z obu
komor pobierano, rozcienczano i oznaczano spektrofotometrycznie. Z otrzymanych danych

obliczono stgzenie zwigzanego tryptofanu ¢ z makroczasteczka PPI G4 odejmujac od stezenia
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fx, tryptofanu w komorze z dendrymerm PPl G4 stgzenie wolnego (niezwigzanego)
aminokwasu fx, z drugiej komory (bez dendrymeru PPI G4). Nastgpnie warto$¢ tej roznicy
stezen przeliczono na liczbe moli tryptofanu przytaczonych przez mol dendrymeru (b = c/r)
i przedstawiono (Rys.101, Tabela Z23) w funkcji stosunku st¢zenia niezwigzanego tryptofanu
do stezenia dendrymeru (fx,/r). Otrzymana zalezno$§¢ wzrasta silnie do wartosci fx,/r

réwnej okoto 70/1, a nastepnie obserwujemy powolny jej wzrost (Rys. 101).

16 -
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10 F . .

0 100 200 300 400
fx,/r

Rys. 101. Zalezno$¢ liczby moli zwigzanego L-a-tryptofanu (b) przypadajacej na mol dendrymeru PP1 G4

od stosunku stezenia liganda i stezenia dendrymeru (fx,/r).

Z otrzymanych danych sporzadzono wykres (Rys. 102, Tabela Z23) zaleznosci stosunku

stezenia dendrymeru PPI G4 i st¢zenia zwigzanego tryptofanu (1/b) od odwrotno$ci stezenia
niezwigzanego aminokwasu (1/fx,). Wyznaczong zalezno$¢ opisano rownaniem linii

prostej zgodnie z modelem jednego rodzaju miejsc aktywnych (Rys. 102).
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Rys. 102. Zaleznos¢ stosunku stezenia 40 uM dendrymeru PPI G4 i zwigzanego tryptofanu (1/b) od

odwrotnosci stezenia wolnego aminokwasu (1/fxy).

Wykorzystujgc rownanie Scatcharda-Klotza (Row. 11) wyznaczono parametry wigzania

kompleksu dendrymer PPl G4 -tryptofan, liczbe miejsc aktywnych (n) w makroczasteczce

PPI G4, ktore mogg przytacza¢ czasteczki aminokwasu oraz stalg tworzenia kompleksu

supramolekularnego (K). Parametry te wynosza odpowiednio:

n=9+2 K =600=+200

Wyniki badan wykonanych technikg dializy rownowagowej pokazuja, ze dendrymer PPI

G4 w $rodowisku wodnym przylacza okoto 9 czasteczek L-a-tryptofanu ze stalg tworzenia

K =600 + 200 w temperaturze pokojowej.

120



4.4. Miareczkowanie kalorymetryczne w warunkach izotermicznych (ITC)

4.4.1. Wyniki pomiarow kalorymetrycznych ITC dendrymeru PPI G4
z 5-fluorouracylem

Miareczkowanie kalorymetryczne w warunkach izotermicznych (25°C) przeprowadzono
z wykorzystaniem kalorymetru (VP-ITC MicroCal, USA). Podczas wszystkich pomiaréw
miareczkowania w celi odniesienia znajdowata si¢ woda. Dla uktadu dendrymer PPI G4
i 5-fluorouracyl wykonano dwa niezalezne pomiary:

1. Miareczkowanie 40 pM roztworu dendrymeru PPI G4 (znajdujacego si¢ w celi
pomiarowej 0 objetosci 1427 ul) 20 mM wodnym roztworem 5-fluorouracylu ze
strzykawki o objetosci 287 pl.

2. Rozcienczanie w wodzie (znajdujacej si¢ w celi) 20 mM roztworu 5-fluorouracylu ze
strzykawki.

Podczas kazdego z miareczkowan wykonano 90 nastrzygdéw po 3 pl kazdy. Jeden nastrzyk
trwal 15 sekund, odstgp pomiedzy nastrzykami wynosit 600 sekund, a szybko$¢ mieszania
wynosita 416 rpm. W celu wyznaczenia bezposrednich efektéw cieplnych oddziatywania
pomi¢dzy dendrymerem PPI G4 i 5-fluorouracylem odjeto od efektow miareczkowania
roztworu PPl G4 5-fluorouracylem, efekty rozcienczania 5-fluororacylu w wodzie. Efekty
rozcienczania dendrymeru PPI G4 wodg byly zaniedbywalne (Rys. Z6), dlatego nie
uwzgledniono ich przy obliczaniu bezposrednich efektéw oddziatywan dendrymeru PPl G4
z 5-fluorouracylem. Efekty cieplne opisujgce bezposrednie oddzialywania dendrymer—lek
analizowano metoda nieliniowej regresji wieloparametrowej (Origin MicroCal) stosujac

model jednego rodzaju miejsc aktywnych (Rys. 103, Tabela Z24).
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Rys. 103. a) Zaleznosci efektow cieplnych: miareczkowania kalorymetrycznego 40 uM roztworu dendrymeru
PPl G4 20 mM roztworem 5-fluorouracylu (m) oraz rozcienczania 20 mM roztworu leku w wodzie (o), b)
Bezposredni efekt cieplny oddziatywania dendrymeru PPI G4 z 5-fluorouracylem, ktory opisany zostat modelem
jednego rodzaju miejsc aktywnych.

Wyznaczone parametry wigzania: liczba czasteczek liganda n, stala wigzania K oraz funkcje

termodynamiczne towarzyszace efektom cieplnym oddziatywan dendrymeru PPI G4

Z 5-fluorouracylem zostaty zebrane w Tabeli 19.

Tabela 19. Parametry wigzania oraz funkcje termodynamiczne opisujace tworzenie

kompleksu dendrymer PPI G4-5-FU.

Kompleks dendrymer PPI G4-5-FU
n 18+2
K 1120 £ 120
AH [kcal mol™] -17050 + 2200
AS [cal Kt mol?] -43
AG [cal mol™] —4200
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Do makroczasteczki dendrymeru PPI G4 przylacza si¢ n = 18 £ 2 czasteczek 5-fluorouracylu
ze stata wigzania K = 1120 £+ 120. Wyznaczone dane wskazujg, ze proces wysycania miejsc
aktywnych dendrymeru PPl G4 jest samorzutny (AG < 0), egzotermiczny (AH < 0)
i towarzyszy mu wzrost stopnia uporzadkowania reagentéw (AS < 0). Swiadczy to, ze
wigzanie 5-fluorouracylu zachodzi przede wszystkim z powierzchniowymi grupami
aminowymi oraz w mniejszym stopniu z miejscami aktywnymi znajdujacymi si¢ we wngkach

makroczasteczki receptora.

4.4.2. Wyniki pomiaréw kalorymetrycznych ITC dendrymeru PPI G4 z 5-jodouracylem

Stosujac identyczng procedurg pomiarowg jak w przypadku wczesniej opisanych lekéw,
pomiary miareczkowania kalorymetrycznego (VP-ITC MicroCal, USA) uktadu dendrymeru
PPl G4 z 5-jodouracylem przeprowadzono w warunkach izotermicznych, w temperaturze
25°C. Podczas miareczkowania Wykonano 90 nastrzyknie¢ po 3 pul titranta. Kazdy
z nastrzykow trwal 15 sekund, czas pomigdzy kolejnymi nastrzykami wynosit 600 sekund,
szybko$¢ mieszania wynosita 416 rpm. Podczas badania ITC wykonano dwa niezalezne
miareczkowania:

1. Miareczkowanie wodnego 15 puM roztworu dendrymeru PPI G4 znajdujacego si¢

w celi pomiarowej 7 mM wodnym roztworem 5-jodouracylu.

2. Rozcienczanie w wodzie (cela pomiarowa) wodnego roztworu 5-jodouracylu (5-1U).

Efekty cieplne bezposrednich oddziatywan dendrymeru PPI G4 z 5-jodouracylem

obliczono odejmujac od efektow cieplnych miareczkowania dendrymeru PPI G4

roztworem 5-jodouracylu efekty cieplne rozcienczania leku. Efekty rozcienczania 15 pM
dendrymeru PPI G4 byly zaniedbywalnie mate, dlatego nie uwzgledniono ich przy
obliczaniu bezposrednich efektow cieplnych oddziatywania dendrymeru PPl G4

Z 5-jodouracylem. Entalpogram opisujacy bezposrednie oddziatywania opisano nast¢gpnie

modelem jednego rodzaju miejsc aktywnych, wykorzystujac program Origin MicroCal

7.0 (Rys. 104, Tabela Z25).
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Rys. 104. a) Zaleznosci efektow cieplnych: miareczkowania kalorymetrycznego wodnego 15 uM roztworu
dendrymeru PPl G4 7 mM wodnym roztworem 5-jodouracylu (m) oraz rozcienczania 7 mM roztworu leku w
wodzie (o) w temperaturze 25°C, b) Bezpo$redni efekt cieplny oddziatywania dendrymeru PPI G4
z 5-jodouracylem, ktory opisany zostal ~modelem jednego rodzaju miejsc  aktywnych.

Wyznaczone parametry wigzania n, okreslajacg liczbe podstawionych czasteczek leku oraz
stata wigzania K jak rowniez funkcje termodynamiczne towarzyszace efektom cieplnym

oddziatywan dendrymeru PPI G4 z 5-jodouracylem zestawiono w Tabeli 20.

Tabela 20. Parametry wigzania oraz funkcje termodynamiczne opisujace tworzenie

kompleksu dendrymer PP G4-5-1U

Kompleks dendrymer PPI G4-5-1U
n 18£5
K 2400 £+ 600
AH [cal mol™] —11900 + 3800
AS [cal Kt mol?] -25
AG [cal mol™] -4610
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Wyniki izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego pokazujg, ze do
makroczasteczki dendrymeru PPl G4 przylacza si¢ okolo n =18 +5 czasteczek
5-jodouracylu ze statg tworzenia K = 2400 + 600. Tworzenie kompleksu dendrymer PPI
G4- 5-jodouracyl jest procesem samorzutnym (AG<0), egzotermicznym (AH<O0) i towarzyszy
mu wzrost uporzadkowania reagentow (AS < 0). Swiadczy to o oddzialywaniu czasteczek
5-jodouracylu gléwnie z powierzchniowymi grupami makroczasteczki dendrymeru PPI G4.

4.4.3. Wyniki pomiaréw kalorymetrycznych ITC dendrymeru PPI G4 z tegafurem

Pomiary (analogicznie jak w przypadku 5-fluorouracylu) oddziatywania tegafuru (TF)
z dendrymerem PPI G4 przeprowadzono wykorzystujac technike miareczkowania
kalorymetrycznego (VP-ITC MicroCal, USA) w warunkach izotermicznych, w temperaturze
25°C. W celu wyznaczenia bezposrednich efektow cieplnych oddziatywan dendrymeru PPI
G4 z tegafurem wykonano dwa niezalezne pomiary:
1. Miareczkowanie wodnego roztworu 10 uM dendrymeru PPI G4 znajdujgcego si¢
w celi pomiarowej 5 mM wodnym roztworem tegafuru ze strzykawki o objetosci
287 ul.
2. Rozcienczanie w wodzie 5 mM wodnego roztworu tegafuru.

Kazde z miareczkowan wykonano nastrzykujagc 90 porcji po 3 ul titranta. Kazdy
z nastrzykéw trwat 15 sekund. Czas pomigdzy kolejnymi nastrzykami wynosit 800 sekund.
Szybkos$¢ mieszania wynosita 416 rpm.

Efekt cieplny bezposredniego oddziatywania PPI G4 z tegafurem wyznaczono odejmujac
od efektu miareczkowania wodnego roztworu dendrymeru roztworem leku, efekt cieplny
rozcienczania wodnego roztworu tegafuru w wodzie. Efekt cieplny rozcienczania woda 10
uM roztworu PPI G4 byt zaniedbywalnie maly wobec pozostatych mierzonych efektow.
Obliczone tak efekty cieplne opisujace bezposrednie oddzialywania dendrymer—lek opisano
metodg nieliniowej regresji wieloparametrowej wykorzystujac model jednego rodzaju miejsc
aktywnych z pomoca dotaczonego do kalorymetru oprogramowania Origin MicroCal
(Rys. 105, Tabela Z26).
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Rys. 105. a) Zaleznosci efektow cieplnych: miareczkowania kalorymetrycznego 10 uM roztworu dendrymeru
PPl G4 5 mM roztworem tegafuru (m) oraz rozcienczania 5 mM roztworu leku w wodzie (o) w temperaturze

25°C, b) Bezposredni efekt cieplny oddziatywania dendrymeru PPI G4 z tegafurem, ktéry opisany zostat
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oddziatywan dendrymeru PPI G4 z tegafurem zebrano w Tabeli 21.

Tabela 21. Parametry wigzania oraz funkcje termodynamiczne opisujace tworzenie

kompleksu dendrymer PPl G4-TF.

T

20 40 60 80

T

100

Kompleks dendrymer PPI G4-TF

n 10+2

K 7300 £+ 1200
AH [cal mol™] —14200 £ 3500
AS [cal Kt mol?] -30

AG [cal mol™] -5300
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Wyniki izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego pokazujg, ze do
makroczasteczki dendrymeru PPl G4 przytacza si¢ okoto n = 10 + 2 czasteczek tegafuru ze
stalg tworzenia K = 7300 + 1200. Tworzenie kompleksu dendrymer PPl G4-tegafur jest
procesem samorzutnym (AG<0), przy czym sila napedowa kompleksowania jest
egzotermiczny czynnik entalpowy (AH<0). Czynnik entalpowy wskazuje na przewage
egzotermicznych efektow energetycznych bezposrednich oddzialywan grup funkcyjnych leku
i dendrymeru nad endotermicznymi efektami czgsciowej dehydratacji tych oddziatujgcych
grup, poprzedzajacych ich bezposrednie oddziatywanie w $rodowisku wodnym. Ujemna
warto$¢ entropii wigzania (AS < 0) $wiadczy o wzroscie uporzadkowania uktadu i tym

samym o duzym powinowactwie tegafuru do powierzchniowych grup makroczasteczki

dendrymeru PPI G4.

4.4.4. Wyniki pomiaréw kalorymetrycznych ITC dendrymeru PPl G4 z azydotymidyng

Kalorymetryczne badania dendrymeru PPI G4 z azydotymidyng przeprowadzono
analogicznie jak w przypadku wcze$niej opisanych lekow w temperaturze 25°C
wykorzystujgc aparat VP-ITC MicroCal, USA. Do pomiarow uzyto wodny 40 uM roztwor
dendrymeru PPI G4 oraz wodny 20 mM roztwor azydotymidyny. Podczas miareczkowania
wykonano 90 nastrzyknie¢ titranta o objetosci 3 upl. Pojedynczy nastrzyk trwat 15 sekund.
Czas pomig¢dzy kolejnymi nastrzykami wynosit 600 sekund. Szybkos¢ mieszania wynosita
416 rpm. Podczas pomiarow wykonano dwa niezalezne miareczkowania:

1. Miareczkowanie 40 pM wodnego roztworu dendrymeru PPl G4 wodnym 20 mM

roztworem azydotymidyny.

2. Rozcienczanie w wodzie (znajdujacej sie¢ w celi) 20 mM wodnego roztworu

azydotymidyny.

Bezposrednie efekty cieplne oddziatywan dendrymeru PPl G4 1 azydotymidyny
otrzymano odejmujac od efektow cieplnych miareczkowania 40 uM wodnego roztworu
dendrymeru PPl G4 wodnym 20 mM roztworem azydotymidyny efekty cieplne rozcienczania
tego leku. Efekty cieplne rozcienczania 40 pM wodnego roztworu dendrymeru PPI G4 woda
sg zaniedbywalnie mate. Efekty cieplne opisano modelem jednego rodzaju miejsc aktywnych,
wykorzystujac dotaczony do kalorymetru program Origin MicroCal 7.0 (Rys. 106, Tabela
Z27).
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Rys. 106. a) Zaleznosci efektow cieplnych: miareczkowania kalorymetrycznego 40 uM roztworu dendrymeru
PPl G4 20 mM roztworem azydotymidyny (m) oraz rozcienczania 20 mM roztworu leku w wodzie (e) w
temperaturze 25°C, b) Bezposredni efekt cieplny oddziatywania dendrymeru PPI G4 z azydotymidyna, ktory
opisany zostal modelem jednego rodzaju miejsc aktywnych.

Dla badanego ukladu obliczono parametry wigzania: liczbe miejsc aktywnych
n w makroczgsteczce dendrymeru PPI G4, ktore moga przytaczy¢ czasteczki leku ze statg
tworzenia kompleksu K. Dodatkowo obliczono funkcje termodynamiczne opisujace proces
tworzenia kompleksu supramolekularnego dendrymer PPl G4-azydotymidyna. Obliczone

warto$ci zebrano w Tabeli 22.

Tabela 22. Parametry wigzania oraz funkcje termodynamiczne opisujace tworzenie

kompleksu dendrymer PPl G4 z azydotymidyna.

Kompleks dendrymer PPI G4-AZT
n 9+2
K 2500 + 300
AH [cal mol™] -4800 + 600
AS [cal Kt mol?] -0,5
AG [cal mol™] -4630

128



Wyniki miareczkowania kalorymetrycznego pokazuja, ze w $rodowisku wodnym
w temperaturze 25°C dendrymer PPl G4 przytacza n = 9 + 2 czasteczek azydotymidyny ze
statlg tworzenia K = 2500 + 300. Proces wigzania leku z dendrymerem PPI G4 jest
samorzutny (AG < 0) i egzotermiczny (AH < 0). Bliska zeru warto$¢ entropii (AS = 0)
posrednio wskazuje na wigzanie czgsteczek azydotymidyny nie tylko z powierzchniowymi
grupami dendrymeru PPI G4, ale réwniez z potozonymi w poblizu powierzchni grupami

funkcyjnymi dendrymeru.

4.4.5. Wyniki pomiaréw kalorymetrycznych ITC dendrymeru PPl G4
z monofosforanem fludarabiny

Izotermiczne miareczkowanie kalorymetryczne (VP-ITC MicroCal, USA) dendrymeru
PPI G4 z monofosforanem fludarabiny przeprowadzono w temperaturze 25°C. Pomiary
wykonano analogicznie jak w przypadku wczesniej opisanych lekow. Ze wzgledu na znaczne
efekty oddziatywania obu zwigzkéw do badan wykorzystano 1 uM roztwor dendrymeru PPI
G4 oraz 1 mM roztwor monofosforanu fludarabiny. Podczas miareczkowania wykonano 90
nastrzyknie¢ titranta w porcjach o objetosci 3 pl co 600 sekund. Jeden nastrzyk trwat 15
sekund. Podczas pomiaréw wykonano dwa niezalezne miareczkowania:

1. Miareczkowanie 1 uM wodnego roztworu dendrymeru PPI G4 1 mM wodnym

roztworem monofosoranu fludarabiny.

2. Rozcienczanie w wodzie 1 mM roztworu monofosforanu fludarabiny.

Odejmujac od efektow cieplnych miareczkowania 1 pM roztworu dendrymeru PPI G4
1 mM roztworem monofosforanu fludarabiny efekty rozcienczania 1 mM wodnego roztworu
leku otrzymano bezposrednie efekty oddziatywania dendrymeru PPI G4 i monofosoranu
fludarabiny. W obliczeniach pomini¢to efekty energetyczne rozcienczania 1 uM dendrymeru
PPI G4. Wykorzystujac program Origin MicroCal 7.0 otrzymany entalpogram opisano
modelem jednego rodzaju miejsc aktywnych (Rys. 107, Tabela Z28).
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Rys. 107. a) Zaleznosci efektow cieplnych: miareczkowania kalorymetrycznego 1 uM roztworu dendrymeru PPI
G4 1 mM roztworem monofosforanu fludarabiny (m) oraz rozcienczania 1 mM roztworu leku w wodzie (e)
w temperaturze 25°C, b) Bezposredni efekt cieplny oddziatywania dendrymeru PPI G4 z fludarabina, ktory
opisany zostal modelem jednego rodzaju miejsc aktywnych.

Obliczone parametry wigzania oraz funkcje termodynamiczne opisujgce proces tworzenia

kompleksu dendrymer PPI G4-fludarabina zebrano w Tabeli 23.

Tabela 23. Parametry wigzania oraz funkcje termodynamiczne opisujgce tworzenie
kompleksu dendrymer PPl G4-monofosforan fludarabiny w $rodowisku wodnym

w temperaturze 25°C.

Kompleks dendrymer PPl G4-F-ara-AMP
n 40+ 7
K 20400 + 3400
AH [cal mol™] -22400 + 2500
AS [cal K mol?] -56
AG [cal mol™] -5840

Analiza otrzymanych danych (Tabela 23) pokazuje, Zze dendrymer PPI G4 posiada
n =40 + 7 miejsc aktywnych, do ktorych przylaczaja si¢ czasteczki monofosforanu
fludarabiny ze stala wigzania K = 20400 + 3400. Proces tworzenia kompleksu jest

samorzutny
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(AG < 0).Czynnik entalpowy (AH < 0) wskazuje na przewage egzotermicznych efektow
energetycznych bezposrednich oddzialywan grup funkcyjnych leku i dendrymeru nad
endotermicznymi  efektami  czeSciowej  dehydratacji  tych  oddzialujacych  grup
poprzedzajacych bezposrednie ich oddziatywanie w $rodowisku wodnym. Ujemna warto$¢
entropii wigzania (AS < 0) wskazuja na wzrost uporzadkowania reagentdéw na powierzchni
dendrymeru PPI G4. Swiadczy to o wigkszym powinowactwie fluadarbiny do terminalnych

grup makroczasteczki PPI G4 w poréwnaniu do jej wewnetrznych grup.

4.4.6. Wyniki pomiaréw kalorymetrycznych ITC dendrymeru PPI G4 z
L-a-tryptofanem

Badania izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego (VP-ITC MicroCal, USA)
dendrymeru PPl G4 z L-a-tryptofanem przeprowadzono w temperaturze 25°C stosujgc
identyczng procedure jak w przypadku lekéw. Do pomiarow wykorzystano wodny 20 pM
roztwor dendrymeru PPI G4 oraz wodny 50 mM roztwér L-a-tryptofanu. Podczas pomiarow
wykonano 54 nastrzykéw po 5 upl. Odstgp pomiedzy kolejnymi nastrzykami wynosit 800
sekund. Szybko$¢ obrotow mieszadta wynosita 416 rpm. Podczas pomiarow wykonano dwa
niezalezne miareczkowania:

1. Miareczkowanie 20 uM wodnego roztworu dendrymeru PPI G4 50 mM wodnym
roztworem L-a-tryptofanu ze strzykawki.

2. Rozcienczanie w wodzie (cela pomiarowa) wodnego 1 mM roztworu
L-a-tryptofanu.

Bezposrednie efekty oddzialywania dendrymeru PPl G4 z L-o-tryptofanem obliczono
odejmujac od efektow miareczkowania wodnego roztworu dendrymeru PPl G4 wodnym
roztworem L-a-tryptofanu efekty energetyczne rozcienczania roztworu aminokwasu.
Obliczone efekty opisano modelem jednego rodzaju miejsc aktywnych za pomoca programu
Origin MicroCal 7.0 (Rys. 108, Tabela Z29).
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Rys. 108. a) Zaleznosci efektow cieplnych: miareczkowania kalorymetrycznego 20 uM roztworu dendrymeru
PPl G4 50 mM roztworem L-a-tryptofanu (m) oraz rozcienczania 1 mM roztworu leku w wodzie (e) w
temperaturze 25°C, b) Bezposredni efekt cieplny oddzialywania dendrymeru PPI G4 z L-a-tryptofanem, ktory
opisany zostal modelem jednego rodzaju miejsc aktywnych.

Obliczone parametry wigzania: liczba miejsc aktywnych n w makroczasteczce

dendrymeru PPI G4, ktore moga przylaczy¢ czasteczki aminokwasu (Trp) oraz stalg K

tworzenia kompleksu ligand-miejsce aktywne oraz obliczone funkcje termodynamiczne
opisujace proces tworzenia kompleksu supramolekularnego dendrymer PPl G4-L-a-tryptofan

zostaly stabelaryzowane (Tabela 24).

Tabela 24. Parametry wigzania oraz funkcje termodynamiczne opisujace tworzenie

kompleksu dendrymer PP1 G4-L-a-tryptofan.

Kompleks dendrymer PPI G4-L-a-tryptofan
n 14+4
K 1000 £+ 100
AH [cal mol™] -1200 + 400
AS [cal Kt mol?] +9,7
AG [cal mol™] -4100
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Wyniki izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego pokazuja, ze dendrymer PPI

G4 przytacza n =14 +4 czasteczki L-a-tryptofanu ze stala tworzenia kompleksu
K = 1000 + 100. Proces wigzania L-a-tryptofanu przez dendrymer jest samorzutny
(AG < 0) i egzotermiczny (AH < 0). Zwiazaniu L-a-tryptofanu przez makroczasteczke PPI
G4 towarzyszy wzrost stopnia nieuporzadkowania (AS > 0), co wskazuje na mozliwo$é
oddzialywania tego aminokwasu nie tylko z powierzchnig dendrymeru PPl G4, lecz rowniez

z potozonymi w poblizu powierzchni grupami funkcyjnymi.

4.5. Spektroskopia *H NMR

Pomiary 'H NMR rozpoczeto od zarejestrowania widma 140 pM dendrymeru PPI G4
w Srodowisku cigzkiej wody w temperaturze pokojowej. Widma rejestrowano wykorzystujac
spektrometr Bruker Avance III. Widmo 140 uM roztworu jest $rednig ze 128 skanow danej

probki. Przesunigcia chemiczne wybranych pasm na widmie (Rys. 109) odczytywano przy

uzyciu programu TOPSPIN.
-
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Rys.109. Widmo *H NMR 140 pM roztworu dendrymeru PPI G4 w ciezkiej wodzie, w temperaturze pokojowe;j.

Dla poszczegolnych pikéw (Rys. 109) na widmie dendrymeru PPI G4 przyporzadkowano
grupy protonéw [207-212], ktére przedstawiono na schemacie (Rys. 110).
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W makroczasteczce PPI G4 sygnaly grup protondéw kolejnych grup metylenowych -CHo-
liczac od powierzchni do rdzenia to:
a) Protony grup metylenowych w powierzchniowej warstwie meréw makroczgsteczKi
PPI:
e HCprzy §~2,55 ppm
e HAS~1,54 ppm
o HB §5~2,43 ppm
b) Protony grup metylenowych w glebszych warstwach merow makroczgsteczki
dendrymeru PPI:
e HB5~237 ppm
o H* §~1,54 ppm
c) Protony grup metylenowych w rdzeniu makroczasteczki dendrymeru PPI
e HP§~1,32 ppm [209-212].

a) b)
. NH,
H,\
HEB
HB N NH
HB HP H H A L NW ?
I T Y e e
—N H
" i UNH,
HA
H
NH

Rys.110. Oznaczenie grup protonéw w strukturze dendrymeru PPl G4: a) rdzef b) fragment dendronu.

4.5.1.Badania technika 'H NMR oddzialywan 5-fluorouracylu z dendrymerem PPI G4

Badania 'H NMR wykonano rejestrujac widma w D20 w temperaturze pokojowej
mieszanin zawierajacych state (140 pM) stezenie dendrymeru PPI G4 i wzrastajace stezenie

5-fluorouracylu w zakresie stosunku stezenia molowego leku do dendrymeru PPl G4 od 5/1
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do 230/1 (Rys. 111, Tabela Z30). Kazde rejestrowane widmo jest $rednig ze 128 skanow

danej probki. Dodatkowo zarejestrowano widmo 1,4 mM roztworu 5-fluorouracylu.
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Rys. 111. Widma *H NMR 140 uM roztworu dendrymeru PPI G4, mieszanin 5-fluorouracylu z dendrymerem

PPI G4 w zakresie stosunku molowego leku do makroczasteczki od 5/1 do 230/1 oraz 1,4 mM roztworu

5-fluorouracylu.

W zakresie wystepowania sygnatow protonéw makroczasteczki PPI G4 (od 2,9 ppm do

1,1 ppm) pasma protonow S-fluorouracylu nie wystepujg. Zmiany przesuni¢¢ chemicznych

(Ad) grup protonow dendrymeru w mieszaninie z lekiem obliczono odejmujac od

przesuni¢cia chemicznego danej grupy protondw w mieszaninie przesuni¢cie chemiczne

protondéw tych grup w roztworze samego dendrymeru PPI G4 (bez leku). Zalezno$¢ zmiany

przesuni¢¢ chemicznych (A&) grup protonéw makroczasteczek PPI G4 w funkcji stosunku

molowego leku do dendrymeru PPI G4 przedstawiono na rysunku 112. Dodatnie wartosci

zmian A wskazujg na odstanianie danej grupy protondw, natomiast ujemne wartosci A

wskazuja na jej przestanianie. Zmiany te wskazuja na oddzialywania makroczasteczki PPI G4

z 5-fluorouracylem w cigzkiej wodzie (D20) w temperaturze pokojowej. W wigzaniu

czasteczek leku uczestniczg terminalne grupy aminowe makroczasteczki PPI G4.
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Rys. 112. Zalezno$¢ zmiany potozen pikow *H NMR protondw grup metylenowych od sktadu mieszaniny

0 Wzrastajgcym stezeniu S-fluorouracylu: (@) HS; (m) HA;(¢) HE;(A) HA; (+) HE.

Analiza uzyskanych widm wskazuje, ze najsilniej odstaniane sa protony H® grup
metylenowych potozonych przy terminalnych grupach aminowych makroczasteczki PPI G4.
Odstanianiu (cho¢ w mniejszym stopniu) ulegaja tez protony H” grup metylenowych
sasiadujacych z grupami HC. Odstanianie protonow HC i H” wskazuje, Ze powierzchniowe
grupy makroczasteczki PPI G4 wigzg czasteczki 5-fluorouracylu w $rodowisku wodnym

(D20) w temperaturze pokojowej.

4.5.2. Badania technika 'H NMR oddzialywan 5-jodouracylu z dendrymerem PPI G4

Pomiary H NMR (Bruker Avance III, 600 MHz) dla ukladu dendrymer PPI G4
z 5-jodouracylem wykonano w cigzkiej wodzie w temperaturze pokojowej. Zarejestrowano
widma 40 uM roztworu dendrymeru PPI G4 oraz jego wodnych mieszanin z 5-jodouracylem
w zakresie stosunku stezen molowych leku do dendrymeru od 5/1 do 100/1. Uzycie nizszego
stezenia dendrymeru PPI G4 (40 pM) wynika ze stosunkowo niskiej rozpuszczalnosci 5-
jodouracylu w cigzkiej wodzie. Dodatkowo zarejestrowano widmo 2,4 mM roztworu 5-
jodouracylu (Rysunek 113, Tabela Z31). Kazde widmo jest $rednig ze 128 skanow danej
probki.
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Rys. 113. Widma *H NMR w D;O 40 pM roztworu dendrymeru PPI G4, mieszanin 5-jodouracylu z

dendrymerem PPI G4 w zakresie stosunku molowego leku do makroczasteczki od 5/1 do 100/1 oraz 2,4 mM

roztworu 5-jodouracylu.

W zakresie wystepowania sygnatdéw protonéw dendrymeru PPl G4 (2,9 ppm- 1,1 ppm) nie

wystepuja piki pochodzace od protonéw 5-jodouracylu. Zmiany przesunie¢ chemicznych (Ad)

grup protonéw dendrymeru w mieszaninie z 5-jodouracylem obliczono odejmujgc od

przesuni¢cia chemicznego danej grupy protondw w mieszaninie przesuni¢cie chemiczne

protondéw tych grup w roztworze samego dendrymeru PPI G4. Zalezno$¢ zmiany przesunieé

chemicznych (A&) grup protonéw makroczgsteczek PPI G4 w funkcji stosunku molowego

leku do dendrymeru PPI G4 przedstawiono na rysunku 114.
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Rys. 114. Zalezno$¢ zmiany potozen pikéw *H NMR protonéw grup metylenowych dendrymeru PPI G4 od

sktadu mieszaniny o wzrastajgcym stezeniu 5-jodouracylu:(®) HE; (m) H”;(e) HE';(A) HA'; (+) HE,

Analiza otrzymanych widm wskazuje, ze najsilniejszemu odstanianiu (Ad= 0,182 ppm)
ulegaja protony HC powierzchniowych grup aminowych. Wskazuje to, ze powierzchniowe
grupy makroczasteczki PPI G4 wiazg czasteczki 5-jodouracylu w srodowisku wodnym (D20)

w temperaturze pokojowe;j.

4.5.3. Badania technikag *"H NMR oddzialywan tegafuru z dendrymerem PPI G4

Oddzialywania dendrymeru PPI G4 z tegafurem zbadano technikag *H NMR (Bruker
Avance III, 600 MHz) w ciezkiej wodzie jako rozpuszczalniku w temperaturze pokojowej
(20°C). Zarejestrowano widma mieszanin o statym stezeniu dendrymeru PPI G4 (140 uM)
i wzrastajacym stezeniu leku. Stosunek molowy tegafuru do dendrymeru wynosit od 5/1 do
230/1 (Rys. 115, Tabela Z32). Dodatkowo zarejestrowano widmo 11,2 mM tegafuru. Kazde

zarejestrowane widmo jest §rednig ze 128 skandéw danej probki.
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Rys. 115. Widma 'H NMR 140 uM roztworu dendrymeru PPI G4, mieszanin tegafuru z dendrymerem PPl G4

w zakresie stosunku molowego leku do makroczasteczki od 5/1 do 230/1 oraz 11,2 mM roztworu tegafuru.

W zakresie wystepowania sygnatow protonéow dendrymeru PPI G4 widoczne sg (Rys. 116)
rowniez Cztery czeSciowo nakladajace sie multiplety alifatycznych protonow tegafuru
(H¥%, H3®, H*? H*®) z grup metylenowych (pozycje C3’ i C4’) pierscienia tetrahydrofuranu
[213].

Rys. 116. Struktura tegafuru pokazujaca numeracje charakterystycznych pozycji w czasteczce tego zwigzku.

Zmiany przesuni¢¢ chemicznych (Ad) grup protonéw dendrymeru w mieszaninie
z tegafurem obliczono odejmujac od przesunigcia chemicznego danej grupy protondéw
W mieszaninie przesunigcie chemiczne protondéw tych grup w roztworze samego dendrymeru

PPI G4 (bez leku). Zalezno$¢ zmiany przesunie¢ chemicznych (A&) grup protonow
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makroczasteczek PPI G4 w funkcji stosunku molowego leku do dendrymeru PPl G4

przedstawiono na rysunku 117.
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Rys. 117. Zalezno$¢ zmiany potozen pikéw *H NMR protonéw grup metylenowych dendrymeru PPI G4 od

sktadu mieszaniny o wzrastajagcym stezeniu tegafuru: (@) HS; (m) HA;(¢) HE;(A) HA; (+) HE.

Dodatnie wartosci zmian A6 wskazujg na odstanianie danej grupy protondéw, natomiast
ujemne warto$ci A§ wskazujg na jej przestanianie. Zmiany te wskazujg na oddzialywania
makroczasteczki PPI G4 z tegafurem w cigzkiej wodzie (D20) w temperaturze pokojowe;j.
W mieszaninach obu badanych zwigzkéw o statym st¢zeniu dendrymeru PPI G4 (140 uM)
i wzrastajacym stosunku stezen tegafuru i PPI G4 od 5/1 do 230/1 obserwuje si¢ najsilniejsze
odstanianie sygnatu protonéw H® (A8 H®= 0.28 ppm dla skrajnych skladéw) oraz H”
(A8 HA= 0.14 ppm dla skrajnych sktadow). Wskazuje to gtéwnie na oddziatywania czasteczek
tegafuru z powierzchniowymi grupami makroczasteczki PPI G4 w cigzkiej wodzie,

w temperaturze pokojowe;j.
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4.5.4. Badania technika 'H NMR oddzialywan azydotymidyny z dendrymerem PPl G4

Badania oddziatywan dendrymeru PPI G4 z azydotymidyng (AZT) przeprowadzono
metodag 'H NMR (Bruker Avance III, 600 MHz) w cigzkiej wodzie jako rozpuszczalniku
w temperaturze pokojowej (20°C). Zarejestrowano widma mieszanin (Rys. 118, Tabela Z33)
o stalym stg¢zeniu dendrymeru PPI G4 (140 puM) i wzrastajagcym stezeniu leku. Stosunek
molowy azydotymidyny do dendrymeru wynosit od 5/1 do 230/1. Dodatkowo zarejestrowano
widmo 11,2 mM wodnego (D20) roztworu azydotymidyny. Kazde zarejestrowane widmo jest

srednig ze 128 skanow danej probki.
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Rys. 118. Widma 'H NMR w D0 140 uM roztworu dendrymeru PPI G4, mieszanin azydotymidyny (AZT)
z dendrymerem PPI G4 w zakresie stosunku molowego leku do makroczasteczki od 5/1 do 230/1 oraz 11,2 mM

roztworu azydotymidyny.

W zakresie (od 2,9 ppm do 1,2 ppm), w ktorym wystepuja sygnalty protonow dendrymeru PPI
G4 widoczne sg (Rysunek 118) rowniez sygnaly protonoéw [214, 215] azydotymidyny:
protony H?" pochodzacy od pierécienia furanozowego oraz protony H® z grupy metylowe;j

piers§cienia tyminy (Rysunek 119).
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Rys. 119. Struktura azydotymidyny (AZT) pokazujgca numeracje charakterystycznych pozycji zwigzku. [214].

Odejmujac od przesunigcia chemicznego danej grupy protondw w mieszaninie przesuniecie
chemiczne protonow tych grup w roztworze dendrymeru PPI G4 bez leku, obliczono zmiany
przesunie¢ chemicznych (Ad) protonéw grup metylenowych dendrymeru w mieszaninie
z azydotymidyng. Zalezno$¢ zmiany przesuni¢¢ chemicznych (A&) protondéw grup
metylenowych makroczgsteczek PPI G4 w funkcji stosunku molowego leku do dendrymeru

PPl G4 przedstawiono na rysunku 120.
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Rys. 120. Zalezno$¢ zmiany polozen pikéw *H NMR protonéw grup metylenowych od sktadu mieszaniny

0 wzrastajacym stezeniu azydotymidyny: HC (@); HA (m); HE (¢); HA'(A); HB(+).

142



Podobnie jak w pozostatych badanych uktadach dodatnie wartosci zmian A§ wskazuja na
odstanianie danej grupy protonéw, natomiast ujemne wartosci AS wskazuja na jej
przestanianie. Zmiany te $wiadcza o oddziatywaniu dendrymeru PPI G4 z azydotymidyna.
Najwickszemu odstanianiu ulegajg protony znajdujace si¢ najblizej powierzchniowych grup
aminowych H® (A8 0,111 ppm) oraz H” (A8 0,107). Zmiany te $wiadcza o glownie
powierzchniowym wigzaniu czasteczek azydotymidyny z makroczasteczka dendrymeru PPI

G4 w $rodowisku D20, w temperaturze pokojoweyj.

4.5.5. Badania technika ‘H NMR oddzialywan monofosforanu fludarabiny
z dendrymerem PPI G4

Badania 'H NMR wykonano rejestrujac widma w D20 w temperaturze pokojowej
mieszanin zawierajacych state (40 uM) stezenie dendrymeru PPI G4 1 wzrastajace stezenie
monofosforanu fludarabiny w zakresie stosunku st¢zenia molowego leku do dendrymeru PPI
G4 od 5/1 do 20/1 (Rysunek 121, Tabela Z34). Mieszaniny o stosunku molowym leku do
dendrymeru PPI G4 wyzszym niz 20/1 wykazywaly zmg¢tnienie, ktore utrudniato pomiar
widma H NMR. Kazde zarejestrowane widmo jest $rednig ze 128 skandw danej probki.

Dodatkowo zarejestrowano widmo 3,2 mM roztworu monofosforanu fludarabiny.
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Rys. 121. Widma *H NMR w D0 40 uM roztworu dendrymeru PPl G4, mieszanin monofosforanu fludarabiny
z dendrymerem PPI G4 w zakresie stosunku molowego leku do makroczasteczki od 5/1 do 20/1 oraz 3,2 mM
roztworu monofosforanu fludarabiny.
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W badanym zakresie wystepowania sygnatow protonéw dendrymeru PPl G4 (2,9 ppm- 1,3
ppm) nie wystepuja piki pochodzace od protonéw obecnych w czasteczce fludarabiny
(Rys. 121). Zmiany przesuni¢¢ chemicznych (Ad) protonéw grup metylenowych dendrymeru
w mieszaninie z monofosforanem fludarabiny obliczono odejmujac od przesunigcia
chemicznego danej grupy protondw w mieszaninie przesuni¢cie chemiczne protondéw tych
grup w roztworze dendrymeru PPI G4 bez leku. Zalezno$¢ zmiany przesuni¢¢ chemicznych
(A6) protondéw grup metylenowych makroczasteczek PPI G4 w funkcji stosunku molowego
leku do dendrymeru PPI G4 przedstawiono na rysunku 122.
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Rys. 122. Zalezno$¢ zmiany potozen pikow ‘H NMR protonéw grup metylenowych od sktadu mieszaniny

o wzrastajgcym stezeniu monofosforanu fludarabiny: (@) HS; (m) HA; (¢) HE;(A) HA; (+) HE,

Podobnie jak w pozostatych badanych uktadach, dodatnie wartosci zmian Ad wskazuja
na odstanianie danej grupy protonow, natomiast ujemne wartoSci A§ wskazuja na jej
przestanianie. Zmiany te wskazuja na oddzialywania makroczasteczki PPl G4 z fludarabing
w ciezkiej wodzie (D20) w temperaturze pokojowej. Analiza otrzymanych widm wskazuje, ze
najwieksze odstanianie wystepuje dla grup protonéw H® (Ad= 0,137 ppm), natomiast
przestanianiu ulegaja protony H® (-0,161 ppm) oraz H® (-0,204 ppm). Wskazuje to, ze
czasteczki monofosforanu fludarabiny oddzialuja zar6wno z powierzchniowymi, jak

i wewnetrznymi grupami aminowymi makroczasteczki dendrymeru PPl G4.
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4.5.6. Badania technika *H NMR oddzialywan L-a-tyrozyny z dendrymerem PP1 G4

Oddziatywania dendrymeru PPl G4 z L-a-tyrozyng (Tyr) badano technikg *H NMR (Bruker
Avance III, 600 MHz) w ci¢zkiej wodzie w temperaturze pokojowej (20° C). Ze wzgledu na
niska rozpuszczalnos¢ L-a-tyrozyny do pomiaréw uzyto 40 uM roztworu dendrymeru PPI
G4. Pozwolito to uzyska¢ mieszaniny o stosunku molowym L-o-tyrozyny do dendrymeru od
10/1 do 40/1. Dodatkowo zarejestrowano widmo 0,4 mM aminokwasu (Rysunek 123). Kazde

zarejestrowane widmo jest srednig za 128 skandéw danej probki.
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Rys. 123. Widma *H NMR w D;0 40 uM roztworu dendrymeru PPI G4, mieszanin L-o-tyrozyny (Tyr)
z dendrymerem PPl G4 w zakresie stosunku molowego aminokwasu do makroczasteczki od 10/1 do 40/1 oraz
0,4 mM roztworu L-a-tyrozyny.

W zakresie (od 2,9 ppm do 1,3 ppm), w ktorym wystepuja sygnaty protonow dendrymeru PPI
G4 nie ma sygnatow protonow L-a-tyrozyny (Rys. 123, Tabela Z35). Zalezno$¢ zmiany
przesuni¢¢ chemicznych (Ad) grup protonéw makroczasteczek PPI G4 w funkcji stosunku
molowego aminokwasu i dendrymeru PPl G4 (Rys. 124) $wiadcza o oddziatywaniu

makroczasteczki PPI G4 z L-a-tyrozyng w cig¢zkiej wodzie (D20) w temperaturze pokojowe;j.

145



0.06 -~

0.05 -
0.04
—_ |
£
o
2 0.03
w
4
|
0.02
|
0.01
A
B + X
000 . T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
[Tyr]/[PPI G4]

Rys. 124. Zalezno$¢ zmiany polozen pikow *H NMR protonéw grup metylenowych od sktadu mieszaniny

o wzrastajgcym stezeniu L-a-tyrozyny: HC (@); HA (m); HE (¢ ); HA'(A); HB(+).

Najwiekszemu odstanianiu ulegaja protony H® (A8=0,049 ppm) oraz H” (A§=0,037 ppm)
zlokalizowane blisko powierzchni makroczgsteczki PPI G4. Wskazuje to, ze czasteczki
L-o-tyrozyny przelgczaja si¢ przede wszystkim do powierzchniowych grup aminowych

dendrymeru PPI G4 w $rodowisku D>O w temperaturze pokojowe;j.

4.5.7. Badania technika 'H NMR oddzialywan L-a-tryptofanu z dendrymerem PP1 G4

Oddziatywania dendrymeru PPI G4 2z L-a-tryptofanem (Trp), analogicznie jak
w przypadku lekow i L-a-tyrozyny, zbadano technika *H NMR (Bruker Avance Ill, 600
MHz) w ci¢zkiej wodzie jako rozpuszczalniku w temperaturze pokojowej (20°C).
Zarejestrowano widma (Rys. 125, Tabela Z36) mieszanin o stalym st¢zeniu dendrymeru PPI
G4 (140 uM) i wzrastajagcym stezeniu aminokwasu. Stosunek molowy L-a-tryptofanu do
dendrymeru wynosit od 5/1 do 230/1. Dodatkowo zarejestrowano widmo 11,2 mM

aminokwasu. Kazde zarejestrowane widmo jest srednig ze 128 skanow danej probki.
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Rys. 125. Widma *H NMR w D20 140 uM roztworu dendrymeru PPI G4, mieszanin L-a-tryptofanu (Trp)
z dendrymerem PPl G4 w zakresie stosunku molowego aminokwasu do makroczgsteczki od 5/1 do 230/1 oraz

11,2 mM roztworu L-a-tryptofanu.

W badanym zakresie wyst¢powania sygnatow protonéw dendrymeru PPl G4 (2,8 ppm- 1,3
ppm) nie wystepuja piki pochodzace od protondéw czasteczki L-a-tryptofanu (Rys. 125).
Odejmujac od przesunigcia chemicznego danej grupy protonow dendrymeru w mieszaninie
z aminokwasem przesuni¢cie chemiczne protonow tych grup w roztworze dendrymeru PPI
G4 bez aminokwasu obliczono zmiany przesunie¢ chemicznych (Ad) protondéw grup
metylenowych dendrymeru wywotanych wzrastajacym st¢zeniem L-o-tryptofanu. Zaleznos$¢
zmiany przesuni¢¢ chemicznych (Ad) protondéw grup metylenowych makroczasteczek PPI G4
w funkcji stosunku molowego L-a-tryptofanu do dendrymeru PPl G4 przedstawiono na

rysunku 126.
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Rys. 126. Zalezno$¢ zmiany potozen pikow *H NMR protonéw grup metylenowych od sktadu mieszaniny

o wzrastajgcym stezeniu L-o-tryptofanu: HE(@); HA (m); H¥ (¢); HA'(A); HB (+).

Zmiany przesuni¢¢ chemicznych protonéw dendrymeru PPI G4 spowodowane obecnym
W mieszaninie L-a-tryptofanem, $wiadczg o oddziatywaniu obu zwigzkow. Wzrost stezenia
L-a-tryptofanu w mieszaninie powoduje odstanianie sygnalow protonéw metylenowych przy
powierzchni makroczasteczki oraz silne przestanianie protonéw w wewnetrznych warstwach
dendrymeru: H®', HB oraz H*". Swiadczy to o wiazaniu czasteczek L-a-tryptofanu zaréwno
z powierzchnig jak 1 z wnetrzem makroczasteczki dendrymeru PPI G4 w §rodowisku wodnym

w temperaturze pokojowe;j.

4.6. Pomiary Zeta potencjalu mieszanin dendrymeru PPI G4
I 5-fluorouracylu (5-FU)

Stechiometri¢ wigzania kompleksu dendrymeru PPI G4 z 5-FU wyznaczono technika Zeta
potencjatu (Anton Paar, Litesizer 500) w 20°C. Napiecie uzyte do badan wynosito 100 V.
Miareczkowano wodny 10 uM roztwor dendrymeru PPI G4 o objetosci 350 pl dodajac
porcjami titrant, wodny 35 mM roztwér 5-fluorouracylu. Przed punktem koncowym (PK)
miareczkowania dodawano po 0.5 pl titranta, natomiast po PK po 5 pl titranta. Kazdy punkt
byt $rednig z pigciu pomiardw. Miareczkowanie zakonczono przy stosunku molowym

5-fluorouracylu do dendrymeru PPI G4 rownym 45/1. Uzyskane wyniki (Rys. 127, Tabela
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Z37) wskazuja, ze wzrost stezenia 5-fluorouracylu w mieszaninie powoduje gwaltowny
wzrost potencjalu { makroczasteczki PPI G4 do punktu koncowego PK réwnego 12 + 1,
a nastgpnie mierzony potencjat ( stabilizuje si¢. Wskazuje to, ze makroczasteczka PPI G4
przytacza okoto 12 czasteczek S-fluorouracylu. Procesowi temu towarzyszy protonowanie
grup aminowych PPIl, zachodzace podczas przytaczenia czasteczek 5-fluorouracylu

(o charakterze stabego kwasu).
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Rys.127. Potencjat { makroczasteczek PPI G4 podczas miareczkowania wodnego 10 uM roztworu PPI G4

wodnym 35 mM roztworem 5-fluorouracylu w temperaturze 20°C.
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5. Podsumowanie

Tematyka pracy doktorskiej dotyczyla analizy oddziatywan dendrymeru PPl G4
z wybranymi lekami onkologicznymi: 5-fluorouracylem, 5-jodouracylem, tegafurem,
azydotymidyna oraz monofosforanem fludarabiny, jak rowniez wybranych aminokwasow:
L-a-tyrozyny oraz L-a-tryptofanu w $rodowisku wodnym. Pomiary wykonano
z wykorzystaniem nastepujacych metod: oznaczen rozpuszczalno$ci, dializy rownowagowej,
spektroskopii *H NMR, miareczkowania kalorymetrycznego (ITC). Dla wodnych roztwordéw
dendrymeru PPI G4 wykonano réwniez pomiary pH-metryczne, natomiast dla mieszanin
S-fluorouracylu 1 dendrymeru PPI G4 dodatkowo wykonano pomiary potencjatu Zeta.

Uzyskane rezultaty badan wyzej wymienionymi metodami laboratoryjnymi jednoznacznie
wskazuja, ze badany dendrymer PPl G4 wigzac ligand, powoduje wzrost rozpuszczalnosci
badanych lekow onkologicznych (z wyjatkiem monofosforanu fludarabiny). Tym samym
powoduje wzrost biodostgpnosci, a podstawione znacznikami makroczasteczki dendrymeru
mogg gromadzi¢ si¢ miedzy innymi w bezposrednim sgsiedztwie guzéw nowotworowych,
przenoszac okreslony cytostatyk (lek onkologiczny).

Pomiary pH-metryczne pozwolity wyznaczy¢ stopien sprotonowania powierzchniowych
grup aminowych w makroczasteczce dendrymeru PPI G4. Dendrymer PPI G4 w zaleznos$ci
od stezenia ulega protonowaniu w réznym stopniu:

e W 10 uM roztworze PPI G4 stopien protonowania makroczasteczki wynosi ~40%

e w20 uM roztworze PPI G4 stopien protonowania makroczasteczki wynosi ~20%

e W 40-140 uM roztworze PPI G4 stopien protonowania makroczasteczki wynosi ~10%.

Zwickszenie rozpuszczalnosci ligandow w roztworach dendrymeru PPI G4 o
wzrastajacym st¢zeniu obserwowano dla lekow: S-fluorouracylu, 5-jodouracylu, tegafuru
i azydotymidyny, jak réwniez dla badanych aminokwasow: L-a-tyrozyny i L-o-tryptofanu.
Podczas pomiaréw rozpuszczalnosci monofosoranu fludarabiny w wodnych roztworach
dendrymeru PPl G4 obserwowano zmetnienie mieszaniny utrudniajace jej iloSciowe
oznaczenie. Wykorzystujac oznaczong rozpuszczalno§¢ badanych lekow i aminokwasow
w wodnych roztworéw dendrymeru PPI G4 o wzrastajacym stezeniu wyznaczono liczbe
miejsc aktywnych n w makroczasteczce PPI G4 mogacych przylaczyé czasteczki liganda
(Tabela 25). Podczas badan rozpuszczalnosci uzyto duzy nadmiar liganda w stosunku do

(receptora) dendrymeru PPl G4:
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e 0d~120:1 do ~1600:1 dla 5-fluorouracylu

e 0d~420:1do ~4200:1 dla 5-jodouracylu

e 0d~150:1 do 1500:1 dla tegafuru

e 0d~ 124:1 do ~ 1240:1 dla azydotymidyny

e 0d ~50:1do ~500:1 dla L-a-tyrozyny

e 0d ~100:1 do ~ 1000:1 dla L-a-tryptofanu
Roztwory dendrymeru PPl G4 nasycano ligandem przez 7 dni. Duzy nadmiar liganda
wzgledem makromolekuty 1 dlugi czas oddzialywania obu zwigzkow powoduje, ze
wyznaczone tg metoda liczby miejsc aktywnych w makroczgsteczce dendrymeru moga by¢
wyzsze niz w mieszaninach o mniejszej zawartosci liganda. Dzieje si¢ tak, poniewaz ligand
moze zapewne réwniez oddziatywaé z glebiej potozonymi w strukturze makroczasteczki
miejscami aktywnymi o mniejszym powinowactwie.

Wyniki oznaczen rozpuszczalnosci wskazuja, ze makroczasteczki dendrymeru PP1 G4
przytaczaja w srodowisku wodnym w temperaturze pokojowej kilkadziesigt czasteczek
badanych lekéw (Tabela 25): od 27 czgsteczek azydotymidyny do 63 czgsteczek tegafuru.
Makroczgsteczka dendrymeru PPI G4 przylacza 13 czgsteczek L-a-tyrozyny oraz 25
czasteczek L-a-tryptofanu (Tabelab25). Uzyskane wyniki wskazujg, ze makroczasteczki
dendrymeru PPI G4 wigza w granicy niepewno$ci pomiarowej zblizong liczbe czasteczek
5-jodouracylu (n=55+5) i tegafuru (n =63+ 2). Zwigzana liczba czasteczek
5-jodouracylu i tegafuru przez makroczasteczki PPI G4 jest wyzsza niz liczba wigzanych
czasteczek S-fluorouracylu (n = 43 + 3). Dendrymer PPI G4 wigze tez wiecej czasteczek
L-a-tryptofanu (n = 25 + 2) niz L-o-tyrozyny (n = 13 + 1). Jako miar¢ hydrofobowosci-
hydrofilowosci badanych zwiazkéw mozna przyja¢ wspotczynnik podziatu oktanol-woda
logP (Tabela 25). Uzyskane wyniki pomiarow rozpuszczalno$ci wskazuja wowczas, ze
makroczasteczki PPI G4 wigza w $rodowisku wodnym wigcej podobnych strukturalnie
czasteczek liganda o silniejszych wiasciwosciach hydrofobowych (tzn. wyzszej warto$ci
wspotczynnika logP) w poréwnaniu z ligandami o silniejszych wtasciwosciach hydrofilowych
(nizszej warto$ci wspotczynnika log P):

Nyrp & Ns_jy > Ns_py

Nrrp = Nryr
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Tabela 25. Maksymalna liczba czasteczek liganda n zwigzanych z makroczasteczka
dendrymeru PPl G4 wyznaczona metodg pomiaru rozpuszczalno$ci. Dla poréwnania w tabeli
zostal réwniez podany wspotczynnik podzialu oktanol/woda (LogP) badanych lekéw
1 aminokwasow.

Ligand LogP n
5-Fluorouracyl (5-FU) -066 (43 + 3
5-Jodourcyl (5-1U) 0,13 5 + 5
Tegafur (TF) 0,024 |63 + 2
Azydotymidyna (AZT) -0,3 27 + 4
L-a-tyrozyna (Tyr) -1,5 13 = 1
L-a-tryptofan (Trp) -1,1 25 + 2

Wyznaczone technikg dializy izotermy wigzania 5-jodouracylu, tegafuru,
azydotymidyny, L-a-tryptofanu i monofosforanu fludarabiny przez dendrymer PPl G4
wykazujg prostoliniowy przebieg w calym badanym zakresie skladu, natomiast izoterma
wigzania 5-fluorouracylu ma przebieg tylko w przyblizeniu prostoliniowy. Opisujac przebieg
izoterm w uktadzie Scatcharda-Klotza modelem jednego rodzaju miejsc wyznaczono liczbg
miejsc aktywnych w czasteczce dendrymeru (n), ktore przytaczaja czasteczki liganda ze statg
rownowagi kompleksowania (K). Pomiary dializy rownowagowej dla L-a-tyrozyny nie byty
prowadzone ze wzgledu na zbyt niskg rozpuszczalno$¢ tego aminokwasu w wodzie. Ze
wzgledu na krotszy czas oddziatywania czasteczek liganda i dendrymeru PPI G4 podczas
dializy (24 godziny)i mniejszy nadmiar czasteczek liganda w stosunku do dendrymeru PPI
G4:

e 0d 4:1 do 490:1 dla 5-fluorouracylu

e 0d 4:1 do 450:1 dla 5-jodouracylu

e 0d 4:1do420:1 dla tegafuru

e 0d 4:1 do 460:1 dla azydotymidyny

e 0d 5:1do470:1 dla monofosforanu fludarabiny

e 0d 5:1do450:1 dla L-a-tryptofanu
wyznaczona metoda dializy roéwnowagowej liczba czasteczek liganda zwigzanego
z makroczasteczka PPI G4 jest mniejsza w poréwnanil Z Wynikami pomiarow

rozpuszczalno$ci (Tabela 26).
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Tabela 26. Wyznaczone technikg dializy rownowagowej parametry wigzania badanych
ligandow przez makroczasteczki dendrymeru PPl G4 w $rodowisku wodnym w temperaturze
pokojowe;j.

Model jednego rodzaju miejsc aktywnych
Ligand n K
5-Fluorouracyl (5-FU) 24 + 2 1510 + 150
5-Jodouracyl (5-1U) 13 + 2 1000 + 200
Tegafur (TF) 28 £ 5 440 + 100
Azydotymidyna (AZT) 10 =+ 3 290 + 100
Monofosforan fludarabiny (F-ara-AMP) | 84 + 25 800 + 260
L-a-tryptofan (Trp) 9 + 2 600 + 200
Model dwoch rodzajow miejsc

Ligand Ny K1 N2 K2

5-Fluorouracyl 9+2 |7100+1900 | 44+3 | 200+20

Uzyskane technikg dializy rownowagowej (Tabela 26) wykorzystujac model jednego
rodzaju miejsc aktywnych parametry wigzania wskazuja, ze makroczasteczki dendrymeru PPI
G4 wigza w srodowisku wodnym od 10 do 30 polarnych czasteczek o charakterze obojetnym:
azydotymidyny (n = 10 + 3), 5-jodouracylu (n = 13 + 2), 5-fluorouracylu (n = 24 + 2)
oraz tegafuru (n=28+5). Dendrymer PPI G4 wigze n =9+ 2 zwitterionowych
czasteczek L-a-tryptofanu. Liczba wigzanych przez makroczasteczke PPl G4 czasteczek

monofosforanu fludarabiny jest wyzsza (n =84 + 25) niz dla pozostatych badanych

ligandow, co wynika z anionowego charakteru tego leku. Anion monofosoranu fludarabiny
silnie oddziatuje elektrostatycznie ze sprotonowanymi grupami aminowymi makroczasteczek
dendrymeru PPI G4.

Oznaczona technika dializy rownowagowej stala wigzania K ligandow przez miejsca
aktywne makroczasteczki PPI G4 wynosi od 300 do 1000, odpowiednio dla azydotymidyny
(K =290+100), tegafuru (K =440+ 100), L-o-tryptofanu (K = 600+ 200),
monofosoranu fludarabiny (K = 800 + 260) oraz 5-jodouracylu (K = 1000 + 200). Stata
wigzania 5-fluorouracylu przez makroczasteczk¢ PPI G4 jest wyzsza (K = 1510 + 150) niz

dla pozostatych badanych ligandéw, co wynika zapewne ze zréznicowania miejsc aktywnych
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w makroczgsteczce PPI G4 wiazacych ten lek. I1zoterma wigzania 5-fluorouracylu przez PPI
G4 w ukladzie Scatcharda-Klotza wykazuje odstepstwo od prostoliniowego przebiegu
w poblizu poczatku uktadu wspoirzednych (Rys.64). Umozliwia to obliczanie parametréw
wigzania 5-flurouracylu przez dendrymer PPl G4 modelem dwoch rodzajow miejsc
aktywnych (Tabela 26), zgodnie z ktérym makroczasteczka PPI G4 ma n; = 9 + 2 miejsc
aktywnych o wysokim powinowactwie (K; = 7100 +1900) i n, =44 +3 miejsca
o nizszym powinowactwie (K, = 200+ 20). Wysoka warto$§¢ stalej K wigzania
5-fluorouracylu wyliczona na podstawie modelu jednego rodzaju miejsc aktywnych jest
wyzsza niz dla pozostalych badanych ligandow ze wzgledu na duzy wklad miejsc
n; o wysokim powinowactwie (statej rownowagi K;) w obliczong przy zatozeniu braku
zroznicowania miejsc aktywnych wartos$¢ statej K. Ze wzgledu na wysokie powinowactwo
czasteczek S-fluorouracylu do makroczasteczek PPI G4, 5-fluorouracyl szczegdlnie dobrze
roznicuje oddziatywania z protonowanymi i nieprotonowanymi grupami aminowymi
dendrymeru PPI G4 w §rodowisku wodnym w temperaturze pokojowe;j.

Oddziatywanie makroczasteczki PPI G4 z wybranymi ligandami w roztworach wodnych
w temperaturze 25°C zostaly réwniez zbadane technikg izotermicznego miareczkowania
kalorymetrycznego. Ze  wzgledu na  dynamiczny  charakter — miareczkowania
kalorymetrycznego uzyskane tg technikg parametry wigzania liganda z dendrymerem moga
rozni¢ si¢ od warto$ci oznaczonych technikami spektroskopowymi [216-218]. Opisujac
wyznaczone technikg ITC izotermy bezpo$rednich oddzialywan makroczasteczek PPI G4
z czasteczkami wybranych ligandow modelem jednego rodzaju miejsc aktywnych (One set of
identical sites) wyznaczono: liczbe miejsc aktywnych n w makroczasteczce dendrymeru PPI
G4, ktore wigza czasteczki liganda, statg wigzania K kompleksu ligand-miejsce aktywne oraz
standardowa entalpi¢ (AH), entropi¢ (AS) i entalpi¢ swobodng (AG) wigzania liganda
z miejscem aktywnym makroczasteczki dendrymeru PPI G4 (Tabela 27).

Uzyskane wyniki ITC (Tabela 27) wskazuja, ze w granicy niepewnosci pomiarowej do
makroczasteczki PPI G4 przylacza si¢ od okoto 10 do 20 czasteczek S-fluorouracylu,
5-jodouracylu, tegafuru, azydotymidyny oraz L-o-tryptofanu. Miareczkowanie technikg
potencjatu Zeta réwniez wskazuje, ze do makroczasteczki dendrymeru PPI G4 przylacza si¢
n=12 £1 czgsteczek 5-fluorouracylu. Makroczasteczka dendrymeru PPI G4 przytacza n=40 +£7
czasteczek monofosforanu fludarabiny. Duza liczba czasteczek monofosforanu fludarabiny
przytaczonych do makroczasteczki PPl G4 zapewne wynika z silnych oddziatywan

elektrostatycznych anionéw tego leku ze sprotonowanymi powierzchniowymi grupami
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aminowymi dendrymeru PPI G4. Monofosforan fludarabiny oddziatuje z makroczasteczka
PPl G4 najsilniej K= 20400 + 3400 sposrod wszystkich badanych w tej pracy ligandow.
Czasteczki tegafuru wigzane s3 przez makroczasteczke PPI G4 ze stala wigzania
K = 7300 + 1200. Czasteczki S5-fluorouracylu, 5-jodouracylu, azydotymidyny oraz L-o-
tryptofanu wigzane sg przez makroczasteczke PPI G4 ze stata réwnowagi K od okoto 1000 do
2500. Wyznaczone ujemne warto$ci standardowej entalpii swobodnej (AG<0) wigzania
badanych ligandéw z miejscami aktywnymi makroczasteczki PPI G4 §wiadcza, ze proces ich
wigzania z makroczasteczka PPI G4 jest termodynamicznie samorzutny.

Entalpia wigzania badanych ligandéw z miejscami aktywnymi makroczasteczki PPI G4
jest egzotermiczna, co wskazuje na przewage egzotermicznych efektow oddziatywan
badanych ligandow z makroczasteczka PPI G4 nad endotermicznymi efektami czesciowe;j
dehydratacji grup funkcyjnych liganda i miejsc aktywnych makroczasteczek dendrymeru.
Najsilniej egzotermiczny efekt wigzania liganda przez makroczasteczk¢ dendrymeru PPI G4
sposrod  badanych  zwigzko6w  obserwuje si¢ dla monofosforanu  fludarabiny
(AH= -22400 + 2500 cal mol™). Wyznaczona standardowa entalpia tworzenia kompleksu
dendrymeru PPl G4 z 5-fluorouracylem, 5-jodouraculem, tegafurem oraz azydotymidyng
w  granicach niepewno$ci  pomiarowej  jest  zblizona i wynosi od
AH=-4800 cal mol* do -17050 cal mol?. Standardowa entalpia wigzania L-a-tryptofanu
z miejscami aktywnymi makroczasteczki PPI G4 (AH= -1200 = 400 cal mol™) jest najstabiej
egzotermiczna spo$rod badanych ligandow. Otrzymane ujemne wartosci standardowej
entropii  wigzania 5-fluorouracylu, 5-jodouracylu, tegafuru, azydotymidyny oraz
monofosforanu fludarabiny z miejscami aktywnymi makroczasteczki PPI G4 pozwalaja
wnioskowa¢ o wzroscie uporzadkowania reagentdow w wyniku wigzania czasteczek leku
zapewne na powierzchni makroczasteczki PPl G4. Najsilniejszy efekt porzadkowania
sktadnikow badanego ukladu wystepuje dla wigzania monofosforanu fludarabiny
AS=-56 cal K*mol?, co mozna interpretowa¢ jako wynik oddzialywania elektrostatycznego
anionowej czasteczki tego leku ze sprotonowanymi powierzchniowymi grupami aminowymi
makroczasteczki PPI G4. Wigzaniu czasteczek L-o-tryptofanu (AS = 9,7 cal K™t mol?) przez
makroczasteczke¢ PPI G4 towarzyszy wzrost stopnia nieuporzadkowania uktadu, co sugeruje
wigzanie czasteczek tego aminokwasu z miejscami aktywnymi pod powierzchnig

makroczasteczki dendrymeru PPI G4.
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Tabela 27. Parametry wigzania oraz standardowe funkcje termodynamiczne wigzania ligand-
miejsce aktywne wyznaczone metoda miareczkowania kalorymetrycznego ITC w roztworach
wodnych w temperaturze 25°C. Oznaczenia poszczeg6élnych ligandéw sg takie same jak
w tabelach 25 i 26.

Ligand n logK AH AS AG
[cal mol?] [cal K2 mol™] | [cal mol?]

F-ara-AMP 40 + 7 431 <+ 0,07 -22400 + 2500 -56 -5840
5-FU 18 + 2 3,05 + 0,05 -17050 + 2200 -43 -4200
5-1U 18 + 5 3,38 + 0,11 -11900 + 3800 -25 -4610
TF 10 + 2 3,86 =+ 0,07 | -14200 <+ 3500 -30 -5300
AZT 9 + 2 3,40 + 0,05 -4800 + 600 -0,4 -4630
Trp 14 + 4 3,00 + 0,04 -1200 + 400 9,7 -4100

Wyznaczone warto$ci parametrow tworzenia kompleksu dendrymeru PPI G4 z badanymi
ligandami r6znig si¢ w zaleznosci od charakteru uzytej metody badawczej. Liczba miejsc
aktywnych n w makroczasteczce dendrymeru PPI G4, ktore przytaczaja czasteczki liganda
wyznaczona metodg rozpuszczalno$ci i dializy rownowagowej jest wigksza niz w przypadku
oznaczen technikg miareczkowania kalorymetrycznego ITC oraz miareczkowania technikg
potencjatu Zeta (Rys. 128). W metodach statycznych czas potrzebny na ustalenie si¢ stanu
rownowagi w uktadzie (m.in. 24 godziny dla dializy rownowagowej oraz 7 dni dla pomiaréw
rozpuszczalnosci) jest znacznie dluzszy niz w przypadku dynamicznych metod
miareczkowania kalorymetrycznego oraz miareczkowania technikg potencjatu Zeta (okoto 10
minut miedzy kolejnymi dodawanymi porcjami titranta). W pomiarach rozpuszczalno$ci oraz
dializy rownowagowej stosuje si¢ ponadto duzy nadmiar liganda wzgledem dendrymeru PPI
G4, co powoduje, ze czasteczki liganda mogg oddziatywa¢ z miejscami aktywnymi

potozonymi w glebszych warstwach dendrymeru.
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Rys. 128. Liczby miejsc aktywnych w makroczasteczce dendrymeru PPI G4 wiazacych czasteczki liganda
wyznaczone metoda: pomiaru  rozpuszczalnosci, dializy = roéwnowagowej, miareczkowania
kalorymetrycznego ITC oraz miareczkowania technika Zeta potencjatu.

State wigzania K wyznaczone dynamiczng metoda miareczkowania kalorymetrycznego
(ITC) sa wigksze niz wyznaczone statyczng technikg dializy réwnowagowej. Podczas
pomiarow kalorymetrycznych ITC stale tworzenia K opisujg oddziatywanie czgsteczek
liganda przede wszystkim z najtatwiej dostgpnymi powierzchniowymi miejscami aktywnymi
makroczgsteczki dendrymeru o duzym powinowactwie do liganda. Stale tworzenia
wyznaczone technikg dializy réwnowagowe] opisuja wigzanie czasteczek liganda zarowno
Z powierzchniowymi grupami aminowymi jak rowniez z potozonymi w glebszych warstwach
makroczasteczki PPI G4, ktorych wysycenie ligandem wymaga dluzszego czasu
oddziatywania obu reagentow.

Wykonano réwniez pomiary *H NMR wodnych (D,O) mieszanin o stalym stezeniu
dendrymeru PPI G4 i wzrastajacym st¢zeniu badanych ligandow w temperaturze pokojowe;.
Zmiany potozenia sygnatéw 'H NMR pozwalaja wnioskowaé, ktore z grup makroczasteczki
PPI G4 uczestnicza w tworzeniu kompleksu z badanym ligandem. Zalezno$ci zmiany potozen
sygnatow 'H NMR protonéw (H® oraz H”) grup metylenowych dendrymeru PPl G4
potoznych przy powierzchni makroczasteczki od sktadu mieszaniny zostaty zbiorczo

przedstawione dla badanych ligandow na wykresie (Rys. 129).

157



03 A
. - o Bt C
0.25 o NH,
e
'E‘ 0.2 -
o
= 0.15
T Y
3 01 |A X X X
xx%%
0.05 [fw"® + -
0 #
0 50 100 150 200 250

[ligand]/[PPI G4]

b)

0.16
0.14
0.12 a 9 " o ®

= 01 v X

8 0.08 ! x X X X X

%006 i -
0.04 + -
oozfﬂ -

100 150 200 250

[ligand]/[PPI G4]

Rys. 129. Zalezno$¢ zmiany polozen sygnatéw 'H NMR protonéw grup metylenowych potozonych przy

powierzchni makroczasteczki dendrymeru PPI G4 w mieszaninie o wzrastajacym stezeniu molowym

liganda: 5-fluorouracyl (e), 5-jodouracyl (¢), tegafur (m), azydotymidyna (<), monofosforan fludarabiny

(A), L-o-tyrozyna (+), L-o-tryptofan (-) dla: a) protonéw H® b) protonéw HA. Oznaczenie protonéw grup

metylenowych makroczasteczki PPI G4 jest podane na schemacie (c).

Wyniki pomiaréw *H NMR (Rys. 129) wskazuja, Zze protony H® grup metylenowych
potozonych najblizej powierzchni makroczasteczki PPI G4 sg najsilniej odstanianie przez
monofosforan fludarabiny (w zakresie stosunku st¢zen molowych leku do dendrymeru PPI
G4 réwnego od 5/1 do 20/1) oraz 5-fluorouracylu i tegafuru (w zakresie [ligand]/[PPI G4] od
5/1 do 230/1). Stabszy efekt odstaniania protonéw H® makroczasteczki PPI G4 obserwowano

w wyniku oddziatywania z azydotymidyna, L-o-tryptofanem oraz L-a-tyrozyng. Wskazuje to,
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ze monofosforan  fludarabiny, 5-fluorouracyl oraz tegafur silniej oddziatuja
z powierzchniowymi grupami makroczasteczki dendrymeru PPI G4 niz azydotymidyna,
L-a-tryptofan oraz L-a-tyrozyna. Silne wigzanie monofosforanu fludarabiny przez dendrymer
PPl G4 zapewne wynika z anionowego charakteru czasteczki tego leku, ktéra oddziatuje
elektrostatycznie z dodatnio natadowanymi terminalnymi  grupami aminowymi
makroczasteczki dendrymeru PPI G4. Podobnie silne odstanianie protonéw H” dendrymeru
PPI G4 wywotane wzrastajacym stgzeniem 5S-fluorouracylu oraz tegafuru wskazuje na
oddzialywanie obu lekéw z grupami metylenowymi potozonymi blisko powierzchni
makroczasteczki dendrymeru PPI G4.

Wykresy zaleznosci zmiany polozen sygnalow H NMR protonow (H®', HB® oraz H*)
grup metylenowych dendrymeru PPl G4 poloznych w glebszych warstwach merow
w makroczasteczce PPI G4 od sktadu mieszaniny (Rys. 130) wskazuja na silne przestanianie
tych grup protonow makroczasteczki wywotane wzrastajacym stezeniem monofosforanu
fludarabiny oraz L-a-tryptofanu. Wskazuje to na oddzialywanie czgsteczek tych ligandow
z grupami metylenowymi potozonymi w glebszych warstwach makroczgsteczki dendrymeru
PPI G4. Silny efekt przestaniania protonow HE, HB oraz HA grup metylenowych
makroczasteczki PPI G4 wystepuje dla ligandow zawierajacych sprzezony uktad dwoch
pierécieni aromatycznych (monofosforan fludarabiny i L-a-tryptofan).

Wyniki *H NMR potwierdzaja:

e silne odstanianie grup metylenowych przy powierzchni oraz silne przestanianie
grup metylenowych potozonych w glebszych warstwach makroczasteczki
dendrymeru PPI G4 wywotane oddzialywaniem z monofosforanem fludarabiny.

e silne odstanianie grup metylenowych przy powierzchni makroczasteczki PPI G4
wywotane oddziatywaniem z 5-fluorouracylem i tegafurem.

e silne przestanianie grup metylenowych potozonych w glebszych warstwach
makroczgsteczki  dendrymeru  PPI G4  wywolane  oddziatywaniem

z L-a-tryptofanem.
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Rys. 130. Zalezno$¢ zmiany potozen sygnatéw *H NMR protonéw grup metylenowych dendrymeru PPI
G4 w mieszaninie o wzrastajagcym stezeniu molowym liganda: 5-fluorouracyl (e), 5-jodouracyl (¢), tegafur
(w), azydotymidyna (x), monofosforan fludarabiny (A), L-o-tyrozyna (+), L-a-tryptofan (-) dla: a)
protonéw HE' b) protonéw HB ¢) protonéw HA'. Ze wzgledu na naktadanie sie pasm H?' pochodzacych od
azydotymidyny na pasmo protonu H® dendrymeru PPI G4 na wykresie nie przedstawiono zmian przesunigé
protonu H® spowodowanych wzrastajagcym stezeniem azydotymidyny. Oznaczenie protonéw grup
metylenowych makroczasteczki PPI G4 jest podane na schemacie (d).
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6. Streszczenie

Pomiary pH-metryczne:

Wykonano pomiary pH wodnych roztworéw dendrymeru PPI G4 w zakresie stgzen
dendrymeru PPI G4 od 10 uM do 160 uM (pH-METER CPC-505).
Okreslono stopien protonowania powierzchniowych pierwszorzedowych grup

aminowych makroczasteczki PPI G4 wykorzystujac zaleznosci opisane przez Cakara
[55].

Pomiary rozpuszczalnosci:

Wyznaczono w wodzie molowy wspotczynnik absorpcji € dla wybranych lekéw:
5-jodouracylu, tegafuru, azydotymidyny, monofosforanu fludarabiny.

Wykonano pomiary rozpuszczalno$ci: 5-fluorouracylu, 5-jodouracylu, tegafuru,
azydotymidyny, monofosoranu fludarabiny, L-a-tryptofanu oraz L-a-tyrozyny
w wodnych roztworach dendrymeru PPl G4 0 wzrastajgcym stezeniu w temperaturze
pokojowe;j.

Wyznaczono liczbe miejsc aktywnych w makroczasteczce dendrymeru PPI G4
wiazacych czasteczki liganda w srodowisku wodnym.

Wyniki badan rozpuszczalno$ci wskazuja, ze makroczasteczka PPI G4 przylacza
wigcej czagsteczek tegafuru i 5-jodouracylu o silniejszych wlasciwosciach

hydrofobowych niz 5-fluorouracylu.

Dializa rownowagowa:

Wyznaczono réwnowagowy rozktad liganda (5-fluorouracylu, 5-jodouracylu,
tegafuru, azydotymidyny, monofosforanu fludarabiny, L-o-tryptofanu) pomi¢dzy faze
wodng i faze z dendrymerem PPI G4 w temperaturze pokojowej.

Wykorzystujac rownanie Scatcharda-Klotza dla jednego rodzaju miejsc aktywnych
obliczono liczb¢ miejsc aktywnych n  w makoczasteczce dendrymeru PPI G4
wigzacych czasteczki liganda oraz stalg wigzania K ligand-miejsce aktywne
w makroczasteczce dla: 5-fluorouracylu, 5-jodouracylu, tegafuru, azydotymidyny,
monofosforanu fludarabiny oraz L-a-tryptofanu.

Wyniki dializy réwnowagowej wskazuja, ze makroczasteczka dendrymeru PPl G4

przytacza najwiecej czasteczek monofosforanu fludarabiny sposréd badanych

ligandow.
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Liczba przylaczonych czasteczek (n) 5-fluorouracylu, 5-jodouracylu, tegafuru,
azydotymidyny oraz L-a-tryptofanu do makroczasteczki dendrymeru PPl G4
w granicach niepewnosci pomiarowej wynosi od okoto 10 do 30 czasteczek liganda.
Stale wigzania ligand-receptor K dendrymeru PPl G4 dla 5-jodouracylu, tegafuru,
azydotymidyny, monofosforanu fludarabiny oraz L-a-tryptofanu
W granicach niepewnosci pomiarowej mieszcza si¢ w zakresie od okoto 300 do 1000.
Zaobserwowano, ze stata rownowagi wigzania 5-fluorouracylu z miejscem aktywnym
dendrymeru PPl G4 ma najwigkszg warto$¢ sposrod badanych ligandow.

Obliczono parametry wigzania 5-fluorouracylu z dwoma rodzajami miejsc aktywnych
w makroczgsteczce dendrymeru PPI G4, opisujac prostoliniowe fragmenty izotermy
wigzania roéwnaniem Scatcharda-Klotza zgodnie z metoda zaproponowang przez
Klajnert, Shcharbina i Bryszewska [219], ktore potwierdzaja wysokie powinowactwo

tego leku do makroczasteczki PPI G4.

Miareczkowanie kalorymetryczne ITC:

Wyznaczono efekty cieplne miareczkowania wodnego roztworu dendrymeru PP1 G4
wodnymi  roztworami  lekow  (5-fluorouracylu,  5-jodouracylu, tegafuru,
azydotymidyny, monofosforanu fludarabiny) oraz roztworem L-a-tryptofanu
w temperaturze 25°C.

Wyznaczono efekty cieplne rozcienczania wodnych roztworéw lekow 5-fluorouracylu,
5-jodouracylu, tegafuru, azydotymidyny, monofosforanu fludarabiny oraz
L-a-tryptofanu w wodzie w temperaturze 25°C.

Wyznaczono efekty cieplne (A H, AS, AG)bezposrednich oddziatywan dendrymeru
PPl G4 1z 5-fluorouracylem, 5-jodouracylem, tegafurem, azydotymidyna,
monofosoranem fludarabiny oraz z L-a-tryptofanem.

Wyznaczono parametry wigzania: liczb¢ miejsc aktywnych n w makroczasteczce
dendrymeru PPI G4 wiazacych czasteczki liganda, stalg wigzania K ligand-miejsce
aktywne w makroczasteczce dendrymeru PPl G4, standardowa entalpie (AH),
standardowa entropi¢ (AS) oraz standardowg entalpie swobodng (AG).

Badania kalorymetryczne ITC wskazuja, ze makroczasteczka PPI G4 wigze okoto 40
czasteczek monofosforanu fludarabiny z powinowactwem wyzszym niz pozostate

badane ligandy.
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e Najbardziej egzotermiczny efekt oddziatywan liganda z miejscem aktywnym
makroczasteczki PPI G4 obserwuje si¢ dla monofosforanu fludarabiny, natomiast
najmniej egzotermiczny efekt obserwuje si¢ dla L-a-tryptofanu.

e Wyznaczone standardowe entalpie swobodne (AG < 0) oddzialywan wszystkich
ligandow z miejscami aktywnymi makroczasteczki PPl G4 wskazuja, ze proces
tworzenia kompleksu jest termodynamicznie samorzutny.

e Wigzaniu przez makroczasteczke PPl G4 czasteczek 5-fluorouracylu, tegafuru,
5-jodouracylu, azydotymidyny oraz monofosforanu fludarabiny towarzyszy wzrost
stopnia uporzagdkowania reagentdw, natomiast wigzaniu L-a-tryptofanu towarzyszy
wzrost stopnia nieuporzadkowania uktadu.

e Uzyskane dynamiczng metoda miareczkowania kalorymetrycznego ITC liczby
czasteczek liganda przytaczonych do makroczasteczki PPI G4 sg nizsze niz uzyskane
statycznymi metodami pomiaru rozpuszczalnosci oraz dializy rownowagowe;.

e Wartosci stalej wigzania K ligand-miejsce aktywne w makroczasteczce dendrymeru
PPI G4 wyznaczone dynamiczng metodg miareczkowania kalorymetrycznego sg
wyzsze niz wyznaczone metodami statycznymi (dializy rownowagowej oraz
pomiarami rozpuszczalnosci).

Spektroskopia *H NMR:

e Zarejestrowano widmo *H NMR 140 pM dendrymeru PPI G4 w ciezkiej wodzie
w temperaturze pokojowe;j.

e Zarejestrowano seric widm *H NMR wodnych mieszanin (D,0) dendrymeru PPI
G4 o wzrastajgcym stezeniu  S-fluorouracylu, 5-jodouracylu, tegafuru,
azydotymidyny, monofosforanu fludarabiny, L-a-tryptofanu i L-a-tyrozyny.

e Na podstawie zmian potozen pikéw na widmach 'H NMR wskazano grupy
funkcyjne dendrymeru PPl G4 zaangazowane w wigzanie czasteczek:
5-fluorouracylu, 5-jodouracylu, tegafuru, azydotymidyny, monofosforanu
fludarabiny, L-a-tryptofanu i L-a-tyrozyny.

e Wyniki miareczkowania *H NMR wskazuja, ze monofosforan fludarabiny silnie
oddziatuje zaréwno z grupami funkcyjnymi potozonymi przy powierzchni
makroczasteczki PPI G4, jak rowniez z grupami funkcyjnymi polozonymi w jej
glebszych warstwach. Czasteczki 5-fluorouracylu oraz tegafuru wigzane sg
najsilniej przez powierzchniowe grupy metylenowe dendrymeru PPl G4. Wyniki

miareczkowania 'H NMR wskazuja, ze L-a-tryptofan oddzialuje glownie
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z grupami funkcyjnymi potozonymi w glebszych warstwach makroczasteczki PPI
G4.

Pomiary potencjalu Zeta:
e Zmierzono potencjat Zeta dendrymeru PPI G4 w wodnym roztworze 5-flurouracylu
0 wzrastajacym stezeniu.
e Wyznaczono liczbe¢ miejsc aktywnych w czasteczce dendrymeru PPI G4 wigzacych
czasteczki 5-fluorouracylu jako punkt przecigcia prostoliniowych fragmentow

zalezno$ci potencjatu Zeta mieszaniny od jej sktadu.

7. Abstrakt

Celem pracy bylo zbadanie oddziatywan wybranych lekéw stosowanych w terapii
przeciwnowotworowej: 5-fluorouracylu (5-FU), 5-jodouracylu (5-1U), tegafuru (TF),
azydotymidyny (AZT), monofosforanu fludarabiny (F-ara-AMP) oraz dwdch aminokwasow
aromatycznych: L-a-tyrozyny (Tyr) i L-a-tryptofanu (Trp) z dendrymerem PPl G4
w  $rodowisku  wodnym. Spektroskopowe wyniki badan wymienionych lekow
onkologicznych oraz aminokwasoéw wskazuja na wzrost rozpuszczalnosci tych ligandow
w wodzie w obecnosci dendrymeru PPI G4. Jedynym wyjatkiem jest dobrze rozpuszczalny
w wodzie monofosforan fludarabiny. Wzrost rozpuszczalnosci czasteczek goscia (liganda)
W roztworze z receptorem, tlumaczy¢ mozna tworzeniem komplekséw supramolekularnych
ligand — receptor. W warunkach duzego nadmiaru liganda wzgledem dendrymeru PPl G4,
hydrofobowos¢ (logP) liganda wptywa na wzrost liczby jego czasteczek (n ) przylaczonych
przez makroczasteczki PPI G4, co szczegdlnie widoczne jest przy poréwnaniu strukturalnie
podobnych ligandow: nrp = ns_y > Ns_py OrAZ Npypp > Npype

Badania wykonane technika dializy réwnowagowe] wskazuja, ze makroczasteczki PPI
G4 wiaza od 10 do 30 czasteczek liganda o stabych wilasciwosciach kwasowych (tegafuru,
5-fluorouracylu, 5-jodouracylu i azydotymidyny) lub zwitterionowych czasteczek
L-a-tryptofanu. W przypadku monofosforanu fludarabiny o silnych wlasciwosciach
kwasowych liczba przytaczonych przez makroczasteczke PPI G4 czasteczek tego leku jest
wyzsza (n = 80), w porownaniu z ligandami o slabych wiasciwosciach kwasowych

(n=10-30). Zwigzane jest to z silnym oddziatywaniem elektrostatycznym pomigdzy dodatnio
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natadowanymi powierzchniowymi grupami aminowymi dendrymeru PPl G4 z ujemnie
naladowanymi resztami fosforanowymi tego leku. Oznaczone technikg dializy stale wigzania
K ligand - miejsce aktywne makroczasteczki PPI G4 wskazuja, ze sposrod badanych
ligandéw najsilniej z dendrymerem PPI G4 oddziatuje 5-fluorouracyl, ktorego czasteczki
wigzane sg przez dwa typy miejsc aktywnych w makroczasteczce PPI G4 o réznym
powinowactwie do tego leku.

Wyniki pomiarow technikg izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego
w temperaturze 25°C wskazuja, ze proces wigzania przez makroczasteczki PPI G4 czasteczek:
monofosforanu fludarabiny, tegafuru, 5-fluorouracylu, 5-jodouracylu, azydotymidyny oraz
L-a-tryptofanu jest termodynamicznie samorzutny w $rodowisku wodnym w temperaturze
25°C (wyliczone wartosci swobodnych entalpii dla wszystkich badanych ligandow majg
warto$ci ujemne (AG < 0)). Najsilniej w poréwnaniu z pozostalymi badanymi ligandami
wigzany jest monofosforan fludarabiny przez dendrymer PPI G4. Trwalo$¢ powstalego
potaczenia potwierdza silny egzotermiczny efekt kompleksowania oraz wysoka stata wigzania
tego leku. Najmniej egzotermiczny efekt oddziatywan makroczgsteczki PPI G4 stwierdzono
natomiast dla L-o-tryptofanu. Wartosci standardowych entropii wigzania badanych lekow
przez dendrymer PPl G4 wskazujg na Wzrost stopnia uporzgdkowania uktadu (AS < 0), co
swiadczy¢ moze o przyltaczaniu czgsteczek liganda gtownie na powierzchni makroczasteczki
PPI G4. Dodatnia warto$¢ standardowej entropii towarzyszgca wigzaniu L-a-tryptofanu przez
dendrymer PPl G4 wskazuje na wzrost nieuporzadkowania uktadu podczas kompleksowania.

Wyniki miareczkowan H NMR dendrymeru PPl G4 wybranymi ligandami
w $rodowisku ci¢zkiej wody wskazujg, ze monofosforan fludarabiny oddziatuje silnie
zarowno Z powierzchniowymi grupami jak i potozonymi w glebszych warstwach grupami
funkcyjnymi dendrymeru PPl G4. Badania 'H NMR wskazuja, ze 5-fluorouracyl i tegafur
oddziatuja z powierzchnia makroczasteczki dendrymeru PPI G4 silnej niz z jego
wewngtrznymi grupami funkcyjnymi, podczas gdy czasteczka L-a-tryptofanu oddziatuje
gtownie z grupami funkcyjnymi dendrymeru zlokalizowanymi pod powierzchnig

makroczasteczki.
8. Abstract

The aim of the study was to investigate the effects of selected drugs used in anticancer
therapy: 5-fluorouracil (5-FU), 5-iodouracil (5-1U), tegafur (TF), azidothymidine (AZT),

fludarabine monophosphate (F-ara-AMP) and two aromatic amino acids: L-a-tyrosine (Tyr)
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and L-a-tryptophan (Trp) with PPl G4 dendrimer in an aqueous medium. The spectroscopic
results of the studies on the above-mentioned oncological drugs and amino acids indicate an
increase in solubility of these ligands in water in the presence of the PPI G4 dendrimer. The
only exception in this trend is observed for the highly water-soluble fludarabine
monophosphate. The increase in the solubility of guest molecules in solution with the increase
of receptor concentration can be explained by the formation of ligand-receptor supramolecular
complexes. Under conditions of the large excess of ligand to the PPl G4 dendrimer, the
hydrophobicity (logP) of the ligand affects the increase of the number of its molecules bound
with the PPI G4 macromolecules, which is especially evident when comparing structurally
similar ligands: nyp = ns_;y > ns_py and Ngpep > Npyy

Studies performed using equilibrium dialysis indicate that the PPl G4 macromolecule
binds from 10 to 30 ligand molecules with weak acidic properties (tegafur, 5-fluorouracil,
5-iodouracil and azidothymidine) or zwitterionic L-a-tryptophan molecules. For fludarabine
monophosphate with strong acidic properties, the number of molecules bound with the PPI
G4 macromolecule is higher (n = 80) compared to ligands with weaker acidic properties
(n = 10-30). This is due to the strong electrostatic interaction between the positively charged
surface amino groups of the PPI G4 dendrimer and the negatively charged phosphate residues
of this drug. The ligand-active site binding constants K of the PPl G4 macromolecule
determined for studied ligands by dialysis indicate that the ligand which interacts the
strongest with the PPI G4 dendrimer is 5-fluorouracil, whose molecules are bound with the
PPI G4 macromolecule by two types of active sites with different affinity for this drug.

The results of the isothermal calorimetric titrations at 25°C indicate that the binding
process by PPl G4 macromolecules of the following ligand molecules: fludarabine
monophosphate, tegafur, 5-fluorouracil, 5-iodouracil, azidothymidine and L-a-tryptophan is
thermodynamically spontaneous at 25°C in an aqueous environment (the calculated values of
Gibbs free energy for all tested ligands are negative (AG <0)). Fludarabine monophosphate is
the strongest bound to the PPl G4 dendrimer as compared to the other ligands tested. The
stability of the resulting complexes is confirmed by the strong exothermic complexing effect
and the high binding constant of this drug. The least exothermic effect of the interactions of
PPl G4 macromolecules was found for L-o-tryptophan. Standard values of the binding
entropies for the studied drugs by the PP1 G4 dendrimer indicate an increase in the order of
the system (AS <0), which may indicate the attachment of ligand molecules mainly to the

surface of the PPl G4 macromolecule. A positive standard entropy value accompanying the
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binding of L-a-tryptophan by the G4 PPI dendrimer indicates an increase in system disorder
during complexation.

The results of *H NMR titrations of the PPl G4 dendrimer with selected ligands in
a heavy water environment indicate that fludarabine monophosphate interacts strongly with
both the surface groups and the other functional groups of the PPl G4 dendrimer. 'H NMR
studies indicate that 5-fluorouracil and tegafur interact with the surface of the PPl G4
dendrimer macromolecule stronger than with its internal functional groups. L-a-Tryptophan is
bound to the dendrimer functional groups located under the surface of the dendrimer

macromolecule.
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10. Zalgczniki

11

. *
10,8 - *
*
10,6 -
* SteZenie
10,4 dendrymeru PPI pH
* G4 [nM]
pH 10,2 - 10 9.6
20 10.1
. ,
10 - 40 10,3
60 10.5
9,8 - 80 10,7
120 10,8
96 1 o 140 10,9
160 10,9
9,4

T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170
¢ PPI G4 [uM]

Rys. Z1. Zalezno$¢ zmiany pH od stezenia wodnych roztworéw dendrymeru PPI G4.

Tabela Z1. Rozpuszczalnos¢ 5-fluorouracylu w wodnych roztworach dendrymeru PPI G4 o
wzrastajagcym stezeniu, N=5.

c PPl G4 [pM] | S 5-FU[pM]

0 88829
100 91086
200 94498
300 100928
400 108175
500 111294
600 117872
700 116723
800 125648
1000 126804
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Tabela Z2. Wartosci absorbancji 5-jodouracylu (wzglgdem wody) wyznaczone dla dtugosci
fali Amax =283 nm.

¢ 5-1U [pM] A
10 0,0616
20 0,1289
40 0,2496
60 0,3797
80 0,5123
100 0,6397
120 0,7650
140 0,8937
200 1,2824
250 1,6029
300 1,9080
350 2,2168

2.5000
y = (6370 + 10)x
R? = 0,9999
2.0000
1.5000
A
1.0000
0.5000
00000 | | | | | | |
0 0.00005 0.0001 0.00015 0.0002 0.00025 0.0003 0.00035

¢ 5-FU [M]

Rys. Z2. Prosta kalibracyjna 5-jodouracylu wyznaczona dla dlugosci fali Amax = 283 nm.
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Tabela Z3. Rozpuszczalnos¢ 5-jodouracylu w wodnych roztworach dendrymeru PPl G4 o
wzrastajagcym stezeniu, N=5.

c PPI G4
(uM] S 5-1U [pM]
0 6570
10 7399
20 8572
30 9302
40 9478
50 9935
60 10114
70 10485
80 10898
90 11610
100 13357

Tabela Z4. Wartosci absorbancji tegafuru (wzgledem wody) wyznaczone dla dlugosci fali
7\,max =272 nm.

¢ TF [uM] A
5 0,0558
10 0,1339
20 0,1867
50 0,4322
100 0,8521
120 1,0120
150 1,2879
200 1,7248
220 1,9206
250 2,1519
300 2,5246
320 2,6613
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3.0 -
y = (8500 * 50)x
R? = 0,9989

2.5 4

0-0 T T T T T T 1
0 0.00005 0.0001 0.00015 0.0002 0.00025 0.0003 0.00035
c TF [M]

Rys. Z3. Prosta kalibracyjna tegafuru wyznaczona dla dlugosci fali Amax = 272 nm.

Tabela Z5. Rozpuszczalnos¢ tegafuru w wodnych roztworach dendrymeru PPI G4
0 wzrastajgcym stezeniu, N=5.

CPPIGA4[pM]| S TF [aM]

0 80876
100 87172
200 93280
300 98941
400 105155
500 113277
600 115551
700 123997
800 132047
900 138625
1000 142972
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Tabela Z6. Wartosci absorbancji azydotymidyny (wzgledem wody) wyznaczone dla dtugosci
fali Amax = 267 nm.

¢ AZT [nM] A

) 0,0521
10 0,1056
20 0,2068
30 0,3013
50 0,4953
60 0,5946
80 0,8218
100 1,0033
130 1,3208
150 1,5017
200 2,0001
250 2,4740
300 2,9420

35 +

y = (9930 £ 35)x
3 - R? = 0,9997

0 0.00005 0.0001 0.00015 0.0002 0.00025 0.0003
c AZT [M]

Rys. Z4. Prosta kalibracyjna azydotymidyny wyznaczona dla dtugo$ci fali Amax= 267 nm.
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Tabela. Z7. Rozpuszczalnos¢ azydotymidyny wyznaczona dla roztworéow dendrymeru PPI

G4 o wzrastajacym stezeniu.

c PPI G4
M) S AZT [pM]
0 50932
100 51486
200 55032
300 64604
400 63435
500 65994
600 68050
700 64967
900 71365
1000 81944

Tabela. Z8. Wartosci absorbancji monofosforanu fludarabiny (wzglgdem wody) wyznaczone
dla dlugosci fali Amax = 262 nm.

¢ f-ara-AMP [uM] A
10 0,1763
20 0,3280
40 0,6023
60 0,9502
80 1,2436
100 1,6051
120 1,8183
140 2,1952
160 2,4318
180 2,7935
200 2,8887
220 3,2198
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35 +

‘..
E T I I I

Rys. Z5. Prosta kalibracyjna monofosforanu fludarabiny wyznaczona dla dtugosci fali Amax= 262 nm.

Tabela Z9. Rozpuszczalnos¢ monofosforanu fludarabiny w wodnych roztworach dendrymeru

PPl G4 o wzrastajagcym st¢zeniu, N =5

C PPI G4 [uM]

S f-ara-AMP [uM]

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
200
300
400
600
800
1000

22410
20216
20565
19290
23891
18921
21016
18431
17481
18216
17751
20561
18944
20210
17592
16182
17126
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Tabela Z10. Rozpuszczalno$¢ L-a-tyrozyny wyznaczona dla roztworow dendrymeru PPl G4

0 wzrastajacym stezeniu, N=5.

¢ PPI G4 [pM] S Tyr [uM]

0 2645
100 4831
200 5788
300 7211
400 8851
500 10717
600 11015
700 12201
800 13253
900 14251
1000 15593

Tabela Z11. Rozpuszczalno$¢ L-a-tryptofanu w wodnych roztworach dendrymeru PPl G4,
N=5.

¢PPIG4 [uM] | S Trp [uM]

0 72538
100 75744
200 79504
300 80139
400 82672
500 84237
600 90792
700 91861
800 92767
900 93494
1000 98111

Tabela Z12. Ste¢zenie 5-fluorouracylu w komorze z oraz bez dendrymeru PPl G4 podczas
dializ przerywanych po 1, 2 oraz 3 dniach.

t [dni] | fxi 5-FU [pM] (z PPI G4) X, 5-FU [uM]
1 4070 3450
2 4086 3470
3 4075 3454
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Tabela Z13. Réwnowagowy rozklad stezenia S-fluorouracylu (5-FU) w  roztworze
z dendrymerem PPI G4 o stezeniu r =40 uM oraz w roztworze wodnym leku po przeciwnej
stronie btony w temperaturze pokojowej. Kolorem czerwonym zaznaczono sktady o niskim
stosunku molowym 5-fluorouracylu do dendrymeru PPl G4, natomiast kolorem niebieskim
zaznaczono sktady o duzym stosunku molowym 5-fluorouracylu do dendrymeru. Zaznaczone
kolorami dane zostaty uzyte do wyliczenia parametréw wigzania leku przez miejsca aktywne
makroczasteczki dendrymeru PPl G4 0 duzym i matym powinowactwie do tego leku
(Podrozdziat 4.3.1, Rys. 87)

fxi15-FU | fx25-FU c fx2
5-FUJ/[PPI G4 b
BFUMPPICA] fmy | vy | jumy [M]
poczatkowy . po stezenie stezenie Xalr 1/f)_(12 1/b
po stronie RO B O [M7]
stosunek PP przeciwnej | zwigzanego | niezwiazanego | c/r
molowy stronie 5-FU 5-FU
4 218 92 125 9,25E-05 3,13 2,31 10810,0 0,320
4 235 92 143 9,16E-05 3,58 2,29 10910,0 0,279
4 232 105 127 1,05E-04 3,18 2,62 9525,0 0,314
5 262 106 156 1,06E-04 3,90 2,64 9466,0 0,256
5 278 140 138 1,40E-04 3,45 3,50 7134,0 0,290
6 304 141 163 1,41E-04 4,08 3,52 7101,0 0,245
6 316 138 178 1,38E-04 4,44 3,46 7235,0 0,225
6 327 165 162 1,65E-04 4,05 4,13 6057,0 0,247
6 336 158 179 1,58E-04 4,47 3,94 6349,0 0,224
7 349 173 176 1,73E-04 4,40 4,32 5781,0 0,227
7 357 179 178 1,79E-04 4,46 4,48 5585,0 0,224
7 382 159 223 1,59E-04 5,58 3,98 6288,0 0,179
7 362 193 169 1,93E-04 4,23 4,83 5172,0 0,237
7 405 188 217 1,88E-04 5,44 4,69 5325,0 0,184
7 421 175 246 1,75E-04 6,14 4,38 5703,0 0,163
8 430 178 252 1,78E-04 6,29 4,46 5608,0 0,159
8 419 227 192 2,27E-04 4,79 5,68 4398,0 0,209
8 459 221 237 2,21E-04 5,94 5,53 4521,0 0,169
9 460 225 236 2,25E-04 5,89 5,62 4452,0 0,170
9 451 240 211 2,40E-04 5,27 6,00 4164,0 0,190
9 484 258 226 2,58E-04 5,65 6,44 3881,0 0,177
15 703 476 227 4,76E-04 5,67 11,91 2100,0 0,176
15 711 471 240 4,71E-04 5,99 11,78 2122,0 0,167
19 881 617 264 6,17E-04 6,60 15,42 1621,0 0,152
23 1096 772 325 7,72E-04 8,12 19,29 1296,0 0,123
25 1175 791 385 7,91E-04 9,62 19,77 764,1 0,116
29 1356 943 412 9,43E-04 10,31 23,58 640,4 0,110
34 1513 1180 333 1,18E-03 8,31 29,50 1265,0 0,104
34 1584 1160 424 1,16E-03 10,60 29,00 860,7 0,094
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Tabela Z 13. cd

fx1 5-FU

fx2 5-FU

c

X2

BFUMPPICH | "y | My | jug [M] °
poczatkowy po stronie po s.tgienie _ stg.ienie Xalr [1'\/;)(12] 1/b
stosunek PP przeciwnej | zwigzanego | niezwigzanego [  c/r
molowy stronie 5-FU 5-FU
37 1654 1310 344 1,31E-03 8,60 32,75 1060,0 0,097
44 1923 1560 363 1,56E-03 9,08 39,00 848,2 0,120
44 1985 1540 445 1,54E-03 11,12 38,50 650,4 0,090
47 2120 1640 480 1,64E-03 12,01 41,00 607,9 0,083
56 2498 2020 478 2,02E-03 11,94 50,50 493,9 0,084
65 2876 2360 516 2,36E-03 12,91 59,00 424.6 0,077
78 3488 2760 728 2,76E-03 18,20 69,00 361,8 0,075
88 3943 3130 813 3,13E-03 20,32 78,25 319,0 0,078
95 4123 3490 633 3,49E-03 15,83 87,25 286,7 0,070
108 4687 3920 767 3,92E-03 19,18 98,00 255,0 0,052
112 4813 4170 643 4,17E-03 16,08 104,25 240,1 0,062
117 5130 4260 870 4,26E-03 21,74 | 106,50 234.,6 0,046
126 5461 4640 821 4,64E-03 20,52 | 116,00 2154 0,068
129 5713 4640 1073 4,64E-03 26,82 | 116,00 215,6 0,037
133 5689 4970 719 4,97E-03 17,97 | 124,25 201,2 0,056
139 5990 5100 890 5,10E-03 22,25 | 127,50 196,2 0,045
143 6074 5380 694 5,38E-03 17,34 | 134,50 185,8 0,058
149 6449 5450 999 5,45E-03 24,98 | 136,25 183,6 0,040
151 6410 5690 720 5,69E-03 17,99 | 142,25 175,6 0,056
155 6854 5560 1294 5,56E-03 32,36 | 139,00 180,0 0,031
163 6906 6140 766 6,14E-03 19,16 | 153,50 163,0 0,052
164 7153 6000 1153 6,00E-03 28,83 | 150,00 166,7 0,035
172 7289 6480 809 6,48E-03 20,22 | 162,00 154,3 0,049
174 7536 6390 1146 6,39E-03 28,64 | 159,75 156,5 0,035
182 7653 6880 773 6,88E-03 19,34 | 172,00 145,3 0,052
183 7754 6920 834 6,92E-03 20,85 | 173,00 1445 0,048
190 8090 7070 1020 7,07E-03 25,51 176,75 141,5 0,039
196 8459 7220 1239 7,22E-03 30,97 | 180,50 138,6 0,032
205 8772 7610 1162 7,61E-03 29,05 190,25 131,4 0,034
207 8782 7770 1012 7,77E-03 25,30 194,25 128,7 0,052
209 9079 7640 1439 7,64E-03 35,97 191,00 130,8 0,028
214 9014 8080 934 8,08E-03 23,34 | 202,00 123,7 0,043
216 9213 8040 1173 8,04E-03 29,32 | 201,00 124,4 0,034
226 9717 8370 1347 8,37E-03 33,67 | 209,25 119,5 0,030
226 9695 8400 1295 8,40E-03 32,37 | 210,00 119,0 0,031
229 9907 8410 1497 8,41E-03 37,43 210,25 118,9 0,027
234 9975 8740 1235 8,74E-03 30,87 218,50 114,4 0,032
236 10096 8800 1296 8,80E-03 32,41 220,00 113,6 0,031
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Tabela Z13. cd.

fx1 5-FU

fx2 5-FU

c

sz

[SFUMPPIGA | fumj [uM] [uM] [M] b e
poczatkowy po stronie po S?eienie _ ste'ienie fxa/r [M_lz] 1/b
stosunek molowy PPI przeciwnej | zwigzanego | niezwiazanego clr
stronie 5-FU 5-FU
238 10251 8800 1451 8,80E-03 36,27 | 220,00 113,6 0,028
244 10444 9070 1374 9,07E-03 34,36 | 226,75 110,3 0,029
246 10472 9200 1272 9,20E-03 31,79 | 230,00 108,7 0,031
249 10651 9280 1371 9,28E-03 34,27 | 232,00 107,8 0,029
255 10810 9590 1220 9,59E-03 30,51 | 239,75 104,3 0,033
256 10874 9570 1304 9,57E-03 32,60 | 239,25 104,5 0,031
264 11332 9820 1512 9,82E-03 37,80 | 245,50 101,8 0,026
275 11656 10330 1326 1,03E-02 33,14 | 258,25 96,8 0,030
280 11845 10590 1255 1,06E-02 31,39 | 264,75 94,5 0,032
290 12341 10860 1481 1,09E-02 37,02 | 271,50 92,1 0,027
301 12847 11230 1617 1,12E-02 40,44 | 280,75 89,0 0,025
312 13183 11740 1443 1,17E-02 36,09 | 293,50 85,2 0,028
318 13343 12070 1273 1,21E-02 31,81 | 301,75 82,9 0,031
331 13876 12600 1276 1,26E-02 31,89 | 315,00 79,4 0,031
338 14217 12800 1417 1,28E-02 35,43 | 320,00 78,1 0,028
351 14711 13340 1371 1,33E-02 34,28 | 333,50 75,0 0,029
360 14985 13800 1185 1,38E-02 29,62 | 345,00 72,5 0,034
370 15436 14160 1276 1,42E-02 31,91 | 354,00 70,6 0,031
380 15945 14470 1475 1,45E-02 36,88 | 361,75 69,1 0,027
390 16149 15030 1119 1,50E-02 27,98 | 375,75 66,5 0,036
396 16464 15230 1234 1,52E-02 30,86 | 380,75 65,7 0,032
401 16513 15530 983 1,55E-02 24,58 | 388,25 64,4 0,041
407 16879 15680 1199 1,57E-02 29,98 | 392,00 63,8 0,033
411 17172 15730 1442 1,57E-02 36,06 | 393,25 63,6 0,028
419 17442 16050 1392 1,61E-02 34,79 | 401,25 62,3 0,029
419 17514 16040 1474 1,60E-02 36,84 | 401,00 62,3 0,027
427 17913 16260 1653 1,63E-02 41,33 | 406,50 61,5 0,024
432 17978 16620 1358 1,66E-02 33,95 | 415,50 60,2 0,029
439 18347 16780 1567 1,68E-02 39,18 | 419,50 59,6 0,026
440 18302 16860 1442 1,69E-02 36,06 | 421,50 59,3 0,028
445 18352 17260 1092 1,73E-02 27,31 | 431,50 58,0 0,037
446 18359 17310 1049 1,73E-02 26,23 | 432,75 57,8 0,038
450 18682 17290 1392 1,73E-02 34,79 | 432,25 57,9 0,029
452 18762 17430 1332 1,74E-02 33,31 | 435,75 57,4 0,030
462 19045 17880 1165 1,79E-02 29,12 | 447,00 55,9 0,034
466 19457 17820 1637 1,78E-02 40,93 | 445,50 56,1 0,024
469 19361 18160 1201 1,82E-02 30,02 | 454,00 55,1 0,033
480 19969 18460 1509 1,85E-02 37,72 461,50 54,2 0,027
488 20333 18730 1603 1,87E-02 40,07 468,25 53,4 0,025

189




Tabela Z14. Stezenie 5-jodouracylu w wodnych roztworach w celi pomiarowej zawierajace;j
dendrymer PPI G4 oraz celi odnosnikowej bez dendrymeru podczas dializ 1, 2, i 3-dniowych.

t [dni] | fx1 5-IU [uM] (z PPI G4) | fx2 5-1U [uM]
1 3971 3100
2 3899 3050
3 3870 3060

Tabela Z15. Roéwnowagowy rozktad stezenia 5-jodouracylu (5-1U) w roztworze z
dendrymerem PPI G4 o stezeniu r = 10 uM oraz w wodnym roztworze leku (po przeciwnej
stronie btony) w temperaturze pokojowej.

fx1 5-1U fx2 5-1U c X2
5-1U)/[DAB 64 b
BAUVPABOATY 7wy [uM] [uM] [M]
1/tx2
poczatkowy o stronie po stezenie stezenie fxalr M7 /b
stosunek P przeciwnej zwiazanego | niezwiazanego | c/r
PPI .
molowy stronie 5-1U 5-1U

5 41 37 4 3,69E-05 0,43 3,69 270979 2,316
8 84 75 10 7,45E-05 0,99 7,45 134204 1,011
8 84 75 10 7,45E-05 0,99 7,45 134204 1,011
9 86 77 8 7,74E-05 0,82 7,74 12916,8 1,213
10 101 92 10 9,16E-05 0,95 9,16 10922,8 1,053
15 135 120 15 1,20E-04 1,46 12,01 8329,6 0,685
20 175 161 14 1,61E-04 1,40 16,10 6209,7 0,716
20 180 163 17 1,63E-04 1,69 16,28 6143,8 0,592
25 230 215 15 2,15E-04 1,52 21,51 4649,9 0,656
30 276 249 27 2,49E-04 2,72 24,93 4011,3 0,368
40 366 331 35 3,31E-04 3,45 33,11 3020,2 0,289
50 471 397 74 3,97E-04 7,41 39,71 2518,5 0,135
60 557 523 34 5,23E-04 3,36 52,29 1912,3 0,298
70 664 582 83 5,82E-04 8,25 58,15 1719,7 0,121
80 749 658 92 6,58E-04 9,18 65,77 1520,5 0,109
90 820 755 65 7,55E-04 6,49 75,48 1324,9 0,154
100 891 855 36 8,55E-04 3,64 85,49 1169,7 0,274
110 998 902 96 9,02E-04 9,64 90,17 1109,0 0,104
120 1085 1019 66 1,02E-03 6,63 101,85 981,8 0,151
130 1166 1080 86 1,08E-03 8,57 108,04 925,6 0,117
140 1258 1178 81 1,18E-03 8,07 117,78 849,1 0,124
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Tabela Z15. cd.

fx1 5-1U fx2 5-1U c Xz
5-1U]/[DAB 64 b
SUVPABOH | umy [M] [M] [M] ™~
poczatkowy . po stezenie stezenie Xalr ML 1/b
stosunek po stronie przeciwnej zwigzanego | niezwigzanego clr M1
PPI /
molowy stronie 5-1U 5-1U
150 1341 1279 62 1,28E-03 6,19 127,89 781,9 0,162
160 1419 1353 66 1,35E-03 6,60 135,33 738,9 0,152
170 1492 1449 43 1,45E-03 4,33 144,91 690,1 0,231
170 1507 1458 49 1,46E-03 4,87 145,82 685,8 0,205
180 1574 1519 54 1,52E-03 5,43 151,95 658,1 0,184
180 1594 1535 59 1,53E-03 5,94 153,49 651,5 0,168
190 1682 1615 67 1,62E-03 6,66 161,53 619,1 0,150
200 1760 1684 76 1,68E-03 7,57 168,44 593,7 0,132
210 1871 1818 53 1,82E-03 5,34 181,78 550,1 0,187
220 1984 1899 85 1,90E-03 8,48 189,89 526,6 0,118
230 2061 1981 80 1,98E-03 7,98 198,15 504,7 0,125
240 2150 2034 116 2,03E-03 11,62 203,36 491,7 0,086
250 2218 2147 71 2,15E-03 7,13 214,70 465,8 0,140
260 2314 2239 75 2,24E-03 7,47 223,90 446,6 0,134
270 2422 2314 108 2,31E-03 10,80 231,41 432,1 0,093
280 2519 2386 133 2,39E-03 13,29 238,57 419,2 0,075
290 2557 2472 85 2,47E-03 8,51 247,24 404,5 0,117
300 2733 2559 174 2,56E-03 17,43 255,90 390,8 0,057
310 2747 2677 70 2,68E-03 6,97 267,68 373,6 0,143
320 2841 2786 55 2,79E-03 5,53 278,58 359,0 0,181
330 2977 2933 44 2,93E-03 4,38 293,31 340,9 0,228
330 2984 2862 122 2,86E-03 12,19 286,18 349,4 0,082
340 3004 2889 115 2,89E-03 11,49 288,88 346,2 0,087
350 3084 3001 83 3,00E-03 8,29 300,09 333,2 0,121
360 3181 3039 143 3,04E-03 14,27 | 303,86 329,1 0,070
370 3289 3125 164 3,13E-03 16,39 | 312,53 320,0 0,061
380 3415 3221 193 3,22E-03 19,32 | 322,14 310,4 0,052
390 3487 3308 179 3,31E-03 17,85 | 330,81 302,3 0,056
400 3551 3413 138 3,41E-03 13,76 | 341,32 293,0 0,073
410 3573 3486 87 3,49E-03 8,73 348,62 286,8 0,115
420 3700 3572 128 3,57E-03 12,81 | 357,22 279,9 0,078
430 3802 3679 122 3,68E-03 12,25 | 367,90 2718 0,082
440 3913 3744 169 3,74E-03 16,90 | 374,37 267,1 0,059
450 3965 3848 117 3,85E-03 11,68 | 384,80 259,9 0,086
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Tabela Z16. Stgzenie tegafuru w komorze z oraz bez dendrymeru PP1 G4 podczas dializ

przerywanych po 1, 2 oraz 3 dniach.

Tabela

stronie blony w temperaturze pokojowe;.

Z17.

t [dni] | fx1 TF [uM] (z PP1 G4) fx; TF [pM]
1 4268 3746
2 4280 3755
3 4276 3760
Rownowagowy  rozklad stgzenia tegafuru (TF)

W roztworze
z dendrymerem PPI G4 o stezeniu r =40 uM oraz w roztworze wodnym leku po przeciwnej

= e e o fxe[M] b
poczatkowy . po stezenie stezenie fxalr ut fz 1/b
stosunek PO Isot;?me przeciwnej | zwigzanego | niezwigzanego clr (M~
molowy stronie tegafuru TF
4 223 166 57 1,66E-04 1,42 4,15 6 020,0 0,7022
5 248 168 80 1,68E-04 2,00 4,20 5950,0 0,4997
6 270 178 93 1,78E-04 2,31 4,44 5630,0 0,4320
6 279 204 74 2,04E-04 1,85 5,11 4 890,0 0,5402
6 304 207 97 2,07E-04 2,43 5,17 4 840,0 0,4110
7 357 224 132 2,24E-04 3,31 5,61 4 460,0 0,3020
8 398 252 146 2,52E-04 3,65 6,30 3970,0 0,2742
8 356 257 99 2,57E-04 2,47 6,43 3890,0 0,4049
8 366 270 96 2,70E-04 2,40 6,76 3700,0 0,4160
9 414 292 121 2,92E-04 3,03 7,31 3420,0 0,3300
10 472 305 167 3,05E-04 4,18 7,62 3280,0 0,2391
10 556 316 239 3,16E-04 5,98 7,91 3160,0 0,1673
10 468 337 132 3,37E-04 3,29 8,42 2970,0 0,3040
15 742 490 251 4,90E-04 6,29 12,25 2 040,0 0,1591
20 1013 637 376 6,37E-04 9,40 15,92 1570,0 0,1063
20 969 676 294 6,76E-04 7,35 16,89 1 480,0 0,1361
25 1083 833 250 8,33E-04 6,25 20,83 1200,0 0,1600
30 1420 943 476 9,43E-04 11,90 23,58 1 060,0 0,0840
30 1344 980 364 9,80E-04 9,09 24,51 1020,0 0,1100
30 1792 1244 548 1,24E-03 13,70 31,09 804,0 0,0730
35 1605 1269 336 1,27E-03 8,40 31,73 788,0 0,1190
40 1731 1389 342 1,39E-03 8,55 34,72 720,0 0,1170
45 2036 1439 597 1,44E-03 14,93 35,97 695,0 0,0670
50 2154 1667 488 1,67E-03 12,20 41,67 600,0 0,0820
50 2220 1686 533 1,69E-03 13,33 42,16 593,0 0,0750
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Tabela Z17. cd.

fxe TF

fxo TF

c

[TF)/[PPI G4] [nM) (M) [uM] f x2[M] b ™
poczatkowy . po stezenie Stezenie Xalr 2 1/b
stosunek PO Isatlgcl)nle przeciwnej | zwigzanego | niezwiazanego clr M1
molowy stronie tegafuru TF
60 2582 1957 625 1,96E-03 15,63 48,92 511,0 0,0640
70 2915 2538 377 2,54E-03 9,43 63,45 394,0 0,1060
80 3303 2899 404 2,90E-03 10,10 72,46 345,0 0,0990
90 3726 3155 571 3,15E-03 14,29 78,86 317,0 0,0700
100 4126 3448 678 3,45E-03 16,95 86,21 290,0 0,0590
110 4826 4098 727 4,10E-03 18,18 102,46 2440 0,0550
120 4882 4505 377 4,50E-03 9,43 112,61 222,0 0,1060
130 5434 4878 556 4,88E-03 13,89 121,95 205,0 0,0720
140 5817 5291 526 5,29E-03 13,16 132,28 189,0 0,0760
150 6559 5650 909 5,65E-03 22,73 141,24 177,0 0,0440
160 6702 5988 714 5,99E-03 17,86 149,70 167,0 0,0560
170 7082 6173 909 6,17E-03 22,73 154,32 162,0 0,0440
180 7363 6410 952 6,41E-03 23,81 160,26 156,0 0,0420
190 7902 6993 909 6,99E-03 22,73 174,83 143,0 0,0440
200 8232 7463 769 7,46E-03 19,23 186,57 134,0 0,0520
210 8503 7634 870 7,63E-03 21,74 190,84 131,0 0,0460
220 8778 7752 1026 7,75E-03 25,64 193,80 129,0 0,0390
230 9351 8696 656 8,70E-03 16,39 217,39 115,0 0,0610
240 10009 9009 1000 9,01E-03 25,00 225,23 111,0 0,0400
250 10410 9434 976 9,43E-03 24,39 235,85 106,0 0,0410
260 10734 9804 930 9,80E-03 23,26 245,10 102,0 0,0430
270 11204 10204 1000 1,02E-02 25,00 255,10 98,0 0,0400
280 11680 10627 1053 1,06E-02 26,32 265,67 94,1 0,0380
290 11927 11111 816 1,11E-02 20,41 277,78 90,0 0,0490
300 12379 11236 1143 1,12E-02 28,57 280,90 89,0 0,0350
310 12590 11614 976 1,16E-02 24,39 290,36 86,1 0,0410
320 12792 12136 656 1,21E-02 16,39 303,40 82,4 0,0610
330 13420 12531 889 1,25E-02 22,22 313,28 79,8 0,0450
340 13925 13280 645 1,33E-02 16,13 332,01 75,3 0,0620
350 15009 14225 784 1,42E-02 19,61 355,62 70,3 0,0510
360 15609 14556 1053 1,46E-02 26,32 363,90 68,7 0,0380
370 15710 14859 851 1,49E-02 21,28 371,47 67,3 0,0470
380 16035 14859 1176 1,49E-02 29,41 371,47 67,3 0,0340
390 16021 15221 800 1,52E-02 20,00 380,52 65,7 0,0500
400 16385 15385 1000 1,54E-02 25,00 384,62 65,0 0,0400
410 18022 17153 870 1,72E-02 21,74 428,82 58,3 0,0460
420 18383 17513 870 1,75E-02 21,74 437,83 57,1 0,0460
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Tabela Z18. Stgzenie azydotymidyny w wodnych roztworach w przestrzeni pomiarowej
zawierajacej dendrymer PPI G4 oraz przestrzeni odnos$nikowej bez dendrymeru podczas

dializ 1, 2, i 3-dniowych.

t[dni] | fxs AZT [sM] z PP1 G4 | fx2 AZT [pM]
1 3800 3633
2 3798 3640
3 3790 3638

Tabela Z19. Roéwnowagowy rozklad stgzenia azydotymidyny (AZT) w roztworze
z dendrymerem PPI G4 o stgzeniu r = 40 uM oraz w wodnym roztworze leku (po przeciwnej

stronie btony) w temperaturze pokojoweyj.

fx1 AZT fx2 AZT c X2
AZTVIDAB ATy (M} (M) [M] °
poczatkowy : po stezenie stezenie fxalr [1 I\/Afxlz] /b
stosunek PO Isjt;tl)me przeciwnej zZwiazanego | niezwigzanego clr
molowy stronie AZT AZT

4 167 148 19 1,48E-04 0,48 3,71 6742,5 2,095
5 200 175 25 1,75E-04 0,63 4,38 5712,2 1,598
5 194 179 16 1,79E-04 0,40 4,46 5601,0 2,529
6 233 218 15 2,18E-04 0,37 5,45 4584,3 2,682
7 256 233 23 2,33E-04 0,59 5,82 4291,9 1,708
8 311 274 37 2,74E-04 0,92 6,86 3645,5 1,089
10 408 384 24 3,84E-04 0,60 9,60 2603,6 1,654
10 395 349 46 3,49E-04 1,14 8,73 2865,2 0,876
15 554 511 43 5,11E-04 1,08 12,77 1958,0 0,925
20 772 719 53 7,19E-04 1,31 17,98 1390,4 0,761
20 798 695 102 6,95E-04 2,55 17,39 1438,0 0,392
25 978 850 128 8,50E-04 3,21 21,24 11771 0,311
30 1132 1067 65 1,07E-03 1,62 26,68 937,0 0,617
40 1543 1408 134 1,41E-03 3,36 35,21 710,0 0,298
50 1922 1799 123 1,80E-03 3,06 44,99 555,7 0,326
60 2208 2149 59 2,15E-03 1,47 53,72 465,4 0,680
70 2599 2437 163 2,44E-03 4,07 60,92 410,4 0,246
80 3015 2855 160 2,86E-03 4,00 71,38 350,3 0,250
90 3402 3168 234 3,17E-03 5,84 79,20 315,6 0,171
100 3825 3567 259 3,57E-03 6,47 89,17 280,4 0,155
110 4307 4076 231 4,08E-03 5,77 101,91 2453 0,173
120 4623 4448 175 4,45E-03 4,38 111,20 224,8 0,228
130 5017 4778 239 4,78E-03 5,97 119,46 209,3 0,168
140 5370 5005 365 5,00E-03 9,13 125,12 199,8 0,110
150 5862 5583 279 5,58E-03 6,97 139,57 179,1 0,144
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Tabela Z19. cd.

fx1 AZT fx2 AZT c X2
(AZTVIDABBAT | 1 [uM] [uM] [M] b oo
poczatkowy : po stezenie stezenie fxa/r [M7] /b
stosunek PO ;tFr,‘l’”'e przeciwnej zwigzanego | niezwigzanego clr
molowy stronie AZT AZT
160 6139 5870 269 5,87E-03 6,73 146,74 170,4 0,149
170 6481 6262 218 6,26E-03 5,46 156,55 159,7 0,183
180 7029 6630 399 6,63E-03 9,97 165,74 150,8 0,100
190 7344 6967 377 6,97E-03 9,43 174,17 143,5 0,106
200 7701 7371 330 7,37E-03 8,24 184,28 135,7 0,121
210 8020 7791 229 7,79E-03 5,72 194,79 128,3 0,175
220 15530 15091 439 1,51E-02 10,98 | 377,28 66,3 0,091
230 8784 8426 358 8,43E-03 8,94 210,65 118,7 0,112
240 9114 8798 316 8,80E-03 7,91 219,95 113,7 0,126
250 16126 15701 425 1,57E-02 10,63 | 392,52 63,7 0,094
260 9935 9628 306 9,63E-03 7,66 240,71 103,9 0,131
270 10214 9897 316 9,90E-03 7,91 247,43 101,0 0,126
280 10751 10366 385 1,04E-02 9,62 259,14 96,5 0,104
290 10949 10588 361 1,06E-02 9,02 264,71 94,4 0,111
300 11497 11140 358 1,11E-02 8,94 278,49 89,8 0,112
310 11929 11539 391 1,15E-02 9,77 288,46 86,7 0,102
320 12221 11851 370 1,19E-02 9,24 296,27 84,4 0,108
330 12405 12122 283 1,21E-02 7,08 303,05 82,5 0,141
340 12939 12555 384 1,26E-02 9,60 313,88 79,6 0,104
350 13387 13028 360 1,30E-02 8,99 325,69 76,8 0,111
360 13742 13459 283 1,35E-02 7,08 336,47 74,3 0,141
370 14139 13745 394 1,37E-02 9,85 343,63 72,8 0,102
380 14564 14106 458 1,41E-02 11,46 | 352,64 70,9 0,087
390 14876 14466 409 1,45E-02 10,23 | 361,66 69,1 0,098
400 15415 15086 328 1,51E-02 8,21 377,15 66,3 0,122
400 15415 15086 328 1,51E-02 8,21 377,15 66,3 0,122
410 15530 15091 439 1,51E-02 10,98 | 377,28 66,3 0,091
420 16126 15701 425 1,57E-02 10,63 | 392,52 63,7 0,094
430 16519 16266 253 1,63E-02 6,32 406,65 61,5 0,158
440 16725 16483 243 1,65E-02 6,07 412,07 60,7 0,165
450 16862 16568 294 1,66E-02 7,36 414,21 60,4 0,136
460 16519 16266 253 1,63E-02 6,32 406,65 61,5 0,158
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Tabela Z20. St¢zenie monofosforanu fludarabiny (f-ara-AMP) w wodnych roztworach

w komorze pomiarowej zawierajacej dendrymer PPI G4 oraz komorze odno$nikowej bez

dendrymeru podczas dializ 1, 2, i 3-dniowych.

Tabela Z21. Réwnowagowy rozktad stezenia monofosforanu fludarabiny (f-ara-AMP)

w roztworze z dendrymerem PPI G4 o stezeniu r = 20 uM oraz w wodnym roztworze leku (po

[d'; 1 X1 f-ara-Al\(/[;‘I:1 [uM] z PPI fx, f-ara-AMP [uM]
1 2490 1030
2 2513 1051
3 2487 1090

przeciwnej stronie btony) w temperaturze pokojowe;j.

fxi1 f-ara-
fx. f-ara-AMP c X2
f-ara-AMP]/[DAB 64 AMP b
[ VoAB e [uM] [uM] [M]
1/fx2
poczatkowy o stronie po stezenie stezenie Pxalr [M-1] 1/b
stosunek P PPI przeciwnej zZwiazanej niezwigzanej | c/r
molowy stronie f-ara-AMP f-ara-AMP
5 150 65 85 6,49E-05 4,25 | 3,24 |15415,1|0,236
5 126 54 72 5,37E-05 3,62 | 2,69 |18612,3|0,277
6 137 59 79 5,87E-05 3,93 | 2,93 |17044,7|0,254
6 177 69 108 6,85E-05 5,40 | 3,43 |14594,4|0,185
7 185 91 94 9,07E-05 4,71 | 4,54 |11020,5|0,212
8 190 75 115 7,47E-05 5,77 | 3,73 |13389,0|0,173
8 211 85 126 8,51E-05 6,30 | 4,25 |11755,2|0,159
8 226 84 142 8,43E-05 7,10 | 4,22 |11856,9 0,141
9 234 128 106 1,28E-04 5,28 | 6,40 | 7815,4 |0,189
9 212 99 113 9,92E-05 5,65 | 4,96 |10077,5|0,177
10 238 133 105 1,33E-04 5,26 | 6,64 | 7530,5 | 0,190
10 229 126 103 1,26E-04 5,17 | 6,28 | 7962,0 | 0,194
10 270 107 163 1,07E-04 8,17 | 5,35 | 9340,8 | 0,122
15 369 212 157 2,12E-04 7,83 | 10,61 | 4711,3 | 0,128
15 322 164 159 1,64E-04 794 | 8,19 | 6107,4 |0,126
20 448 260 188 2,60E-04 9,39 | 12,99 | 3849,4 | 0,106
20 450 199 251 1,99E-04 12,56 | 9,93 | 5034,6 | 0,080
25 523 351 172 3,51E-04 8,60 | 17,54 | 2850,7 | 0,116
25 551 296 255 2,96E-04 12,73 | 14,82 | 3372,7 | 0,079
30 658 441 217 4,41E-04 10,86 | 22,05 | 2267,1 | 0,092
30 685 330 354 3,30E-04 17,71 | 16,52 | 3027,0 | 0,056
35 771 537 234 5,37E-04 11,72 | 26,85 | 1862,2 | 0,085
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Tabela Z21. cd.

[f-ara-AMP]/[DAB 64] fXlAfl\-/ElﬂFta- fx; f-ara-AMP ¢ e b
M) [nM] [nM] [M] Ui
poczatkowy . po Stezenie stezenie Pt [M-1] b
stosunek po ngr)(l)me przeciwnej zwigzanej niezwigzanej clr

molowy stronie f-ara-AMP f-ara-AMP
35 721 420 301 4,20E-04 15,07 | 21,01 | 2380,2 | 0,066
40 933 477 456 4,77E-04 22,81 | 23,84 | 2097,1 | 0,044
40 810 466 344 4,66E-04 17,22 | 23,29 | 2147,0 | 0,058
45 1057 515 542 5,15E-04 27,11 | 25,75 | 1942,0 | 0,037
45 956 459 496 4,59E-04 24,81 | 22,97 | 2177,2 | 0,040
50 1125 637 487 6,37E-04 24,37 | 31,86 | 1569,4 | 0,041
50 1133 554 578 5,54E-04 28,91 | 27,72 | 1803,8 | 0,035
60 1452 591 861 5,91E-04 43,04 | 29,54 | 1692,4 | 0,023
70 1669 732 938 7,32E-04 46,89 | 36,58 | 1366,8 | 0,021
80 1912 743 1169 7,43E-04 58,47 | 37,13 | 1346,6 | 0,017
90 2269 869 1400 8,69E-04 70,01 | 43,44 | 1151,0 | 0,014
100 2589 1059 1530 1,06E-03 76,49 | 52,96 | 944,1 |0,013
110 2772 1153 1619 1,15E-03 80,96 | 57,63 | 867,6 |0,012
120 2907 1193 1714 1,19E-03 85,68 | 59,66 | 838,0 |0,012
130 2986 1456 1530 1,46E-03 76,48 | 72,82 | 686,6 |0,013
140 3096 1730 1366 1,73E-03 68,31 | 86,48 | 578,2 |0,015
150 3335 1702 1633 1,70E-03 81,65 | 85,10 | 587,5 |0,012
170 3737 2077 1660 2,08E-03 82,98 |103,87| 481,4 |0,012
180 4008 2213 1795 2,21E-03 89,75 | 110,67 | 451,8 |0,011
190 4342 2201 2141 2,20E-03 107,03 |110,07| 454,3 |0,009
200 4660 2436 2223 2,44E-03 111,17 |121,82| 410,4 |0,009
210 4736 2645 2091 2,64E-03 104,54 |132,25| 378,1 |0,010
220 4955 2866 2089 2,87E-03 104,44 |143,29| 348,9 |0,010
230 5151 2962 2189 2,96E-03 109,43 |148,12| 337,6 |0,009
240 5461 3121 2340 3,12E-03 117,02 | 156,03 | 320,5 |0,009
250 5542 3403 2139 3,40E-03 106,96 | 170,15| 293,9 |0,009
260 5844 3541 2303 3,54E-03 115,13 |177,07| 282,4 |0,009
270 5645 3544 2101 3,54E-03 105,05|177,20| 282,2 |0,010
280 5947 3745 2203 3,74E-03 110,14 |187,23| 267,0 |0,009
290 6111 3941 2169 3,94E-03 108,47 |197,06| 253,7 |0,009
300 6291 4191 2100 4,19E-03 105,01 | 209,56 | 238,6 |0,010
310 6457 4303 2154 4,30E-03 107,69 | 215,15| 232,4 |0,009
320 6807 4448 2359 4,45E-03 117,96 | 222,41| 224,8 |0,008
330 7176 4577 2599 4,58E-03 129,96 | 228,86 | 218,5 |0,008
340 7128 4783 2345 4,78E-03 117,24 |239,14| 209,1 |0,009
350 7496 4951 2545 4,95E-03 127,25|247,55| 202,0 |0,008
360 7548 5185 2363 5,18E-03 118,14 |259,25| 192,9 |0,008
370 7535 5306 2229 5,31E-03 111,46 | 265,30 | 188,5 |0,009
380 8014 5361 2653 5,36E-03 132,65 268,07 | 186,5 |0,008
390 8036 5634 2403 5,63E-03 120,14 | 281,68 | 177,5 | 0,008
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Tabela Z21. cd.

fxi f-ara-
[f-ara-AMP)[DAB64] | Amp | Pefara-AMP ¢ . b
[eM] [eM] [M]
[uM] foir | P2 | 1
poczatkowy o stronie po stezenie stezenie [M-1]
stosunek P PPI przeciwnej zZwiazanej niezwigzanej | c/r
molowy stronie f-ara-AMP f-ara-AMP
400 8111 6149 1962 6,15E-03 98,08 | 307,47| 162,6 |0,010
410 8279 6047 2232 6,05E-03 111,60| 302,37 | 165,4 |0,009
420 8803 6325 2479 6,32E-03 123,94 316,23 | 158,1 |0,008
440 9395 6538 2858 6,54E-03 142,88 | 326,88 | 153,0 |0,007
450 9595 6588 3007 6,59E-03 150,37|329,40| 151,8 |0,007
460 9595 6588 3007 6,59E-03 150,37|329,40| 151,8 |0,007
470 9914 7130 2784 7,13E-03 139,19 356,49 | 140,3 |0,007
Tabela Z22. Stezenie L-a-tryptofanu w wodnych roztworach w celi pomiarowej zawierajacej
dendrymer PPI G4 oraz komorze odnosnikowej bez dendrymeru podczas dializ
1, 2, i 3-dniowych.
t [dni] fx1 Trp [uM] z PPI G4 fx2 Trp [uM]
1 4238 3950
2 4224 3961
3 4210 3965
Tabela Z23. Rownowagowy rozktad stezenia L-a-tryptofanu (Trp) w roztworze
z dendrymerem PPI G4 o st¢zeniu r = 40 uM oraz w wodnym roztworze leku (po przeciwnej
stronie btony) w temperaturze pokojowe;j.
[Trp]/[DAB 64] xiTrp fx2 Trp c X2 b
[nM] [nM] [nM] [M]
1/fx2
poczatkowy o stronie po stezenie stezZenie fxalr [M-1] 1/b
stosunek P PPI przeciwnej |zwigzanego | niezwigzanego clr
molowy stronie Trp Trp
5 252 213 39 2,13E-04 0,97 5,33 |4686,9 1,027
5 308 271 37 2,71E-04 0,92 6,78 | 3685,0|1,092
6 299 242 57 2,42E-04 1,43 6,04 |4139,0|0,699
7 350 287 64 2,87E-04 1,59 7,17 | 3488,7|0,628
8 405 322 83 3,22E-04 2,08 8,04 |3107,9/0,481
9 458 369 90 3,69E-04 2,24 9,22 |2712,2 0,446
10 450 361 89 3,61E-04 2,21 9,04 |2766,6 0,452
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Tabela Z23. cd.

xiTrp fx2 Trp c X2

Trp)/[DAB 64 b

LTrRVIDABOH ]y (] [uM] M) o

poczatkowy o stronie po stezenie stezenie fxalr [M-1] /b

stosunek P PPI przeciwnej |zwiazanego | niezwigzanego clr
molowy stronie Trp Trp

10 278 249 29 2,49E-04 0,72 | 6,23 |4012,3|1,397
15 688 643 45 6,43E-04 1,13 | 16,07 | 1555,8|0,888
20 810 764 47 7,64E-04 1,17 | 19,09 | 1309,7 | 0,856
20 658 608 49 6,08E-04 1,23 | 15,21 | 1643,7|0,812
25 941 811 130 8,11E-04 3,24 | 20,29 |1232,4|0,308
30 1213 1138 75 1,14E-03 1,87 | 28,45 | 878,8 | 0,535
40 1740 1535 205 1,54E-03 5,13 | 38,38 | 651,4 |0,195
50 2121 1853 268 1,85E-03 6,69 | 46,34 | 539,5 | 0,150
60 2390 2292 99 2,29E-03 2,47 | 57,29 | 436,4 | 0,405
70 2947 2703 244 2,70E-03 6,11 | 67,57 | 370,0 | 0,164
80 3299 3090 210 3,09E-03 5,24 | 77,24 | 323,7 0,191
90 3794 3536 258 3,54E-03 6,45 | 88,40 | 282,8 | 0,155
100 4200 3966 234 3,97E-03 5,84 | 99,15 | 252,1 (0,171
110 4688 4424 264 4,42E-03 6,60 |110,60| 226,0 | 0,152
120 5152 4882 270 4,88E-03 6,76 |122,05| 204,8 |0,148
130 5535 5284 251 5,28E-03 6,27 | 132,11 | 189,2 | 0,160
140 5896 5686 210 5,69E-03 5,25 | 142,14 | 175,9 | 0,190
150 6390 6009 381 6,01E-03 9,563 |150,21| 166,4 | 0,105
160 6760 6327 434 6,33E-03 10,84 | 158,17 | 158,1 |0,092
170 7302 6856 445 6,86E-03 11,13 | 171,41 | 145,8 | 0,090
180 7784 7260 524 7,26E-03 13,09 | 181,51 | 137,7 {0,076
190 8033 7651 382 7,65E-03 9,54 |191,28| 130,7 | 0,105
200 8498 8053 444 8,05E-03 11,11 | 201,34 | 124,2 {0,090
210 8894 8552 341 8,55E-03 8,563 |213,81| 116,9 (0,117
220 9363 9119 244 9,12E-03 6,11 |227,97 | 109,7 | 0,164
230 9736 9455 281 9,46E-03 7,01 |236,38| 105,8 | 0,143
240 10195 9879 317 9,88E-03 7,92 |246,97 | 101,2 | 0,126
250 10565 10093 473 1,01E-02 11,82 | 252,31 | 99,1 |0,085
260 10897 10557 339 1,06E-02 8,48 |263,94| 94,7 (0,118
270 11466 11037 429 1,10E-02 10,72 | 275,93 | 90,6 |0,093
290 12115 11792 323 1,18E-02 8,08 294,79 | 84,8 [0,124
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Tabela Z23. cd.

xiTrp fx2 Trp c X2
Trp]/[DAB 64 b
LTrRVIDABOA ]y [uM] [uM] M) o
poczatkowy PO stronie po stezenie stezenie fxalr [M-1] 1/b
stosunek PPI przeciwnej |zwiazanego| niezwigzanego clr
molowy stronie Trp Trp
300 12509 12086 423 1,21E-02 10,59 | 302,14 | 82,7 |0,094
310 13032 12676 356 1,27E-02 8,89 [316,91| 78,9 |0,112
330 13849 13511 337 1,35E-02 8,44 |337,79| 74,0 [0,119
340 14246 13820 426 1,38E-02 10,65 | 345,50 | 72,4 |0,094
360 14953 14598 356 1,46E-02 8,89 |364,94| 68,5 |0,113
380 15829 15527 302 1,55E-02 7,56 |388,17| 64,4 |0,132
390 16358 16004 354 1,60E-02 8,85 |400,10| 62,5 [0,113
410 17385 16910 475 1,69E-02 11,88 | 422,76 | 59,1 |0,084
420 17941 17344 597 1,73E-02 14,93 | 433,59 | 57,7 |0,067
430 18321 17889 431 1,79E-02 10,78 | 447,23 | 55,9 |0,093
450 18729 18389 340 1,84E-02 8,49 |459,73| 54,4 (0,118
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Tabela Z24. Wyniki miareczkowania kalorymetrycznego w 25°C 40 uM wodnego roztworu
dendrymeru PPl G4 20 mM wodnym roztworem 5-fluorouracylu. W tabeli podano
odpowiednio Xi- stezenie molowe S-fluorouracylu w celi pomiarowej, Mt-st¢zenie molowe
PPl G4 w celi pomiarowej, X¢Mi-stosunek molowy 5-fluorouracylu do dendrymeru PP1 G4
w celi pomiarowej, Qm- efekt cieplny oddzialywan dendrymeru PPI G4 z 5-fluorouracylem
skorygowany o efekt cieplny rozcienczania 5-fluorouracylu.

Xt Mt
NE Mg | M Xt/Mt [cal?mol]
1 01674 | 00397 4.22 667150
2 02091 | 00396 5.28 6760,40
3 02506 | 0,0395 6,34 6721,89
4 02921 | 00394 741 6624,93
5 03334 | 0,0393 8.48 6469,01
6 03747 | 00393 955 622179
7 04159 | 0,0392 10,62 619845
8 04570 | 00391 11,69 537339
9 04980 | 00390 | 1277 5106,29
10 | 05390 | 00389 13.85 15097.63
11 | 05798 | 00388 | 14,93 -4826,34
12 | 06205 | 00388 16,01 -4601,99
13 | 06612 | 00387 17,10 439571
14 | 07018 | 00386 18.18 -4153,33
15 | 07423 | 00385 | 19,27 -3941,62
16 | 07827 | 00384 | 2036 379361
17 | 08230 | 00384 | 2146 -3585,62
18 | 08632 | 00383 | 2255 -3398.62
19 | 09033 | 00382 | 2365 -3308,44
20 | 09434 | 00381 | 2475 3147.73
21 | 09833 | 00380 | 2585 -2986,14
22 | 10232 | 00380 | 26.96 -2882.64
23 | 10630 | 00379 | 28,07 281724
24 | 11027 | 00378 | 2918 -2689,55
25 | 11423 | 00377 | 30,29 -2597.90
26 | 11818 | 00376 | 3140 -2498,55
27 | 12212 | 00376 | 3252 245498
28 | 12605 | 00375 | 3364 -2402,40
20 | 12098 | 00374 | 3476 -2286,50
30 | 13389 | 00373 | 3588 -2199,91
31 | 13780 | 00372 | 37.00 214311
32 | 14170 | 00372 | 3813 -2054,27
33 | 14559 | 00371 | 3926 -2060,96
34 | 14947 | 00370 | 4039 1197610
35 | 15334 | 00369 | 4152 -1876,04
36 | 15721 | 00369 | 42.66 1183858
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Tabela Z24. cd.

Xt Mt
NE Mg | M Xt/Mt [cal?mol]
37 | 16106 | 00368 | 43.80 1817.76
38 | 16491 | 00367 | 44.94 1725.25
39 | 16874 | 00366 | 4608 -1689,78
40 | 17257 | 00365 | 47,23 -1604,43
41 | 17639 | 00365 | 4837 -1598,77
42 | 18020 | 00364 | 4952 -1577.08
43 | 18400 | 00363 | 5067 -1530,01
a4 | 18779 | 00362 | 5183 1146871
45 | 10158 | 00362 | 5298 -1428,29
46 | 19535 | 00361 | 5414 -1370,40
47 | 19912 | 00360 | 5530 -1361.80
48 | 20287 | 00359 | 5646 11319,97
49 | 20662 | 00359 | 57,63 1135182
50 | 21036 | 00358 | 5879 -1300,83
51 | 21409 | 00357 | 59.96 -1266,01
52 | 21781 | 00356 | 6113 1215.46
53 | 22153 | 00356 | 6231 1115141
54 | 22523 | 00355 | 6348 1119384
55 | 22893 | 00354 | 64.66 11126,83
56 | 23261 | 00353 | 6584 -1098,15
57 | 23629 | 00353 | 67,02 1110533
58 | 23996 | 00352 | 6821 1107174
50 | 24362 | 00351 | 69,39 980,01
60 | 24727 | 00350 | 7058 -1000,74
61 | 25091 | 00350 | 7177 989,69
62 | 25455 | 00349 | 72,97 -990,01
63 | 25817 | 00348 | 74.16 -1030,96
64 | 26179 | 00347 | 7536 921,16
65 | 26539 | 00347 | 7656 915,82
66 | 26899 | 00346 | 77.76 879,55
67 | 27258 | 00345 | 7897 882,06
68 | 27616 | 00345 | 80,17 802,49
69 | 27973 | 00344 | 8138 824,03
70 | 28329 | 00343 | 8259 814.19
71 | 28685 | 00342 | 8380 805,96
72 | 29039 | 00342 | 8502 759,05
73 | 29393 | 00341 | 8624 762,70
74 | 29746 | 00340 | 8746 784.96
75 | 30008 | 00339 | 8868 753,24
76 | 30449 | 00339 | 89,90 700,65
77 | 30799 | 00338 | 9113 738.76
78 | 31148 | 00337 | 9236 699,53
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Tabela Z24. cd.

Xt Mt
NE vy | g | UM [cal?mol]
79 | 3149 | 00337 | 9359 682,91
80 | 31844 | 00336 | 94,82 708,72
81 | 32190 | 00335 | 96,06 686,45
82 | 3253 | 00334 | 9729 667,79
83 | 32881 | 00334 | 9853 617,74
84 | 33225 | 00333 | 99,78 652,76
85 | 33568 | 00332 | 101,02 629,64
86 | 33910 | 00332 | 102,27 628,39
87 | 34251 | 00331 | 10351 604,66
88 | 34501 | 00330 | 104,77 621,62
89 | 34931 | 00330 | 106,02 600,09
90 | 3529 | 00329 | 107,27 587,72

Tabela Z25. Wyniki miareczkowania kalorymetrycznego w 25°C 15 uM wodnego roztworu
dendrymeru PPI G4 7 mM wodnym roztworem 5-jodouraculu. W tabeli podano odpowiednio
Xt- ste¢zenie molowe 5-jodouracylu w celi pomiarowej, Mi-stezenie molowe PPI G4 w celi
pomiarowej, X¢Me-stosunek molowy 5-jodouracylu do dendrymeru PPlI G4 w celi
pomiarowej, Qm- efekt cieplny oddziatywan dendrymeru PPI G4 z 5-jodouracylem

skorygowany o efekt cieplny rozcienczania 5-jodouracylu.

Xt Mt
NEl Mg | v | XUME [caI/Qmol]
1| 00294 | 00149 197 491560
2| 00440 | 0,0149 2.95 487389
3 | 0058 | 0,0149 3.94 473528
4 | 00732 | 00148 4,93 465743
5 | 00877 | 00148 5.92 4499 88
6 | 01022 | 00148 6.92 426918
7| 01167 | 00148 7.01 -3965,13
8 | 01312 | 00147 8.91 -3828,03
o | 01456 | 0,0147 9.1 -3917,66
10 | 01600 | 00147 | 1091 | -3524.19
11 | 01743 | 00146 | 1192 | -3386.40
12 | 01886 | 00146 | 1292 | -323533
13 | 02029 | 00146 | 1393 | -306056
14 | 02172 | 00145 | 1494 | -295828
15 | 02314 | 00145 | 1596 | -2857.64
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Tabela Z25. cd.

Xt Mt
NEl M | M Xt/Mt [cal?mol]
16 | 02456 | 00145 | 1697 | -271843
17 | 02598 | 00144 | 17.99 | -2622.87
18 | 02739 | 00144 | 1001 | -246391
19 | 02880 | 00144 | 2003 | -2419.32
20 | 03021 | 00144 | 2105 | -234587
21 | 03162 | 00143 | 2207 | -2284,57
22 | 03302 | 00143 | 2310 | -2186,15
23 | 03442 | 00143 | 2413 | -2123.93
24 | 03581 | 00142 | 2516 | -193871
25 | 03720 | 00142 | 2620 | -2052,94
26 | 03859 | 00142 | 27.23 | -1930,32
27 | 03998 | 00141 | 2827 | -1859,33
28 | 04136 | 00141 | 2031 | -180581
20 | 04274 | 00141 | 3035 | -1767.20
30 | 04412 | 00141 | 3139 | -1722.60
31 | 04549 | 00140 | 3244 | -1687.90
32 | 04686 | 00140 | 3349 | -1608,87
33 | 04823 | 00140 | 3454 | -1609,28
34 | 04960 | 00139 | 3559 | -1525,06
35 | 0509 | 00139 | 3664 | -1454,74
36 | 05232 | 00139 | 3770 | -148538
37 | 05367 | 00139 | 3876 | -1434,54
38 | 05502 | 00138 | 3982 | -1418,01
39 | 05637 | 00138 | 4088 | -133548
20 | 05772 | 00138 | 41,94 | -1289.86
41 | 05906 | 00137 | 4301 | -1262,07
42 | 06040 | 00137 | 4408 | -1296.03
43 | 06174 | 00137 | 4515 | -119537
a4 | 06307 | 00137 | 4622 | -1202.61
45 | 06440 | 00136 | 4729 | -1129.10
46 | 06573 | 00136 | 4837 | -110830
47 | 06705 | 00136 | 4945 | -1062.56
48 | 06837 | 00135 | 5053 | -1026.76
49 | 06969 | 00135 | 5161 | -1077.53
50 | 07101 | 00135 | 5270 | -1037.47
51 | 07232 | 00135 | 53,78 970,65
52 | 07363 | 00134 | 5487 989,03
53 | 07493 | 00134 | 5596 | -1011,49
54 | 07624 | 00134 | 57,06 997,39
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Tabela Z25. cd.

Xt Mt
NEl M | M Xt/Mt [cal?mol]
55 | 07753 | 00133 | 5815 205,66
56 | 07883 | 00133 | 59,25 938,47
57 | 08012 | 00133 | 60,35 909,72
58 | 08141 | 00133 | 61,45 867,77
50 | 08270 | 00132 | 62,55 916,40
60 | 08399 | 00132 | 6366 783,61
61 | 08527 | 00132 | 6477 82311
62 | 08654 | 00131 | 6588 822,36
63 | 08782 | 00131 | 66,99 772,42
64 | 08909 | 00131 | 6810 814,84
65 | 09036 | 00131 | 69,22 803,56
66 | 09163 | 00130 | 7034 737.37
67 | 09289 | 00130 | 7146 785,28
68 | 09415 | 00130 | 7258 758,92
69 | 09540 | 00120 | 7370 682,88
70 | 09666 | 00120 | 7483 714,70
71 | 09791 | 00120 | 7596 746,24
72 | 09915 | 00129 | 77,09 709,42
73 | 10040 | 00128 | 7822 612,30
74 | 10164 | 00128 | 7935 634,54
75 | 10288 | 00128 | 8049 632,30
76 | 10411 | 00128 | 8163 573,62
77 | 10534 | 00127 | 8277 654,97
78 | 10657 | 00127 | 8391 610,14
79 | 10780 | 00127 | 8505 580,00
80 | 10902 | 00127 | 86,20 597,88
81 | 11024 | 00126 | 87,35 635,07
82 | 11145 | 00126 | 88,50 551,40
83 | 11267 | 00126 | 89,65 616,13
84 | 11388 | 00125 | 9081 534,50
85 | 11508 | 00125 | 91,97 538,13
86 | 11629 | 00125 | 9312 520,36
87 | 11749 | 00125 | 94,29 521,82
88 | 11868 | 00124 | 9545 542,54
80 | 11988 | 00124 | 96,61 460,30
90 | 12107 | 00124 | 97,78 542,76
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Tabela Z26. Wyniki miareczkowania kalorymetrycznego w 25°C 10 uM wodnego roztworu
dendrymeru PPl G4 5 mM wodnym roztworem tegafuru. W tabeli podano odpowiednio Xi-
stezenie molowe tegafuru w celi pomiarowej, Mi-stezenie molowe PPI G4 w celi pomiarowej,
Xid/Me-stosunek molowy tegafuru do dendrymeru PPl G4 w celi pomiarowej, Qm- efekt
cieplny oddzialywan dendrymeru PPI G4 z tegafurem skorygowany o efekt cieplny
rozcienczania tegafuru.

Xt Mt
AL N I 1V I [cal?mol]
1 00419 | 0,0099 1,22 5448 50
2 00523 | 0,0099 5.28 -4910,16
3 00627 | 0,0099 6.34 4582.77
4 00730 | 0,0099 7.41 -4116,55
5 00834 | 0,0098 8.48 -3830,90
6 00937 | 0,0098 9.55 -3486,35
7 01040 | 00098 | 1062 | -3186.37
8 01143 | 00098 | 11,69 | -2834,04
9 01245 | 00098 | 1277 | -2744.21
10 | 01347 | 00097 | 1385 | -2500,25
11 | 01450 | 00097 | 1493 | -239304
12 | 01551 | 00097 | 1601 | -2224.08
13 | 01653 | 00097 | 1710 | -207031
14 | 01754 | 00097 | 1818 | -190847
15 | 0185 | 00096 | 1927 | -1699,92
16 | 01957 | 00096 | 2036 | -182684
17 | 02057 | 00096 | 2146 | -1659,19
18 | 02158 | 00096 | 2255 | -1540,63
19 | 02258 | 00096 | 2365 | -1499,76
20 | 02358 | 00095 | 2475 | -1532.45
21 | 02458 | 00095 | 2585 | -148750
22 | 02558 | 00095 | 2696 | -1344.47
23 | 02657 | 00095 | 2807 | -1352.64
24 | 02757 | 00095 | 2018 | -1189.18
25 | 0285 | 00004 | 3029 | -1222.72
26 | 02054 | 00094 | 3140 | -1253386
27 | 03053 | 00094 | 3252 | -108239
28 | 03151 | 00094 | 3364 | -111842
29 | 03250 | 00094 | 3476 957,82
30 | 03347 | 00093 | 3588 925,06
31 | 03445 | 00093 | 37,00 944,53
32 | 03543 | 00093 | 3813 768,16
33 | 03640 | 00093 | 39.26 852,10
34 | 03737 | 00093 | 40,39 791,24
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Tabela Z26. cd.

Xt Mt
NE vy | vy | MU fcaimol
35 | 03834 | 00092 | 4152 78543
36 | 03930 | 00002 | 42,66 694,65
37 | 04027 | 00002 | 4380 668,33
38 | 04123 | 00092 | 4494 651,30
39 | 04219 | 00092 | 46,08 604,06
40 | 04314 | 00091 | 4723 606,52
41 | 04410 | 00091 | 4837 594,49
42 | 04505 | 00091 | 49,52 709,24
43 | 04600 | 00091 | 50,67 535,04
44 | 04695 | 00091 | 5183 479,45
45 | 04789 | 00090 | 5298 533,53
46 | 04884 | 00090 | 5414 517,31
47 | 04978 | 00090 | 5530 463,01
48 | 05072 | 00090 | 5646 462,51
49 | 05166 | 00090 | 57.63 446,07
50 | 05259 | 00089 | 58,79 373,07
51 | 05352 | 00089 | 5996 430,74
52 | 05445 | 00089 | 6113 384,13
53 | 05538 | 00089 | 62,31 384,25
54 | 05631 | 00089 | 6348 412,29
55 | 05723 | 00089 | 64,66 375,51
56 | 05815 | 00088 | 6584 373,12
57 | 05907 | 00088 | 67,02 424,08
58 | 05999 | 00088 | 6821 304,63
50 | 06090 | 00088 | 69,39 321,07
60 | 06182 | 00088 | 7058 457,80
61 | 06273 | 00087 | 7177 211,48
62 | 06364 | 00087 | 72,97 378,85
63 | 06454 | 00087 | 7416 398,67
64 | 06545 | 00087 | 7536 308,67
65 | 06635 | 00087 | 7656 291,66
66 | 06725 | 00087 | 77.76 244,49
67 | 06815 | 00086 | 7897 253,43
68 | 06904 | 00086 | 8017 364,46
69 | 06993 | 00086 | 81.38 418,78
70 | 07082 | 00086 | 8259 215,76
71 | o771 | 00086 | 8380 231,75
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Tabela Z26. cd.

Xt Mt
NE vy | vy | MU fcaimol
72 | 07260 | 00085 | 8502 260,32
73 | 07348 | 00085 | 8624 264,57
74 | 0743 | 00085 | 87.46 254,27
75 | 07524 | 00085 | 8868 132,54
76 | 07612 | 00085 | 89,90 265,99
77 | 07700 | 00085 | 9113 211,72
78 | 07787 | 00084 | 9236 237,74
79 | 07874 | 00084 | 9359 177,94
80 | 07961 | 00084 | 94,82 328,89
81 | 08048 | 00084 | 96,06 251,38
82 | 08134 | 00084 | 97,29 171,93
83 | 08220 | 00083 | 9853 144,28
84 | 08306 | 00083 | 9978 216,39
85 | 08392 | 00083 | 101,02 | -22981
86 | 08477 | 00083 | 10227 | -213.18
87 | 08563 | 00083 | 10351 | -153.68
88 | 08648 | 00083 | 10477 | -192,77
89 | 08733 | 00082 | 10602 | -230.95
9 | 08817 | 00082 | 10727 | -178,60

Tabela Z27. Wyniki miareczkowania kalorymetrycznego 40 uM wodnego roztworu
dendrymeru PPl G4 20 mM wodnym roztworem azydotymidyny w 25°C. W tabeli podano
odpowiednio X stezenie molowe azydotymidyny w celi pomiarowej, M-Stezenie molowe
PP1 G4 w celi pomiarowej, X¢Mi-stosunek molowy azydotymidyny do dendrymeru PPl G4 w
celi pomiarowej, Qm- efekt cieplny oddziatywan dendrymeru PPI G4 z azydotymidyng

skorygowany o efekt cieplny rozciefczania azydotymidyny.

Xt Mt
NE My | pmvy | XYM [caI/Qmol]
1 | 00839 | 00398 | 211 | -2472.52
2 | 01257 | 00398 | 316 | -2234.07
3 | 01674 | 00397 | 422 | -2008.10
4 | 02001 | 00396 | 528 | -1807.84
5 | 02506 | 00395 | 634 | -1657.26
6 | 02021 | 00394 | 741 | -149943
7 | 03334 | 00393 | 848 | -1381,96
8 | 03747 | 00393 | 955 | -1254.75
9 | 04159 | 00392 | 1062 | -116411
10 | 04570 | 00391 | 1169 | -108462
11 | 04980 | 00390 | 1277 | -100019
12 | 05390 | 00389 | 1385 | -934,05
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Tabela Z27. cd.

Xt | Mt
NE vy | Mg | XTME ] catimor
13 | 05798 | 0,0388 | 1493 | -879,50
14 | 06205 | 00388 | 1601 | -821,78
15 | 06612 | 00387 | 17.10 | -762,11
16 | 0,7018 | 0,0386 | 1818 | -724,52
17 | 07423 | 00385 | 1927 | -662,03
18 | 0,7827 | 00384 | 2036 | -624,49
19 | 08230 | 00384 | 2146 | -593,72
20 | 08632 | 00383 | 2255 | -569,28
21 | 00033 | 00382 | 2365 | -52663
22 | 09434 | 00381 | 2475 | -490,77
23 | 09833 | 00380 | 2585 | -469,86
24 | 1,0232 | 00380 | 2696 | -452,79
25 | 1,0630 | 00379 | 2807 | -430,18
26 | 1,027 | 00378 | 2918 | -39859
27 | 1,1423 | 00377 | 3029 | -389.49
28 | 1,1818 | 00376 | 31,40 | -375.99
29 | 12212 | 00376 | 3252 | -339,92
30 | 1,605 | 0,0375 | 3364 | -331,94
31 | 1,998 | 0,0374 | 3476 | -311,13
32 | 1,3389 | 00373 | 3588 | -300,98
33 | 1,3780 | 0,0372 | 37,00 | -280,63
34 | 14170 | 00372 | 3813 | -277,01
35 | 14559 | 0,0371 | 39,26 | -264,04
36 | 1,4947 | 0,0370 | 4039 | -231,01
37 | 15334 | 0,0369 | 41,52 | -237,93
38 | 15721 | 0,0369 | 42,66 | -220,06
39 | 1,6106 | 0,0368 | 4380 | -214.81
20 | 16491 | 00367 | 4494 | -199,14
41 | 16874 | 00366 | 46,08 | -194,42
42 | 17257 | 00365 | 47,23 | -179.86
43 | 1,7639 | 00365 | 4837 | -170,27
44 | 1,8020 | 00364 | 4952 | -169.20
45 | 1,8400 | 00363 | 50,67 | -156,99
46 | 18779 | 00362 | 51,83 | -159,60
47 | 19158 | 00362 | 5298 | -150.48
48 | 19535 | 00361 | 5414 | -15452
49 | 1,9912 | 00360 | 5530 | -143.95
50 | 20287 | 0,0359 | 5646 | -143.28
51 | 20662 | 0,0359 | 57,63 | -139.24
52 | 21036 | 0,0358 | 5879 | -128.17
53 | 21409 | 0,0357 | 59,96 | -137,58
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Tabela Z27. cd.

Xt | Mt
NE vy | oM | XTME ] catimol
54 | 21781 | 0,0356 | 61,13 | -14052
55 | 22153 | 0,0356 | 62,31 | -119.27
56 | 22523 | 0,0355 | 6348 | -111,84
57 | 22803 | 0,0354 | 64,66 | -110,96
58 | 2,3261 | 0,0353 | 6584 | -110,80
59 | 23629 | 0,0353 | 67,02 | -102,06
60 | 23996 | 00352 | 6821 | -94,63
61 | 24362 | 00351 | 69,39 | -10455
62 | 24727 | 00350 | 7058 | -9551
63 | 25091 | 00350 | 71,77 | -92.45
64 | 25455 | 00349 | 72,97 | -76.43
65 | 25817 | 00348 | 7416 | -84,23
66 | 26179 | 00347 | 7536 | -77.37
67 | 26539 | 00347 | 7656 | -87.42
68 | 26899 | 00346 | 7776 | -63.83
69 | 27258 | 00345 | 7897 | -66.19
70 | 27616 | 00345 | 8017 | -79.29
71 | 27973 | 00344 | 8138 | -86,10
72 | 28329 | 00343 | 8259 | -6156
73 | 28685 | 00342 | 8380 | -6859
74 | 20039 | 00342 | 8502 | -7552
75 | 29303 | 00341 | 8624 | -5861
76 | 29746 | 00340 | 87.46 | -53.38
77 | 30008 | 00339 | 8868 | -4575
78 | 30449 | 00339 | 8990 | -5810
79 | 30799 | 00338 | 9113 | -5481
80 | 31148 | 00337 | 9236 | -46,02
81 | 3496 | 00337 | 9359 | -24,01
82 | 31844 | 00336 | 9482 | -52.47
83 | 32190 | 0,0335 | 9606 | -33,14
84 | 3253 | 00334 | 9729 | -36,18
85 | 32881 | 0,0334 | 9853 | -40,47
86 | 33225 | 00333 | 9978 | -4371
87 | 33568 | 0,0332 | 101,02 | -27,10
88 | 33910 | 00332 | 10227 | -27.83
89 | 34251 | 00331 | 10351 | -37,92
90 | 34501 | 0,0330 | 10477 | -47,57
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Tabela Z28. Wyniki miareczkowania kalorymetrycznego 1 uM wodnego roztworu
dendrymeru PPl G4 1 mM wodnym roztworem monofosforanu fludarabiny w 25°C. W tabeli
podano odpowiednio Xi- stezenie molowe monofosforanu fludarabiny w celi pomiarowej,
M¢-stezenie molowe PPI G4 w celi pomiarowej, Xi/M-stosunek molowy monofosforanu
fludarabiny do dendrymeru PPl G4 w celi pomiarowej, Qm- efekt cieplny oddziatywan
dendrymeru PPl G4 z monofosforanem fludarabiny skorygowany o efekt cieplny
rozcienczania monofosforanu fludarabiny.

Xt Mt
NC ) mmy | e | UM [cal?mol]
1 | 00042 | 00010 | 421 722219
2 | 00063 | 00010 | 6,32 852511
3 | 00084 | 00010 | 844 -9508,97
4 | 00105 | 00010 | 1056 | -978505
5 | 00125 | 00010 | 12,69 | -952570
6 | 00146 | 00010 | 1482 | -8894,99
7 | 00167 | 00010 | 1695 | -9657.46
8§ | 00187 | 00010 | 1909 | -8876,92
o | 00208 | 00010 | 2124 | -800191
10 | 00229 | 00010 | 2338 | -7425,10
11 | 00249 | 0,0010 | 2554 | -697356
12 | 00270 | 0,0010 | 27.69 | -7319,02
13 | 0,0290 | 0,0010 | 29.85 | -6613.21
14 | 00310 | 0,0010 | 3202 | -5743,66
15 | 00331 | 00010 | 3419 | -585548
16 | 00351 | 0,0010 | 3637 | -5334,05
17 | 00371 | 0,0010 | 3854 | -4899.29
18 | 00391 | 0,0010 | 40,73 | -5248.42
19 | 00412 | 0,0010 | 4291 | -5534,57
20 | 00432 | 00010 | 4511 | -456533
21 | 00452 | 00010 | 4730 | -436364
22 | 00472 | 00010 | 4950 | -4098,90
23 | 00492 | 00010 | 5171 | -4257.40
24 | 00512 | 00009 | 5392 | -419569
25 | 00532 | 00009 | 5613 | -3753,64
26 | 0,0551 | 00009 | 5835 | -444828
27 | 00571 | 00009 | 6058 | -4376,66
28 | 00591 | 00009 | 6280 | -381553
20 | 00611 | 00009 | 6503 | -3521,71
30 | 00630 | 00009 | 6727 | -4017.83
31 | 0,0650 | 00009 | 6951 | -318349
32 | 00670 | 00009 | 7176 | -3608,63
33 | 00689 | 00009 | 7401 | -3774,35
34 | 00709 | 00009 | 7626 | -412513
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Tabela Z28. cd.

Xt Mt
NC My | v | XUME [cal?mol]
35 | 00728 | 00009 | 7852 | -3719,92
36 | 00747 | 00009 | 8078 | -3257.33
37 | 00767 | 00009 | 8305 | -3554.45
38 | 00786 | 00009 | 8532 | -3147,32
39 | 0,0805 | 00009 | 87,60 | -3079.46
40 | 00825 | 00009 | 8988 | -2941,60
41 | 00844 | 00009 | 9216 | -3194.75
42 | 00863 | 00009 | 9445 | -2537.99
43 | 00882 | 00009 | 9674 | -2386.89
a4 | 00901 | 00009 | 9904 | -2103.97
45 | 00920 | 00009 | 10135 | -2381.88
46 | 00939 | 00009 | 10365 | -2551,90
47 | 00958 | 0,0009 | 10596 | -2082,04
48 | 00977 | 00009 | 10828 | -182672
49 | 00996 | 00009 | 11060 | -204629
50 | 01014 | 00009 | 112,92 | -209513
51 | 01033 | 00009 | 11525 | -2402,00
52 | 01052 | 00009 | 11759 | -2105.80
53 | 01071 | 00009 | 11992 | -1347,31
54 | 01089 | 00009 | 12227 | -1594.63
55 | 01108 | 00009 | 12461 | -2257.35
56 | 01126 | 00009 | 12696 | -1990,31
57 | 01145 | 00009 | 12932 | -1310,63
58 | 01163 | 00009 | 13168 | -1432.28
50 | 01181 | 00009 | 13404 | -1577,02
60 | 01200 | 0,0009 | 13641 | -147152
61 | 01218 | 00009 | 13879 | -144401
62 | 01236 | 0,0009 | 14116 | -1097,04
63 | 01255 | 0,0009 | 14355 | -1026,28
64 | 01273 | 0,0009 | 14593 | -1219,73
65 | 01291 | 00009 | 14832 | -797.30
66 | 01309 | 0,0009 | 150,72 | -1437.44
67 | 01327 | 00009 | 15312 | -1939,73
68 | 01345 | 0,0009 | 15552 | -1594,34
69 | 01363 | 00009 | 157,93 | -1600,67
70 | 01381 | 00009 | 16034 | -92257
71 | 01399 | 00009 | 16276 | -924.48
72 | 01417 | 00009 | 16518 | -1582,16
73 | 01434 | 00009 | 16761 | -1140,63
74 | 01452 | 00009 | 170,04 | -1240,31
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Tabela Z28. cd.

Xt Mt
NE g | vy | MU fcatimol
75 | 01470 | 00009 | 17248 | -137621
76 | 01487 | 00009 | 17401 | -1199,79
77| 01505 | 00008 | 177.36 | -74758
78 | 01522 | 00008 | 17981 | -637.76
79 | 01540 | 00008 | 18226 | -91577
80 | 01557 | 00008 | 18472 | -626,93
81 | 01575 | 00008 | 18718 | -47171
82 | 01592 | 00008 | 18964 | -1348.90
83 | 01610 | 00008 | 19211 | -773.65
84 | 01627 | 00008 | 19459 | -806,38
85 | 01644 | 00008 | 197,07 | -80158
86 | 01661 | 0,0008 | 19955 | -543.25
87 | 01678 | 0,0008 | 20204 | -963.66
88 | 01696 | 0,0008 | 20453 | -127554
89 | 01713 | 00008 | 207,03 | -89473
90 | 01730 | 0,0008 | 20053 | -404,14

Tabela Z29. Wyniki miareczkowania kalorymetrycznego 20 uM wodnego roztworu
dendrymeru PPl G4 50 mM wodnym roztworem L-a-tryptofanu w 25°C. W tabeli podano
odpowiednio Xi- stezenic molowe L-a-tryptofanu w celi pomiarowej, Mi-Stezenie molowe
PPI1 G4 w celi pomiarowej, X¢/Mt-stosunek molowy L-a-tryptofanu do dendrymeru PPl G4 w
celi pomiarowej, Qm- efekt cieplny oddzialywan dendrymeru PPI G4 z L-a-tryptofanem

skorygowany o efekt cieplny rozcienczania L-a-tryptofanu.

Xt | Mt
N1 My | mwg | XYM [caI/Qmol]
1 | 035 | 002 | 1757 | -239.85
2 | 052 | 002 | 2641 | -173,60
3 | 070 | 002 | 3527 | -137.41
4 | 087 | 002 | 4417 | <1071
5 | 104 | 002 | 5300 | -91.01
6 | 121 | 002 | 6205 | -7314
7 | 138 | 002 | 7103 | -6647
8 | 155 | 002 | 8005 | -6111
o | 172 | 002 | 8910 | 5413
0 | 18 | 002 | 9818 | -47.12
11 | 206 | 002 | 10729 | -42.35
12 | 222 | 002 | 11643 | -4025
13 | 239 | 002 | 12560 | -31,15
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Tabela Z29. cd.

Xt | Mt
NE g | g | VMU | carimol
14 | 256 | 002 | 13480 | -28.80
15 | 272 | 002 | 14403 | -26.78
16 | 289 | 002 | 15329 | -24.93
17 | 305 | 002 | 16259 | -2072
18 | 322 | 002 | 17101 | -1820
19 | 338 | 002 | 18127 | -17.86
20 | 354 | 002 | 19065 | -15,50
21 | 370 | 002 | 20007 | -1534
22 | 387 | 002 | 20951 | -16,68
23 | 203 | 002 | 21899 | -1589
24 | 419 | 002 | 22850 | -1415
25 | 435 | 002 | 23804 | -15,00
26 | 450 | 002 | 247.61 | -12.66
27 | 466 | 002 | 25721 | -12.29
28 | 482 | 002 | 26684 | -11.79
29 | a98 | 002 | 27650 | -1047
30 | 513 | 002 | 28619 | -7.59
31 | 529 | 002 | 29501 | -10,30
32 | 545 | 002 | 30567 | -837
33 | 560 | 002 | 31583 | -628
34 | 575 | 002 | 32527 | -684
35 | 501 | 002 | 33511 | -824
36 | 606 | 002 | 34499 | -585
37 | 621 | 002 | 35489 | -695
38 | 636 | 002 | 36483 | -765
39 | 651 | 002 | 37480 | -506
40 | 666 | 002 | 38480 | -602
2 | 68 | 002 | 39483 | -691
42 | 69 | 002 | 40489 | -403
43 | 711 | 002 | 41498 | -526
a4 | 726 | 002 | 42510 | -435
45 | 741 | 002 | 43525 | -563
46 | 755 | 002 | 44543 | -507
47 | 770 | 002 | 45620 | -423
48 | 785 | 002 | 46589 | -379
49 | 799 | 002 | 47617 | -2.88
50 | 813 | 002 | 48647 | 511
51 | 828 | 002 | 49681 | -479
52 | 842 | 002 | 50718 | -4.06
53 | 856 | 002 | 51757 | -562
54 | 870 | 002 | 52800 | -406
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Tabela Z30. Wartoéci przesunieé chemicznych sygnatéw *H NMR 140 uM dendrymeru PPI

G4 oraz jego mieszanin z 5-fluorouracylem w zakresie stosunku molowego [FU]/[PPI G4] od

5/1 do 230/1 w D20 w temperaturze pokojowe;j.

o H® o HY o HE 3 HA o HY

[FUVIPP1 GA4] |c PP1 GAluMI | ¢ FUIMMI | 15om] | [ppm] | [ppm] | [ppm] | [ppm]
0 140 0 2582 | 2440 | 2382 | 1561 | 1561
5 140 700 2604 | 2445 | 2382 | 1565 | 1,565
10 140 1400 2642 | 2459 | 2388 | 1581 | 1,581
20 140 2800 2711 | 2465 | 2,381 | 1,635 | 1,554
40 140 5600 2,774 2,449 2,350 1,657 1,532
60 140 8400 2814 | 2441 | 2336 | 1674 | 1520
80 140 11200 | 2831 | 2432 | 2326 | 1677 | 1,509
100 140 14000 | 2845 | 2433 | 2312 | 1687 | 1,507
150 140 21000 | 2854 | 2422 | 2286 | 1684 | 1,502
230 140 32200 | 2863 | 2418 | 2279 | 1687 | 1504

Tabela Z31. Wartosci przesunie¢ chemicznych sygnatow *H NMR 40 uM dendrymeru PPI
G4 oraz jego mieszanin z 5-jodouracylem w zakresie stosunku molowego [5-1U]/[PPI G4] od
5/1 do 100/1 w D20 w temperaturze pokojowej.

[UJ/[PPI] cPPIG4| c5-1U & HE o HE o H® 6 HA o HA
[uM] [uM] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]

0 40 0 2,657 2,459 2,389 1,603 1,560

5 40 200 2,692 2,467 2,385 1,617 1,551

10 40 400 2,723 2,467 2,385 1,621 1,552

20 40 800 2,740 2,456 2,369 1,638 1,540

40 40 1600 2,799 2,438 2,339 1,664 1,524

60 40 2400 2,816 2,425 2,317 1,665 1,524

80 40 3200 2,828 2,422 2,309 1,666 1,514
100 40 4000 2,840 2,406 2,298 1,672 1,509
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Tabela Z32. Wartoéci przesunieé¢ chemicznych sygnatéw *H NMR 140 pM dendrymeru PPI
G4 oraz jego mieszanin z tegafurem w zakresie stosunku molowego [TF]/[PPI G4] od 5/1 do
230/1 w D20 w temperaturze pokojowe;j.

c PPI & HC o HF o HE o HA o HA
[TFVPPIGAL| Gapumy | S TFIBME | opm) oom] | [ppml | [ppm] | [ppm]
0 140 0 2,595 2,446 2,384 1,565 1,565
5 140 700 2,611 2,449 2,386 1,572 1,572
10 140 1400 2,647 2,460 2,388 1,583 1,583
20 140 2800 2,704 2,464 2,380 1,628 1,555
40 140 5600 2,777 2,458 2,364 1,663 1,544
60 140 8400 2,812 2,450 2,349 1,677 1,536
80 140 11200 2,833 2,446 2,348 1,687 1,529
100 140 14000 2,851 2,446 - 1,696 1,528
150 140 21000 2,859 2,442 - 1,697 1,528
230 140 32200 2,871 2,438 - 1,700 1,537

Tabela Z33. Wartosci przesunieé¢ chemicznych sygnatow ‘H NMR 140 uM dendrymeru PPI
G4 oraz jego mieszanin z azydotymidyng w zakresie stosunku molowego [AZT]/[PPI G4] od
5/1 do 230/1 w DO w temperaturze pokojowej.

CPPIG4 [ cAZT | 6H® | 8H® | 8H* | 8H”
AZT]/[PPI G4
[AZTIN ] [eM] [uM] | [ppm] | [ppm] | [ppm] | [ppm]
0 140 0 2,654 | 2466 | 1570 | 1,570
5 140 700 | 2,680 | 2,469 | 1618 | 1,564
10 140 1400 | 2,681 | 2,469 | 1,619 | 1,560
20 140 2800 | 2,711 | 2,476 | 1,637 | 1,562
40 140 5600 | 2,734 | 2,481 | 1,648 | 1,565
60 140 8400 | 2,734 | 2,476 | 1,648 | 1,562
80 140 11200 | 2,740 | 2,478 | 1651 | 1,562
100 140 14000 | 2,747 | 2,479 | 1652 | 1,562
150 140 21000 | 2,758 | 2,476 | 1,660 | 1,561
230 140 32200 | 2,766 | 2,473 | 1,677 | 1,562
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Tabela Z34. Wartosci przesunie¢ chemicznych sygnatéw H NMR 40 uM dendrymeru PPI
G4 oraz jego mieszanin z monofosforanem fludarabiny w zakresie stosunku molowego
[F-ara-AMP]/[PPI G4] od 5/1 do 20/1 w D,O w temperaturze pokojowej.

cPPI G4 | cF-ara-AMP | & H® o HF o HB o HA o HA

F-ara-AMP]/[PPI
[ VPP ) [uM] (pom] | [ppml | [ppm] | [ppm] | [ppml]
0 40 0 2,679 2,472 2,399 1,616 1,568
5 40 200 2,728 2,490 2,341 1,628 1,523
10 40 400 2,774 2,360 2,261 1,634 1,488
20 40 800 2,816 2,312 2,195 1,638 1,472

Tabela Z35. Wartosci przesunieé chemicznych sygnatéw H NMR 140 uM dendrymeru PPI
G4 oraz jego mieszanin z L-a-tryptofanem w zakresie stosunku molowego [Trp]/[PPI G4] od
5/1 do 230/1 w D20 w temperaturze pokojowe;.

c PPI G4 cTrp SHC | sHF o HB é HA o HA

[Trpl[PP1 G4] [eM] [wM] | [ppm] | [ppm] | [ppm] | [ppm] | [ppm]
0 140 0 2,647 | 2463 | 2394 | 1571 | 1571
5 140 700 2,677 | 2468 | 2393 | 1,615 | 1,560
10 140 1400 2,604 | 2470 | 2,388 | 1,627 | 1,556
20 140 2800 2,704 | 2462 | 2,380 | 1,626 | 1,550
40 140 5600 2,713 | 2445 | 2355 | 1,627 | 1,533
60 140 8400 2,725 | 2437 | 2,341 | 1,627 | 1,523
80 140 11200 | 2,728 | 2424 | 2,319 | 1,619 | 1,510
100 140 14000 | 2,732 | 2,413 | 2,323 | 1,631 | 1,507
150 140 21000 | 2,715 | 2,361 | 2,280 | 1,609 | 1,487
230 140 32200 | 2,698 | 2,322 | 2,242 | 1583 | 1,462

Tabela Z36. Wartoéci przesunie¢ chemicznych sygnatéow H NMR 40 uM dendrymeru PPI
G4 oraz jego mieszanin z L-a-tyrozyng w zakresie stosunku molowego [Tyr]/[PPI1 G4] od
10/1 do 40/1 w D.O w temperaturze pokojowej.

CPPIG4| cTyr o HC o HE o HE SHA | dHN

Tyr]/[PPI G4
[Tyl ] [uM] [uM] [opm] | [ppm] | [ppm] | [ppm] | [ppm]
0 40 0 2,730 2491 | 2414 | 1649 | 1571
10 40 400 2,750 2492 | 2418 | 1666 | 1577
20 40 800 2,767 2496 | 2,418 | 1672 | 1,578
40 40 1600 2,779 2498 | 2,419 | 1,685 | 1,578
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Tabela Z37. Potencjat { makroczasteczek PPI G4 podczas miareczkowania wodnego 10 uM
roztworu PPI G4 wodnym 35 mM roztworem 5-fluorouracylu (5-FU) w temperaturze 20°C.

[5-FU]J/[PPI] | Potencjal {
0 15,33
5 29,23
10 38,47
15 41,27
20 42,20
25 40,00

30 39,90
35 38,85
40 37,93
45 37,93
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H!E-l.dr_.;'d.nrur dhialysis indicate that poly propyleneimine] G4 dendrimer has twosets of adtive cenbres comprising: ny = 5 + 1
5. Flunmracil sites with higher binding constant wwards 5-fluorouracil and nz = 39 + 3 sites with lower binding constant to-

m wards this particular drug. The obtained results of a study on binding of S-Nuorouracil by the poly

Diakysis [ propyleneimine] Gd dend imer were compared with resules for binding aof this drug by poly (amidoamine)
"HHNME {PAMAM) G4 dendrimer mucromolecules with the same number of surface, primary amine gosps.
Zeta-potentlad & 2000 Elsevier BV. All rights reserved.
1. Introduction formatioen with the selected anti-cancer drug, 5-fluorouracil in an ague-
ous medivm.
Studies  on poly  (amine) dendrirmers, especially  poly PPI dendrirmers are terminated with terminal amine groups of cat-

[propylensiming) (PP1) and poly (amidoamine) PAMAM [1-8], as po-
tential transporters of oncologic [9-11), anti-infection [12], anti-
inflarnmuatory drsgs, painkiller drugs and non-viral vectors of genetic
rnaterial | 13-17) are undertaken by many laboratories. This is the case
because of the amplification of the therapeutic effect |dendritic effect)
[18] through simultaneous transport of many molecules of the drug
through one macromalecule of the carrier. Compared to PARMAM, PP
dendrimers are more simple o synthesise and more resistant to ele-
vated remperamures [19,20]. The structure of PPl dendrimers makes
thiem an excellent material for biomedical [21] and technologecal appli-
cations [22). Thermodynamic analysis of interactions between func-
tipnal groups of dendrimer macromadecules and cytostatic agents
used in therapy is of key importance in terms of understanding the sta-
hility of the formed supramolecular complexes in aquesus solutions and
of explanation of the mechanism of drug transport and release by the
rmacromalecule inside the body. Thus, we decided to undertake a
study on the stoichiometry and thermodynamics of PP G4 complex

* Cormesponding authors.
E-munil aebtresses: sdam buczkowski@chemiaud kod pl A Bucrkowski],
bartiomie)palecrdchemiun Liodz pl (B, Falscz].

hitpee /ol org, 10,101 Gjumaoliq 2020113534
0167-T322/0 2020 Elsevier BY. All rights ressrved.
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jonkc nature. This, they show high affinity towards biological mem-
branes and fadlitate drug ransport into the cell [23]. PM dendrimers,
sirnilar to other cationkc dendrimers, exhibit certain toxicity [24-26],
which can be minimised, however, whilst retaining the desired thera-
peutic effect [24,27], substituting some of terminal amine groups with
sugar moieties |28-30] or polyethylene glycol chains [PEG) |24.31]
and moreover in the case of aaive ransport [ 32] also with folic acid res-
idues [33]. However, functional groups of the basic (unmodified ) struc-
twre of this podyrmer stll act as centres binding the manspomed drug in
less tomic, substituted PPl dendrimers.

We have selected a fourth generation PP1 G4 dendrimer (MW =
7168 Da), the diameter of the macromolecule of which is ca. 2.8 nm
|34.35] and which is formed by a diaminobutane (DAE) and by four
branches {dendrons). The structure of the PPl G macromolecule in-
cludes 62 tertiary amine groups (pK; = 6.10) and &4 terminal primary
amine groups [piy; = 9.75) [ 36]. These groups can act as active cenires
far S-Auorowracil, bound through hydrogen bonds and electrostatic in-
teractions. Results of computer simulations [ 36-39] confirm that the
structure of the PP Gd dendrimer is parially open, enabling penetration
of srnaller ligand miodecules under the surface of this macromolecule.

The ligand we studied was S-fluorowracil, pyrimidine anm-
metabolite used as a highly toxic oncologic dreg and an important
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element of chernotherapy in multi-drug regimens |40,41]. Despite nu-
merous side effects, this drug is used in therapy of Lange intestine cancer
[4243], skin cancer [44.45), breast cancer [46] and head and neck cancer
[47]. 5-Fluorouracil has weak acidic properties (p&, = 8.13 [48] . Polar
molecubes of S-feorouracil (dipale moment g = 357 D |49] and logh =
-1.78 |48, logP = -0.8Y [48]) are moderately soluble in water (5 =
85.1 mM at 20 "C | 50]). In agueous selution, this dreg displays its ab-
sorption maximum at 266 nm, £ = 6920 M~" cm™" |51,52].

The objective of this work was to use static methods | solubility mea-
surements, diakyses, "H MMER spectroscopy ] and dynamic methods (zeta
potential measurements and calorimetric titration) toe determine the
number of 5-fluorouracil molecules bound by the PPL G4 dendrimer
macormodecule, as well as to determine thermodynamic parameters,
such as the equilibrium constant, enthalpy and enrogy of PP G4 - FU
complex fermation in aquesus solutions. The obtained parameters of
FU to PP G4 binding in aqueous medium were compared to the param-
eters of thie FU with PAMAM G4 bond availabde in the literature.

2. Materials and methods
2.1, Materials

PPl G4 dendrimer (SyMO-Chem, purity 297%) with diaminobutane
core and &4 primary armine end groups, S-fAuorowracil {Sigma-Aldrich,
=0, benzoylated dialysis tubing {MWOD 2 kDa, Sigma-Abdrich ), deu-
terium axide [Sigma-Abdrich, =00.99%), water distilled three times and
degassed. All chernicals were of analytical grade and used withouwt fur-
ther purification.

In this work the uniform generation nomenclature was used o
name the generation of studied PPl dendrimer, in accordance with
Tomalia and Rookmaker |53] postulate. This kind of generation nomen-
clature is especially convenient for the comparison purposes between
PPl and PAMAM dendrimers, since for the same core and generation
af PP ansd PAMAM macrarmobecules the number of termminal functisnal
groups is the same.

22 Zea potentiol measurement

Stobchsometry of the band of the PP G4 with FU complex was deter-
mined usng the zeta potental technigue [ Anton Paar, Litesizer 500} at
20 "C. An applied voltzge of 100 W was used. 350l 10 p aqueowus solu-
tion af PPl G4 was titrated, gradually adding a total of 30 pl of 35 mM
aquesus solution of S-fAuorouracil Portions of 0.5 pl of the trant were
added before the end point [EP) of the titration, and 5 pl titrant portions
(AU solution) were added after the EF. A minimum of 5 measurements
were made per sample.

2.3, Sohability measuremenis

Solubility of S-fluorouradl was determined wsing specrophotome-
try | Specord 50, Analytic jena) in the LN range (A, = 266nm, £, =
G920 M~" e '), in a series of drug-saturated agueous solutions of the
Pl Ga dendrimer with increasing polyrmer concentrations, from 100 pa
no 1000 phd. Sampdes, 2 mil each, were prepared by dissolving the dreg
added in excess to the aqueous solution of the dendrimer. The dreg
wias dissobved over a week, at room temperature (20 "C) under light
protection. During this time, samples were kept under the protection
af the nitrogen atmosphere.

2.4, Equitibrium diadysis

Using the equilibrium dialysis method described in the literature
[54-57] (double-comparmment Harvard Apparatus Teflon dialyser,
USA, comparmment volume 500 pl) the equilibrium distribution of FU
conceniration between the agueous phase and the 40 ph PP1GA dendri-
mer selution was determined. Both dialysed phases were separated
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with a semi-permeable membrane with MWCOO 2 kDa The studied so-
Tutions were dialysed for 24 har room temperature (20 °C). The dialysis
studies were performed for mixtures with constant dendrimer concen-
tration [40 pM) and increasing drug concentration, up to the molar ratio
dreg/dendrimer of 490,1.

Thius determined bond isothenm, amilar to previows works | 54-57),
wias described with bwo-parameter, non-linear regression using one ac-
tive site type model equation [57-59]:

Knf
b (M
where:

K - equilibriurm constant of the ligand-active site complex,

n - the number of binding sites of the macromolecule,

b - number of moles of combined ligand per one mole of

racromolecule,

f-ooncentration of free ligand.

In order tovary the populaton of active centres of the PP G4 dendri-
mier with higher and lower affinity to FU, the equilibrium dialysis results
wiere also described wsing the two adive site types model |59,60]. This
method |52,57) uses strong influence of bond parameters with bower [i-
gand affinity (n, Kz) on the shape of the graph of the function b(f) and of
bond parameters with higher ligand affinity (m,, K, ) on the shape of the
graph of the function 1,0{1,f). Calculations of bond parameters are then
performed in a cycle of concerted, two-parameter regressions, Wsing edq.
2 to determine parameters of ny, K: and eq. 3 for parameters of m, K,
[52,57,60]:

n K f nyKyf
TR Tt kS 2

X
1 G} +[£|+K1|G)+K1K1
F- (3

1
(mKy + ﬂ!i:z'l{f) + KyKa(my = m)

wihere: n,- number of active sites bonding the ligand with higher bind-
ing constant K, and ny- number of active sites bonding the ligand with
bower binding constant K.

25 "H NMR spectroscopy

Speciroscopic measurements were supported with recorded 'H
MMR spectra (Bruker Avance 11, 500 MHz) for mixtures of 140 g of
the PP G4 dendrimer with increasing drug concentration [up to the
miolar ratio drug/dendrumer of 230/1) in Dx0 as a medium, at rosm
temperamure (20 "C). The volume of every measured sample was
0.5 ml. Changes of positions of dendrimer proton peaks observed in
the specira were described wsing non-linear regression with a single ac-
fve site fype model equarion, analogous to previous works
[54,55,61-63):

.Y . I 1 o1 ol
“-T[(”ﬁ*m}‘ (]'E+E" ?] )

A difference in the shift of proton of the macromaolecule active site
after the addition of ligand,

A e — Maximal difference in the shift of proton of the macromale-
cube active site after the samration of the macromolecule with
ligand,

I - total ligand (dneg) concentraton.



A Bucrhovstd ot al / jourmal of Msleculer Lquits 313 (20210 1712534 3

25 Calorimetric measuremenis

Measurernents of thermal effects of drug interaction with the PP1GA
dendrimer were performed using calorimetric titraton (VP-ITC
MicroCal, USA) in isothermic conditions (25 °C). 40 pM aquesus solu-
tion of PP G4 (ina 1427 pl cell) was ttrated by injecting 95 samples,
3 plof 20 miM aqueous solution of S-flucrouracil {using a 287 4l syrings)
each. Every injection lasted 15 5. The interval between injections was
B0 s, The thermal effect describing direct dendrimer-dnug interactions
wids determined by subtracting the independently determined thermal
effects of drug dissolution in water and dilution of the 40 pM PP1 G4 so-
lution with water from the thermal effect of mixing aqueous solutions of
both compounds. Thus determined thermal effects of the interaction
were described using the single active site type moded [G4), as was the
case in previous works | 30,54,56,63,65,66], using the Origin MicroCal
software attached to the calorimeter.

3 Results
3.1. Zeta pofential mersurements

The stoichiemetry of drug binding to the PPI G4 dendrimer was de-
termined using the zeta potental (£) method. The £ potential of PP1G4
macromokecules was measured by titrating 10 pM aqueous solution of
PPI G4 using 35 mM aqueows solution of FU (Fig. 1) as a function of
the modar ratio of both components | FUL]C4]. The titration was finished
ar a [FU)/[C] valwe of 45/1. We have observed that increasing FU con-
centration in the mixiure results in a sharp increase of the measwred £
potential up to the end paint (EF) of 12 + 1, and the measured £ paten-
tial stabalises after the EP. This indicates that the PPLGA macromslecule
binds approxirmately 12 malecules of 5-fluorouracil. This process is ac-
companied by protonation of the amine groups of PP by FU molecules
acting as weak acid.

32 Sofubility messurements

Spectroscopic measurements of 5-fluorouracil solubility indicate
that drueg solubility increases approximately linearly with increasing
PPl G4 dendrimer conceniration in the mixture (Fig. 2). The slope of
this function n= 46 + 1 describes the maximum number of ligand
(dirug) molecules [65,67) bound to the PP1GY macromalecule in highly
concentrated [samrated) drug solutions.

—
=

@ 10 2 30 40 50
[FUlMG4]

Fig. 1. The ¢, potential of PP G4 macromolecules during titration of 108 aqueous solation
of PP G4 using 35 md aquescs solution of FU at 20 °C. Ervor bars were expressed a5 SEM,
N=5
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Fig. 2 Salubility of 5-Aunrouracil in ageeous solutions of the PP G4 dendrimer at noom
temperature. Error bars were expressed as SEM, N = 5.

33 Equilibrivm dimtysts

The distribution of FU concentration between water and aqueous
A0 pM PP1GA dendrimer solution determined using the equilibrium di-
alysis technigue was presented as a function of the number of moles of
baund drug per one mole of dendrimer macromolecules b and the con-
centration of free (unbound) drug F{Fig. 3 ). This isotherm was described
wsing rwo-parameter, non-linegar regression (Eq. 1), caboulating | Origin
7] the number of active sites in a PPl G4 dendrimer macromolecule
n= 42 + 3 and the binding constant for ligand (FU) binding to the ac-
tive site K=220 £ 30 (R* = 08819).

The isotherm describing the results of equilibrium dialyses of AU
with PPl G4 was also plotted in a double inversely proportional system
|51,52,57] as a function between 1/b and 1§ (Fig. 4a). The observed de-
viation from linearity of this function indicates differences between the
binding sites of PPI G4, including sites with higher (my, &;) and bower
[mz, K2} affinity to this drug. Thus, the two active site type model was
also used to describe the results of equilibrium dialyses [52,54,57 66]
By performing a cycle of conjugated, rwo-parameter regressions (Bq. 2
and 3) it was calculared (Origin 7.0, that a PPl G4 macromolecule has
n, =5 £ 1 sites strongly binding FU (with a K, = 16,300 + 3800 con-
stant) and n, = 39 + 3 sites with lower affinity to this drug (K, =
130 + 20}

n 42 +3
54 K 110 £M

000 0015 0020

fM]

0000 0.005

Fig- 3. lsotherm of S-Auorouraci binding with 40 ps PRI G4 dendrimer in aguecus
sadution at room cemperapare, plotted 5 a function of the &) parameter describing the
miokar G of bound A o PR G4 again free A coneneration (f].
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34. "H NMR spectroscopy

'H NMR spectra were recorded ( Fig. 5) for the PPI G4 dendrimer ata
concentration of 140 M, as well as for mextures of PPHGA (140 pM) with
S-fluorouracil (0.7 mM-32.2 mM) in D,0. Signals of PPL G4 proton

a- ¥ L

groups were assigned according to literature values [61,68-70). Increas-
ing FU concentration in the mixture results in deshielding of H* and H*
protons {Fig. 5) present in the close vicinity of surface amine groups.
The deshielding effect is more profound for H protons located closer
to the NH, group (a 0.28 ppm change) than in the case of further H*

a1
’r’ .‘,"'.\_" )
o J S /A a1 |
4 401
| . I AN
. NN\ o
=‘ u'-" llh|| N
1 i Sy o BN o, | o1
= /\J\fL [FUNGH)=81
AN
3 -~ 140 uM G4
s R gy W w0 s wem

Fig.5.'"HNMR spectra of PPIGA dendrimer [ 140 ) and the mixtures of 5-flocrouract! with FPI G4 dendramer {140 pM ] in D0 wathin the range of molar ratio [RU)/|GA4) from 5/1 to 320/1.
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protons (.12 ppm change ). This indicates that terminal amine groups
of the PP G4 dendrimer bind FU. The change of chernical shifts of H-
protons [ AS] as.a fundion of FU concentration in the modure () was de-
sribed using non-linear regression (Eg. 4], caloulating (Orkgin 7.0) the
number of binding sites n = 35 £ 5 and the equilibriurm constant
K = B50 + 460 (Fig 6).

3.5 Calorimetric measuremenis

The effects of water dilution of the 40 pM PM G4 solution (in the
cell), determined wsing the isothermal calorimetric titratson method
are negligibhy small within the measurement uncertainty lirnits (data
nioit 5hown . Thus, thermal effects describing direct dendrimer—dmug in-
teractions were caboulated by subtracting independently determined
thermal effects of dreg dissolution in water from the thermal effect of
rnixing agueows solutions of both compounds. Thus caloulated themmal
effects describing direct dendrimer-dreg interactions were desoribed
(Origin MicroCal) by multi-parameter, non-linear regression (Fg. 7)
using the single active site rype model. [twas wsed o calculate the muem-
ber of active sites i = 18 + X, the binding constant K = 1120 + 120 and
enthalpy AH = -17.0 4+ 2.2 kral mol ", entropy A5 = -43 + 1cal K%
mol " and Gibbs free energy of binding A6 = -4.2 £+ 0.1 keal mol .
The results indscate that the process of saturation of PP G4 dendrimer
active cenires is spontanesus and accormpanied by increased ordering
of reagents.

4. Discusshon

The parameters of 5-fluorsuracil binding to active sites of PP G4
dendrimer macromolecules determined using spectroscopic, electro-
chemical and calorimetric methods, as well as binding parameters for
PAMAM G4 available in the lerature are summarised in Table 1.

The stoéchiometric parameter n describing the nmember of FU mole-
cules bound by the PP G4 macromalecule determined dynamically by
rmeasuring the zeta potential (n=12) is lower compared 1o the value
determined statically, by measuring drug solubility {R=46). The higher
stoichiometry of FU binding to PP G4 in static conditions compared to
dynamic conditions is also confirmed by similar results of equilibriurm
dighyses (n = 42 ) and ITC titration (n = 18). Analogous differences be-
tween the methods are abso visible in the case of the PAMAM-FU systern
[63,65,66]. This indicates that in static conditions (longer time of inter-
action between the components of the studied system) and that at
rdar excess of the dmug in relation to the dendrimer, AU molecules
rmay also be bound by sites with lower affinity tovands this drag.

o.oo o 0oz 003
| ]

Fig. 6. Dependence of the change in H band shift ai -25 ppm | 457 on the conceniration
of S-fluororacil (L Ervor hars were expressed a5 SEM, N = 5 The solid line was caloolaied
Lisirg thee STl active e Cype miodel, using the multi-parameter, nos-linesr regressien
method
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The isotherm of AU binding to PPl G4 obtain using the static tech-
nigque of equilibrium dialyses enables differentiation between the bess
mumerous (i, = 5} population of dendrimer active sites with higher af-
finiry to this drug (K, = 16,200, and mare numerous some sites (i, =
39) with weaker binding of this drug (K: = 130} The studied
40— 140 b aquesus solution of P G4 has pH = 10.3-109, at which ap-
proximately 10% of the G4 surface amine groups is protonated [ 71] Re-
sults of "H NMR titrations indicate thar FU is bound by terminal groups
of the PP G4 dendrimer. The PP G4 macromolecule most likely binds 5-
fluorouracil stronger thanks to electrostatic interactions bebween pro-
tonated, surface amine groups of the dendrimer (ry = 5 + 1) and
depratonated FU molecules of ankonkc nature. The functional groups of
PA GA with weaker binding of this drug include unprotonated surface
and inner amine growps interacting with newtral FU molecules. Mewtral
[mon-dissociated ) FU modecules are bound with PP G4 internal binding
sites by both dipole-dipole and hydrophobic interactions. Binding pa-
rameters determined using the "H MMR technigue (n = 35 + 5 and
K = 850 + 480, using the change of chemical shifts of protons
neighbouring the PP G4 surface, confirm that also unprotonated, sur-
face amine groups of the dendrimer participate in FU binding. The re-
sults of equilibrium dialyses allow a conclusion that the studied PP G4
dendrimer binds stronger fewer FU molecules [(n, = 5) than the
PAMAM GA dendrimer (ny, = 12}, indicating bigger steric hindrance
araund the active centres of the smaller PPl G4 macrormadecule.

Calorimetric measures indicate that the PP G4 binds 5-fluorouracil
spontanecusly |45 < 0). The constant of FU binding by the PP G4 den-
drimer determined in dynamic conditions (ITC) is higher than thar de-
termined in static conditions (equilibrium dialysis), as the bonger
[several days) interaction me of components of the stwdied complex
under static conditions facilitates full saturation of macromolecubes of
the studied dendrimer with drug molecules. The binding process i
strongly exothermic (AH < 0} and acoompansed by increased ordering
of reagents [A% « 0). This confirms that FU binding ocowrs mainly
wsing the surface amine groups and to a lesser extent with active sites
present in niches of the receptor macromolecule. The FU binding en-
tropy differentiates the PP G4 dendrimer (A% < 0} from the PAMAM
Ged dendrimer with identical functional groups [ A% = 0, which is able
o bind FU not only on the surface, but also using amide groups present
deeper under the surface |52). Drug binding by the more basic (pX, =
975 | 36]) surface arine growps in the simpler structure of PP GA deter-
mines the =10 times stronger exothermic nature of FU binding com-
pared to PAMAM G4 (pk, = 9-9.23 [72,73]. At the same time, the
equilibrium constant K of FU binding to PM G4 caloulated according to
the single active site rype moded | for results of dialyses and ITC titration )
is lower compared to PAMAM G4 (Table 1), despite the fact that the
number of active sites is comparable. This most likely reflects the bigger
steric hindrance expersenced by the bound FU molecules with smaller
P G macromoleoubes with diameter 28 nm [34,35] compared to the
larger PAMAM G4 macromalecules with diameter 4.5-5 nm [74-77]
Another factor decreasing the affinity of PPl G4 1o polar FU molecules
is the lack of polar amide groups preseni in the structure of PAMAM
class dendrimers.

Thie impact of of phosphate buffer media on ligand binding to PP G4
macromolecule may be infermed from comparison of determined by ITC
technique in the pure aquecws medium thermodynamic binding data of
FU to PP G4 with literamure availahle [ 78] thermodynamic data for CTP
binding with PPl G4 in the phosphate-buffered saling environment
[PES: 10 md, 137 rmM Mall, 27 mM KO, pH 7.4). Because CTP has neg-
ative charge |because of miphosphate groupdissociation) its molecule i
beouned weith higher binding constant (K = 2400) than FU molecules
[ K= 1120). Howeever, the interaction of CTF with PP G4 is bess exother-
mic (AH = — 108 keal mol " in PBS) than the interacions of FU with
PP G dendrimer (AH = —17.05 kcal mod " in pure water). This reduc-
tion in exothermic character of CTP cormpered o FU interacions reflects
the buffer counter-ions shield ing effect on PP G4 dendrimer active sites

and ligand functional growps.
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Fig. 7.a) Thermal effect funcrions: caborimeanic tiracion of S0 ptd solution of the PPIC4 dendrimer using 20mb solution of 5-fluorouraci] () and dilution of 20 e dreg solution inwaer
(2], b} Direct chermal effect of PP G4 dendrimer imeraction with 5-fuoroaraci, described wsing the single active site type model

5. Conclusion

Resulis of measurements performed using dynamic technigues
{zeta potential, ITC titration) indscate strong binding of several 5-
flusrouracil molecules by FPL G4 macromolecules. Results obtained
using static techniques { solubility measurements, equilibrium dialyses)
indicate that the P G4 dendrimer spontanesusly binds ca. 40 FU mol-
ecules. The analysis of equilibrium diabysis aBows additional differenti-
ation of active sites in PPl G4 macromolecules, binding FU with higher
and lower affinity to this drug, respectively. The obtained results

indicate that the studied PP G4 dendrimer strongly binds n,= 5 FU
molecules [equilibrium dialysis) wsing terminal amine groups ('H
BME titration)), in accordance with the number of protonated, surface
amine groups determined wsing pH-metry (ca. &) in PM G4
macromslecules.
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Table 1
Banding parameters of S-fluorouracl bo the active sites of PP G4 and FAMAM G4 dendrimers determined by various technigues.
Relerence
Teta potential measurement, t = 20 °C
Dendrimer n
FA G4 1241
Solubility measurement, t = 20 °C
Dendrimer n
FACA 46+ 1 [100- 1000 @M G4
PAMAM C4 T 15 [5-50 us Cq) |=1]
Eqpuiliwivm dialysis, © = 20 °C{one set of sies)
Dendrimer n K
FACA 42+ 3 220 + 20
PAMAM C4 43+ 2 420 + 70 55|
Equilibrium dialysis, 1 = 20 "C{iwo s=ix of sites)
Dendrimer e Ky ny K
PRICA 541 16200 + 3800 39+ 3 130 + 20
PAMAM C4 12+1 5600 + =00 T+ 3 15+ 37 152]
'H MMR specirooopy, = 30 °C
Dendrimer n K
PRICA 5+ 5 E50 + 460
PAMAM G4 30+ 10 400 + 200 [53]
lsothermal tiraton calorimetny, § = 25 °C
Dendrimer n K AH A5 &L
|zl mesnd =) feal K" maol™'| [local maol~' |
PRICA 18+ 2 1120 + 120 —17.05 + 22 —43+ 1 —437 + 01
PAMAM G4 75+ 1 2R00 + 300 —15+ 02 107 + 04 —47 + 01 [53]
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Tegafur (TF) is a 5-fluorowracil (FU) derivative used in cancer therapy with the hydrogen atom substituted
by a tetrahydrofuran ring. The results of selubility measurements, equilibrium dialysis, 'H MMR titration
and isothermal calorimetric titration (ITC) indicate that the surface of a PPl G4 macromolecule binds
approximately 30 TF particles with the constant logk = 2.7 in an exothermic and thermodynamically

spontanecus fashion in an aqueous environment at room temperature. The comparison of obtained
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Amine-terminated macremalecule
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measurements

parameters of TF binding by PF G4 dendrimer with the literature data describing FU binding by PP
G4 dendrimer allowed to draw conclusions regarding the influence of hydrophobic tetrahydrofuran ring
in the TF molecule on the stoichiometry, affinity and thermodynamics of the ligand binding by PPl G4
macromalecule in an aqueous medium.

i@ 2021 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction

Paly( propyleneimine) dendrimers (PPI) are cationic in agueous
spdutions and can bind polar and anionic ligands [ 1-6), including
highly texic anticancer drugs [7-10). Similarly to other cationic
dendrimers, PPl dendrimers also disturb the equilibrium of biolog-
ical membranes [11,12], which, on one hand, enables the intracel-
lular transport of the drug but, at the same time, is responsible for
the intrinsic toxicity of carrier macromolecules.

Numerous functional groups on the surface of PPl dendrimer
macromolecules allow for complex modification of the basic PPI
layout and for providing it with the desired biological properties
[13-15]. The substitution of terminal functional groups of PRI
macromolecules with amino acid residues, sugars and PEG poly-
mers reduces the intrinsic toxicity of PPl dendrimers and allows
to utilize them as supramolecular drug carriers in the body [ 16-
20). Additionally, such systems can be substituted with groups
actively directing the carrier to its designated target site (diseased
tissue) and with groups acting as medical contrasts [21] enabling
real-time observation of the drug distribution in the patient's body.

* Carrespamsling author.
E-mad address: adam. buczkows kiffchemiauni lodz pl (A, Buczkowik )

hitps:| fdoi.ceg{ 10 1016{j.mallsg. 2021 116118
ME7-7322 )& 2021 Elsevier BV. All rights reserved.
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In practice, designing a carrier containing a PPl backbone
involves avoiding of substitution of all surface groups in order to
preserve the ligand-binding ability of macromolecules and the
potential of the carmier to penetrate through biological membranes.
Therefore, thermodynamic studies of interactions of model {un-
substituted) PPl macromolecules with their ligands are important
to understand the behavior of more complex carmier systems.

Far the research purposes we have selected a fourth generation
PPl G4 dendrimer with a diaminobutane core (DAB). The lizand-
binding capacity of PPl G4 macromalecules (MW = 7168 Da) is con-
firmed in the literature [22.23), and includes S-luorouracil |24).
These macromolecules contain 62 tertiary amine groups (pk; =
7.895 - 966 [25), 6.10 [26]) and 64 terminal primary amine groups
[pKs = 956 |25, 975 [26]). These groups can bind polar ligand
mabecules through hydrogen bonds and electrostatic interactions.

We have selected vegafur (TF, Fig. 1a) as ligand for PPl G4 den-
drimer in aqueous solutions. Tegafur (also referred to as ftorafur, 5-
fluoro-1-{oxolan-2-yl)pyrimidine-2 4-dione or 5-fluoro-1-{ tetrahy
dro-2-furyl juracil) may be considered a less toxic S-fluorouracil
denvative [FU, Fig. 1b), in which an aliphatie tetrahydrofuran ring
is substituted in N1 position. While FU does not have a chiral cen-
ter, tegafur contains one asymmetnc carbon at the 2' position in
the tetrahydrofuran ring and has two enantiomers (R- and 5-)
|2728|. However, the treatment of stomach, neck and colorectal
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Fig. 1. Structure of: a) tegafur, b} 5-Auorouracil.

cancers involves the wse of racemic tegafur, as one of the
drugs administered during therapy [29-33]. After administration,
the tegafur acts as a prodrug. which is metabolized to
S5-fluorouracil. The n-octanol/water partition coefficient of tegafur
P =033 £ 0.01 [34], 0.54 |35] indicates that in a neutral form this
compound i more hydrophobic comparning to 5-fluorouwracil
(P=0.11£0.01[34],0.13 [35]). Ina primary solvate shell of tegafur
water molecules interact more strongly with the 5-flusrouracil
part than with the tetrahydrofuran substituent |36]. The protona-
tion constant of tegafur pk, = 7.6 [37] 8.08 |38) indicates that this
compound is a weak acid, as is 5-fluorouracil (pK, = 8.1 [36), 8.13
[39]). The solubility of tegafur in water (5 = 839 mM [37]
116.4 mM [40]) is comparable to the solubility of 5-flusrouracil
(S = 85.1 mM [41]) There have also been studies regarding the
use of cyclodextrins [42], chitosan |43.44], molecularly imprinted
polymers [4546] and graphene nanosheets [3047-49), as
supramolecular receptors for tegafur molecules.

The motivation of our investigation was to provide thermody-
namic characteristic of binding drug with stated anticancer action
(tegafur) to macromolecule of PFI G4 dendrimer. The aim of this
work was to determine the number of tegafur molecules (in the
form of racemate used in therapy) bound by the PPI G4 dendrimer
macromolecule, and to establish thermodynamic parameters char-
acterizing the formation of PPl G4 complex with TF in agueous
solutions: equilibrium constant of complex formation K, and
enthalpy AH and entropy AS of ligand binding by the active site
of PPI G4 macromolecule. The obtained binding parameters of TF
to PPl G4 in aqueous medium were compared with the binding
parameters of 5-fluorouracil to PPI G4 dendrimer available in the
literature.

2. Materials and methods
2.1. Materials

PPl G4 dendrimer (SyMO-Chem, purity > 97%) with diaminobu-
tane core and 64 primary amine end groups, racemic tegafur (TC,
>08.0%), benzoylated dialysis tubing [MWCOD 2 kDa, Sigma-
Aldrich), deuterium oxide (Sigma-Aldrich, >99.99%), water dis-
tilled three times and degassed. All chemicals were of analytical
grade and used without further purification.

2.2 Solubility measurements

The solubility of TF was determined spectrophotometrically
(Specord 50, Analytic Jena) in the UV range (i, = 272 0ME L, =
8500 + 50 M~! cm~') Excess crystalline tegafur was added to
2 ml eppendorf tubes containing agqueous solutions of PF1 G4 den-
drimer with increasing concentrations from 100 pM to 1000 pM.
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The prepared solutions were thermostated for a week in the dark
at room temperature (20 °C) in a protective atmosphere (N3], For
each composition tested the experiment was repeated (N = 5)
and the mean value was calculated,

23, Equilibrium dialysis

The equilibrium dialysis study of the TF concentration distribu-
tion between the aqueous phase and the aqueous 40 uM PP G4
dendrimer solution was performed using a teflon dialyzer (Harvard
Apparatus, USA) containing two dialysis chambers with a volume
of 500 pl each. The dialyzer chambers were separated by a semi-
permeable membrane with a 2 kDa MWCO. The dendrimer con-
centration (in the first chamber) was constant at 40 pM for all
tested compositions. The initial TF ligand concentration (identical
in the first and the second chamber) increased in subsequent test
compositions from a TF to PPl G4 molar ratio equal to 4/1 up to
420/1. The dialysis for a given initial composition was carried out
for 24 h at room temperature (20 *C). Subsequently, the TF cancen-
tration in both phases was determined spectroscopically
(ima=2 T2 OM, Eme=8500 M~! cm~").

Simnilarly to previous reports [50-53] the concentration of the
bound ligand ¢ was calculated as the equilibrium difference of
ligand concentrations in both phases and converted to the binding
intensity b = ¢/r. where r - dendrimer concentration, The concen-
tration of unbound ligand [ is equal to the concentration of ligand
in the agueous phase (without PF1 G4).

The curve of the dependence of b on [ in the whole range of test
compositions was described by the one type of active site model
with a two-parameter non-linear regression using the equation
[53-55]:

_ knf
T 1+KF

where: K - equilibrium constant of the ligand-active site complex, n
- the number of binding sites of the macromolecule, b - number of
maoles of combined ligand per one mole of macromolecule, [ - con-
centration of free ligand.

The Eq. (1) can be transformed into a form:

b (1)

1 1 1 1
]
According to Eq. (2], the rectilinear course of the dependence

curve of 1/bwvs. 1/f indicates that the macromolecule (in the stud-
ied range of compositions) has one type of active sites,

(2)

24. 'H NME spectroscopy

The interactions of PP1 G4 dendrimer with tegafur have also
been studied using '"H NMR (Bruker Avance [1I, G00 MHz) in heavy
water as a solvent at room temperature (20 *C) Spectra of mixtures
with constant PPI G4 dendrimer concentration (140 pM) and
increasing TF concentration were recorded. The molar ratio of the
drug (TF) to dendrimer ranged from 5/1 to 230/ 1. For each compo-
sition tested the experiment was repeated (N = 5) and the mean
value was calculated.

Changes in the position of dendrimer proton peaks observed in
the spectra are described by a non-linear regression using the
equation for the one type of active sites model |50.51,56-59]:

Adiiye I 1 | I 1 4
5‘5=T[(“m‘m}‘y(“ﬁ‘m} T &

where: Aé - difference in the shift of proton of the macromolecule
active site after the addition of ligand, Adue - maximal difference in
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the shift of proten of the macromolecule active site after the satu-
ration of the macromolecule with ligand, | total ligand (drug)
concentration.

2.5 '"H-"H NOESY spectrascopy

The "H-'H MOESY spectra of the mixture of 80 M dendrimer
PPl G4 and 3200 uM tegafur was recorded in heavy water. The
maolar ratio of tegafur to dendrimer was 40/ 1. NDESY experiments
were obtained for dendrimer PPl G4 with tegafur complex solu-
tions at 60026 MHz with a standard mixing time of 300 ms and
9.40 ps 'H 90° pulse width. The relaxation delay and acquisition
time were set at 2.00 5 and 142 ms, respectively. Sixteen transients
were averaged for cach 256 = 2048 complex t; increments. The
data were processed with Lorentz-Gauss window function and
zero filling in both dimensions to display data on a 2048 = 2048
20 matrix. The experiment was carried out at 294.0 K All data
were processed with Bruker Topspin 4.05 software.

2.6 Diffusion NMR

The DOSY 'H NMR spectrum of 1600 pM tegafur solution as
well as the 1600 pM tegafur mixtures with 30 pM PPl G4 den-
drimer in heavy water were recorded (Bruker Avance 1,
GO0 MHz) at 294.0 K (VT-regulated) with 8192 time domain points,
using the ledbpgp2s pulse program (Bruker Topspin). The molar
ratio of tegafur to dendrimer was 20{1. For all recorded spectra
the gradient was incremented in 64 steps from 2% to 95%. The
DOSY maps were generated by the built-in Topspin routines with
linear F1 scale. The values of diffusion coefficient were calculated
as the positions of the maxima of the F1 dimension projections
or the centers of the DOSY map contours of all distinguishable
signals.

2.7. Calorimetric measurements

Calorimetric measurements of the interaction of tegafur (TF)
with PPl G4 dendrimer were performed uvsing the calorimetric
titration technique (VP-ITC MicroCal, USA) under isothermal con-
ditions (25 #C). A 10 uM aqueous solution of PPl G4 dendrimer (cell
volume 1427 pl) was titrated by injecting 95 3-ul portions of 5 mM
aqueous solution of tegafur. The duration of each injection was 155
The time between successive injections was 300 5.

The thermal effect of a direct PPl G4-TF interaction was calcu-
lated by subtracting the independently determined thermal effect
of TF dilution in water from the effect of titration of agqueous solu-
tions of both compounds. The thermal effect of diluting 10 pM PPL
G4 solution with water was negligibly small comparing to other
measured effects. The enthalpogram representing direct interac-
tions of both compounds was then described with the one type
of active sites model using Origin MicroCal 7.0 |60

3. Results
3.1. Solubility measurements

Spectroscopic measurements of tegafur solubility in PPI G4 den-
drimer agqueous solutions indicate that the solubility of this drug
increases approximately lincarly with increasing concentration of
PPl G4 in the mixture (Figz. 2). The directional coefficient of this
relationship n = 63 £ 2 describes the maximum number of tegafur
molecules saturating the PP1 G4 macromolecule under conditions
of a large (saturated solution) excess of ligand to dendrimer.
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Fig. L Salubility of tegafur in agueows solutions af the PP G4 dendrimer at room
temperature. Error bars were expressed as SEM, N = 5.

3.2, Equilibrium dialysis

The isotherm of TF binding between aqueous phase and ague-
ous 40 pM solution of PPl G4 dendrimer was determined using
equilibrium dialysis technique and is presented as the dependence
of intensity b on the concentration of free (unbound) drug [
[Fig. 3a). This isotherm, also presented in a form of 1/b vs. 1/f
[Fig- 3b), follows a rectilinear course indicating that PPl G4 macro-
mobkecule meets the assumptions of the one type of active sites
maodel in the test range of compositions. In order to calculate the
parameters of TF binding to the PPI G4 macromolecule, the b vs [
isotherm was described by hyperbolic equation (Eq. (1)) of one
type of active sites model. The calculations were performed in Oni-
#in 7.0 using a two-parameter non-linear regression, determining
[Fig- 3a) the number of active sites in the PFI G4 dendrimer macro-
mobecule n = 27 £ 3 and the constant of ligand (TF) binding to the
active sitell = 460 + 80 (R* = 0.8G08).

3.3. 'H NMR spectroscopy

The interactions of PPl G4 macromolecules with tegafur have
also been studied using "H NMR technigue in heavy water at
20 °C. Signals of PPl G4 dendrimer proton groups (Figs. 4 and 5)
occur in the range from 1.2 ppm to 2.9 ppm [61,62]. Also visible
in this range (1.9-2.3 ppm [17,63]) are four partially overlapping
multiplets of aliphatic protons of tegafur (H*#, H¥®, H*3, H*") from
methylene groups (positions C3' and C4') of the tetrahydrofuran
ring (Fig. la}

In mixtures of both test compounds with a constant concentra-
tion of the PP1 G4 dendrimer { 140 pM) and a concentration ratio of
tegafur to PPI G4 increasing from 5/1 to 230/1, observed is a stron-
ger downfield change of HE proton signal (Ad H® = 028 ppm for
threshold compositions) from the dendrimer methylene groups
in position o relative to the terminal amine groups, as compared
to signal deshielding of H* protons [ A§ H® = 0,14 ppm for threshold
compositions) from the dendrimer methylene groups in position p
relative to the terminal amine groups (Fiz. 5). This indicates that TF
maolbecules bind to the surface layer of PPI G4 macromolecule mers
in the test range of compositions.

In order to calculate the stoichiometry and the binding constant
of TF by PPl G4 the chemical shifts of H® protons were selected,
since they are more strongly deshielded with increasing TF concen-
tration than signals of other proton groups of the dendrimer, The
change of chemical shift of H® protons of PPl G4 dendrimer
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Fig. 3. The binding isatherm of tegafur [TF) with 40 @M PP1 G4 dendrimer in agqueows solution at 20 “C plotted as: a) the dependence of the parameter (&) describing the molar
ratio of TF bound to PP G4 =, the concentration of free TF (L b) the dependence of the parameter (1/b) describing the molar ratio of PPl G4 bound to TF vs. the inverse

concentration of the free TF (1),

c ~NH,

NH,

Fig. d. Proton labelling in the PP demdnimer structure of: a) core, b) fragment of branch [demdron)

interacting with TF { A8} was calculated by subtracting the value of
shift of this signal in a PPI G4 solution (without TF) from the value
of chemical shift of this signal in the mixture with a given compo-
sition. The so-calculated A# shifts of H® protons as a function of
tegafur concentration ([) in the mixture were described by non-
linear regression method (Eq. (3)). The performed calculations
{Origin 7.0} indicate that PPI G4 macromolecule binds n =30+ 8
TF modecules with the equilibrium constant K = 940 + 470 (Fig. G).

3.4. '"H-'H NODESY spectroscopy

The '"H-"H NOESY spectrum of PP1 G4 dendrmer and tegafur
solution recorded in heavy water is shown in Fig. 7. The NOESY
experiment allows one to establish correlations between nuclei
which are physically close within 5 A of each other for spatial [54].

Analyzing the spectrum one can notice cross-peaks between
tegafur and PPI G4 (Fig. 7} which show that both aromatic 5-
fluorouracil ring (correlations: H® with H*S) and tetrahydrofuran
ring {correlations: H* with H®¥ and H¥ with HY) of tegafur mole-
cule are physically close to PP G4 dendrimer terminal layer of
mers. These cross peaks in NOESY spectrum confirm that tegafur
and PPl G4 are engaged in supramolecular interactions.

2.5 Diffusion NMR
To further study the formation of supramolecular complexes

between PPl G4 macromolecules and tegafur in heavy water envi-
ronment, the DOSY 'H NMR spectra of 1600 pM tegafur solution as
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well as the 1600 pM tegafur mixtures with 80 uM PPl G4 den-
drimer in heavy water were recorded (Fig. 8]

The determined diffusion coefficient of 1600 pM tegafur in
solution with 80 pM PPl G4 dendrimer (D = 05-10°% m® 57') is
lower than diffusion coefficient of this drug [ 1600 pM) in solution
without dendrimer (D = 0.6-10% m® 5~ '} which reflects the forma-
tion of supramolecular complex between tegafur and PPl G4
dendrimer.

3.6. Calorimetric measurements

The thermal effects of titration of 10 pM PP1 G4 dendrimer solu-
tion with 5 mM TF solution were determined using the isothermal
calorimetric titration technique. The effects of TF dilution in water
were subtracted from the corresponding thermal effects of the
titration (Fig. 9a). The obtained enthalpogram (Fig. 9b) showing
the effects of direct interaction of both compounds was described
with the one type of active sites model using Ongin MicroCal 7.0
software to calculate the binding parameters. Apart from analysing
the enthalpogram vsing one set of sites (with three fitting param-
eters: n, K and AH), we also tried to use the model of two sets of
sites (with six fitting parameters ng, Ky, AHy, nz, Kz and AHz).
Unfortunately no convergence of fitting parameters was then
obtained. So the caleulation was performed for the case of the
one type of active siees model. The resules of calewladons wsing
non-linear multi-parameter regression (Fiz. 9b) for one type of
active sites in PPI G4 macromolecule indicate that under dynamic
conditions of calorimetric titration the PPl G4 macromolecule
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Fig. 6. Dependence of the change in H® band shift at ~26 ppm (A&) on the

concentration of tegafur (I). Error bars were expressed as SEM, N = 5. The solid line

was calculated using the single active site type model, using the multi-parameter,
1 . hod

&1

binds n= 10 + 2 TF molecules with a binding constant K =
7300 2 1200 M '. The enthalpy of TF binding to the active site of
PPl G4 macromolecule is AH = —14.2 £ 1.2 kcal mol ', the binding
entropy is AS= —30 + 2 cal K™ mol ', while the free energy of
binding is AG = —5.3 £ 0.1 kcal mol~'. These parameters indicate
that the binding process of TF molecules to active sites of PPl G4
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dendrimer 15 spontaneous, exothermic and is accompanied by an
increasing order of reagents.

4. Discussion

The spectroscopically and calorimetrically determined parame-
ters of binding of PPl G4 dendrimer macromolecules to tegafur
have been summarized in Table 1. For comparnison, this table also
includes the parameters of binding of PPl G4 to 5-fluorouracil
available in the literature.

The number of tegafur molecules (TF) bound by PPl G4 macro-
molecules (= 63 £ 2) determined using solubility measurements
is higher comparing to the values determined by other techniques.

keal'male of injectant

&0 B0
[TFHIG4)

LU VI, ]
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Under conditions of large TF excess (saturated solution), as com-
pared to PP1 G4, and a long saturation time {one week), the ligand
mualecules (TF) bind not only to the surface functional groups [ac-
tive sites) of the carrier macromolecule (PPI G4) in solution. The
drug molecules also substitutes intramolecular functional groups
(bertiary amine groups acting as active sites and hydrophobically
interacting propylene groups) of the PPl G4 dendrimer macro-
malecule. A steeper increase in TF solubility (n = 63 £ 2), comparing
to FU (n = 46 £ 1) indicates, however, that a hydrophobic tetrahy-
drofuran substituent in a TF molecule favors drug interactions
probably through hydrophobic interactions with propylene frag-
ments of the PP1 structure.

The stoichiometric parameter n determined by equilibrium
dialysis and '"H MMR titration (Table 1) indicates that PPI G4
macromolecules bind fewer of the large TF molecules, comparing
to S-fluorouracil (FU). This probably reflects the effect of the steric
hindrance of larger TF molecules, of which a fewer number can fit
on the surface of PPl G4 macromolecules. The surface mechanism
of TF binding by PPl G4 is confirmed by 'H NMR spectra (Fig. 5)
of mixtures with a constant concentration of PPl G4 and increasing
concentration of TF, in which signals of protons (H®) located at car-
bon = relatively to terminal amine groups of dendrimer are strong
downficld. The 'H-'"H NOESY cross-peaks between PPl G4 den-
drimer protons and tegafur protons confirm proximity between
the drug molecule and dendrimer terminal layer of mers. Lower
value of tegafur diffusion coefficient in solution with PPl G4 den-
drimer than in solution without PPl G4 also confirms the binding
interaction between tegafur and the PPl G4 macromolecule.

The equilibrium constants K of TF binding to the active site of
the PPl G4 macromolecule determined by equilibriom dialysis
and "H NMR titration technigues (Table 1) are similar within the
limits of measurement uncertainty. The binding constants K deter-
mined by these techniques consistently indicate a higher affinity of
TF molecules to PP1 G4 active sites, as compared to FU molecules.
The substitution of the hydrogen atom (in position 1) in the FU
malecule with the hydrophobic tetrahydrofuran ning allows TF
malecules for additional hydrophobic interactions with propylene
groups of PPI G4 macromolecules. The possibility of participation
of the TF pynmidine ring in hydrogen bonds and electrostatic
interactions with PPl G4 amine groups is then preserved, as in
the case of FU binding by this dendrimer.

§ 2]
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Fig. 9. a} The dependence of thermal efects: calorimetric titration of 10 M PPI G4 dendrimer solution with 5 mM tegafur solution () and dilution of 5 mM drug solution in
wiater (O] at 25 “C, b) Direct thermal effect of interaction of PPl G4 dendrimer with tegafur described by the one type of active site mode].
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Table 1
Determined by variows techniques binding parameters of the active sites of PPl Gd dendrimer to tegafur and {for comparison ) 5-Auorouracil.
Solubility measurement, t = 20 “C Reference
Drug n
tegafur G3+2
S-Muorouracil 46 % 1 [24]
Equilibrium dialysis, ¢ = 20 C
Drug n K
tegafur 2713 450 + 80
S-NMuorouracil 4243 220 & 30 [24]
'H NMR spectroscopy, L= 20 C
Drug n K
tegafur ELES S0 & 470
S-NMuorouracil 1515 850 & 460 [24]
lsothermal titration calorimetry, t= 25 “C
Drrug n K AM[keal mol ') AS[cal K" mol "] AG[keal mol ']
tegafur 102 7300 = 1200 1420235 =2 53x01
S-NMuorouracil 1822 1120 = 120 17.05 2 2.2 43 =1 4.2+ 01 [24]

The results of isothermal calorimetric titration confirm the
spontancous binding of TF molecules to active sites of PPI G4
macromolecules (AG < Q), with an exothermal enthalpy factor
{AH < 0) being the driving force of the complexing process. The
enthalpy factor indicates the predominance of exothermic energy
effects of direct interactions of drug and dendrnmer functional
groups over the endothermic effects of partial dehydration of these
interacting groups, preceding their direct interaction in an agqueous
environment. The amount of energy released duning binding of TF
molecule to the active site of PPl G4 macromelecule is similar
within the limits of measurement uncertainty, as in the case of
FU binding. This reflects a smaller contribution of interactions of
the hydrophobic tetrahydrofuran ring in the TF molecule to the
overall energetics of ligand-dendrimer interaction, as compared
to the larger contribution of the electrostatic interactions and
hydrogen bonds of the pyrimidine ring of both drugs.

During the binding of TF to PPl G4, the test system undergoes
ordering [AS < 0). The lower absolute value of entropy of PP1 G4
binding to TF, comparing to FU, suggests that the incorporation
of larger, more sternically developed TF molecules into the complex
is accompanied by a certain disturbance of the dendrimer structure
{eg. conformational spreading of dendrons [26,65-67]), increasing
the entropy of the process.

The results of ITC titrations indicate that PPl G4 macro-
molecules bind fewer TF molecules with a higher affinity K, as
compared to the values determined by dialysis and '"H NMR titra-
tion bechnigues. This is due to the dynamic character
[50,52.53,59,68 69| of ITC titrations (shorter reagent interaction
time), comparing to the static nature of dialysis and '"H NMR titra-
tions (in which the test mixtures can reach complete equilibrium
due to longer (24 h) interaction time before the actual measure-
ment]. The constant K of binding PP G4 macromolecule active
sites to TF molecules, determined with the ITC titration technique
i5 higher than the binding constant of FU molecule to this den-
drimer, which confirms the results of dialysis and 'H NMR
titrations.

The average numbers of tegafur bound on PPl dendnmer mea-
sured by solubility measurement (n = 63 £ 2) is higher than the
binding numbers determined by equilibrivm dialysis, '"H NMR
titration and ITC due to the large TF excess in its saturated solu-
tions {up to [TF)/[G4] = 870/1). Since this large excess of TF to
PPl G4, the drug molecules may also be bound to dendrimer active
sites with much lower affinity to this drug. The binding with this
lower affinity sites is not observed in solutions with lower TF
excess to PP1 G4, like equilibrium dialysis (n = 27 £ 3 in solutions
with [TF)/[G4] up to 420/1) and '"H NMR titration (n = 30 £ 8 in
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solutions with [TF){[G4] up to 230/1). The time of interactions
between TF and PPl G4 is another factor that can have its impact
on determined binding mumbers. The mixtures of TF and PPl G4
are normally prepared in advance before the measurement, like
in solubility study (7 days), equilibrium dialysis (one day) and "H
MNMR titration (one day). Since ITC titration has a dynamic charac-
ter with limited time (here 800 =) between successive drug solu-
tion injections inte PPl G4 solution (in the ITC cell) the studied
system may not reach the full saturation of macromaolecules with
TF molecules from kinetic reasons. The time needed to reach the
deeper and more sterically shielded dendrimer binding sites (in-
side its structure) may be longer than the time of ligand interaction
with dendrimer surface groups.

5. Conclusion

PP1 G4 dendrimer effectively increases the solubility of tegafur
in aqueous sedutions, which confirms the supramolecular binding
of the drug by PPI G4 macromolecules. The analysis of equilibrium
dialysis and "H NMR titration results indicates that in an aqueous
medium, the PP1 G4 macromolecule has about 30 active sites bind-
ing tegafur molecules with equilibrium constant logk’ = 2.7 in an
agueous medium. The results of "H NMR, '"H-"H NOESY and DOSY
measurements indicate that the active sites of PPI G4 involved in
binding of the drug are located on the surface layer of macro-
maolecule mers. According to ITC titration results, the process of
binding tegafur by PP1 G4 is exothermic (AH = 0) and spontaneous
[AG < 0). Entropy of binding [AS < 0) indicates the ordering of
tegafur molecules as a result of binding to the PPl G4 dendrimer.

TF molecules interact with polar fragments of PPl G4 through a
pyrimidine ring {similarly to FU) and with propylene groups of the
dendrimer through a hydrophobic tetrahydrofuran ring. The
hydrophilic-hydrophobic structure of TF molecules results in a
more stable supramolecular complex with PPl G4 dendrimer, as
compared to FU molecules. However, the formed supramolecular
complex of PPl G4 with TF has lower stoichiometry than the com-
plex of PP1 G4 with FU (Table 1), due to a more sterically developed
structure of the TF maolecule (comparing to FU).
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