Summary

RNA interference (RNAi)-based therapy is a promising treatment option for many
diseases, including cancer, neurodegenerative disorders and auto-immune diseases. RNAI
may target a selected gene, allowing to avoid adverse effects related to standard treatment
options. Due to its specificity, RNAi technology may be useful for the treatment of so-called
‘undruggable’ genes. Strategies based on RNAi have been broadly explored. Currently,
increasing numbers of studies focus on the improvement of nanomedicines. Among many
available nanocarriers for siRNA, cationic polymers gain special attention, due to efficient and
non-toxic delivery mechanisms. As positively charged particles, they show improved

interaction with negatively charged cell membranes and enhanced cellular uptake.

The aim of the current work was to describe the properties of polyethyleneimines
(PEls) and their tyrosine modified counterparts. The first step focused on the evaluation of the
biophysical properties of PEls, their toxicity and ability to form complexes with siRNA. We
found that the tyrosine modification altered PEI properties, facilitated the interaction with
membranes, reduced cytotoxicity and genotoxicity. Linear and branched, tyrosine modified
polymers complexed siRNA at favorable mass ratios which allowed significant gene expression
knockdown with a limited cytotoxicity. In step 1, we confirmed that tyrosine modification is
crucial for improving PEl properties and complexation with siRNA. Due to these favorable

properties, tyrosine modified PEls were investigated in the further steps.

The second task included a better understanding of complex formation, toxicity
mechanisms and gene knockdown efficacy. We revealed that the siRNA secondary structure
underwent conformational changes upon addition of polymers. Complexes exhibited a
positive charge, what suggests that they would be able to enter the cells. Stability of
complexes and protective effects against nuclease digestion were confirmed. Toxicity studies
revealed that complexes did not affect cellular and mitochondrial membranes, and did not
induce apoptosis. In knockdown experiments, levels of GAPDH, EGFP and Luc3 genes were
significantly decreased in vitro. In ex vivo studies, the level of GAPDH was significantly
decreased with LP 10Y/siRNA complexes, making them the most promising nanovectors

among tyrosine modified PEI.



The third task aimed to describe biophysical properties of tyrosine modified polymer:
human serum albumin interactions. Human serum albumin is known as transporter protein
for many chemical compounds that are administered to the blood stream. Our goal was to
compare complex formation when using different types of polymers. Tyrosine modified
polymers were able to interact with human serum albumin; size measurements and
transmission electron microscopy confirmed this complexation, which was not seen for
unmodified polymers. A tryptophan residue was engaged in complex formation. Polymers
were also able to interact with the hydrophobic pocket of human serum albumin. Based on
thermodynamic studies, we assumed that Van der Waals and hydrogen bonding were a
predominant molecular forces. Analysis of Gibbs free energy values revealed that complex
formation is a spontaneous process. We believe that for a better understanding of the
mechanism of interaction of tyrosine modified polymers with other human plasma

components, further studies must be performed.

Summarizing, tyrosine modification significantly affected the properties of
polyethyleneimines, changing their toxicity profile, siRNA binding capacity and interaction
with human serum albumin. Tyrosine modified polymers performed better as siRNA carriers,
exhibiting acceptable toxic effects and a very promising knockdown efficiency. The above-
mentioned properties and the ability to interact with human serum albumin indicate that such

polymers may be efficient in more advanced experimental models.
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Streszczenie w jezyku polskim

Terapia oparta na interferencji RNA (RNAI) jest obiecujaca opcja w leczeniu wielu
choréb nowotworowych, zaburzen neurodegeneracyjnych i choréb autoimmunologicznych.
Interferencja RNA moze by¢ ukierunkowana na wybrany gen, co pozwala unikna¢ dziatan
niepozadanych zwigzanych ze stosowaniem standardowych metod leczenia. Ze wzgledu na
mechanizm dziatania, technologia RNAi moze znalezé¢ zastosowanie w terapii tzw. chordb
_nieuleczalnych”. Rozwigzania oparte na wyciszeniu ekspresji genéw od wielu lat pozostaja
przedmiotem szeroko zakrojonych badan. Obecnie coraz wiecej badan koncentruje sig¢ na
udoskonalaniu nanoczastek. Sposréd wielu dostepnych nanono$nikow dla siRNA na
szczegdlng uwage zastugujg polimery kationowe, ze wzgledu na wydajne i nietoksyczne
mechanizmy dostarczania siRNA do komérek. Jako dodatnio natadowane czgstki poprawiajg

interakcje siRNA z ujemnie natadowanga btong komérkowa i zwigkszajg wychwyt komérkowy.

Celem niniejszej pracy byto opisanie wiasciwosci polimerow polietylenoiminowych
(PEI) oraz ich odpowiednikéw modyfikowanych tyrozyng. W pierwszym etapie skupiono sie na
ocenie wiasciwosci biofizycznych PEI, ich toksycznosci oraz zdolnosci do tworzenia
komplekséw z siRNA. Potwierdzono, ze modyfikacja tyrozyng zmienita wtasciwosci PEl,
utatwita interakcje z bfonami, zmniejszyta cytotoksycznosé¢ oraz genotoksycznos¢ polimerow.
Liniowe i rozgatezione, modyfikowane tyrozyna polimery kompleksowaty siRNA w korzystnych
stosunkach masowych, co umozliwito obnizenie poziomu mRNA wybranych genow przy
ograniczonej cytotoksycznosci wzgledem komérek. Podsumowujac ten etap, potwierdzono,
ze modyfikacja tyrozyng ma kluczowe znaczenie dla wtasciwosci PEl i kompleksowania z siRNA.
Ze wzgledu na ujawnione wtasciwosci polimery modyfikowane tyrozyng przeznaczono do

dalszych analiz.

Drugie zadanie badawcze obejmowato lepsze poznanie mechanizmoéw kompleksacji,
toksycznosci i wyciszenia ekspresji genow. Potwierdzono, ze struktura drugorzedowa siRNA
ulegta zmianom konformacyjnym pod wptywem polimeréw. Kompleksy polimer/siRNA
wykazywaty tadunek dodatni, co sugerowato, ze bedg w stanie wnikng¢ do komorek.
Dodatkowo, potwierdzono stabilno$¢ kompleksow oraz dziatanie protekcyjne przed
trawieniem nukleaza. Badania toksycznos$ci wykazaty, ze kompleksy nie uszkadzajg btony
komérkowej i btony mitochondrialnej oraz nie indukuja apoptozy. Przy zastosowaniu

komplekséw LP 5Y/siRNA, LP 10Y/siRNA, P 5Y/siRNA oraz P 10Y/siRNA w warunkach in vitro



poziom ekspresji genéw GAPDH, EGFP, Luc3 istotnie zmalat. W badaniach ex vivo poziom
GAPDH znaczaco spadt w przypadku zastosowania komplekséw LP 10Y/siRNA. To wtasnie
liniowy, modyfikowany tyrozyng polimer 10 kDa wykazat najbardziej obiecujgce wtasciwosci

w dostarczaniu siRNA do komorek.

Trzecie zadanie miato na celu opisanie interakcji polimeréw modyfikowanych
tyrozyng i albuminy ludzkiej. Albumina jest znana jako transporter wiekszosci zwigzkéw
chemicznych, ktére s podawane do krwioobiegu. Naszym celem bylo porédwnanie
komplekséw tworzonych migedzy albuming a polimerami LP 5Y, LP 10Y, P 5Y oraz P 10Y.
Polimery modyfikowane tyrozyng byly zdolne do interakcji z ludzkg albuming. Pomiary
srednicy hydrodynamicznej i transmisyjna mikroskopia elektronowa potwierdzity
kompleksowanie, czego nie zaobserwowano dla niezmodyfikowanych polimeréw. Wykazano,
ze tryptofan w pozycji 214 (Trp 214) jest zaangazowany w tworzenie kompleksu. Polimery
byty rowniez zdolne do interakji z kieszenig hydrofobowa albuminy. Na podstawie badan
termodynamicznych  zasugerowalismy, ze dominujacymi sitami molekularnymi  sg
oddziatywania Van der Waalsa i wigzania wodorowe. Analiza warto<ci energii swobodne;j
Gibbsa wykazata, ze tworzenie komplekséw jest procesem spontanicznym. Uwazamy, ze dla
lepszego zrozumienia interakcji polimeréw modyfikowanych tyrozyng z innymi sktadnikami

osocza ludzkiego nalezy przeprowadzi¢ bardziej zaawansowane badania.

Podsumowujac, modyfikacja tyrozyna znaczgco wptyneta na wtasciwosci polimerdw
polietylenoiminowych, zmieniajac ich profil toksycznosci, zdolno$¢ wigzania siRNA oraz
interakcje z albuming ludzka. Polimery modyfikowane tyrozyng dziataly efektywniej jako
nosniki siRNA, wykazujac niski efekt toksyczny i bardzo obiecujacg skutecznos¢ wyciszenia
poziomu genu. Powyzsze wtasciwosci oraz zdolnoé¢ do interakcji z albuming wskazujg, ze

kompleksy polimeréow modyfikowanych tyrozyng mogg by¢ skuteczne w bardziej

zaawansowanych modelach eksperymentalnych.
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