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Dr hab. Marek Brzezinski, prof. CBMiM PAN uzyskat stopien doktora
nauk chemicznych w 2014, tytul rozprawy: ,,Modyfikowane polilaktydy
zdolne do samoorganizacji. Synteza i wlasciwosci”. W latach 2015-2017
odbyl dwuletni staz w ramach stypendium Humboldta na Wolnym
Uniwersytecie w Berlinie (opiekun stazu: prof. Sebastian Seiffert/prof.
Marcelo Calder6n). W 2021 uzyskat stopien doktora habilitowanego za zbior
osiagni¢¢ naukowych zatytulowany: Mikro- i nano-czastki polilaktydowe,
| jako potencjalne nosniki lekow w terapiach przeciwnowotworowych.
Glowne zainteresowania naukowe to polimerowe systemy dostarczania lekow i w tej dziedzinie byt
lub jest kierownikiem grantdw NCN (Sonata, Preludium BIS, Sonata BIS). Jest autorem 70
artykutéw naukowych, cytowanych tacznie 1570 razy (indeks H = 22). Lubi jezdzi¢ na rowerze,
spacerowac z psem, gra¢ w siatkowke i czytac fantastyke.

@ https://orcid.org/0000-0001-7620-4438

Prof. dr hab. Przemyslaw Kubisa jest emerytowanym profesorem w
Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych (CBMM PAN) w
Lodzi. Jego glownymi zainteresowaniami badawczymi byly badania
kinetyki i mechanizmow kationowej polimeryzacji z otwarciem pierscienia
cyklicznych acetali, eterow 1 estrow oraz polimeryzacji w cieczach
jonowych, w tym polimeryzacji z przeniesieniem atomu (ATRP). Jest
autorem 155 oryginalnych artykulow badawczych oraz 22 artykutow
przegladowych lub rozdziatéw w ksigzkach, cytowanych tacznie 7530 razy

i i (indeks H = 44). W latach 19962011 byt cztonkiem Wydziatu Polimerow
IUPAC w tym w latach 2000-2005 jako cztonek rzeczywisty (Titular Member).
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Dr Bartlomiej Kost, specjalista w dziedzinie chemii polimeréw. Stopien
doktora nauk chemicznych uzyskal w 2021 roku w Centrum Badan
Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w £odzi na
podstawie rozprawy pt. ,,Supramolekularne polilaktydy jako potencjalne
no$niki substancji biologicznie aktywnych. Od poczatku swojej kariery
zawodowej zwigzany jest z Centrum Badan Molekularnych i
Makromolekularnych PAN w Lodzi. Jego zainteresowania badawcze
koncentruja si¢ na syntezie i modyfikacji polimeréw biodegradowalnych,
chemii supramolekularnej, materiatach funkcjonalnych oraz opracowywaniu
nowoczesnych nosnikéw substancji biologicznie aktywnych. Szczegélne
miejsce w jego dziatalnoéci naukowej zajmuje projektowanie polimerdw o przyspieszonej
degradowalnosci.
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Dr hab. Melania Bednarek w latach 2000-2007 odbyta krétkoterminowe
staze na Uniwersytecie w Lyngby (Dania), za$ w latach 2008-2015 realizowata
wspolne projekty z grupa polimeréw na Uniwersytecie w Gandawie (Belgia).
Zajmuje si¢ polimeryzacjg z otwarciem pierscienia cyklicznych eterow i
estrow, prowadzaca do dobrze zdefiniowanych produktéw. Ostatnio jej
badania koncentruja si¢ na (bio)degradowalnych poliestrach i ich
wykorzystaniu do syntezy inteligentnych materiatow, takich jak dynamiczne
sieci polimerowe. Lubi podrdze i teatr.

Dr hab. Tadeusz Biela prof. CBMM PAN w latach 1995-96 odbyt staz
podoktorski na University of Southern California, USA w grupie prof. Hogen-
Escha. W latach 2001-2004 odbyt miesigczne pobyty w Deutsches Kunststoff-
Institut w Darmstadcie, w Niemczech, w grupie prof. Haralda Pasch (realizacja
wspoélnych projektow badawczych). Glowne zainteresowania naukowe:
polimeryzacja cyklicznych estrow alifatycznych, polimery silnie rozgat¢zione
i supramolekularne, polimery biozgodne i biodegradowalne, materialy
polimerowe do zastosowan biomedycznych, zastosowanie metody SEC-
MALLS w analizie polimeréw. Zainteresowania: kolekcjonowanie sztuki.
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ABSTRACT

Stereocomplexation between enantiomeric counterparts is a versatile tool for
tailoring the properties of polymer-based materials. The Reactive and
Supramolecular Polymers (RSP) group has developed an approach to control
polylactide self-assembly by leveraging various supramolecular interactions. In this
work, the stereocomplexation between enantiomeric PLLA and PDLA was enhanced
via end-group interactions, yielding novel material morphologies and properties. Our
primary focus was the preparation of micro- and nano-particles for targeted drug
delivery.

We elucidated the conditions under which PLLA and PDLA spontaneously
form microparticles in various solvents, including THF, 1,4-dioxane, or their
mixtures. These particles were subsequently loaded with vitamins or anticancer drugs
as Dbiologically active ingredients. Alternatively, a microfluidic method was
employed to prepare stereocomplexed microparticles with stimuli-responsive
properties. In parallel, we investigated the therapeutic efficacy of stereocomplexed
nanoparticles—obtained via nanoprecipitation or spray-drying—against cancer cells
and HIV-infected cells. Finally, the thermal stability of the resulting stereocomplexes
was enhanced by incorporating star-shaped polylactides or polylactides grafted onto
the surface of multi-walled carbon nanotubes (MWCNTs). Additionally, reversible
gels in N-methylpyrrolidone were achieved by mixing enantiomeric star-shaped
PLLA and PDLA.

Building on these principles, we design micro- and nanoparticles with
enhanced stability and stimuli-responsive properties for on-demand cargo release.
This approach serves as a robust platform for engineering a new class of polymeric
materials for versatile biomedical applications.

Keywords: stereocomplex, polylactide, microparticles, nanoparticles, polymeric
materials

Stowa kluczowe: stereokompleks, polilaktyd, mikroczgstki, nanoczastki, materiaty
polimerowe
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW
PLA - polilaktyd
ROP - ang. ring opening polymerization, polimeryzacja z otwarciem pier§cienia
FTIR — spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera
WAXD - szerokokatowa dyfrakcja rentgenowska
DSC — skaningowa kalorymetria réznicowa
AP — 2-aminopirydyna
IC - izocysteina
U —urydyna
UPy — 2-ureido-4[ 1H]-pirymidynon
UPy-OH — 2-ureido-4[ 1H]-pirymidynon
PTMC — poli(weglan trimetylenu)
PCL — poli(e-kaprolakton)
TMC —weglan trimetylenu
CL — e-kaprolakton
GA- kwas glikolowy (kwas 2-hydroksyoctowy)
EG - glikol etylenowy
BHPA — kwas 2,2-bis(hydroksymetylo)propionowy
DIOX- 1,4-dioksan
NPs — nanoczastki
NBD - nitrobenzoksadiazol
PBS — bufor fosforanowy
EDS — spektroskopia rentgenowska z dyspersjg energii
THF — tetrahydrofuran
XPS — rentgenowska spektroskopia fotoelektronow
AT — atropina
B-CD — B-cyklodekstryna
MB-CD — metylowana - B-cyklodekstryna
PC3 — komérki raka prostaty
HeLa — komorki raka szyjki macicy
Q — kwercetyna
SEM - skaningowa mikroskopia elektronowa
AFM — mikroskopia sit atomowych
TBARS — wskaznik poziomu substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym
A459 — komorki raka ptuc
K562 — rak przewleklej biataczki szpikowej
TAF — fumaran alafenamidu tenofowiru
AGS — komorki raka Zzotadka
CHI - chitozan
Jurkat E6 — komorki ludzkich limfocytow typu T
sc-PLA — streokompleks PLA
"H ROESY NMR - spektroskopia NOE w rotujgcym uktadzie wspotrzednych (z ang.
Rotation Frame Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy)
DOX — doksorubicyna
(S)-PLA/(R)-PLA/CHI — nanoczastki ztozone z sc-PLA oraz CHI
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NMP — N-metylopirolidon

PLA-OH — PLA zakonczony grupami hydroksylowymi

PLA-COOH — PLA zakonczony grupami karboksylowymi

MWCNTs — wielo$cienne nanorurki weglowe

MWCNT-g-PLA — PLA zaszczepiony na MWCNT

RAFT — polimeryzacji z odwracalnym addycyjno-fragmentacyjnym przeniesieniem
fancucha
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WPROWADZENIE

Zespot Polimerow Reaktywnych 1 Supramolekularnych powstat w Centrum
Badan Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w 2014 roku.
W zespole realizowane sg projekty badawcze ukierunkowane na modyfikacje
wlasciwosci materiatow polimerowych: (1) poprzez wprowadzanie do tancucha
makroczgsteczek ugrupowan zdolnych do oddziatywan supramolekularnych, (2)
poprzez otrzymanie sieci polimerowych zawierajacych zaré6wno odwracalne, jak i
nieodwracalne wigzania chemiczne. Ma to na celu kontrol¢ uwalniania substancji
aktywnych, sterowanie szybkoscig ich degradacji czy tez otrzymanie materiatlow
samonaprawiajacych. Najdtuzej rozwijang tematykg badawcza w zespole jest synteza
poliestrow z ukierunkowaniem na otrzymywanie polilaktydu (PLA). Nowatorskim
podejsciem w modyfikacji PLA bylo potaczenie dwodch Iub wigcej oddziatywan
supramolekularnych w jednym materiale polimerowym. Wsrod tych oddziatywan
stereokompleksowanie stanowi rodzaj klamry tematycznej, ktora — przynajmniej
w duzej mierze — spaja wigkszo$¢ realizowanych projektoéw badawczych.
W poczatkowym etapie badan skupiono si¢ na zrozumieniu wptywu tych
oddzialywan na finalne wlasciwosci materiatlow, jednakze z czasem skupiono si¢ na
ich wykorzystaniu w kontrolowanym uwalnianiu réznego rodzaju substancji
aktywnych z zaprojektowanych mikro- i nano-czastek polimerowych. Tego typu
materiaty supramolekularne znajdujg si¢ w centrum zainteresowania wielu grup
badawczych na catlym $wiecie. Zastosowanie stereokompleksowania PLA oraz
wprowadzenie dodatkowych oddzialywan supramolekularnych doprowadzito do
mozliwosci kontrolowanej degradacji i hydrolizy takich materialéw, co pozwala na
kontrolowane uwalnianie substancji aktywnych. Mozna przypuszczaé, ze materialy
te moga stanowi¢ uniwersalne no$niki lekdw.

W ramach niniejszego artykulu przedstawione zostaty metody syntezy
enancjomerycznych PLA o ro6znej architekturze i dodatkowo wyposazonych
w odpowiednie ugrupowania supramolekularne, ktére pozwalaja na sterowanie
morfologia i wlasciwosciami otrzymanych z nich materiatow.

1. STEREOKOMPLEKSOWANIE

Stereokompleksy  polimerowe sa  wynikiem  stereoselektywnych
oddziatywan pomig¢dzy dwoma komplementarnymi stereoregularnymi fancuchami
polimerowymi. Wytworzone w ten sposdéb kompleksy wykazuja wlasciwosci
fizyczne réznigce si¢ od wlasciwosci wyjsciowych stereoregularnych polimerow.
Sita napedowa tworzenia polimerowych komplekséw sa stabe oddziatywania
pomigdzy jednostkami powtarzalnymi wystepujacymi w obu typach makro-
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czasteczek. Jakkolwiek indywidualne oddzialywania sg stabe, ich zwielokrotnienie
sprawia, ze skladniki polimerowych komplekséw moga by¢ stosunkowo silnie ze
sobg zwigzane. Stereokompleksy powstaja w wyniku oddzialywan pomiedzy
makroczgsteczkami o przeciwnej chiralno$ci (S- 1 R-) lub makroczasteczkami izo- i
syndiotaktycznymi.

Typowymi  przypadkami  ukladow stereokompleksowych sa
stereokompleksy izotaktycznego i syndiotaktycznego poli(metakrylanu metylu) oraz
poli(S-laktydu)((S)-PLA) i poli(R-laktydu)((R)-PLA). Warunkiem koniecznym
wystapienia zjawiska taktyczno$ci jest istnienie centrum stereogenicznego w kazdym
merze polimeru. W polimerze izotaktycznym podstawniki sg utozone we wszystkich
merach jednakowo, tzn. wystepuja zawsze po jednej stronie gldéwnego tancucha,
natomiast w polimerze syndiotaktycznym podstawniki sg ulozone $cisle
naprzemiennie. W sytuacji, gdy nie ma tego rodzaju regularnosci, polimer jest
ataktyczny.

Stereokompleksy izotaktycznego i1 syndiotaktycznego poli(metakrylanu
metylu) zostaty odkryte w 1958 r. przez Foxa i wspolpracownikéw [1] z kolei Hideto
Tsuji w1987 1. odkryl powstawanie stereokomplekséw  pomiedzy
enancjomerycznymi tancuchami polimeréow (R)-PLA i (S)-PLA [2]. Jakkolwiek
istnieje stosunkowo duza grupa polimeréw mogacych tworzy¢ stereokompleksy, np.
niektore poliestry, poliweglany czy poliimidy [3], nie majg one wigkszego
praktycznego zastosowania ze wzgledu na to, ze trudno jest otrzymad
enancjomerycznie czyste makroczasteczki. Obecnie najwigksze zainteresowanie
budzg stereokompleksy polilaktydu ze wzgledu na dobrg dostgpnosé obu
enancjomerycznych monomerdw oraz ich biozgodnos$¢.

1.1. STEREOKOMPLEKSOWANIE (R)-PLA i (S)-PLA

Laktyd, cykliczny monomer stosowany w polimeryzacji z otwarciem
pierscienia (ROP) prowadzacej do polilaktydu, zawiera w czasteczce dwa
asymetryczne atomy wegla. Istnieja zatem trzy rézne diastereoizomery tego
monomeru: (R,R) — laktyd, (S,S) — laktyd oraz izomer mezo (R,S) — laktyd.
Polimeryzacja poszczegdlnych diastereoizomeréw prowadzi w dwodch pierwszych
przypadkach do izotaktycznych, optycznie czynnych czgsciowo krystalicznych
polilaktydéw, odpowiednio do (R)-PLA (PDLA) i (S)-PLA (PLLA), za§ w trzecim
przypadku do ataktycznego, racemicznego polilaktydu amorficznego. Wykazano, ze
rownomolowa mieszanina izotaktycznych, enancjomerycznych polilaktydow o
przeciwnych konfiguracjach prowadzi do stereokompleksu, ktory charakteryzuje si¢
wyzszag o ~50 °C temperaturg topnienia (7m = 230 °C), w pordwnaniu z Tn
tworzacych go sktadnikow (7m = 180 °C)[4]. Poczatkowo sadzono, ze za tworzenie
stereokomplekséw odpowiedzialne sa oddzialywania van der Waalsa migdzy
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dipolami grup karbonylowych [5]. Wykazano jednak, Ze rzeczywista sita napedowa
powstawania stereokompleksow PLA jest tworzenie stabych wielocentrowych
wigzan wodorowych C—H-O-C pomiedzy grupami metylowymi i metinowymi
a grupami karbonylowymi. Energia tych wigzan jest nizsza niz w przypadku
typowych wigzan wodorowych np. N-H--O—C lub O-H:O i wynosi 1-2 kcal/mol
(~4-8 kJ/mol) [6]. Oddzialywania pomigdzy grupami metylowymi (oraz
metinowymi) a karbonylowymi sa silniejsze w przypadku makroczasteczek
o przeciwnej chiralno$ci niz w przypadku tych o identycznej konfiguracji. Ta roznica
w energii oddzialywania sprawia, ze termodynamicznie uprzywilejowane jest
powstawanie stereokompleksow (tworzonych przez enancjomery S- i R-), a nie
homokomplekséw sktadajacych si¢ z tancuchéw o tej samej chiralnosci. W swoim
wyczerpujacym artykule przegladowym H. Tsuji [7], powolujac si¢ na prace nad
widmami spektroskopii w podczerwieni (FTIR), potwierdza, ze oddziatywanie
pomiedzy tancuchami w stereokompleksach polilaktydu jest wynikiem wigzania
wodorowego CHsz O 1 to stanowi sile napgdowa tworzenia stereokompleksu.
Niezwykle istotny jest fakt, ze tworzenie stereokompleksow korzystnie wptywa na
wlasciwosci termiczne i mechaniczne otrzymanych materialow, a takze zwicksza
odporno$¢ na hydrolize. Stymuluje to ich biomedyczne zastosowania, np.
rusztowania w inzynierii tkankowej i w konstrukcji no$nikow lekow o kontrolowane;j
szybko$ci dozowania [8]. Duze zainteresowanie materiatami opartymi na
stereokompleksiec PLA zaowocowalo réwniez intensywnymi badaniami nad
uktadami o bardziej ztozonej architekturze makroczasteczek. W literaturze szeroko
opisano m.in. stereokompleksy polilaktydéw gwiazdzistych o roznej liczbie ramion,
a takze kopolimeréw szczepionych, cyklicznych czy szczotkowych [9].

Rysunek 1. Oddzialywania pomigdzy enancjomerycznymi (R)-PLA (PDLA) i (S)-PLA (PLLA) (grafika z
pracy: Macromolecules 38 (2005) 8362—8371).

Figure 1. The interactions between (R)-PLA (PDLA) and (S)-PLA (PLLA) enantiomeric chains (image from:
Macromolecules 38 (2005) 8362—8371).
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1.2. METODY BADANIA STEREOKOMPLEKSOWANIA

W celu potwierdzenia utworzenia stereokompleksu PLA metodg pierwszego
wyboru jest spektroskopia w podczerwieni, w ktorej po otrzymaniu stereokompleksu
pojawia si¢ charakterystyczne pasmo przy 908-909 cm™ pochodzace od B-helisy
stereokompleksu. Druga najczesciej stosowang metodg jest skaningowa kalorymetria
réznicowa (DSC), ze wzgledu na fakt, ze temperatura topnienia stereokompleksu jest
o okoto 50 °C wyzsza niz temperatura topnienia enancjomerycznych (R)-PLA
1 (S)-PLA. Dodatkowo stosuje si¢ szerokokatowg dyfrakcje rentgenowskg (WAXD),
poniewaz stereokompleks PLA charakteryzuje sie pikami dyfrakcyjnymi przy 20 =
12, 21 oraz 24°, co odrdznia go od enancjomerycznych PLA, ktoére wykazuja piki
dyfrakcji przy 20 =15, 17, 19 oraz 22,5° [6]. Metody te pozwalajg rowniez stwierdzi¢
obecno$¢ homokrystalitow w badanym stereokompleksie, czyli jednorodno$¢
otrzymanego materialu. Rzadziej stosuje si¢ spektroskopie¢ magnetycznego
rezonansu jadrowego ('3C NMR) w ciele stalym, w ktorej obserwuje si¢ przesuniecie
piku grupy karbonylowej od 169,7 ppm do 173,3 ppm (krystality stereokompleksu
PLA (sc-PLA))[10].

2. BADANIA WLASNE

2.1. STEREOKOMPLEKSOWANIE LINIOWYCH i GWIAZDZISTYCH
PLA

Opracowanie metod otrzymywania polilaktydow o strukturze gwiazdzistej z
wykorzystaniem wielofunkcyjnych inicjatoréw polimeryzacji LA, takich jak np.
dipentaerytrytol czy dendrymeréw, pozwolilo wykorzysta¢ je do syntezy
stereokomplekséw o nieliniowej strukturze. W badaniach nad stereokompleksami
polilaktydow  gwiazdzistych ~ wykorzystano  oddzielnie  zsyntetyzowane
poli(S)- i poli(R)-laktydy gwiazdziste o liczbie ramion 6, 13, 24 1 32. Zsyntetyzowano
réwniez stereokompleksy mieszane polilaktydow gwiazdzistych i liniowych,
zbudowane z 6-ramiennego (S)-PLA i liniowego (R)-PLA oraz 13-ramiennego
(S)-PLA i liniowego (R)-PLA. Stereokompleksy otrzymywano przez zmieszanie
rownomolowych roztworéw enancjomerycznych polilaktydéw w dichlorometanie, a
nastepnie powolne wytracenie uzyskanej mieszaniny do metanolu lub przez
bezposrednie zmieszanie stopionych komponentéw. Stereokompleksy analizowano
metodg DSC. Jak pokazano na Rys. 2, trwalos¢ termiczna uzyskanych
stereokompleksow zalezy od struktury PLA, z ktérego sa zbudowane. Na
termogramach DSC wigkszosci badanych probek zarejestrowano wylacznie dwa
efekty termiczne: pik egzotermiczny zimnej krystalizacji (w zakresie 75-85 °C) oraz
pik topnienia stereokompleksu (w temperaturze 200-205 °C). Wyjatek stanowity
makroczgsteczki liniowe i 6-ramienne, dla ktérych na krzywej DSC pojawit si¢
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dodatkowy pik topnienia krystalitow homochiralnych w temperaturze 171 i 172 °C.
Rowniez, w przypadku stereokompleksow otrzymanych przez bezposrednie
mieszanie w stopie w temperaturze 220 °C (tj. o 50 °C powyzej T wyjsciowych
sktadnikow (R)-PLA i (S)-PLA), uktady o liczbie ramion réwnej lub wigkszej niz 13
wykazywaty juz tylko jeden pik topnienia [11].

75°C
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6-ramienny

°c
85 °C 205°C
s 13-ramienny
[ (. ] 503 C24—ram1enny

0
C liniowy
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Rysunek 2. Termogramy DSC stereokompleksow gwiazdzistych PLA o r6znej liczbie ramion. Opis
wykorzystanych enancjomerycznych PLA bezposrednio na rysunku. Drugi przebieg w DSC po stopieniu
probek i wygrzewaniu ich przez 2 min w temp. 250 °C, a nastgpnie szybkim schtodzeniu do temperatury
pokojowej w celu zachowania struktury amorficznej. Szybko$¢ ogrzewania wynosita 10 °C min™', szybkosé¢
chtodzenia 20 °C min! (grafika z pracy: Macromolecules 39 (2006) 3710-3713).

Figure 2. DSC thermograms of star-shaped PLA stereocomplexes with different numbers of arms. The
characteristics of the enantiomeric PLA samples used are provided directly in the figure. Thermograms were
recorded during the second DSC heating run after melting the samples, annealing them at 250 °C for 2 min, and
subsequently quenching them to room temperature to preserve the amorphous structure. The heating rate was
10 °C-min!, while the cooling rate exceeded 20 °C-min~! (image from: Macromolecules 39 (2006) 3710-3713).

Powod zwigkszonej stabilno$ci stereokomplekséw moze wynikaé z istnienia
szczegllnej geometrii oddzialywan pomigdzy ramionami w makroczasteczkach
gwiazdzistych. W  makroczasteczkach — gwiazdzistych ramiona tworzace
stereokompleksy mogg oddzialywaé gtownie w sposob antyrownolegly, ze wzgledu
na architektur¢ polimeréw. Natomiast réwnolegle oddziatywanie ramion struktur
gwiazdzistych jest trudniejsze z powodu przeszkod sterycznych. Jesli liczba ramion
jest dostateczna (>6), obserwujemy wzrost ich stabilnoéci termicznej. Cantow i
wspotpracownicy obliczyli energie oddziatywan (Eiy) pomiedzy liniowymi
fancuchami PLA (helisami) w komorce elementarnej. Wyniki tych obliczen
wyniosty: dla helis ulozonych rownolegle Einx = —119 kcal'mol™?, a dla
antyrownolegtych Ein;=—111 kcal-mol ! [5]. Dane te wskazuja, ze dla obu sposoboéw
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upakowania energia oddzialywan jest wicksza niz w przypadku krysztalow
enancjomerycznych (ztozonych z homochiralnych makroczasteczek), dla ktorych Ein
= —96 kcal-mol™!. Wedhlug tych obliczen helisy rownolegle oddziatuja nieco silniej
niz antyréwnolegle. To nie zgadza si¢ z hipoteza wyjasniajaca przyczyne wiekszej
stabilno$ci struktur gwiazdzistych. Warto zauwazy¢, ze obliczenia te, wskazujace
jedynie kilkuprocentowa réznice migdzy dwoma strukturami liniowymi, moga
jednak nie w peni odnosi¢ si¢ do struktur gwiazdzistych. Aby upewnic si¢, ze
obliczenia energii odzialywan w  stereokompleksach rownoleglych i
antyréwnoleglych sa poprawne, przeprowadzono badania na liniowych modelowych
uktadach, w ktorych tancuchy oligomerycznych (S)-PLA 1 (R)-PLA byly
wyposazone w sondy fluorescencyjne, odpowiednio w pozycjach ,,glowa” i ,,ogon”
[12].

Obserwowano wzrost fluorescencji w obu wypadkach tworzenia si¢
stereokomplekséw. Oznacza to, ze sondy w tworzacych si¢ stereokompleksach sa po
tej samej stronie lancuchéw (tworza ekscimery). Zatem stereokompleksy PLA
rownolegte i antyrownolegle tworzg si¢ z takim samym prawdopodobienstwem, co
w zasadzie potwierdza wyniki otrzymane przez Cantova [5]. Niestety powtorzenie
takiego eksperymentu z sondami fluoroscencyjnymi dla PLA gwiazdzistych, jest
niemozliwe ze wzgledéw sterycznych. Mozna natomiast przypuscié, ze stopienie
stereokompleksu gwiazdzistego o liczbie ramion wickszej niz 6 nie prowadzi do
petnej izotropizacji sktadnikow stopu. Na skutek kooperatywnych oddziatywan wielu
ramion gwiazd polilaktydowych, tworzg one w stanie stopionym nie w pelni
zdysocjowane agregaty  (,,prekursory”  krystalizacji) zlozone z kilku
makroczgsteczek. Duza liczba ramion uczestniczacych w tworzeniu takiego
stereokompleksowego agregatu sprawia, ze nawet przy dynamicznym zrywaniu si¢ i
ponownym tworzeniu wigzan wodorowych w stanie stopionym, zawsze jakas$ liczba
makroczgsteczek utrzymywana jest w stanie zagregowanym. Stereokompleksy
liniowych polilaktydow wykazuja wieksza odporno$¢ na hydrolityczng degradacje w
poréwnaniu ze strukturami homochiralnymi [13]. Zwickszenie tej odpornosci jest
spodziewane rowniez w stereokompleksach polilaktydow gwiazdzistych. Mozliwo$é
kontrolowania szybko$ci degradacji poprzez uzycie stereokompleksow sc-PLA
o odpowiedniej strukturze jest bardzo pozadana wszedzie tam, gdzie polilaktyd
stanowi material, np. na implanty lub “rusztowania” (ang. scaffolds), ktére majg
bioresorbowa¢ si¢ w organizmie po zadanym czasie. Sktad materialu moze
decydowac o czasie resorpcji.
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2.2. STEREOKOMPLEKSOWE CZASTKI
2.2.1. Mikroczgstki otrzymane poprzez stereokompleksowanie

Po raz pierwszy mikroczastki z sc-PLA otrzymat H. Tsuji [14] poprzez
zmieszanie roztworow (R)-PLA i (S)-PLA w acetonitrylu. W naszym zespole
skupiono si¢ na wptywie grup koncowych makroczasteczek na samoorganizacje
enancjomerycznych PLA  podczas tworzenia mikroczastek w  rdznych
rozpuszczalnikach organicznych. Na Rys. 3 przedstawiono grupy koncowe
wprowadzone do struktury PLA i w tym rozdziale oméwiony zostanie ich wplyw na
morfologi¢ 1 wlasciwosci mikroczgstek sc-PLA. W pierwszej pracy wykazano, ze
morfologia czastek rdzni si¢ znaczaco w zalezno$ci od rodzaju grupy koncowej
(hydroksylowej, butoksylowej, trifluorometoksylowej, heptafluorobutoksylowe;,
oksyetyloimidazolowej, oraz pochodzacej od imidazoliowej cieczy jonowej) oraz
zastosowanego rozpuszczalnika i stg¢zenia [15]. Regularne sferyczne mikroczastki
otrzymano w  1,4-dioksanie  (DIOX) =z  enancjomerycznych  PLA
funkcjonalizowanych pochodng cieczy jonowej, co sugeruje, ze oddziatywania
jonowe sprzyjaja utworzeniu tego typu morfologii czastek. W kolejnym etapie
postanowiono zbada¢ wplyw architektury makroczasteczki na samoorganizacje
stereokompleksowych mikroczastek. W tym celu wykorzystano szeScioramienny
(S-)-PLA i liniowy (R)-PLA wyposazony w grupy pochodzace od cieczy jonowe;.
Poprzez prosta zmiang jednego ze skladnikow mieszaniny stereokompleksujace;j,
udato si¢ po raz pierwszy otrzymac krysztaty koloidalne mikroczastek [16], czyli
mikroczgstki utozone w regularna, periodyczng strukture, jak przedstawiono
na Rys. 4. Dodatkowo, niewielka zmiana grup koncowych gwiazdzistego
polilaktydu, z hydroksylowych na karboksylowe, skutkowata zmiang wielkoS$ci
czastek sc-PLA z kilku mikrometréw na 400 nm [17], jednakze czastki te, pomimo
uporzadkowanej struktury, nie utworzyly krysztatéw koloidalnych. Za pomoca
techniki AFM wykazano, ze skladnikami budulcowymi mikrosfer sc-PLA sg
nanoziarna o wielkosci okoto 30 nm, ktére nastgpnie agreguja do odpowiedniej
wielkosci i podlegaja sedymentacji. Postulowano, ze mechanizm nukleacji i wzrostu
jest odpowiedni do opisu obserwowanego zjawiska.

W kolejnym etapie badania makroczasteczki PLA sfunkcjonalizowano
ugrupowaniami zdolnymi do tworzenia wigzan wodorowych: 2-aminopirydyna (AP),
izocytozynag (IC), urydyna (U) oraz 2-ureido-4[1H]-pirymidynonem (UPy) [18].
Szczegblnie istotna byla modyfikacja grupami UPy zdolnymi do tworzenia
czterokrotnych wigzan wodorowych i szeroko stosowanych do poprawy wlasciwosci
materialow polimerowych [19-21]. Po raz pierwszy wbudowano to ugrupowanie do
struktury PLA poprzez zastosowanie odpowiedniego inicjatora (UPy-OH) na jedna
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stron¢ tancucha oraz poprzez sprzeganie odpowiednim diizocyjanianem na oba konce
fancucha. Makroczasteczki (S)-PLA i (R)-PLA z ugrupowaniem UPy na jednym
koncu tancucha spontanicznie tworzyly stereokompleksowe mikrosfery w 1,4-
dioksanie, ale poprzez ich wytrgcenie z roztworu N-metylo-2-pirolidonu do metanolu
otrzymano najbardziej jednorodne mikroczastki. Z kolei wkraplanie (S)-PLA
i (R)-PLA z grupami UPy na obu koncach tancuchéw rozpuszczonych w
chloroformie do metanolu prowadzilo do otrzymania materialu o morfologii
fibrylarne;j [18].
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Rysunek 3. Rodzaje grup koncowych zastosowanych do modyfikacji struktury PLA.
Figure 3. The type of end groups used for the modification of the PLA structure.

Kontynuacja tych badan byta synteza kopolimeréw laktydu z weglanem
trimetylenu (TMC) oraz e-kaprolaktonem (CL) z ugrupowaniami UPy na obu
koncach tancucha. Otrzymano je poprzez reakcje hydroksylowych grup koncowych
poli(weglanu trimetylenu) (PTMC) oraz poli(e-kaprolaktonu) (PCL) z wcze$niej
otrzymanym PLA z grupa UPy na jednym koficu faficucha i izocyjanianowa na
drugim koncu tancucha, ktéra umozliwia sprzeganie z PTMC i PCL. W przypadku
makroczasteczek z TMC zaréwno kopolimery z grupami UPy, jak i ich
stereokompleksy  tworzyly = mikroczastki po  zastosowaniu  odwrotnego
nanowytracania (do roztworu (S)-PLA i (R)-PLA w 1,4-dioksanie dodawano powoli
metanol). Sytuacja zmieniata si¢ jednak diametralnie, gdy w kopolimerze blok TMC
zastapiono CL; ze wzgledu na ich krystalizacj¢ i separacj¢ fazowa nie utworzyly si¢
czastki sferyczne, tylko czastki o morfologii ptatkowe;.

Do modyfikacji morfologii czastek sc-PLA zastosowano rowniez metode
polimeryzacji matrycowej (templatowej). Polegata ona na polimeryzacji (R)-LA
w obecnosci (S)-PLA z zablokowanymi grupami koncowymi, co miato na celu
zapobieganie powstawaniu polimeréw stereoblokowych [22]. Polimeryzacje
prowadzono w tetrahydrofuranie w 80 °C w prozni przez 24 h. Stosujac te warunki,
udato si¢ otrzymac¢ mikroczastki o strukturze ptatka w ptatku, w ktoérych grubosé
jednego ptatka wynosita okoto 900 nm, a $rednica czastek wynosita okoto 5 um.
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Rysunek 4. Zdjecie SEM krysztatoéw koloidalnych sc-PLA (opisane w pracy: Macromol. Chem. Phys. 215
(2014) 27-31).
Figure 4. SEM microphotographs of sc-PLA colloidal crystals (described in: Macromol. Chem. Phys. 215
(2014) 27-31).

Metode mikroprzeptywow wykorzystano do otrzymania kropli emuls;ji
pojedynczej oraz podwojnej z polilaktydow funkcjonalizowanych ugrupowaniami
zdolnymi do tworzenia oddziatywan supramolekularnych, z ktérych nastgpnie
usunicto rozpuszczalnik organiczny w celu otrzymania mikroczastek o $rednicy
migdzy 40 a 160 pm. Za pomocg tej metody otrzymano mikroczastki
stereokompleksowe o relatywnie regularnej strukturze [23] oraz puste w Srodku [24]
zbudowane z polilaktydow funkcjonalizowanych ugrupowaniem UPy (Rys. 5). Z
kolei zastosowanie polilaktydow z ugrupowaniami terpirydynowymi i
kompleksowanie ich odpowiednimi jonami metali (Ni**, Co*" oraz Fe*") prowadzito
do otrzymania porowatych mikrosfer [25], jak pokazano na Rys. 5.
W otrzymanych mikrosferach zamkni¢to modelowy zwiazek fluorescencyjny
nitrobenzoksadiazol (NBD), a jego uwalnianie w PBS nie réznito si¢ znaczgco
pomigdzy regularnymi a porowatymi strukturami i wynosito okoto 10 % w ciagu
kilku lub kilkunastu dni. Nieznacznie szybciej zwigzek ten uwalnial sic w kwasowym
pH ze wzgledu na czulo$¢ ugrupowan UPy na zmiany pH. Najciekawszy efekt
zaobserwowano dla mikrosfer pustych w $rodku, ktore kurczyly si¢ w silnie
zasadowym $rodowisku, powodujgc uwalnianie modelowego zwigzku w ciagu
10 minut, podczas gdy czastki te byly stabilne w S$rodowisku kwasowym.
Postulowano, ze jest to zwiazane z deprotonacja grup koncowych UPy lub
ewentualng degradacjg matrycy polimerowe;.
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Rysunek 5. Mikrosfery sc-PLA otrzymane metoda mikroprzeptywow: (A) o regularnej strukturze, (B)
porowate, (C) puste w $rodku. (grafika na podstawie: Mater. Lett. 161 (2015) 471-475; Macromol. Chem. Phys.
218 (2017) 1700018, Macromol. Rapid Commun. 38 (2017) 1600790 )

Figure 5. Microspheres of sc-PLA prepared via microfluidic technique (A) with regular structure, (B) porous,
(C) hollow. (image based on: Mater. Lett. 161 (2015) 471-475; Macromol. Chem. Phys. 218 (2017) 1700018,
Macromol. Rapid Commun. 38 (2017) 1600790)

Tworzenie mikroczastek sc-PLA w obecnosci jonow metali wykorzystano
dodatkowo do enkapsulacji wybranych witamin, co wskazuje na mozliwo$¢ ich
zastosowania w jednoczesnej suplementacji witaminami i mikroelementami. W tym
celu zsyntetyzowano polilaktydy zawierajace rozng liczbe grup karboksylowych
rozmieszczonych wzdtuz fafcucha. W wyniku kationowej polimeryzacji S-LA i R-
LA inicjowanej hydroksykwasami takimi jak kwas glikolowy (GA) 1 kwas 2,2-bis-
(hydroksyetylo)propionowy (BHPA), a takze glikolem etylenowym (EG) i
pozniejszej funkcjonalizacji bezwodnikiem kwasu bursztynowego otrzymano
polilaktydy ((S)-PLA i (R)-PLA) o niewielkich ci¢zarach czasteczkowych
(M= 2000 —4300), w rozny sposob podstawione grupami karboksylowymi [26] jak
to przedstawiono na Rys. 6.

PLA-(COOH), PLA-(COOH) 4, PLA-(COOH); PLA-(COOH),
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Rysunek 6. Schemat syntezy PLAs zawierajacych rozng liczbg grup karboksylowych w wyniku kationowej
polimeryzacji z otwarciem pier$cienia oraz dalszej funkcjonalizacji (grafika z pracy: Polym. Int. 66 (2017) 108—
118).

Figure 6. Schematic representation of the synthesis of PLAs containing carboxyl end groups by cationic ROP
and post-polymerization functionalization (image from: Polym. Int. 66 (2017) 108—118).

Otrzymane (S)-PLA i (R)-PLA uzyto do stereokompleksowania poprzez
zmieszanie roztworéw obu stereoizomerow o analogicznej budowie w obecnoS$ci
tlenkéw metali (CaO, MgO, ZnO, Fe;O3); mieszanie zawiesin przez pewien czas
umozliwito jonizacj¢ tlenkow i zwigzanie jonéw metali z grupami karboksylowymi
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obecnymi w fancuchu PLA (na koncu Iub w $rodku). Wprowadzanie jonéw metali w
celu uzyskania lepszej stabilnoSci nano(mikro)czastek  wykorzystanych
do enkapsulacji jest czesto stosowane w przypadku metod emulsyjnych ich
wytwarzania z PLA [27]. Po okre§lonym czasie ze zmieszanych roztworéw wypadaty
osady stereokompleksow sktadajace si¢ ze sferycznych mikroczastek o $rednicy 0,7—
3 um, jak pokazano na Rys. 7. Srednica i posta¢ mikroczastek byly zroznicowane w
zaleznoS$ci od uzytego tlenku metalu, a takze zalezaty od liczby grup karboksylowych
zwigzanych z PLA, nadmiaru jonow metali w stosunku do tych grup, a takze od
uzytego rozpuszczalnika. Tak jak mozna by si¢ spodziewaé, PLA zawierajacy
wiekszg liczbe grup karboksylowych oddziatywat silniej z jonami metali, skutkujac
zmniejszeniem $rednicy mikroczastek (od 1,5 pm dla PLA-(COOH) 1 do 0,7 um dla
PLA-(COOH)3) otrzymanych wobec CaO z roztworu tetrahydrofuranu (THF).
Rozmiar czgstek wzrastat rowniez ze wzrostem promienia jonu metalu uzytego do
stereokompleksowania. Obecno$¢ jonow metali wewnatrz mikroczastek
potwierdzono metoda EDS, ktora rowniez umozliwita oszacowanie ich zawarto$ci na
2,5-6 % wag. oraz rownomierne rozproszenie wewnatrz czastki.

Rysunek 7. Zdjecia SEM mikroczastek otrzymanych w wyniku stereokompleksowania PLA-(COOH),
(M,~2000) z roztworu THF w obecnosci tlenkow metali; [MtO]/[-COOH]=1 (grafika z pracy: Polym. Int. 67
(2018) 1523-1534).

Figure 7. SEM pictures of PLA-(COOH); (M, ~2000) stereocomplex microparticles prepared from THF
solutions in the presence of metal oxides: [MtO]/[-COOH]J=1 (image from: Polym. Int. 67 (2018) 1523—1534).

Regularne sferyczne mikroczastki zawierajace wewnatrz jony metali
wykorzystano dalej do enkapsulacji hydrofobowych witamin D3, A i E [28].
Przeprowadzono enkapsulacj¢ wymienionych witamin w obecnosci modelowego
CaO jako zrodta jondw wapnia. W badaniach enkapsulacji do stereokompleksowania
zastosowano PLA z jedng grupg karboksylowa oraz rownomolowy stosunek [CaO]/[-
COOH]. Uzyskano zatadowanie 5,6-22% w przypadku witaminy D;, 8-9% w
przypadku witaminy E i 12% zaladunku witaming A (na podstawie widm '"H NMR).
Analiza zatadowanych czastek metodg XPS pozwolita stwierdzi¢, ze witaminy
ulokowane sg gtownie na ich powierzchni. Stabilno$¢ czgstek z zaladowanymi
witaminami D3 1 A mozna przypisa¢ oddzialywaniom jondw wapnia z podwdjnymi
wigzaniami obecnymi w czasteczkach tych witamin, ktére to oddzialywania
potwierdzono metoda spektroskopii UV. Badanie uwalniania witamin w 37 °C,
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w $rodowisku buforu o pH = 7.4 pokazato, ze w ciagu 4 tygodni eksperymentu
uwolnito si¢ 60% poczatkowej ilosci witaminy D3 oraz 35% poczatkowej iloSci
witaminy E. Uwalnianie zachodzito bez poczatkowego wyrzutu, co jest istotne dla
dozowania $rodkéw farmaceutycznych i1 nastgpowato raczej na skutek degradacji
matrycy PLA [28], a nie dyfuzji witaminy do §rodowiska wodnego.

Mikroczastki sc-PLA zostaly opracowane jako no$nik ekstraktéw z Salvia
cadmica. Czastki zatadowane ekstraktem o wielkosci 1-2 um charakteryzowaty sig
dobra stabilno$cia w szerokim zakresie pH (5.5, 7.4 i 8.0) oraz biozgonos$cia in vivo
na modelu kawii domowej. Ekstrakty z Salvia cadmica uwalniane z mikroczastek
zwigkszaly aktywnos¢ fagocytarng makrofagdw ostabiong przez Helicobacter pylori,
a takze neutralizowaty indukowang przez ten patogen nadmierng produkcje cytokiny
prozapalnej TNF-o oraz interleukiny 10 (IL-10). Ze wzgledu na obiecujace
wlasciwosci immunomodulujace, mikroczastki sc-PLA z ekstraktami z S. cadmica sa
rekomendowane do dalszych badan in vivo na modelu §winek morskich zakazonych
Helicobacter pylori [29].

Mikroczastki sc-PLA o rozmiarze 2 pm wykorzystano rowniez do
enkapsulacji atropiny (AT), czyli zwigzku stosowanego do spowolnienia progres;ji
krotkowzrocznosei u dzieci [30]. W celu silnego zwigzania atropiny otrzymano
gwiazdziste PLA z rdzeniem z dipentaerytrytyolu oraz z B-cyklodekstryny (B-CD).
Zdolnos¢ B-CD do tworzenia kompleksoéw inkluzyjnych z AT zostata potwierdzona
metodg '"H ROESY NMR. Po otrzymaniu mikroczgstek sc-PLA zbadano uwalnianie
AT w buforze o fizjologicznym pH. Wykazano, ze obecno$¢ B-CD w strukturze PLA
znaczgco obnizyta szybkos¢ uwalniania AT z otrzymanych czastek w poréwnaniu z
czastkami zbudowanymi z PLA z rdzeniem z dipentaerytrytyolu (13 % versus 8 %
po 20 dniach, przy jednoczesnym obnizeniu wyrzutu leku po pierwszym dniu).
Ponadto zbadano réwniez cytotoksycznos¢ wzgledem komorek PC3 oraz Hela i
zaobserwowano, ze w zaleznosci od stezenia niektore formulacje byty cytotoksyczne
dla komorek, jednakze przezywalno$¢ komorek dla czastek z PLA z rdzeniem z [3-
CD z zamknieta atroping w znakomitej wickszosci przekraczata 70 %, co spetnia
norme ISO dla systemoéw dostarczania lekow.

Z kolei kwercetyna (Q) posiada nie tylko wlasciwos$ci przeciwutleniajace,
ale réowniez wspomaga wzrost ro$lin. Postanowiono wykorzysta¢ te¢ ceche,
zamykajac ja w mikroczastkach sc-PLA. Mialo to na celu zapewnienie jej
réwnomiernego uwalniania do gleby, co pozwala na obnizenie stresu biotycznego i
abiotycznego u roslin [31]. Rosling modelowa w badaniach byl zielony groszek, a
matrycg do otrzymania czastek stanowity PLA zainicjowane na heksano-1,6-diolu, a
otrzymane mikroczastki roznily si¢ zawartoscig Q. Rozmiar mikroczastek byt
najwickszy dla tych z najwigksza zawartoscig Q, a ponadto dodatek tej substancji
aktywnej powodowat zmian¢ morfologii czastek z jednorodnej z malg ilo§cig poréw
na wysoce porowata. Z tak otrzymanych mikrosfer uwalniato si¢ migdzy 28 a 31%
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Q przez 18 dni, co byto spowodowane ich porowata strukturg. Dzigki zastosowaniu
otrzymanych mikroczastek sc-PLA w trakcie wzrostu modelowej rosliny poddanej
stresowi solnemu udato si¢ stymulowac jej rozwoj. Efektywno$¢ zastosowanych
mikroczastek zostata potwierdzona obnizeniem warto$ci wskaznika TBARS, ktory
pokazuje zawarto$¢ produktow wtornego utleniania lipidow.

Ze wzgledu na rosngce zachorowania na raka ptuc poszukuje si¢ nowych
rozwigzan, aby dostarcza¢ leki przeciwnowotworowe bezposrednio w okolice
nowotworu. Stosuje si¢ w tym celu mikroczastki o wielkosci kilku pm, ale
najbardziej efektywne sg czgstki o wielkos$ci w granicach 0,5 do 1 um poniewaz sg
w stanie dotrze¢ do pgcherzykow ptucnych albo dodatkowo moze zachodzi¢ ich
fagocytoza przez makrofagi pecherzykowe [32]. W celu uzyskania kontroli nad
wielko$cig mikroczgstek sc-PLA oraz zwickszenia wydajnosci enkapsulacji
doksorubicyny (DOX) zastosowano dwa rodzaje grup koncowych z zablokowang i
odblokowang L-proling oraz proces tworzenia czastek przeprowadzono w THF, 1,4-
dioksanie oraz w ich mieszaninie [33]. W rezultacie zmiany tych wszystkich
parametrow udato si¢ otrzyma¢ mikroczgstki zatadowane DOX o wielkosci od 0.5
do 3 um dla mikroczgstek z odblokowang grupa L-proliny (dla tych z zablokowang
grupa L-proliny wielko§¢ miescita si¢ w granicach od 5 do 10 pm). Wielkosé¢
uzyskanych mikroczastek znaczaco wplyneta na szybko§¢ uwalniania DOX, a
wartosci te wahaly si¢ od 41 do 81% dla mikroczastek sc-PLA zbudowanych z PLA
z odblokowang grupa L-proliny, podczas gdy od 5 do 10% uwalniato si¢ dla tych z
zablokowana grupa L-proliny. Z kolei procent uwolnionej DOX miat znaczacy
wplyw na efektywno$¢ wzgledem komorek raka ptuc (A459) i najwigksze obnizenie
ich zywotno$ci obserwowano dla najmniejszych czastek otrzymanych w THF lub
jego mieszaninie z DIOX. Dodatkowo mikroczastki o wielkosci zblizonej do 1 pm
oddziatywaty z btona komorkowa i wnikaty do cytoplazmy, podczas gdy wigksze
mikroczastki praktycznie nie oddziatywaty na komorki raka pluc, jak pokazano na
Rys. 8.

2.2.2. Stereokompleksowe nanoczastki jako systemy dostarczania lekow

W tym rozdziale oméwione zostang stereokompleksowe nanoczastki jako
systemy kontrolowanego dostarczania lekow, ich synteza oraz charakterystyka. W
pracach naszego zespotu skupiono si¢ na wptywie sterokompleksowania na szybko$¢
uwalniania substancji biologicznie aktywnych, takich jak doksorubicyna czy fumaran
alafenamidu tenofowiru (TAF), oraz na popraw¢ ich enkapsulacji wewnatrz
polimerowych nanoczastek. W pierwszych pracach opracowano wydajny sposob
enkapsulacji doksorubicyny wewnatrz polilaktydowych nanoczastek zawierajacych
rdzen B-CD lub wewnatrz kopolimeréw polilaktydu z blokowang badz odblokowang
poliproling. W pierwszym przypadku w wyniku zastosowania cz¢$ciowo metylo-
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wanej B-cyklodekstryny ~ (MB-CD)  otrzymano  serie  gwiazdzistych
(S) - i (R) - PLA, ktore w dalszym etapie zostaly wykorzystane jako matryce do
otrzymywania polimerowych nanoczastek. Obecno$¢ rdzenia cyklodektryny
korzystnie wptyngta na stopien enkapsulacji DOX wewnatrz nanoczastek, a
dodatkowo synergiczny efekt sterecokompleksowania spowodowal jej bardziej
kontrolowane uwalnianie. Wykazano, ze zastosowanie tych dwoch stabych interakcji
— tworzenie kompleksu inkluzyjnego migdzy MB-CD a stereokompleksowanie —
zwigkszylo skuteczno$¢ terapii przeciwnowotworowej, powodujac 80% redukcje
zywotno$ci komorek raka jajnika oraz komorek raka przewleklej biataczki szpikowej
w ciagu 48 godzin [34], jak pokazano na Rys. 9.

Rysunek 8. Obrazy uzyskane za pomoca konfokalnego mikroskopu skaningowego zywych komorek A549 po
24 godzinach inkubacji z mikrosferami o r6znych rozmiarach zawierajacymi DOX (grafika z pracy: Colloids
Surf. B Biointerfaces 184 (2019) 110544).

Figure 8. Confocal laser scanning microscopy images of live A549 cells after 24 h of incubation with the
differently formulated DOX-loaded microspheres (image from: Colloids Surf. B Biointerfaces 184 (2019)
110544).

Enkapsulacja doksorubicyny wewnatrz kopolimerow blokowych laktydu
i proliny doprowadzila do otrzymania nanoczastek pH-czutych. Wprowadzenie
proliny do makroczasteczek polilaktydu miato na celu spowodowanie dezorganizacji
nanoczgstek w obrebie lekko kwasowego pH komoérki nowotworowej i selektywne
uwalnianie leku. W tym celu zsyntetyzowano kopolimer S - lub R -LA oraz L-proliny
poprzez potaczenie polimeryzacji z otwarciem pier§cienia i polimeryzacji
z odwracalnym addycyjno-fragmentacyjnym przeniesieniem tancucha (RAFT).
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Rysunek 9. Zywotno$¢ komoérek po 48 godzinach inkubacji w obecnoéci nanoczastek zatadowanych
doksorubicyna (DOX-loaded NPs) z komérkami HeLa (po lewej) oraz K562 (po prawej) (grafika z pracy: Eur.
Polym. J. 120 (2019) 109271).

Figure 9. Cell viability after incubation of DOX-loaded NPs with HeLa (left) and K562 (right) cells after 48 h
(image from: Eur. Polym. J. 120 (2019) 109271).

Kopolimery te  wykorzystano do  przygotowania  enancjomerycznych
1 stereokompleksowanych nanoczgstek, ktore charakteryzowaly si¢ $rednig
wielko$cig okoto 160-210 nm. Wyniki badan uwalniania leku wykazaty, ze dzigki
obecnosci bloku poli(L-proliny) nanoczastki charakteryzowaly si¢ wrazliwo$cig na
pH w kwasowym s$rodowisku guza, jednakze zjawisko to byto mniej wyrazne w
przypadku nanoczgstek stabilizowanych stereokompleksowaniem. Ponadto,
nanoczgstki zawierajace DOX wykazaty skuteczne dziatanie przeciwko komorkom
raka zotagdka (HeLa) oraz raka nabtonka jelita grubego (Lovo), niemniej jednak ich
cytotoksyczno§¢ silnie zalezy od skladu nanonosnika. Wysoka stabilno$¢
nanoczgstek, wynikajgca z supramolekularnego usieciowania makroczasteczek PLA,
sprawila, ze stereokompleksowe nanonos$niki lepiej wnikaly do wnetrza komdrek
nowotworowych. Polaczenie czuto$ci na zmiany pH oraz stereokompleksowania
wskazuje, ze nanoczastki przygotowane z kopolimeréw laktydu oraz proliny moga
by¢ zastosowane w leczeniu réoznych typéw nowotworow [35].

Terapia antyretrowirusowa stanowi podstawowg metode leczenia zakazenia
wirusem HIV i zespolu AIDS, jednak wiaze si¢ z wieloma ograniczeniami, takimi
jak niska biodostepnos¢ lekow, cytotoksycznosé oraz szybkie usuwanie nanoczastek
przez nerki. W celu ograniczenia wyzej wymienionych wad leki moga by¢
enkapsulowane wewnatrz biokompatybilnych polimerowych nanono$nikow.
W tej pracy skupiono si¢ na przygotowaniu nanoczastek zbudowanych z mieszaniny
enancjomerycznych (S)-PLA i (R)-PLA oraz chitozanu (CHI) metoda suszenia
rozpylowego (spray-drying). Tak otrzymane nanoczastki zaladowano lekiem
antyretrowirusowym — TAF. Proces suszenia rozpylowego zostal zoptymalizowany
tak, aby uzyska¢ sferyczne nanoczastki o gladkiej powierzchni, co zostato
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potwierdzone za pomoca skaningowej mikroskopii elektronowej, jak pokazano na
Rys. 10. Ostatecznie wykazano, ze otrzymane formulacje nie wykazuja toksycznosci,
a ich skuteczno$¢ przeciwwirusowg oceniono z wykorzystaniem linii komdrkowej
ludzkich limfocytow typu T (Jurkat E6) zakazonych wirusem HIV [36]. W celu
wydtuzenia uwalniania TAF, otrzymane polilaktydowo-chitozanowe nanoczastki o

$rednicy okoto 91 nm wprowadzone do oleozeli ztozonych z oleju sezamowego oraz
etylocelulozy.

| «TAF
* VH614CST2
> VHB14CST3
= VHB14CST4
~VHB14CSTS
-+ VHB14CSTE

Zakazenie referencyjne %

T T

Rysunek 10. Zdjecia z mikroskopu elektronowego nanoczastek PLLA/PDLA/CHI (A), Aktywnos$¢
przeciwretrowirusowa nanoczastek PLLA/PDLA/CHI w hodowli komoérek T (B) (grafika z pracy: Advanced
Powder Technology 34 (2023) 104205)

Figure 10. Scanning electron microscopic pictures of PLLA/PDLA/CHI (A) NPs, Antiretroviral activity of
PLLA/PDLA/CHINPs in T cell culture (B) (image from: Advanced Powder Technology 34 (2023) 104205).

Dodatkowo uktad wzbogacono o komercyjnie dost¢pne nanoczatki tlenku
glinu o rozmiarze 78 nm w celu poprawy wiasciwosci iniekcyjnych formulacji.
Zaproponowany stereokompleksowy system dostarczania TAF wykazat przedtuzone
i kontrolowane uwalnianie leku przez okres do 12 dni w buforze fosforanowym o pH
7,4. Co istotne, oleozele zawierajace nanoczastki zaladowane przeciwwirusowym
lekiem wykazywaly lepsze przenikanie ex vivo przez tkankg. Uzyskane wyniki
potwierdzaja, ze nanonosniki (S)-PLA/(R)-PLA/CHI oraz nanonos$niki (S)-PLA/(R)-
PLA/CHI zatadowane wewnatrz oleozeli maja duzy potencjat jako systemy
dostarczania lekow i dlatego tez formulacje te mogg stanowi¢ odpowiednie systemy
dostarczania lekow przeciw wirusowi HIV o przedtuzonym uwalnianiu [37].

2.3. ZELE i FILMY POLIMEROWE WZMOCNIONE
STEREOKOMPLEKSOWANIEM

Badajac samoorganizacj¢ gwiazdzistych (S)-PLA w rozpuszczalnikach
organicznych, opracowano warunki, w ktorych otrzymano zele w
N-metylopirolidonie (NMP) [38]. NMP nie byt wczesniej wykorzystywany jako
medium stereokompleksujace, a wszystkie wczesniejsze prace pokazywaty, ze sc-
PLA sg nierozpuszczalne w wigkszos$ci rozpuszczalnikdéw i spontanicznie wytracaja
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si¢ w postaci mikroczastek. Do badan wykorzystano polimery gwiazdziste o sze$ciu
ramionach wyposazone w grupy koncowe —OH (6-ramienny-PLA-OH) oraz w grupy
koncowe —COOH (6-ramienny-PLA-COOH). W postaci enancjomerycznej
wykazywaly one umiarkowane zdolnosci do Zelowania, a zele pojawialy si¢ przy
stezeniach roztworow okoto 12 % dla probek 6-ramiennego PLA-OH. Po zmieszaniu
roztworow enancjomerow (S)-PLA i (R)-PLA nie pojawialo si¢ zmgtnienie, a po
okoto 4 godzinach probka catkowicie zelowata. W celu potwierdzenia, Ze otrzymany
materiat zelowy jest stereokompleksem, probke zelu osuszono i przeanalizowano
jego wihasciwosci termiczne w DSC oraz wykonano widma FTIR. Obydwie analizy
potwierdzity powstanie stereokompleksu, a analiza SEM potwierdzita powstanie
mikroczgstek sc-PLA, ktoére w zaleznosci od grup koncowych enancjomerycznych
PLA tworzyly regularne lub zagregowane czastki. Zbadano rowniez zele w trakcie
ich tworzenia. Widma FTIR wykazaly absorpcje promieniowania IR w pasmie 908
cm, ktore jest pasmem absorpcyjnym dla drgan szkieletowych B-helisy sc-PLA
(Rys. 11 (B)), co wykazuje, ze stereokompleks obecny jest juz w otrzymanym zelu.
Ponadto, zmierzone lepkosci zeli byty prawie dwukrotnie wigksze dla polimeru z
grupami —COOH, osiagajac warto$¢ okoto 35 Pa/s, w pordwnaniu z zelami z
polimeru z grupami —OH, okoto 20 Pa/s. Temperatura przejscia zolu w zel
stereokompleksowego oscylowala w przedziale 100 — 103 °C dla uktadu, w ktorym
makroczasteczki PLA sfunkcjonalizowane byly grupami karboksylowymi. Zele
stereokompleksowe wyposazone w grupy —OH zaczynaly pltynaé w przedziale
temperatur 79 — 83 °C. Co wazne, uktad zelujacy zapewniat catkowita odwracalnosé,
zachowujac postac stereokompleksu po ponownym zzelowaniu [39].

W  Zelu  stereokompleksowym  wszystkie  rodzaje  oddziatywan
mig¢dzyczasteczkowych muszg bra¢ udzial w jego formowaniu, jak pokazano na Rys.
11 (A) wazny jest zarowno wplyw grup koncowych, jak i oddzialywania pomiedzy
fancuchami (S)-PLA i (R)-PLA. W celu poprawy stabilnosci termicznej sc-PLA
zaproponowano zastosowanie wielosciennych nanorurek weglowych (MWCNTS).
W przeciwienstwie do standardowych nanokompozytéw, do ktorych dodaje sie
nanonapelniacze, MWCNTs  modyfikowane  zwiazkami  zakonczonymi
pierwszorzedowymi grupami —OH zastosowano jako inicjatory polimeryzacji z
otwarciem pier§cienia (ROP) enancjomerycznych S- i R-laktydéw w masie w
temperaturze 130 °C. Zawarto§¢ procentowa MWCNT w koncowych
stereokompleksach wynosita okoto 1% wag.
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Rysunek 11. (A) Schematyczne przedstawienie zelu sterokompleksowego w NMP , widma FT-IR enancjomeru
PLA; ksero-zelu stereokompleksu PLA oraz (B) widmo IR Zelu stereokompleksowego w NMP (grafika z pracy:
Macromol. Chem. Phys. 219 (2018) 1700607).

Figure 11. (A) Schematic representation of the stereocomplex gel in NMP, FT-IR spectra of the PLA
enantiomer, PLA stereocomplex xerogel and (B) the IR spectrum of the stereocomplex gel in NMP (images
from: Macromol. Chem. Phys. 219 (2018) 1700607).

Stereokompleksy PLA przygotowano z réwnomolowych mieszanin (S)-
PLA i (R)-PLA zaszczepionych na MWCNTs (MWCNT-g-PLA), zar6wno poprzez
wytrgcanie z roztworu, jak i, po raz pierwszy, w postaci folii poprzez powolne
odparowywanie rozpuszczalnika. Otrzymane stereokompleksy wykazywaty
niezwykle wysokie temperatury topnienia w okolicach 230°C, a takze entalpie
topnienia zblizone do warto$ci szacowanych dla stereokrystalitow o 100-procentowe;j
krystalicznos$ci. Krystalizacja stereokomplekséw po stopieniu byta, co nietypowe,
catkowicie odwracalna i przebiegata bez tworzenia homochiralnych krystalitow, a to
potwierdzito ich wysoka stabilno$¢ termiczng. W przypadku prostego dodania
MWCNTs do réwnomolowej mieszaniny wielkoczasteczkowych (S)-PLA i (R)-PLA
obserwowaliSmy powstanie homokrystalitow. Interesujagca byla obserwacja za
pomoca mikroskopii sit atomowych (AFM) w foliach stereokompleksowych
otrzymanych z MWCNT-g-PLA, w ktérych zaobserwowano struktury typu shish-
kebab (szaszlyk), jak pokazano na Rys.12 [40].
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Rysunek 12.Termogramy DSC oraz zdj¢cie AFM pokazujace strukture shish-kebabu w otrzymanych foliach
sc-PLA (grafika z pracy: Macromolecules 45 (2012) 8714-8721).

Figure 12. DSC thermograms and AFM pictures of shish-kebab morphology of sc-PLA thin films (images from:
Macromolecules 45 (2012) 8714-8721).
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UWAGI KONCOWE

W tym krotkim przegladzie omoéwione sg prace badawcze prowadzone w
zespole Polimerow Reaktywnych i Supramolekularnych. Nasze prace skupiaty sie
glownie wokot tematyki poprawy stabilnosci otrzymanych materialow oraz ich
zastosowania jako nosnikow lekéw. Jednakze, ze wzgledu na rosnace
zainteresowanie materiatami opartymi na biodegradowalnym PLA, badania naukowe
skupiaja si¢ rowniez na poprawie wilasciwosci materiatdw codziennego uzytku
»wzmocnionych” stereokompleksowaniem [41,42]. W 2018 roku firma Total
Corbion PLA oglosita, ze posiada technologie wytwarzania stereokompleksu PLA, a
otrzymany material nosi nazw¢ Luminy® PLA. Pojawiaja si¢ tez doniesienia o
produktach firm chinskich czy niemieckich. Naszym zdaniem, otworzy to w
przysztosci mozliwos$¢ komercyjnego zastosowania materiatow opartych na sc-PLA.
Jednoczesnie rosngce zainteresowanie tematyka stereokomplekséw PLA
potwierdzito wlasciwy wybdr tematyki badawczej przez nasz Zesp6t oraz nasz
zauwazalny wklad w jej rozwo;.

PODZIEKOWANIE

Uzyskanie opisanych wyzej osiggnie¢ naukowych Zespolu Polimerow
Reaktywnych i Supramolekularnych byloby niemozliwe bez wsparcia finansowego
projektow ze $rodkdéw zewnetrznych: ,Supramolekularne struktury liniowych i
gwiazdzistych polilaktydow oraz ich stereokompleksy poprzez oddziatywania
funkcjonalizowanych grup koncowych ("lepkich koncoéw"). Synteza i relacje migdzy
strukturg 1 wlasciwo$ciami”, grant NCN, OPUS, DEC-2013/09/B/ST5/03616;
,»Mikroczastki stereokompleksow polilaktydu zawierajace jony metali 1 ich
wykorzystanie do uwalniania substancji czynnych farmakologicznie”, grant NCN, OPUS
6, UMO-2013/11/B/ST5/01618; ,Inteligentne nanoczastki na bazie kopolimeréw i
stereokompleksow polilaktydu jako potencjalne no$niki zwiazkéw biologicznie
aktywnych”, grant NCN, SONATA 12, DEC-016/23/D/ST5/02458, ,,Polymer microgel
capsules from supramolecular polylactide networks”, stypendium i grant badawczy
fundacji Alexandra Humboldta, POL 1159727 STP, ,,Anti-HIV drug-laden Chitosan-
Polylactide composite nanoparticle as Long-acting injectable drug delivery system: In-
vitro and in-vivo evaluation”, ULAM, NAWA, PPN/ULM/2020/1/00161/U/00001.
Dzigkujemy réwniez wszystkim pracownikom, ktorzy mieli swoj wklad w powstanie
tych wynikow badan.
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