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Ocena potencjalu antyoksydacyjnego ekstraktow z gipsowki
wiechowatej i rogownicy Biebersteina w eksponowanych na
UV-B Kkeratynocytach ludzkich poprzez analize poziomu
H,DCFDA, ktory jest markerem stresu oksydacyjnego w
komorkach.

Analiza cytotoksycznosci badanych wyciagow za pomoca
testu Neutral Red z wykorzystaniem barwnika — czerwieni
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obojetnej.

Rys. 1. Spektrum promieniowania UV-B oraz jego biologiczne Rys. 2. Pozytywne oraz negatywne skutki oddzialywania antyoksydantéw [2].

skutki dla ludzkich keratynocytow [1].
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Rys. 4. Struktura niefluorescencyjnego dioctanu 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (H,DCFDA), jego niefluorescencyjne;
deacetylowanej pochodnej 2'.7'-dichlorodihydrofluoresceiny (DCFH,) 1 jej fluorescencyjnego utlenionego produktu
koncowego 2',7'-dichlorofluoresceiny (DCF) — opracowanie wlasne z uzyciem programu ChemSketch [6].
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Rys. 3. Mechanizmy naprawcze w odpowiedzi na naswietlanie promieniowaniem UV [3.4.5]. Rys. 5. Schemat przeprowadzenia testu wychwytu czerwieni obojetnej — opracowanie wiasne [7].
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Test H,DCFDA

Wykres zaleznosci fluorescencji od steZzenia Wrykres zaleZnosci flnorescencji od steZzenia

ekstraki z gipsowki wiechowatej ekstrakiu z gipsowki wiechowatej po
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Wrykres zaleinosci fluorescencji od steZenia
ekstrakiu z gipsowki wiechowatej po
naswietlenin promieniowaniem UV-B i 30-
minutowej inknbacji
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Wrykres zaleinosci fluorescencji od steZenia
ekstrakiu z rogownicy Biebersteina
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ekstraktu z rogownicy Biebersteina po
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Rys. 6. Wewnatrzkomérkowe wytwarzanie reaktywnych form tlenu (ROS) w keratynocytach ludzkich (HaCaT) oceniane przy uzyciu
sondy H,DCFDA. Komorki hodowano, a nastgpnie inkubowano: a) z ekstraktem z gipsowki wiechowatej o stezeniu 200 pg/mL, b) z
ekstraktem z rogownicy Biebersteina o stezeniu 200 ng/mL, ¢) proba kontrolna (komérk: inkubowane z DMSQ). Wszystkie proby poddano
ekspozycji na promieniowanie UV-B (dawka: 5 J/em?, czas: 15 min 9 s). Zdjecia wykonane natychmiast po naswietleniu. Zielona
fluorescencja (gérny rzad) odpowiada utlenionej formie sondy (DCF), wskaznikowi poziomu stresu oksydacyjnego. Dolny rzad pokazuje
Hoechst (niebieska fluorescencja). Zdjecia wykonano za mikroskopu

jadra komorkowe wybarwione barwnikiem pomoca

Wykres 1. Poziom ROS okreslony za pomoca markera stresu oksydacyjnego w postaci HDCFDA w keratynocytach ludzkich (HaCaT) w obecnosei ekstraktu z gipsowki  fluorescencyjnego, powickszenie 10x. skala = 50 um.

wiechowatej oraz rogownicy Biebersteina: a) bez ekspozycji na dzialanie promieniowania UV-B (5 J/em?), b) po ekspozycji na dzialanie promieniowania UV-B (5 J/em2)

(w czasie ,,07), ¢) po ekspozycji na dzialanie promueniowania UV-B (5 J/em2) 1 30 minutowe] inkubacji. Jako probe kontrolng wykorzystano rozpuszezalnik DMSO.
Stupki bledéw oznaczaja odchylenie standardowe (+ SD). * p < 0,05, *** p < 0,001 w poréwnaniu do grupy kontrolnej (jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA oraz
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Wykres 2. Ocena cytotoksycznosei ekstraktu z gipsowki wiechowatej lub rogownicy Biebersteina wobec keratynoeytow ludzkich (HaCaT): a) bez ekspozyeji na dzialanie

promieniowania UV-B (5 J/cm?), b) po ekspozycji na dzialanie promieniowania UV-B (5 J/ecm2). Jako komorki kontrolne przyjeto komorki inkubowane bez wyciggu

roslinnego. Wyniki zaprezentowano jako procent proby kontrolnej, przy czym za 100% uznano przezywalnosé komorek w hodowli niezawierajace) badanego ekstraktu

roslinnego. Stupki bledéow oznaczaja odchylenie standardowe (£ SD). * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 w porownaniu do grupy kontrolnej (jednoczynnikowa analiza

wariancji ANOVA oraz test Tukeya) oraz morfologia komoérek linii HaCaT: a) po 24 h hodowli z ekstraktem z gipséwki wiechowate) lub rogownicy Biebersteina w

stezeniach 200, 100, 50 1 25 pg/mL. b) proba kontrolna (komorki inkubowane w DMSO bez ekstraktu), ¢) po 24 h hodowl z ekstraktem z gipsowk: wiechowatej lub

rogownicy Biebersteina w stezemiach 200, 100, 50 1 25 pg/mL oraz ekspozycji na promiemowanie UV-B (15 min 9 s), d) proba kontrolna (komérki inkubowane w DMSO

bez ekstraktu i poddane ekspozycji na promieniowanie UV-B (15 min 9 s)). Barwienie czerwienia obojetna. Zywe, zdrowe komorki (zabarwione na czerwono) kumuluja

barwnik w lizosomach. Obraz z odwroconego mikroskopu optycznego, powickszenie 20x.
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Tabela 1. Wnioski sformulowane na podstawie przeprowadzonych badan.

« Skuteczny antyoksydant
tylko w warunkach
bezstresowych

« Wysokie bezpieczenstwo w
warunkach bez

naswietlania * Ograniczenia metody z

sonda H,DCFDA

Brak wlasciwoscei
fotoprotekcyjnych

 Silne wlasciwosci .
fotoprotekcyjne

* Indukcja procesow
prooksydacyjnych
(bezpieczenstwo wylacznie
w niskich dawkach)

» Dzialanie silnie zalezne od
dawki (dzialanie

antagonistyczne) » Wstepny charakter badan
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Przeciwnowotworowy potencjat glicydylowanych dendrymeréw PAMAM G4 podstawionych biotyna
i/lub rozuwastatyng wobec komdrek raka watroby HepG2 z nokautem genu biatka SMVT
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@niejsza praca ma na celu ocene i pordwnanie skuteczno% /Nowotwory nalezg do najczestszych przyczyn zgondw na Swiecie, a ich liczba stale wzrasta wraz ze
przeciwnowotworowej rozuwastatyny oraz jej nowo zsyntezowanych, starzeniem sie spoteczenstwa. Szczegdlnie niebezpieczny jest rak watroby, ktory czesto rozwija sie
glicydylowanych i/lub biotynylowanych koniugatow z dendrymerami bezobjawowo i jest wykrywany dopiero w zaawansowanym stadium, co znaczgco ogranicza
PAMAM na modelu nowotworowych komaorek linii HepG2 z nokautem skutecznosc leczenia. Z tego wzgledu poszukuje sie nowych strategii terapeutycznych, obejmujgcych
SMVT (ang. Sodium-dependent Multivitamin Transporter). Bardzo zarowno repozycjonowanie znanych lekow, jak i nowoczesne systemy ich celowanego dostarczania.
wazng kwestia bedzie proba rozstrzygniecia, czy skutecznos¢ Rozuwastatyna, nalezgca do grupy statyn, wykazuje obiecujgce wtasciwosci przeciwnowotworowe.
rozuwastatyny  przytgczonej do  biotynylowanego  nosnika Jednoczesnie dendrymery zyskujg coraz wieksze znaczenie jako nanonosniki lekéw dzieki mozliwosci
dendrymerowego bedzie silniejsza w komorkach z ekspresja przytgczania wielu czgsteczek bioaktywnych oraz ograniczania ich toksycznosci 1 dziatan
A\ _receptorow SMVT. / niepozgdanych.
Biotyna jest atrakcyjnym ligandem wykorzystywanym w systemach celowanego dostarczania lekow,
va wvnilkdw poniewaz wiele komorek nowotworowych wykazuje zwiekszong ekspresje transportera
/ ' \ multiwitaminowego SMVT (Sodium-Dependent Multivitamin Transporter), odpowiedzialnego za jej
' ' ' ' ) ' ' wychwyt. Nadekspresja tego transportera sprzyja selektywnemu pobieraniu biotynylowanych
nanoczgstek przez komoérki nowotworowe.
W niniejszej pracy wykorzystano linie komoérek raka watrobowokomorkowego HepG2 oraz jej
genetycznie zmodyfikowany odpowiednik HepG2/1G2 z nokautem transportera SMVT. Model ten
pozwolit oceni¢ znaczenie transportera SMVT w pobieraniu biotynylowanych dendrymerowych
Qoniugatéw rozuwastatyny oraz ich potencjalnej aktywnosci przeciwnowotworowe;. /
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Ryc. 1. Zywotnos¢ komarek linii HepG2/1G2 poddanych rosngcym stezeniom rozuwastatyny oraz
G4gl oszacowana po 48 godzinnej inkubacji z wykorzystaniem testu z czerwieniqg obojetng,
Znaczniki oznaczajg mediany wyrazone jako % wzgledem kontroli (kontrole traktowang
rownowaznqg dawkq DMSO przyjeto jako 100%). Wgqsy oznaczajq kwartyl gorny i dolny. Gwiazdki
oznaczajq istotnie statystycznie roznice wobec kontroli.
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Ryc. 3. Obrazy mikroskopowe komorek linii HepG2/1G2 po 48-godzinnej inkubacji z rozuwastatynqg, G4gl, G4gl4B, G4gl9R oraz

Ryc. 2. Zywotnos¢ komorek linii HepG2/1G2 traktowanych rosngcymi stezeniami dla G4gl4B,
G4gl4B12R po barwieniu przeZyciowym z czerwieniq obojetng w odpowiednich stezeniach.

G4gl9R oraz G4gl4B12R oszacowana po 48-godzinnej inkubacji z wykorzystaniem testu z
czerwieniq obojetnq. Znaczniki oznaczajq mediany wyraZone jako % wzgledem kontroli (kontrole |'| Po zastosowaniu rozuwastatyny, G4gl9R oraz G4gl4B12R zywotnos¢ komorek malata wraz ze

traktowanqg rownowaznqg dawkq DMSO przyjeto jako 100%). Wgqsy oznaczajq kwartyl gorny i S 3 : : ; : : . : . :
sl AR i b o). Was 1 e wzrostem stezenia uzytych zwigzkéw. Morfologia komérek nie ulegla istotnym zmianom, jednak
dolny. Gwiazdki oznaczajq istotnie statystycznie roznice wobec kontroli.

Istotny statystycznie efekt dla wolnej rozuwastatyny zaobserwowano w || komorki stawaly sie bardziej rozproszone, tworzyty mniejsze skupiska, stopniowo tracity kontakt z
stezeniu 50 pM. Natomiast koniugaty G4gl9R i G4gldB12R wykazaly || Podiozem hodowlanym oraz obumieraty. Z kolei po zastosowaniu G4gl oraz G4gl4B liczba komorek

silniejsza aktywnoé¢ juz w stezeniach 2,5 pM i 5 uM, odpowiadajacych || Nnie tylko nie zmniejszyfa sig, ale miejscami byfa wigksza niz w probie kontrolnej. Komorki
Q’S uM oraz 60 pM wolnej rozuwastatyny. / W\owywafy prawidtowg morfologie, utrzymywaty kontakt z podtozem oraz tworzyty liczne skupiska.
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Biotynylacja dendrymerow moze wptywac¢ na
Zzmniejszenie przeciwnowotworowej skutecznosci
skoniugowanej z konstruktem dendrymerowym
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Podsumowujac, przeprowadzone badania
wykazaty, ze potaczenie rozuwastatyny z
dendrymerami PAMAM znaczgco zwieksza jej

Sam glicydylowany dendrymer PAMAM G4gl oraz
jego  biotynylowana forma  G4gl4B nie

: o : o wykazywaty wyraznego dziatania [ v I _
. e : rozuwastatyny. Moze to ¢ zwigzane 7z
skutecznosc  przeciwnowotworowg  wzgledem . iwnowotworowego, co moze éwiadczyé o iy ¥ 9

wolnej postaci leku. Najs.llmejsze d2|a’farlue wysokiej biozgodnosci zastosowanych nosnikéw. c.)becnosua blotyny, ktora V\'/ed’fug danych
cytotoksyczne wykazywat koniugat G4gI9R, ktory literaturowych moze wptywa¢ na procesy
powodowat niemal catkowity spadek zywotnosci ——— proliferacyjne oraz zwiekszaC przezywalnosc
Kkomc')rek juz w niskich stezeniach. i Emaoaktie Rzeczpospolita Unia Europejska - komorek.

Poster Master
19)Se| 191504

Poster Master
l9)se 13)50d

Europejski Fundusz Spoteczn
Wiedza Edukacja Rozwdj - Polska pej poteczny

” - - - - - ~ O - - -
SpoiTinansowany prze 1 D W ramach Frogramu Uperacvinego va nr iVIiEH\ ’ U IR 5U Na reec DOSKOnN DTerts CZeini n A

Poster Masiér Poster Mastoé»rw PnsterMaster Puater Master Puster‘l*-—'l.as.tér_ : ﬁuéf&r Master PﬂStE-IL' Master

L)

_llgds.t_er lMéEter Poster Master




Poster Master Poster Master Poster Master Poster Master Poster Master Poster Master Poster Master Poster Master Poster Master

Skutecznosc rozuwastatyny oraz
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KLASYCZNA IMMUNOGLOBULINAG  PRZECIWCIALO CIEZKOLANCUCHOWE
WIELBLADOWATYCH : PRODUKCJ A OCZYSZCZANIE
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— WILASCIWOSCI VHH — SZEROKIE ZASTOSOWANIL =——— Vv Gwarantuje wysoka p;eneiuja

e czystos¢ 1 powtarzalnosc¢ d
Q & @ .@' & 70 (:;/ﬂ nawet do 70 %

Nanometryczne Stabilno$¢ termiczna  Wysoka Terapia Diagnostyka Teranostyka % Bardzo kosztowna. kosztow produkcji
rozmiary i chemiczna SWoistosé nowotworowa molekularna  (RIT, PET, SPECT) ' biofarmaceutykow

czasochtonna 1 wieloetapowa
0w @ & & = /

Szybka

i ckonomiczna  O7YPKiKlirens  Zdolnosé | Choroby infekeyjne COTObY - Neutralizacja POTRZEBA TANSZEJ ALTERNATYWY
nerkowy pokonywania BBB neurodaegencracyjne toksyn Ly

produkcja e

ABC
O/ CEL PRACY Anything But Chromatography

Celem niniejszej pracy byla optymalizacja procesu stracania VHH Stracanie to tansza i latwiejsza w skalowaniu
z mieszaniny pohodowlanej metoda oczyszczania
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niezalezna od wymaga dalsze] optymalizacji,
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ZAAWANSOWANE SIECI POLIMEROWE Z NOWYM CIEKLOKRYSTALICZNYM

l

MONOMEREM EPOKSYDOWYM

| CEL PRACY

Celem pracy byta synteza nowej ciektokrystalicznej zywicy epoksydowej, a nastepnie zbadanie procesu sieciowania oraz

wtasciwosci wytworzonych produktow.

WPROWADZENIE
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Ciektokrystaliczne zywice epoksydowe sg polimerami termoutwardzalnymi, ktorych monomery sktadajg sie najczesciej z __ N T 4 T e -
precikowate] struktury mezogenicznej umiejscowionej w centrum czagsteczki, elastycznych fragmentow tgczgcych oraz grup P R W T L

epoksydowych zwykle zlokalizowanych na koncach czgsteczki monomeru. Struktura mezogenu pozwala na generowanie| - — b A
silnych oddziatywan, co jest podstawowg sita napgdowa samoorganizacji ciektokrystalicznych zywic epoksydowych. Z kolei | '

CH,

P
“cH, TcH,

“CH, “CH,

Z

dtugosc¢ tancucha weglowego wptywa na krystalicznos¢ polimeru. Im krotszy tancuch, tym struktura czgsteczki jest bardziej
krystaliczna. Grupy epoksydowe zapewniajg wyrazng reaktywnosc¢ zywicy i wyjgtkowg przyczepnosc do podtoza.
Stosujgc uktady ciektokrystaliczne do produkcji zywic epoksydowych mozna otrzymac tworzywa o bardzo ciekawych

witasciwosciach, m.in. takich jak: anizotropia wtasciwosci dielektrycznych, wysoki modut zachowawczy, dobre wtasciwosci

barierowe, odpornosc na pekanie czy odpornos¢ chemiczna.

SYNTEZA ZYWICY MU20

Synteza zywicy przebiegta dwuetapowo. W pierwszym etapie (Rys.1l) doszto do reakcji kwasu dec-9-enowego z bis(4-

l CHaCls, 25°C
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dimetyloamino)pirydyny jako katalizatora. Reakcja byta prowadzona 24 h w temperaturze pokojowej, po czym zawartosc kolby

hydroksybenzoesanem) p-fenylenu w obecnosci N,N’-dicykloheksylokarbodiimidu jako czynnika sprzegajgcego oraz 4-(N,N- [,m\j/c\oﬁ
2
\ff

przesgczono, gdzie w postaci osadu usunieto produkt uboczny reakcji — N,N’-dicykloheksylomocznik (DHU), a odparowujac
rozpuszczalnik z przesgczu otrzymano produkt nazwany skrotowo M20, ktory poddano rekrystalizacji w celu oczyszczenia. W
drugim etapie (Rys.2) M20 rozpuszczono w chlorku metylenu, a nastepnie partiami wprowadzano do kolby kwas m-
chloronadbenzoesowy (MCPBA). Reakcje prowadzono przez 7 dni w temperaturze pokojowej. Po tym czasie catosc
przesgczono, dzieki czemu oddzielono osad powstatego w reakcji kwasu m-chlorobenzoesowego. W celu otrzymania czystego

produktu przesgcz poddano 3-krotnej ekstrakcji, a po odparowaniu rozpuszczalnika wykonano trzykrotnie rekrystalizacje.

Otrzymang zywice nazwano skrotowo MU20.

PRZEBIEG BADAN

Analizie poddano zsyntezowang zywice MU?20, jak i kompozycje zywicy z utwardzaczem — 4,4’-diaminodifenylometanem (4,4’-

DDM).
Zastosowano:

» spektroskopie 'H-NMR, ktdra pozwolita na potwierdzenie otrzymania struktury zywicy MU?20,

 mikroskopie polaryzacyjng, ktora potwierdzita ciektokrystaliczny charakter zsyntezowanej zywicy MU20,

* skaningowg kalorymetrie roznicowg, spektrometrie FTIR oraz analize rentgenograficzng, ktore pozwolity na zbadanie
efektow cieplnych zachodzacych podczas ogrzewania i chtodzenia probek, scharakteryzowanie procesu sieciowania oraz

wtasciwosci wytworzonych produktow utwardzania.
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'PODSUMOWANIE

1. Zsyntezowano nowy ciektokrystaliczny monomer epoksydowy, zbadano jego strukture oraz wtasciwosci, a nastepnie
stworzono kompozycje zywica-utwardzacz (MU20/4,4’-DDM).

2. Zbadano proces sieciowania oraz wtasciwosci wytworzonych produktow:

| a. Dla réznych szybkosci ogrzewania kompozycji — utwardzanie zywicy najefektywniej zachodzito przy szybkosci 2 K/min.
Im zywica jest wolniej utwardzana, tym osigga sie lepsze uporzgdkowanie czgsteczek. Wraz ze wzrostem szybkosci
temperatura maksimum intensywnosci sieciowania przesuwa sie ku wyzszym wartosciom.

b. Dla roznych temperatur ogrzewania kompozycji — w temperaturze 155°C osiggnieto najlepsze uporzadkowanie
czgsteczek, jednak ta temperatura jest niewystarczajgca do petnego usieciowania polimeru. W 165°C i 175°C osiggnieto
zdecydowanie wyzszy stopien usieciowania zywicy.

c. W obecnosci pola magnetycznego — pole magnetyczne porzadkuje materiat. Im nizsza temperatura utwardzania, tym
osigga sie wyzsze uporzgdkowanie strukturalne. Obecnos¢ pola magnetycznego nieco utrudnia zachodzenie reakcji
sieciowania.
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Prekursory z grupa fotoaktywna do wytwarzania materiatéw
inteligentnych o potencjalnym zastosowaniu w farmacji,
technologiach hi-tech i biotechnologii

Cel Pracy.

Celem pracy byto zsyntetyzowanie oraz scharakteryzowanie
wiasciwoscli  nowych  prekursorow  wyposazonych w  grupe
fotokatywna, ktora docelowo ma petni¢ funkcje ugrupowan bocznych
W samoorganizujgcych sie elastomerach kopolimerowych opartych na
polidimetylosiloksanie.
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Wprowadzenie

Od tysiecy lat ludzie wykorzystywalli r6znorodne materiaty,
aby podnieSC jakoSC swojego zycia. Juz najdawniejsze
cywilizacje byly klasyflkowane na podstawie materiatiow,
ktore odkrywaty. Roshgca Srednia diugosc zycia ludzi
zwiekszyta zapotrzebowanie na nowoczesne materiaty oraz
Innowacyjne technologie. Inspiracje do stworzenia takich
materialdw czerpano przede wszystkim z natury. Zywe
organizmy  potrafig =~ dostosowywaC swojg  strukture
| funkcjonalnoSc do zmieniajgcych sie warunkow srodowiska,
co stalo sie wzorem dla naukowcow przy projektowaniu
nowych technologii. Ich celem jest opracowanie materiatow
dynamicznych 1 zmiennych, ktore nasladujg zachowanie
aktywnego mikrosrodowiska naturalnego. Przyktadem moga
byC kameleony, ktore potrafia odwracalnie zmieniaC¢ barwe
swojej skory w zaleznosci od otoczenia lub sytuacji, w jakiej
sie znajduja. Na przyktad, podczas zalotow ich skodra
przybiera inny kolor niz w chwili, gdy chca sie zamaskowac.
Podobnie jak skora kameleona, materiaty fotochromowe
naleza do inteligentnych — pod wptywem swiatta sg w stanie
odwracalnie zmieniac¢ swoj kolor.

Zdjecia mikroskopowe POM

Bys 25, Mikrofotografie tekstur ooviazkn AC-11-HATF zarejssTowans podczas o Zizew ania
a) krvsatal (207C), b) I precmians — polimedfizm (6070, ¢) I precnuans — przeiscic w pierwaza faze Eys 26 Mikrolowaralis teksiur sarepssirowans podecas didodesnis probkic a) ] presmians — pres)scis
cliekiokryvstalicang [30°C), d4) I przamisna  przejscie w dimza taze ciekloknrstaliczng (L267C7, wdtuga fize clekiokyatalicarg (1780, b] L premiana  pregjscie « pisrwsz e
cick lokrvstaliesng (125900 o) TIT pezemiana — krpstalizacja (7850 d) TV cmerarta prromiann —

e} IV przamiang — imotropizacja prabki (1797C), ) probka prregrzana (2000
thibrysta lrow anic probki (2190

Ry 3L Mk fodogmbfe lekslur swineko B4 11 HAF sarcjesirowane polosas ograseania
w) knvsztal (20°C), DY I przamiaca  przeiscie w taze cleldolovstaliezrna (839C), ¢ I po ian:

i o sy probkd 01729507

Rys 31, Mikrnfatagratic tokstir marcjesronwan s poderas chiodzoniz pribki: a} T preemiang (120700,

W) T precmiana (7390, 6) T prasmians (33%C5 ) probka posehhodceniu (2050
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Rys 28, Widme 'H-NMK zwiazku EC 11 HAF rozpuszezonezo w chloroformis; na widmie:
R —rozpuzzezalnik W - wilgoé

Rys. 23. Widmo "H-NMR zwiazku AC-11-HAF rozpuszezoncgo w chloroformic: na widmic:
K —rozpuszczalnik
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Podsumowanie.

* Opracowano metode syntezy dwoch nowych prekursorow z
azowymi grupami fotoaktywnymi — AC-11-HAF oraz EC-11-
HAF:

0
H,C=CH—(CH,);s—0 {\ /} c—o0 \ N:N@(CHE)S—CH3

AC-11-HAF

i —_ |l D O
]
H,C—CH—(CH,);—C—=O0 \ / c—oO N=——N (CH,);—CHs

EC-11-HAF

*Na podstawie analizy widm 'H-NMR potwierdzono strukture
otrzymanych pochodnych AC-11-HAF oraz EC-11-HAF.

* Przy wykorzystaniu metody DSC | obserwacji mikroskopowych
scharakteryzowano wiasciwosci termooptyczne otrzymanych
produktow.

* Okreslono w jakich temperaturach nastepujg przejscia fazowe
oraz W Jakim zakresie temperatury wystepuje faza
ciektokrystaliczna w otrzymanych zwigzkach: AC-11-HAF — w
czasle ogrzewania: ok. 79,4 - 125,8°C; natomiast podczas
chtodzenia: ok. 124,6 - 78,3°C; EC-11-HAF — w czasie
ogrzewania 82,3 - 128,6°C; natomiast podczas chtodzenia
126,6 - 74,8°C.

« /amiana grupy estrowe] na eterowg spowodowata znaczace
zmiany termiczne opisanych pochodnych.
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Aktywnosc¢ glicydylowanych 1/lub biotynylowanych
dendrymerow PAMAM generacji czwartej jako noSnikow
rozuwastatyny wobec komorek raka watrobowokomorkowego
linii HEPG2

Poster Master
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1. Cel i metodyka pracy 2. Wprowadzenie

Celem niniejszej pracy byla ocena skutecznosSci glicydylowanych Rozuwastatyna, polarna statyna II generacji, wykazuje obiecujgce
1 biotynylowanych dendrymeréw PAMAM czwartej generacji (G4) wla$ciwosel przeciwnowotworowe zwiazane z blokowaniem szlaku
jako no$nikow rozuwastatyny. Jako model komorek nowotworowych mewalonowego, indukeja apoptozy oraz hamowaniem proliferacii.
wykorzystano linie watrobiaka zarodkowego HepG2. Komorki W celu zwiekszenia stezenia terapeutykow w komoérkach
poddano dzialaniu jednego z czterech koniugatow PAMAM: G4gl, nowotworowych 1 ograniczenia ich wplywu na niezmienione
G4gl4B, G4gloR lub G4gl4B12R. Zywotnos¢ HepG2 okreslono za chorobowo tkanki coraz czesciej projektuje sie systemy
pomoca testu z czerwienia obojetng. Natomiast efektywnos$é ukierunkowanego dostarczania lekow. Dendrymery PAMAM z uwagi
wychwytu komoérkowego oceniono na podstawie pomiaru na swoja monodyspersyjng, drzewiasta strukture sa obiecujacymi
fluorescencji zakumulowanych nanoczasteczek. kandydatami na nosniki lekéw, zapewniajac 1ich lepsza
. Hamowanie produkeii cholesterolu rozpuszczalnos¢ 1 umozliwiajaec przylaczanie podstawnikow
+ Pokrycie grup aminowych oraz prenylacji bialek zwiekszajacych specyficzno$¢ wychwytu. Biotyna stanowi jeden

+ Zwiekszenie biozgodnoéci * Potencjalny lek przeciwnowotworowy . . , . . .
z potencjalnych ligandoéw kierujacych, z uwagi na zwiekszone

Glicydol | e~ zapotrzebowanie komoérek nowotworowych na te witamine.
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(4 | « Zwiekszenie wychwytu
HyC nanoczastek przez komorki
L
! nowotworowe

Inacznik

fluorescencyjny 100 F 8.
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Zywotnos¢ [ kontrali]

- Rozuwastaryna
m GdglOR
W G4pldl I 2R

Gagl G4gl4B G4gl9R  G4gl4B12R e ey e

3,125 625 11,25 15 25 43 ) 100 180
Stezenie rozuwastatyny [pmnl.-*'dma] Stezenie rozuwastatyny [umol/dm’]
Ryec. 2. A. Zywotnosé komorek linii HepG2 po 48-godzinnej inkubacji z badanymi zwigzkami po przeliczeniu stezen
koniugatow na stezenia zawartego w nich leku. Wartosé zywotnosci wyrazono jako procent proby kontrolnej (0,1%
DMSO). * p < 0,05; test Kruskala-Wallisa.
B. Porownanie stezen leku wywotujgeych zblizony efekt cytotoksyczny w badanych probkach.
120 | =
W Gdgl I
_ G4el4B _
W Gaglur %
« G4gl4BI2R 4 o
ekt , | | ,
0 : ' 12 24

Czas [h]

Ryc. 4. Wychwyt koniugatow dendrymerow PAMAM przez komorki linii HepGz2. Wartos¢ wyrazono
w jednostkach fluorescencji wzglednej (ang. Relative R Fluorescence Units, RFU) po o, 1, 3, 6, 12 [ub 24 h
inkubacji z roztworem badanego zwiqzku o stezeniu 0,1 umol/dm3. * p < 0,05; test Kruskala-Wallisa.

Rye. 1. Schemat struktury koniugatu G4gl4Bi12R wykonany w programie ChemSketch.
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Ryc. 3. Obrazy mikroskopowe przedstawiajgce wydajnos¢ wychwytu 0,1 uM roztworow badanych koniugatow
PAMAM przez komorki HepG2 po 24 h inkubacji. Czerwony sygnal pochodzi z dendrymerow znakowanych Cys,
niebieski z jgder komorkowych barwionych DAPI. Obrazy wykonano przy wykorzystaniu mikroskopu
konfokalnego Stedycon (Abberior Instruments)

4. Wnioski
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Biotynylacja dendrymeru z lekiem zmmniejszyla efekt
cytotoksyczny wobec HepG2, lecz zwiekszyla jego wychwyt

Dendryme zawierajace rozuwastatyne bylly bardziej
eku komorkowy.

toksyczne dla komorek HepG2 niz wolna postac
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W dalszych l_:)alzls:;glaglsl el nl alez(z)];gb sprawdzi¢  czy Glicydylowane dendrymery PAMAM G4 dobrze spelniaja

biotynylacja zwi oniugatow wobec . ; .
komér)(;k l‘l'owotworowych w poréwnaniu do p%awi dlowych. role systemu dostarczania lekow przeciwnowotworowych.
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CHARAKTERYSTYKA ELEKTROCHEMICZNA MAKROINICJATOROW ATRP
W KONTEKSCIE ICH WPLYWU NA WARTOSC STALE) SZYBKOSCI
AKTYWACJI USPIONYCH CENTROW POLIMERYZACII

W)‘ 7\ Autor: inz. Faustyna Stopyra y : % 34 CHMIELARZ

CEL BADAN | . METODOLOGIA

» Wyznaczenie wptywu rzeczywistego $rodowiska # 7 ¥ | Potgczenie  technik  elektrochemicznych
syntezy na statg szybkosci aktywac;ji (k.,.) -. " &l ~ pozwala na bezinwazyjng analizg uktadu
uspionych centrow polimeryzacji ATRP. ] B J W Czasie rzeczywistym:

> Aspekt aplikacyjny badan obejmowat analize - * Woltamperometria  Cykliczna  (CV):
uktadu zawierajgcego makroinicjator PtBA A8 @l ‘@ay i Ocena stabilnosci badanego uktaduy,
w obecnosci monomeru petniacego W g | wyznaczenie potencjatow redoks.
role wspotrozpuszczalnika. , ,_ Wirujaca Elektroda Dyskowa (RDE):
PROBLEM BADAWCZY A | Kontrolowany transport masy,
umozliwiajacy ilosciowe wyznaczenie
parametrow kinetycznych (k,,.).

Polimeryzacja ATRP pozwala na tworzenie
zaawansowanych materiatow o  scisle | | V
zdefiniowanej topologii. / il 7 o Tm——_————————-

| 4 / -
: : : Zsyntezowany technika
Tradycyjne pomiary kinetyczne prowadzone o W 9 g ,

ycyjne p y y P \ 9-Q il ' SARA ATRP

sg w czystych rozpuszczalnikach, co nie / Lo

oddaje realiéw rzeczywistej syntezy, gdzie / _ makroinicjator
obecny jest monomer, wptywajacy | N Uktad B: poli(akrylan tert-butylu)
na polarnos¢ i lepkosé¢ Uktad A &L % acetonitryl + (PtBA)
rozpuszczalnika. acetonitryl | monomer tBA
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Rys. 1. Woltamperogramy cykliczne zarejestrowane w zakresie potencjafow anodowych Rys. 3. Zbiorcze zestawienie liniowych

w obecnosci makroinicjatora PtBA o masie 8294 g/mol w srodowisku a) czystego ACN, b) mieszaniny dopasowari (l _ l) = f(t) dla procesu k akt — 9 . 6 M -1 S 1
ACN/tBA w stosunku objetosciowym 50/50 (v/v). Pomiary wykonano w uktadzie trojelektrodowym ¢ G
w roztworze 0,1 M TBATFB (T = 30 °C, atmosfera Ar). Szybkosc skanowania 100 mV/s.

(b) WNIOSKI

» Dodatek monomeru (tBA) w badanej mieszaninie wywotat
blisko pieciokrotny spadek k.. na skutek obnizenia
polarnosci i wzrostu lepkosci srodowiska.

aktywacji makroinicjatora PtBA—Br.
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» Prowadzenie badan kinetycznych w obecnosci monomeru
jako  wspotrozpuszczalnika  pozwala na  znacznie

o 00 300 EPTETTE T TE T dOkfa.anEJSZE odwzorowanie rzeczywistych warunkow
Czas (s) Czas (s) panujacych podczas syntezy makroczasteczek.

Rys. 2. Chronoamperogramy prgdu granicznego (i) utleniania kompleksu miedzi(l)

zarejestrowanego z uzyciem wirujgcej elektrody dyskowej (RDE, dysk z wegla szklanego) » Zastosowanie Stab"negﬁ rodnika TEMPO Wyeliminowaio

w obecnosci makroinicjatora PtBA o masie 8294 g/mol w roztworze 0,1 M TBATFB .o ST : .
w srodowisku a) czystego ACN, b) mieszaniny ACN/tBA w stosunku objetosciowym 50/50 Proces deza ktywa CJ1, umOZIIWIanC Precyzyjng d nallze

(v/v). Warunki pomiaru: w = 3000 obr./min, cpiga = Ccyt = 0,5 mM, E,, = +0,3 V, T=30 °C, kinetyki etapu aktywacji metodg RDE.

atmosfera Ar.
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