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STRESZCZENIE
Nanotechnologia stanowi odrębną dziedzinę wiedzy od 1980 roku, która obejmuje stosowanie nanomateriałów w badaniach biomedycznych (tzw. nanomedycyna), m.in. do celowanego dostarczania leków, środków kontrastujących oraz w diagnostyce. Zastosowanie nanotechnologii w medycynie może w przyszłości zrewolucjonizować wykrywanie i leczenie wielu chorób.

Rozwój nieinwazyjnych metod diagnostyki magnetycznego rezonansu jądrowego (MRI) jest niezwykle istotny dla skutecznego diagnozowania chorób wątroby i dróg żółciowych. Zagadnienie to obecnie przyciąga coraz większą uwagę zespołów badawczych. Wielkocząsteczkowe środki kontrastujące, zbudowane na bazie dendrymerów, liposomów bądź polimerów liniowych, zapewniają znaczące skrócenie czasu relaksacji i, w rezultacie, poprawę właściwości kontrastujących oraz polepszenie właściwości farmakokinetycznych. Dendrymery to stosunkowo nowa grupa związków polimerowych, które okazały się obiecującymi nośnikami leków oraz środków kontrastujących. Dlatego też postanowiłam rozwinąć temat wykorzystania dendrymerów jako nośników pochodnych kwasu iminodioctowego do diagnostyki magnetycznego rezonansu jądrowego w chorobach wątroby. 

Pierwszą część badań stanowiło określenie wpływu dendrymerów poliamidoaminowych generacji od 1 do 4 (G1 – G4 PAMAM) na rozpuszczalność w wodzie czterech pochodnych kwasu iminodioctowego i ustalenie rodzaju interakcji pomiędzy tymi związkami a dendrymerami PAMAM. 

Badania wpływu dendrymerów na rozpuszczalność pochodnych kwasu iminodioctowego przeprowadzono za pomocą spektrofotometrycznej metody rozpuszczalności równowagowej. Badania wykazały, że obdarzone ładunkiem dodatnim dendrymery PAMAM znacząco przyczyniły się do wzrostu rozpuszczalności wszystkich ocenianych związków. Rozpuszczalność pochodnych kwasu iminodioctowego rosła w przybliżeniu liniowo w funkcji całego zakresu stosowanych stężeń dendrymerów PAMAM. Wykazano, że rozpuszczalność związków zależy nie tylko od stężenia zastosowanego dendrymeru ale także od jego generacji. Kolejność, w jakiej dendrymery PAMAM zwiększają rozpuszczalność wszystkich badanych związków, jest następująca: G4> G3> G2> G1. Ponadto przeprowadzono badania dotyczące wpływu dendrymerów PAMAM na rozpuszczalność w wodzie dwóch wybranych pochodnych kwasu iminodioctowego w trakcie 72 godzinnej inkubacji. Nie zaobserwowano istotnego wpływu czasu inkubacji na rozpuszczalność badanych związków. Sugeruje to, że interakcje chemiczne utworzone między analogami kwasu iminodioctowego i dendrymerami PAMAM są stabilne przez 72 godziny.

Potencjał dendrymerów PAMAM G1 - G4 jako nośniki pochodnych kwasu iminodioctowego oceniano za pomocą spektroskopii 1H NMR i 2D-NOESY. Analiza widm 1H NMR i 2D-NOESY potwierdziła, że interakcje pomiędzy badanymi związkami a dendrymerami PAMAM to głównie oddziaływania elektrostatyczne między powierzchniowymi grupami aminowymi dendrymerów i grupami karboksylowymi pochodnych kwasu iminodioctowego. Dodatkowo, spektroskopia 2D-NOESY umożliwiła ustalenie, że pochodne kwasu iminodioctowego są zlokalizowane na zewnętrznej warstwie dendrymerów PAMAM.

Kolejnym etapem mojej pracy była synteza nowych związków zbudowanych z dendrymerów PAMAM G3 - G4 i kompleksów gadolinowych pochodnych kwasu iminodioctowego. Analiza spektrofotometryczna zastosowana w celu ustalenia dokładnej liczby gadolinowych kompleksów pochodnych kwasu iminodioctowego przypadających na jedną cząsteczkę dendrymeru wykazała, iż dendrymery PAMAM G3 wiążą 32 cząsteczki kompleksów, natomiast dendrymery PAMAM G4 – 68 cząsteczek.
Ponieważ wprowadzenie nowych środków kontrastujących do stosowania klinicznego zależy przede wszystkim od bezpieczeństwa ich stosowania, postanowiłam zbadać toksyczność i biokompatybilność ze szczególnym uwzględnieniem toksyczności względem komórek śródbłonka naczyniowego oraz wpływu na układ hemostazy. Określiłam wpływ in vitro dendrymerów PAMAM G1 - G4, pochodnych kwasu iminodioctowego oraz zsyntetyzowanych związków (połączenia dendrymerów PAMAM i gadolinowych kompleksów pochodnych kwasu iminodioctowego) na proces tworzenia skrzepu i fibrynolizy przy użyciu metody optycznej wraz z własnym programem komputerowym "CL-test". Badania przeprowadzone były na osoczu ludzkim. Wpływ dendrymerów PAMAM G3 i G4 na funkcje ludzkich komórek śródbłonka aorty (HAEC) zbadałam przy użyciu metody elektronicznej polegającej na pomiarze zmian impedancji komórek.

Wpływ dendrymerów na proces tworzenia skrzepu i fibrynolizy zbadałam za pomocą dwóch niezależnych doświadczeń: poprzez aktywację układu krzepnięcia po dodaniu dużych stężeń trombiny oraz przez wygenerowanie endogennej trombiny po zastosowaniu chlorku wapnia. Badania wykazały, że dendrymery wpływają na proces tworzenia skrzepu i fibrynolizy w sposób zależny od ich stężenia oraz generacji. Obserwowany wielokierunkowy wpływ dendrymerów na wszystkich trzech etapach badanego procesu tj. tworzenia się skrzepu, okresu jego stabilizacji i fibrynolizy może zostać uznane za istotne w przypadku podejmowania prób zastosowania klinicznego tych polimerów.

Wpływ pochodnych kwasu iminodioctowego na proces tworzenia skrzepu, jego stabilizacji i lizy oceniano, podobnie jak w przypadku dendrymerów, przez zastosowanie dwóch metod: pod wpływem wysokiego stężenia trombiny oraz po wygenerowaniu endogennej trombiny. Badane pochodne w statystycznie istotny sposób wpływały na wartości parametrów kinetycznych wszystkich trzech etapów badanego procesu. Jednakże, ogólnoustrojowe skutki pochodnych kwasu iminodioctowego względem układu hemostazy należy uznać za nieistotne, ponieważ statystycznie istotne zmiany parametrów kinetycznych badanego procesu nie zostały zaobserwowane dla potencjalnego średniego stężenia w osoczu tych związków, a jedynie dla stężenia 10 - krotnie wyższego.

Zsyntetyzowane związki, oparte na dendrymerach PAMAM G4 i gadolinowych kompleksach pochodnych kwasu iminodioctowego, zbadałam w kierunku potencjalnego wpływu na proces tworzenia skrzepu i fibrynolizy pod wpływem wysokiego stężenia trombiny. Wyniki badań in vitro sugerują, iż zsyntetyzowane związki mogą zostać uznane za bezpieczne względem układu hemostazy, ponieważ dla potencjalnego średniego stężenia tych związków w osoczu krwi krążącej nie zaobserwowałam statystycznie istotnych zmian parametrów kinetycznych procesu tworzenia skrzepu i fibrynolizy.

Badania oceniające wpływ dendrymerów PAMAM G3 i G4 na funkcję ludzkich komórek śródbłonka aorty (HAEC) wykazały, że polimery te, zależnie od stężenia i generacji, mają niekorzystny wpływ na komórki śródbłonka naczyniowego. Obserwowana toksyczność związana jest z wielokrotnym dodatnim ładunkiem dendrymerów, który prawdopodobnie oddziałuje z ujemnie naładowaną powierzchnią komórek śródbłonka.

Podsumowując, na podstawie wyników przeprowadzonych badań rozpuszczalności i badań spektroskopowych można stwierdzić, że dendrymery PAMAM mogą zostać uznane jako potencjalne nośniki pochodnych kwasu iminodioctowego. Badania biologiczne dotyczące nowo zsyntetyzowanych związków opartych na dendrymerach PAMAM G4 i kompleksach gadolinu z pochodnymi kwasu iminodioctowego i ich wpływ na układ hemostazy wykazały, że związki te można uznać za potencjalnie bezpieczne podczas zastosowania w przedklinicznych badaniach in vivo. Wyniki przeprowadzonych badań dostarczają nowych informacji dotyczących chemii supramolekularnej i toksyczności dendrymerów PAMAM i gadolinowych kompleksów pochodnych kwasu iminodioctowego, które mogą być wykorzystane w projektowaniu i optymalizacji systemów dostarczania środków kontrastujących zbudowanych na bazie tych polimerów. 
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