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SANTRUMPOS

Pagrindiniy medziagy santrumpos

APA — aminogrupiy turintys poli(met)akrilatai
AZEP — 1-(2-aminoetil)-piperazinas

BDA — 1,4-butandiaminas

Chi — chitozanas

CBA — N,N°-cistaminobisakrilamidas

CT — cistaminas

DBP — 1,3-dibrom-2-propanolis

DAP — 1,3-diamino-2-propanolis

DBE — 1,2-dibrometanas

DETA — 2,2-diaminodietilaminas

DMAC — N,N-dimetilacetamidas

DMEM — Dubelko modifikuota auginimo terpe
DMF — N,N-dimetilformamidas

DNR — deoksiribonukleortgstis

DTT — ditiotreitolis

EDA — etilendiaminas

EDEI — etilenditioetilenimino grandys
EDODA — 2,2°-(etilendioksi)dietilaminas
EGFP — sustiprinto veikimo plazmidé

EDTA — etildiamintetraetano rigstis

FBS — inaktyvuotas jaucio albumino serumas
FACS — FBS ir PBS miSinys

GFP — plazmidé

HDA — 1,6-heksametilendiaminas

HPI — 2-hidroksipropilenimino grandys
IPOH — 2-propanolis

LPEI — linijinis polietileniminas



LPEI-MPEG - linijinis polietileniminas turintis metoksi-poli(etilenglikolio)

grandziy
MBA — N,N°‘- metilenbisakrilamidas
MeOH — metanolis
MPEG — metoksi-poli(etilenglikolis)
MPEGI — metoksi-poli(etilenglikolio) jodidas
nt — nukleotidas
OE — oksietileno grandys
PC — propilenkarbonatas
PAMAM — poliamidoaminai
PAMAMH — poliamidoaminai turintys hidroksigrupiy
PAMAMO — poliamidoaminai turintys oksigrupiy
PBS — fosfatinis buferis

PDMAEMA - poli(2-N,N-dimetilaminoetilmetakrilatas)
PDEAEMA  — poli(2-N,N-dietilaminoetilmetakrilatas)

PEI — polietileniminai

PEIHI — poli(etileniminheksametileniminas)

PHPI — poli(2-hidroksipropileniminas)

PHPI-SS — poli(2-hidroksipropileniminas) turintis cistamino grandziy

PHPI-MPEG - poli(2-hidroksipropileniminas) turintis metoksi-poli(etilenglikolio)

grandZiy
PEG — polietilenglikolis
PEI-PEG — polietilenimino ir polietilenglikolio kopolimeras
PLL — poli(L-lizinas)
RNR — ribonukleortigstis
RPMI — beserumée terpé
SiIRNR — (small interfering RNA) — nekoduojanti RNR
SPEI — Sakotas polietileniminas



Savoky ir metody santrumpos

DLS — dinaminé Sviesos sklaida

DSK — diferenciné skenuojamoji kalorimetrija

EMA — elementiné mikroanalize

FT-IR — Furje infraraudonoji spektroskopija

In vitro — bandymas, atliekamas uz organizmo riby su gyvomis jo Igstelémis
In vivo — bandymas, atliekamas gyvame organizme
MMP — molekuliniy masiy pasiskirstymo kreivés

M, — skaitiné molekuliné masé

MSC — molekuliniy siety chromatografija

My — masiné¢ molekuliné masé

N/P — azoto ir fosforo atomy santykis poliplekse

PK — polikondensacija

RT — redukcijos-titravimo metodas

RT-PCR - geny ekspresijos lygmenys

Snl — bimolekuliné nukleofilinio pakeitimo reakcija
Sn2 — monomolekuliné nukleofilinio pakeitimo reakcija
XBgr- — bromo anijony kiekis

XoH — MPEG hidroksigrupiy pakeitimo jodu laipsnis
XPS — rentgeno fotoelektroniné spektroskopija

VFI — vidutinis fluorescencijos efektyvumas

n — iSeiga



IVADAS

Geny terapija tai sglyginai nauja sritis, kurioje vis placiau pritaikomi
natdiralGs ir sintetiniai polimerai. Tai perspektyvus XXI-ojo amZiaus metodas
gydyti genetines ligas, vézi ar AIDS. Klinikin¢je praktikoje genetinei
informacijai j Igstele jterpti naudojami virusiniai ir nevirusiniai vektoriai.
Virusiniai vektoriai daznai sukelia uzdegimus, todél vis daugiau kreipiamas
démesys | nevirusinius cheminius vektorius — nattralius ar sintetinius
katijoninius polimerus. Daugelis mokslininky nustaté, kad kai kurie
katijoniniai polimerai geneting informacija gali jterpti itin efektyvial.

Tarp pasaulyje naudojamy katijoniniy polimeriniy vektoriy geromis
transfekuojan€iomis savybémis pasizymi alkilinti amino(alkil)metakrilatai,
chitozanas ir jo dariniai, polilizinas, poliamidoaminai bei polietileniminai ir jy
dariniai. Tarp jy polietileniminai ir poliamidoaminai yra vieni i$ efektyviausiy.
Poliamidoaminai ir polietileniminai lgsteléms yra Siek tiek toksiSki.
Polietileniminas sunkiai suyra lgstelés viduje, yra linkes agreguotis. Todél
Siems junginiams, nors jie ir labai efektyviai transfekuoja, ieSkoma alternatyvy
— polimery, kurie bty maziau toksiski ir Igstelése lengviau suirty.

Idealus polimerinis vektorius turi atitikti tam tikrus reikalavimus: tinkama
polimero molekuliné masé, makromolekuliy kriivio tankis, polimero
biosuderinamumas bei bioskalumas. Dalis $iy reikalavimy betarpiskai susije,
pavyzdziui, kriivio tankis su biosuderinamumu ar biosuderinamumas su
bioskalumu. Bioskalumas priklauso nuo to, ar polimerinio vektoriaus
pagrindingje grandinéje yra bioskaliy (biosuardomy) rysiy, tokiy kaip esterinis,
amidinis, peptidinis ar disulfidinis. Didinant vektoriaus hidrofiliskuma, jo
biosuderinamumas daznai padidéja, todél geny pernasos vektoriai, turintys
hidrofiliniy hidroksi - ar oksigrupiy yra itin perspektyvis.

Publikacijy apie genus perneSancias medziagas bei jy panaudojima
transfekcijai yra be galo daug, ir kiekvienais metais jy pricaugis vis nemazéja.
Tg lemia visa eilé neiSspregsty problemy, su kuriomis susiduria Siose srityse

dirbantys mokslininkai: siekiama kurti visiSkai naujus ir zymiai efektyvesnius



vektorius, jvaldyti jau Zinomy ar naujy polimeriniy vektoriy sintezés budus,
optimizuoti vektoriaus sandarg taip, kad jis biity ne tik efektyvus transfekcijoje,
bet ir maZiau toksiSkas, labiau savitas vienai ar kitai lgsteliy riisiai, labiau tikty

norimy geny ar geny slopikliy pernasai. Tad idealaus vektoriaus sintezé vis dar

W W —

DARBO AKTUALUMAS

Pastaraisiais metais geny terapijoje daugybé katijoniniy polimery:
polietileniminas, poli(L-lizinas), poliamidoesteriai, polidisulfidoaminas, poli-
(2-dimetilaminoetilmetakrilatas) bei Sakoti ir linijiniai poliamidoaminai
intensyviai tyrin¢gjami DNR ir siRNR pernasai. Siy cheminiy vektoriy
trikumas — mazas transfekcijos efektyvumas, didelis toksiSkumas, todél
skiriamos didelés pastangos polimeriniams vektoriams tobulinti.

Transfekcijos efektyvumg ir toksiSkuma lemia ne tik katijoninio polimero
molekuliné mas¢, struktira ir katijoninés savybés, bet ir sudaromo polimero-
DNR/siRNR komplekso savybés pernasos metu. Transfekcijos efektyvumui
padidinti reikalinga optimali polimero molekuliné masé bei tinkama struktira.
Manoma, kad tinkamiausios linijinés, Sakotos ir dendritinés polimery
makromolekulés, kuriy molekuliné masé — 5-25kDa. Polimere turi bti
tinkamas katijoniniy grupiy kiekis, kad galéty sudaryti polimero-DNR/siRNR
kompleksa, kuris efektyviai biity perneSamas lasteleje bei nesukelty
toksiSkumo. Taciau $iy grupiy turi biiti ne pernelyg daug, nes stipriomis
katijoninémis savybémis pasizymin¢ios medziagos labai pazeidzia ar net visai
suardo lasteliy sieneles, o taikomos in Vvivo stipriai sgveikauja su neigiama
kriivi turin€iais kraujo plazmos albuminais ir raudonaisiais kiineliais, taip
sukeldamos imy viso organizmo toksinj Soka.

Polimeriniy vektoriy tobulinimas — vienas i§ svarbiausiy uzdaviniy,
siekiant kuo efektyviau juos pritaikyti geny pernasai. Parenkant tinkamas
pradines medziagas, sintezés sglygas bei metodus, siekiama gauti norimy

parametry katijoninj polimera, skirta geny pernasai.
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DARBO NAUJUMAS IR REIKSME

Keiciant sintezés salygas, pirma kartg polikondensacijos biidu susintetinti
didelés molekulinés masés poli(etileniminheksametileniminai) ir poli(2-
hidroksipropileniminai), turintys pirminiy, antriniy ir tretiniy aminogrupiy.
Atrinktos optimalios Siy polialkileniminy sintezés sglygos bei jvertintos
produkty savybés.

Pirmg kartg iSsamiai iStirta diaminoalkany ir dibromalkany
polikondensacija, naudojant izoterminj reakcijy kalorimetrs.

Pirmag karta polikondesacijos biidu susintetinti modifikuoti poli(2-
hidroksipropileniminai) su Soninémis metoksi-poli(etilenglikolio) grandinémis,
0 taip pat ir su disulfidiniais rysiais pagrindingje grandinéje.

Pirma karta susintetinti hidrofiliniai poliamidoaminai i$ hidroksi- ir
oksigrupiy turin¢iy diaminy ir N,N°-metilenbisakrilamido. Atrinktos optimalios
tokiy poliamidoaminy sintezés salygos, gaunant transfekcijai tinkamos
molekulinés masés ir savybiy polimerus.

Nustatyta naujai susintetinty polimery geba transfekuoti DNR/siRNR bei

Siy polimery toksiskumas ir bioskalumas.
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Darbo tikslas

Susintetinti naujus polialkileniminy ir poliamidoaminy darinius — DNR ar

siRNR pernasai tinkamus katijoninius polimerus, kurie biity mazai toksiski

lasteléms ir bioskalis 1gsteliy citoplazmoje.

Siam tikslui pasiekti buvo issikelti uzdaviniai:

1.

Susintetinti poli(etileniminheksametileniming), poli(2-hidroksipropilen-
iming) ir jo darinius turin¢ius disulfidiniy rySiy ir metoksi-
poli(etilenglikolio) grandiniy.

Susintetinti oksi- ir hidroksigrupiy turin¢ius poliamidoaminus.

Nustatyti polikondensacijos ir poliadicijos reakcijos salygy itaka
sintetinamy polialkileniminy, jy dariniy ir poliamidoaminy iSeigai,
molekuliniams rodikliams, Sakotumui bei katijoninéms savybéms.
Nustatyti polikondensacijos reakcijos greit], reakcijos baigties laipsnj
jvairiuose poliniuose protoniniuose ir aprotoniniuose tirpikliuose.

[vertinti naujai susintetinty katijoniniy polimery tinkamumga DNR/siRNR
transfekcijai, pakartotinei transfekcijai, o taip pat ir toksiSkuma Igsteléms.
Nustatyti disulfidiniy rySiy turin¢iy poli(2-hidroksipropileniminy) ir

hidroksigrupiy turin¢iy poliamidoaminy bioskaluma.
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Ginamieji teiginiai

e Poliniai aprotoniniai tirpikliai yra tinkamiausi 1,2-dibrometano ir 1,6-
heksametilendiamino bei 1,3-dibrom-2-propanolio ir 1,3-diamino-2-
propanolio polikondensacijai vykdyti.

e Polikondensacijos biidu gauty polialkileniminy Sakotumo laipsnis
priklauso nuo diamino monomero baziskumo, atstumo tarp aminogrupiy ir
reakcijos tirpiklio savybiy.

e Pagrindinéje  grandin¢je  disulfidiniy  rySiy  turintys  poli(2-
hidroksipropileniminai) gaunami  vykdant 1,3-dibrom-2-propanolio
polikondensacijag su cistaminu, arba su cistamino ir 1,3-diamino-2-
propanolio miSiniu.

e Pagrindinéje  grandin¢je  disulfidiniy  rySiy  turintys  poli(2-
hidroksipropileniminai) yra bioskaliis. Jie maziau toksiski Igsteléms nei
poli(2-hidroksipropileniminas) ir gali biiti panaudoti pakartotinei
transfekcijai.

e Metoksi-poli(etilenglikolio) grandiniy turintys poli(2-
hidroksipropileniminai) gaunami vykdant 1,3-dibrom-2-propanolio, 1,3-
diamino-2-propanolio ir metoksi-poli(etilenglikolio) jodidy
polikondensacijg. Tokie didelés molekulinés masés dariniai tinkami siRNR
transfekcijai.

e IS 1,3-diamino-2-propanolio ir  N,N‘-metilenbisakrilamido  gauti

poliamidoaminai yra bioskalis.
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1 LITERATUROS APZVALGA
1.1 DNR ir siRNR pernasos ypatybés

Pirmas sékmingas geny inzinerijos eksperimentas buvo atliktas P. Berg
laboratorijoje (JAV) ir apie tai paskelbta 1972 m. Nuo to laiko geny inzinerija
tapo reikSmingu praktiniu instrumentu, keiiant jvairiy organizmy (lasteliy,
augaly, gyviny) genomus pagal zemeés iikio, maisto pramonés, medicinos,
farmacijos ar kity veiklos sri¢iy poreikius [1]. Siuolaikiniame pasaulyje bene
svarbiausias perversmas jvyko XX amziaus pradzioje, kai medicinoje buvo
pradéta taikyti geny terapija. Geny terapija — ligy gydymas, pagristas lasteliy
genetinés informacijos keitimu. Dazniausiai §1 informacija keiiama jterpiant j
savita Iastele svetimg geneting informacija saugojancia medziagg —
deoksiribonukleoriigst; (DNR) [2]. Pagrindinis geny terapijos tikslas — i§gydyti
genetinius sutrikimus [3], neurodegeneracines ligas [4] ar vézinius
susirgimus [5]. Pernasos sékmé priklauso nuo geny pernasos technologijos,
todel labai svarbu parinkti tinkamas ir geromis savybémis pasizyminéias geny
pernasos sistemas. Sios sistemos vadinamos transfekcijos agentais, geny
transfektoriais, geny pernasos vektoriais arba geny nesikliais. Yra du
principiniai geny terapijos biuidai — in vitro (kai genai jterpiami uZz gyvo
organizmo riby, lasteliy kultiroje) ir in vivo (kai genai jterpiami j gyvo
organizmo Iasteles) [2]. Pastaruoju metu in vivo metodai geny terapijoje yra
aktualiausi.

Geny transfekcijai naudojami geny pernasos vektoriai skirstomi |
virusinius ir nevirusinius. Virusiniai vektoriai geny pernasSos metu pateke 1
lasteles privercia jas ,,dirbti“ savo naudai. Kad virusas biity tinkamas geny
terapijai, i$ jo biitina paSalinti viruso replikacija salygojancius komponentus ir
jterpti norimus rekombinantinius genus. Taip gaunami ,,genetiniai vaistai®. Jie
dazniausiai kuriami i§ retrovirusy (jy genomas sudarytas i§ ribonukleortig§ciy
(RNR)) ir adenovirusy (jy genomas sudarytas i$ deoksiribonukleoriig§ciy).
Retrovirusai geba jsiskverbti j genomg skirtingose DNR/RNR vietose bei

skatina antikiny gamyba organizme. Retrovirusiniai vaistai turi privalumy, nes
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jie ne tik skatina antikingy gamybg organizme, bet geba infekuoti tik
besidalijancias Igsteles. Tokiu budu §j virusg galima priversti jterpti ,,genus
savizudzius®, kurie inicijuos tik besidalijanciy ,serganciy® lasteliy mirt].
Adenovirusai daugiausiai naudojami nesidalijanciy lasteliy (raumeny ar nervy)
terapijoje, taCiau jie greitai pasiSalina 1§ infekuoty lgsteliy, ir tai yra pagrindinis
adenovirusy taikymo geny terapijoje trilkumas. Nepaisant to, kad virusiniai
vektoriai pasizymi itin dideliu transfekcijos efektyvumu, jie turi visg eilg
trikumy: gamyba sudétinga ir brangi, pasiZymi dideliu imunogeniskumu,
virusy matmenys nedideli, todél j juos galima patalpinti tik nedidelj genetinés
informacijos kiekj [6, 7]. Dél Siy priezasCiy nuolat ieSkoma naujy alternatyvy
virusiniams geny pernasos vektoriams. Viena i§ tokiy alternatyvy -
nevirusiniai vektoriai.

Nevirusiniai vektoriai — tai katijoniniai lipidai ir katijoniniai polimerai,
gerai kompleksuojantys DNR [8]. Katijoninius lipidus sudaro trys pagrindinés
dalys: katijoniné hidrofiliné ,,galva®, hidrofobiné ,,uodega“ ir juos jungiantis
intarpas. Katijoniniai lipidai lengvai gaunami, sintetinami ar modifikuojami,
bet jie tik dalinai tirpGis vandenyje, tinka tik nedaugeliui lgsteliy bei sudaro
labai didelius kompleksus su DNR. Be to, Sie kompleksai (vadinami
lipopleksais) pasizymi gana dideliu toksiskumu [9].

Katijoniniai polimerai pranasesni uz lipidus, nes savo struktiiroje neturi
ilgy hidrofobiniy grandiniy, todé¢l pilnai iStirpsta vandenyje, o su DNR sudaro
nedideliy matmeny kompleksus (jie vadinami polipleksais) [10]. Katijoniniai
polimerai sudaro didzigjg dalj geny pernasos sistemy, todél Siai polimery klasei
literatiiros apZvalgoje bus skirtas ypatingas démesys.

Norint sékmingai atlikti geny pernasa, katijoniniai polimerai turi atitikti
tam tikrus reikalavimus bei pasiZymeéti tinkamomis savybémis:

e Turéti tinkamg molekuling mase. Priklausomai nuo lgstelés savitumo,
polimeriniy vektoriy molekuliné masé gali buti jvairi — nuo 5 kDa iki

150 kDa;

e Turéti tinkamg makromolekuliy architektiirg (linijing, Sakota ar

dendrimering);
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e  Pasizyméti atitinkamu hidrofiliSkumu/lipofiliskumu;
e  Turéti pakankama kiekj katijoniniy grupiy. Sios grupés turi gebéti gerai
jonizuotis lgstelés citoplazmoje;
e  Nepasizyméti imunogeniSkumu bei toksiSkumu lasteléms ar organizmui;
e  Gebéti biodegraduoti;
e Biti saviti lasteléms [11-14].

Siuos reikalavimus atitinkantys katijoniniai polimerai su DNR sudaro
stabilius iki keliy Simty nanometry dydZzio polipleksus, kurie tiesiogiai
sgveikauja su lgstelemis ir jveikia visg geny pernasSos kelig. Visas geny
pernasos mechanizmas susideda i$ 6 etapy (1.1 pav.), ir kiekviename i$ jy yra
tam tikros klititys, kurias reikia jveikti, kad prasidéty perneSamo geno
transkripcija (genetinés informacijos nuskaitymas) ir transliacija (savito
baltymo sintezé). Todél labai svarbu suprasti geny pernasos etapus, norint

parinkti gerg katijoninj polimera-vektoriy.

1. DNR atkarpos (geno) ir polimerinio
vektoriaus poliplekso sudarymas;

2. Poliplekso endocitozinis patekimas j

lasteleés vidy;

Endosominis atpalaidavimas;

Perkélimas j citozoplazma;

DNR ir poliplekso disociacija;

Geno perkeélimas ] branduol;.

o 0k~ W

1.1 pav. Geny pernaSos schema ir etapai [15].
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Pirmasis geny pernasos etapas prasideda, kai katijoninis polimeras su
genu kondensuojasi j kompaktiskg nanodalele (20-200 nm). Nanodaleliy dyd;j
lemia tiek paties polimero molekuliné masé bei architektira, tiek ir
polikatijono aminogrupiy santykis su DNR fosfatinémis grupémis (N/P).
Susidargs polipleksas turi jveikti Igsteleés membrang endocitozes buidu. Kadangi
lastelés membrang sudaro neigiamai jkrauti proteoglikanai (glikoproteiny
Seimos baltymai, kuriuose prie baltymy prijungti glikozaminoglikanai), tai
teigiama kriiv] turintis polipleksas sgveikauja su jais, taip membrana jsigaubia
ir palaipsniui uzsidaro, o susidariusi endosoma lieka citoplazmoje. Polipleksas
1 lastele patenka apgaubtas lastelés plazmine membrana: tokia pislelé
vadinama endosoma.

Endosominis atpalaidavimas (poliplekso iSlaisvinimas i§ endosomy)
vyksta endosomoms susiliejant su daug hidroliziniy fermenty turin¢iomis
lizosomomis (organelés, kuriose skaidomi organiniai junginiai). Protonams i$
rigstinés lizosomy aplinkos migravus | endosoma, ji dél padidéjusio osmosinio
slegio suyra (jvyksta endosomy osmolizé¢). Toks polimero protonizavimosi
endosomose reiSkinys yra vadinamas ,protony kempinés* efektu.
Endosomoms suirus, ty paciy hidroliziniy fermenty pagalba polipleksas
suardomas ir genas iSlaisvinamas. ISlaisvintas genas migruoja j branduolj,
kuriame vyksta genetinés informacijos nuskaitymas (transkripcija) ir savito
baltymo sintezé (transliacija), vykstanti citoplazmoje. Geny pernasos rezultatg
lemia jau minétos polimerinio vektoriaus savybés. Geny pernaSa jvertinama
transfekcijos efektyvumu (tai — dalis lasteliy, kuriose vyksta transfekuoto geno
transliacija) bei toksiSkumu (tai — dalis lgsteliy, kurios po transfekcijos
neisgyvena) [15-17].

Pastaruoju metu vienas i§ veiksmingiausiy instrumenty geny terapijoje —
specifiniy (mazyjy) ribonukleortigs¢iy (RNR) pritaikymas geny pernasai. RNR
svetimos genetinés informacijos lgstelei nesuteikia, bet reguliuoja pacios
lastelés veiklg. Toks reguliavimas dazniausiai reikalingas norint nuslopinti
nepageidaujamy geny transliacijg [18]. Kodél RNR geny veiklos reguliavime

yra tokios svarbios? Tai paaiSkéja detaliau paanalizavus lasteléje vykstancius
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transkripcijos ir transliacijos procesus. Kiekvienos Igstelés branduolyje nuo
DNR matricos vyksta RNR sintezé — transkripcija. Gaunama RNR molekulé,
kurios seka identiska vienos i§ DNR grandiniy fragmentui. DNR grandiné,
kurios seka tiesiogiai atsikartoja RNR molekul¢je, vadinama koduojancia
(prasmine). Kita DNR grandiné yra komplementari RNR - vadinama
matricine, nekoduojanc¢ia (prieSprasme) ir naudojama kaip matrica RNR
sintezei. RNR pavidalu uzkoduota genetiné informacija i§ branduolio patenka j
citoplazmg, kur vyksta baltymy sintezé (transliacija) j tai Igstelei budinga
aminortg$c¢iy seka baltymy molekulése. ISskiriami keli pagrindiniai RNR tipai:
baltymus koduojanti — informaciné RNR (iRNR), kurios funkcija yra matricos
baltymy biosintez¢ ribosomose; baltymy nekoduojanti — ribosominé RNR
(rRNR), kuri atsakinga uz struktiirinius ir funkcinius ribosomy komponentus;
transportiné RNR (tRNR) — baltymy biosintezés tarpininkai bei labai svarbios
mazosios RNR, dalyvaujanc¢ios geny raiSkos valdyme — mazos branduolio
snRNR (angl. small nuclear RNR), siRNR (angl. small interfering RNR),
rasiRNR (angl. repeat associated small interfering RNR ), ncRNR (angl. non-
coding RNR)) [18]. Taigi, kaip matyti, kad RNR yra svarbios genetinés
informacijos perdavime.

Pirmieji savity (mazyjy) RNR panaudojimo geny raiskos valdyme darbai
buvo pradéti dar prie$ 25 metus, tyrinéjant transgeninius (modifikuotus
organizmus ] kuriuos perkeltas svetimas genas) augalus. Tada buvo pastebétas
netikétas reiSkinys, pasireiSkes tuo, kad ] augalg jvestas svetimas genas
nuslopina savo homologa augalo genome. Sis reiskinys buvo pavadintas geny
ko-supresija arba priesprasme (angl. antisens) RNR technologija [19]. 1990
metais mokslininkai A. Fire ir C. Mello, dirbdami su kirmélémis
Caenorhabditis elegans, naudojo §ig technologijg, bandant nuslopinti parl
geno raiska. Vykdant eksperimentg buvo tikimasi, kad prieSprasmé RNR turéty
susiri§ti su (iIRNR) ir slopinti transliacija, taciau eksperimente geno slopinimo
tikrgja priezastimi buvo transkripcijos metu susidariusios dvigrandés RNR
(dsRNR) atsiradimas. Butent dé¢l dsRNR atsiradimo buvo nuslopintas jai

komplimentarus genas. Toks reiskinys buvo pavadintas RNR interferencija
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(RNRI). RNR interferencija yra labai savita ir slopina tik ta geng, kuriam
dsRNR yra pilnai komplementari. Geny raiskos slopinimas dvigrande RNR yra
labai efektyvus, nes slopinimas vyksta dazniausiai po-transkripciniame lygyje
ir susijes su specifinés iRNR suirimu [20].

In vitro tyrimuose [21], naudojant 500 nukleotidy (nt) dydzio dvigrandg
RNR, ji fragmentuojama j 21-23 nt dydzio fragmentus. Sie RNR fragmentai
buvo pavadinti siRNR (angl. short interfering arba silencing RNA). RNR
fragmentavimg atlicka III ribonukleaziy Seimos fermentai, sudarantys
fosfodiesterinj rys$j tarp vieno nukleozido ribozés 3' fosfato grupés ir kito
nukleozido ribozés 5' hidroksigrupés. Tokios nukleazés buvo pavadintos Dicer.
Tolesni tyrin¢jimai parod¢ [22], kad siRNR jeina j baltyminio komplekso
sudeét], kuris ir suardo komplementarig iRNR. Baltyminis kompleksas, kuriame
aptinkama siRNR, buvo iSgrynintas ir pavadintas RISC (angl. RNA induced
silencing complex). Buvo sukurtas RISC veikimo ir RNR slopinimo (iIRNR)
modelis: dsRNR, patekusig i Iastele eksperimentiskai arba susintetintg 1asteléje,
atpazjsta Dicer nukleazés ir skaldo j 21-23 nt dvigrandzius fragmentus (t. y., i
SIRNR); susiformavusi maza dvigrandé siRNR per tarpinius kompleksus (RLC
— RNR loading complex) jjungiama j RISC kompleksus; susiformave RISC
kompleksai siRNR pagalba iesko taikinio — komplementarios iRNR, o, surade
ja, — suskaldo. Taip siRNR slopina geno-taikinio raiskag (angl. knockdown) ir
baltymo sintezg.

siRNR ir DNR transfekcijos mechanizmai turi daug panaSumy [23], nes
abi nukleortigstys yra dvigubos spiralés formos, kuriy sudétyje yra neigiama
kriivi turin€iy fosfodiesteriniy rySiy. D¢l Sio krivio DNR/siRNR geba
elektrostatiSkai sgveikauti su katijoniniais polimerais, todél siRNR transfekcijai
galima naudoti DNR pernasai tinkamus vektorius. Tafiau DNR ir siRNR
skiriasi molekuline masé: pirmu atveju — ~1600 kDa, o antru — ~3-13 kDa. Ne
visi polimerai, kurie tinka DNR transfekcijai, yra tinkami ir sSiRNR. Daugelis
autoriy pabrézia [24-26], kad labiausiai SIRNR transfekcijai tinka nedidelés
molekulinés masés ir specialiai tam tikslui modifikuoti polietileniminai.

Modifikuojama, jvedant polietilenglikolio fragmentus, disulfidines ar amidines
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grupes. Be to, Siek tiek skiriasi DNR ir siRNR transfekcijos mechanizmai [27-
29]: DNR transfekcijos galutinis tikslas — branduolys, o siRNR — citoplazma.
Didziausia problema, su kuria susiduriama transfekuojant siRNR, — tai, kad
citoplamoje siRNR labai lengvai ir greitai suskaldo nukleazés. Todél
polimerinis vektorius turi uZztikrinti ne tik saugig siRNR pernasa, bet ir
efektyviai jg apsaugoti citoplazmoje. Jeigu lgsteléje néra taikinio, siRNR lieka
visiSkai inertiSka ir nepasiZymi jokiais Salutiniais, nespecifiniais efektais
organizmui ar lgstelei. O tai yra neabejotinas pranaSumas, lyginant geny
terapijg su jprastinémis farmakologinémis priemonémis.

Akivaizdu, kad genetiniy ligy gydymas reikalauja naujy priemoniy, nes
tradiciniai biidai neduoda reikiamy rezultaty. Pasiekimai, atskleidg¢ jvariausiy
ligy molekulinius-genetinius mechanizmus ir jy korekcijos budus, bei
intensyvis transfekcijos agenty ir transfekcijos mechanizmy tyrimai, leidzia
tikétis, kad geny terapija bus svarbi XXI-0j0 amziaus medicinos dalis,
padésianti jveikti pastaruoju metu sunkiai gydomas ar net visai neiSgydomas

genetinio pobudzio ligas.

1.2 Katijoniniai polimerai — DNR ir siRNR pernasos reagentai

Katijoniniai polimerai geny pernasai pradéti taikyti 1950 metais ir iki Siol
uzima svarbig vieta nevirusiniy vektoriy klaséje. Jie lengvai gaunami ir
modifikuojami, o tai leidzia placiose ribose keisti jy transfekcijos efektyvuma,
toksiSkuma bei savitumg atitinkamoms Igsteléms. Galima jvardinti kelias
klases pagrindiniy polimeriniy vektoriy, kurie pastaruoju metu bene placiausiai
naudojami jvairioms lgsteléms transfekuoti in vivo ir in vitro. Tai — poli-L-
lizinas (PLL) ir jo dariniai [28, 30], linijiniai ir Sakoti poliamidoaminai
(PAMAM) [31, 32], linijiniai ir $akoti polietileniminai (LPEI ir SPEI) bei jy
dariniai [33-35], dietilaminoetildekstranas ir jo dariniai [36, 37], chitozanas
(Chl) ir jo dariniai [38-40], aminogrupiy turintys poli(met)akrilatai (APA) [41-
44] (1.1 lentelé).
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1.1 lentelé. Geny pernaSai naudojami katijoniai polimerai [28-44]

Polimeras Struktiira

Modifikavimui naudojama
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Daugiausiai DNR/siRNR pernasai tyrin¢jamos vektoriy klasés — LPEI,
SPEI ir jy dariniai bei PAMAM, todél $ie polimerai bus i§samiau aptarti
atskiruose $io skyriaus poskyriuose. O Siame poskyryje bus nagrin¢jama jvairiy
katijoniniy polimery tinkamumas transfekcijai bei aptartos jy modifikavimo
galimybés, norint pasiekti geresniy pernasos rezultaty.

Poli-L-lizinas (PLL) — vienas i§ pirmyjy katijoniniy polimery, pradéty
taikyti geny pernaSai. Buvo nustatyta, kad PLL gali sudaryti stabilius
polipleksus bei efektyviai pernesti DNR, jei jo molekuliné masé didesné nei
3 kDa [28]. Norint iSvengti nepageidaujamos polipleksy (polimero-DNR
kompleksy) agregacijos, 3-4kDa PLL modifikuojami imidazolu ar
polietilenglikoliu (PEG) [29]. Tokie modifikatai sudaro mazesnius nei 100 nm
stabilius kompleksus. Polipleksy stabilumas padidéja jei naudojami PLL
kopolimerai su PAMAM, PEG, APA, dietilaminoetildekstranu bei kai j PLL
struktiirg jvedami disulfidiniai rysiai (-SS-) [29]. PLL taip pat buvo tiriamas ir
siRNR pernasai, bet tinkamo efekto nebuvo gauta, nes su siRNR susidaré
nestabilus kompleksas ir buvo pasiektas tik labai nedidelis geny raiskos
slopinimas [28, 29].

IS visy poli(met)akrilaty, PDMAEMA ir PDEAEMA tiriami bene
dazniausiai [44]. Sie polimerai geny transfekcijoje vertinami dél juose esanéiy
tretinily aminogrupiy, nes jy pagalba sudaryti polipleksai yra stabilds
fiziologinéje terpéje [41]. Taip pat buvo nustatyta, jog APA sudaro mazesnes
polipleksy daleles, kai jy molekuliné masé >112 kDa [41]. Taciau Siuo atveju
padidéja polipleksy toksiskumas [41, 42].

Pavyzdziui, dirbant su PDMAEMA geriausi transfekcijos rezultatai gauti,
kai jo molekuliné masé 60 kDa, 0, ja padidinus, susidaro ir nedideli, ir
toksiSkesni polipleksai. ]| PDMAEMA sudétj jvedus priridino ar imidazolo
junginiy bei karboksigrupiy, polimero transfekcinés savybés daznai pageréja.

Gana geromis transfekcinémis savybémis pasizymi ir APA kopolimerai
su PEG, metilmetakrilatu, N-vinilpirolidonu, trietilenglikolmetakrilatu,
polikaprolaktonu [43]. Modifikuoti PDMAEMA bei PDEAEMA tirti ir sSiRNR
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pernasoje — daugeliu atveju buvo gaunamas 50-80 % siekiantis geny slopinimo
rezultatas [43].

I§ gamtiniy polimeriniy vektoriy bene placiausiai naudojamas chitozanas
(Chl). Daugelis mokslininky grupiy labai iSsamiai tyringjo jvairios molekulinés
masés ir struktiiros Chl jtakg in vitro ir in vivo DNR pernasai. Buvo nustatyta,
kad, kai Chl molekuliné masé yra nuo 213 iki 17 kDa, polipleksy dydis
sumazéja nuo 180 iki 100 nm, transfekcijos efektyvumas padidinamas, o
toksiSkumas  sumazinamas [38, 39]. Chl modifikavus jvairiomis
aminorugstimis, PEG, PLL ir PEI, gaunami ne tik transfekcijai tinkamy
savybiy polipleksai, bet ir saviti jvairioms Igsteliy riiSims polipleksai [38].
Chitozang kompleksuojant su siRNR, dazniausiai susidaro ne mazesni kaip
200 nm kompleksai [39]. Atlikus in vivo tyrimus, buvo pastebéta, kad
chitozano/siRNR kompleksai peliy plauciy epitelio Iastelése transfekuoja
prastai (pasiektas tik 44 % geno slopinimo lygis) ir neiSvengta uzdegiminio
atsako [39]. Jj bandyta panaikinti naudojant polietileniminu modifikuotas
chitozano nanodaleles [40]. Sios nanodalelés taikytos tiek in vivo, tiek in vitro
ir buvo nustatyta, kad polipleksai tampa stabiliis, mazai toksiSki bei geny
slopinimas siekia 90 % [40].

Geny transfekcijai placiai naudojami ir kai kurie natiiralis nedidelés
molekulinés masés poliaminai, tokie kaip putrescinas, sperminas, spermidinas
ar agmatinas [45, 46]. Kadangi organizmuose S§iy poliaminy susidaro labai
nedaug, transfekcijos eksperimentams jie gaunami sintetiniu budu. Sie
poliaminai pasizymi mazesniu toksiSkumu, mazesniu imunogeniskumu bei
didesniu transfekcijos efektyvumu, nei virusiniai vektoriai. Taciau, lyginant su
kitais katijoniniais polimerais, jie sudaro daug didesnius polipleksus. Tad Sie
poliaminai paprastai konjuguojami su dekstranais, Chl, cholesteroliu ir kt.
junginiais [47].

Tarpusavyje lyginant jvairiy Katijoniniy polimery sandaros jtaka in vitro
toksiskumui, juos galima iSdéstyti tokia tvarka: LPEI(SPEI) = PLL > Chl >
PAMAM > PDMAEMA [29, 41, 43]. Buvo pastebéta, kad polikatijony
sudétyje kartu esant pirminiy, antriniy ir tretiniy aminogrupiy (PEI, PAMAM),
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polimerai maziau toksiski lgsteléms, nei esant mazesniam aminogrupiy tipy
rinkiniui  (PLL, PDMAEMA) [36, 41]. Sakotos struktiros katijoniniai
polimerai su DNR sudaro stabilesnius polipleksus, nei linijinés struktiiros
polimerai [41]. Poliplekse didinant polimero kiekj, jy toksiSkumas Igsteléms
didéja, o transfekcijos efektyvumas mazéja [41]. Todél geny transfekcijai itin

svarbu parinkti tinkamg N/P santyk;j poliplekse.

1.2.1 DNR bei siRNR pernasai naudojami polietileniminai ir jy dariniai

Polietileniminai (PEI) — bene sékmingiausiai geny pernasai taikomi
polimerai. Pirma karta geny pernasai SPEI buvo pritaikytas 1995 metais [29,
48]. Iki §iy dieny tiek SPEI, tieck LPEI efektyviai taikomi bei tyriné¢jami
jvairioms lgsteléms transfekuoti in vivo ir in vitro, ir, dél didelio transfekcijos
efektyvumo, jie yra tape ,,auksiniais“ geny pernasos standartais. SPEI ir LPEI
panaudojimg geny pernasai skatina ir tai, kad polimerai nesunkiai sintetinami,
lengvai reguliuojama molekuliné masé ir PEI gali buti modifikuojami paciais
jvairiausiais junginiais [33-35].

Sakotas polietileniminas (SPEI) gali bati gaunamas labai jvairiy
molekuliniy masiy — nuo 0,8 iki 1000 kDa bei jvairaus Sakotumo laipsnio [29,
33-35]. Taciau didelés molekulinés masés SPEI (didesnés kaip 60-1000 kDa)
gaunamas susiuvant mazesnés molekulinés masés polimero fragmentus
epichlorhidrinu, dihalogenidais, diepoksidais ir kt. [34]. SPEI esancios
pirminés, antrinés ir tretinés aminogrupés padeda jveikti bent jau du
transfekcijos barjerus: pirminés aminogrupés labai efektyviai dalyvauja
sudarant kompleksa su DNR/siRNR, o antrinés ir tretinés aminogrupés, lengvai
besiprotonizuodamosi ir sukurdamos teigiamg makromolekuliy kriivj, padeda
jveikti lastelés membrang [49]. Atlikus jvairiy lasteliy linijy transfekcijos
tyrimus in vitro [50], buvo nustatyta, jog, esant tinkamamam N/P santykiui,
optimali geny pernasai SPEI molekuliné masé yra 5-25kDa. SPEI, kuriy
molekuliné masé didesné kaip 25 kDa, pasizymi pernelyg stipria elektrostatine

saveika su DNR, todél sudaro dideliy matmeny polipleksus bei agregatus [50].
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Dideli polipleksai ir agregatai sunkiau patenka j lasteles, o, budami lastelése,
sunkiau disocijuoja, dél to yra toksiskesni [49, 50]. MaZiau toksiski yra SPEI,
kai juy molekuliné masé maza, bet tokie SPEI nesudaro patvaraus komplekso
[49, 50]. Tai blogina DNR/siRNR transfekcijg ir nepadeda DNR/siRNR
apsaugoti nuo nukleaziy.

T. Kramer ir kt. [51], iStyré eilg jvairios molekulinés masés SPEI (0,8, 2,
5, 6, 21, 25 ir 600 kDa) ir Sakotumo laipsnio (antriniy aminogrupiy — nuo 65
iki 75 %) jtakag in vitro transfekcijai NIH/3T3 (Sveicarisky peliy embriony
jungiamojo audinio Igstelés) ir COS7 (afrikietiSky Zaliyjy bezdzioniy inksty
dengiamojo audinio lgstelés) lgsteléms ir nustaté, jog NIH/3T3 Igsteliy pernasai
optimaliausia SPEI masiné molekuliné masé yra 21 ir 25 kDa, 0 COS7 lasteliy
linijai buvo tinkami ne tik 21 ir 25 kDa, bet ir 5 bei 6 kDa SPEL Tuo tarpu, >
2 kDa bei < 25 kDa SPEI sudaré didelius agregatus bei nestabilius kompleksus
su DNR. Tokios molekuliniy masiy tendencijos siejamos su Igsteliy savitumu,
nes skiriasi jungiamojo ir dengiamojo audinio Igsteliy pory dydis; jo pory dydis
svyruoja nuo 8 iki 21 um, todél manyta, jog pernasai tinkami jvairesnés
molekulinés masés SPEI [51].

Tuo tarpu, tiriant bEnd5 (peliy smegeny kraujagysliy epitelinio audinio
lastelés) lasteliy linija, geriausi rezultatai buvo gauti, kuomet SPEI buvo
nedidelés molekulinés masés (2,7 kDa) ir $akotumo. Naudojant tokj SPEI
buvo, pasiektas didelis transfekcijos efektyvumas bei mazas toksiSkumas, kai
N/P =12, o polipleksy dydis sieké 100-200 nm [52]. Buvo iSkelta hipotezé, jog
nedidelis epitelinio audinio pory dydis (0,12-0,16 u) lémé minéto SPEI
tinkamumg geny pernasai [52, 53]. Priesingi eksperimentiniai rezultatai buvo
gauti, kai jvairios molekulinés masés SPEI buvo taikomas EA.hy 926 (zmogaus
vainikinés arterijos epitelinio audinio lgstelés) linijai in vitro: transfekcijos
efektyvumas didéjo, didinant SPEI molekuline mase nuo 1,8 iki 70 kDa [54], 0
optimalus N/P santykis buvo tarp 5 ir 13,5. Siai lasteliy linijai tinkamiausi
buvo didelés molekulinés masés (10 ir 70 kDa) SPEI, nes arterijos epitelinio

audinio pory dydis siekia ~76 pum [55].
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Tiriant 2,5 ir 25 kDa SPEI transfekcija in vitro | MCF7 (krities liaukinio
epitelinio audinio karcinomos lastelés), HelLa, Mel80 (gimdos kaklelio
epitelinio audinio karcinomos lastelés) [56], SKOV (kiausidziy vézio epitelinio
audinio karcinomos lastelés), SW-1 3 (antinks¢iy vézio epitelinio audinio
karcinomos lgstelés), PC-3 (prostatos vézio epitelinio audinio karcinomos
lastelés) [57] vézines lasteles, didziausiu transfekciniu efektyvumu bei
maziausiu toksiSkumu pasizyméjo 25 kDa polimeras, nes, esant optimaliam
N/P [57] santykiui 10, jis sudaré maziausius polipleksus (55-150 nm.) Autoriali
pabrézia, jog, jei SPEI molekuliné masé mazesné uz 5 kDa, jis su DNR sudaro
nestabilius kompleksus, o tai lemia didelj jy toksiSkumg bei prastg
transfekcijos efektyvumg. Taip pat Siuose tyrimuose buvo atkreiptas démesys,
jog transfekcijos su 25 kDa SPEI efektyvumas priklauso nuo véziniy lasteliy
savitumo.

T. Kisell grupé [58] i§samiai istyrin¢jo 48 kDa bei 5,4 kDa SPEI pernasa
] Sias lgsteles: L929 (peliy jungiamojo audinio vézinés Igstelés), NIH-3T3, 293
(zmogaus embrioninés inksty lastelés), COS7, HeLa, CHO-K1 (kinietisko
ziurkéno kiausidziy epitelio Igstelés), Jurkata (zmogaus leukemijos lastelés).
Buvo nustatyta, jog, esant optimaliam N/P santykiui (6,7), kai SPEI molekuliné
masé yra 48 kDa, jis sudaro 156 nm dydzio polipleksus, bet pasiekiamas
nedidelis transfekcijos efektyvumas bei didelis toksiSkumas. Tuo tarpu, Kai
SPEI molekuline masé siekia tik 5,4 kDa, sudaromas 422 nm dydzio
polipleksas, bet pasiekiamas daug didesnis transfekcijos efektyvumas. Tokius
rezultatus, i$ vienos pusés, lemia lasteliy savitumas, bet autoriai nurodo, kad
transfekcijos rezultatas priklauso ir nuo poliplekso dydzio. Nors su 5,4 kDa
SPEI ir sudaromas didesnis polipleksas, ta¢iau jis efektyviau perne$amas per
lastelés membrang ir nesukelia membranos pazeidimy. Panasis tyrimai buvo
atlikti su L929 ir ECV304 (zmogaus Slapimo piislés epitelio vézinés lastelés)
lastelémis [59], naudojant 11,9 bei 1616 kDa SPEI. Atlikus tyrimus buvo
pastebéta, kad ECV304 Igsteléms maZziau toksiSkas yra mazesnés molekulinés
masés SPEI, o didesnés molekulinés masés polimeras buvo toksiskas tik esant

didesnéms jo koncentracijoms. L929 lasteliy linijai toksiSkumas padidéjo tik

26



esant ilgesnéms inkubavimo trukméms bei dideléms  polimero
koncentracijoms. Siuose tyrimuose buvo nustatyta kad, esant optimaliam N/P
santykiui ir molekulinei masei 1616 kDa, SPEI sudar¢ 2-6 pm dydzio
polipleksus, 0 11,9 kDa SPEI — 10-50 nm, todél 11,9 kDa SPEI pasizyméjo
mazesniu toksiSkumu. Atlikus tyrimus su Sioms Igsteliy linijomis naudojant
800 bei 50 kDa SPEI [48, 51], buvo pastebéta, kad, esant optimaliam N/P
santykiui (nuo 10 iki 18), transfekcijos j NIH-3T3 ir HeLa Igsteles efektyvumas
siekia 90 %. Taciau kiti tyrimai j 16HBE (Zmogaus bronchy epitelio lgstelés)
[60] parodé, jog 25 kDa SPEI daug efektyvesnis nei 50 kDa polimeras, esant
optimaliam N/P santykiui 5. Sios publikacijos autoriai pastebi, kad tokias
tendencijas lemia lasteliy savitumas, pasirinktas N/P santykis bei sudaromo
poliplekso dydis.

Jei SPEI panaudojamas transfekcijai in vivo [61, 62], dalis auks¢iau
aptarty désningumy skiriasi. Transfekuojant j Ziurkiy smegenis ar kepenis,
25 kDa SPEI buvo zymiai efektyvesnis uz 800 kDa polimerg. Nedidelés
molekulinés masés SPEI (<2 kDa) buvo mazai toksiskas, tadiau nesudaré
stabilaus poliplekso ir pasizyméjo prastomis transfekcinémis savybémis [54,
63]. Tyrinéjant transfekcija su SPEI 800 in vivo (Ziurkiy jaunikliy smegenyse,
vis¢iuky embriony neuronuose), buvo pastebéta, kad tik esant optimaliam N/P
santykiui (1,5) pasiekiamas geras tranfekcijos efektyvumas. Jis tokiu atveju
transfekuoja zymiai geriau nei PLL bei rinkoje naudojamas Tranfectamin [51].
Transfekcija tyringjant su jvairios molekulinés masés SPEI (25 , 50 ir 800 kDa)
In vivo (suaugusiy ziurkiy smegenyse) eksperimentuose geriau veiké mazesniy
molekuliniy masiy polimeras [64, 65]. Geriausiomis transfekcinémis
savybémis bei nedideliu toksiskumu pasizymeéjo 25 kDa SPEI, kuris net ir po
trijy ménesiy nesukélé uzdegimo neurony audiniuose, o tai leidzia gydyti
jvairius neurologinius susirgimus.

Tarpusavyje lyginant 22-25 kDa SPEI ir LPEI, §is daZniausiai, pasizymi
geresnémis transfekcinémis bei maziau toksinémis savybémis, nei tokios pat
molekulinés masés SPEIL. Tai stebima tiek in vitro, tiek ir in vivo tyrimuose.
Tyrinéjant in vitro peliy vézines lasteles B16F10, MC-38, C-26 [66] bei
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zmoniy vézines lastelés SKOV, SW-13, Mel80, PC-3 PEI22 [57], transfekcija
efektyviausiai vyko, kai LPEI-DNR N/P santykis sieké¢ nuo 20 iki 1,5 bei
tuomet, kai susidaré mazesni (50-100 nm) polipleksai, nei su SPEIL Buvo tirta
keliy molekuliniy masiy LPEI (3,6, 7,3 bei 22 kDa) jtaka HepG2 (zmogaus
kepeny vézinés epitelio karcinomos Iastelés) lasteliy transfekcijai [67] ir
nnustatyta, kad didziausias transfekcijos efektyvumas pasiekiamas naudojant
22 kDa LPEI, o mazos molekulinés masés polimeras sudaré nestabilius bei
didelius agregatus. M. Breuning ir kt. [68] iStyré dvylika jvairios molekulinés
masés (nuo 9,5 iki 100 kDa) LPEI su CHO-K1 bei HelLa lasteliy linijomis, ir
nustaté, kad didziausias transfekcijos efektyvumas (~44 %) pasiekiamas
naudojant 5,6 kDa LPEI, kai N/P santykis 18. Siuose tyrimuose buvo
pastebéta, kad polipleksas su 9,5kDa LPEI jstringa organelése ir tampa
nestabilus. Siame tyrime autoriai taip pat pastebéjo kitas reikimingas
tendencijas: didinant LPEI molekuling masg¢ bei N/P santykj, transfekcijos
efektyvumas did¢ja iki tam tikro tasko, o lasteliy gyvybingumas Siame
intervale drastiskai sumazéja, jei naudojamas didelis polimero kiekis, nes tada
lastelése sulétéja biocheminiy procesy eiga. Transfekcijos-toksiSkumo
rezultatui taip pat jtakos turéjo ir tirty véziniy audiniy pory dydis, nes jy pory
dydis svyravo nuo 0,1 iki 7,8 um [69]. Apibendrinant geny transfekcijos in
vivo tyrimus, tenka pazymeéti, kad geriausi rezultatai buvo pasiekti naudojant
22 kDa LPEI, kai jis naudotas kvépavimo taky ligoms gydyti, nes $ios lgstelés
pasizymi dideliu pavirSiaus plotu ir didZiausiomis poromis [64, 65, 69].
Polietileniminy klasés polimerai taip pat buvo pradéti taikyti ir SIRNR
(19-25 nt) pernasai. Eksperimentiskai in vitro buvo tiriami jvairiy molekuliniy
masiy SPEI bei LPEI su keliomis véziniy lasteliy linijomis (SKOV, SW-13,
ME-180, PC-3) [70]. 800 ir 25kDa SPEI pasizyméjo labai prastomis
transfekcinémis savybémis ir dideliu toksiskumu, o0 1,2-1,4 ir 0,6-0,8 kDa SPEI
net ir visai netransfekavo. Taciau 22 kDa LPEI in vivo eksperimentuose
pasizymeéjo mazu toksiSkumu ir nedideliu uzdegiminiu atsaku peliy jaunikliy
plauciuose ir smegenyse [70]. Atlikus siRNR transfekcija i Hep-2 lasteles,

lasteliy dalis, kuriose buvo nuslopintas genas, siecké 80% [71].
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Eksperimentiniai tyrimai patvirtino, kad, esant didesnéms koncentracijoms,
tiek Sakotas, tiek ir linijinis PEI in vivo pernasoje Siek tiek toksiski, sukelia
uzdegimus ir sunkiai pasiSalina 1§ lasteliy, todél bitina Siuos polimerus
modifikuoti [57, 67, 68]. Modifikuojama jvedant funkciniy grupiy, leidzianc¢iy
biologiSkai suskaldyti PEI 1 maZesnés molekulinés masés darinius arba tokiy
funkciniy grupiy, kurios padidina PEI biologinj suderinamumg [29, 34].

Hidroksigrupiy turintys polialkileniminai (pHP) pasirodé labai tinkami
transfekcijai j vézines Cos-7, HelLa, HepG2, WEH164, HEK293 ir pan.
lasteles. ] jas buvo transfekuojama efektyviau, nei su linijiniu 22-25 kDa PEI
(,,ExGen500%), katijoniniais lipidais (,,Lipofectamin“ ar ,,Fugene®) ar su
daugeliu kity pastaruoju metu rinkoje parduodamy transfekcijos agenty [72,
73]. pHP dél juose esanciy hidroksigrupiy yra ne tik labiau hidrofiliniai nei
LPEI, bet ir sudaro nedidelio dydzio (~100 nm) ir stabilius laike polipleksus, o
tal lemia sékmingg transfekcijg. In vivo taikyme pHP labiausiai tiko plauciy
audiniams, nes nesukéle uZdegiminio atsako ir pasizyméjo dideliu
transfekciniu efektyvumu [73].

SPEI gebéjimas protonizuotis pladiame pH intervale lemia sékminga
kompleksy susidaryma, jy peréjima per lastelés membrang bei poliplekso
atpalaidavimg 1§ endosomy dél jy osmosinio brinkimo (,,protony
kempinés®“ efekto). Buvo nustatyta, kad citoplazmoje (pH ~7,3) tik apie 20 %
SPEI aminogrupiy yra protonizuotos. Tadiau lizosomy aplinkoje, kai pH
nukrenta iki ~4,5-5, protonizuoty aminogrupiy padaugéja iki 50 %. Dél
protony migracijos j endosomas, jos osmosiskai iSbrinksta, dél to suyra ir
atpalaiduoja polipleksg. PanaSiis désningumai buvo nustatyti ir naudojant
22 kDa LPEI, kurio pK,7,9. Didéjant SPEI molekulinei masei, jo
aminogrupiy pK, (nustatyta potenciometriS$kai) vertés maz¢ja (mazéja
aminogrupiy baziskumas): 2 kDa — 9; 25 kDa — 8,5; 750 kDa — 8,3 [56, 74].
Tokia priklausomyb¢ aiSkinama tuo, jog didesnés molekulinés masés polimerai
labiau Sakoti, todél juose antriniy ir ypac tretiniy aminogrupiy jonizacija yra

apsunkinta [56, 75]. Taip pat buvo nustatyta, kad vektoriy/polipleksy
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transfekcijos efektyvumas bei toksiSkumas nepriklauso nuo Iastel¢je esanciy
organeliy pH [75, 76].

Kaip matyti i§ auk3¢iau pateiktos apzvalgos, SPEI ir LPEI transfekcijos
efektyvumas bei toksiSkumas DNR/siRNR pernasoje priklauso nuo polimery
molekuliniy charakteristiky, o taip pat ir nuo N/P santykio bei transfekuojamy
lgsteliy tipo ir jy savitumo.

PEI atitinka daugelj reikalavimy reikalingy DNR pernasai, bet siRNR
pernasai PEI daZniausiai turi biiti modifikuojami, mazos molekulinés masés
PEI susiuvant biologingje terpéje lengvai suyranciomis grupémis. Tokiu budu
In vivo ir in vitro salygomis PEI suyra j smulkesnius fragmentus, kuriuos
lastelé paSalina ir uzdegimas nesukeliamas bei pasiekiama efektyvi
transfekcija. Tokie PEI yra ypa¢ aktualis in vivo transfekcijai. vairios
molekulinés masés PEI taip pat gali biiti modifikuojami hidrofobiniais arba
hidrofiliniais nedidelés molekulinés masés junginiais, tokiais kaip dekstranas
[77], albuminas [78], jvairios aminortgstys [79], sacharidai [80],
polikaprolaktonas [81], chitozanas [82], PEG [83] ir pan. Tokiu modifikavimu
padidinamas PEI biosuderinanumas ir sumazinamas citotoksiSkumas, todél
transfekcijos rezultatai pageréja.

Placiau bus aptarta $i galimybé, kadangi tai Zymiai paprastesnis biidas,
nei bioskalaus PEI sintezé. Biosuderinami PEI daZniausiai ,,konstruojami® i§
PEI ir PEG. PEG yra pigus, biosuderinamas, netoksiskas ir labai gerai
vandenyje tirpus polimeras, kurio molekuliné masé siekia nuo keliy Simty Da
iki 100 kDa [84]. Jdomu ir svarbu tai, kad dél sintezés ypatybiy yra jmanoma
susintetinti nedidelés molekulinés masés PEG, turinCius labai mazus
polidispersiskumo rodiklius (1,1 ir dar maziau) [85]. Bitent tokie PEG, pries
tai juos aktyvavus, dazniausiai ir naudojami jvairiy polimery, taip pat ir PEI,
modifikavimui.

Nors PEI-PEG vektoriy transfekcines savybes lemia PEI fragmentas,
tatiau PEG fragmentas turi didele jtakg su transfekcija susijusiems antriniams
reiSkiniams (biosuderinamumui, kompleksy dydziui, jy stabilumui, lasteliy

savitumui, transfekuojamos medziagos apsaugojimui nuo nukleaziy ir pan.).
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Sie efektai priklauso nuo PEG grandiniy molekulinés masés ir grandiniy
skai¢iaus modifikuotame polimere [86-88].

Pastaruoju metu visame pasaulyje mokslininkai, tyrinéj¢ PEI-PEG
darinius DNR pernasai j jvairias lgsteles in vitro (1250LU, Hella, NIH/3T3,
CHO-K1), pastebéjo keleta aplinkybiy, lemianciy polipleksy stabiluma,
transfekcijos efektyvumg ir toksiSkumg. U. Lungwitz ir bendraautoriai [88]
iStyré nedidelés molekulinés masés LPEI-MPEG kopolimery kompleksus su
DNR in vitro (HeLa bei CHO-K1 Igsteliy linijoms). Pasirinkta LPEI
molekuliné maseé 2,6 ir 4,6 kDa, 0 MPEG molekulinés masés — 5, 10 ir 20 kDa.
10 kDa modifikuojantis agentas buvo Sakotos struktiiros ir turéjo dvi 5 kDa a-
amino-wo-metoksi-poli(etilenglikolio) grandis. Atlikus iS§samius tyrimus [88],
buvo apibendrinta, kad nemodifikuotas LPEI su DNR sudaré 1500-2500 nm
dydzio kompleksus, o kopolimery kompleksai buvo nedideli — tik 150-420 nm.
Kopolimerai, kuriuose buvo trys/keturios 5 kDa MPEG grandys, prijungtos
prie 2,6 kDa LPEI, bei analogiski kopolimerai su 20 kDa MPEG grandimis,
prijungtomis prie 4,6 kDa LPEI, sudaré ~150 nm dydzio kompleksus, nebuvo
toksiski Igsteléms bei pasizyméjo didesniu transfekcijos efektyvumu lyginant
su nemodifikuotais tos pacios molekulinés masés LPEI. Prijungus auksciau
minéto modifikuojancéio agento dvi grandis (10 kDa + 10 kDa), transfekcijos
efektyvumas drastiskai sumazéjo, o toksiSkumas padidéjo. Tai akivaizdziai
rodo MPEG grandiniy kiekio ir molekulinés masés jtaka transfekcijos
rezultatams. Autoriai taip pat pastebi [88], kad, prijungus kelias nedidelés
molekulinés masés arba vieng didelés molekulinés masés MPEG grandis, bei
parinkus tinkamg N/P santykj, kompleksai iSlieka stabiliis ir yra labiausiai
tinkami Sioms lgsteliy linijoms. Tokias tendencijas autoriai sieja su MPEG
savybémis.

T. Kissel su bendrautoriais [89] tyrin¢jo SPEI-PEG kopolimerus,
besiskirian¢ius MPEG skiepy molekuline mase ir tankiu, transfekcijai in vitro j
peliy alveoliy lasteles (LA4). Naudojant 25 kDa SPEI ir jvairios molekulinés
masés MPEG (550, 2000, 5000 ir 20000 Da) buvo susintetinti kopolimerai,
turintys nuo 1 iki 30 skiepy (MPEG550)39, (MPEG2000),0, (MPEG5000), ir
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(MPEG20000);). Buvo nustatyta, jog kopolimerai su didelés molekulinés
masés MPEG skiepais yra labiausiai toksiski 1gsteléms. Maziausiu toksiSkumu
pasizymejo kopolimeras turintis daug (30) 550 molekulinés masés MPEG
skiepy. Tokius stebimus efektus autoriai aiSkina sumazéjusiu PEI pirminiy
aminogrupiy kiekiu ir baziSkumu, kai skiepy prijungiama daug. Butent
sumazejes baziSkumas lémée tai, jog polipleksai lengviau perejo lastelés
membrang, o tai nulémé mazesn] toksiSkumg ir didesnj transfekcijos
efektyvuma.

Labai panaSiy kopolimery tyrimus su DNR atliko A. Malek ir
bendraautoriai [90], tik jie geny pernasa atliko j melanomos 1205LU Igsteles.
Tyrimams buvo naudoti 5 ir 25 kDa SPEI kopolimerai su jvairios molekulinés
masés MPEG (550, 2000, 5000, 20000 ir 30000 Da) turintys nuo 4 iki 30
MPEG grandziy. Visi tirti kopolimerai pasizyméjo dideliu transfekcijos
efektyvumu, iskyrus 5 kDa SPEI-(MPEG550),, kuris sudaré labai nestabily
kompleksg su DNR. 1205LU Igsteléms transfekuoti labiausiai tinkami buvo
5 kDa SPEI-(MPEG550), ir 25 kDa SPEI-(MPEG550),5 kopolimerai, nes buvo
mazai toksiski, sudaré stabilius kompleksus ir efektyviai transfekavo. Autoriai
iSkelé hipoteze, jog prie Sakoto PEI prijungus daug MPEG grandzZiy
((MPEG550)3), beveik nebelieka laisvy teigiamg kriivj turinéiy aminogrupiy,
kurios turéty kompleksuotis su DNR, todél sudarytas kompleksas tampa
nestabilus. siRNR pernasos atveju buvo pastebétos panasios tendendencijos, tik
25 kDa SPEI kopolimerai buvo efektyvesni (jy genus slopinantis efektas sieké
net 60-70 %). Tokias tendencijas turbiit lemia DNR ir siRNR molekuliniy
masiy skirtumai.

X. Zhang su bendrautoriais [91] tyrinéjo geny pernasg j HelLa lasteles
naudodami 25 kDa SPEI kopolimerus su MPEG (2000 ir 5000 Da) skiepais.
MPEG skiepy skai¢ius Siuose kopolimeruose buvo 2, 3 ir 10 (MPEG2000) bei
1 ir 2 (MPEGS5000). Buvo nustatyta, kad pernaSos efektyvuma ir toksiskuma
lasteléms labiausiai lemia PEG skiepy skaiCius kopolimere. Esant dideliam
MPEG skiepy skaiciui, polipleksy daleliy dydis mazas. Taip pat polipleksy

dydis priklaus¢ ir nuo MPEG molekulinés masés — kopolimerai su mazesnés
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molekulinés masés (2000) MPEG skiepais sudaré didesnes daleles. Sis efektas
aiSkinamas tuo, kad kopolimerai su mazesnés molekulinés masés MPEG
skiepais sudaré netvarkingos formos kompleksus. Visais atvejais transfekcijos
efektyvumas didéjo ir toksiSkumas mazéjo, kai MPEG skiepy skaicius
kopolimeruose buvo maZinamas.

25 kDa SPEI kopolimerai su 550-20000 MPEG skiepais buvo panaudoti
ir transfekcijai j 3T3 bei NIH3T3 (jungiamojo audinio) Igsteliy linijas [92].
Siame tyrime nustatyta, kad polipleksy toksiskumas nepriklaus¢ nuo MPEG
molekulinés masés, taciau priklausé nuo MPEG skiepy kiekio: jj padidinus nuo
1 iki 6, toksiSkumas sumazéjo. Maziausio dydzio polipleksai (51 nm) gauti su
kopolimeru, turin¢iu vieng MPEG 20 kDa skiepa. Kitais atvejais polipleksy
dydis buvo apie 100 nm. Siai lasteliy linijai maZiausiu toksikumu bei
didziausiu transfekcijos efektyvumu, pasizyméjo kopolimeras su 35 MPEGS550
skiepais. Tokias tendencijas lemia DNR-kopolimery kompleksy ypatybés.
Istyrus DNR-kopolimery kompleksus su atominés jégos mikroskopu buvo
nustatyta [92], kad kopolimerai su 35 MPEG550 grandimis sudaro
netvarkingus, beformius ir purius kompleksus, o tai lemia platesnj katijoniniy
grupiy pasiskirstymg makromolekuléje.

S. Wang su bendraautoriais [93] tyrin¢jo PEI-PEG kopolimery
tinkamumg DNR pernasai ] centrinés nervy sistemos NT2 lasteliy linijas.
Tyrimams panaudoti 25 kDa SPEI-(MPEG2000) kopolimerai, kuriuose MPEG
skiepy kiekis buvo 1-15. Buvo nustatyta [93], kad kopolimerai su 1-5 MPEG
skiepais sudaro nedidelius >200 nm kompleksus ir buvo efektyviausi didelio
transfekcijos efektyvumo ir mazo toksiskumo prasmémis. Ta lémé SPEI-
MPEG kopolimery strukttira bei 1gsteliy savitumas.

L. Mao panaSius kopolimerus tyrin¢jo [94] siRNR pernasai ir nustaté, kad
didZiausius kompleksus (300-400 nm) sudaré 25 kDa SPEI-(MPEG550)3, 0
25 kDa SPEI-(MPEG5000), ir 25 kDa SPEI-(MPEG2000),, — tik apie 110 nm.
Sie kopolimerai pasizyméjo didziausiu transfekcijos efektyvumu bei maziausiu
toksiskumu. Siuo tyrimu nustatyta, kad geno slopinimo efektyvumas priklauso

nuo MPEG skiepy molekulinés masés kopolimeruose ir jg didinant — didé¢jo.
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Genas buvo nuslopintas apie 70 % Iasteliy. Autoriai pastebi, jog PEG
efektyviai apsaugo siRNR nuo nukleaziy, 0 tai prailgina siRNR funkcionavimo
laikg citoplazmoje.

Apibendrinant Siame skyriuje pateikta medziagg, galima padaryti kelias
svarbias iSvadas. Visy pirma, daugelis mokslininky nustate, kad PEI Sakotumas
turi jtakos transfekcinéms savybéms, nes linijiniai PEI daZniausiai Yyra
aktyvesni uZ tokios pat molekulinés masés Sakotus PEI. Antra,
eksperimentiskai nustatyta, jog transfekcijai optimali SPEI/LPEI molekuliné
mas¢ yra apie 5-25kDa. TreCia, norint pagerinti PEI transfekcines bei
sumazinti toksines savybes, PEI gali buti modifikuojamas. Ketvirta, kadangi
transfekcijos rezultatas priklauso nuo Igsteliy savitumo bei nuo perneSamo
objekto savybiy, negalima tarpusavyje tiesiogiai lyginti LPEI/SPEI bei jvairius
Siy PEI PEI kopolimerus; polimery tarpusavio lyginimas tik tuomet jgauna
prasmg, jei jie yra naudojami vienam ir tam paciam transfekuojamam objektui

ir ] tas pacias lgsteliy linijas.

1.2.2 Bioskaliis katijoniniai polimerai DNR ir siRNR pernasai

Nepaisant to, jog daugelis katijoniniy polimery sékmingai naudojami
geny pernasai, vis dar nuolat ieSkoma efektyvesniy ir maziau toksisky
transfekcijos agenty, kurie buty efektyvis ne tik in vitro, bet ir in vivo
transfekcijos salygomis. Sia kryptimi daugiausia tikimasi pasiekti naudojant
bioskalius geny pernaSos vektorius. Bioskaliis geny pernasos vektoriai leidzia
iSspresti  kelias  svarbias problemas, su kuriomis paprastai susiduriama

naudojant nebioskalius vektorius [95-97]:

e  pagerinti vektoriaus ir transfekuojamos medziagos (DNR/siRNR) sgveika
dél vektoriuje esanciy bioskaliy grupiy;

e pasiekti, kad transfekuojama medziaga i§ poliplekso iSsilaisvinty lengvai
ir per trumpg laika;

e sumazinti vektoriaus toksiskumg dél jo gebos greitai suirti citoplazmoje.

34



Igyvendinus Siuos tikslus, tikétina, kad vektoriy efektyvumas
transfekcijoje Zymiai padidéty, bei atsirasty galimybé juos placiau taikyti in
vivo bidu.

Daugelis mokslininky bioskalius polimerinius vektorius apibrézia kaip
polimerus, kurie Igstelés viduje, jos fermenty pagalba, suyra | netoksiSkus ir
biosuderinamus mazos molekulinés masés fragmentus. Bioskaliis polimeriniai
vektoriai skirstomi j gamtinius, dirbtinius ir sintetinius. Gamtiniai polimeriniai
vektoriai tai — baltymai (protaminai, histonai) ir polisacharidai (chitozanas,
dekstranas), taciau pagrindiné Siy vektoriy taikymo problema — mazas jy
aktyvumas transfekcijoje. Sie sintetiniai bioskal@is vektoriai, tokie kaip:
katijoniniy grupiy turintys poliesteriai (poli(4-hidroksi-L-prolino esteris)
(PHPES), poli(p-amino esteriai) (PBAES)), poliamidoaminai (PAMAM) ir jy
dariniai  (cistamino grandziy turintys poliamidoaminai (CPAMAM)),
polifosfoeteriai bei bioskaliis polietileniminai (cistamino grandZiy turintys
polietileniminai (CPEI)) ar polietilenimino-polietilenglikolio kopolimerai
(PEI-PEG) (1.1 schema) yra Zzymiai pranaSesni. Vienas i§ pagrindiniy
reikalavimy bioskaliems vektoriams — jy geba citoplazmoje greitai skilti ir
pasiSalinti 1§ Iastelés nesukeliant neigiamo imuninio atsako. Biitent Siais
aspektais daugelis mokslininky ir lygina tarpusavyje bioskalius polimerinius
vektorius [96, 98].

Katijoniniai poliesteriai — itin potenciali bioskaliy geny transfekcijos
agenty klas¢, nes su DNR sudaro patvary kompleksa, o lasteléje suyra per
trumpa laikg. Todél buvo susintetinta ir iStirta daugiau nei 2000 jvairiy
katijoniniy poliesteriy geny pernasai. Tarp jy efektyviausiais laikomi poli(4-
hidroksi-I-prolino esteris), poli(x-4-aminobutil-I-glikolio riigstis) bei poli(B-
aminoesteriai). Jie ne tik greitai suyra, bet ir pasizymi savitumu atskiroms
lasteliy linijjoms.

Pavyzdziui, transfekuojant j IL-10, COS7 bei 3T3 Iasteliy linijas buvo
nustatyta, kad poli(f-aminoesteriai) suyra per 100 min iki oligomeriniy
junginiy, todél néra toksiski, su DNR sudaro nedidelius 100 nm kompleksus, o

transfekcijos efektyvumas net 5 Kkartus didesnis uz PEI, PLL ar kity
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nebiodegraduojanciy polimeriniy vektoriy efektyvuma. Katijoniniai poliesteriai
yra veiksmingi ir siRNR pernasai, nes pasiekiamas itin didelis (80-90 %) geny
slopinimas [99-101].

(o]
Ao
n
PHPES
(0] (0] (6] (0]

jko)k/\NA)LL WLOJ\AN/\N/\)J\L

| " | | "

R R R

PBAES

\H/\W H%”/\/S\S/\/HW

CPEI

\PT/\)kH/\/S\S/\/H\H/\%/n

CPAMAM

PEI-PEG

1.1 schema. Bioskalts polimeriniai vektoriai.
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Poliamidoaminai (PAMAM) — amidiniy rySiy turintys polimeriniai
bioskallis vektoriai, kuriy gausa yra labai didelé. Poliadicijos budu is
bisakrilamidy ir jvairiy aminy sintetinami PAMAM gali turéti ne tik jvairiy
aminogrupiy ir jas supan¢iy fragmenty, bet ir jvairia makromolekuliy
architektiirg (linijing, Sakotg, dendriting). Pagrindines PAMAM savybés dél
kuriy jie tinka geny pernaSai — labai geras tirpumas vandenyje, bioskalumas,
galimybé keisti makromolekuliy konformacijg priklausomai nuo pH [102].
PAMAM struktira parenkama atsizvelgiant | transfekuojamy Igsteliy savituma.
Mokslininkai [100-104] tyringjo PAMAM struktiiros jtakg transfekcinéms
savybéms. Buvo pasirinkti pagrindingje grandinéje turintys skirtingg kieki
aminogrupiy, cikliniy junginiy (piperazino ziedy) ar karboksigrupiy PAMAM.
Jy tarpe didziausiu transfekcijos efektyvumu bei maZiausiu toksiSkumu
pasizyméjo PAMAM su vienu azoto heterociklu. Sie PAMAM sudaré mazus
50-100 nm dydzio kompleksus, o polimeras hidrolizavosi per 48 valandas.
Jvedus j pagrinding granding karboksigrupiy, PAMAM su DNR sudaré daug
didesnius kompleksus (200 nm), bet Siuo atveju hidrolizé jvyko daug greiciau —
per 24 valandas. IS aukstesnés eilés diaminy gauti PAMAM transfekuoja
prasciau ir yra maziau aktyvis bei labiau toksiski [105, 106].

Dentritiniai PAMAM — polimerai, i§ kuriy makromolekuliy centrinio
atomo atsiSakoja keletas grandiniy (1.2 pav.). DNR pernasoje buvo tyrinéjami
dendrimerai [107-110], turintys skirtingg kiekj atSaky makromolekuléje.
Dendrimerai, turintys 12, 48, 384 ir 1536 atSakas sudaré nedidelio dydzio
polipleksus (150 nm), Taciau geriausiomis transfekcinémis savybémis
pasizyméjo PAMAM su 384 ir 1536 atSakomis. Autoriai tokias tendencijas
sicja su PAMAM struktirinémis savybémis bei katijoniniy grupiy kiekiu.
siRNR pernasoje minéty dendrimery aktyvumas siekia 35-45 %.

Lyginant su linijiniais, Sakoti ir dendrimeriniai PAMAM sudaro
kompaktiskesnes ir patvaresnes PAMAM-DNR struktiiras, jy toksiSkumas Siek

tiek maZzesnis, o transfekcijos efektyvumas — didesnis.
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1.2 pav. PAMAM dendrimery $akotumas priklausomai nuo $aky priauginimo
laipsnio (G).

Tokias tendencijas lemia struktiiriniai ypatumai, nes Sakoti ir
dendrimeriniai PAMAM pasizymi didesniu katijoniniy grupiy kiekiu — tai
lemia stipresne PAMAM-DNR sgveika bei tinkamo dydZio polipleksy
susidarymg [107, 108]. Kai PAMAM Sakotumas didéja, polipleksy dydis
pakinta nezymiai, taciau Zenkliai iSauga toksiSkumas. Autoriai pastebi, kad, net
esant optimaliam N/P santykiui, ypa¢ Sakoti dendrimerai nepilnai suriSa DNR,
todél likusios laisvos PAMAM aminogrupés pernasos metu ardo Igstelés
membrang ir taip mazina jy gyvybinguma. Tai buvo nustatyta vykdant DNR
transfekcija j CHO-K1, COS7, CV-1, HelLa, Hek293 lasteles. Lyginant
tarpusavyje PAMAM, PEI, PLL ar kitus polimerinius vektorius, PAMAM yra
pranasesni [102, 103, 107, 110].

Norint suteikti nebioskaliam polimeriniam vektoriui bioskaluma, o
bioskaliam — ji padidinti, iki Siol transfekcijai efektyviai taikytus PEI,
PAMAM, PDMAEMA ir kitus polimerus bandoma modifikuoti. DaZniausiai
tai atlickama j polimero sandarg jvedant disulfidiniy (-SS-) ry$iy. Disulfidiniy
ry$iy turintys DNR/siRNR pernasos vektoriai yra labai perspektyviis dél to, jog
[111-115]:

e disulfidiniai rysiai apsaugo DNR/siRNR kompleksg nuo oksiduojancios
ekstralastelinio skyscio terpés;

e padeda kompleksuoti DNR;
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o efektyviai atpalaiduoja geneting medziaga redukcinémis savybémis

pasizymin¢ioje citoplazmoje.

Citoplazmoje pagrindinis redukuojantis agentas yra glutationas. Jis
lastel¢je atsakingas uz baltymy bei polinukleotidy sinteze, aminorigsciy
transportavima, fermenty aktyvumo palaikyma, toksiniy medziagy
nukenksminimag bei kitas vykstancias chemines reakcijas. Bitent glutationas ir
suskaido polimerinius vektorius, kurie pagrindinéje grandingje turi -SS- rysiy
[111-115].

Daugelis mokslininky grupiy modifikavo SPEI, j jo pagrinding grandine
jvesdami disulfidiniy rySiy. DaZniausiai -SS- rySiais sujungiami keli maZos
molekulinés masés (0,8-2kDa) SPEI  fragmentai, tam naudojant
ditiobis(sukcimidilpropionatg) (DSP), dimetil-3,3‘-ditiobis-propionimidata
(DTBP), bis(2-metakriloiloksietil)disulfidg, cistamino bisakrilamidg (CBA)
arba tiolinant metiltiiranu [116-122]. Naudojant SPEI-SS, transfekcijai buvo
tiriamos kelios lgsteliy linijos: HelLa, 293T, MDA-MB-231, C2C12, COS7,
CHO. SPEI (800 Da) sujungiant su DSP ir DTBP [116-119] buvo nustatyta,
jog geny pernasos ] CHO lasteles efektyvumas priklauso nuo sujungimui
naudoto reagento tipo. Esant vienodam N/P santykiui, didesniu transfekcijos
efetyvumu pasizyméjo SPEI, sujungtas per DTBP, nes, prisijungdamas DTBP,
suformuoja amidino ry$j, kuris pagerina transfekcines savybes.

Kai SPEI-SS tiolinamas metiltiiranu [120], reakcija vykdoma
dvistadijiniu biidu. 1§ pradziy 800 Da SPEI tiolinamas su metiltiiranu, o
susidariusios  tiolinés grupés antrosios stadijos metu oksiduojamos
dimetilsulfoksidu iki disulfidiniy, tuo pacéiu padidéjant vektoriaus molekulinei
masei. In vivo biadu buvo tyrinéta, kaip tokio SPEI-SS transfekcijos
efektyvumas ir toksiskumas priklauso nuo jvesty SS rysiy kiekio. Gauti SPEI-
SS, kuriuose vidutinis SS rysiy kiekis vienoje molekuléje svyruoja nuo 2,6 iki
9,4. Tyrimai parodé, kad, esant labai mazam arba labai dideliam -SS- rysiy
kiekiui, SPEI-SS-DNR sudaro labai didelius kompleksus (300-600 nm).
Tinkamiausi geny pernasai yra SPEI-SS, kai disulfiniy rys$iy yra nuo 3,5 iki

6,5, nes Siuo atveju susidaré tik 100 nm dydzio kompleksai, kurie in vitro
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salygomis greitai suiro veikiami 1,4-ditiotreitoliu (DTT), pasizyméjo nedideliu
toksiSkumu ir dideliu transfekcijos efektyvumu. Jy transfekcijos efektyvumas
buvo didesnis uz 25 kDa SPEI efektyvuma. SPEI, kuriy molekuliné masé 1,8 ir
25 kDa, taip pat buvo tiolinti su metiltiiranu ir oksiduoti dimetilsulfoksidu
[121, 122]. Gauty polimery makromolekulése buvo nuo 3,5 iki 4,5 -SS- rysiy,
taCiau jie pasizyméjo panaSiomis transfekcinémis savybémis, Kkaip ir
nemodifikuotas 25 kDa SPEI.

Kita bioskaliy -SS- rysiy turinéiy polimeriniy vektoriy grupé — tai
PAMAM-SS polimerai, kurie sintetinami poliadicijos biidu 1§ CBA bei jvairiy
diaminy. PAMAM-SS bioskaliis polimeriniai vektoriai taikomi DNR bei
siRNR pernasai j daugel;j lasteliy linijy (COS7, HelLa, 293T, NIH3T3, C2C12)
[123, 124]. Nedidelés molekulinés masés (3-9 kDa) PAMAM-SS su jvairaus
ilgio Soniniais pakaitais (4-amino-1-butanolio (ABOL), 5-amino-1-pentanolio
(APOL), N,N°-dimetil-1,3-etilendiamino (DMEA), 2-(2-aminoetoksi)etanolio,
3-metoksipropilamino  (AEEOL), 3-morfolinpropilamino (MOPA) bei
histamino (HIS)) su DNR sudaro labai stabilius ir patvarius kompleksus (100-
200 nm), kurie redukcinéje aplinkoje suyra per 1-4 valandas. Nustatyta, kad
Soniniy pakaity tipas turi jtakos transfekcijos efektyvumui bei toksiSkumui
COS7 lasteliy linijai, nes didziausiu transfekcijos efektyvumu pasizyméjo
PAMAM-SS su APOL ir ABOL pakaitais. Visy Siame darbe tirty Soniniy
pakaity jtaka PAMAM transfekcijai galima iSdéstyti tokia tvarka:
APOL=ABOL > MOPA > AEEOL > DMEA [118,122].

Kiti autoriai [125] susintetino nedidelés molekulinés masés (3-10°kDa)
PAMAM-SS su aminy (etilamino (EA)), diaminy (1,2-etandiamino (EDA),
1,4-butandiamino,  1,6-heksametilendiamino  (HDA)) bei  poliaminy
(dietilentriamino (DETA), trietilentetramino, tetraetilenpentamino (TETEP))
Soniniais pakaitais (1.2 schema). Sie PAMAM-SS su DNR sudaré labai
patvarius ir kompatiskus 100 nm dydzio kompleksus, o, veikiant DTT, -SS-
rySiai suiro per kelias valandas. COS7 lasteléms didziausiu transfekcijos
efektyvumu pasizyméjo PAMAM-SS su trumpiausiu — EDA Soniniu pakaitu.
O 293T, HeLa ir NIH3T3 lasteléms geriausiai transfekavo PAMAM-SS su
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ilgiausiais Soniniais pakaitais (trietilentriamino ir HDA) [126,127]. Lyginant su
SPEL visi §iame darbe susintetinti ir istirti PAMAMS-SS pasizyméjo dideliu

transfekcijos efektyvumu bei labai mazu toksiskumu.

R = EDA, BDA, HDA, EA, DETA, TETA, TETEP

1.2 schema. PAMAM-SS su jvairaus tipo ir ilgio Soniniais pakaitais.

PAMAM-SS su jvairiais Soniniais pakaitais buvo tiriami ir siRNR
pernasai j H1229 lasteles. Siuo atveju susidaré stabiliis vidutinio dydZio
(200 nm) kompleksai, o maziausiu toksisSkumu ir didziausiu efektyvumu
pasizymejo PAMAM-SS su EDA Soniniais pakaitais, geng nusloping 70 %
lasteliy [128-130].

Analizuojant literatiirinius duomenis apie katijoniniy polimeriniy
vektoriy sintez¢ ir panaudojimg galima pastebéti bene tris labai svarbias
aplinkybes. Pirmiausia, labai daug pastangy dedama tam, kad bty sukurti
saugts ir efektyvis polimeriniai vektoriai in Vvivo pernasai (sisteminiam
taikymui). Antra, naujy polimeriniy vektoriy sukiirimas, iStyrimas ir
panaudojimas geny pernasai yra ilgas ir sunkus darbas, nes reikia suprasti
daugybe veiksniy, siejanciy Igsteliy savitumg bei polimeriniy vektoriy savybes.
Trecia, bet kokie poky¢€iai polimero struktiiroje, molekulinéje masé¢je, kriivio
dydyje ar tipe gali stipriai keisti vieno arba net keliy i§ karto, geny pernasos
etapy salygas ir tuo paciu nulemti galutinj transfekcijos rezultatg. Ketvirta,

tenka konstatuoti jog, vykdant naujy polimeriniy vektoriy paieska, o taip pat ir
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bandant patobulinti jau gerai zinomus, vis dar naudojami empiriniai klaidy ir
bandymy metodai, kadangi detalus pernaSos j lasteles mechanizmas vis dar

néra iki galo iStirtas.

1.3 Polimerizaciniai polialkileniminai ir jy modifikavimas PEG

Polialkileniminai — polimerai, kuriy pagrinding granding sudaro
alifatiniais fragmentais sujungtos iminogrupés. Jie gali biiti gaunami
polikondensacijos ar katijoninés cikly polimerizacijos bidais. Siuo biidu
sintetinami polialkileniminai su etil- ir i-propil- fragmentais pagrindinéje
grandingje. Tai — SPEI bei poli(izopolipropileniminas). LPEI, o taip pat ir
polipropileniminas [131, 132] gaunami dviejy stadijy biidu, i$ pradziy vykdant
atitinkamy cikliniy monomery (2-oksazoliny ar 5,6-dihidro-1,3-oksaziny)
katijoning polimerizacijg, o po to atliekant susidariusiy polimeriniy tretiniy
amidy Sarmine hidroliz¢. IS visy ¢ia iSvardinty polimery bene placiausiai
taikomas SPEI, tadiau Visi jie intensyviai tiriami kaip vaisty ir geny pernagos
agentai.

Pirmga karta $akotas polietileniminas (SPEI) patentuotas 1940 m. ir buvo
gautas  katijoniniu cikly polimerizacijos budu (angl. ring-opening
polymerization) i$ aziridino [133]. Vandeniniuose arba alkoholiniuose
tirpaluose buvo polimerizuojama aukS$tose temperatiirose, o be tirpiklio —
zemose [134] (1.3 schema).

Katijoning aziridino polimerizacija (1.4 schema) labai placiai aprasé A.
Zomlefer [135]. SPEI susidarymas prasideda nuo iniciavimo stadijos (1.4
schema a), vykdant aziridino protonizavimg Lewis rtigstimi (dazniausiai HCI).
Augimo stadijos metu (b) susidaro linijiniai polimerizacijos dariniai, turintys
aktyvy aziridinio jong grandinés gale. Jei §j jong atakuoja jau susidariusio PEI
antrinés aminogrupés, susidaro tretiniy aminogrupiy turintis SPEI. Grandiné
gali nutrikti dviem biidais: deprotonizuojant aktyvy centrg (c) arba jam

sureaguojant su nukleofilu (d).
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1.4 schema. Aziridino katijoninés polimerizacijos mechanizmas.

Katijoniniu biidu gautame SPEI teorinis pirminiy, antriniy ir tretiniy
aminogrupiy santykis turéty buti artimas 25:50:25. Eksperimentiniai tyrimai
parodé [136], kad SPEI $akotumo laipsnis Siek tiek priklauso nuo
polimerizacijos biido bei monomero konversijos. Taciau bet kokiu atveju

pirminiy ir tretiniy aminogrupiy kiekiai polimere turéty buti lygis, kadangi
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kiekviena nuo tretinés grupés prasidedanti atSaka uzsibaigia viena pirmine
aminogrupe.

Gana detalius SPEI $akotumo tyrimus atliko A. von Harpe su
bendraautoriais. Jie **C BMR pagalba ityré eile komerciniy bei paciy autoriy
sintetinty SPEI ir nustaté, kad komerciniuose SPEI (ju molekulinés masés
svyravo gana placiose 1,2-1000 kDa ribose) antriniy ir tretiniy aminogrupiy
santykis yra artimas 1. T.y., iStirti komerciniai SPEI buvo itin $akoti
polimerai. Ta¢iau padiy autoriy susintetinti SPEI (ju molekulinés masés
svyravo 9-24 kDa ribose) buvo maziau Sakoti, nes juose antriniy aminogrupiy
kiekis buvo mazdaug du kartus didesnis uz tretiniy. Kiti mokslininkai [137]
taip pat yra nustate, jog didesnés molekulinés masés SPEI yra labiau $akoti.

Katijoniniu biidu polimerizuojant aziriding paprastai susidaro gana
nedidelés molekulinés masés (~2-50 kDa) SPEI [134]. Didelés molekulinés
masés SPEI gaunamas aziridino polimerizacija inicijuojant bifunkciniais
alkilinanCiais agentais [137,138]. Pageidaujamos molekulinés masés ir
klampos SPEI taip pat gali biti gaunamas ir dihalogenalkanais,
epichlorhidrinu, diizocianatais ir kt. veikiant jau susintetintg nedidelés
molekulinés masés polimera.

Aziriding polimerizuojant vandenyje [139] ar vandeniniame amoniako
tirpale [140], galima gauti linijin] PEI, tac¢iau jo molekuliné masé néra didele, o
polimerizacijos greitis tokiose terpése yra itin mazas, todél toks LPEI sintezés
biidas nerado platesnio taikymo. Polimerizuojant 2-metilaziridinus [141]
jvairiuose tirpikliuose (acetonitrilas, dimetilformamidas, 1,2-dichlormetanas) ir
katalizatoriumi naudojant boro trifluordieterj, geriausiai reakcija vyko
acetonitrile. Gauti linijiniai PEI (LPEI) buvo tirpts dimetilsulfokside bei
chloroforme.

N-alkilintag LPEI galima gauti ir polimerizuojant N-pakeistus aziridinus
[142, 143]. Pavyzdziui, naudojant aziridino darinius su alkil- [143], benzil-
[144], perfluoracil- [145], sulfonil- [146] ir piranil- [147] pakaitais, buvo

s¢kmingai susintetinti linijiniai PEI (1.5 schema).
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1.5 schema. Polietileniminy sintezé 1§ N-pakeisty aziridino dariniy.

Nors aziridine N-pakaitai reakcijos salygomis dazniausiai yra inertiski,
taciau kai kurie jy polimerizacijos eigoje linke redukuotis (perfluoracil-) ar
atskilti (piranil- ar sulfonil-), dél ko susidaro ne tik pasSaliniai reakcijos
produktai, bet ir Sakotas polimeras [142, 144, 147].

LPEI gaunamas i§ 1,3-oksazolino-2-fenil-, heptil- ir kt. dariniy, juos
polimerizuojant katijoniniu btidu. R. Tomalia ir kt. [148] pirmieji 1966 metais
apras¢ 2-pakeisty 1,3-oksazoliny katijoning polimerizacijg. Biitent 2-padétyje
pakeisti 1,3-oksazolino dariniai naudojami LPEI sintezei, nes nepakeistas 1,3-
oksazolinas dél savo paties baziSkumo polimerizacijos eigoje linkes
hidrolizuotis [147, 149, 150]. Labai i$samiai linijinio LPEI sintez¢ i$nagrinéjo
T. Saegusa su bendradarbiais [151]. 2-pakeisty 1,3-oksazoliny katijoninés
polimerizacijos buidu i§ pradziy susintetinami linijinio polietilenimino acilinti
dariniai. Juos hidrolizuojant rugstin¢je arba Sarmingje terpéje, gaunamas
linijinis polietileniminas [67, 151-154] (1.6 schema). Taip susintetinty LPEI
molekuliné masé yra apie 5-22 kDa. Jg, priklausomai nuo katijoninés
polimerizacijos salygy (monomero/iniciatoriaus santykis, likutiné drégmé ir

kt.), pavyksta gana nesunkiai reguliuoti.
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1.6 schema. LPEI sintezé i§ 2-pakeisto 1,3-oksazolino Kkatijoninés

polimerizacijos budu.

Antroji LPEI sintezés stadija (hidrolizés) yra gana komplikuota, nes
acilinti LPEI dariniai hidrolizuojami sunkiai [153]. Hidrolizés eiga taip pat
priklauso nuo to, ar acilgrupé yra alifatiné ar aromatin¢. Acetilinti,
propionilinti ir benzoilinti LPEI dariniai daZniausiai hidrolizuojami labai
rugstinéje terpéje (konc. HCI), auksStose temperatiirose (100 °C) ir ilgg laika
[155-157]. Todél minéty ir panasiy junginiy hidrolizei ieSkoma Kkity
alternatyvy. L. Wang ir Kkiti mokslininkai LPEI amidines grupes bandé
hidrolizuoti fermenty pagalba [158]. L. Tauhardt mokslininky grupé pirmoji
pabandé rugsting hidroliz¢ vykdyti, esant mikrobangy poveikiui, bet reakcijos
salygos nebuvo optimizuotos, nes nepavyko hidrolizés atlikti per trumpg laika
[159].

Panasiu biidu polimerizuojant 2-pakeistus 5,6-dihidro-1,3-oksazinus ir
gautus produktus hidrolizuojant, galima susintetinti ir linijinj polipropileniming
(PPI). T. Saegusa PPI susintetino 1970 metais, polimerizuojant 2-pakeistus
5,6-dihidro-1,3-o0ksazinus nitrobenzene, inicijuojant metiltozilatu ir jodmetanu
[160]. Kiti mokslininkai tokio tipo PPI susintetino naudojant iniciatoriumi
perchloro riigstj, polimerizacija vykdant metanolyje [161].

Pastaruoju metu labai daug démesio skiriama polietilenglikoliais
modifikuotiems PEI, nes PEG yra netoksiskas, neimunogeniskas ir
biosuderinamas  polimeras. PEI-PEG  modifikatai pasizymi  dideliu
hidrofiliskumu ir gerai tirpsta fiziologiniuose skysciuose [84, 162, 163]. PEG
atSakos PEI-PEG polipleksy 1iSoréje sukuria hidrofilinj sluoksnj, kuris
ekranuoja PEI grandiniy kriivio tankj, padidina polipleksy tirpumag bei juos

steriSkai stabilizuoja (sumazina polink] agreguotis). Visa tai sumaZzina
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polipleksy toksiskuma lgsteléms ir didina transfekcijos efektyvumg. Taciau
PEG grandys modifikuotuose PEI sukelia ir nepageidautiny efekty — susilpnina
DNR bei siRNR kompleksavimg ir patekima j lasteles. Sio nepageidaujamo
efekto mastas priklauso nuo PEG kiekio modifikuotame polimere, PEG
molekulinés masés bei prijungimo tipo [164-166].

SPEI ir LPEI polietilenglikoliais modifikuojamas per pirmines/antrines
aminogrupes naudojant jvairius PEG darinius. 1.7 schemoje pateikti galimi
SPEI ir LPEI pirminiy bei antriniy aminogrupiy modifikavimo biidai: reakcija
su aldehidais ir véliau sekantis susidariusiy Sifo baziy redukcinis alkilinimas —
(a) [167, 168], alkilhalogenidy nukleofilinio pakeitimo reakcijos — (b) [169],
reakcijos su epoksidais (c) — [167], akrilaty adicijos reakcija — (d) [170, 171],
prijungiant izocianatus — (€) [92] bei acilinant karboksirig§timis ar jy dariniais
— (f) [164, 172]. Tokie PEG aktyvavimo biidai leido efektyviai prijungti PEG
prie PEI, tuo paciu i8spresti daugelj fizikocheminiy bei biologiniy problemuy,
kylanciy geny pernasos metu.

A. Malek ir kitos mokslininky grupés [90, 173, 174] iSsamiai tyrinéjo ir
sintetino SPEI-MPEG (5 ir 25 kDa), kai jvairios molekulinés masés MPEG
prijungiami  per diizocianatus (heksametilendiizocianatg (HMDI) ar
izoforondiizociantg (IPDI)). Tam buvo naudojami 0,55, 0,75, 2, 5, 20 ir 30 kDa
MPEG. Atlike eile sinteziy autoriai pastebéjo, kad labai svarbu parinkti
tinkamg hidroksi- ir izociantogrupiy santykj, nes, prieSingu atveju, likus
izociantogrupiy pertekliui, galimos PEI susiuvimo reakcijos, kas lemty prasta
MPEG grandiniy turin¢iy junginiy tirpuma. Buvo nustatyta, kad prijungimas
per IPDI vyksta geriau nei per HMDI. IPDI pasizymi nedideliu toksiskumu,
geresniu tirpumu bei stabilumu reakcijos terp¢je. Ivairios molekulinés maseés
izocianatogrupémis modifikuoti MPEG jungiami prie SPEI ir buvo pastebéta,
kad galima prijungti nuo 4 iki 35 MPEG atSaky, kai naudojami nedidelés
molekulinés masés MPEG (0,55, 2 ir 5 kDa). O kai MPEG molekuliné masé
didesné (20 ir 30 kDa), prijungiama nuo 1 iki 3 grandziy. Autoriai, pastebi, kad
modifikuojant su didelés molekulinés masés MPEG, reikalinga ilgesné

reakcijos trukmé bei Svelnesnés reakcijos salygos.
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1.7 schema. SPEI ir/arba LPEI aminogrupiy modifikavimas.

Daugelis autoriy [88, 175, 176] LPEI ir SPEI modifikavimui naudoja
komercinius MPEG/PEG darinius: sukcinimidil-o-metilbutanoata,
sukcinimidilkarboksimetilata, a-amino-w-karboksirtigstis ir kitus darinius. Jie
lengvai prisijungia prie PEI pirminiy ar antriniy aminogrupiy.

Taip pat MPEG/PEG gali biiti prijungiamas, vykdant polimerizacijos ar
poliadicijos reakcijas, gaunant diblokinius ar triblokinius PEI-PEG
kopolimerus [177, 178]. Vykdant LPEI poliadicijos reakcijas su MPEG/PEG
akrilatais ir diakrilatais (PEG molekuliné masé 258, 575 ir 700 Da), buvo
prijungiama po 1 PEG grandj [179]. Vykdant aziridino Kkatijoning
polimerizacija, MPEG aminas (5, 10 ir 20 kDa) gali buti naudojamas kaip
augancia grandine nutraukiantis agentas. Taip Katijoninés polimerizacijos budu
gaunami MPEG at$aky turintys SPEI ir LPEI [178]. Efektyviausiai grandinés
nutraukimo reakcija vyko su MPEG aminu, kurio molekuliné masé 5 kDa, tuo

tarpu su 10 ir 20 kDa MPEG amino prijungimas vyksta apsunkintai ir reakcijos
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misinyje lieka nesureagavusio MPEG amino. Naudojant 3,4 kDa molekulinés
masés PEG-bis(tozilatg) kaip katijoninés polimerizacijos iniciatoriy,
polimerizacijos eigoje gaunamas triblokinis PEI-PEG-PEI kopolimeras.
Apibendrinant SPEI ir LPEI bei jy dariniy sinteze ir panaudojima geny
transfekcijai, galime pastebéti, kad tokie junginiai yra vieni i§ efektyviausiy
transfekcijos vektoriy Siai dienai. Visa eilé Siy polimery buvo komercializuoti
ir zinomi tokiais prekybiniais vardais: brPEI, PEtOx, Polyethyleneimine MAX
(SPEI tipo) ir ExGen500, jetPEIl, IPEI (LPEI tipo). Siy vektoriy molekuliné
masé svyruoja nuo 0,4 iki 500 kDa, o0 polidispersiSkumo rodiklis nuo 1,1 iki 4.
Vykdant katijoning aziridino polimerizacijg susiduriama su kai kuriomis
problemomis: sunku iSvengti Salutiniy reakcijy, kontroliuoti PEI Sakotuma bei
molekuling mas¢. Be to, moksliniuose straipsniuose triiksta informacijos apie
sintezés salygy jtaka polialkileniminy $akotumui bei molekulinei masei. SPEI

ir LPEI galima modifikuoti MPEG grandimis labai jvairiais biidais.

1.4 Polialkileniminy sintezé polikondensacijos buidu
1.4.1 Polikondensacijos reakcijos ypatybés ir jos mechanizmas

Polikondensacijos (PK) terming 1929 metais jved¢ W.H Carothers [180].
Polikondensacija (PK) — tai polimery sintezés biidas, kai j makromolekules
jungiasi monomerai bei jvairaus polimerizacijos laipsnio jy dariniai, ir tuo pat
metu susidaro mazamolekuliai reakcijos produktai. PK metu monomerai |
granding jungiasi palaipsniui, nedalyvaujant iniciatoriui ir polimerizacijos metu
vyksta tik vieno tipo reakcija. Monomerai gali jungtis prie jvairaus
polimerizacijos laipsnio dariniy, bei Sie dariniai gali jungtis tarpusavyje. Tai
reiSkia, kad monomerai iSsieikvoja labai greitai, bet polimerizacijos laipsnis
did¢ja palaipsniui, todel dideles molekulinés masés polikondensatai susidaro

tik esant dideliam reakcijos baigties laipsniui.
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Priklausomai nuo monomery bei reakcijos eigos, galime iSskirti tokius

PK tipus:

e Difunkciniy ir daugiafunkciniy monomery polikondensacija [181];
e  Homo- ir hetero- bei kopolikondensacija [181];

e  Pusiausviroji ir nepusiausviroji polikondensacija [182, 183];

e Kinetiskai ir termodinamiskai kontroliuojama polikondensacija

[184, 185].

PK reakcijose gali dalyvauti jvairaus funkcionalumo monomerai. 1.8
schemoje 1 ir 2 reakcijy pavyzdZziu pavaizduota difunkciniy, o 3 —
daugiafunkciniy monomery PK. Jei tarpusavyje reaguoja tik vieno monomero
funkcinés grupés, tokie procesai vadinami homopolikondensacija (1.8 schema,
1 budas). Homopolikondensacijoje dalyvaujantys monomerai simboliskai
vadinami AB tipo monomerais, o jy polikondensacija dar ir AB-
polikondensacija. Jei reakcijoje dalyvauja du skirtingos cheminés sudéties
monomerai, kai vienas i§ jy turi vieno tipo, o kitas — kito tipo tarpusavyje
sureaguojancias funkcines grupes, tai procesai vadinami
heteropolikondensacija (1.8 schema, 2 budas), o tokie monomerai simboliskai
vadinami AA ir BB tipo monomerais. Tod¢l kartais tokia polikondensacija
vadinama AA/BB-polikondensacija. Zinomi ir kopolikondensacijos atvejai, kai
reakcijoje dalyvauja trys arba daugiau skirtingos cheminés sudéties
monomerai. Kai bent vienas PK reakcijoje dalyvaujantis monomeras turi
daugiau kaip dvi funkcines grupes, tokia reakcija vadinama daugiafunkciniy
monomery PK (3 reakcija 1.8 schemoje) [181].

Pusiausviroji PK apibiidinama kaip 1étai vykstanti reakcija, kai sistemos
biisena kiekvienu momentu nezymial sSKiriasi nuo  pusiausvirosios.
Pusiausvirosios PK atveju tiesioginés (kondensacijos) ir griztamosios
(susidariusio rysio skilimo) reakcijy greiciai skiriasi nedaug. Be to, Siuo atveju
polimero susidarymo greitis dar gali priklausyti ir nuo Salutiniy reakcijy

greicio.
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1.8 schema. Difunkciniy ir daugiafunkciniy monomery PK.

Nepusiausvirosios polikondensacijos atveju tiesioginés reakcijos greitis
yra zZymiai didesnis uz griztamyjy ir Salutiniy reakcijy greitj arba griztamoji
reakcija nevyksta visai. Toks atvejis jmanomas tuomet, kai susidargs
mazamolekulis junginys neskaldo kondensacijos metu susidariusio rysio
(pavyzdziui, sintetinant tiokolus, susidaregs NaCl neskaldo -S-S- rysiy
pagrindinéje grandinéje). Bendru sutarimu PK laikoma pusiausvirgja, jei jos
reakcijos pusiausvyros konstanta mazesné uz 1000, ir nepusiausviraja, jei ji
didesné [182, 183].

H.R. Kircherdolf mokslin¢ grup¢ iSskyré dar du PK tipus — kinetiskai
(KKP) ir termodinamiskai (TKP) kontruoliuojamg polikondensacijas [184,
185]. Esant KKP, griZztamosios reakcijos nevyksta, tod¢l tarp jvairios
architekttros polikondensaty (linijiniy ir jvairaus dydzio cikliniy molekuliy)
jokios tarpusavio persigrupavimo reakcijos (peresterinimas, peramidinimas ir
pan.) taip pat nevyks. Todél reakcijos produkto sudétis nebtitinai bus optimali
termodinaminiu (t. y., patvarumo ar stabilumo) poziliriu ir joje vyraus ta
makromolekuliy forma, kuri pagal atitinkamas reakcijy grei¢io konstantas
susidarys greiCiau. TKP atveju dél joje intensyviai vykstanCiy grjZztamojo
pobiidZio reakcijy, reakcijos produktuose vyraus termodinamiskai patvariausia
molekuliy forma. Tac¢iau H.R Kircheldolfo teorijos paradoksas yra tame, kad,

jei pasiekiamas 100 %-inis PK reakcijos baigties laipsnis, ir KKP ir TKP
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atvejais reakcijos produkta turéty sudaryti vien tik ciklinés molekulés. Tg rodo
ir teoriniai skaiiavimai ir eilé praktiskai atlikty tyrimy. Apibendrinant KKP ir
TKP teorija, galima teigti, jog ji konceptualiai sujungia pusiausvirosios ir
nepusiausvirosios polikondensacijos désningumus su ciklizacijos désningumais
polikondensacijoje.

Daugelyje literaturos Saltiniy PK mechanizmas apibuidinamas kaip
monomery jungimasis susidarant dimerams, kurie, savo ruoztu jungdamiesi su
monomerais ar dimerais, sudaro auksStesnio polimerizacijos laipsnio darinius.
Kiekvieno prisijungimo pasekoje atskyla mazamolekulis junginys, o
susidariusios aukstesnio polimerizacijos laipsnio molekulés isliecka aktyvios, ir
toliau jungiasi ] ilgesn¢ makromolekule [186, 187, 188]. Toks

polikondensacijos mechanizmas pavaizduotas bendra 1.9 schema.
M+M ——> M, + S

Mn+Mm _>1\/In+m+S

1.9 schema. Polikondensacijos mechanizmas: M — monomeras; 2, 3, n ir m —

polimerizacijos laipsniai; S — mazamolekulis reakcijos produktas.

J.P. Flory ir A.W. Carothers atlik¢ daugybe eksperimentiniy ir teoriniy
darby, iSvedé keleta labai svarbiy lyg¢iy bei apibrézé terminus, naudojamus PK
reakcijoms kiekybiskai apibtdinti. Tai reakcijos baigties laipsnis (U) ir

polimerizacijos laipsnis (DP) [189-193].
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Reakcijos baigties laipsnis pagal Carothers iSreiskiamas 1.1 formule:

(1.1),

kurioje Ny — tai monomery molekuliy skaicius prie§ reakcija, o N — praéjus
tikram reakcijos laikui. Tuomet galima teigti, jog No-N molekuliy sudaré
polimerin¢ granding.

1.1 lygti pertvarkius 1 1.2 lygti, 1§ jos galima apskaiCiuoti N -

nesureagavusiy molekuliy skaiciy bet kuriuo reakcijos laiku momentu:

N = No(1-"U) L)

Polimerizacijos laipsnis (DP) yra isreiskiamas 1.3 formule:

— 1
P=1—5 (1.3).

Polikondensacijos reakcijas galime priskirti nukleofilinio pakeitimo
reakcijoms (Syl ir SN2 ) [187, 193]. Daugelis polikondesacijos reakcijy vyksta
pagal S\2 reakcijos mechanizmg, t.y. pagal bimolekulinio nukleofilinio
pakeitimo mechanizmg ir kinetikg. Tokios polikondensacijos reakcijos vyksta
tarpusavyje reaguojant -COOH, -OH, -NH,, -COOCI, -NCO, -COCl, -CI ir
panaSioms grupéms. Taip gaunami poliesteriai, poliamidai, poliimidai,
polikarbonatai, polibenzimidazolai, polisulfidai, polisulfonai ir kt. [187, 193].
Nukleofilas — anijonas ar dalelé, turinti grupe su padidintu elektrony tankiu,
atakuoja dalinai teigiamg kriivj turintj anglies atomg tuo paciu metu, kai §j
atomg paliecka nueinanti grupé. Lengviausiai nueinancios grupés, kuriy
neigiamas kriivis labiausiai stabilizuotas (delokalizuotas) yra silpnesnés bazés.

Bimolekulinio nukleofilinio pakeitimo reakcijy greitis priklauso nuo abiejy
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reaguojanCiy medziagy koncentracijos ir did¢ja didéjant nukleofilo
koncentracijai bei reaktingumui. Neigiama krtivj turintis nukleofilas visada
reaktingesnis nei jo konjunguotoji rtigstis. Lyginant nukleofilus tarpusavyje,
nukleofiliSkumas sutampa su junginio bazingumu: RO>HO>>RCOO
>ROH>H,0>NHj.

Sintetinant polikondensacinius polilakileniminus, reakcijoje dalyvauja
alkilhalogenidas su aminu, todél tokios reakcijos mechanizmas ir greitis
priklausys nuo to, kaip ir lengvai pasiSalins nueinanti grupé (halogeno
anijonas), nuo aminogrupés nukleofiliSkumo bei tirpiklio.

Vykstant Sy2 reakcijoms halogenidas sunkiau atpléSiamas, kai prijungtas
prie tretinio anglies atomo, nes nukleofilui sunkiau ,prieiti“ prie steriSkai
,apkrauto® anglies atomo ir sudaryti naujg rySj. Syl reakcijose stebimas
atvirkstinis efektas — lengviausiai atpléSiamas halogenidas nuo tretinio anglies
atomo, nes reakcija vyksta per dvi stadijas, susidarant stabiliam karbokatijonui.
Todél reakcijos greitis Sy2 reakcijose padidéja, kai pakaity kiekis
alkilhalogenide sumaZzéja, o Sy1 reakcijose stebimas atvirkStinis procesas.
Abiem atvejais greiCiausiai reakcijoje dalyvaujantys bei lengviausiai nueintys
halogenai halogeniduose issidésto tokia tvarka: R-I>R-Br>R-CI>>>R-F [194-
197].

Kadangi aminai yra daug stipresni nukleofilai nei vanduo ar alkoholiai,
visa eilé S\2 reakcijy gali vykti vandenyje ir alkoholiuose. Aminy
nukleofiliSkumas did¢ja, mazéjant pakaity kiekiui prie azoto. Vykstant
reakcijai tarp amoniako ir alkilhalogenido, susidaro pirminio amino druska.
Taciau jei reakcijos miSinyje yra nesureagavusio amoniako, gali vykti
rigstiné/baziné reakcija, kurioje amoniakas reaguoja kaip bazé, prijungdamas
protong i$ susidariusio amonio jono, susidarant pirminio amino bazei. Tokiali
alkilinimo-deprotonizavimo reakcijai vykstant toliau, reakcijos miSinyje
susidaro ne tik pirminis aminas, bet ir antrinis bei tretinis aminai, jy druskos,
bei ketvirtinio amonio druska [198-200].

Nuo tirpiklio poliSkumo priklauso nueinancios grupés nukleofiliSkumas.

Buvo nustatyta, kad vandenyje ir alkoholiuose alkilhalogenidy nueinancios
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grupés isSsidésto tokia pat tvarka kaip ir dalyvaujant halogenidams Sy2
reakcijose, o kituose tirpikliuose iSsidéstymas prieSingas. Tirpikliai,
solvatuodami halogenidus/aminus, pagreitina arba sulétina Sy2 reakcijy eiga.
ISsamiau tirpikliy jtaka polikondensacijos reakcijoms aptarta 1.4.2 skyriuje.
Nepaisant to, kad polikondesacija buvo pradéta intensyviai tirti dar 1929
metais, iki Siy dieny ji vis dar labai domina viso pasaulio mokslininkus. W.H.
Carothers ir J.P. Flory tyringjo polikondensacijg tick teoriSkai, tiek praktiskai.
Siy mokslininky i§vestais désningumais sé¢kmingai naudojamasi ir Siomis
dienomis. IS paziiiros polikondensacijos reakcijos atrodo labai paprastos ir

nesudétingos, bet vykdant eksperimentus susiduriama su nemazai 18Stkiy.

1.4.2 Reakcijos salygu jtaka polikondensacijai

PK reakcijy metu keiCiant monomery funkcionalumg bei reakcijos
salygas, gaunami jvairios struktiiros bei savybiy polimerai. Didelés
molekulinés masés produktai susidaro tik pasiekus dideli reakcijos baigties
laipsnj (0,99 ir daugiau). Vykstant reakcijai gali susidaryti Salutiniai produktai:
cikliniai junginiai ar skilimo produktai. Deja, ne visada pavyksta reakcijas
jvykdyti idealiomis sglygomis ir gauti reikalingy savybiy produktus [186, 187].

Literatiiroje labai placiai apraSoma monomery funkcionalumo bei jy
funkciniy grupiy stechiometrijos jtaka produkto struktiirai ir savybéms. Kaip
jau buvo minéta 1.4.1 skyriuje, PK gali dalyvauti difunkciniai ir
daugiafunkciniai monomerai. Naudojant AB tipo monomerus, reakcijos
miSinyje visuomet bus idealus balansas tarp tarpusavyje reaguojanciy grupiy A
ir B. AA+BB bei daugiafunkciniy monomery atveju, funkciniy grupiy
stechiometriSkumas gali biiti nesunkiai reguliuojamas, keiiant monomery
molinj santykj tarp monomery. Nuo Sio santykio priklausys gaunamos
molekulinés masés maksimalus dydis, o daugiafunkciniy monomery atveju — ir
makromolekuliy architektiira. AA+BB monomery atveju polimery molekulinés
masés priklausomybe nuo monomery pertekliaus mol% iliustruoja 1.3
paveikslas [186].
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| |

100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100

Monomero AA Monomero BB
perteklius, mol%  perteklius, mol%

1.3 pav. Molekulinés mases priklausomybé nuo monomery pertekliaus

reakcijos misinyje, mol%.

PK naudojant AB ar AA+BB tipo monomerus, teoriSkai turéty susidaryti
tik linijiniai polimerai. Taciau eksperimentiSkai buvo nustatyta, jog kartais, be
linijinio polimero, dar susidaro ir cikliniy nedidelés molekulinés masés dariniy.
Didziausia tikimybé gauti ciklinius junginius, kai AB, AA ar BB yra linijinés
molekulés, sudarytos i§ ne daugiau kaip penkiy anglies atomy. Reaguojant
amino-, hidoksi- ir karboksigrupiy turintiems monomerams (1.10°schema) taip
gaunami laktamai, laktonai, cikliniai oligoesteriai [186].

Tokio tipo PK reakcijy metu ciklizacijos reakcija konkuruoja su linijinio
polimero susidarymo reakcija. Viena i§ priezasciy, kodél susidaro ciklai, — tai
mazas atstumas tarp funkciniy grupiy, leidziantis joms sgveikauti tarpusavyje.
Todél ypac palankiai ciklizuojasi AB tipo monomerai, turintys po 4-5 anglies
atomus.

Siam atstumui didéjant, tikimybé, kad AB monomero funkcinés grupés
susidurs erdvé¢je, labai sumaze¢ja. Tai galioja ir dimerams bei aukStesnio
polimerizacijos laipsnio dariniams, gautiems 1§ AA ir BB monomery, ir visa tai

vadinama kinetine cikly susidarymo tikimybe. Taciau ciklizacijg lemia ne tik
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tikimybiniai, bet ir termodinaminiai désniai. Tai buvo nustatyta atlikus kelis
cikly patvarumo, priklausomai nuo jy nariy skaiciaus, tyrimo eksperimentus

[187].

A B
HOOC——R——NH, H;N—R—NH, + HOOC——R'——COOH
OC——R——NH -
R H—QHN R——NH——CO—R CO%OH

l n
HN—R——NH——CO—R'——CO
n

1.10 schema. Difunkciniy monomery ciklizacija.

Tarpusavyje lyginant ta patj anglies atomy skaiciy turin¢ius n-alkanus su
cikloalkanais, nustatyta, jog cikloalkany termodinaminis stabilumas priklauso
nuo jtempio tarp anglies atomy cikluose, kuris savo ruoztu priklauso nuo ciklo
dydzio. Jtempiai labai dideli 3-4 nariy cikluose, drastiskai sumazéja 5, 6 ir 7
nariy cikluose ir vél padidiéja 8-13 nariy cikluose, bet galiausiai visiskai
iSnyksta labai dideliuose cikluose. Monomero struktiira taip pat turi jtakos
cikly susidarymui [187, 188]. Pavyzdziui, ftalio riigStis labiau linkusi sudaryti
ciklinius darinius, nei tereftalio ragstis. Jei PK yra pusiausvyroji, be
ciklizacijos reakcijy, dar galimos kitos pasalinés reakcijos, tokios kaip
grandZiy tarpusavio persigrupavimo reakcijos ir nutrikimas. Grandys
tarpusavyje persigrupuoja, jeigu galinés grupés saveikauja su viduje
makromolekulés esanciu heterorySiu ir ji suardo. Manoma, jog toks
persigrupavimas mazai tikétinas, jei tarpusavyje sgveikauja  dvi
polikondensacijos eigoje jau susidariusios intramolekulinés funkcinés grupés.

Pavyzdziui, sintetinant poliesterius, sgveikos tarp esteriniy grupiy yra mazai
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tikétinos. Nutriikimo reakcijos apima visas reakcijas, dél kuriy polikondensato
galinés funkcinés grupés tampa neaktyvios tolimesnéje polikondensacijos
reakcijoje. Taip nutinka, kai galinés funkcinés grupés sureaguoja su
monofunkciniais dariniais [186, 191].

PK reakcijos eiga priklauso nuo jvairiy veiksniy: monomery struktiiros
bei koncentracijos, tirpiklio, temperatiiros, trukmés [189]. Ilginant reakcijg ar
ja vykdant aukStesnéje temperatiiroje, paprastai gaunami disesnés molekulinés
masés produktai (1.4 pav.). Todél, norint gauti nedidelés molekulinés masés
produktus, tam tikru laiko momentu PK reakcijg reikia sustabdyti (pavyzdziui,
Saldant). Jei reakcija nutraukiama pasiekus nedidel; reakcijos baigties laipsnj,
polimere dar lieka daug nesureagavusiy funkciniy grupiy, kurios, nors ir
nedideliu greiciu, bet gali reaguoti toliau arba trukdyti praktiniam polimero

taikymui.

T1

M
T3

Reakcijos laikas

1.4 pav. Molekulinés masés priklausomybé nuo reakcijos trukmés ir

temperatiros, kai T1>T2>T3.

Kitas svarbus veiksnys — AA ir BB tipo monomery grynumas, kuris lemia
juy funkciniy grupiy balansg/disbalansg [186]. Be to, reakcijos eigoje galimi
vieno ar kito monomero nuostoliai, jeigu monomeras lakus, o reakcijos

temperattra — didelé.
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Kai kurie autoriai pabrézia [186, 187], kad, kai monomery koncentracija
reakcijos miSinyje didelé, labiau tikétinas linijinio polimero susidarymas.
Ciklizacijos reakcijos labiau tikétinos praskiestuose tirpaluose, nes ciklizacija
yra monomolekuliné (t.y. vidumolekuliné) reakcija, o linijinés grandinés
susidarymas — bimolekuliné.

Polikondensacijai labai didelés jtakos turi tirpiklis [201]. Jis gali tirpinti
ar i$sodinti polimerg, didinti ar mazinti reakcijos greitj arba savitai veikti
reakcijg. Poliniai tirpikliai padidina polimerizacijos greit] tuo atveju, jei
susidariusi makromolekulé yra poliSkesné uz pradines reaguojancias
medziagas. O trukdo, jei $i kombinacija yra prieSinga. Reakcijos eigai taip pat
gali trukdyti savitos tirpiklio sgveikos su monomery funkcinémis grupémis, jei
del jy sumazéja funkciniy grupiy reaktingumas.

Sn2 tipo reakcijose didelj vaidmenj atlieka tirpikliai ir jy poveikis
labiausiai priklauso nuo tirpiklio polisSkumo bei protoniSkumo. Tirpiklio
poliskuma parodo jo dipolio momentas, taciau praktikoje patogiau vadovautis
Ju dielektrinés konstantos dydziu. Jei tirpiklio dielektrin¢ konstanta (€) didesné
uz 15, jis laikomas poliniu. Polinis tirpiklis vadinamas protoniniu, jei jis
pasizymi protony donorinémis savybémis. Kitaip sakant, turi judriy vandenilio
atoma. Tipiniai protoniniai tirpikliai turi O-H ar N-H grupiy, tarp kuriy lengvai
susidaro vandeniliniai rySiai. Protoniniai tirpikliai gerai solvatuoja nukleofilus,
todel nukleofilai Sy2 reakcijose tampa maziau aktyvis. Poliniy protoniniy
tirpikliy pavyzdziai pateikti 1.2 lenteléje [202-205].

Poliniai aprotoniniai tirpikliai pasizymi poliskumu, tac¢iau neturi judraus
vandenilio atomo. Jie laikomi gerais tirpikliais Sy2 reakcijoms, nes, biidami
protony akceptoriais, su neutraliais nukleofilais sudaro vandenilinj rysj ir taip
padidina nukleofily nukleofiliSkumg. Be to, jie nesolvatuoja anijoniniy
nukleofily, bet gerai solvatuoja tarpinius reakcijos kompleksus. D¢l Sios
aplinkybés jie daro ypa¢ palankig jtaka S\2 reakcijy eigai. O poliniai
protoniniai tirpikliai gali nukleofiliSkai sgveikauti su elektrofilais ir
eletrofiliskai — su nukleofilais. Todél tokiuose tirpikliuose Sy2 reakcijy eiga

pasunkéja. Sie tirpikliai labiau tinkami Sy1 reakcijoms, nes skatina elektrofilo
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disociacijg ir gerai solvatuoja susidariusius anijonus ir katijonus. Poliniy

aprotoniniy tirpikliy pavyzdziai pateikti 1.2 lenteléje [202, 206].

1.2 lentelé. Poliniy protoniniy ir aprotoniniy tirpkliy dielektriniy konstanty (g)
ir dipolio momenty (p) reik§més [202]

Aprotoniniai g T Protoniniai g u

Dimetilsulfoksidas 47 3,9 Vanduo 78 1,8
N,N-dimetilformamidas 37 3,9 Metanolis 33 1,7
Acetonitrilas 38 3,9 Etanolis 25 1,7
Acetonas 21 2,9 Metano rigstis 59 1,4
Propilenkarbonatas 65 49 Etilenglikolis 37,7 2,3
N,N-dimetilacetamidas 38 3,7  2-propanolis 18,3 1,7

Buvo nustatyta, kad reakcijos greicio konstantos didéja, didéjant tirpiklio
aprotoninSkumui, t.y., kuo tirpiklis labiau aprotininis, tuo grei¢io konstantos
didesnés [200, 203, 204].

Apibendrinant pateikta medziagg galima teigti, jog polikondensacijos
eigai, sintetinamy polikondensaty molekuliy architektiirai bei molekulinei
masei labai didele jtaka daro monomery miSinio sudétis, monomery
koncentracija, reaguojanciy grupiy tarpusavio santykis, reakcijos temperatiira,

trukme bei terpé (tirpiklis).
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1.4.3 Dihalogenalkany ir diaminoalkanuy polikondensacija

Alifatiniy aminy reakcijos su alifatiniais halogenidais buvo pradétos
tyrinéti dar 1862 metais, kai A.W. Hoffman i§ jodmetano ir amoniako
susintetino dimetilaming [207]. Toks alkilinimo biidas poliaminy sintezei buvo
pritaikytas tik 1936 metais, kai N.M. Moonkin [208] uZpatentavo alifatiniy
poliaminy sintezés i§ 1,2-dichloretano ar 1,2-dichlorpropano ir amoniako btida.
Siy monomery tarpusavio reakcijos buvo vykdomos aukstoje temperatiiroje
(120-300 °C), esant slégiui, tirpikliu naudojant vandenj, MeOH, etanolj bei jy
misinius. Naudojant 1,2-dichloretang buvo pastebéta, kad susidaranciy
produkty molekuliné mas¢ priklausé nuo monomery molinio santykio ir did¢jo,
kai amoniako dalis reakcijos miSinyje buvo didinama. Jei vandens buvo imama
18 karty pagal mase¢ daugiau nei amoniako, reakcija truko tik 1 val., o $§j
vandens kiekj sumazinus 4 kartus, reakcija nesibaigé net ir po 3 val. Gauti
reakcijos produktai — tai jvairiy poliaminy (etilendiamino, dietilentriamino,
trietilentriamino ir didesnés molekulinés masés poliaminy) miSinys. Reakcijai
naudojant 1,2-dichlorpropang, gaunamas tripropilentetraminas ir kiti jvairts
poliaminai, kurie frakcionuojami distiliavimo buidu. Buvo pastebéta, kad,
vykdant reakcijas H,O/MeOH misiniuose, kai metanolio yra 5-10 %, reakcija
pagreitéja, o sumazinus reakcijos temperatiirg — suléteja. Naudojant reakcijoms
tik alkoholius (be vandens), gaunami mazesnés molekulinés masés poliaminai.
Gauti alifatiniai poliaminai buvo naudojami jvairiy organiniy medziagy, tame
tarpe ir emulsikliy, sintezéms. Sie emulsikliai buvo gaminami susintetintus
alifatinius poliaminus veikiant oleino ar stearino rtigstimis, o taip ir naftilen-
bei sulfogrupiy turin¢iomis soc¢iosiomis rugstimis. Susintetinti emulsikliai buvo
panaudoti gumos ir latekso gamyboje. Labai panasSiy junginiy sinteze 1956
metais patentavo S.D. Dilevski [209] ir bendraautoriai. Taciau Siuo atveju
vietoje amoniako buvo naudojamas amoniako ir dietilentriamino miSinys.
Patento autoriai nurodo, kad poliaminy iSeigos buvo didesnés nei prie§ tai

publikuotuose patentuose.
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1974 metais J.P. Petrovich [210] uzpatentavo dervy i§ dihaloalkany ir
polialkilenpoliaminy sintez¢. Pirmos sintezés stadijos metu susidare nedidelés
molekulinés maseés linijjiniai ar Sakoti polikondesacijos produktai véliau
vandenyje buvo susiuvami epichlorhidrinu, taip gaunant dervas, tinkamas
naudoti popieriaus pramonéje kaip celiuliozés drégmés reguliklius. Siame
patente pirmos stadijos produktai, pavadinti aduktais (skirtingy molekuliy
junginys, kuriame atomy jungimosi tvarka lieka nepakitusi), buvo gaunami
kondensuojant 1,2-dichloretang, 1,2-dibrometana, 1,2-dijodetana, 1,3-dichlor-
2-metilpropana, 1,3-dichlor-2-butilpropang ar 1,3-dibrom-2-hidroksipropang su
heksametilendiaminu, 1,8-oktametilendiaminu, 1,10-dekametilendiaminu bei
bisheksametilediaminu. Reakcijos buvo vykdomos 25-90 °C temperatiiroje
vandenyje, alkoholiuose ar jy misiniuose, naudojant 0,5 ar 0,95 diaminoalkano
ekvivalentg vienam dihalogenido ekvivalentui. Adukty molekuliné masé buvo
nustatyta jy klampos matavimo biidu ir buvo pastebéta, kad didesnés
molekulinés masés junginiai gaunami tuomet, kai reakcija vykdoma vandenyje
su 0,95 ekvivalento diaminoalkano vienam dihalogenido ekvivalentui. Labai
jdomu, kad reakcijose su 1,2-dichloretanu buvo gaunami cikliniai piperazino
eilés aduktai.

Panasias ciklizacijos tendencijas pastebéjo ir kiti mokslininkali, tyre 1,2-
etilendiamino (EDA) reakcijg su 1,2-dichloretanu ar 2,2-dichlordietileteriu
[211]. Jie nustaté, jog reakcijos produktuose yra cikliniy junginiy — piperazino
ir 2-etilaminomorfolino. Sio junginio egzistavimas rodo, kad, jvykus pradinei
etilendiamino ir 2,2-dichlordietileterio reakcijai ir susidarius protonizuotai
antrinei aminogrupei, ji gali biiti dar nesureagavusiy aminy deprotonizuojama
ir toliau alkilinama papildomai. Todél reakcijos produktuose atsiranda tretiniy
bei ketvirtiniy aminogrupiy turinéiy junginiy. T. y., vyksta tokios pat reakcijos,
kurias buvo nustatgs A.W. Hoffmann [207]. PaprasCiausiu atveju, kai
reakcijoje dalyvauja pirminis monoaminas su pirminiu monoalkilhalogenidu,
reakcijos produktg sudaro antriniy, tretiniy ir ketvirtiniy aminy misinys (1.11

schema):
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l/\ ( O
R X PN X
R X
R NH, H
R NH, )

1.11 schema. P. Hofmann alikilinimo reakcija [207].

IS tokiy reakcijos produkty atskiry aminy iSskyrimas yra pakankamai
sudétingas, todél organiniy junginiy sintezeje §i reakcija nebuvo labai populiari
ir placiai taikoma.

DMF tirpale kambario temperatiroje polikondensuojant 1,2-
etilendiaming su p-dichlormetilbenzenu (DMB) [212] (1 EDA ekvivalentui
buvo imti 0,8, 1,1, 1,25 ir 1,5 DMB ekvivalentai), gauti susiiiti reakcijos
produktai. Didinant DMB kiekj reakcijos miSinyje, reakcijos produkty iSeigos
didéjo. Susintetintus netirpius produktus straipsnio autoriai sitilo naudoti kaip
jonitus vandens valymui, nes jie gerai surisa sunkiyjy metaly jonus.

Labai panaSios polikondensacijos reakcijos buvo vykdomos ir kituose
eksperimentiniuose darbuose. Tik ¢ia buvo naudoti monoaminai (RNH;, R =
Me, Et, i-Pr, t-but, Ph) ir 1,2-dibrometanas N-pakeisty di- ir polietilenaminy
sintezei [213]. Reakcijos vykdytos kambario temperatiiroje, vandenyje, 28
dienas bei naudojant penkis amino ekvivalentus vienam 1,2-dibrometano
ekvivalentui. Siy reakcijy produktus sudaré jvairiy poliaminy misinys
(1.12°schema), kurio kiekybiné ir kokybiné sudétis buvo nustatyta BMR ir
dujy chromatografijos metodais. Buvo istirta, kad visais atvejais 1 produkto
susidaro daugiausiai (1.3 lentelé) bei pastebéta, kad, didéjant pirminio amino
pakaitui, 1 produkto iseiga didéja. Tai, matyt, lemia pakaity dydis. Kity
produkty (2-5) iSeigos daug mazesnés, o pakaity dydis jy iSeigai jtakos
neturéjo.

Kadangi S8iy reakcijy eigoje susidarydavo poliaminy druskos,
apsunkinancios reakcijos misinio maiS§yma, tai kai kurioms reakcijoms vandens
kiekis buvo padidinamas. Reakcijos su t-butilaminu buvo vykdomos ne tik

vandenyje bet ir heksane, taciau didesné nei 70 % iSeiga nebuvo pasiekta.
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1.12 schema. 1,2-dibrometano reakcija su pirminiais aminais.

1.3 lentelé. N-pakeisty di- ir polietilenaminy iSeigos

1 2 3 4 5
R
Produkto iSeiga, %

Me 10 9 2 1 -
Et 28 3 6 2 -
i-Pr 49 7 14 1 0,1
t-Bu 70 9 2 - -

Ph 70 10 10 - -

Buvo tiriamos di(2-chloretil)eterio ir etilediamino ar etanolamino
tarpusavio reakcijos acetonitrile. Nustatyta, jog Siuo atveju reakcijos produktus
sudaro labai jvairiis junginiai, o §iy junginiy tipas priklauso nuo naudoto amino
ir reakcijos salygy. Pavyzdziui, naudojant EDA ir esant jo pertekliui, susidaro
ciklinis junginys 4-(2-aminoetil)morfolinas. Linijiniai junginiai gauti esant
ekvimoliniam §iy reagenty santykiui. Tokia reakcijy eiga buvo paaiskinama

entropiniu faktoriumi, kai reakcijos vykdomos aukstesnése temperatiirose. Kiti
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labai panasiis junginiai, N-arilpiperazinai, buvo susintetinti i§ anilino ir 2,2°-
dichlordietilamino hidrochlorido dietilenglikolio monometileteryje, esant bazei
bei naudojant aukSta temperatiirg [211]. Kai kurie 1§ Siy sintetiniy N-
arilpiperaziny yra svarbis struktiiriniai elementai biologiSkai aktyviuose
junginiuose (ligandai seratonino receptoriuose). Tokie susintetinti junginiai
naudojami kaip vaistai gydyti centrinés nervy sistemos ligas [214].

Q. Li su bendraautoriais susintetino naujg junginiy klase DNR
transfekcijai — lipopolihidroksialkilenaminus [215]. Sie junginiai savo struktiira
panasis } katijoninius lipidus bei polikatijonus ir buvo gauti i$ jvairiy bis(2-
hidroksi-3-chlorpropil)alkilaminy  (BCIPA) bei jvairiy diaminoalkany.
Reakcijos buvo vykdomos metanolyje, butanolyje bei jy miSiniuose su

vandeniu (1.13 schema).

OH I‘{ OH

C‘VK/NQVC' /N/\/N ° \i\)\ /\(\N/\/lﬁ\

85-95 °C, 24-48 val
alkoholio/vandens mi§iniuose

R=-(CH,),CH3; -p-C¢H,-(CHy);CHs; -(CH,)sCH;; -(CHy),;,CHs; -CH,
R,= H, CHs, R,= CH;, H

1.13 schema. Lipopolihidroksialkilenaminy sintezé.

Buvo nustatyta, kad jei reakcija metanolio/vandens miSinyje vykdoma
72 val., 40 °C temperatiiroje, i§ BCIPA ir EDA susidaro nedidelés molekulinés
masés (600-750 Da) produktai. Metanolj pakeitus butanoliu, pakélus reakcijos
temperatiira iki 95 °C, o reakcijos trukme¢ pailginus iki 48 val., gauti
lipopolihidroksialkilaminai, kuriy vidutiné masiné molekuliné mase¢ 2 kDa,
polidispersiSkumo  rodiklis 1,3-1,6. Reakcijoms  su N,N,N¢,N*-
tetrametilendiaminu  (TEMED) ir  N,N‘-dimetiletildiaminu  (DMED)
tinkamiausias buvo MeOH/H,O misSinys. Apibendrinus eksperimentinius

rezultatus, buvo pastebéta priklausomybé tarp R pakaito dydzio BCIPA ir
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lipopolihidroksialkilenamino molekulinés masés. Pavyzdziui, kai naudotas
EDA su BCIPA, kuriame yra dodecil-, 4-dodecilfenil-, heksil- ir oktadecil-
pakaitai, mazéjant pakaito dydziui, vidutiné masiné molekuliné masé didéjo.
Atvirkstiné priklausomybé pastebéta EDA pakeitus | TEMED. Labai panaSios
struktiiros junginius i§ BCIPA, kuriame R = -(CH,),OH, ir TEMED, DMED,
1,2-diaminopropano  (DAP)  bei N,N-bis(2-hidroksietil)etilendiamino
(BHEEDA) susintetino kita mokslininky grupé [215, 216]. Buvo sintetinama
be tirpiklio, 105 °C temperattiroje, 5-120 min. Tik tuo atveju kai buvo naudoti
maziau reaktingi diaminoalkanai, tokie kaip TEMED, DMED ar BHEEDA,
reakcijos laikas buvo prailgintas iki 14 val. Visy susintetinty junginiy MSC
parodé, jog jy molekuliniy masiy pasiskirstymo kreivés bimodalinés.
Pavyzdziui, jeigu reakcijoms buvo naudojamas EDA, tai gautame produkte
bimodalinéje kreivéje pirmas maksimumas atitiko 3,9-5,4 kDa, o0 antras — 7,2-
13 kDa vidutines masines molekulines mases [215, 216]. Todél, toliau buvo
atliekamas polimery gryninimas ultrafiltracijos budu, isskiriant 5 frakcijas,
kurios toliau tyrinétos transfekcijoje, nustatant jy efektyvumg ir toksiSkuma
[216].

Panasaus tipo reakcijos vykdytos i$ jvairiy dihalogenalkany ir ditretiniy
diaminy polikondensacijos btidu, gaunant jonenus (polimerines ketvirtines
amonio druskas). Alifatiniy joneny pavadinimai sudaromi remiantis metileno
grandziy skai¢iumi diamino ir dihalogenido monomeruose. Pavyzdziuim, jeigu
jonenas gaunamas i§ 1,6-dibromheksano ir N,N,N ‘N ‘-tetrametilenheksameti-
lendiamino, tai tokia polimeriné ketvirtiné amonio druska vadinama 6,6-
jonenu. Daugelis autoriy pazymi tai [217-221], jog joneny struktiira bei
molekuliniy masiy parametrai priklauso nuo tirpiklio, reakcijos temperatiros,
trukmés ir monomery koncentracijos. Jonenai pasiZymi antimikrobinémiS
savybémis bei naudojami kaip geny pernaSos agentai [217].

A. Rembaum ir kt. [217] i§ N,N,N ‘N ‘-tetrametilenheksametilendiamino,
N,N,N ‘N ‘-tetrametilendimetilendiamino bei 1,5-dibrompentano, 1,3-dibrom-
propano, 1,10-dibromdekano, 1,1-dibrometano ar 1,2-dibrometano susintetino

visg eile alifatiniy joneny. Sintezés vykdytos dimetilsulfokside, DMF, MeOH,
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H,O bei jy miSiniuvose nuo keliy pary iki keliy savai¢iy kambario
temperatiiroje. Buvo iSsamiai iStirta Siy reakcijy kinetika ir nustatyti gauty
joneny ribiniai klampos skaiciai. Tiriant kinetika, buvo pastebéta, kad, esant
mazoms koncentracijoms, reakcijos greitis priklausé nuo tirpiklio, ta¢iau
nepriklausé nuo metilengrupiy skai¢iaus monomere. Taip pat buvo nustatyta,
jog dichloridai reaguoja daug 1é¢iau nei dibromidai, o apibendrinus kinetinius
duomenis konstatuota, kad alifatiniy ditretiniy aminy polikondensacija su
dihalogenidais vyksta pagal bimolekulinio nukleofilinio pakeitimo (Sn2)
reakcijas. DidZiausias klampos skaiCius gautas sintetinant jonenus DMF-H,0O
misiniuose i§ (N,N,N ‘N “-tetrametilenheksametilendiamino bei N,N,N‘N*-
tetrametilendimetilendiamino). Sintetinant jonenus buvo neiSvengta ir
ciklizacijos reakcijy. Jos vyko N,N,N‘N‘“-tetrametilendimetilendiamino
monomery polikondensacijos metu. Cikliniy junginiy susidarymg skatino kai
kurie tirpikliai — tie, kuriuose jonenas mazai tirpo (pvz., acetonitrilas). Cikliniai
junginiai identifikuoti naudojant 'H ir **C BMR spektroskopinius tyrimo
metodus.

Cikliniai ~ jonenai taip pat buvo susintetinti ir i§ 14-
diazo[2,2,2]biciklooktano, jij kondensuojant su jvairiais dihalogenidais [218].
Buvo nustatyta, kad polikondensacijos reakcijos greitis didéja, didéjant
tirpikliy dielektrinei konstantai bei reakcijos temperatiirai. DidZiausios iSeigos
gautos sinteze atliekant dimetilsulfoksido tirpale, o didziausia produkty klampa
— kai ilgéja metileno grandiné dibromido monomere [218].

Jei ditretiniai aminai polikondensuojami su dichloridais, turinciais
indukciniu efektu pasizyminéiy funkciniy grupiy ((1,3-dichlor-propan-2-onu ar
bis(2-chloretil)eteriu), polikondensacijos reakcijos vyksta pagal pirmojo
laipsnio reakcijas, nes susidaro stabilus karbokatijonas [219-221].

Kai kurie mokslininkai vykdé jdomias reakcijas dealkilinant jonenus iki
poli(tretinio amino). I§ pradziy buvo susintetinti jvairiis jonenai: 6,6-, 6,5-,

6,4-, 6,3-, 4,6-, 45-, 44- ir 43. Po to ketvirtinés aminogrupés buvo
dealkilintos etanolaminu arba li¢io propantiolatu. Dealkilinimo laipsnis

nustatytas naudojant BMR spektroskopijg ir geriausiu atveju sieké net 98,4 %
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(nuo susidariusiy tretiniy aminogrupiy kiekio). Dealkilinimas vyko 1é¢iau ir
sunkiau, jei jonenuose esancios Metileno grandinés neilgos (4,6-, 4,5-, 4,4- ir
4,3-jonenai). Kiti jonenai dealkilinosi pakankamai gerai, o geriau tais atvejais,
kai buvo dealkilinamos bromidy, bet ne chloridy druskos. Sis désningumas
buvo aiSkinamas tuo, kad etanolaminas bromido jonus solvatavo geriau, nei
chlorido jonus [222].

Hidroksigrupiy turintys LPEI analogai taip pat gali biti sintetinami
polikondensuojant hidroksigrupiy turin¢ius diaminoalkanus su jvairiais
dibromalkanais, taip pat, turin¢iais hidroksigrupiy. 2015 metais uZpatentuota
visa klasé tokiy junginiy, o trys i§ jy buvo iSsamiai iStirti geny pernasoje.
Polikondensacija vykdyta tarp 1,3-diamino-2-propanolio ir 3 skirtingy
dibromidy: 1,2-dibrometano (DBE), 1,3-dibrompropano (DBPA), 1,3-dibrom-
2-propanolio (DBP) (1.14 schema). Polikondensacijos reakcija buvo vykdoma
MeOH 48 val. 50 °C temperatiiroje, naudojant ekvimolinj monomery mis$inj

[72, 73].
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1.14 schema. Hidroksigrupiy turinéiy polialkileniminy sintezés schema.
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Gauty polialkileniminy, turin¢iy hidroksigrupes, iSeigos svyruoja nuo 21
iki 32 %. Polimery sandara nustatyta FT-IR, *H BMR bei XPS spektroskopijos
metodais, 0 molekuliniy masiy parametrai — MSC. Analizés rezultatai parodé,
jog buvo gauti linijiniai, gerai vandenyje tirpstantys katijoniniai polimerai. Jy
masinés molekulinés masés svyravo nuo 8 iki 20 kDa, o polidispersiSkumas —
nuo 1,67 iki 2,98. Taip pat buvo pastebéta, jog molekulinés masés dydziui Siek
tiek jtakos turéjo dibromalkany struktara [72, 73].

Apibendrinant Siame skyriuje iSdéstyta medziaga, galima teigti, jog
dihalogenalkany ir diaminoalkany polikondensacija yra labai mazai tyrinéta.
Manoma, jog tokia situacija susidaré dél to, kad Siy medziagy tarpusavio
reakcijos metu susidariusios iminogrupés gali biti alkilinamos papildomai —
iki tretiniy ar net ketvirtiniy aminogruoiy. D¢l to reakcijos produktai gali turéti
ne tik nereguliarias sandaros grandis (dervy tipo), bet net ir jgauti tinkling
struktiirg. Visa tai kartu labai trukdo ne tik polialkileniminy sintezei, bet ir jy
gryninimui, analizei bei praktiniam pritaikymui. Nepaisant to, jog Siuo btdu
jau buvo susintetinta ir iStirta eil¢ labai jdomiy polimery, tarp jy ir radusiy
plataus praktinio taikymo perspektyvy. Be to, parenkant jvairius monomerus,
polikondensacijos biidu galima gauti labai jvairios cheminés sudéties
polialkileniminus, o katijoninés cikly polimerizacijos bidu jmanoma gauti tik
polietilenimino  darinius. Todél, iSmokus valdyti dihalogenalkany ir
diaminoalkany polikondensacijos reakcija, toks jvairios sandaros polialkileny

sintezes blidas turéty tapti labai perspektyvus.

1.5 Bioskaliy katijoniniy polimery sintezé

1887 metais A. Michael aprasé labai jdomig reakcijg, kuri véliau jgavo
jos atradéjo vardg. Michaelio reakcija (Michaelio prisijungimu) vadinamas
baze aktyvuoty metilen- ar metingrupiy, esanciy $alia elektronoakceptoriniy
pakaity, prijungimas prie elektonoakceptorine grupe aktyvuoto nesotaus
junginio [223]. Klasikinis Michaelio reakcijos variantas — tai karboniljunginiy

prisijungimas prie a,B-nesotaus karboniljunginio. Sig reakcija, kaip ir Kitas
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Michaelio tipo reakcijas, katalizuoja baziniai katalizatoriai (pavyzdziui, natrio
etilatas, piperidinas ir pan.) ir ji susideda i§ trijy stadijy (1.15 schema).
Pirmiausia karboniljunginio metilen- ar metingrup¢ atakuoja bazinis
katalizatorius. IS Sios grupés atpléSus protong, susidaro taip vadinamas enoliato
jonas (anijonas). Sis jonas atakuoja B anglies atomg o,B-neso¢iame
karboniljunginyje, susidarant naujam rySiui ir neigiamam kriiviui migruojant }
nesotaus junginio karbonilgrupe (susidarant tarpiniam enoliato jonui).
Paskutinés stadijos metu protonizuotas bazinis katalizatorius atakuoja tarpini
enoliato jona, susidarant galutiniam prijungimo produktui ir regeneruojantis
baziniam katalizatoriui [105, 106, 224]. Sintezés prasme Michaelio reakcija
patogi, nes vyksta Svelniose salygose, gaunamos didelés reakcijos produkty

iSeigos [105].
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1.15 schema. Michaelio reakcijos mechanizmas.

Kadangi pirminiai ir antriniai aminai yra baziniai junginiai, jie pasiZymi
enoliato jono savybémis (yra nukleofilai) ir tod¢l gali dalyvauti Michaelio
prisijjungime. Jdomu tai, kad tokiose aminy reakcijose papildomos bazés
(katalizatoriaus) nereikia. Toks prisijungimas buvo pavadintas aza-Michaelio
prisijungimu (angl. aza-Michael addition reaction) [223].

Jei Michaelio reakcijoje dalyvauja difunkciniai reagentai, reakcijos eigoje
susidarys polimeras. Naudojant aminus ir diakrilatus, tokios sintezés pirma
karta buvo atliktos 1956 metais ir pavadintos Michaelio pakopinémis arba
Michaelio poliadicijos reakcijomis (angl. Stepwise Michael-type polyaddition
arba step-growth Michael addition polymerization), o jy eigoje susidarantys

polimerai — poliamidoaminais (PAMAM) [223]. 1.16 schemoje pateikta
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PAMAM sintezé i§ pirminio amino (l) arba antrinio diamino (I) ir

bisakrilamido.
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1.16 schema. Poliamidoaminy susidarymo reakcijy pavyzdziai.

Kadangi antriniai aminai yra nukleofiliSkesni uz pirminius, jie Siose
reakcijose aktyvesni. Taciau galutinis reakcijos rezultatas priklausys ne tik nuo
azoto atomo pakeitimo laipsnio amine, bet ir nuo steriniy faktoriy. PAMAM
sintez¢ Michaelio biidu turi visg eilg privalumy: polimerizacija vyksta Zemose
temperattrose, gali biiti naudojami jvairis tirpikliai, egzistuojantis labai platus
monomery (ypac¢ aminy) pasirinkimas leidZia sintetinti labai jvairios sudéties ir
struktiiros PAMAM, reakcijos eiga lengva kontroliuoti [105].

Labai placiai PAMAM sinteze tyrinéjo P. Ferruti su kolegomis [225,
226]. Jie iStyré reakcijos salygy (temperatira, tirpikliai, monomerai) jtaka
PAMAM susidarymo grei¢iui, struktiirai bei PAMAM molekuliniams
parametrams (masei, dispersiSkumui). Naudojant jvairius diaminus buvo
nustatyta, kad reakcijos  greitis didé¢ja  tokia  tvarka: N N*-
diizopropiletildiaminas < N, N‘-dimetiletildiaminas < 2-metilpiperazinas
(AZEP) < piperazinas. Tai sicjama su amino struktiira ir aminogrupés geba
protonizuotis. P. Ferruti taip pat nustaté, kad aminy reaktinguma, o tuo paciu ir
sintezés greit], galima padidinti naudojant zemés Sarminiy metaly druskas
(tokias kaip CacCl,) [105, 226].

Tirpikliy jtaka PAMAM susidarymo grei¢iui buvo iStirta 2-
metilpiperazino ar 2,5-dimetilpiperazino reakcijoje su 1,4-

bisakriloilpiperazinu. Naudojant vandenj, MeOH, etilenglikolj, DMF bei

71



formamida buvo nustatyta, jog protoniniuose tirpikliuose sintezés vyko pagal
pseudo antrojo laipsnio reakcijos lygtj, tuo tarpu aprotoniniuose tirpikliuose —
pagal trecCiojo laipsnio reakcijos lygti. Esant fiksuotai reakcijos temperatiirai
bei fiksuotoms monomery koncentracijoms, buvo nustatyta, kad reakcija
vandenyje vyko grei¢iau nei MeOH, nes vandens dielektriné skvarba didesné
nei MeOH. Siy reakcijy kinetika tirta UV spektroskopijos pagalba, nustatant
dvigubyjy rysiy kitimg reakcijos eigoje. Autoriai pasteb¢jo akivaizdy kinetiniy
konstanty kitimg jvairiuose protoniniuose tirpikliuose — didéjant tirpiklio
dipolio momentui, kinetinés konstantos mazéjo [225].

Buvo istirta DMF, vandens bei jy miSiniy jtaka i§ 1-(2-aminoetil)-
piperazino (AEPZ) ir N,N‘-metilenbisakrilamido (MBA) ar N,N°‘-
cistaminobisakrilamido (CBA) sintetinamy PAMAM Sakotumui (jis
kiekybiskai nustatytas *H ir **C BMR spektroskopijos metodais) [125, 227].
Naudojant ekvivalentinius monomery kiekius, minétuose tirpikliuose gauti
linijiniai, Sakoti ir labai Sakott PAMAM (1.17 schema).

Atlikus reakcijas su MBA ir AEPZ buvo nustatyta, kad, mazéjant
vandens kiekiui reakcijos miSinyje, gaunami maziausio Sakotumo PAMAM.
Kai tirpiklis tik vanduo, Sakotumo laipsnis siekia — 0,44. Sumazinus vandens
kiekj iki 60 %, Sakotumo laipsnis sumaz¢ja iki 0,21, o sumazinus iki 10 % —
0,06 (Sakotumo laipsnis apskai¢iuojams pagal antriniy ir tretiniy aminogrupiy
santykj). MSC jvertinus PAMAM masines molekulines mases bei
dispersiSkumo laipsnj, nebuvo pastebéta jokiy Siuos rodiklius siejanciy
tendencijy su PAMAM 3Sakotumu. Siy PAMAM masinés molekulinés masés
svyravo nuo 8,0 iki 9,3 kDa, o polidispersiskumo rodiklis — nuo 1,25 iki 1,82
[227].

Atlikus reakcijas su CBA ir AEPZ, DMF gautas linijinis PAMAM. DMF-
H,O miSinivose (H,O 66 %) PAMAM Sakotumo laipsnis jau sieké 0,42,
masiné molekuliné masé svyravo tarp 6,4-8,5kDa, 0 polidispersiSkumo
rodiklis tarp 1,59-1,82. Kaip matyti i§ pateikty duomeny, naudojant N,N‘-
cistaminobisakrilamidg, gaunami didesnio Sakotumo laipsnio bei mazesnés

molekulinés masés PAMAM [227, 125]. Tai, matyt, Iémé N,N°‘-
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cistaminobisakrilamido struktiira, t.y., ilgesné¢ S§io monomero molekulé ir

didesnis jo hidrofobiskumas.
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1.17 schema. Tirpikliy jtaka PAMAM Sakotumui.

PAMAM Sakotumg galima reguliuoti ne tik keiCiant tirpikl;, bet ir
monomery santykj bei reakcijos trukme¢ [228]. Tuo buvo jsitikinta PAMAM
sintetinant i§ MBA ir AEPZ MeOH/H,0 misinyje. Siame eksperimente vienam
ekvivalentui AZEP buvo naudoti 1,5 ar 2 ekvivalentai MBA, o reakcijos truko
nuo 6 iki 132 val. Be Sakotumo, dar buvo jvertinta reakcijos salygy jtaka
monomery  konversijai, PAMAM masinei molekulinei masei bei
polidispersiSkumo rodikliui. Vykdant reakcijas su 2 ekvivalentais MBA, per
132 val. jo sureagavo apie 90 %, 0 produkty masiné molekuliné masé sieké
27,2 kDa. Siuo atveju polidispersiskumo rodiklis buvo 2 kartus didesnis, nei
reakcija vykdant 6 val. MBA kiek] sumazinus iki 1,5 ekvivalento, gauti
netirpus tinkliniai PAMAM, kuriy tolimesné analizé jau buvo nejmanoma. B¢
BMR jrodyta, jog jau po 0,17 val. susidaro Sakotos struktiros PAMAM, ir
Sakotumas toliau nepaliaujamai didéja [228]. Vadinasi, reguliuojant reakcijos

trukme taip pat jmanoma gauti jvairaus Sakotumo PAMAM.
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Kita mokslininky grupé [229] iStyré jvairiy bisakrilamidy (N,N*-
metilenbisakrilamido (MBA), N,N ‘-heksametilenbisakrilamido (HMBA), 1,4-
bis(akriloil)piperazino (BAP) ir N,N ‘-cistaminobisakrilamido (CBA)) santykio
su AZEP jtaka PAMAM Sakotumui, reakcijg vykdant MeOH 144 val. IStyrus
PAMAM produktus *C BMR spektroskopijos metodu buvo nustatyta, kad,
naudojant 2 ekvivalentus bisakrilamidy (MBA, HMBA, BAP, CBA), gaunami
linijinés struktiros PAMAM. Padidinus ekvivalenty santykj iki 2,5, gaunami
tiek linijinés, tiek Sakotos struktiiros polimerai. O kai bisakrilamidy
ekvivalenty kiekis padidinamas dvigubai (iki 5), susidaro Sakoti PAMAM.
Nustatyta, jog linijinio PAMAM masiné molekuliné masé yra 11,8 kDa, o
polidispersiskumas 1,23. Tuo tarpu sakotiems PAMAM sie rodikliai apytiksliai
siekia 15 kDa ir 2,7-4,2.

[vairiis bisakrilamidai MBA, HMBA, N,N*‘-1,8-
oktametilenbisakrilamidas, p-ksilenbisakrilamidas (KBA), BAP, CBA taip pat
tirti reakcijose su N,N°-dimetilcistaminu [230]. Tacdiau Siuo atveju buvo
naudoti ekvimoliniai reagenty miS$iniai, o reakcijos vykdytos MeOH/H,0
(90/10) misiniuose 6-10 dieny. Didziausia iSeiga (54 %) pasiekta, naudojant
HMBA, o PAMAM masiné¢ molekulin¢ masé didé¢jo, didéjant anglies atomy
skaiCiui bisakrilamido molekuléje. Tod¢l didZiausia masiné molekuliné mase
gauta naudojant KBA (79,7 kDa), tadiau Siuo atveju PAMAM iseiga buvo
maziausia (30 %).

Keletas mokslininky grupiy pabandé gauti PAMAM, reakcijoms
naudodami diaminus, kuriy viena i§ aminogrupiy apsaugota tert-
butiloksikarbonilgrupémis (buvo apsaugoti EDA, 1,4-butandiaminas ir HDA).
Ivykdzius $iy aminy reakcija su MBA ir paSalinus apsauga, buvo gauti
PAMAM, turintys $onines pirmines aminogrupes [231]. Sie PAMAM buvo
sintetinami 140 °C temperatiroje be tirpiklio, naudojant ekvivalentinius
monomery kiekius. Visi susintetinti PAMAM buvo didelés masinés
molekulinés masés (12-18 kDa), o dispersiSkumas siekée 1,5-2,8. Buvo
pastebéta molekulinés masés ir polidispersiSkumo didéjimo tendencija, kuomet

didéja anglies atomy skai¢ius apsaugotame diamine. Taciau Zzemesngje
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temperatiiroje (120 °C) vykdant 1,6-bis(akrilamido)heksano reakcijas su tais
paciais apsaugotais diaminais, [232], taip pat gauti panasios cilés molekuliniy
masiy produktai (10-20 kDa). Sintezéms naudojant apsaugotag EDA, buvo gauti
didziausios molekulinés masé¢ PAMAM, taciau jy ir polidispersiSkumas buvo
didziausias.

Panasios reakcijos MeOH terpéje 240 val. buvo vykdytos tarp CBA ir
neapsaugoty  diaminy:  dietilentetramino  (DETA), trietilentetramino,
tetraetilenpentamino [233]. Poliamine didéjant aminogrupiy kiekiui, PAMAM
vidutiné masiné molekuliné masé bei iSeiga didéjo, o polidispersiSkumas —
mazéjo. Didziausia masiné molekuliné masé, iSeiga bei maziausias
polidispersiSkumas gautas snaudojant tetraetilenpentaming.

Apibendrinant 1.5 skyriuje pateikta medziaga galima apibrézti optimalias
PAMAM sintezés 1S bisakrilamidy ir pirminiy bei antriniy diaminy salygas:
reakcijos terpé — poliniai protoniniai tirpikliai, neaukSta temperatiira, ilga
reakcijos trukmé (nuo keliy valandy iki keliolikos pary). Taip sintetinamy
PAMAM vidutiné masiné molekuliné mas¢ — 10,0-70,0kDa, o
polidispersiSkumo rodiklis artimas 2. PAMAM Sakotumas reguliuojamas
keiciant tirpiklio ar tirpikliy miSinio protoniSkumag bei monomery molinj
santykj. PAMAM tirpumas priklauso nuo jy sandaros. Geriausiais linijiniy
PAMAM tirpikliais laikomi vanduo, chloroformas, pirminiai alkoholiai,

dimetilsulfoksidas bei kiti poliniai tirpikliai.
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1.6 Literaturos apZvalgos apibendrinimas

Geny transfekcijai naudojama daugybé katijoniniy polimery: Sakotas ir
linijinis polietileniminas, poli(L-lizinas), poliamidoesteris, Sakoti ir linijiniai
poliamidoaminai, poli-(2-dimetilaminoetilmetakrilatas). Siy cheminiy vektoriy
trikumas — mazas transfekcijos efektyvumas, todél nuolat tobulinami
transfekcijos agenty parametrai (molekulin¢ mase, struktiira, katijoniniy grupiy
kiekis). Geny inzinerijai skirti transfekcijos agentai sintetinami naudojant
Jvairiausius sintezés bei modifikavimo buidus. Vieni 1§ labiausiai naudojamy
transfekcijos agenty yra $akotas ir linijinis polietileniminai. Sakotas
polietileniminas ar kai kurie jo dariniai gaunami katijoniniu budu
polimerizuojant aziriding arba N-pakeistus aziridinus. Taciau Siuo btdu sunku
iSvengti Salutiniy reakcijy, kontroliuoti PEI Sakotuma bei molekuling mase.
Linijinis polietileniminas gaunamas Kkatijoniniu badu polimerizuojant 2-
pakeistus oksazolinus. Toks sintezés biidas taip pat néra tinkamas, nes sunku
reguliuoti polimero molekuling mase, pasiekti didel; linijinio polietilenimino
amidy hidrolizés laipsnj. Todél, iSkyla akivaizdus poreikis rasti naujus ir
paprastesnius biidus, kuriais galima biity lengvai susintetinti polietileniming ar
jam analogiSkus polimerus bei sintezés metu reguliuoti ne tik polimero
molekuling mase, bet ir Sakotuma.

IS literatiiros apzvalgos, matyti, kad kai kurie polietileniminai gali buti
gaunami  paprastu  polikondensacijos buidu 1§ dihalogenalkany ir
diaminoalkany. Tokios reakcijos iki $iol buvo labai mazai tirtos, o to priezastis
— sintezés metu vykstantis papildomas iminogrupiy alkilinimas, susidarant
Sakotiems ar net tinkliniams junginiams. ISmokus sintezés metu valdyti daznai
nepageidaujamas papildomo alkilinimo reakcijas, o taip pat susidaranciy
polimery molekuling mase¢ bei polidispersiSkumg, toks poliiminy sintezés
biidas tapty labai patraukliu, nes atsiverty pla¢ios galimybés sintetinti jvairios
sudéties poliiminus, kurie galéty rasti platy praktinj pritaikyma, tarp jy — ir kaip

genus ar vaistus perneSanc¢ios medZiagos.
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Transfekcijos tyrimuose gana pladiai panaudojami ir modifikuoti SPEI
bei LPEI. Nors egzistuoja labai jvairts Siy polimery modifikavimo budai, visus
juos galima suskirstyti j dvi pagrindines grupes: a) polilakilenimino
pirminés/antrinés aminogrupés modifikuojamos tiesiogiai; b) prie aminogrupiy
prijungiami tarpiniai pakaitai, o tik tuomet prie §iy pakaity prijungiamos
pageidaujamos funkcinés grupés. Nors tokie modifikavimo biidai nesudétingi,
bet ne visuomet pavyksta reikiamas funkcines grupes jvesti tiesiogiai, o, jei
modifikuojama per tarpinius pakaitus, sintezés procesas tampa ilgas
(daugiastadijnis, atsiranda butinybé gryninti tarpinius reakcijy produktus).
Todél nuolat ie§koma paprastesniy ir efektyvesniy SPEI ar LPEI modifikavimo
budy.

Sintetinant poliamidoaminus Michaelio reakcijos btidu 1§ bisakrilamidy ir
pirminiy bei antriniy diaminy, gaunami jvairios struktiiros poliamidoaminai
(linijiniai, Sakoti, dendrimeriniai). Parenkant tinkamas sglygas Michaelio
reakcijai (reakcijos terpé, trukmeé, temperatiira), galima gauti jvairios
molekulinés masés, dispersiSkumo bei struktiros poliamidoaminus. I§
literatiros apzvalgos, matyti, kad nors sintetinamy PAMAM jvairove labai
didelé, vis dar nebuvo susintetinti ir istirti PAMAM su hidroksi- ir
oksigrupémis pagrindinéje grandinéje. Manoma, kad ir tokio tipo PAMAM
galéty rasti savo pritaikymo niSg geny transfekcijoje, taCiau visy pirma reikia
iSmokti sintetinti tokias medziagas bei jvaldyti jy molekuliniy masiy, Sakotumo
ir kity jy svarbiy rodikliy valdymo bidus.

Nors geny pernasai naudojamy polimery jvairoveé labai didelé,

efektyvaus, optimalaus ir plataus taikymo spektro polimerinio vektoriaus

A
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2 DARBO METODIKOS

2.1 Naudotos medZiagos ir reagentai

2.1.1 Oligomerai

Pavadinimas Savybés Formulé
Metoksi-polietilenglikolis M, 1000 g/mol, 0
HOW 3ch3
MPEG 1000, Sigma Aldrich Ty 39 °C 2
Metoksi-polietilenglikolis M, 2000 g/mol; HO(/\/O\>CH3
45
MPEG 2000, Sigma Aldrich Tyyq 60 °C
Metoksi-polietilenglikolis M, 5000 g/mol, o)
r HO(/\/ \>CH3
MPEG 5000, Sigma Aldrich Tiyg 67 °C 13
2.1.2 Organinés medZziagos
Pavadinimas Savybés Formulé
M, 90,12 g/mol;
1,3-diamino-2-propanolis, Tiya. 41-43 °C; OH
DAP, Sigma Aldrich 95 %: H2N\)\/NH2

pKal 7,93; pKa2 9,69

1,2-dibrometanas, DBE,
Fluka

M, 187,86 g/mol;
p 2,179 g/ml;

Tvir. 132 OC; 98 %

B
r\/\Br

1,3-dibrom-2-propanolis,
DBP, Sigma Aldrich

M, 217,89 g/mol,;
p 2,136 g/ml;

Tyir. 219 °C; 98 %

OH

Br\)\/Br
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M, 225,20 g/mol;

2,2-ditiobis(etilamino HN/\/S\S/\/NHZ
dihidrochloridas), CTDH, Tyya. 217-220 °C
Sigma Aldrich 599.9 %: 2HCI
M; 154,17 g/mol;
2,2 p 1,015 g/ml;
(etilendioksi)dietilaminas, HzN\/\O/\/O\/\NH2
EDODA, Sigma Aldrich Tiya 105-109°C;
98 %
M, 116,21 g/mol,
p 0,84 g/ml,
1,6-heksametilendiaminas, HoN
Tyir. 204,6 C; 2 \/\/\/\NH
HDA, Fluka 2
Tiya- 39 °C; 98 %;
pKal 10,93; pKa2 10,63
M, 141,94,
Jodmetanas, Merk p 2,280 g/ml; CHsl

Tuir. 42 °C, 98 %

M, 154,17 g/mol;
N,N°-metilenbisakrilamidas  p 2,136 g/ml;

MBA, Sigma Aldrich Tyye. >300 °C;

0 0
99 %
M, 310,28 g/mol,;
Trifenilfosfitas, TFF, p 1,184 g/ml;
P(OCgHs)3
Sigma Aldrich Tyir. 360 °C;
97 %
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2.1.3 Neorganinés medZiagos

Pavadinimas

Savybeés Formulé
M, 63,0 g/mol,;
Azoto riigstis, Reachem HNO;
koncentruota (68 %)
Druskos ragstis, Reachem M; 36,46 g/mol HCI
Kalio hidroksidas,
M, 56,0 g/mol KOH
Reachem
Natrio borhidridas,
M, 37,83 g/mol NaBH,
Reachem
Natrio chloridas, Reachem M, 58,5 g/mol NaCl
Natrio hidroksidas,
M, 40,0 g/mol NaOH
Sigma Aldrich
Natrio karbonatas M; 105,98 g/mol;
. Na,CO;
(bevandenis), Reachem p 2,54 g/ml
Natrio sulfatas M, 142,04 g/mol;
. Na,SO,
(bevandenis), Reachem p 2,664 g/ml
Sidabro nitratas, Reachem M, 169,87 g/mol AgNO;
2.1.4 Tirpikliai
Pavadinimas Savybés Formulé
M; 41,05 g/mol;
Acetonitrilas, AcN, p 0,786 g/ml; Tyir. 81,3 °C;
CH5CN

Readel-de Haén

>99,9 %
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Clorbenzenas, CIB,

M, 112,56 mol;

1,11 g/ml; Ty 131 °C; CeHsCl
Aldrich P10 B i
99,8 %
M, 18,015 g/mol,;
H,O
Dejonizuotas vanduo p 1 g/ml; Ty;r. 99,98 °C;
savitasis laidumas 1 pS-cm™*
M, 120,38 g/mol;
Deuteruotas chloroformas,
_ p 1,50 g/ml; Ty;. 61 °C; CDCl;
Aldrich
>99,9 %
Deuteruotas vanduo, M, 20,02 g/mol; p 1,33 g/ml; 5.0
Aldrich Tyir. 101,4 °C; >99,9 % 2
Deuteruotas natrio Sarmas
M, 41,0 g/mol; >99 % NaOD
Aldrich
Dichlormetanas, M, 84,93 g/mol; p 1,33 g/ml;
_ CH,CI,
Eurochemicals Tyir- 39,6 °C;>99,9 %
M, 72,12 g/mol;
Etoksietanas, dietileteris, CHAO
Lach-ner p 0,7134 g/ml; T;. 34,6 °C; 4M10
>99,9 %
Etan-1,2-diolis, etilenglikolis, M, 62,07 g/mol;
EG, p 1,1132 g/ml; C,Hs0,
Eurochemicals Ty 197,3 °C; 99 %
M, 92,14 g/mol;
Metilbenzenas, toluenas, p 0,87 g/ml; Ty;r. 111 °C;

Eurochemicals

98 %
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Metanolis, MeOH,

M, 32,04 g/mol;

) p 0,7918 g/ml; Ty 64,7 °C; CH;OH
Eurochemicals
99,8 %
M, 87,12 g/mol;
N,N-dimetilacetamidas, CH.CON(CH,)
DMAC, Sigma-Aldrich p 0,937 g/ml; Tyir. 165 °C; ’ V2
99 %
M, 73,09 g/mol;
N,N-dimetilformamidas,
p 0,948 g/ml; CsH,NO
DMF, Eurochemicals
Tyir. 152 — 154 °C; 99,8 %
M, 102,09 g/mol;
Propilenkarbonatas, PC,
) ) p 1,205 g/ml; T\, 242 °C; C4Hg03
Sigma Aldrich
99 %
Propan-2-olis, izopropanolis, M, 60,10 g/mol;
IPOH, 00,7810 g/ml; Ty, 82 °C; C3HgO
Reachem 99,7 %
2.1.5 Tirpalai

Acetatatinis buferis (pH 4): 0,25 M CH;COOH/CH;COONa.

Boratinis buferis (pH 8,3): 0,1 M H3BO3/NaOH, 0,2mM EDTA.
Agarozé (1 %): 0,1 M H3BO3/NaOH (pH 8,3); 0,2 mM EDTA, 1 % agarozé.

Tripsinas-EDTA: tripsinas-EDTA standartinis tirpalas (10 ml).

Fosfatinis buferis (PBS; pH 7,2-7,4): NaCl 274 mM (16,12 g); KCI 5,4 mM
(0,402 g); Na,HPO, 8,6 mM (1,22g); KH,PO, 2,94 mM (0,408 g); H,0O

1000 ml.
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2.1.6 Naudotos eukariotiniy Igsteliy linijos ir auginimo terpés

HeLa (angl. Human Negroid cervix epitheloid carcinoma, Henrietta
Lacks) — testinai kultivuojama adheziniy lgsteliy linija, iSvesta i§ 31 mety
amziaus negroidés gimdos epitelinés karcinomos Igsteliy. ATCC (LGS
Standards, UK).

HEK?293 (angl. Human embryonic kidney cells) — embrioninés kepeny
lastelés, iSvestos 1§ vieno, greiCiausiai sveiko, legaliai abortuoto vaisiaus.
Lastelés auginamos DMEM terpéje su 2 mM L-glutamino, 2 mM gentamicino
ir 10 % PBS (Thermo Fisher Scientific, Lafayette, US).

2.1.7 Plazmidés

GFP — zaliai fluorescuojantj baltymg koduojanti plazmidiné DNR,
Ambion (Life Technologies). EGFP — sustiprinto veikimo zaliai

fluorescuojancio baltymo koduojanti plazmidiné DNR, GenScript USA Inc.

2.1.8 Eukariotiniy lgsteliy auginimo terpé ir jos komponentai

DMEM augimo terpés sudétis: DMEM (450 ml); FBS inaktyvuotas (50 ml); L-
gliutamino/gentamicino tirpalas (50 ml); B-merkaptoetanolis (1,7 pl).
L-gliutamino/gentamicino tirpalas: L-gliutaminas (1,5 g), gentamicino sulfatas
(250 mg); vanduo (50 ml).

2.2 Polimery sintezés ir gryninimo metodikos
2.2.1 Polialkileniminy sintezé
2.2.1.1 Poli(etileniminheksametilenimino) sintezé

Poli(etileniminheksametilenimino) (PEIHI) sintezei naudoti ekvimoliniai
monomery kiekiai. | 25 ml talpos kolbut¢ dedama 0,0166 mol (1,91 g) 1,6-
heksametilendiamino, 0,0166 mol (3,1 g) 1,2-dibrometano ir pripilama tiek
DMAC, DMF, PC, MeOH, IPOH, H,0, kad monomery koncentracija bty
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50 %. Reakcijos vykdomos 50 °C temperatiiroje 7 paras, reakcijos miSinj

pastoviai maiSant magnetine maiSykle.

2.2.1.2 Poli(2-hidroksipropilenimino) sintezé

Poli(2-hidroksipropilenimino) (PHPI) sintezei naudoti ekvimoliniai
monomery kiekiai. | 25 ml talpos kolbut¢ dedama 0,0166 mol (1,49 g) DAP ir
pripilama tiek DMAC, DMF, MeOH, IPOH ar H,0O, kad galutiné visy
monomery koncentracija biity 40 %. Kolbuté su tirpalu pasildoma iki 60 C ir,
tirpalg pastoviai maiSant, ] jj sulasinama 0,0166 mol (3,62 g) DBP. Tuomet
reakcijos miSinio temperattra greitai pakeliama iki 80 °C ir §ioje temperatiiroje
sintezé vykdoma 7 paras. Tik metanolyje reakcija vykdoma 60 °C

temperatiiroje.

2.2.2 Polialikileniminy dariniy gavimui reikalingy junginiy sintezé
2.2.2.1 Cistamino sintezé

Stiklinéléje pasveriama 0,039 mol (8,7 g) cistamino dihidrochlorido,
istirpinama 30 ml H,O ir ledo voneléje atSaldoma iki 0-5 °C. ParuoSiamas
10 M NaOH tirpalas, kuris taip pat atvésinamas iki 0-5°C. 15 ml atSaldyto
NaOH tirpalo per 1 val. sulaSinama j pastoviai Saldomg ir maiSomg cistamino
dihidrochlorido tirpalg. IS reakcijos miSinio cistaminas ekstrahuojamas
dichlormetanu (100 ml, porcijomis po 10 ml). Dichlormetano ekstraktai
sujungiami, dziovinami pridéjus bevandenio Na,SO, 0 po to rotaciniu
garintuvu sukoncentruojami iki klampios, gelsvo sirupo pavidalo mases, kuri
dar kartg papildomai i8dZiovinama pridéjus bevandenio Na,CO;. Gauta 4,3 g
cistamino (iSeiga 73,1 %). Cistaminas laikomas S$aldytuve -20°C
temperatiiroje. ‘H BMR (CDCl5): 1,30 (4H, -NH,); 2,58 (4H, -S-CH,-CH,-
NH,); 2,80 (4H, S-CH,-CH,-NH,). *C BMR (CDCl;): 39,56 (2C, S-CH,-CH,-
NH,); 41,29 (2CH, -S-CH,-CH,-NH,).
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2.2.2.2 MPEGI sintezé

MPEGI sintetinti pagal [234] metodika 1§ MPEG, kuriy molekuliné mase
1000, 2000 arba 5000. ] 250 ml apvaliadugne kolbg su $lifiniu kams¢iu dedama
10 mmol MPEG ir jpilama 20 mmol trifenilfosfito bei 20 mmol jodmetano.
Kolba sandariai uzkemsSama, statoma ] alyvos vonig ir, reakcijos miSinj
pastoviai maiSant, jo temperatira palaipsniui pakeliama iki 60 °C. Sioje
temperatiroje reakcijos misinys iSlaikomas tol, kol iStirpsta visas MPEG.
Tuomet mazdaug per 2 valandas reakcijos miSinio temperatira palaipsniui
pakeliama iki 120 °C ir Sioje temperatiiroje reakcija vykdoma parg laiko.

Baigus sinteze, reakcijos miSinys atvésinamas ir MPEGI
iSekstrahuojamas dviem dejonizuoto vandens porcijomis po 25 ml.
Ekstrahavimo metu sekama, kad | vandens faz¢ nepatekty su vandeniu
nesimaiSanti fazé (kad fazés geriau atsiskirty, galima miSin; galima
centrifuguoti). Tada vandeniniai ekstraktai sujungiami ir neutralizuojami su
0,5M NaOH tirpalu iki pH7 (pagal lakmuso popierélj). Gautas tirpalas
rototiniame-vakuuminiame  garintuve  sukoncentruojamas  iki  sirupo
konsistencijos ir  iS8dZziovinamas  ventiliuojamoje  krosnel¢je 40 °C
temperatiiroje. Gaunama kieta balta ar Sviesiai gelsva vasko pavidalo
medziaga. Jodinty MPEG iseigos: 81,3% (MPEGI1000), 95,7 %
(MPEGI2000), 98,4 % (MPEGI5000).

2.2.3 Polialikileniminy dariniy sintezé
2.2.3.1 Cistamino grandziy turin¢iy poli(hidroksipropileniminy) sintezé

Cistamino grandziy turintys poli(hidroksipropileniminai) (PHPI-SS)
sintetinti DMAC, kai bendra monomery (DAP, DBP ir CT) koncentracija
40 %. PHPI-SS sintezei naudojami ekvivalentiniai kiekiai CT (ar CT kartu su
DAP) ir DBP (po 0,0166 mol). CT ar CT ir DAP istirpinami DMAC, tuomet
sulasinamas DBP ir, nepertraukiamai maisant, reakcija vykdoma 7 paras 80 °C

temperatiiroje.
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2.2.3.2 Metoksi-poli(etilenglikolio) grandiniy turinc¢iy poli(2-

hidroksipropileniminy) sintezé

Metoksi-poli(etilenglikolio) grandininiy turintys poli(2-
hidroksipropileniminai) (PHPI-MPEG) buvo sintetinti 2 biidais. Pirmuoju (A)
biidu j kolbut¢ dedama 0,001 mol MPEGI, 0,01 mol (0,9012 g) DAP ir toks
DMAC kiekis, kad galutine DAP, DBP ir MPEGI koncentracija bty 40 %.
Kolbuté¢ uzkemsSama ir maiSomas reakcijos miSinys 2 valandas iSlaikomas
60 °C temperatiiroje. Tuomet kolbuté atvésinama ir j jg supilama 0,0095 mol
(2,0699 g) DBP. Kolbut¢ uzkemsus, reakcija 80 °C temperatiiroje tgsiama
166 val. Sintetinant antruoju (B) biidu, j kolbut¢ dedama 0,01 mol (0,9012 g)
DAP, 0,0095 mol (2,0699 g) DBP ir toks DMAC kiekis, kad galutiné DAP,
DBP ir MPEGI koncentracija buty 40 %. Kolbute sandariai uzkimSus,
maiSomas reakcijos miSinys 80 °C temperatiiroje iSlaikomas 144 val. Tuomet
reakcijos misinys trumpam atvésinamas, suberiama 0,001 mol MPEGI ir
reakcija 80 °C temperatiiroje tesiama dar 24 val.

Kadangi susintetintuose MPEGI -OH grupiy pakeitimo jodu laipsniai
nevisada siekia 100 % (t. y., ne visas MPEG yra jodinamas ir islieka reakcijos
produktuose), tai sintezei reikalingas jodinto produkto kiekis (m, @)

apskai¢iuojamas pagal (2.1) formule:

mol-100-126,9

m = (2.1),
Ix
Cia:
Mol — sintezei numatytas gryno MPEGI kiekis, mol;
Ik — kovalentinj rysj sudariusio jodo kiekis susintetintame MPEG
jodide, % (2.3.1.3 metodika);
126,9 — jodo santykiné atominé masé.
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2.2.4 Hidroksi- ir oksigrupes turin¢iy poliamidoaminy sintezé

Hidroksi- (PAMAMH) ir oksi- (PAMAMO) grupes turinéiy
poliamidoaminy sintezés vykdytos 25 ml apvaliadugnése kolbutése. Naudoti
ekvimoliniai monomery kiekiai: 0,012 mol (1,850 g) MBA bei 0,012 mol
(1,082 g) DAP ar 0,012 mol (3,629 g) EDODA. Monomerai istirpinami H,O
arba MeOH/H,O miSiniuose (tiriniai santykiai 50:50 ir 90:10). Bendra
monomery koncentracija reakcijos miSiniuose sudaré 20 %. Reakcijos
vykdytos 7 paras 25 °C temperatiiroje, reakcijos miSinj pastoviai maiSant

magnetine maisykle.

2.2.5 Polialkileniminy, jy dariniy ir poliamidoaminy gryninimas ir

liofilizavimas

Reakcijas uzbaigus, reakcijos miSiniai iStirpinami vandeniniame 0,15 M
NaCl tirpale ir gryninami ultrafiltruojant per 10 kDa molekuliniy masiy
perskyrimo ribos membrang. IS pradziy tirpalai plaunami su 0,15 M vandeniniu
NaCl tirpalu (kol iStekancio filtrato optinis tankis 220 nm Sviesoje sumaz¢ja iki
0,2), o NaCl pasalinamas plaunant dejonizuotu vandeniu (kol iStekancio filtrato
elektrinis laidumas sumazéja iki 100 uS). Sulaikytieji ultrafiltravimo tirpalai
sukoncentruojami  vakuuminiu-rotaciniu garintuvu iki sirupo pavidalo
konsistencijos.

| liofilizatoriaus Alpha 2-4 LSC indelius pilama 10-20 ml gryninto ir
sukoncentruoto polimero tirpalo. UzSalimo stadijoje nustatoma -40 °C
temperatiira, kurioje bandiniai iSlaikomi 12 valandy. Polimero tirpalo
pagrindinio dziovinimo metu atidaromas dujy balasto voztuvas vakuuminiame
siurblyje ir lentynos temperatira pakeliama deSimc¢ia laipsniy. Produkto
temperatiirai pasiekus lentynos temperatiira, temperatira veél pakeliama
deSim¢ia laipsniy. Tai kartojama tol, kol produkto temperatiira pasiekia 0 °C.
Tuomet uzdaromas dujy balasto voztuvas ir baigiamojo dziovinimo metu
lentynos temperatiira keliant kas 10 laipsniy pasiekiama, kad produkto

temperatira tapty 15-20 °C.
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2.3 Analiziy metodikos
2.3.1 MPEGI analizé
2.3.1.1 Bendrojo jodo kiekio MPEG jodide nustatymas

I dvi Erlenmejerio kolbutes dedami 0,0001 g tikslumu pasverti ~1g
dydzio MPEGI bandiniai ir uzpilami 0,5 M vandeniniu KOH tirpalu (20 ml).
Prijungus griztamgj; auSintuva, kolbutés statomos ] smélio vonele, kurioje
Sildoma tiek, kad tirpalai silpnai virty. Joje kolbutés iSlaikomos 3-4 valandas.
Baigus hidrolize, kolbutés atvésinamos ir, pastoviai tirpalus maisant, i juos
lasSinama koncentruota HNOs3, kol pasiekiama neutrali (pagal lakmuso
popierelj) terpé. Taip paruosti bandiniai konduktomeriskai titruojami 0,1 M
AgNO; vandeniniu tirpalu. Bendras procentinis jodo kiekis bandinyje (I, %)

apskai¢iuojamas pagal (2.2) formule:

_100-C-V-126,9

b=~ 7000 (2.2),
cia:
C — AgNO;s tirpalo koncentracija, mol/l;
\/ — bandiniui titruoti sunaudoto AgNOs tirpalo tiiris, ml;
M — bandinio mase¢, g;
126,9 — jodo santykiné atominé maseé.

2.3.1.2 Joninio (priemaisinio) jodo kiekio MPEGI nustatymas

I dvi Erlenmejerio kolbutes dedami 0,0001 g tikslumu pasverti ~1 g
dydzio MPEGI bandiniai ir uzpilami 20 ml dejonizuoto vandens. Bandiniams
iStirpus, patikrinama ir, jei reikia, pakoreguojama tirpaly pH, kad biity apie 7.

Tuomet, tirpalus pastoviai maiSant, konduktometri§kai titruojama 0,1 M
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AgNO;;

vandeniniu tirpalu. Joninio jodo kiekis (l;, %) bandinyje

apskaiciuojamas pagal (2.2) formule.

2.3.1.3 Kovalentiskai prijungto jodo kiekio MPEG jodide nustatymas

Kovalentiskai prijungto jodo kiekis MPEGI (Iy, %) apskaiciuojamas

pagal (2.3) formule:

éia:

e =h -1 (2.3),

— analiziSkai (2.3.1.1) nustatytas bendrasis jodo kiekis bandinyje,
%;

— analiziSkai (2.3.1.2) nustatytas joninio jodo kiekis bandinyje,
%.

2.3.1.4 MPEG hidroksigrupiy pakeitimo jodu laipsnio nustatymas

Nustacius

argentometrinio titravimo budu

kovalentiniSkai prijungto jodo kiekj MPEGI (2.3.1.3),

randamas -OH grupiy pakeitimo jodu laipsnis (Xop), Kuris rodo, kiek

vidutiniSkai -OH grupiy yra pakeistos jodu vienoje MPEG molekul¢je. Esant

nepilnam jodinimui, 0<Xop<l, o esant pilnam, Xony=1. Xon randamas pagal

(2.4) formule:

¢ia:

MM

109,9

126,9

o MM - I
OH 7100-126,9 — 109,9 - I},

(2.4),

— MPEG molekuliné mase, g/mol;
— kovalentinj rysj sudariusio jodo kiekis MPEGI, %;

— jodo santykinés atomines ir -OH grupés molekulinés masiy
skirtumas;

— jodo santykiné atominé masé.
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2.3.1.5 MPEG hidroksigrupiy pakeitimo jodu laipsnio nustatymas i§ "H

BMR spektroskopinés analizés duomeny

Xon taip pat galima apskaiciuoti suintegravus atitinkamy protony signalus
MPEGI 'H BMR spektre (CDCls). Lyginami -CH,-1 (3,20-2,25 m.d) ir CH3-O-
(3,3m.d) protony signaly integralai ir Xoy randamas pagal (2.5) formule.
Galima lyginti ir -CH,-l su -(CH,-CH,-0),- (3,4-3,5 m.d) signaly integralus.
Tokiu atveju turéty buti skai¢iuojama pagal (2.6) formule, bet apskaiciavimo
tikslumas gausis mazesnis, nes -(CH,-CH,-O),- protony signaly integralas yra

labai didelis, 0 -CH,-I — labai mazas.

As 25 Xop =~ 2 26
XOH_ﬁ ()’ 0H_2(A+C) ()1
cia:
A — -CHo,-I protony signaly integralas (3,20-2,25 m.d);
B — CHj5-O- protony signaly integralas (3,3 m.d);
C — -(CH,-CH,-0),- protony signaly integralas (3,4-3,5 m.d);
H — protony skai¢ius MPEG oksietileno grupése: 88 (MPEG

1000); 180 (MPEG 2000); 452 (MPEG 5000).

2.3.2 Sieros kiekio PHPI-SS polimeruose nustatymas redukcijos-titravimo
budu

Tiksliai pasvertas tiriamas polimero bandinys, kuriame galéty biiti apie
0,001 mol disulfidiniy rySiy, dedamas i 100-150 ml talpos stiklinéle su
aukStomis sienelémis. | stiklinéle jleidziamas teflonuotas magnetukas.
Bandinys iStirpinamas ~15-20 ml dejonizuoto H,O ir pasarminamas 6 M
NaOH tirpalu iki pH ~8-9 (pagal lakmuso popierélj). Stiklinélé statoma ant
magnetinés maiSyklés ir, reakcijos misin] intensyviai maisant, j jj nedidelémis

porcijomis palaipsniui suberiama 0,3-0,5g (~0,008 mol) NaBH,. Beriant
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NaBH, stengiamasi, kad miSinys pernelyg neputoty ir nebiity iSneSamas ant
stiklinélés sieneliy. Kiekviena sekanti NaBH, porcija suberiama tik pilnai
pasibaigus putojimui nuo prie§ tai subertos porcijos. Jei putos iSneSamos ant
stiklin¢lés sieneliy, pries beriant sekan¢ia NaBH, porcijg jos apiplaunamos
nedideliu kiekiu dejonizuoto H,O. Subérus visa NaBH,, reakcijos miSinys
stiklinél¢je dar maiSomas 30 min. Po to, nenutraukiant maiSymo, i stiklin¢le
nedidelémis porcijomis supilama ~10 ml 3 M HNOj. Putojimui nurimus,
lakmuso popieréliu patikrinama misinio pH ir su HNOj jis pakoreguojamas iki
~1. Jei vir§ tirpalo stiklin¢lés sienelés aplipusios drumzlémissienelés
apiplaunamos dejonizuotu H,O ir j misinj supilama ~10 ml 6 M NaOH tirpalo.
Jei miSinio pH nesiekia ~9-10 (tikrinama lakmuso popieréliu), ;| miSinj dar
jpilama NaOH. Po to j stiklinélg¢ supilama 10 ml koncentruoto amoniako
vandeninio tirpalo ir reakcijos miSinys titruojamas potenciometriSkai,
naudojant standartizuota 0,1 M AgNOs tirpalg. Potenciometriniam titravimui
naudojami sidabro/sidabro chloridinis elektrodai. Potencialo Suolis stebimas
mazdaug tarp -325 ir -175 mV. Nustacius ekvivalentinj taska, sieros kiekis

bandinyje (S, %) apskai€iuojamas pagal 2.7 formule:

V-C-32,066-100

S % = 21000 (2.7),
Cia:
V — titravimui sunaudoto AgNO; tiris, ml;
C — AgNO; tirpalo koncentracija, mol/l;
32,066 — sieros santykiné atominé masg;
G — tyrimui paimtos medZiagos mase¢, g.

Neredukuoto bandinio titravimas atlickamas tam, kad biity jsitikinta, jog

neredukuotame bandinyje néra merkaptogrupiy. Analizé atlieckama apraSytu
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biidu, tik pries tai nenaudojama redukcija. Bandinys iStirpinamas, pasarminama

NaOH, pridedama amoniako tirpalo ir titruojama 0,1 M AgNOs tirpalu.

2.3.3 ISeigy nustatymas

CT ir MPEGI iSeigos (%) nustatomos pasveriant i8dZiovintus reakcijos
produktus, ir apskaiciuojamas praktinés ir teorinés masiy santykis (%).

Gravimetrijos biidu nustatomos ir ultrafiltruoty polimery iSeigos. Tuo
tikslu ant 0,0001 g tikslumu pasverto laikrodzio stiklelio supilama 2 ml
ultrafiltruoto polimero tirpalo. DZiovinama ventiliuojamoje krosneleje 40 °C
temperatiiroje 24 valandas. Po dziovinimo laikrodzio stiklelis su polimeru
pasveriamas 0,0001 g tikslumu. I$ masiy skirtumo randama sauso polimero
masé, esanti 2 ml ultrafiltruoto tirpalo. Zinant ultrafiltruoto polimero tirpalo

visg tiir], polimero iSeiga (%) apskaifiuojama pagal 2.8 formule:

V-m

n= T, -100 (2.8),
¢ia:
Vv — ultrafiltruoto polimero tirpalo tiiris, ml;
M — sauso polimero mas¢ ant laikrodzio stikliuko, g;
m, — bendra monomery mas¢, naudota sintezei, g.

2.3.4 Molekuliniy siety chromatografija

Analizé atlikta naudojant Viscotek GPC max chromatografa, sujungta su
universalia A6000M kolon¢le. Ji uzpildyta poli(hidroksimetakrilatu), turin¢iu
15 A dydzio akutes (molekuliniy masiy darbiné zona — 3-10° - 2:10" Da).
Naudota trijy jutikliy sistema: $viesos luzio rodiklio, lazerio Sviesos (670 nm)
sklaidos 90° kampu ir santykinio slégio. Méginiy koncentracija 5 mg/ml.

Naudota mobili fazé — 250 mM acetatinis buferis (pH 4), mobilios fazés

92



judéjimo greitis — 0,5 ml/min. Chromatografuojama 35 °C temperatiiroje,
chromatogramas uzraSant ir apdorojant OmniSEC programa.

MSC analizei reikalingos polimery dn/dc vertés acetatiniame buferyje
35 °C temperatiiroje nustatytos su Waters 410 luzio rodiklio diferenciniu
refraktometru. Detektoriaus palyginamoji ir analiziné celés praplaunamos
250 mM  acetatiniu  buferiu ir, naudojant ,, AutoZero“ funkcija,
,hunulinamos®  signalo vertés. Naudojamos 0,2-5mg/ml  polimery
koncentracijos, pradedant matuoti nuo maziausios. | analizing cele suleidus 2-
3 ml tirpalo palaukiama, kol nusistovi signalo verte, ji uzraSoma ir leidziamas
sekantis meéginys. Atlikus tyrimus, 1§ gauty duomeny bréZiama iSmatuoty
ver¢iy (mV) tiesiné priklausomybé nuo polimero Kkoncentracijos ir
apskaic¢iuojamas jos polinkio kampo tangentas (tg(o.,)). AnalogiSkai atlieckamas
prietaiso kalibravimas su zinomo liZio rodiklio KCl vandeniniais tirpalais. Tik
Siuo atveju palyginamoji celé uZpildoma vandeniu ir apskaiCiuojamas
iSmatuoty veréiy tiesinés priklausomybés nuo KCI tirpalo lizio rodiklio

polinkio kampo tangentas (tg(ow)). Polimery dn/dc verté apskaiciuojama:

dn _ tg(ay) (2.9),

de  tg(ay)

Gautos tokios polimery dn/dc vertés: PHPI — 0,1858; PHPI-MPEG1000 —
0,1697; PHPI-MPEG2000 — 0,1442; PHPI-MPEG5000 — 0,1482, PAMAM —
0,1945. PHPI-SS polimerams naudota PHPI biidinga dn/dc verte (0,1858).

2.3.5 Daleliy dydZio nustatymas dinaminés Sviesos sklaidos metodu

Polimery makromolekuliy raizginéliy dydis tirpaluose nustatomas su
Malvern Nano-ZS analizatoriumi, naudojant polimery tirpalus (5 mg/ml)
acetatiniame buferyje ar 150 mM NacCl. Daleliy dydziy matavimo diapazonas
0,1-10000 nm, matuojama 173° kampu, lazeriniu 632,8 nm bangos ilgio

Sviesos Saltiniu. IS gauty autokoreliacijos kreiviy apskaiciuojamas tirpale
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esanCiy daleliy difuzijos koeficientas, o i§ jo — daleliy uzimamo tiirio

pasiskirstymas pagal jy hidrodinaminio skersmens dydj.

2.3.6 Lydymosi ir stikléjimo temperatiiry nustatymas

Polimery lydymosi temperatiros (T)q) buvo nustatytos naudojant
diferencinj skenuojamajj kalorimetrg DSC 8000 (Perkin Elmer). Analizé atlikta
inertinéje azoto dujy atmosferoje (azoto tekéjimo greitis — 40 ml/min).
Bandinys (apie 4,5 mg) dedamas | aliuminio 1¢kstele su keliomis skylutémis
dangtelyje ir kaitinamas keliant temperatiirg iki 130 °C (10 °C/min greiciu),
tada atSaldomas iki 20 °C (30 °C/min greiciu) ir pakartotinai v¢l kaitinamas iki
180 °C (10 °C/min). Lydymosi ir stikléjimo temperattiry vertés buvo nustatytos
i§ pakartotinio kaitinimo kreivés. T, randama ekstrapoliuojant termogramos
tiesines dalis prie§ endoterminj laiptel] ir nuleidZiant statmenj ] temperatiiry
skale 1§ tasko, kuriame laiptelio aukS$tis lygus pusei atstumo tarp

ekstrapoliacijos tiesiy.

2.3.7 Spektroskopiné analizé

FTIR spektrai uzrasyti PERKIN-ELMER spektrometru “Frontier* 3700-
550 cm™ intervale, esant 4 cm™ skiriamajai gebai.

BMR spektrai uzrasyti Brucker 400 Ascend™ branduoliy magnetinio
rezonanso spektrometru (400 MHz), 29,7 °C temperatiiroje, signaly atskaitos
taSku naudojant tirpikliy (DOH ir CHCI3) signalus. Signaly cheminiai
poslinkiai pateikti & skaléje milijoninémis dalimis (m.d). Polialikileniminai
(~0,19) buvo tirpinami D,O, o MPEGI bei CT (~0,05g) tirpinami
deuteruotame chloroforme (CDCls). *H BMR spektrai kaupti 4-6 kartus, o *3C
— nuo 200 iki 6000 karty (priklausomai nuo medziagos koncentracijos). Kad
pageréty spektry kokybe, PHPI tirpalai D,O buvo paSarminami pridéjus 40 %
NaOD iki pH 12-13.

Kiekybiné BC BMR analiz¢ atlikta su Sarminty (PHPI) ir neSarminty
(PEIHI, PHPI-SS, PHPI-MPEG bei PAMAM) tirpaly spektrais. Kad bity
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iSvengta NOE (Nuclear Overhauser) efekty, kiekybiniams matavimams
naudotas [136] Saltinyje pateiktas metodas, paremtas Inverse Gated
Decoupling principu. Tai atlikta naudojant zgig30 pulsy seka.

Raman spektrai uzrasyti PERKIN ELMER RamanStation 400F
spektrometru 2200-1000 cm™ intervale. Lazerio galingumas 100 W, kaupimo
laikas 60 s.

XPS spektrai uzraSyti naudojant VG Scientific spektrometrg ESCALAB
MK I, esant Mg K, (hv=1253,6 eV ) spinduliuotei. Kriivio korekcija atlikta

pagal C 1s suriS§imo energijos juostg atitinkancig 284,6 eV.

2.3.8 Potenciometrinis titravimas ir disociacijos konstanty nustatymas

Potenciometriniam titravimui naudotas METLER TOLEDO MP220 pH-
metras ir stiklo elektrodas HANNA HI 1230. Titravimui naudoti liofilizuoti
polimerai, méginiy koncentracija — 0,01 g /ml 0,15 M NacCl tirpale. Tirpalas
titruojamas mikrobiurete 21 °C temperatiiroje, naudojant 0,1 M HCI ir NaOH
tirpalus, pH vertes pasizymint 0,02 tikslumu kas 0,1 ml suvartoto titranto.

IS potenciometrinio titravimo kreivés nustatyti ekvivalentiniai taskai ir
apskaiCiuotas  polielektrolito  jonizacijos laipsnis (a) kiekviename
potenciometrinés kreivés taSke. Priimta, kad rtgStiniame ekvivalentiniame
taSke visy aminogrupiy jonizacijos laipsnis lygus nuliui, o Sarminiame —
vienetui. IS titravimo duomeny brézta tirpalo pH priklausomybé nuo Ig[o/(1-a.)]
ir duomenys aprasyti tiesés lygtimi (y=n-x+b). Laisvasis tiesés lygties narys b
(taSkas, kuriame ties¢ kerta ordinaciy a$j) lygus iminogrupiy rigstinei
disociacijos konstantai (pK,), 0 tiesés polinkio kampo tangentas — tai
Henderson ir Hasselbalch lygties koeficientas n [235]. IS potenciometrinio
titravimo duomeny (pK,) apskai¢iuojama buferin¢ talpa, kuri parodo pH
intervalg, kuriame protonizuojasi amino grupés. Buferiné talpa — tai stiprios
rigSties arba Sarmo kiekis, kurio reikia, kad 1 litro buferinio tirpalo pH

pasikeisty vienetu ir randama 1§ lygties pH=pK =1 [236].
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2.3.9 Reakecijos baigties laipsnio nustatymas

Reakcijos baigties laipsnis nustatomas pagal Br™ kiekj polialkileniminy
sintezés reakcijos produktuose. Reakcijos produktai praplaunami dietileteriu ir
18dziovinami vakuuminéje krosnel¢je 40 °C temperatiiroje. [SdZiovinti
polimerai tirpinami vandenyje (0,2 g/40 ml) ir titruojami 0,1 M AgNOQO; tirpalu,
kuris lasinamas po 0,5 ml. Titravimo metu METLER TOLEDO Conductivity
meter FE30/FG3 konduktometru matuojamas titruojamo tirpalo elektros
laidumas. Ekvivalentinis taskas nustatomas pagal kreivés liZio vietg titravimo
kreivéje. Bromo anijony kiekis Xg,. (%) reakcijos miSinyje apskaiciuojamas

pagal 2.10 formule:

Vp, - C+ 79,904 - 100

Ko = 1000 (2.10),
¢ia:
Ve — 1iki ekvivelentinio tasko sunaudoto titranto taris, ml;
C — AgNO; koncentracija, mol/I;
79,904 — Br santykiné atominé mas¢;
M — bandinio mase, g.

Reakcijos baigties laipsnis (mol%) apskai¢iuojamas pagal 2.11 formule:

_ XBr‘praktinis

U= =100 211
XBr‘teorinis ( )’
¢ia:
Xgrprakiinis ~—  bromo anijony kiekis, apskaiCiuotas i§ titravimo
duomeny;
XBr teorinis —  teorinis bromo anijony kiekis (51,88 % PHPI atveju

ir 52,56 % PEIHI atveju).
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2.3.10 Elementiné mikroanalizé

PHPI-SS polimery elementiné mikroanalize¢ (N, H, C, S) atlikta naudojant
Thermo Scientific™ FLASH 2000 CHNS/O Analyzer. N, H, C nustatymo
paklaida siekia iki 0,4 %, 0 S — iki 1 %.

2.3.11 Kalorimetrinio polikondensacijos kinetikos tyrimo metodika

Polikondensacijos kinetika tirta Omnical Inc. SuperCRC izoterminiu
kalorimetru 10 ml tario uzsukamuose indeliuose. Tyrimui naudoti tokie patys
monomery santykiai, tirpikliai, koncentracijos ir temperatiiros, kaip ir
polialkileniminus sintetinant didesniuose tiiriuose, tik reakcijos trukmé buvo
iIki 24 val. HDA ir DBE polikondensacijos atveju reakcija buvo tiriama ir
25 °C temperatiiroje.

Kalorimetriniai duomenys (Silumos srauto priklausomybé¢ nuo reakcijos
trukmés) buvo registruojami ir kaupiami naudojant WinCRC programa, kurioje
prie§ matavimus nustatoma reakcijos temperatiira, mai§ymo greitis (720 min™),
temperattros kélimo greitis (0,1 °C/min). Vienas indelis uZpildomas tirpikliu,
kitas — tirpikliu, kuriame istirpintas diaminas. Indeliai jleidZziami | matavimo
celg ir, nusistovejus bazinei linijai, sulaSinamas dihalogenidas. Tai laikoma
reakcijos pradzia. Gautos Silumos srauto priklausomybés tiesiogiai atspindi
polikondensacijos reakcijos greitj.

Po reakcijos pagal 2.3.9 metodika nustatomas Br kiekis reakcijos
produktuose ir apskaiciuojamas reakcijos baigties laipsnis (U). Konversijos
priklausomybé nuo reakcijos trukmés (q=f(t)) gaunama Silumos srauto (mW)
priklausomybe konvertuojant i energijos (J) priklausomybe ir ja skaitiSkai
(Simpsono biidu) integruojant. Tuomet integralinés kreivés pirmojo tasko

ordinaté sutapatinama su 0, o paskutiniojo —su U.
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2.4 Polialkileniminy ir poliamidoaminy sudéties ir Sakotumo nustatymas

2.4.1 MPEG grandiniy skaiciaus vienoje statistinéje PHPI-MPEG

makromolekuléje apskai¢iavimas

MPEG  grandiniy  skaiius vienoje  statistinéje = PHPI-MPEG

makromolekuléje (k) apskaic¢iuojamas pagal 2.12 formule:

Mn =k- MMPEG +m-73
o

_ (k- MPEG) / (k Mpgg + m) 100 (2.12),

44 44

cia:

m — 2-hidroksipropilenimino grandziy skaicius statistingje
PHPI-MPEG makromolekul¢je;

Kk — MPEG grandiniy skaiCius vienoje statistinéje PHPI-MPEG
makromolekuléje;

OE _ I§ 'H BMR duomeny apskai¢iuotas oksietileno grandziy
kiekis PHPI-MPEG, mol% (zr. 2.14 formulg);

Mwmrec — MPEG grandinés molekuliné mase, g/mol;

M, — 1§ MSC duomeny apskaiciuota PHPI-MPEG skaitine
molekuliné masé, Da;

73 — 2-hidroksipropilenimino grandies molekuliné masé, g/mol;

44 — oksietileno grandies molekuliné masé, g/mol.

I5 'H BMR duomeny pagal 2.13 formule apskaiiuojamas 2-

hidroksipropilenimino (PHI) ir oksietileno grandziy (OE) molinis santykis, o

pagal 2.14 formule — oksietileno grandziy kiekis PHPI-MPEG:
A-4 1
- 2.13), OE=——-100 2.14),
Y B-1 (2.13) 1+Y (2.14)
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éia:

Y —  2-hidroksipropilenimino ir oksietileno grandziy molinis
santykis;

A — -CH,-CH(OH)-CH,-NH- protony signaly integralas
(4,1-4,3 m.d);

B — -CH,-CH,-0O- protony signaly integralas (3,4-3,5 m.d);

OE — oksietileno grandziy (OE) kiekis PHPI-MPEG, mol%.

2.4.2 PHPS-SS polimery sudéties apskai¢iavimas pagal sieros kieki

Redukcijos-titravimo (2.3.2 metodika) ar elementinés analizés bidu
(2.3.10 metodika) nustacius sieros kiekj PHPI-SS polimeruose, apskai¢iuojami
juose esantys etilenditioetilenimino (EDEI) ir 2-hidroksipropilenimino (HPI)

grandziy kiekiai (%) pagal 2.15 formules:

a=m; b=100—a (2.15)
2-32,066 :
c¢ia:
a — EDEI grandziy kiekis, %;
b — HPI grandziy kiekis, %;
216,165 — protonizuotos EDEI grandies molekuliné mase,
g/mol,;
2 — sieros atomy skai¢ius EDEI grandyje;
32,066 — sieros santykiné atominé mase.

Apskaiciuojami EDEI ir HPI grandziy kiekiai (mol%) pagal 2.16 formule:

a
216,165
a b
216,165 1 154,006

A= -100; B=100-A (2.16),
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Cia:
A — EDEI grandziy kiekis, mol%;
B — HPI grandZiy kiekis, mol%;

216,165 — protonizuotos EDEI grandies molekuliné
maseé, g/mol;

154,006 - protonizuotos HPI grandies molekuliné masé
g/mol.

HPI ir EDEI grandZiy molinis santykis PHPI-SS polimeruose apskai¢iuojamas
kaip B/A.

2.4.3 PHPI-SS sudéties apskai¢iavimas i§ 'H ir **C BMR spektroskopijos

duomeny

Pagal reakcijos miSinio sudét] apskaiciuotas teorinis CT ir HPI grandziy
kiekis polimere (pavyzdziui, kai CT:DBP:DAP=0,5:1:0,5, tai reiskia, jog
polimero pasikartojancig sandaros grand; turi sudaryti 1 CT ir 3 HPI grandys).
Praktiniai grandziy kiekiai i§ "H BMR spektry randami lyginant HPI ir EDEI
grandziy protony signaly integralus, esancius tarp 4,4-3,7 m.d (CH,-CH(OH)-
CH,-NH-) ir 3,7-2,1 m.d (-CH,-CH,-S-S-CH,-CH,-NH-). 3¢ BMR spektruose
lyginami anglies signaly integralai esantys tarp 65,7 m.d bei 32 ir 33,5 m.d.
Vienai EDEI grandziai tenkantis HPI grandZziy kiekis apskai¢iuojamas pagal
2.17 ir 2.18 formules:

X _ 85, X _ Q4
HPL = 5 s, (2.17), HPL =570, (2.18),
¢ia:
S; — -CH,-CH(OH)-CH,-NH- signaly integralas
(4,4-3,7 m.d);
S, — -CH,-CH,-S-S-CH,-CH,-NH- signaly integralas
(3,7-2,1 m.d).
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Q: - -CH,-CH(OH)-CH,-NH- signaly integralas
(65,7 m.d);

Q> — -CH,-CH,-S-S-CH,-CH,-NH- signaly integralas
(32 ir 35,5 m.d).

2.4.5 Sakotumo nustatymas

Polialkileniminy, jy dariniy ir poliamidoaminy Sakotumo laipsnis
apskaiciuotas remiantis [ 136] Saltinyje pateiktu principu.

PEIHI jis skai¢iuojamas 1§ anglies, esancios Salia pirminiy, antriniy ir
tretiniy aminogrupiy, signaly integraly (A): 39,2 m.d (A;), 43,5m.d (A,),
445 m.d (Az), 48,3 m.d (As), 49,2 m.d (As), 50,5 m.d (Ag), 52-54 m.d (A,),
56,8 m.d (Ag). Pirminiy, antriniy ir tretiniy aminogrupiy kiekiai (Nq, Ny, N,

mol%) apskaiciuojami pagal 2.19 ir 2.20 formules:

A,+A-+A A +A,+A 2.19),
(A7+A8)+(4 5 6)+(1 2 3)=Z ( )
2 3
A, +Aq A A +A,
1= 100; N, = —— 100;
(2.20),
A +A, + A,
N,=——2_"3.100;
3 3-7 ’

PHPI, PHPI-SS, PHPI-MPEG bei PAMAM Sakotumo laipsnis
skaiCiuojamas 1§ anglies, esancios Salia pirminiy, antriniy ir tretiniy
aminogrupiy, signaly integraly (A): 38-44 m.d (A,), 46-52 m.d (A,), ir 53-
59 m.d (A3). Pirminiy, antriniy ir tretiniy aminogrupiy kiekiai (Ny, Ny, Ns,

mol%) apskaiciuojami pagal 2.21 formules:
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(2.21).

N—Al 100 N—A 100 N—A 100
177 ’ 27 2.7 ’ 37 3.7

Visais atvejais Sakotumo laipsnis apskaic¢iuojamas kaip No/Ns.

2.5 Polimery taikymas DNR/siRNR transfekcijai ir RNR gryninimui

Geny transfekcijos tyrimai buvo atlikti ,, Thermo Fisher Scientific
Baltics* Vilniaus padalinyje, Moksliniy tyrimy ir eksperimentinés plétros
centro Lasteliy biologijos laboratorijoje. Eksperimentus atliko Lolita
Zaliauskiené ir Kristina Slavuckyté. Buvo jvertintas transfekcijos efektyvumas,
kuris parodo gyvy lasteliy procenta, kuriose vyksta GFP geno raiska; vidutinis
fluorescencijos intensyvumas parodo GFP baltymo raiskos efektyvuma, t.y.
kaip ryskiai fluorescuoja lgstelés; toksisSkumas parodo zuvusiy Iasteliy

procenta.

2.5.1 DNR/siRNR—polimero kompleksy sudarymas transfekcijai

Kompleksai buvo sudaromi beseruminéje RPMI terpéje. Naudojama 0,5-
1 ug DNR/SIRNR. [ reakcijos miSinj pilamas polimery tirpaly kiekis
apskaiCiuojamas pagal nustatyta polimero tirpalo koncentracija. Bendras
reakcijos tiiris — 100 pl. MiSinys gerai iSmaiSomas ir inkubuojamas kambario

temperatiiroje 15 min.

2.5.2 DNR/siRNR-polimero daleliy dydZio matavimas

DNR-polimero kompleksai sudaromi 100 ul 0,15 M NaCl tirpale arba
RPMI/SF terpéje. Sudarant kompleksus, dedama 1 pg ziediniy DNR ir 7,5-
150 umol tiriamy polimery (PHPI-MPEG, PHPI-SS). siRNR-polimero
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kompleksas sudaromas i§ eGFP siRNR ir praskiedziamas pridéjus 50 pl
beseruminés terpés. Galutiné¢ siRNR koncentracija — 25 nM, o PHPI-MPEG
koncentracijos nuo 2 iki 140 puM.

Kompleksy stabilumui jvertinti daleliy dydziai matuojami i§ karto (tik
sumaiSius sudedamasias dalis), po 20 min ir po 60 min. Dalelés matuojamos
dinaminés Sviesos sklaidos prietaisu Malvern Zetasizer NanoS. Eksperimenty

duomenys analizuojami Malvern DTS v 5.10 programa.

2.5.3 Invitro transfekcija ir jos efektyvumo nustatymas

DNR transfekcijai naudojamos lastelés vieng dieng prie§ transfekcija
perséjamos j 24 ulinéliy ploksteles. Lasteliy tankis — 6-10* lasteliy $ulinélyje /
1ml DMEM terpés. Lastelés auginamos 37 °C temperatiroje 5 % CO,
aplinkoje, kol padengia apie 70-80 % plokstelés pavirSiaus.

SIRNR transfekcijai naudojamos lastelés vieng dieng pries transfekcija
pers¢jamos j 48 ulinéliy ploksteles. Lasteliy tankis — 2-10* lasteliy $ulinélyje /
250 ul RPMI terpés su 10 % FBS. GFP ekspresija indukuojama doksiciklinu
(galutiné koncentracija lastelése 1 pg/ml). Lastelés auginamos 37 °C
temperatiiroje 5 % CO, aplinkoje.

Paruosti siRNR/DNR-polimero kompleksai (2.5.1 metodika) sulaginami j
Sulin¢l] ant lasteliy. Po transfekcijos praé¢jus 48 val., lastelés ruoSiamos
srautinei citometrijai. Nuo adheziniy Igsteliy nusiurbiama terpé, uzpilama
100 pl tripsino ir 1-2 min inkubuojama kambario temperatiiroje. Tripsinas
neutralizuojamas su 100 ul FACS buferio, lastelés nuplaunamos nuo plokstelés
pavirSiaus. ParuoSiama 96 Sulinéliy plokstele, j Sulinélius jpilama 100 pl 2
kartus praskiesto fiksavimo buferio. Lasteliy suspensija (100 pl) perkeliama j
Sulinelj su fiksavimo buferiu ir intensyviai pipetuojant sumaiSoma. Lastelés
analizuojamos Guava EasyCyte Plus aparatu, rezultatai apdorojami naudojantis

Guava CytoSoft programa.
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2.5.4 DNR atpalaidavimo i§ kompleksy tyrimas elektroforezés metodu

DNR atpalaidavimas 1§ sudaryty kompleksy tikrinamas DNR poslinkio
agaroziniame gelyje metodu. | vandenj jdedama 1 pg DNR ir jvairus kiekis
biodegraduojancio polimero, priklausomai nuo tiriamo polimero pradinés
koncentracijos. Bendras miSinio tiiris — 15 pl. MiSinys pirmiausia 15 minuciy
inkubuojamas, kad susidaryty kompleksai. Po to 1 miSinj pridedami skirtingi
kiekiai (DTT) (0; 50; 100; 250; 500; 1000 nmol). Vél inkubuojama 15 min.
Méginiai dazomi su 6X DNA Loading Dye dazu ir j 1% agarozinj gelj

suleidZiamas visas tirpalo turis. Atliekama elektroforeze.

2.5.5 DNR atpalaidavimo i§ kompleksy tyrimas gel-filtracijos metodu

Gel-filtracija atlikta naudojant Amersham Biosciences Acta Purifier
skys¢iy chromatografijos sistemg. Naudojama Superdex 75 10/300 GL
chromatografiné kolon¢l¢, skirta 3-70 kDa masés medziagoms atskirti.
Kolonélés taris — 24,5 ml.

Prie HPLC sistemos prijungta gel-filtraciné kolonélé praplaunama trimis
turiais vandens, kol pilnai iSlyginama baziné linijja ir nekinta elektrinis
laidumas. Mobili fazé — 0,2 M NaCl tirpalas, jos judéjimo greitis — 0,5 ml/min.
0,5 ml méginio perfiltruojama per 0,22 um filtrg ir jleidZziama ] kolonéle.
Detektuojama su 220 nm Sviesa. Po eliucijos kolonélé kiekvieng kartg

praplaunama vandeniu.

2.5.6 Dviguba DNR transfekcija ir RNR iSskyrimas

Dieng prie§ transfekcijg lastelés uzséjamos 6 Sulinéliy ploksteléje, tuo
paciu tankiu kaip ir 2.5.3 metodikoje, po 4 ml terpés Sulinélyje. Transfekcijos
dieng lasteliy tankis turi biti apie 80 %. Pirmg transfekcijos dieng
transfekuojami trys Sulinéliai i§ SeSiy. Vienai transfekcijai naudojami 4 pg
plazmidZiy ir eksperimentiSkai nustatytas optimalus polimero kiekis.

Kompleksai sudaromi beserumingje RPMI terp¢je, bendras reakcijos tiiris —
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400 pl. Sekancig dieng po transfekcijos terpé nusiurbiama ir uzpilama nauja
terpé. Vieng kartg transfekuotos lgstelés transfekuojamos pakartotinai,
naudojant tokius pacius (naujai paruostus) transfekcijos miSinius. AnalogiSkai
transfekuojamos Iastelés kituose trijuose Sulinéliuose, kur dar transfekcija
nebuvo atlikta. Paliekamas ir kontrolinis Sulinélis.

Pragjus parai po antros transfekcijos, lastelés nutripsinizuojamos,
centrifuguojamos ir suspenduojamos FACS buferyje. Dalis suskaiciuoty
lasteliy naudojama RNR gryninimui, o dalis — transfekcijos efektyvumo
nustatymui su Guava EasyCyte Plus aparatu. Duomenys apdorojami CytoSoft
5,3 programa.

RNR gryninimas atliekamas pagal GeneJet™ RNA Purification Kit,
Mammalian Cultured Cells Total RNA Purification Kit protokolg. 10 pl
méginio dazoma 2X RNA Loading Dye dazu. Rezultatai analizuojami 1 %

agarozes gelyje.
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3 REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1 Polialkileniminy sintezé ir tyrimas

Kadangi kai kurie polikondensaciniu budu gauti polialkileniminai
pasizyméjo labai  puikiomis transfekcinémis savybémis [72, 73], ir
polikondensacinis polialkileniminy sintezés biidas vis dar mazai iStyrinétas, $io
mokslinio darbo rémuose buvo bandoma detaliau istirti dihalogenalkany
polikondensacijg su diaminoalkanais, o tuo paciu ir susintetinti jvairesnés
sudéties bei savybiy polialkileniminus bei nustatyti jy gebg transfekuoti
DNR/siRNR.

Siame darbe pirmiausia buvo ieskoma tokiy reakcijos salygy, kad
susidaryty didelés molekulinés masés (didesnés uz 10 kDa) ir geresniy iSeigy
polialkileniminai. Monomery tarpusavio reakcijos Kkinetika tirta nustatant Br
kieki reakcijos miSiniuose bei kalorimetriSkai. ISgryninti polimerai buvo
analizuojami nustatant jy molekuling masg, hidrodinaminius skersmenis,
Sakotumg, aminogrupiy jonizacijos konstantas bei bufering talpg; visi Sie
parametrai ypac svarbis polimeriniams katijoniniams vektoriams, nes leidzia

preliminariai nuspéti vektoriaus gebg transfekuoti DNR/siRNR.

3.1.1 Poli(etileniminheksametilenimino) sintezé ir savybés

Diaminy polikondensacijos su dihalogenalkanais saglygy optimizavimui
buvo pasirinkti 1,6-heksametilendiamino (HDA) ir 1,2-dibrometano (DBE)
monomerai, nes jie yra itin pigis, lyginant su kitais Siame darbe naudotais
monomerais. Siy monomery polikondensacija (3.1 schema) tirta, keidiant
jvairias reakcijos salygas: tirpikli (metanolis (MeOH), 2-propanolis (IPOH),
etilenglikolis, vanduo, N,N-dimetilacetamidas (DMAC), N,N-
dimetilformamidas ~ (DMF),  propilenarbonatas  (PC),  acetonitrilas,
chlorbenzenas), temperatiirg (25-50 °C), bendra monomery koncentracija (15-

70 %), reakcijos trukme (1-372 val.).
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3.1 schema. 1,6-heksametilendiamino ir 1,2-dibrometano polikondensacija.

Naudojant 60 ir 70% bendra monomery koncentracija 50 °C
temperattiroje reakcijos miSiniai beveik visuose tirpikliuose per kelias reakcijos
valandas tapdavo heterogeniniai ir labai tirSti ir jy maiSymas magnetine
maiSykle tapdavo nejmanomas. Tik reakcija vykdant H,O, etilenglikolyje,
DMAC ir DMF, reakcijos miSiniai likdavo homogeniniai. Akivaizdu, kad tokig
tirpikliy jtaka léme jy poliSkumas. Taip pat buvo nustatyta, jog nei monomery
supylimo ] reakcijos miSin} tvarka, nei maiSymo greitis esminiy pokyciy
reakcijos miSinio homogeniSkumui/heterogeniSkumui bei ultrafiltruoto PEIHI
1Seigai ir molekulinei masei neturéjo. Atsizvelgus ] tai, véliau monomerai buvo
supilami visi 1§ karto (2.2.1.1 metodika), o jy koncentracija reakcijos
miSiniuose sumazinta iki 50 %. Tokios koncentracijos tirpaluose net ir
heterogeniniy reakcijos miSiniy maiSymas jokiy problemy nekélé.

Siekiant i$siaiSkinti 1,6-heksametilendiamino ir 1,2-dibrometano reakcijy
eiga, jos buvo tirtos kalorimetriSkai (2.3.11 metodika). Izoterminiy
kalorimetriniy tyrimy metu buvo nustatomos issiskyrusio Silumos srauto (mW)
priklausomybés nuo reakcijos trukmés. JOS proporcingos reakcijos greiciui.
Izoterminiai kalorimetriniai HDA ir DBE polikondensacijos tyrimai atlikti 25
ir 50 °C temperatiirose DMF, DMAC, H,0, IPOH ir MeOH tirpikliuose.

Kaip matyti i§ Silumos srauto priklausomybiy nuo reakcijos trukmés (3.1
ir 3.2 pav.), PEIHI susidarymo reakcija yra egzoterminé. Be to, reakcijos
pradzioje generuojamas didelis Silumos srautas. Véliau jis palaipsniui mazéja,
nes reakcijos terpéje maze¢ja reaguojanciy funkciniy grupiy koncentracija.
Labai jdomu, kad Silumos srauto priklausomybés turi autokataliziniams
procesams budinga vaizda: reakcijos greitis pradiniu momentu stipriai

padidéja, o po to sulétéja. Taciau galima jtarti, kad Sis pagreitéjimas néra
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susijes su autokataliziniais procesais, kadangi pagreitéjimas prasideda i§ karto
po DBE supylimo, o jau po minutés prasideda stiprus létéjimas. Silumos srauto
kreiviy maksimumai atsiranda, dél Silumos srauto termopory inertiSkumo.
Todél, kylanciosios kreiviy dalys labiau atspindi ne realy reakcijos Siluminj
efekta, o daugiau reakcijos indo ir termopory jSilimo greitj. Dazniausiai
maksimumai stebimi pra¢jus ~1-2 min nuo paskutinio i§ monomery supylimo,
ir tai visiS8kai atitinka prietaiso celés laiko konstantg (1,5-1,7 min). Taciau
reikia pastebéti, kad, pra¢jus ~5-10 min nuo reakcijos pradzios, pradiniu
reakcijos momentu pasireiSke maksimumai jau neturéty daryti jtakos

diferencialinéms bei integralinéms kreivéms, nes véluojanti Siluma tuo metu

jau biina pasiekusi termoporas.
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3.1 pav. Silumos srauto ir reakcijos baigties laipsnio 25 °C temperatiiroje
priklausomybés nuo HDA ir DBE polikondensacijos trukmés poliniuose

aprotoniniuose (A) ir protoniniuose (P) tirpikliuose.

Tarpusavyje lyginant Silumos srauto priklausomybes, gautas 25 ir 50 °C,
galima pastebeti, jog, nepriklausomai nuo reakcijos temperatiiros, poliniuose
aprotoniniuose tirpikliuose reakcijos vyko zZymiai spar¢iau nei protoniniuose.
Ta patvirtina ir reakcijos baigties laipsnio kitimo kreivés (integralinés Silumos
srauto priklausomybés) bei eksperimento metu pasiekty reakcijos baigties

laipsniy galutiniai dydZziai. Toks rezultatas yra tikétinas, nes poliniai
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protoniniai tirpikliai su aminogrupémis gali sudaryti vandenilinj rysj,
mazinant] aminogrupiy nukleofiliSkumg. Tokie tirpikliai taip pat gerai
solvatuoja anijonus, nukleofily katijonus ir pacius nukleofilus, o tai trukdo Sy2
reakcijai [195]. Nors poliniai aprotoniniai tirpikliai su aminogrupémis taip pat
gali sudaryti vandenilinj rysj, bet, prieSingai nei protoniniai tirpikliai, jie §j ry$j
susidaro kaip protony akceptoriai, dél to aminogrupiy nukleofiliskumas turéty
padidéti. Be to, aprotoniniai poliniai tirpikliai gerai solvatuoja tarpinius
reakcijos kompleksus. Abi aplinkybés sudaro ypac¢ palankig jtaka S\2 reakcijy
eigai, kg galima matyti i§ 3.1 ir 3.2 paveiksly.
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3.2 pav. Silumos srauto ir reakcijos baigties laipsnio 50 °C priklausomybés nuo
HDA ir DBE polikondensacijos trukmés poliniuose aprotoniniuose (A) ir

protoniniuose (P) tirpikliuose.

Kalorimetrinis tyrimas parodé, kad, jei reakcija vykdoma IPOH, DMAC
ar DMF, reakcijos eigoje stebimi nedideli SuoliSki Silumos srauto pokyciai.
Manoma, kad jie atsiranda tuomet, kai reakcijos terpéje pradeda susidaryti
mazai tirpios reakcijos produkty dalelés.

Tokiu atveju pasikei¢ia reakcijos miSinio komponenty solvatavimo
laipsnis, sulétéja Silumos perdava dél staiga padidéjusios reakcijos misinio
klampos, ir issiskiria reakcijos produkty kristalizacijos Siluma. Todél antriniy

Siluminiy efekty kryptj (endoterminis-egzoterminis) ir laipsnj turéty nulemti
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auksc¢iau minéty reisSkiniy Siluminiy efekty suma. Tokias prielaidas paremia tai,
jog H,0O, kuriame polimeras tirpsta gerai, antriniy Siluminiy efekty nebuvo
stebima. Jy nebuvo ir MeOH. Nors jis polimerg tirpina blogiau nei vanduo, bet
zymiai geriau nei IPOH, DMAC ar DMF, todél sintetinant MeOH antriniai
Siluminiai efektai nepasireiské. Tarpusavyje lyginant Silumos srauto ir
reakcijos baigties laipsnio priklausomybes galima surasti reakcijos baigties
laipsnj, kuomet Sie efektai prasideda. Pvyzdziui, IPOH jie prasideda pasiekus
~12mol% (25°C) ir ~20 mol% (50 °C), o aprotoniniuose tirpikliuose —
~40 mol% (25 °C) ir ~50 mol% (50 °C) baigties laipsnius. Tai paremia
aukSciau suformuluotg hipoteze, nes aukStesné¢je temperatiiroje daugelis
medziagy tirpsta geriau, todél joje polimeras turéty iSsésti pasiekus didesnj
reakcijos baigties laipsnj, nei zemesnéje. Jdomu tai, jog antriniai Siluminiai
efektai aprotoniniuose tirpikliuose prasideda sureagavus apytiksliai pusei visy
funkciniy grupiy, o tai atitinka dimery susidarymo stadija.

IS 3.1 ir 3.2 paveiksly galima padaryti dar vieng labai svarbig iSvadg —
beveik nepriklausomai nuo tirpiklio cheminés sudéties ir reakcijos
temperattiros, HDA ir DBE tarpusavio reakcija yra greita tik paciu pradiniu
reakcijos momentu. Véliau, mazdaug po 200 minuciy ji stipriai sulétéja
(Silumos srauto kreivés tampa beveik horizontalios). Manoma, kad tai susij¢ su
reakcijos miSinio heterogeniSkumu. Tuomet polimerizacija vyksta jau kietoje
netirpiy reakcijos produkty fazéje, 1 kurig monomerai, dimerai ar oligomerai
difunduoja labai létai. Tokiu budu, norint gauti didele polikondensaty
molekuling mase¢ ir iSeigg, Sias reakcijas reikia vykdyti itin ilgai. Taciau Sis
samprotavimas ir iSvada netinka vandens terpei, nes joje reakcijos produktai
gerai tirptis. Todél reakcijos sulétéjima vandenyje salygoja ne reakcijos misinio
heterogeniSkumas, o dar nesureagavusiy pirminiy aminogrupiy protonizavimo
reiSkiniai: vykstant polikondensacijai ir pastoviai reakcijos miSinyje mazé¢jant
pirminiy aminogrupiy kiekiui, vis didesn¢ jy dalj protonizuoja vandens
molekulés.  Protonizuotos pirminés aminogrupés (-NH;'OH?) netenka

nukleofiliskumo ir nustoja reagavusios su DBE. Taigi, pasiekus tam tikra (bet
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mazesnj uz 100 mol%) reakcijos baigties laipsnj, polikondensacija vandenyje
turéty visiskai sustoti.

Kadangi kalorimetriniai tyrimai parodé, jog PEIHI reikia sintetinti ilga
laikg (kad biity pasiekta didelé iSeiga ir molekuliné mas¢), tolimesniuose
eksperimentuose HDA ir DBE reakcijos trukmé buvo prailginta iki 168 val.
Taip pat j tolimesnius tyrimus jtrauktas dar vienas aprotoninis polinis tirpiklis
— propilenkarbonatas (PC). Tac¢iau PC reakcija buvo vykdoma tik 48 val., nes
veliau tokie reakcijos miSiniai labai suklampédavo ir jy maiSymas sustodavo.

Po 168 val. reakcijos, istyrus PEIHI reakcijos miSinius molekuliniy siety
chromatografija (MSC), buvo pastebétas eliucijos kreiviy multimodaliSkumas
(3.3 pav.). Tai rodo, jog reakcijos eigoje susidaro ir iki pat sintezés pabaigos
iSlieka kelios PEIHI frakcijos, turinios skirtingas vidutines molekulines
mases. PEIHI ultrafiltravus per 10 kDa molekuliniy masiy perskyrimo ribos

membrana, eliucijos kreivés jgauna monomodalinj pobiid;.

RI, mW

& 8 10 12
V, mi
3.3 pav. Ultrafiltruoto (1) ir reakcijos miSinyje esancio (2) PEIHI eliucijos

kreivés. Sintezé vykdyta 50 % MeOH tirpale 50 °C temperatiiroje 168 val. RI —

diferencinio luzio rodiklio jutiklio atsakas.

111



Atsizvelgiant | tai, kad po ultrafiltravimo PEIHI tapo labiau vienalytis,
visi tolimesni MSC, DLS, potenciometrinio titravimo bei spektroskopiniai
tyrimai buvo atlieckami tik su grynintais PEIHI. IS 3.1 lentel¢je pateikty
rezultaty matyti, kad gryninty PEIHI iSeigos labai nedidelés ir nevirSija net
10 %. Tai reiskia, kad, net ir po 168 val. trukusios reakcijos didesn¢ reakcijos

miSinio dalj sudaré mazamolekuliai produktai.

3.1 lentele. Ultrafiltruoty PEIHI rodikliai

Tirpiklis t, val n, %" M kDa’ M,/M,°
MeOH 5,4 22,1 2,43
IPOH 168 0,2 21,1 3,28

H,O 2.8 68,6 4,10
DMF 168 8,6 70,5 4,09
DMAC 168 73 81,4 5,22
PC 48 0,9 29,8 5,14

®nustatyta gravimetriskai, ° nustatyta MSC

Aprotoniniuose tirpikliuose, iSskyrus PC, gaunamos didesnés iSeigos ir
molekulinés masés nei bet kuriame i§ protoniniy tirpikliy. Tai rodo, jog
aprotoniniuose tirpikliuose reakcija vyko spariau. Sie duomenys pilnai
atitinka kalorimetriniy tyrimy metu nustatytus désningumus ir patvirtina, jog
HDA 1ir DBE polikondensacijai aprotoniniai tirpikliai tinka labiau.
Aprotoniniuose tirpikliuose gauty ir ultrafiltruoty PEIHI polidispersiSkumo
rodikliai yra Siek tiek didesni nei gauty protoniniuose tirpikliuose. Be to,
dispersiskumas didesnis uz 2, kuris maksimaliai jmanomas polikondensacijoje
[186]. Ta patvirtina ir molekuliniy masiy pasiskirstymo (MMP) kreivés
(3.4 pav.). Sis rezultatas logiskas dél dviejy priezas¢iy. Visy pirma, vykstant
heterofazinei polimerizacijai gali susidaryti labai jvairaus polimerizacijos
laipsnio dariniai [182, 183]. Antra, ultrafiltruojant paSalinamos tik tos

frakcijos, kuriy molekuliné masé mazesné uz membranos perskyrimo ribg
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(10 kDa). Todél ultrafiltravimo metu polimero dispersiSkumas dalinai sumazéja

tik mazy molekuliniy masiy zonoje.

WF/dLogM

LogMW

3.4 pav. Ultrafiltruoty PEIHI MMP kreivés. Sintetinta: 1 — PC, 2 — IPOH, 3 —
MeOH, 4 - DMAC, 5 — DMF, 6 — H,O (kiti polimery rodikliai 3.1 lentel¢je).

Atlikus 'H ir C BMR spektroskopinj tyrima buvo nustatyta gryninty
PEIHI sudétis bei kai kurie jy makromolekuliy struktiiros aspektai. Kadangi
visy PEIHI chemin¢ sudétis yra ta pati, nagrinétas tik PEIHI, sintetinto DMAC,
spektras (3.5 pav.). "H BMR spektre esantys signalai ties 1,2-1,8 m.d priskirti
metilengrupiy protonams HMDA grandyse (-CH,-CH,-CH,-). Signalai,
esantys ties 2,5-3,4 m.d, gali bati priskirti etilendiamino grandziy metileno
grupiy, esanéiy $alia jvairiai protonizuoty aminogrupiy, protonams (-'NH,-
CH,-CH,-'NH,-,  -NH-CH,-CH»-NH,,  -NH,"-CH,-CH,-NH-).  Zymiai
informatyvesni yra **C spektrai (3.5 pav. apacioje). Juose 24-27 m.d signalai
priskirti iminoheksametilenimino grandziy metilengrupiy angliai (-NH-CH,-
CH,-CH,-). Signalas ties 40 m.d priskirtas angliai, esanéiai prie pirminés

aminogrupés (H,N-CH,-CH,-), 43-47 m.d signalai priskirti metilengrupiy,
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esanCiy prie jvairiai protonizuoty antriniy aminogrupiy, angliai (-NH-CH,-
CHy- ir -NH,"-CH,-CH,-NH-). Signalas ties 48-52 m.d gali biiti priskirtas
angliai prie tretinio amino (...-CH,-CH,-CH,-N(CH,-CH,-NH-...),).

Al H A7
HZN/\/\/\/NH\/\N/\/\/\/N\/\N/\/\/\/NH2

AP H a4 A® AP A°

AL A2, A3, A4, As, A6, A7, A8 NS e \H,

Al

A8

I 13
3.5 pav. PEIHI, susintetinto DMAC, H (virSuje) ir C BMR (apacioje)
spektrai D,O.

Visy tipy anglis, matomas *C BMR spektre, galima suskirstyti j kelias
grupes, i§ kuriy tarpusavio santykio galima apskaiciuoti PEIHI polimery
Sakotumo laipsnj (antriniy ir tretiniy aminogrupiy santykis) (2.4.5 metodika). I$
3.2 lentelés matyti, kad poliniuose aprotoniniuose tirpikliuose susidaro labiau
Sakoti PEIHI. Yra zinoma, kad poliniai aprotoniniai tirpikliai neprotonizuoja
amino grupiy, o su jomis sudaro akceptorinius H-rySius, tad juose susidaro
palankios salygos protonizuoty iminogrupiy deprotonizavimui ir papildomam
alkilinimui. Papildomo alkilinimo (tuo paciu ir Sakotumo) laipsniui turi jtakos

tirpiklio savybés: kuo didesné tirpiklio pK, t.y., kuo tirpiklis labiau
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baziskesnis, tuo $akotesnis PEIHI susidaro. Sias tendencijas patvirtina tirpikliy

pK, reiksmés: DMF — 37; DMAC — 30; H,0 — 15,7; MeOH - 15,5 [237, 238].

3.2 lentele. PEIHI aminogrupiy kiekiai (mol%) ir Sakotumo laipsnis

Tirpiklis  Pirminés (N;), Antrinés (N,)  Tretinés (Ns) N2/N3
MeOH 24,6 66,5 8,9 74
H,O 28,7 62,7 8,6 7,3
DMF 27,3 61,9 10,8 57
DMAC 30,2 60,1 9,7 6,1

PEIHI FT-IR spektrai papildo informacija apie polimery sandara.
Absorbcijos juosta ties 3390 cm™ bidinga valentiniams N-H virpesiams.
Alkilgrupiy buvimg rodo asimetriniai ir simetriniai virpesiai ties 2936-2825
cm?’. NH," grupéms badinga sugerties juosta ties 1724 cm™. N-H
deformaciniams virpesiams biidinga 1609-1624 cm™ sugerties juosta, 1460-
~1464 cm™ juosta bidinga CH, deformaciniams virpesiams, o ties ~728-731
cm? — N-H deformaciniams-véduokliniams, esantiems uZ plokstumos,
virpesiams. C-N biidinga valentiniy virpesiy sugerties juosta yra ties ~1040-
1055 cm™.

Sie rezultatai gerai koreliuoja su literatiiroje pateikiamais giminingy
polimery (PEI ar PPI) BMR ir FT-IR spektrais [136, 239].

Potenciometrinio titravimo ir dinaminés Sviesos sklaidos (DLS) metodais
buvo tiriamos polielektrolitinés PEIHI savybés. Norint tinkamai pritaikyti
polimerus geny pernasai, biitina jvertinti jy baziSkuma, protonizacijos laipsnj
bei tai, kaip kinta polimery kriivis/dydis esant skirtingiems pH. Remiantis
potenciometrinio titravimo duomenimis (3.6 pav.), apdorotais Henderson ir
Hasselbalch lygtimi (pagal 2.3.8 metodikg), buvo apskaic¢iuotos PEIHI
rigstinés disociacijos konstantos (3.3 lentel¢). Matyti, jog jos svyruoja nuo 7,8
iki 8,1, ir Sios vertés yra artimos literatliroje pateiktoms PEI pK, vertéms [56].

Tiesés polinkio kampo tangentas (n) Henderson ir Hasselbalch koordinatése

115



svyruoja tarp 1,82-2,25. Jis priklauso nuo polimero struktiiros ir, polielektrolity
atveju, paprastai biina didesnis uZ 1. Siy duomeny visuma patvirtina, jog PEIHI

yra katijoniniai polielektrolitai.
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3.6 pav. PEIHI, sintetinto DMAC, potenciometrinio titravimo kreivé (A) ir titravimo

duomenys Henderson ir Hasselbalch lygties koordinatése (B).

Remiantis nustatytomis jonizacijos konstantomis buvo apskaiCiuotas
PEIHI protonizcijos laipsnis (B), kuris bty biidingas polimerui citoplazmoje
(pH 7,3).

3.3 lentelé. PEIHI jonizacijos parametrai

Tirpiklis pPKa n B Buferiné talpa
MeOH 7,9 2,15 74,1 6,9-8,9
H,O 8,1 2,22 75,8 7,1-9,1
DMF 7,8 2,05 59,2 6,8-8,8

DMAC 7,7 1,82 52,6 6,7-8,7
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Galima pastebéti, jog poliniuose protoniniuose tirpikliuose susintetinti
PEIHI citoplazmoje turéty biiti labiau jonizuoti. Tg, matyt, lemia Siek tiek
mazesnis $iy polimery Sakotumas, todél juose pirminiy ir antriniy aminogrupiy
suma yra Siek tiek didesné (3.2 lentelé), nei kituose polimeruose. Bitent
pirminés ir antrinés aminogrupés turéty jonizuotis lengviau uz tretines, nes jos
yra labiau steriSkai blokuojamos nuo sgveikos su protonais. Literatliroje
pateikiama [240-242], kad sékmingai transfekcijai naudojamy polietileniminy
jonizacijos laipsnis citoplazmoje turéty siekti nuo 10 iki 68 %, tad susintetinti
PEIHI pagal §j rodiklj galéty biiti gerais transfekcijos vektoriais.

Buferinés talpos vertés visy PEIHI gan artimos ir svyruoja nuo 6,7 iki 9,1
(3.3 lentel¢). Kadangi citoplazmos pH patenka j visy polimery buferinés talpos
zonas, visi susintetinti PEIHI galéty buti naudojami kaip transfekcijos
vektoriai. Pavyzdziui, yra zinoma [240-241], kad sékmingai transfekcijai
naudojamy polietileniminy buferiné talpa svyruoja pH 6-9 srityje. Taigi, pagal
jonizacines savybes PHPI gali visiSkai atitikti geny transfektoriams keliamus
reikalavimus.

DLS matavimai (3.7 pav.), parodé, kad gryname vandenyje PEIHI elgiasi
kaip tipinis katijoninis polielektrolitas Esant Zemoms pH vertéms, polimero
gniuzulas didesnis, o auk§toms — mazesnis. Taiau matomas ir netipinis PEIHI
elgesys, jei vanduo pakei¢iamas vandeniniu 0,15 M NaCl tirpalu. Jame
jonizuoty (pH 2) ar dalinai jonizuoty (pH 7,1) gniuzuly matmenys dél
ekranavimo reiskinio turéty sumazéti, bet jie Siek tiek padidéja. Gali bti, kad
taip nutinka dél dalinés Na* jony saveikos su polimero priesjoniais, susidarant
joniniams difuzinio pobiidZio ,trejetukams*: ~N"-Br-Na’. Taip pat 0,15 M
NaCl tirpale sumaze¢ja visiskai nejonizuoto (pH 10) PEIHI gniuzuly matmenys.
Galimai tai susij¢ su polimero iSsiidymo efektu — tai gerai Zinomas reiskinys,
kuomet mazamolekuliai elektrolitai sumazina kriivio neturin¢iy polimery
tirpumg [242, 243]. IS esmés, iSsiidymo efektas siejamas su sustipréjusiomis

hidrofobinémis sgveikomis.
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3.7 pav. MeOH susintetinto PEIHI daleliy dydzio pasiskirstymas. Vandenyje
(kair¢je) ir 0,15 M NaCl tirpale (desinéje), kai pH: 1 —10,2-7,1, 3 - 2.

Apibendrinant PEIHI sintezés ir tyrimy rezultatus galima padaryti tokias
esmines iSvadas: 1) buvo surastos optimaliausios PEIHI sintezés salygos:
poliniy aprotoniniy tirpikliy terpé, kurioje monomery koncentracija ne didesné
kaip 50 %, 50 °C temperatiira ir ilga (ne maziau kaip savaité) reakcijos trukmé;
2) HDA ir DBE polikondensacijos metu susidaro jvairaus polimerizacijos
laipsnio dariniai. Geriausiuose tirpikliuose (DMF ir DMAC) gauta iseiga sické
tik apie 7-9 %, 0 masiné molekuliné masé nuo 70 iki 81 kDa; 3) BMR ir FT-IR
metodais jrodyta PEIHI sandara. **C BMR spektroskopijos biidu nustatyta, kad
PEIHI yra Sakotas polimeras. Poliniuose protoniniuose tirpikliuose susintetinty
PEIHI tretiniy ir antriniy aminogrupiy santykis (polimero Sakotumo laipsnis)
siekia ~7, o poliniuose aprotoniniuose — ~6; 4) PEIHI pasizymi katijoninémis
savybémis ir tirpaluose elgiasi kaip tipiskas polielektrolitas.

Geny pernasai PEIHI nebuvo placiau tyrinéti, kadangi preliminarts
tyrimai parodé daug maZesnj Sio polimero efektyvuma lyginant su komerciniu
PEI ExGen 500. Tarpusavyje lyginant Siuos polimerus galima pastebéti, jog
ExGen 500 turi daugiau aminogrupiy (elementin¢je sudétyje turi net 32,5 %
azoto) nei PEIHI (tik 19,7 % azoto). Tai matyt ir lémé Siy polimery

efektyvumo skirtumus transfekcijoje.
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3.1.2 Poli(2-hidroksipropilenimino) sintezé ir savybés

Poli(2-hidroksipropileniminas) (PHPI) buvo susintetintas i§ 1,3-diamino-
2-propanolio (DAP) ir 1,3-dibrom-2-propanolio (DBP) ir kaip labai efektyvus
geny pernaSos agentas patentuotas TurboFect pavadinimu [72]. Taciau tiek
PHPI sintezé, tiek jo molekuliniai parametrai buvo mazai tyrinéti [72, 73].
Todé¢l Siame darbe buvo siekiama nustatyti PHPI susidarymo kinetika, i§samiai
iStirti sintezeés salygy jtakg PHPI iSeigai ir molekuliniams parametrams, detaliai
1Sanalizuoti gaunamy polimery sandarg. Parenkant sintezés salygas DAP ir
DBP polikondensacijai buvo iSbandyti jvairis tirpikliai, reakcijos temperatiira,
monomery koncentracija.

PHPI sintezé (3.2 schema) vykdyta poliniuose protoniniuose ir
aprotoniniuose tirpikliuose: IPOH, MeOH, DMF, DMAC. Bendra monomery
koncentracija keista nuo 40 iki 60 %, o temperatiira — nuo 60 iki 80 °C. Visos
reakcijos buvo vykdomos 168 valandas.

Preliminariis tyrimai parodé, kad Zemesnéje nei 60 °C temperatiiroje bei
esant 40-60 % monomery koncentracijai gryninty produkty iSeigos buvo
mazesnés nei 10 %, todel galima teigti, kad susidarydavo daug maZzos
molekulinés masés produkty. Geros iSeigos ir didel¢ molekuliné mas¢ buvo
gaunama reakcijg vykdant 60 °C ir aukStesnése temperatiirose. Todé¢l sintezés
MeOH, turiniame Zemg virimo temperatiira, buvo vykdomos 60 °C
temperatiiroje, o kituose tirpikliuose — 80 °C temperatiiroje. Visais atvejais

buvo naudojama 40 % bendra monomery koncentracija.

t, val

PO U mw
2n

OH
3.2 schema. 1,3-dibrom-2-propanolio ir  1,3-diamino-2-propanolio

polikondensacijos reakcija.
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DAP ir DBP polikondensacijos kinetika buvo istirta potenciometriskai
(2.3.8) ir kalorimetriskai (2.3.11). Pirmasis biidas taikytas esant ilgai reakcijos
trukmei, o antrasis — pradiniu reakcijos periodu.

Kaip matyti i§ 3.8 paveikslo, daugelyje tirpikliy reakcijos eiga labai
panasi: reakcija labai sparti keliy pradiniy valandy bégyje, o véliau, po 2-3
pary reakcijos baigties laipsnis nusistovi ir jau beveik nebekinta. Ypac greitai
reakcijos baigties laipsnis nustoja kites reakcija vykdant IPOH. Po 168 val.

Siame tirpiklyje buvo pasiektas maziausias reakcijos baigties laipsnis, o DMAC

— didziausias.
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3.8 pav. DAP ir DBP polikondensacijos reakcijos baigties laipsnio (mol%)
priklausomybé nuo reakcijos trukmés ir naudojamo tirpiklio: 1 — DMF, 2 —
DMAC, 3 -H,0, 4 - MeOH, 5 - IPOH.

Kalorimetrinis tyrimas parodé (3.9 pav.), kad DAP ir DBP
polikondensacija labai sparti pirmyjy keliy minuéiy bégyje ir stipriai sulétéja
jau po 20-25 min. Remiantis Silumos srauto kitimu reakcijos metu, visus
iStirtus tirpiklius galima suskirstyti j dvi grupes. Pirmajai galima bty priskirti

DMF, DMAC ir H,0, antrajai — MeOH ir IPOH. Pirmojoje tirpikliy grupéje
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Silumos srautas reakcijos pradzioje yra zymiai intensyvesnis nei antrojoje.
Panasy désningumg MeOH teko konstatuoti ir HDA-DBE polikondensacijos
atveju (3.1.1 skyrius), tik ten H,O buvo priskiriamas antrajai tirpikliy grupei.
Taigi, dar kartg pasitvirtino, jog poliniai aprotoniniai tirpikliai bei Siuo atveju ir

vanduo yra vieni geresniy diaminoalkany ir dibromalkany polikondensacijai.
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3.9 pav. DAP ir DBP polikondensacijos reakcijos baigties laipsnio ir Silumos
srauto (reakcijos greic¢io) priklausomybés nuo reakcijos trukmés ir naudojamo

tirpiklio: 1 — DMF, 2 - DMAC, 3 — H,0, 4 — MeOH, 5 — IPOH.

Negryninty reakcijos produkty molekuliniy masiy pasiskirstymo kreiveés
yra multimodalinés ir plaéios (3.10 pav.). Tai rodo, jog miSinius sudaro kelios
skirtingos frakcijos, turincios tiek labai maza, tiek ir pakankamai didele
molekuling mase. Reakcijos eigoje vidutiné masiné molekuliné masé
pasistumia j didesniy verciy puse, taciau MMP kreiviy forma beveik nekinta.
Idomu tai, jog atskirose reakcijos miSinio zonose makromolekuliy augimas
vyko nepriklausomai nuo jy augimo kitose zonose. Tai gali biiti siejama su
reakcijos miSinio heterofaziSkumu ir manoma, jog dél monomery difuzijos
greiciy skirtumo sparciausias augimas vyko smulkesnése suspensijos dalelése

ir stambesniyjy daleliy pavirSiuje, o stambesniyjy viduje — lé¢iausiai.
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Atsizvelgiant | tai, kad reakcijos produktus sudaro keliy skirtingy
molekuliniy masiy frakcijos ir, kad molekuliniy masiy pasiskirstymas yra labai
platus, visi tolimesni tyrimai buvo atliekami tik ultrafiltravimo btdu i1§gryninty

PHPI. Ultrafiltravimo salygos nurodytos 2.2.5. metodikoje.

WF/dLogM

LogMyy

3.10 pav. DMAC sintetinamy PHPI MMP kreivés po: 1 — 1 val., 2 — 24 val., 3
—48 val., 4 — 168 val.

3.4 lentele. Ultrafiltruoty PHPI rodikliai

Tirpiklis n % M, kDa"® M,/M,° o T
MeOH 14,2 12,7 2,04 0,50 -21,8
IPOH 5,7 9,70 2,71 0,52 -20,9

H,0 17,4 8,06 1,94 0,50 -26,0
DMF 15,7 16,4 4,72 0,44 35,7
DMAC 19,5 17,6 4,84 0,43 32,0

® nustatyta gravimetriskai, ° nustatyta MSC, © Mark-Houwink lygties verté nustatyta
MSC, ¢ nustatyta DSC
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ISgryninty PHPI iSeiga siekia 6-20 %, o vidutiné masin¢ molekuliné masé
8-17kDa (3.4 lentel¢). PHPI, susintetinty MeOH, IPOH ir vandenyje,
polidipersiskumas siekia apie 2-3, 0 poliniuose aprotoniniuose tirpikliuose jis
Siek tiek didesnis (apie 5). Polidispersiskumas didesnis dél to, jog Siy polimery
molekuliné masé yra didesné (juose yra frakcijy, kuriy molekuliné masé siekia

100 kDa ir daugiau (zr. 3.11 pav.)).

WF/dLogM

LogM,,

3.11 pav. Ultrafiltruoty PHPI MMP kreivés. Sintetinta: 1 — IPOH, 2 — H,0, 3 —
MeOH, 4 - DMF, 5 - DMAC.

Buvo atlikti spektroskopiniai susintetinty PHPI tyrimai. Atliekant PHPI
BMR spektroskopinius tyrimus pastebéta, kad signaly cheminiai poslinkiai ir
iSplitimas PHPI atveju labai priklauso nuo pH. Tai nenuostabu, nes tai —
katijoninis polimeras. Ypac platis signalai gaunami esant dalinei PHPI
aminogrupiy protonizacijai. Polimero tirpalus stipriai pariigStinant, iSplitimas
sumazéja. Dar geresnés kokybés spektrai gaunami stipriai paSarminus
(aminogrupes visiskai deprotonizavus). Siuo atveju signalai ne tik susiauréja,
bet ir pasislenka j silpnesnio lauko puse. Tokios tendencijos buvo pastebétos ir

atliekant polietilenimino tyrimus [244]. Deprotonizuoto PHPI *H BMR spektre
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(3.12 pav.) signalas ties 2,36 m.d priskirtas -NH-CH,-CH(OH)-CH,-
protonams. Du siganalai ties 3,45 m.d ir 3,62 m.d priskirti -CH,-CH(OH)-CH,-
protonams. Metingrupiy protony signaly suskilimas j du signalus buvo
pastebimas tik stipriai Sarmingje terp¢je. Kai kurie autoriai pastebi [245], jog
tai galéty buti susij¢ su DAP grandies konformaciniu izomerizmu, nes
monomeras turi kelias gana stabilias konformacijas, besiskiriancias

hidroksigrupés padétimi aminogrupiy atzvilgiu.
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3.12 pav. DMAC susintetinto ir deprotonizuoto PHPI BMR spektrai D,O:

protony (virSuje), anglies (apacioje).

13C BMR spektruose (3.12 pav.) signalas ties 43,28 m.d priskirtas angliai,
esanciai $alia pirminiy aminogrupiy (H,N-CH,-). 52,80 m.d signalas priskirtas
angliai, esanciai prie antriniy aminogrupiy (-CH,-NH-CH,-CH(OH)-CH,-).
Signalas ties 59,10 m.d priskirtas angliai, esanciai prie tretiniy aminogrupiy
(N(CH;,-CH(OH)-CH,-)3). Signalai ties 64,20-63,80 m.d priskirti metingrupiy
angliai (-CH,-CH(OH)-CH,-).
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Papildomos informacijos apie PHPI sandarg suteiké rentgeno
fotoelektrony spektroskopijos (XPS) tyrimai. Jie patvirtino, jog polimeruose
yra Br, C, N ir O (buvo fiksuojamos atitinkamos suri§imo energijos juostos ties
68, 181, 285, 400 ir 532 eV). XPS spektras taip pat patvirtino, jog polimeruose
lieka grandiniy, turin¢iy kovalentiSkai prijungto bromo, kurio suriSimo
energijos juosta atitinka 181 eV bei bromido anijony, kurio suri§imo energijos

juosta — 68 eV.
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3.13 pav. DMAC susintetinto PHPI XPS spektras.

5 C BMR spektry prie atitinkamy aminogrupiy (metodika 2.4.5) buvo
apskai¢iuoti PHPI $akotumo laipsniai. Sakotumo laipsnis parodo, kiek PHPI
pasikartojanciy grandziy yra tarp dviejy atSaky. Nustatyti duomenys pateikti
3.5 lentel¢gje. IS jy matyti, kad Sakotumo laipsnis priklauso nuo
polikondensacijos reakcijai naudojamo tirpiklio. Didziausias laipsnis gautas
reakcija vykdant poliniuose aprotoniniuose tirpikliuose (DMF ir DMAC).

Tokie PHPI kiekvienoje ar kas antroje pasikartojanCioje grandyje turi po
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atSaka. Vykdant sintez¢ MeOH ir IPOH, gauti maziau $akoti produktai. Juose

atsiSakojimai atsiranda mazdaug tik kas trecioje grandyje.

3.5 lentelé. PHPI aminogrupiy kiekis (mol%) ir Sakotumas (N,/N3)

Tirpiklis  Pirminés, N;  Antrinés, N, Tretinés, N3 N,/N3
MeOH 23,7 57,6 18,7 3,08
IPOH 22,5 55,1 22,4 2,45

H,O 24,8 54,9 19,3 2,84
DMF 29,1 39,7 31,2 1,27
DMAC 16,9 52,8 30,3 1,74

Tarpusavyje lyginant PEIHI (3.1.1 skyrius) su PHPI, galime pastebéti,
jog tirpikliy jtaka Siy polimery Sakotumo laipsniui yra panasi — poliniuose
aprotoniniuose tirpikliuose susidaro labiau Sakoti polimerai. Tafiau PHPI
visumoje yra labiau $akoti polimerai uz PEIHI. Sia tendencija, matyt, nulémé
atstumas tarp aminogrupiy diamino monomere. Manoma, kad Kuo jis mazesnis,
tuo lengviau protonams migruoti tarp Salia viena kitos esanciy aminogrupiy.
Be to, esant mazam atstumui, susidaro palankios salygos ir intramolekuliniy
cikliniy dariniy susidarymui. Taciau net ir itin Sakoti PHPI buvo gerai tirpis
vandenyje, tod¢l tarpmolekuliniai skersiniai rySiai nesusidar¢, o Sakojimasis
vyko tik dél makromolekuliy viduje vykstancio persitvarkymo.

PHPI sintezés metu Sakojimasis galimas tuo atveju, jei susidariusios
protonizuotos antrinés aminogrupés deprotonizuojamos dar nesureagavusiomis
pirminémis aminogrupémis, esanciomis DAP monomere ar galinése
oligomero/polimero grupése (3.3 schema). IS auksCiau pateikty rezultaty
akivaizdu, kad tirpiklis, kuriame sintetinama, turi jtakos PHPI $akojimuisi.
Manoma, kad jis gali pakeisti aminogrupiy nukleofiliSkuma. Poliniuose
protoniniuose tirpikliuose dalis aminogrupiy yra protonizuotos, todél jos
netekusios savo nukleofiliSkumo ir gebéjimo deprotonizuoti protonizuotas

antrines aminogrupes. Aprotoniniuose poliniuose tirpikliuose, kurie yra
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protony i$ nukleofily akceptoriai, aminogrupiy nukleofiliSkumas (baziskumas)

padidéja, kartu padidéjant $iy grupiy deprotonizuojanciai gebai.

OH OH oH
Br . Br
H,N. NH NH.* Br
2n-2

OH OH OH
Br OH Br
+
H,N NH: NH Br + HZN\)\/ NH;"
2n-2

S |

OH OH OH
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Br

3.3 schema. PHPI sakojimosi mechanizmas.

BMR metodu nustatyti PHPI Sakotumo duomenys buvo patvirtinti ir
naudojant MSC. MSC, turinti klampos ir $viesos sklaidos jutikliy sistema,
leidzia jvertinti polimero Sakotumg pagal logaritminés klampos
priklausomybés nuo polimero logaritminés molekulinés masés polinkio kampa.
Linijiniy polimery atveju $is kampas (tai Mark-Houwink konstanta) siekia 0,5,
o Sakoty polimery atveju jis paprastai biina mazesnis. I§ 3.14 pav. matyti, kad
alkoholiuose ir vandenyje sintetinto PHPI atvejais polinkio kampas yra 0,5, 0
aprotoniniusoe tirpikliuose — 0,43-0,44. Tai patvirtina, kad DMAC ir DMF
gaunami labiau $akotos struktiiros polimerai.

Yra zinoma [246], kad polimery stiklé¢jimo temperatiira priklauso nuo
polimero Sakotumo, molekulinés masés (jei ji nedidel¢), poliskumo,

pagrindinés grandinés stereoizomerijos, cheminés sudéties. Stikl¢jimo
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temperatiira parodo temperatiirg, kai polimeras i§ stikliSkosios biisenos tampa
elastingas, arba atvirk§¢iai. Sakotumui didéjant, ji paprastai didéja. Todél
susintetinti PHPI buvo tiriami ir DSK metodu. 3.4 lenteléje pateiktos Ts vertés
rodo, jog protoniniuose tirpikliuose susintetinty PHPI stikl¢jimo temperatiira
yra zema (palyginimui galima paminéti, jog 25 kDa SPEI T -53 °C). Visiskai
kitokios T yra aprotoniniuose tirpikliuose susintetinty PHPI. Manoma, kad
toks didelis T, skirtumas atsiranda batent dél $iy polimery Sakotumo skirtumy,

nes polimery cheminé sudétis yra ta pati, o molekulinés masés skiriasi

nezymiai.
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3.14 pav. PHPI logaritminés klampos priklausomybé nuo logaritminés
molekulinés masés. Sintetinta: 1 — IPOH, 2 — H,0, 3 — MeOH, 4 — DMF, 5 —
DMAC.

Sickiant  jvertinti PHPI  katijonines savybes, buvo atliktas
potenciometrinis titravimas. Potenciometrinéje kreivéje (3.15 pav.) stebimi du
Suoliai: pirmasis — ties pH 5, 0 antrasis — ties pH 11. Titruojant j rigstine pusg,
ties pH 5 protonizuojamos bandinyje buvusios neprotonizuotos aminogrupés,
0, titruojant j Sarming, ties pH 11 deprotonizuojamos buvusios protonizuotos

grupés. Todeél ekvivalentinis taskas ties pH 5 atitinka visiSka visy tipy
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aminogrupiy protonizacijg, o ekvivalentinis taskas ties pH 11 — visiska visy
tipy aminogrupiy deprotonizacija.

Kreivés dalis tarp Siy Suoliy buvo panaudota PHPI menamy jonizacijos
konstanty (pK,) nustatymui Henderson ir Hasselbalch budu. Skirtinguose
tirpiklivose sintetinty PHPI jos labai panaSios ir svyruoja tarp 7,2-7,8.
Palyginimui galima paminéti, jog, titruojant SPEI [76] taip pat stebimi du
ekvivalentiniai $uoliai — ties 9-7 ir 6-7 pH. NemaZai darby yra skirta ir SPEI
jonizacijos konstanty nustatymui. Jos kartais nustatomos atskiriems SPEI
aminogrupiy tipams [56, 74, 75]. Pavyzdziui, pirminiy aminogrupiy pK, yra
9,4. Antriniy aminogrupiy pK, priklauso nuo jy padéties grandin¢je. Jei jos yra
tretiniy aminogrupiy apsuptyje, pK, siekia 8,6. Jei antriné aminogrupé yra tarp

pirminés ir antrings, jy pK, siekia 6,8.

w 8 sl y=2,6802x+7,6529

an T L mE 10 05 0,0 05 10 15
lg[ev/(1-a)]

T T T T T T T T T T T T
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3.15 pav. DMAC susintetinto PHPI, potenciometrinio titravimo kreive (A) ir

titravimo duomenys Henderson ir Hasselbalch lygties koordinatése (B).

Gauti rezultatai rodo, jog galéjo biiti gauti Sakoti PHPI, nes PHPI ir SPEI

pasikartojancios grandys yra pana$ios. Henderson ir Hasselbalch lygties narys
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n visy polimery atveju taip pat mazai skyrési ir svyravo nuo 2,1 iki 2,6. Tokios
n vertés rodo polielektrolitams btidingg PHPI elges;.

Atlikus DLS matavimus vandenyje (3.16 pav.) pastebéta, jog kaip ir kity
polietileniminy atveju daleliy dydis priklauso nuo pH (polimero
i§sivyniojimo/susisukimo laipsnio) [243]. Tac¢iau jdomu tai, kad 0,15 M NaCl
vandeniniame tirpale nejonizuoto polimero (pH 10) daleliy dydis yra Siek tiek
didesnis nei tokios pat pH vertés vandenyje. O, esant kitoms pH vertéms, PHPI
daleliy dydis beveik nepriklauso nuo to, ar polimeras tirpinamas H,O, ar
vandeniniame 0,15 M NaCl tirpale. Tai rodo, jog PHPI makromolekuliy
gniuzuly dydis maZai priklauso nuo joninés jégos ir pH poky¢iy. Siuo aspektu

PEIHI elgiasi kiek kitaip (zr. 3.7°pav.).

Taris, %

100

Hidrodinaminis skersmuo, nm Hidrodinaminis skersmuo, nm

3.16 pav. DMAC susintetinto PHPI daleliy dydzio pasiskirstymas. Vandenyje
(kairéje) ir 0,15 M NacCl (desinéje) tirpale, kai pH: 1 -10;2-7; 3 - 2.

Apibendrinant Siame skyriuje pateikta medziaga, galima paminéti kelis
svarbiausius atlikty tyrimy rezultatus. 1,3-diamino-2-propanolio ir 1,3-dibrom-
2-propanolio polikondensacija poliniuose protoniniuose ir aprotoniniuose
tirpikliuose vyksta létai. Didziausias polikondesacijos reakcijos greitis bei
reakcijos baigties laipsnis pasiekiamas poliniuose aprotoniniuose tirpikliuose
DMAC ir DMF. Po 7 paras trukusios reakcijos ultrafiltruoty PHPI iSeiga siekia

~6-20 %, o masiné molekuliné masé ~5-18 kDa. Visuose tirtuose tirpikliuose
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(H,O, MeOH, IPOH, DMF, DMAC) susidaro Sakoti PHPI, o sakotumo laipsnis
priklauso nuo tirpiklio gebos padidinti ar sumazinti aminogrupiy
nukleofiliSkumg. Nepaisant vykusiy Sakojimosi reakcijy, susidaré netinkliniai
ir vandenyje gerai tirpiis PHPI. Nuo PHPI Sakotumo priklauso Siy polimery
stikl¢jimo temperatiira ir kreiviy polinkis Mark-Houwink koordinatése. Visi
susintetinti PHPI yra katijoniniai polielektrolitai, turintys gebanciy jonizuotis
pirminiy, antriniy ir tretiniy aminogrupiy. Siy grupiy menamoji rigstiné

jonizacijos konstanta mazai priklauso nuo PHPI sintezés biido ir siekia 7,2-7,8.

3.2 Modifikuoty polialkileniminy sintezé ir tyrimas

Kadangi PHPI, skirtingai nei SPEI ar LPEI, sintetinamas
polikondensacijos biidu, atsiranda jdomi perspektyva PHPI modifikuoti jau
paCios sintezés metu, parenkant modifikavimui tinkamus mono- ar
daugiafunkcinius amino- ar alkilhalogenido tipo monomerus. Tai ir pabandyta
atlikti Siame darbe, modifikuojan¢iais monomerais pasirenkant metoksi-
poli(etilenglikoliy) jodidus ir cistaming. Tokie MPEG grandines ir disulfidinius
ry$ius turintys PHPI dar nebuvo nei sintetinti, nei tirtas jy transfekcinis/toksinis
aktyvumas lasteléms.

Minéti modifikuojantys junginiai pasirinkti neatsitiktinai, nes PHPI
(patentuotas Turbofect pavadinimu [72]), nors ir labai efektyvus transfekcijoje
bet yra tinkamas tik geny [73] ar baltymy [247] transfekcijai, bet to, yra Siek
tiek toksiskas lasteléems [73]. I PHPI struktiirga jvedant polietilenglikolio
grandis, buvo tikimasi padidinti vektoriaus biosuderinamumg, sumazinti
toksiskuma [84, 162, 163] bei labiau jj pritaikyti SIRNR [94] transfekcijai. O,
modifikuojant cistaminu, buvo siekta suteikti PHPI gebg degraduoti Igsteliy
viduje [111-115]. Dél bioskaidumo PHPI toksiskumas taip pat turéty sumazéti,
bei atsirasty galimybés transfekcijos vektoriy taikyti ir pakartotinei
transfekcijai (kotransfekcijai), kuri bitina rekombinantiniy baltymy sintezés

procesuose [248]. Bioskalus vektorius lgstelés viduje nesuriSa RNR, o tai yra
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bitina sglyga sékmingai kotransfekcijai bei tuo paciu ir netransfekuoty lasteliy

pasalinimui i$ lgsteliy pas¢lio [248].

3.2.1 Disulfidiniy rySiy pagrindinéje grandinéje turincio poli(2-

hidroksipropilenimino) sintezé ir savybés

Disulfidiniy rySiy pagrindingje turin¢io PHPI (PHPI-SS) sintezei
panaudotas disulfidiniy ry$iy turintis monomeras — cistaminas (CT). Nepaisant
to, jog neprotonizuotas cistaminas yra Siek tiek nestabilus junginys [249], jis
naudojamas gamtiniy [250] ar sintetiniy [251] nedidelés molekulinés masés
junginiy modifikavimui. Todél Siame darbe nuvo nusprgsta iSbandyti CT ar jo
misinio su DAP polikondensacija su DBP. Misy turimomis Ziniomis,
mokslin¢je literatiiroje iki Siol dar néra apraSyta, kad cistaminas biity
panaudotas polikondensaciniams polialkileniminams gauti.

Siekiant parinkti optimalias sglygas disulfidiniy rySiy turin¢iy PHPI
sintezei, buvo atlikta eilé bandomyjy sinteziy, keiéiant tirpiklius (PC, IPOH,
MeOH, DMAC ir DMF) bei bendra monomery koncentracija (40-60 ir 100 %).
Bandomosios sintezés parodé, jog polimerai susidaro, vadinasi, sinteziy
salygomis CT yra pakankamai stabilus ir gali biiti naudojamas
polialkileniminy, turin¢iy disulfidiniy rySiy, Sintezei.

Bandomuyjy sinteziy metu didZiausia PHPI-SS iSeiga ir molekuliné mase
gauta tuomet, kai tirpikliu naudotas DMAC, esant 40 % bendrai monomery
koncentracijai, ir kai polikondensacija vykdyta 80 °C temperatiiroje. Biitent
tokios sinteziy salygos naudotos visy Siame skyriuje apraSyty PHPI-SS
polimery sintezei. Visi Sie PHPI-SS buvo sintetinami keic¢iant santykj tarp CT
ir DAP, bet tuo paciu iSlaikant ekvimolin] santykj tarp visy aminogrupes
turin¢iy monomery ir DBP (3.4 schema).

Po sintezés visi polimerai buvo gryninti ultrafiltravimo bidu (2.2.5

metodika) ir visi tyrimai atlikti tik su ultrafiltruotais polimery bandiniais.
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3.4 schema. 1,3-dibrom-2-propanolio, cistamino ir 1,3-diamino-2-propanolio

polikondensacija.

Siekiant iSsiaiSkinti cistamino jtakg polikondensacijos kinetikai, reakcijos
buvo tiriamos skys¢iy izoterminés kalorimetrijos metodu. Kaip matyti i§ 3.18
paveiksle esanciy kreiviy, didzZiausi reakcijos greiciai ir didZiausi reakcijos
baigties laipsniai pasiekiami tuomet, kai DBP:CT:DAP molinis santykis
pradiniame reakcijos miSinyje lygus 1:0,25:0,75. Didinat CT dalj miSinyje,
reakcija létéja ir pasiekiami mazesni reakcijos baigties laipsniai. Ir tik DAP
visiskai pakeitus cistaminu (CT:DAP — 1:1), greitis vél Siek tiek padidéja
(pagreitéjimas Siuo atveju matomai susijes su reakcijai palankia labai reguliaria
monomery grandziy i$sidéstymo tvarka polimere). Todél i§ Cia aprasyty
rezultaty, o taip pat ir lyginant 3.17 ir 3.9 paveiksly duomenis seka, kad N,N-
dimetilacetamide DBP su CT kondensuojasi léCiau nei su DAP. Manoma, jog
tokig tendencijg nulemia mazesnis CT baziskumas uz DAP. Kadangi nepavyko
rasti literaturiniy duomeny apie CT baziskuma, jis buvo teoriskai apskaiciuotas
naudojantis ACDLabs programa ir gauta, jog pKpl galéty biti artima 5,03, nes
zinoma, jog DAP §i konstanta siekia 4,31 [252]. Tod¢l Sie skaiCiai galéty
patvirtinti prielaidg apie priezastis, kodel CT yra maziau aktyvus uz DAP Sy2

reakcijoje.
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3.17 pav. Silumos srauto (kair¢je) ir reakcijos baigties laipsnio (desingje)
priklausomybé nuo reakcijos trukmés ir (CT:DAP:DBP molinio santykio
reakcijos misinyje: 1 —0,25,2—-0,5,3—-1ir4-0,7.

3.6 lenteléje pateiktos PHPI-SS iseigos (1,4-7,1 %) po 168 val. sintezés,
rodo, jog per ta pacig reakcijos trukme¢ PHPI-SS polimery susidaro maziau, nei
disulfidiniy rySiy neturinciy PHPI. Skiriasi ir §$io tipo polimery molekuliniai
parametrai (PHPI-SS polimerai pasiZzymi mazesnémis skaitinémis bei
masinémis molekulinémis masémis). Tiek iSeigos, tiek ir molekuliniy masiy

skirtumai, gali biiti paaiSkinami mazesniu CT reaktingumu uz DAP.

3.6 lentele. PHPI-SS ir PHPI rodikliali

Molinis santykis

Polimeras Mm% M, kDa" M,/M,® N/N5°
DBP CT DAP
PHPI-SS1 1 1 - 45 4,2 1,98 1,76
PHPI-SS2 1 0,7 0,3 14 3,9 1,52 1,65
PHPI-SS3 1 0,5 0,5 48 7,9 1,56 2,01
PHPI-SS4 1 0,25 0,75 7,1 6,9 1,43 1,94
PHPI¢ 1 - 1 19,5 17,6 4,84 1,74

“nustatyta gravimetriskai;"MSC;°BMR
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PHPI-SS MMP kreivés (3.18 pav.) yra multimodalinés ir panaSiy formy. Jos,
taip pat kaip ir PHPI polimery kreivés (Zr. 3.11 pav.), rodo, jog abiejy tipy
polimerai yra nevienaly¢iai. PHPI-SS nevienalytiSkumo priezastys, kaip ir

PHPI polimery atveju (3.1.2 skyrius), matomai susijusios su heterogeninémis

sinteziy saglygomis.

WF/dLogM
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3.18 pav. Molekuliniy masiy pasiskirstymo kreivés: PHPI-SS1 — 1, PHPI-SS2
— 2, PHPI-SS3 — 4, PHPI-SS4 — 3.

Cistamino grandZiy turinéiy polimery sandara jvertinta *H ir *C BMR
spektroskopijos metodais. 3.19 paveiksle pateiktas PHPI-SS3 polimero ‘H
BMR spektras D,0. Jame be signaly biidingy PHPI fragmentams (3.1.2
skyrius), matomi signalai ties 2,71-3,47 m.d. Jie priskirti -CH,-CH,-S-S-CH,-
CH,- protonams. BC BMR spektruose taip pat matomi signalai budingi
cistamino fragmentams: signalas ties 32,1 m.d priskirtas angliai, esanciai prie
disulfidiniy rysiy tiek makromolekuliy grandinéje, tiek ir galuose (-CH,-CH-
S-S-CH,-CHy- ir H,N-CH,-CH,-S-S-CH»-); signalas ties 33,5 m.d priskirtas
angliai, esanciai prie disulfidinio rySio, kuris yra Salia tretiniy aminogrupiy
(>N-CHj,-CH,-S-S-); signalas ties 38,8 m.d priskirtas angliai, esan¢iai NH,-
CH,-CH,-S-S- grupése; signalas ties 46,3 m.d priskirtas angliai, esanciai -CH,-
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S-S-CH,-CH,-NH-CH,- grupése, o ties 53,8 m.d — priskirtas angliai, esanciai
Salia tretiniy aminogrupiy (>N-CH,-CH,-S-S-).

Integruojant ir tarpusavyje lyginant *C BMR spektry integralus buvo
apskaiciuotas PHPI-SS Sakotumo laipsnis kaip antriniy ir tretiniy aminogrupiy
kiekio santykis (3.6 lentel¢). Jis parodeé, jog mazdaug kas treCia aminogrupé
PHPI-SS polimeruose turi atSakg, ir kad PHPI-SS Sakotumas mazai priklauso

nuo CT kiekio reakcijos miSinyje.

OH OH
A% m
N N N N\))\/N\)&%/H\IHZ A1 A2 A3 A5 A6 A7
A r r r r I
A7 A AT s

NH

L L e B B B B B B e B B O B e e B B B B B B B B
68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 d48 46 44 42 40 38 36 34 32 30
m.i

3.19 pav. PHPI-SS3 'H BMR (viriuje) ir **C BMR (apatioje) spektrai.

Kadangi buvo norima gauti bioskalius PHPI-SS polimerus, buvo biitina
jsitikinti, kad polimeruose yra disulfidiniy rysiy. Taip pat buvo svarbu nustatyti
tiksly jy kiekj, kad biity galima nuspéti polimery bioskalumo geba. Be to,
zinant disulfidiniy rySiy (sieros) kiekj, biity jmanoma tiksliau apibtdinti ir
susintetinty PHPI-SS polimery sudétj. Dél $iy priezas¢iy PHPI-SS polimerai

buvo analizuojami trimis skirtingais metodais: naudojant BMR spektroskopija,
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nustatant sieros kiekj redukcijos-titravimo (RT) budu, o taip pat ir atlickant
elementing mikroanalize (EMA).

RT ir EMA leido tiesiogiai jrodyti, kad polimeruose yra sieros, ir kad jos
kiekiai PHPI-SS polimeruose artimi teoriniams kiekiams, apskai¢iuotiems
pagal monomery santykj pradiniame reakcijos miSinyje (3.7 lentelé). Atlikus
neredukuoty bandiniy titravima nustatyta, jog tiolgrupiy polimerai neturi, todél
galima teigti, kad visa juose nustatyta siera yra disulfidiniy rysiy pavidale.

BMR, EMA ir RT duomenis perskai¢iavus 1 HPI ir EDEI santykj (3.8
lentelé) akivaizdziai matyti, jog susintetinty PHPI-SS polimery sudétis yra
artima sudéciai, kuri turé¢jo susidaryti pagal pradinio reakcijos miSinio
monomery stechiometrijg. Tai jrodo, jog CT dalyvavo polikondensacijos
reakcijoje su DAP ir DBP ir kad susidaré disulfidiniy rysiy turintys polimerai,
o $iy rySiy kiekis proporcingas CT kiekiui reakcijos miSinyje.

Tarpusavyje lyginant jvairiy analiziy duomenis (3.8 lentel¢) galima
pastebéti, jog visumoje maZziausiu rezultaty (teoriniy ir eksperimentiniy)
sutapimu pasizyméjo *C BMR analizé. Tai visiskai tikétina, turint mintyje
maza °C izotopo koncentracija medziagose. I§skyrus PHPI-SS1 polimero
analizés rezultatus, kiti metodai rodé pakankamai tokiy rezultaty rezultaty
sutapima. Sio polimero analizés paklaidos matomai susijusios su labai dideliu

sieros kiekiu polimere.

3.7 lentelé. Teorinis ir eksperimentiSkai nustatytas sieros kiekis

(%) PHPI-SS polimeruose

EksperimentiSkai nustatytas

Polimeras Teorinis

EMA RT
PHPI-SS1 17,3 20,9 18,4
PHPI-SS2 12,7 13,6 11,6
PHPI-SS3 9,4 9,4 10,3
PHPI-SS4 4,9 54 5,3
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3.8 lentel¢. Teorinis ir eksperimentiskai nustatytas HPI/EDEI grandziy molinis
santykis PHPI-SS polimeruose remiantis BMR, EMA ir RT analiziy

duomenimis

EksperimentisSkai nustatytas

Polimeras Teorinis
IHBMR 3C BMR EMA RT

PHPI-SS1 1 0,9 1,1 0,5 0,8
PHPI-SS2 1,8 1,9 2,2 1,7 2,1
PHPI-SS3 3 2,9 3,2 2,9 2,6
PHPI-SS4 7 6,4 7,4 6,6 6,3

Apibendrinant PHPI-SS polimery sintezg ir savybes, galima i$skirti §iuos
svarbiausius rezultatus: 1) disulfidiniy rySiy pagrindinéje grandingje turincius
polialkileniminus galima susintetinti polikondensuojant cistaming su
alkilendibromidais; 2) 1,3-dibrom-2-propanolis su cistaminu reaguoja l1éc¢iau,
nei su 1,3-diamino-2-propanoliu; 3) i$ cistamino, 1,3-dibrom-2-propanolio ir
1,3-diamino-2-propanolio gaunami disulfidiniy rySiy turintys polimerai, o $iy
rySiy kiekis proporcingas cistamino ir kity monomery moliniam santykiui
pradiniame reakcijos misinyje; 4) PHPI-SS polimeruose néra tioliogrupiy, o tai
jrodo jy stabiluma laike; 5) atlikty tyrimy visuma rodo, jog PHPI-SS polimerai
yra potencialiai bioskaltis, tad gali buti tiriami kaip bioskalis geny

transfektoriai.

3.2.2 Metoksi-poli(etilenglikolio) grandinémis modifikuoto poli(2-

hidroksipropilenimino) sintezé ir tyrimas

Yra zinoma, jog PHPI lasteléms yra Siek tiek toksiski [73]. Bandant
sumazinti PHPI toksiSskuma, padidinti biosuderinamumg ir PHPI labiau
pritaikyti siRNR transfekcijai, PHPI buvo modifikuotas metoksi-
poli(etilenglikolio) grandinémis.

Poli(2-hidroksipropileniminas) su metoksi-poli(etilenglikoliy) (MPEG)

grandinémis makromolekuliy galuose (PHPI-MPEG) buvo sintetinamas i

138



DAP, DBP bei 1000, 2000 ir 5000 Da MPEG jodidy (MPEGI). Siame darbe
buvo siekiama nustatyti, kokig jtaka MPEG atSaky skai¢iui makromolekulése,
polimery molekulinei masei, iSeigai ir jy tinkamumui transfekcijai turi MPEGI
molekuliné masé bei jy jdéjimo j reakcijos miSinj momentas.

Reakcijai reikalingi MPEGI buvo susintetinti pagal adaptuota Rydon
metodikg [234]. Svarbiausieji MPEGI rodikliai (iSeiga, bendrasis, priemaisinis-
joninis, ir kovalentinis jodo kiekiai) pateikti 3.9 lenteléje. IS Siy, o taip pat ir i$
'H BMR analizés duomeny buvo apskaitiuotas MPEG -OH grupiy pakeitimo
jodu laipsnis (Xon). Tai itin svarbi charakteristika, nes ne MPEG, o tik MPEG
jodidai gali prisijungti prie DAP aminogrupiy. I$ 3.9 lentel¢je patekty duomeny
matyti, jog Xon Yyra artimas teoriniam, kuris turi buti lygus 1 (jei visos
hidroksigrupés pakeiciamos jodu). Jei Xoy artimas vienetui, susidaro geros
prielaidos ne tik PHPI-MPEG sintezei, bet ir mazesniam polimero uzterSimui

kondensacijos reakcijoje nedalyvaujanc¢iu MPEG.

3.9 lentelé. MPEG jodidy rodikliai

MPEG 1, % lp, %° 1;,%° 1, %°  Xon® Xon® (BMR)
MPEGI1000 81,3 108 11 9,7 0,8 0,9
MPEGI2000 95,7 8,5 1,3 7,2 1,2 0,9
MPEGI5000 98,4 2,7 0,3 2,4 0,9 1,0

*Bendrojo jodo kiekis MPEG jodide; "Joninio jodo kiekis MPEG jodide;
‘Kovalentinio jodo kiekis MPEG jodide; ‘MPEG hidroksigrupiy pakeitimo jodu

laipsnis

Sékmingg MPEG jodinimg patvirtino ne tik argentometrinio titravimo
rezultatai, bet ir 'H BMR spektrai (juose matomas —CH,-I grupei budingas
tripletas ties 3,15-3,20 m.d), o taip pat ir Raman bei FT-IR spektrai.

Raman spektruose matomos -CH,-1 grupei buidingos sugerties juostos su
smailémis ties 709 ir 618 cm™. Sugerties juostos ties 1594, 1028 ir 1007 cm™

rodo, jog jodintuose dariniuose yra nedidelis kiekis natrio fenoliato (susidarant
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MPEGI, iSsiskiria fenolis, kuris, prie§ atlickant MPEGI ekstrakcija,
neutralizuojamas su NaOH). FT-IR spektruose taip pat matomos -CH,-I grupei
budingos sugerties juostos ties 758 ir 692 cm™.

Parenkant geriausias saglygas PHPI-MPEG sintezei, buvo nuspresta visais
atvejais naudoti DMAC tirpiklj, 80 °C reakcijos temperatiira ir 168 val.
reakcijos trukme, kadangi butent tokiose sglygose susidarydavo pakankamai
gery parametry PHPI. Prisilaikant Siy baziniy salygy buvo kei¢iami kiti
reakcijy parametrai, siekiant nustatyti jy jtaka PHPI-MPEG molekulinei masei,
iSeigai ir oksietileno (OE) grandziy kiekiui polimere. Siuo tikslu buvo
iSbandyti jvairiy molekuliniy masiy MPEGI (1000, 2000 ir 5000 Da), kelios
bendros visy monomery koncentracijos (40 ir 60 %), o taip pat buvo
varijuojamas MPEGI kiekis reakcijos miSinyje (0,0005, 0,001 ar 0,002 mol,
kai DAP ir DBP kickiai buvo pastoviis ir atitinkamai sudaré 0,01 ir
0,0095 mol). Be to, MPEGI | reakcijos miSinj buvo dedamas reakcijos
pradzioje (i§ pradziy 2 valandas vykdoma DAP ir MPEGI kondensacija, ir tik
tuomet dedamas DBP), arba reakcijos pabaigoje (iS pradziy 144 valandas
polikondensuojami DAP su DBP, ir tik tuomet dedamas MPEGI). Kai Kkuriais
atvejais DAP ir DBP reakcijos eigoje buvo dozuojami papildomai. Visi
preliminariy tyrimy rezultatai trumpai bus aptarti.

Naudojant 60 % bendrag visy monomery koncentracijg ir 1 mmol MPEGI
] reakcijos misinj dedant reakcijos pabaigoje, OE grandziy prijungiama nuo 2
iki 3 mol%. Ultrafiltruoty PHPI-MPEG iseiga sieké 4-7 %, masiné molekuliné
masé — 70-144 kDa, o polidispersiSkumas — net 9,9. Tai, kad didelés
molekulinés masés produkto susidaré¢ nedaug, gal¢jo lemti labai klampi
reakcijos terpé, trukdziusi momomery migracijai. OE grandziy Kkiekis
padidinamas, kai MPEGI dedamas reakcijos pradZioje. Siuo atveju OE kiekis
polimeruose padidéjo iki 75 mol%, bet iSeiga, masiné molekuliné masé bei
polidispersiSkumas beveik nepakito (atitinkamai 1-6 %, 9 ir 100-150 kDa).
Taigi, toks sintezés budas dél pernelyg mazy iSeigy nepasitvirtino ir toliau

nebuvo naudojamas.
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Buvo atliktos bandomosios sintezés | reakcijos miSinj pridedant
papildomai DAP ir DBP. IS pradziy reakcija buvo vykdoma su 0,01 mol DAP,
0,0095 mol DBP ir 0,001 mol MPEGI. Tuomet, praéjus 168 val., | reakcijos
misinj papildomai jdedama 0,01 mol DAP ir 0,0095 mol DBP. Tada reakcijos
pratgsiamos dar 168 val. Siuo atveju OE grandziy kiekis polimeruose svyravo
50-60 mol% ribose, molekuliné masé beveik nepakito, o ultrafiltruoty polimery
iSeiga iSlieko nedidelé (6 %). Taigi, papildomas monomery dozavimas
nepasiteisino, nes polimery rodikliai pakito nedaug, o reakcijos trukmé jau
pernelyg ilga.

Buvo nustatyta jog, sintezei naudojant 40 % monomery koncentracijg ir
0,0005, 0,001 ar 0,002 mol MPEGI dedant reakcijos pradzioje, kai kurie
rezultatai priklaus¢é nuo MPEGI Kkiekio. Sintezei naudojant 0,0005 mol ir
0,002 mol MPEGI, ultrafiltruoty polimery iseigos sieké vos 3-15 %, buvo
prijungiama nuo 18 iki 76 mol% OE grandziy, masiné¢ molekuliné masé sické
90 kDa, o polidispersiskumas — 8. Kuomet buvo naudojama 0,001 mol
MPEGI, OE grandziy kiekis polimeruose pakito nedaug (lyginant su 0,0005 ar
0,002 mol MPEGI), polimery masinés molekulinés masés ir
polidispersiSkumas Siek tiek sumazéjo, o iSeiga padidéjo beveik dvigubai.
Biitent deél didelés iSeigos ir pakankamai geros molekulinés masés Sios salygos
pasirodé tinkamos ir buvo naudojamos PHPI-MPEG sintezei. Toliau Sios
salygos sutrumpintai bus Zymimos ,,A“ raide (3.5 schema).

Naudojant tg pacig bendrag monomery koncentracijg (40 %) ir siekiant
jvesti mazesn] OE grandziy kiekj, 0,001 mol MPEGI | reakcijos misinj buvo
dedami praéjus 144 valandoms nuo reakcijos pradzios (tuo metu DAP ir DBP
polikondensacijos baigties laipsnis pasiekia ~75 mol%). Taip pavyko zenkliai
sumazinti OE grandziy kiekj polimeruose, gauti didel¢ polimery molekuling
mas¢ ir ultrafiltruoty polimery iSeigg. Toliau Sios salygos bus Zymimos ,,B*
raide (3.5 schema).

Taigi buvo atrinktos salygos dviejy labai skirtingy tipy PHPI-MPEG
sintezéms: turin¢iy viduting molekuling mas¢, daug OE grandziy ir didele

1Seiga (A polimerai), ir turin¢iy didel¢ molekuling mase¢, mazai OE grandziy ir
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vidutine iseiga (B polimerai). Siy polimery sinteziy svarbiausieji rezultatai

pateikti 3.10 lenteléje ir 3.20 paveiksle.

A B
OH
OH OH
N
HN_L_NH, I\AOJFVO];AOCH} NN, ¢ e L
DAP MPEGI DAP DEP
2 val
80°C 144 val
OH T 80°C
PHPI
NH,"
HzNJ\/ Z\/\ONOVOCH3 B Br Br-
DAP-MPEGI HZN/\/\NMNHMNWNHZ
OH OH OH m OH

168 val HOJ\

80°C Br
24 val

80°C
A)J}g\pom

MPEGI
Br- Br- Br I \/{ M%\
HZN/\(\NMNHMEWNH; o nO/\OCH3

OH

OH OH OH
HO

PHPI-MPEG

OH

DBP

3.5 schema. 1,3-dibrom-2-propanolio, 1,3-diamino-2-propanolio ir MPEGI
polikondensacija.

Lentel¢je visy pirma matoma tendencija, kad ultrafiltruoty PHPI-MPEG
iSeigos labai priklauso nuo reakcijoje dalyvavusio MPEGI molekulinés masés:
jai didéjant, iSeigos stipriai mazeja. Ir akivaizdu, jog Sis désningumas tik labai
nedaug priklauso nuo i polimerg jvesty oksietileno grandziy (OE) skaiCiaus
(visumoje A atveju OE buvo jvesta daug, o B atveju — labai mazai, bet
susintetinty su tuo pac¢iu MPEGI A ir B polimery iSeigos skiriasi nedaug).
Tod¢l manoma, jog MPEGI molekulinés masés jtaka iSeigai visy pirma
pasireiSkia per MPEGI jtaka reakcijos misinio klampai: kuo didesn¢ MPEGI
molekuliné masé, tuo reakcijos miSinys buvo klampesnis, tuo léCiau
monomerai reagavo ir susidaré maziau polimero.

Kaip matyti i§ Sios lentelés, PHPI-MPEG molekulinés masés, OE

grandziy kiekis bei MPEG grandiniy skaifius vienoje statistinéje
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makromolekuléje (k) visumoje labiau priklauso nuo pasirinkto sintezés biido,

nei nuo MPEGI molekulinés masés.

3.10 lentelé. MPEG grandinémis modifikuoty PHPI dariniy rodikliai

Sintezé Nr. MPEGI n,%  OE, k (Y Mw/M,  Nio/Nj
mol % kDa

1 1000 9281 59 125 77 2.84 2.5
A 2 20000 232 7 106 156 4,03 2.4

3 5000 597 72 120 526 5,29 2,3

4 1000 209 33 022 138 11,7 2,7
B 5 2000 171 24 009 145 12,1 2,8

6 5000 604 93 015 162 13,6 2,6

OE-oksietileno grandziy kiekis; k- MPEG grandiniy skaicius vienoje statistinéje
MPEG‘ilinto PHPI makromolekuléje; o - Mark-Houwink lygties rodiklio vertés;
N2/N3 — Sakotumo laipsnis i§ BMR spektry.

Nuo sintezés buido taip pat priklauso molekuliniy masiy pasiskirstymo
kreiviy forma (3.20 pav.). Sintetinant A biudu, kreiviy forma labiau
monomodaliné, o B bidu — labiau bimodaliné. Be to, B polimerai labiau
polidispersiski uz A polimerus, nes juose yra itin didelés molekulinés mases
(1000 kDa ir daugiau) frakcijy (3.20 pav.).

Taigi, i§ 3.10 lentelés ir 3.20 paveikslo seka, kad visa eilé PHPI-MPEG
polimery rodikliy (molekuliné mase, polidispersiSkumas, MPEG grandiniy
skai¢ius makromolekulése ir iSeiga) labai priklauso nuo polimero sintezés
biido. Jei MPEGI dedamas reakcijos pradzioje (A budas), MPEG i

makromolekules pradeda jungtis nuo pat reakcijos pradZzios.
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3.20 pav. PHPI-MPEG MMP kreivés (kreives Zzymintys skaiCiai atitinka
polimery zyméjima 3.10 lenteléje).

Kadangi pradiniame reakcijos miSinyje yra didelé aminogrupiy
koncentracija, galima tikétis, kad beveik visas reakcijoje maudotas MPEGI
dalyvaus polimero susidaryme. Ir prieSingai, jei MPEGI dedamas reakcijos
pabaigoje, aminogrupiy koncentracija reakcijos miSinyje jau yra stipriai
sumazejusi. Todel MPEGI reakcija su Siomis grupémis bus léta ir per baigtinj
reakcijos laikg spés sureaguoti tik dalis MPEGI. Biitent tod¢l A tipo
polimeruose beveik kiekviena jy makromolekulé turi Siek tiek daugiau nei po
vieng MPEG granding, 0 B polimeruose tokig granding turi tik kas 5-11
makromolekulé. Atsizvelgiant j tai, galima teigti, jog susidarant A polimerams,
MPEGI dalyvavo kaip augancig granding nutraukiantis agentas, ir Siuos
polimerus galima traktuoti kaip diblokinius, sudarytus i§ PHPI ir MPEG bloky
(PHPI-MPEG). O, susidarant B polimerams, MPEGI modifikavo jau
susintetintg PHPI karkasa, tod¢l Siuos polimerus galima traktuoti kaip silpnai ir

statistiSkai MPEG grandinémis modifikuotag PHPI.
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Kiek sunkiau paaiskinti, kodél nuo sintezés biido itin stipriai priklauso
PHPI-MPEG molekuliné masé. Sintetinant A polimerus, antrosios stadijos
metu visg laikg reakcijos miSinyje buvo augancig granding nutraukiancio
monofunkcinio DAP-MPEG adukto ar monofunkcinio MPEGI, jei jis nespéjo
sureaguoti pirmosios stadijos metu (zr. 3.5 schemg). Todél, nors ir buvo
balansas tarp tarpusavyje reaguojaniy funkciniy grupiy, vidutinis reakcijos
misinio funkcionalumas sudaré¢ tik 1,95. Nesudétingi teoriniai skaiCiavimai
rodo, jog, esant tokiam funkcionalumui bei sureagavus visoms funkcinéms
grupéms, turéty susidaryti linijinés makromolekulés 1§ 39-y 2-
hidroksipropilenimino grandZiy, o prie abiejy linijinés makromolekulés galy
biity prijungta po vieng MPEG granding. Tuomet M,, priklausomai nuo
MPEGI molekulinés masés, galéty siekti 8-16 kDa. 3.10 lenteléje pateikti
duomenys rodo, jog eksperimentinés M, buvo Siek tick mazesnés. Bet to ir
reikeéty tikétis, jei reakcijos metu sureagavo tik dalis funkciniy grupiy (jei
nebuvo pasiektas ribinis 100 mol% reakcijos baigties laipsnis). Todél manoma,
jog Siuo atveju praktiSkai gauti rezultatai pakankamai gerai atitinka teorines
prielaidas.

Atlikus analogiSkus skai¢iavimus B polimerams, turétume gauti tokj patj
rezultata, nes, po MPEGI prid¢jimo turéty susidaryti toks pats reakcijos
miSinio funkcionalumas, ir toks pats balansas tarp reaguojanciy funkciniy
grupiy, kaip ir A atveju. Tacdiau 3.10 lenteléje pateikti rezultatai rodo
prieSingai. Todél manoma, jog sintetinant B biidu didelés molekulinés masés
produktai susidaré jau pirmosios stadijos metu, ir jie susidaré dél heterogeniniy
reakcijos saglygy bei nepusiausvirosios polikondensacijos pobiidzio. Reakcijai
vykstant heterogeniskai, dél joje dalyvaujanciy daleliy difuzijos greiciy
skirtumy, gali susidaryti lokalios zonos, kuriose savaime susiformuoja
tarpusavyje reaguojanciy funkciniy grupiy balansas ir atsiranda galimybeé
susidaryti didelés molekulinés masés produktui. O nepusiausvirosios
polikondensacijos atveju toks balansas net ir apskritai néra batinas [191]. Nors
A polimerai irgi susidaré nepusiausviruoju budu, tac¢iau Siuo atveju MPEGI

buvo dedamas j reakcijos mi$inj pacioje reakcijos pradzioje, o tai padidino
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besusidaranciy reakcijos produkty tirpuma (arba suderinamuma su tirpikliu) ir
tuo paciu laisvesne reaguojanciy daleliy migracija. Tod¢l A atveju susidaré
polimerai, kuriy polimerizacijos laipsnj didZigja dalimi nulémé reaguojanciy
monomery funkcionalumas ir tarpusavio stechiometrija, 0 B atveju — salygos,
kurios susidaré dél heterogeninio pirmosios stadijos pobudZio .

Grjztant prie polimery B, dar galima pastebéti, kad jie MPEG grandimis
buvo modifikuoti ne tik esant mazai aminogrupiy koncentracijai reakcijos
miSinyje (Zr. aukS¢iau), bet ir labiau heterogeninémis sglygomis nei A. D¢l to
galima manyti, jog MPEGI prie B polimery jungési tarpfaziniame tirpalas-kieta
polimero dalelé pavirSiuje, ir tai gali biiti papildomas veiksnys, taip pat lémes
mazg MPEG grandiniy skai¢iy B polimeruose.

PHPI-MPEG sandara buvo jvertinta i§ *H ir *C BMR spektry (3.21 pav.).
Visuose tirtuose iy polimery '"H BMR spektruose, be PHPI bidingy signaly
(3.1.2 skyrelis), stebimi MPEG grandinéms biidingi signalai: metilengrupiy,
esanCiy  oksietileno grandyse (3,63 m.d), ir metilgrupiy, esanciy
metoksigrupése (3,30 m.d), protony signalai. *C BMR spektruose MPEG
grandiniy buvimg rodo signalas ties 69,5 m.d (-O-CH,-CH,-O-) (3.22 pav.).
Visi Kkiti spektruose stebimi signalai priklauso PHPI fragmenty anglims (zr.
3.1.2 skyriy).

5 C BMR spektro pagal 2.4.5 metodikg buvo apskai¢iuotas PHPI-
MPEG sakotumo laipsnis. Kaip matyti 3.10 lenteléje pateikty duomeny, A ir B
polimery Sakotumas mazesnis uz PHPI, sintetinto DMAC, Sakotuma (zr. 3.2.1
skyriy). Tai gali buti susije¢ su reakcijos miSinio vidutinio funkcionalumo
skirtumais (sintetinant PHPI jis buvo lygus 2, o MPEG-PHPI — 1,95), ir su
makromonomero (MPEGI) dalyvavimu reakcijoje.

MSC analizé patvirtino, jog Sie polimerai Sakoti, nes Mark-Houwink
lygties rodiklio o vertés svyravo nuo 0,29 iki 0,38. Sakotiems polimerams tai

budingos vertés [253].
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3.21 pav. 5 polimero (3.10 lentele) 'H BMR (vir§uje) ir °C BMR
(apacioje) spektrai D,0.

Polimery cheminé sudétis i§ dalies buvo patvirtinta FT-IR ir XPS
spektroskopijos metodais. PHPI-MPEG FT-IR spektruose yra budingos
sugerties juostos tiek PHPI (zr. 3.2.1), tiek ir MPEG grandims. Joms biidingos
1100, 1470 ir 962cm™ sugerties juostos, priskiriamos virpesiams,
vykstantiems eterinése grupése oksietileno grandyse, metoksigrupése ir
metilengrupése. Nustatyta, jog PHPI-MPEG neturi MPEG jodidui budingos -
CH,-I grupés sugerties juostos ties 800 cm™. I§ to galima daryti i$vada, jog
neprisijunges MPEGI buvo sékmingai paSalintas polimery gryninimo metu
(ekstrahuojant ir ultrafiltruojant). O XPS spektroskopijos tyrimai atskleidé, kad
ultrafiltruotuose polimeruose nedidelé jy makromolekuliy dalis uZsibaigia DBP
grandimi  (spektruose stebimas Br3p signalas ties 180¢eV, bidingas

kovalentiSkai prijungtam bromui).
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3.2.2.2 Metoksi-poli(etilenglikolio) grandinémis modifikuoto poli(2-

hidroksipropilenimino) savybiy tyrimas

Siekiant nustatyti ar MPEG grandys prijungiamos prie PHPI, taip pat
buvo atlikti ir diferencinés skenuojancios kalorimetrijos (DSK) tyrimai. PHPI
termogramoje nebuvo pastebéta jokiy lydymuisi-kristalizacijai biidingy
smailiy, tac¢iau PHPI-MPEG polimerams jos buvo stebimos (3.22 pav.).
Lyginant PHPI-MPEG lydymosi temperatiiras su atitinkamy MPEG
temperatiromis (MPEG1000 ji yra apie 20 °C; MPEG2000 — apie 12 °C;
MPEG5000 — apie 9 °C), PHPI-MPEG jos mazesnés. Tai rodo, jog PHPI-
MPEG polimeruose MPEG grandys gali buti plastifikuotos arba PHPI
grandimis, arba nedideliu vandens kiekiu, kurj paprastai sugeria labai
hidrofilines PHPI grandys. Sis teiginys labiausiai tikétinas.

DSK analizé¢ parodé¢, kad polimery lydymosi temperatiros priklauso ne
tik nuo prijungto MPEG molekulinés masés, bet ir nuo jo grandiniy skaiciaus
polimere. I§ 3.22 pav. pateikty duomeny akivaizdu, kad, didé¢jant OE grandziy
kiekiui polimere, didéja ir jo lydymosi temperatiira.

PHPI-MPEG stikléjimo temperatiiros taip pat priklauso OE grandziy
Kiekio ir, jam didéjant, mazéjo (3.22 pav.). Be to, jos visumoje buvo daug
mazesnés uz DMAC susintetinto PHPI stikléjimo temperaturg (PHPI atveju ji
sické 32 °C). Tod¢l manoma, MPEG grandinés PHPI-MPEG polimeruose gali
plastifikuoti PHPI grandines. PHPI-MPEG, kuriuose oksietileno grandziy
kiekis siekia 59-72 mol%, stikl¢jimo temperatiiros kito nuo -12,8 °C iki -4,1 °C
(1-3 kreivés). Kai oksietileno grandziy yra ne daugiau kaip 10 %, stikléjimo
temperatiros svyruoja nuo -2,01°C iki -4,06°C (4-6 kreivés). Todél
akivaizdu, kad stikléjimo temperatiiros sumaz¢jimg lemia oksietileno grandziy
ir  hidroksigrupiy = (PHPI  grandinése)  netvarkingas  iSsidéstymas

makromolekulés grandinése bei Sakota struktiira.
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3.22 pav. PHPI-MPEG DSK termogramos. Kreives zymintys skai¢iai

atitinka polimery Zyméjima 3.10 lenteléje.

Norint jsitikinti, ar MPEG atSakos turi jtakos PHPI grandiniy
aminogrupiy jonizacijai, buvo atliktas PHPI-MPEG polimery potenciometrinis
titravimas.

Kaip matyti i§ 3.11 lenteléje pateikty duomeny, gana nemazas n (2,8-3,1)
rodo, jog polimery aminogrupiy jonizacija labai priklauso nuo kaimyniniy
aminogrupiy jonizavimo biisenos. Tai polielektrolitams tipinis elgesys. Visi
polimerai turi labai artimas pK, vertes. Galima pastebéti, kad A biidu gauti
polimerai Siek tiek baziSkesni, matomai, dél maZesnés Siy polimery
molekulinés masés. Be to, galima konstatuoti, jog PHPI-MPEG polimery pK,
vertés labai artimos PHPI pK, vertei (7,8), o tai jrodo, jog MPEG grandys
neturi didesnés jtakos PHPI-MPEG aminogrupiy baziskumui. Tg i§ esmés rodo
ir 3.23 paveiksle pateiktos potenciometrinio titravimo kreivés, kurios itin
panasios ] PHPI potenciometrinio titravimo kreives (zr. 3.15 pav.).

Katijoniniams geny transfektoriams labai svarblis parametrai yra jy
buferin¢ talpa bei tai, kokia dalis katijoniniy grupiy yra neprotonizuota
citoplazmoje pH (pH 7.3). Tik esant didelei buferinei talpai, ir, jei citoplazmos
pH patenka j buferinés talpos intervalg, galima tikétis, jog lasteléje vyks

,»protony kempinés* reiskinys ir polipleksas bus atpalaiduojamas i§ endosomy.
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3.23 pav. MPEG grandinémis modifikuoty PHPI dariniy potenciometrinio
titravimo kreivés (A ir B) ir 2-o polimero (3.11 lentelé) titravimo duomenys
Hendersono ir Haselbalcho lygties koordinatése (C). Kreives Zymintys skaiciai

atitinka polimery Zyméjima 3.10 lenteléje.

3.11 lentelé. MPEG grandinémis modifikuoty PHPI dariniy jonizacijos

rodikliai
Sintezé Polimeras PK, n B Buferine
talpa

1 7,8 3,1 41,2 6,8-8,8

A 2 7,8 2,8 39,4 6,8-8,8

3 7,6 2,8 43,4 6,6-8,6

4 7,5 3,0 45,6 6,5-8,5

B 5 7,4 2,9 48,3 6,4-8,4

6 7,5 2,8 45,6 6,5-8,5

PHPI 7,8 2,6 56,4 6,8-8,8
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Buferiné talpa ir jonizacijos laipsnis esant pH 7,3 (B) buvo
apskaiciuojami i§ PHPI-MPEG pK,. Kaip matome i$ 3.11 lentelés, polimery
buferinés talpos svyruoja tarp 6,4 ir 8,8, 0 protonizacijos laipsnis citoplazmoje
galety siekti tik apie 39-48 %. Sie rodikliai rodo, jog PHPI-MPEG gali biiti

tinkami geny transfekcijai.
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3.24 pav. PHPI (punktyrinés linijos) ir PHPI-MPEG (istisinés linijos) daleliy
dydzio pasiskirstymas esant skirtingam pH: A — polimeras 2, B — polimeras 5
(3.10 lentele).

Dinaminés $viesos sklaidos tyrimo metodas (DLS) naudingas jvertinant
polimery daleliy dydj tirpaluose. Tai labai svarbus parametras katijoniniams
polimerams, naudojamiems geny pernasai. Istyrus PHPI-MPEG nustatyta, kad
neutralioje ir rigstingje terpése jie sudaro Siek tiek mazesnio dydzio daleles (Zr.

3.24 pav.), nei PHPI. Toks PHPI-MPEG dariniy elgesys sietinas su
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vandeniniuose tirpaluose vykstancia intensyvia MPEG grandziy tarpusavio
sgveika.

Ganétinai stebina ir tai, jog rugstinéje terpéje PHPI-MPEG gniuzulai nors
ir i§sivynioja, bet ne tiek daug, kaip PHPI. Sis reiskinys irgi galéty bati
siejamas su MPEG grandiniy sgveika, dalinai kompensuojanc¢ia jonizuoty
aminogrupiy tarpusavio atostiimio jégas.

Taigi, dalis DLS duomeny rodo, jog transfekcijoje PHPI-MPEG galéty
buti Siek tiek pranasesni uz PHPI, nes mazesnés jy dalelés turéty sudaryti ir
Siek tiek mazesnius kompleksus su siRNR/DNR. Kiti rodo priesingai — jei
rugstinéje lizosomy aplinkoje komplekso daleliy dydis nepadidés, jis bus
sunkiau atpalaiduojamas i§ endosomy (,,protony kempiné*“ veiks ne taip
efektyviai, kaip PHPI atveju).

Apibendrinant PHPI-MPEG sinteziy ir tyrimo rezultatus galima pastebéti
tokius svarbiausius momentus: 1) MPEG grandiniy turin¢ius PHPI lengvai ir
paprastai galima susintetinti dal; DBP pakei¢iant MPEG jodidais; 2) parenkant
MPEGI dozavimo ] reakcijos miSinj laikg, galima reguliuoti MPEG grandiniy
skai¢iy PHPI-MPEG jy molekuling mase¢ bei polimero iSeiga; 3) jvedus
MPEGI reakcijos pradzioje, polimery molekulinés masés nedidelés (8-
53 kDa), 0 prie vienos PHPI makromolekulés prisijungia nuo 1 iki 1,25
MPEG grandiniy. MPEGI prijungiant reakcijos pabaigoje, susidaro didelés
molekulinés masés produktai (140-160 kDa), ir tik kas 5-11 PHPI
makromolekulé¢ turi prijungta MPEG granding. Tokiy polimery iSeigos
mazesnés, nei tuomet, kai MPEGI dedamas reakcijos pradzioje; 4) PHPI-
MPEG maziau Sakoti nei PHPI, ir jy Sakotumas mazai priklauso nuo MPEGI
idéjimo ] reakcijos misinj; 5) PHPI-MPEG disociacijos konstanty bei buferinés
talpos rodikliai rodo, jog Sie polimerai gali biiti tinkami geny transfekcijai; 6)
MPEG grandinés efektyviai stabilizuoja PHPI-MPEG gniuzuly dydj jvairiy pH

verciy tirpaluose.
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3.3 Poliamidoaminy sintezé ir savybiy tyrimas

Kaip 1.5 skyriuje jau buvo minéta, pirmgji karta poliamidoaminy
(PAMAM) sintezé apraSyta 1970 metais [226] ir iki Siol yra susintetinta labai
jvairly PAMAM, tame tarpe tinkanciy ir geny pernasai. Taciau, renkant
medziagg literatiros apzvalgai, nebuvo aptikta, kad PAMAM sintezei biity
panaudojami tokie monomerai, kaip DAP bei 2,2°-(etilendioksi)dietilaminas
(EDODA). Sie monomerai PAMAM sintezei yra jdomis dél savo
hidrofiliskumo: DAP turi hidroksigrupe, o EDODA — eterinj deguonj. Tokiu
budu, naudodami DAP ar EDODA monomerus, buvo tikimasi susintetinti
PAMAM tipo geny transfekcijos vektorius, kurie pasizyméty ne tik
bioskalumu, bet ir biity geriau biosuderinami dél savo hidrofiliskumo.

Oksi- (PAMAMO) ir hidroksi- (PAMAMH) grupiy turintys
poliamidoaminai  buvo  susintetinti  poliadicijos  budu 1§  N,N°-
metilenbisakrilamido (MBA) ir DAP ar EDODA, naudojant ekvimolinius
monomery santykius (3.6 schema). Remiantis literatlira, sintezéms buvo
pasirinkta nedidelé reakcijos temperatiira (25 °C) bei ilga reakcijos trukmé (7
paros). Kitos sinteziy salygos buvo tikslinamos: parenkami tinkamiausi
tirpikliai ir monomery koncentracija. Buvo isbandyti poliniai aprotoniniai bei
protoniniai tirpikliai DMF, DMAC, H,0, MeOH, o taip pat ir MeOH misSiniai
su vandeniu tiiriniu santykiu 50/50 bei 90/10. Bendra monomery koncentracija
keista nuo 10 iki 30 %.

Atlikus bandomgsias PAMAM sintezes buvo nustatyta, kad, esant
bendrai monomery koncentracijai 10 %, DMAC ir DMF susidaro
heterogeniniai reakcijos mi$iniai, todél tolimesniems tyrimams Siy tirpikliy
buvo atsisakyta.

Vykdant reakcijas MeOH, H,0O bei MeOH misiniuose su vandeniu vyko
reakcijos miSiniai buvo homogeniniai, nes Sie poliniai protoniniai tirpikliai
geriau tirpino monomerus ir polimerus, ir tuo buvo pranasesni uz neprotoninius

tirpiklius.
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3.6 schema. N,N‘-metilenbisakrilamido poliadicija su 2,2¢-

(etilendioksi)dietilaminu bei 1,3-diamino-2-propanoliu.

Naudojant 10 % monomery koncentracija paaiskéjo, kad gaunamy
PAMAMH ir PAMAMO molekulinés masés nedidelés (4,5-7,8 kDa).
Padidinus monomery koncentracijas iki 25-30 %, reakcijos eigoje polimerai
krito | nuosédas, o dalis jy net susigelino. Taip susintetinti netinkliniai
PAMAM buvo ultrafiltruoti ir paaiSkejo, kad jy iSeigos sieke iki 20 %, o
masinés molekulinés masés — 12,5-18,2 kDa. Taip pat, buvo nustatyta, jog
vandenyje sintetinti poliamidoaminai buvo labai polidispersiniai (6,7-8,9).
Atsizvelgiant | tai, kad susidaré heterogeniniai, dalinai tinkliniai ir labai
polidispersiniai polimerai, buvo atsisakyta naudoti 25-30 % siekiancias
monomery koncentracijas. Sumazinus pradiniy monomery koncentracijg iki
20 % ir ultrafiltravus gautus polimerus nustatyta, kad jy iSeigos siekia 2,5-
21 %, masinés molekulinés masés nuo 8 iki 76 kDa, o polidispersiskumas
1,22-5,42.

Taigi, atlikus bandomasias sintezes, buvo nustatytos optimalios
PAMAMH ir PAMAMO sinteziy salygos: vandens, metanolio ar metanolio ir
vandens miSiniy terpés, 25°C temperatira ir 20 % bendra monomery

koncentracija. Sios sinteziy salygos naudotos visiems Zemiau apradytiems
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PAMAM gauti. Visiems Zemiau pateiktiems tyrimams naudoti ultrafiltruoti
PAMAM bandiniai.

3.12 lentel¢. Poliamidoaminy PAMAMH ir PAMAO iseiga ir molekuliniai

rodikliai
PAMAMH
Polimeras Tirpiklis n, % M kDa M /M
1 H,O 12,4 76,3 4,19
2 MeOH/H,O (50/50) 21,3 23,9 1,28
3 MeOH/H,O (90/10) 11,8 25,3 1,52
4 MeOH 19,9 31,8 1,86
PAMAMO
Polimeras Tirpiklis n, % M  kDa M/M
5 H,O 4,6 17,4 2,54
6 MeOH/H, 0 (50/50) 5,8 10,7 1,22
7 MeOH/H,0 (90/10) 2,5 8,2 2,49
8 MeOH 3,5 12,2 1,21

PAMAMO iSeiga visais atvejais buvo mazesné nei PAMAMH. Manoma,
jog tokius skirtumus lemia DAP ir EDODA monomery baziskumo skirtumai.
Teoriniai skai¢iavimai, naudojant ACDLabs programg rodo, jog pirmo ir antro
jonizacijos laipsnio pK, reikmés EDODA monomerui galéty bati apie 0,4-0,5
vienetus mazesné uz DAP pK, [252]. Todél ir nukleofilines EDODA savybés
galéty biiti silpnesnés uz DAP.

Analizuojant 3.12 lentelés duomenis, sunku jzvelgti kokig nors aiskia
koreliacijg tarp diamino monomero chemings sudéties ir PAMAM molekuliniy
masiy, taiau matoma labai aiSki koreliacija tarp terpés cheminés sudéties ir
gaunamy PAMAM molekuliniy masiy: ir PAMAMH ir PAMAMO atvejais

didZziausia molekuliné masé¢ gauta sintetinant vandenyje ir metanolyje, o
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vandens-metanolio mi$iniuose ji mazesné (3.25 pav.). Tokj désningumag, matyt,
lemia du skirtingi ir tarpusavyje konkuruojantys reiSkiniai. Vanduo, geriau
solvatuoja monomerus, polimerus, bei tarpiny Michaelio reakcijos biv] —
tarpinj enoliato anijong (zr. 1.15 schemg literatirinéje dalyje) ir taip skatina
reakcijg, taciau, dalinai protonizuodamas aminus, jg stabdo. Metanolis Siuo
atveju veikia prieSingai. Todél grynuose tirpikliuose susidaro didesnés
molekulinés masés produktai, o jy miSiniuose, dél pasireiSkiancio dvigubo
stabdymo mechanizmo - mazesnés. Visy Susintetinty PAMAM
polidispersiSkumo rodikliai pakankamai gerai koreliuoja su polimery

molekuliniy masiy vertémis.
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3.25 pav. PAMAM MMP kreivés (kreives Zymintys skaiciai atitinka polimery
zymejimg 3.12 lentel¢je).

Spektroskopiniai tyrimai, ypa¢ BMR ir FT-IR, yra vieni svarbiausiy
tyrimo metody polimerams atpazinti bei jy sandarai nustatyti, todél 3.26 ir 3.27
paveiksluose pateikiami susintetinty PAMAM *H ir *C BMR spektrai.

Oksi- ir hidroksigrupes turinéiy PAMAM 'H BMR spektruose dauguma
signaly iSsidést¢ panaSiose poslinkiy zonose: ~4,43 bei 4,46 m.d signalai
priskirti -NH-CH,-NH- protonams; 3,75 m.d — >CH-OH; 3,56 m.d signalai
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rodo protonus, esancius Salia oksigrupés (-CH,-O-CH,-). Apie esanc¢ias amido
grupes (-CH,CONH-) galima spresti i$ 2,72-2,80 m.d signalo. Platus ir stipriai
suskiles signalas ties 2,58 m.d gali buti priskirtas metilengrupiy protonams,
esantiems Salia jvairiai protonizuoty aminogrupiy (-CH,-NH-CH,- ir -CH,-
NH,"-CH,-).

3C BMR spektruose signalai, esantys ties 173-174 m.d, rodo angli
amidiniame rySyje (-CH,CONH-). 67,8 m.d signalas priskirtas >CH-OH
angliai, o 69,5-68,6 m.d — -NHCH,CH,0CH,CH,- anglims. Abiejy tipy
PAMAM anglies spektruose matomi signalai, biidingi anglies, esancios Salia
pirminiy, antriniy ir tretiniy aminogrupiy, atomams: 44,2-443 m.d — -
CH,NH,-; 47,2-49,.3 m.d - -CH,CH,NH-CH,-; ~51 ir 66-52,1 m.d -
>NHCH,CH,NH,-; 39,2 bei 38,2 m.d signalai rodo anglj, sujungta su
protonizuotais ir neprotonizuotais azoto atomais.

Remiantis *3C BMR spektrais buvo apskaidiuotas Sakotumo laipsnis.
PAMAMH pirminiy, antriniy ir tretiniy aminogrupiy vidutiniskai yra 62, 24 ir
14°mol%. Todél $iy polimery Sakotumo laipsnis (No/N3) ~1,7 (t. y., beveik kas
antra iminogrupé¢ turi atSakg). PAMAMO Sie rodikliai atitinkamai siekia 60, 32
ir 8°mol%, N,/N; ~4 (t.y., beveik kas ketvirta iminogrupé turi atSaka).
Mazesnj PAMAMO Sakotuma galé¢jo nulemti mazesnis EDODA grandyse
esanciy iminogrupiy baziSkumas (nukleofiliskumas). Dél to jos ne taip aktyviai
jungési prie nesotaus karboniljunginio (MBA).

Uzrasius PAMAM FT-IR spektrus, pastebéta, jog serijos ribose visy
polimery spektrai labai panasiis, taCiau jie Siek tiek skiriasi, priklausomai nuo
to, ar polimerai turi oksi-, ar hidroksigrupes. Abiejy tipy polimery spektruose
sugerties juostos su smailémis ties 3272 cm™ bidingos pirminiy bei antriniy
aminogrupiy virpesiams. PAMAMH -OH virpesiams buidinga sugerties juosta
ties 3284 cm™. Alkilgrupiy buvima rodo simetriniai ir asimetriniai virpesiai ties
2822-2846 cm™. Amidogrupei badingi virpesiai stebimi ties 1635 bei 1644
cm’. Antrinése aminogrupése vykstantys deformaciniai N-H virpesiai stebimi
ties 1531 ir 1528°cm™. 1455-1364 cm™ sugerties juosta biidinga alifatinés -CH-

grupés d virpesiams.
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3.27. PAMAMH H BMR (virduje) ir "*C BMR (apacioje) spektrai D,0.
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Sugerties juostos ties 1245-1190 cm™ bei 1193 cm™ rodo simetrinius bei
asimetrinius v karbonil- bei hidroksigrupiy virpesius. Sugerties juostos ties
1114 ir 1108 cm™ rodo & (CH-OH) virpesius. C-N virpesiy sugertiems juosta
ties 1050 ir 1105 cm™ jrodo, kad junginyje yra -NH/-NH, grupiy. Taciau 1108
cm™? srityje esandios juostos yra bidingos ir eterinio fragmento C-O-C
deformaciniams virpesiams. 922 bei 910 cm™ virpesiai badingi & (C-C).
Amidinj ry§j jrodo sugerties juosta ties 1635 cm™.

PAMAM DSK tyrimy rezultatai atskleidé, jog Sie polimerai turi terminius
peréjimus budingus stikl¢jimui. Tod¢l, remiantis termogramomis, buvo
apskaic¢iuotos PAMAM stiklé¢jimo temperatiiros. Jos hidroksigrupiy turiniy
polimery yra tokios (C¢ia polimery numeriai atitinka 3.12 lenteléje esancius
numerius): 1 — 5,22; 2 — 16,37; 3 — 10,73 ir 4 — 8,48 °C. Oksigrupiy turinciy
PAMAM jos zymiai mazesnés ir neigiamos: 5 — -28,48; 6 — -42,63; 7 — -25,99;
8 — -12,82; 9 — -29,27 ir 10 — -31,62 °C. Manoma, jog tokie stikl¢jimo
temperatiry skirtumai tarp polimery serijy atsiranda tod¢l, jog PAMAMH
vandenilinius rySius gali sudaryti ne tik iminogrupés, bet ir hidroksigrupes. O
PAMAMO polimere yra eteriniy rySiy, polimero grandinei suteikianciy
lankstumo. Stikl¢jimo temperatiiry skirtumai kiekvienos i§ serijy ribose galéjo
atsirasti tiek dél molekulinés mases, tiek ir dél makromolekuliy Sakotumo
skirtumy [254].

Visi poliamidoaminai, pagrindinéje grupéje, turintys antriniy (ir tretiniy)
aminogrupiy, gali buti priskirti polielektrolitams. PAMAM potenciometrinio
titravimo kreivése (3.28 pav.) stebimi du ekvivalentiniai Suoliai ties pH 4 ir 10.
Akivaizdu, kad, kai pH mazesné uz 4, visos PAMAM aminogrupés yra visiskai
protonizuotos, o, kai didesné uz 10, yra deprotonizuotos. Kadangi visos
potenciometrinio titravimo kreivés panaSios, kaip pavyzdys pateiktas

PAMAMH, sintetinto MeOH, potenciometrinio titravimo kreivé (3.28 pav.).
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3.28 pav. MeOH susintetinto PAMAMH, potenciometrinio titravimo kreivé

(A) ir titravimo duomenys Henderson ir Hasselbalch lygties koordinatése (B).

I§ potenciometrinio titravimo duomeny buvo apskaiciuotos pK, vertes, o
taip pat PAMAM buferiné talpa bei polimery protonizacijos laipsnis, kuris biity
lasteliy citoplazmoje (pH 7,3). Sie duomenys, pateikti 3.13 lenteléje, rodo, jog
susintetinti PAMAM néra labai stiprios bazés, ir kad jy baziSkumas mazai
priklauso nuo polimerizacijos saglygy bei aminogrupes turin¢io monomero tipo.
Visgi, stebima tendencija, kad hidroksigrupiy turintys PAMAM yra Siek tiek
baziskesni uz turinius oksigrupes. Sis pastebéjimas logiskas, nes, kaip jau
minéta, DAP turéty buti baziSkesnis monomeras uz EDODA, tad ir i§ jo
aminogrupiy susidariusios iminogrupés taip pat galéty buti baziSkesnés.
PAMAM buferiné talpa yra nuo ~6,41 iki ~8,81, tad j Sig zong patenka jvairiy
vidulgsteliniy skys¢iy pH vertés.
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3.13 lentele. PAMAMO ir PAMAMH jonizacijos rodikliai

PAMAMH

Tirpiklis Buferiné talpa pK, B, %

H,0 6,57-8,57 7,57 65,06

MeOH 6,62-8,62 7,62 67,63
MeOH/H,0 (50/50) 6,55-8,55 7,55 64,00
MeOH/H,0 (90/10) 6,61-8,61 7,61 68,05

PAMAMO

Tirpiklis Buferiné talpa pK. B, %

H,0 6,55-8,55 7,55 64,40

MeOH 6,41-8,41 7,41 56,10
MeOH/H, 0 (50/50) 6,46-8,46 7,46 59,11
MeOH/H, 0 (90/10) 6,50-8,50 7,50 61,31

Citoplazmoje (pH 7,3) apie 30-40 % PAMAM aminogrupiy turéty buti
neprotonizuotos. Remiantis Siais rodikliais galima teigti, jog PAMAMH ir
PAMAMO citoplazmoje galéty veikti kaip efektyvios ,,protony kempinés*, tad
ir patys polimerai galéty biiti efektyviis transfektoriai.

Apibendrinant PAMAM sintezés i§ MBA ir DAP bei EDODA rezultatus,
galima teigti, jog buvo atrinktos optimaliausios reakcijy salygos. Geny
transfekcijai tinkamiausi polimerai buvo gauti, sintezes vykdant poliniuose
protoniniuose tirpikliuose (H,O, MeOH) ar jy miSiniuose ir esant 20 % bendrai
monomery koncentracijai. Nuo sintezei panaudoto diamino cheminés sudéties
priklaus¢ PAMAM iSeiga, molekuliné mas¢ ir Sakotumas, taciau beveik
nepriklausé polimery aminogrupiy disociacijos konstanta. Pagal jonizacines
savybes ir molekuling mase, visi susintetinti PAMAM galéty buti tinkami

transfektoriai geny pernasai.
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3.4 Polialkilenimino dariniy ir poliamidoaminy taikymas DNR ir siRNR

transfekcijai
3.4.1 Modifikuoty polialkileniminy taikymas DNR ir siRNR transfekcijai

PHPI (TurboFect) tinkamumas geny pernasai jau buvo tirtas [73] ir in
vitro tyrimuose nustatyta, jog jis su DNR sudaro patvarius 100-150 nm
kompleksus ir geba tinkamai pernesti genus j jvairiy linijy (Cos-7, Hela,
Hek293, B50, L292 ir t.t) lastes. Daugeliu atvejy, naudojant PHPI, buvo
pasiektas beveik Simtaprocentinis transfekcijos efektyvumas (GFP geno
ekspresija vyko apie 90 % Iasteliy), o toksiSkumas sieké tik apie 10 %. Taip pat
buvo atlikti in vivo tyrimai, kurie atskleidé, kad PHPI gyviny plauciuose
nesukelé uzdegiminio atsako, todé¢l puikiai tiko pernasai j plauiy audinius.
Taciau plauciy audiniai, d¢l jy endotelio 1gsteliy ypatybiy, beveik visuomet
lengviau ,,priima* polipleksus, nei kiti audiniai [73]. | kitus organus PHPI
transfekavo ne taip efektyviai bei buvo pastebétas didesnis jo toksiSkumas
pakartotinés transfekcijos metu [73].

Siekiant sumazinti PHPI toksiSkumg bei padidinti biosuderinamuma,
Siame darbe PHPI buvo modifikuotas dviem skirtingais biidais: jvedant | PHPI
pagrinding granding disulfidiniy rysiy, o taip pat ir MPEG grandines. IS PHPI
su disulfidiniais rySiais buvo tikimasi, kad jis Igstel¢je efektyviai suirs iki
mazesniy fragmenty (oligomery), dél to turéty sumazéti toksiSkumas ir tuo
paciu padidéti transfekcijos efektyvumas. O, jvedus MPEG grandis, buvo
tikimasi padidinti PHPI biosuderinamuma bei pritaikyti §j transfektoriy siRNR
pernasai. Taip pat buvo susintetinti PHPI analogai — poliamidoaminai, turintys
amidiniy rysiy, oksi- bei hidroksigrupiy — taip buvo tikimasi gauti ir bioskalius,
ir gerai biosuderinamus transfektorius. Taip pat buvo tikimasi, kad katijoniniai
polimerai: PHPI-SS, PHPI-MPEG bei PAMAM su DNR/siRNR sudarys
stabilius ir nedidelius kompleksus bei pasizymés tinkamu transfekcijos
efektyvumu.

DLS metodu iSmatavus cistamino grandziy turinc¢iy PHPI-SS polipleksy
su DNR dydj (3.29 pav.), buvo pastebéta, kad maziausio dydzio kompleksus
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(apie 200 nm) per 60 min, sudaro PHPI-SS2 Dbei PHPI-SS3. PHPI-SS1
polipleksy dydis po 60 minuc¢iy iSauga iki 1100-1200 nm. PHPI-SS 4 tyrimams
nebuvo naudotas, nes jame cistamino grandziy yra gana mazai (zr. 3.2.1
skyriujr 3.6 lentele), tad buvo tikétina, kad jis transfekuos panasiai kaip PHPI,
bei nepasizymés geru bioskalumu. PHPI-SS1 komplekso susidarymo
tendencijas galima paaiskinti tuo, kad Siuose polimeruose yra likes nedidelis
kiekis 100 kDa frakcijy (3.29 pav.), kurios trukdo tinkamo dydzio kompleksy.
Didelés molekulinés masés frakcijos polimerai su DNR paprastai sudaro
didelius ir nestabilius agregatus. Nestabilumas atsiranda dél létos dideliy

makromolekuliy pertvarkos komplekso susidarymo metu.

Kompleksy dydis, nm

I Laikas, min

0 20 60 0 20 60 0 20 60 0 20 60
PHPI PHPI- §81 PHPI - §§2 PHPI - SS3

3.29 pav. PHPI-SS — DNR kompleksy dydis.

Atlikus  transfekcijos, toksiSkumo bei vidutinio fluorescencijos
intensyvumo (VFI) tyrimus (3.30 pav.), buvo pastebéta, kad pakankamai gerai
transfekavo visi PHPI-SS. PHPI-SS2 bei PHPI-SS3 polimerai pasizyméjo
maziausiu toksiSkumu, ir jy toksiSkumas beveik nepriklausé nuo polimery
koncentracijos. Palyginus Siuos rezultatus su nemodifikuoto PHPI rezultatais,
matyti, jog PHPI-SS maziau toksiskas net 3 kartus (jei lyginamos tos pacios
polimery koncentracijos). PHPI-SS polimery, lyginant su nemodifikuotu PHPI,

VFI pakankamai Zemas. Taip pat maZesnis ir GFP baltymo raiSkos
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efektyvumas (t. y., lastelés fuorescuoja mazesniu intensyvumu nei transfekavus
PHPI). Sie désningumai susije su tirty polimery katijoniskumu: PHPIL kaip
labiausiai katijoninis polimeras (teoriSkai jame turi bati 19,2 % azoto
iminogrupiy pavidalu), transfekavo itin gerai, bet yra toksiSkas. O PHPI-SS1-
SS3 yra maziau katijoniski (teoriSkai juose turéty buti 13,5-16,0 % azoto
iminogrupiy pavidalu). Jie transfekavo blogiau, bet lastelés isliko labiau

gyvybingos.
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3.30 pav. Zaliai fluorescuojanéio baltymo sinteze koduojandio geno

transfekcijos su PHPI-SS rezultatai.

Siekiant paaiskinti PHPI-SS polimery transfekcijos bei toksiSkumo
rezultatus, buvo istirtas biodegraduojan¢iy polimery gebéjimas suirti
citoplazmoje ir atpalaiduoti DNR. Tuo tikslu polimery-DNR kompleksai buvo
veikiami reduktoriumi — ditiotreitoliu (DTT) ir atliekama elektroforezé
agaroziniame gelyje (3.31 pav.). VirSutiné §io paveikslo dalis atspindi polimery
gebéjima suristi DNR ir buvo pastebéta, kad DNR migravo jvairiai: PHPI-SS2
ir PHP1-SS4 visiskai kompleksavo DNR, o PHPI-SS1 bei PHPI-SS3 — tik esant

didesnéms polimero koncentracijoms.

164



/M /M /FM[nM]l PHPI-SS4 [nM]

= = —_————

- -
-

|- -

B L [
L

C L5 7.51108205308 ' 1 5M7E0R10F208S0) ISR/ SO0 1 S5 7.5 10 20 30

B I
L

3.31 pav. DNR suri$imo ir atpalaidavimo tyrimas. VirSutiné dalis — polimeras
be DTT; apatiné dalis — polimeras pridéjus DTT; C — kontrolinis bandinys —

1 nug plazmidinés DNR; abscisé — polimero koncentracija (nmol).

Zemesnéje 3.31 paveikslo dalyje esantys rezultatai parodo, jog, PHPI-
SS1 bei PHPI-SS3, beveik nepriklausomai nuo polimero koncentracijos, pilnai
atpalaiduoja DNR, kuri migruoja agarozinianme gelyje. PHPI-SS2 tik dalinai
atpalaiduoja DNR, ir tik esant mazai polimero koncentracijai. Dar blogiau
DNR atpalaidavo PHPI-SS4. Tai rodo prastesnj PHPI-SS2 ir -SS4 polimery
bioskaluma, o tuo paciu ir prastesnes transfekcines savybes.

Tyrimas agaroziniame gelyje parod¢, kad vienas i§ perspektyviausiy
polimery geny transfekcijai yra PHPI-SS3. Todél buvo atlikti $io polimero
papildomi bioskalumo tyrimai skys¢iy chromatografijos metodu (3.32 pav.).
PHPI bei PHPI-SS3 buvo veikiami DTT ir chromatografuojami. Gautose
chromatogramose aiskiai matoma, jog DTT paveikto PHPI eliucijos laikas toks
pat, kaip ir nepaveikto, tad galima teigti, jog DTT poveikyje PHPI nesuyra.
DTT paveikus PHPI-SS3, rezultatas buvo prieSingas, nes eliucijos laikas
sutrumpéjo, o tai vienareik§miskai jrodo §io polimero geba suirti redukcingje
aplinkoje.

Yra Zzinoma [255], kad transfekuotas lgsteles naudojant griztamai

transkripcijai (transgeninés DNR padauginimui i§ RNR; angl. RT-PCR —
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reverse transcription polymerase chain reaction), kai kurie transfekcijos

reagentai stipriai suriSa vidulgsteling RNR ir RT-PCR procesg daro

ncimanomu.
mAU
3000
g€ 2500
Q2000
s
‘G 1500
=)
=
2 1000
a)
< PHRE  cesusseaase
500 ~ E PHPI + DTT
) sl S
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 ml
mAU
3000
g
= 2500
(=]
o
o 2000
gl
2 1500
5
A 1000
<
500
0 =

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 ml

Eliucijos taris, ml

3.32 pav. PHPI (virSuje) ir PHPI-SS3 (apacioje) eliucijos kreivés, kai PHPI ir
PHPI-SS3 nepaveiktas DTT (istisiné linija) ir paveiktas DTT (punktyriné

linija).

Todéel buvo tikimasi, kad lgstelé¢je degraduojantis PHPI-SS nesuri§ RNR
ir tokias lIasteles bus labiau jmanoma panaudoti RT-PCR technologijose. Po
transfekcijos buvo atliktas RNR gryninimas ir jvertinti geny ekspresijos
lygmenys g-PCR (angl. quantitave polymerase chaine reaction) ir RT-PCR
metodais. Hek-293 lastelés buvo transfekuojamos du kartus 24 val. bégyje
EGFP plazmide. Kaip matyti 3.33 paveikslo virSutinés dalies, visy méginiy

transfekcijos rezultatai labai geri (60-95 %), 0 pakartotinés transfekcijos
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efektyvumas padidéja. Zemutiné 3.33 paveikslo dalis vaizduoja RNR
i§silaisvinima (angl. recovery). Cia matoma, jog po pirminés transfekcijos su
PHPI, RNR issilaisvina sunkiai ir beveik neissilaisvina po pakartotinés
transfekcijos. Tai reisSkia, kad j lastel¢ patekes PHPI efektyviai suriSa RNR ir
tokiu biidu negali biiti efektyviai naudojamas pakartotingje transfekcijai,
pavyzdziui, konstruojant rekombinantinius organizmus rekombinantiniy

baltymy sintezei [256].

100

Transfekcijos efektyvumas , %

x1 x2 x1  x2

PHPI PHPI-SS1 PHPI-SS3

3.33 pav. RNR atpalaidavimas po transfekcijos (x1) ir pakartotinés
transfekcijos (x2). NC — netransfekuotos lastelés; C — kontrolé (RNR is

netransfekuoty lasteliy), M — RiboRuler plataus diapazono RNR kopétélés.
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Taciau PHPI-SS polimerai, ir ypa¢ PHPI-SS3, RNR nesurisa (3.33 pav.
apacia), vadinasi, jie Iastelés viduje suskaidomi iki nedideliy fragmenty,
nesugebanCiy suriSti RNR, taigi, gali buti efektyviai naudojami pakartotinai
transfekuojant genus.

Modfikavus PHPI MPEG grandimis buvo tikimasi, kad skirtingas kiekis
MPEG grandziy bet MPEG molekuliné masé turés jtakos mazinant vektoriaus
toksiSkuma ir jj labiau pritaikant siRNR transfekcijai (citoplazmoje apsaugant
siRNR nuo destruktyvaus nukleaziy poveikio).

Buvo nustatyta, jog PHPI-MPEG su DNR sudaro ~125-200 nm dydzio
polipleksus (3.34 pav.). Po 60 min inkubacijos stabiliausi polipleksai iSlicka
tuomet, kai jie buvo sudaryti i§ 1 bei 3 polimery (Zr. 3.10 lentele). Siuose
PHPI-MPEG polimeruose oksietileno grandziy buvo atitinkamai 59 ir
67 mol%. Taip pat gana stabilius kompleksus sudaré ir 6 polimeras, taciau
jame oksietileno grandziy buvo nedaug — tik 9,3 mol%. Lyginant su
nemodifikuotu PHPI, 1, 3 ir 6 polimery polipleksai nors ir yra panasaus
stabilumo, bet Siek tiek maZesni. Todél, tam tikrais atvejais MPEG grandiniy
jvedimas davé teigiamg efekta — buvo gaunami maZesniy dydZiy polipleksai

nei su PHPI.
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3.34 pav. PHPI bei PHPI-MPEG kompleksy su DNR bei siRNR dydziai

(polimery numeriai atitinka 3.10 lenteléje esanéius numerius).
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Daugelis autoriy [84, 94,162,163] pabrézia, kad iki 100 nm dydzio
kompleksai yra patys efektyviausi bei tinkamiausi SiIRNR pernasai. Kompleksy
su siRNR dydzio tyrimas atskleidé, jog visi PHPI-MPEG pradiniu momentu
sudaro ~50-75 nm dydzio polipleksus. Jy stabilumas laike buvo labai jvairus:
laikui bégant, kai kuriais atvejais daleliy dydis did¢jo, kitais — mazéjo. Nors
visumoje pokyciai ir nebuvo dideli, visgi stabiliausius kompleksus su siRNR
sudaré 6 polimeras. Taigi, galima konstatuoti, jog tarp PHPI ir PHPI-MPEG
néra didelio skirtumo, jei lyginamas polipleksy su siRNR dydis ir jy stabilumas
laike, o gauti daleliy dydziai yra tinkami siRNR transfekcijai.
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3.35 pav. Zaliai fluorescuojanéio baltymo sinteze koduojandio geno
transfekcijos su PHPI ir PHPI-MPEG rezultatai (polimery numeriai atitinka

3.10 lentel¢je esancius numerius).

DNR transfekcijos, toksiSkumo bei VFI tyrimai atskleidé (3.35 pav.), kad
su 4-6 polimerais pasiekiamas 90 % transfekcijos efektyvumas (ekspresija
vyksta 90 % lasteliy), o toksiSkumas islicka 20 % lygyje. Nors Siy polimery
polidispersiSkumas siekia nuo 11,7 iki 13,6, bet geno ekspresija vyksta
s€kmingai. Yra Zinoma, kad didelis polidispersiskumas transfekcijos

efektyvumui bei toksiSkumui jtakos neturi [257].
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Daugelis autoriy tyrinéjo [84, 94, 162, 163] MPEG grandiniy turinciy
polimery taikymg siRNR ir vienareikSmiskai prieidavo iSvados, kad
skirtingoms lgsteliy linijjoms MPEG grandiniy turin¢iy polimery efektyvumas
skiriasi. Taigi, jie yra saviti lasteléms. Po siRNR transfekcijos su PHPI-
MPEG, net 70% Hela lasteliy genas buvo nuslopintas. Tuo tarpu po
transfekcijos su nemodifikuotu PHPI, genas nustojo veikes tik 10 % lasteliy
(3.36 pav.). Didziausias geny slopinimas pasiekiamas, kai SiRNR pernaSai
taikomi PHPI-MPEG, kuriy sudétyje MPEG grandziy yra nuo 3,3 iki 9,3 %
(t. y., kai polimerai buvo sintetinti B btidu). Stebimi skirtumai tarp A ir B tipo
polimery jtakos galutiniam rezultatui (geny slopinimui) galéty biti paaiSkinami
ne MPEG grandziy kiekiu polimeruose, o §iy polimery molekuliniy masiy
skirtumais. Kadangi B tipo polimery molekuliné masé¢ didesne, galima spéti,
kad jie efektyviau apsaugojo transfekuojamg siRNR nuo jg degraduojanciy
nukleaziy poveikio citoplazmoje, tokiu biidu uztikrino didelj transfekcijos

efektyvuma bei didelj geno slopinimo masta.
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3.36 pav. GFP geno slopinimo mastas po siRNR transfekcijos naudojant PHPI

ir PHPI-MPEG (polimery numeriai atitinka 3.10 lenteléje esan¢ius numerius).

Literattiroje aprasoma labai daug SiRNR transfekcijai pritaikyty vektoriy,
kuriuos naudojant gaunamas net 100 % siekiantis norimo geno slopinimo lygis.

Taciau in vivo taikyme jie vis dar néra tinkami dél audiniy uzdegimus
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sukelianc¢io poveikio [70, 71]. Manoma, kad PHPI-MPEG Siuo poziiiriu bus
efektyvesni, nes MPEG grandinés ekranuoja polimero teigiama kriivj, todél
turéty sumazinti vektoriaus toksiSkumg [86-88]. Be to, jos padidinda
poliplekso daleliy stabilumg [86-88]. MPEG grandinés taip pat galéty
apsaugoti polipleksus ir nuo baltyjy kraujo kiineliy atakos, o tai prailginty
poliplekso cirkuliacijos kraujyje trukme ir tuo paciu, leisty PHPI-MPEG taikyti
in vivo transfekcijai.

Apibendrinant modifikuoty polialkileniminy tranfekcines ir toksines
savybes, galima pastebéti, jog Sie polimerai pagal visg eile parametry (didelis
transfekcijos efektyvumas, bioskalumas, reikiamas polipleksy daleliy dydis ir
stabilumas, mazas toksiSkumas ir pan.) buvo zymiai efektyvesni uz
nemodifikuota PHPI. PHPI su disulfidiniais rySiais makromolekulése yra
tinkamas pakartotinei transfekcijai, o su MPEG grandinémis — SiRNR

transfekcijai.

3.4.2 Poliamidoaminy taikymas DNR transfekcijai

D¢l nedideliy iSeigy, PAMAMO geny transfekcijos tyrimuose nebuvo
taikyti. Geriausiy parametry PAMAMH tinkamumas buvo tirtas tik su DNR,
jvertinant transfekcines ir toksines savybes, bei VFI. 3.37 pav. pateikti Siy
tyrimy rezultatai (polimerus apibiidinantys duomenys pateikti 3.12 lenteléje).

Tyrimai parod¢, jog PAMAMH transfekcijos efektyvumas sieké tik apie
60 % TurboFect (PHPI) efektyvumo. Taip pat Sie polimerai buvo toksiskesni
nei TurboFect. Todél, remiantis gautais rezultatais, galima vienareik§miskai
teigti, jog DNR transfekcijoje PAMAMH maziau efektyvus uz TurboFect
(PHPI). Sis efektyvumy skirtumas matomai galéty biti paaiskintas maZesniu
PAMAMH katijoniSkumu: PHPI iminogrupés yra gana arti viena kitos, o
PAMAMH fragmente jas skiria N,N‘-metilenbisakrilamido liekanos.

Vektoriaus bioskalumas lastelése ar kraujyje yra labai svarbi savybé.
Svarbu, kad polimeras, patekes j lastele ar organizmo skyscius, po kurio laiko

suskilty iki mazesniy molekulinés masés junginiy, kurie galéty buti jsisavinti
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kaip maisto medziagos ar paSalinti kaip apykaitos produktai. PAMAM
galimybé degraduoti tirta naudojant modeline sistema. Buvo nustatoma, kokiu
greiCiu deél amidiniy grupiy hidrolizés kinta PAMAM daleliy dydziai PBS
buferyje. 3.38 paveiksle pateikti rezultatai rodo, kad PAMAM daleliy
skersmuo PBS buferyje laikui bégant maZz¢ja, tai reiSkia, jog susintetinti

PAMAM geba hidrolizuotis.
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3.37 pav. Zaliai fluorescuojanéio baltymo sinteze koduojanéio geno
transfekcijos rezultatai su PAMAMH (polimerus apibiidinantys duomenys

pateikti 3.12 lentel¢je).

Kaip matyti 1§ 3.38 pav., per 24 valandas daleliy skersmuo sumazéja ~2
kartus, o véliau hidrolizés greitis 1étéja ir eksperimento metu visiskai suardyti
PAMAM nepavyko. Galima daryti prielaidg, jog vidulasteliniame skystyje
esancios hidrolazés galéety PAMAM skaidyti ir zymiai greiiau. Taciau mazas
Siy polimery efektyvumas transfekcijoje ir didesnis uz PHPI toksiskumas rodo,
jog ir vidulgsteliniame skystyje vykstancios hidrolizés greitis taip pat néra
didelis. Todéel PAMAM polimerai Siuo aspektu aiskiai nusileidzia PHPI-SS

polimerams.
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3.38 pav. PAMAMH, susintetinto MeOH/H, O (50/50), (kair¢je) ir PAMAMO,
susintetinto MeOH/H,O (50/50), (deSin¢je), daleliy dydzio kitimas PBS

buferyje: 4 — po 0 val., 3 —po 24 val., 2 —po 72 val., 1 —po 144 val.

Apibendrinant PAMAM transfekcijos rezultatus galima teigti, jog
hidroksigrupiy turintys poliamidoaminai nebuvo efektyviis GFP geno pernaSoje
1 Hela lasteles, jie, gal but, galéty efektyviau veikti esant kitam lastelés-geno
deriniui. Taciau, kad biity atsakyta j §j klausima, visy pirma reikéty papildomy

PAMAM bioskalumo tyrimy lasteliy citozolyje.
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ISVADOS

1. Poliniai aprotoniniai tirpikliai yra tinkamiausia terpé 1,6-
heksametilendiamino ir 1,2-dibrometano, o taip pat 1,3-diamino-2-
propanolio (DAP) ir 1,3-dibrom-2-propanolio (DBP) polikondensacijai.
Tokiuose tirpikliuose pasiekiamas didziausias polikondensacijos
reakcijos greitis, reakcijos baigties laipsnis, susidaro didziausios
molekulinés masés polimerai.

2. Polikondensacijos biidu sintetinant polialkileniminus ir jy darinius, o taip
pat ir poliadicijos biidu sintetinant poliamidoaminus turincius 0ksi- arba
hidroksigrupiy, susidaro $akoti, bet tirpiis katijoniniai polimerai. Labiau
Sakoti polimerai susidaro polikondensacija vykdant poliniuose
aprotoniniuose tirpikliuose, naudojant baziskesnj diamino monomerg ir
tais atvejais, kai monomery reaguojancios funkcinés grupés maziau
nutolusios viena nuo kitos.

3. Ultrafiltravimo biidu gryninant polialkileniminus, jy darinius ir
poliamidoaminus, i§ jy paSalinamos mazamolekulés frakcijos, taip
i§skiriant didesnés molekulinés masés bei maziau polidispersinius
polimerus.

4. Disulfidiniy grupiy turintys poli(2-hidroksipropilenimino) (PHPI) dariniai
(PHPI-SS) susintetinti polikondensuojant DBP su cistaminu (CT), arba su
CT ir DAP miSiniu. Siuose polimeruose disulfidiniy grupiy kiekis
proporcingas CT molinei daliai pradiniame reakcijos miSinyje.
Ultrafiltruoty PHPI-SS molekuliné masé nedidelé (3,9-7,9 kDa).

5. Metoksi-poli(etilenglikolio) (MPEG) grandiniy turintys PHPI dariniai
(PHPI-MPEG) susintetinti vykdant DAP polikondensacija su DBP ir
MPEG jodidais, kuriy molekulin¢ mase 1000, 2000 ir 5000 Da. Parenkant
MPEG jodido dozavimo | reakcijos misinj laika, galima reguliuoti MPEG
kiekj PHPI darinyje, tokio darinio molekuling mase bei iSeiga. MPEG
jodida dedant reakcijos pradzioje, susidaro nedidelés molekulinés masés

(8-53 kDa) polimerai, turintys vir§ 60 mol% oksietileno grandziy ir po 1-
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1,25 MPEG granding makromolekuléje. MPEG jodida dedant baigiantis
reakcijai, susidaro didelés molekulinés masés (140-160 kDa)
polidispersiniai polimerai, turintys maziau nei 9 mol% oksietileno
grandziy ir po 0,09-0,22 MPEG grandiniy makromolekuléje. PHPI-
MPEG iSeiga maZzesné¢ nei 30 % ir maZai priklauso nuo MPEG
molekulinés masés.

Disulfidiniy rySiy pagrindingje grandinéje turintys PHPI dariniai geba
suirti lgsteliy citozolyje, todél jie maziau toksiski uz PHPI ir yra tinkami
pakartotinei transfekcijai.

Didelés molekulinés masés ir mazai MPEG grandiniy turintys PHPI-
MPEG siRNR transfekuoja geriau uz mazos molekulinés masés PHPI-
MPEG darinius ar PHPI. Didelés molekulinés masés PHPI-MPEG
efektyvumas siRNR transfekcijoje siekia 70 %.

Poliadicijos budu i§ N N‘-metilenbisakrilamido ir DAP bei 2,2°-
(etilendioksi)dietilamino susintetinti oksi- ir hidroksigrupiy turintys
poliamidoaminai. Hidroksigrupiy turintys poliamidoaminai yra bioskalis,
tatiau GFP geng | Hela lasteles transfekuoja ne taip efektyviai, kaip
PHPI.
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