Terapia genowa czyli wprowadzenie informacji genetycznej do komérek w postaci kwaséw nukleinowych (DNA, siRNA) o
dziataniu terapeutycznym moze sta¢ sie jednym z najpotezniejszych Srodkéw leczacych zaburzenia genetyczne takie jak
mukowiscydoza, choroba Parkinsona, hemofilia, cukrzyca oraz nowotwory.

W terapii genowej kwasy nukleinowe moga by¢ dostarczane samodzielnie lub w postaci skompleksowanej - za pomoca
wirusowych i niewirusowych (syntetycznych) nosnikéw tzw. wektoréw. Aby zapoczatkowaé ekspresje zakodowanego genu, czyli
proces odczytania i przepisania informacji genetycznej, kwas nukleinowy musi oddysocjowa¢ z kompleksu i dotrze¢ do jadra
komérkowego.

Wydajno$¢ dostarczania nieskompleksowanych kwasoéw jest mata, poniewaz sg one bardzo szybko niszczone we wnetrzu
komorki. Wsrdd testowanych wektoréw syntetycznych obiecujacg grupg sa nosniki polimerowe. Wykazujg one mniejsza
immunogenno$¢ niz no$niki wirusowe i sg relatywnie fatwiejsze w otrzymywaniu. Wiele probleméw zwigzanych z efektami
terapeutycznymi nosnikéw polimerowych wciaz pozostaje nierozwigzanych. Obecnie najwazniejszym kryterium w terapii
genowej jest otrzymanie wydajnego i specyficznego nosnika gendéw niewprowadzajgcego szkodliwych efektow ubocznych. Dla
zwiekszenia wydajnosci transfekcji kwasy nukleinowe lub ich kompleksy np. z polimerami sg osadzane na podtozu statym.
Stosowane do tego celu podtoza wspomagaja organizacje i réznicowanie komoérek, podczas gdy osadzony kwas nukleinowy ma
za zadanie dostarczy¢ istotng dla komorek informacje genetyczna.

Celem projektu jest opracowanie nowych termoczutych powierzchni polimerowych o topologii gwiezdzistej, jako ukladdw
dostarczajacych terapeutyczne kwasy nukleinowe do wnetrza komorek oraz umozliwiajgcych hodowle i odczepienie
transfekowanych komorek bez uszkodzenia.

Ze wzgledu na brak w literaturze doniesien na temat otrzymywania, charakterystyki i zastosowania gwiezdzistych powierzchni
(warstw) polimerowych tego typu, niniejszy projekt stawia sobie za zadanie wniesienie wktadu do wiedzy na ten temat poprzez:

* synteze termoczutych warstw gwiezdzistych metodg "szczepienia do” oraz ich charakterystyke
« otrzymywanie i charakterystyke poliplekséw polimeréw gwiezdzistych

« osadzanie polipleksdw na termoczutych warstwach polimerowych

? badania adhezji, proliferacji, transfekcji i odczepianiawybranych komaérek

W projekcie zostang otrzymane termoczule powierzchnie gwiezdziste poli(metakrylanéw glikoli oligoetylenowych). Polimery
gwiezdziste o zdefiniowanej strukturze (liczbie i diugosci ramion) zostang otrzymane metoda kontrolowanej polimeryzacji
rodnikowej z przeniesieniem atomu (ATRP) metoda ,rdzed najpierw”. Odpowiednio zmodyfikowane ramiona gwiazdy
(wprowadzenie grup epoksydowych) zostang kowalencyjnie przylgczone do sfunkcjonalizowanych podiozy szklanych i
krzemowych metoda szczepienia ,,do”. Tak otrzymane powierzchnie zostang scharakteryzowane nowoczesnymi metodami
pomiarowymi (mikrowaga kwarcowa, elipsometria, FTIR, AFM, TEM). W projekcie zostang przygotowane kompleksy kwasoéw
nukleinowych z polikationowymi polimerami gwiezdzistymi tzw. polipleksy. Gwiazdy uzyte do kompleksowania bedg zawieraty
w ramionach segmenty polikationowego poli(metakrylanu N,N-dimetyloaminoetylu). Otrzymane polipleksy zostang nastepnie
osadzone na powierzchniach gwiezdzistych z wykorzystaniem termoczutosci warstw i/lub poliplekséw. Ostatnim zadaniem
projektu beda badania adhezji, proliferacji i transfekcji wybranych komdrek na otrzymanych powierzchniach polimerowych. Po
etapie transfekcji warstwy polimerowe zapewnig wydajne odczepienie komorek, sterowane jedynie zmiang temperatury ukfadu.
Co najwazniejsze, wyhodowane komorki zostang dzieki temu odczepione bez zadnych uszkodzen, co ma miejsce przy
odczepianiu enzymatycznym lub mechanicznym.

Nowatorskie rozwigzanie proponowane w projekcie obejmuje otrzymanie gwiezdzistych powierzchni zdolnych do immobilizacji
poliplekséw oraz wykorzystanie termoczutosci otrzymanego w ten sposob narzedzia do hodowli i nieinwazyjnego odczepienia
transfekowanych komorek.

Badania zaplanowane w projekcie wpisujg sie w najnowszy nurt badan $wiatowych z zakresu terapii genowej i ich potencjalnego
wykorzystania w medycynie.



