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Synteza, metody identyfikacji i wybrane medyczne zastosowania

dendrymeréw

Streszczenie — Na podstawie przegladu literatury przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat
otrzymywania dendrymeréw, metod ich charakteryzowania i perspektyw zastosowania w medycynie
tej nowej klasy zwiazkéw polimerycznych.
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kuracja przeciwnowotworowa, §rodek kontrastujacy w diagnostyce NMR.

SYNTHESES, METHODS OF IDENTIFICATION AND SELECTED MEDICAL APPLICATIONS OF
DENDRIMERS

Summary — The present state of knowledge about the preparation, methods of characterization and
the prospect of medical applications of dendrimers — a new class of polymeric compounds — is
presented on the basis of literature review.
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Dendrymery stanowia nowa klase rozgalezionych
polimeréw. Sa one zbudowane z centralnego rdzenia,
koncentrycznie umieszczonych wokoét niego elementow
rozgateziajacych oraz grup funkcyjnych znajdujacych
sie na powierzchni. Uwaza sie, ze dendrymery w przy-
sztosci beda podstawa chemii nanoskopowej, pozwala-
jacej na projektowanie i synteze zlozonych czasteczek,
ktére moga zaréwno ksztaltem, jak i funkcja nasladowaé
uklady biologiczne lub by¢ Zrédlem tak poszukiwanych
obecnie nowych materialow.

Koncepcje syntezy wysokorozgalezionych zwiazkéow
polimerycznych przedstawili na poczatku lat 40. Stock-
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mayer i Flory [1]. Otrzymanie pierwszych maloczastecz-
kowych dendrymerycznych amin byto jednak mozliwe
dopiero w latach 70. XX w. w zespole F. Voegtle [2].
Publikacja ta zainicjowata prace zespotu D. A. Toma-
lii (Dow Chemical Company) nad synteza pierwszych
wielkoczasteczkowych dendrymeréw poli(amidoami-
nowych) typu PAMAM, wyniki prac opublikowano jed-
nak dopiero w polowie lat osiemdziesiatych [3, 4]. To-
malia zaproponowal uzywanie terminu , dendrymer”
na okreslenie tej nowej grupy zwiazkéw (z greckiego
dendros — drzewo, meros — cze$¢), przyznajac zreszta, ze
nazwa zainspirowana byta jego hobby — ogrodnic-
twem. On réwniez byl ,,ojcem” metody syntezy dendry-
meréw nazywanej ,,metoda rozbiezng”, polegajacej na
dodawaniu kolejnych generacji dendrymeru do wyijscio-
wego wielofunkcyjnego rdzenia. Do polowy lat osiem-
dziesigtych w Dow Chemicals otrzymano i scharaktery-
zowano dendrymery typu PAMAM o cigzarach czas-
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teczkowych rzedu 10>—10° (generacje 1—13). Obecnie
sq one dostepne w handlu pod nazwa Starburst®.

SYNTEZA

W teorii dendrymeryzacja jest operacja tatwa do
przeprowadzenia. Proces zazwyczaj obejmuje dwie
badz trzy reakcje w ramach jednej generacji rozgalezia-
nia. Wykorzystuje sie dwie lub trzy grupy funkcyjne,
ktérych charakterystyke i reaktywnos¢é mozna okresli¢
juz na pierwszych etapach dendrymeryzacji. Teoretycz-
nie istnieje duza swoboda projektowania zaréwno wne-
trza, jak i obszaréw peryferyjnych dendrymeru. Mozna
zaplanowa¢ budowe chemiczng oraz cechy fizyczne
dendrymeru w stopniu nieosiggalnym w standardo-
wych procesach polimeryzacji. Praktyka jest jednak da-
leka od doskonatosci. Zazwyczaj dochodzi do od-
stepstw w budowie, zwlaszcza duzych makroczaste-
czek, co jest spowodowane czynnikami zaréwno che-
micznymi, jak i sterycznymi. Przeprowadzenie kilku-
nastu reakcji chemicznych ze 100-proc. przeksztalce-
niem grup funkcyjnych jest bowiem niezmiernie trudne.
Wyzwanie dla chemikéw zajmujacych sie synteza den-

drymeréw stanowi koficowa wydajnosé procesu den-
drymeryzacji. Pomimo zrealizowania reakcji wysoko-
wydajnych (>99 %), na przyktad polipropylenoiminowy
dendrymer piatej generacji G5-PPI uzyskano z wydaj-
noscia tylko 25 % [5]. Stosuje sie oczywiscie nadmiary
odczynnikéw oraz aktywacje badz dezaktywacje pew-
nych grup funkcyjnych, ale najwazniejszym problemem
w syntezie dendrymeréw pozostaje przestrzenna dos-
tepnos¢ grup funkcyjnych na kazdym etapie omawiane-
go procesu. Wzgledy steryczne determinuja réwniez
trojwymiarowq strukture dendrymeru. W tym miejscu
nalezy wspomnie¢ takze o zagadnieniu ,czystosci” pro-
duktéw. Choé w celu tworzenia kolejnych generacji den-
drymeru przeprowadza sie stereoselektywne i wysoko-
wydajne reakcje, to ich kilku-kilkunastokrotne powto-
rzenie daje stosunkowo niewielki udzial zaplanowanej
struktury w produkcie koficowym. Jak juz wspomniano,
np. stezenie dendrymeru G5-PPI w surowej mieszaninie
koricowej wynosi ok. 25 %. Reszte stanowia zwiazki
o réznej zawartosci czasteczek z defektami strukturalny-
mi (o mniejszych ciezarach czasteczkowych). Oczysz-
czenie takiej mieszaniny jest zmudne i nie zawsze mozli-
we [2]. Wyniki badan zespolu Tomalii [6] nad dendry-
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merami PAMAM zbudowanymi na rdzeniu z amonia-
ku, uzyskane metodami ESI-MS (Electrospray Ionisation
— Mass Spectroscopy) i MALDI-TOF (Matric-Assisted La-
ser Desorption/lonisation-Time-of-Flight) pokazaty, ze do
czwartej generacji warto$¢ obliczona i mierzona ciezaru
czasteczkowego jest prawie zgodna, przy czym obser-
wuje sie staly wzrost ilosci zanieczyszczen, wynoszacy
przy przejsciu z G8 do G9 23 %, a do G12 az 37,5 %.
Dendrymery polieterowe syntetyzowane metoda zbiez-
na w zespole Frecheta, nie wykazuja odchyleri ciezaru
czasteczkowego az do generacji G6, z gwaltownym jego
spadkiem przy G7. Odchylenia od idealnej struktury w
przypadku dendrymeréw wysokich generacji wynikaja
takze z duzej gestosci upakowania grup koficowych. Za-
gadnienie to opracowano teoretycznie juz w 1982 r. w
pionierskich pracach M. Maciejewskiego [7] a p6Zniej de
Gennesa [8]. Punkt krytyczny w przypadku dendry-
meré6w PAMAM (na rdzeniu NH3) wystepuje juz przy
G9—G10. ,,Zatloczenie” steryczne powoduje brak reak-
tywnosci czesci grup konicowych i nagromadzenie czas-
teczek z defektami struktury, o mniejszych niz zalozone
ciezarach czasteczkowych. Wystepowanie generacji kry-
tycznej, z tzw. krytyczna gestoécia upakowania de Gen-
nesa, w przypadku ktérej obserwuje sie ten negatywny
efekt, zalezy od wielu czynnikéw, np.: rozmiaréw i fun-
kcyjnosci rdzenia, funkcyjnosci galezi, reaktywnosci i
rozmiaréw grup koficowych itp.

Synteza rozbiezna (divergent) — nazwe te zapropono-
wal D. A. Tomalia w swoich pierwszych pracach dotycza-
cych syntezy dendrymeréw PAMAM (schemat A). Meto-
da polega na dobudowywaniu wokét polifunkcyijnej czas-
teczki rdzenia (np.: NH;3, HoN-CH,-CH,-NHj itp.) kolej-
nych generacji dendrymeru (np.: w wyniku alkilowania
grup aminowych za pomoca akrylanu metylu i nastepna
aminolize koficowych grup estrowych etylenodiamina).
Wedlug tej strategii dendrymery mozna budowac realizu-
jac wiele wysokowydajnych reakcji chemicznych. W prak-
tyce jednak metoda ta ma istotne ograniczenia. Liczba re-
aktywnych grup konicowych ro$nie wykladniczo ze
wzrostem generacji (np.: przy przejéciu od G4 do G5
w syntezie dendrymeréw PAMAM, jednorazowo z akry-
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Schemat B. Rodzaje ,zanieczyszczen” powsta-
jacych w czasie syntezy dendrymeréw — na
przyktadzie dendrymeru PAMAM zbudowa-
nego na rdzeniu amoniaku (NH3)

Scheme B. Types of ,impurities” formed du-
ring dendrimers’ syntheses on the example of
PAMAM built on ammonia (NH3) core

produkty niepetne;j alkilacji

lanem metylu musi przereagowaé 32 grup aminowych;
przy przejsciu od G5 do G6 — juz 64 itp.). W zwiazku
z tym dendrymer staje sie coraz bardziej zanieczyszczony
produktami niepelnego podstawienia (schemat B).
Synteza zbiezna (convergent) — zaproponowana
przez zespodt Frecheta jako alternatywa procedury roz-
bieznej. W metodzie tej najpierw wykonuje si¢ syntezy
fragmentu galezi posiadajacego tylko jedna grupe reak-
tywna (dendron) reagujaca z innymi, identycznie wyko-
nanymi podjednostkami dendrymeru lub rdzeniem
(schemat C). Etapem koficowym w syntezie zbieznej jest
sprzeganie otrzymanych dendronéw z wielofunkcyjna
czasteczka rdzenia. W poréwnaniu z metoda rozbiezna
spos6b postepowania zaproponowany przez Frecheta
ma wazna zalete, mianowicie funkcyjnoéé rozwijanego
dendronu wynosi zawsze jeden, co daje mozliwos¢ lep-
szej kontroli procesu, wieksza czysto$¢ dendrymeréw i
mniejsze zuzycie odczynnikéw. Podobnie jak w meto-
dzie rozbieznej uzyskanie dendrymeru o pozadanej
strukturze jest limitowane przede wszystkim przez re-
aktywno$¢ i przestrzenna dostepnos¢ rdzenia.

METODY CHARAKTERYZOWANIA DENDRYMEROW

Ogromna strukturalna réznorodnoé¢ dendrymeréw
daje mozliwosci zastosowania do ich charakteryzowa-
nia szerokiej gamy metod analitycznych, poczynajac od
stosowanych w odniesieniu do matych czasteczek orga-
nicznych a koriczac na stuzacych do analizy makromole-
kul. Najwazniejsza technika potwierdzajaca zalozony
ciezar czasteczkowy zwiazkéw dendrymerycznych jest,
bez watpienia, spektrometria mas z metodami tagodnej
jonizacji: ESI, MALDI, FAB. Jest to réwniez dobra techni-
ka pozwalajaca na przesledzenie zawartosci produktéw
ubocznych tj. zwiazkéw z defektami strukturalnymi [10,
11]. Obecnie stosowane techniki MS-MS umozliwiaja po-
twierdzenie nie tylko ciezaru czasteczkowego ale réw-
niez struktury. Widma magnetycznego rezonansu jadro-
wego (NMR) sa w przypadku dendrymeréw na ogoét
mniej przydatne, ze wzgledu na mozliwos¢ wystepowa-
nia wielu konformacji tego samego fragmentu struktury
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Schemat C. Metoda zbiezna syntezy dendrymerow prowadzqca do otrzymania dendrymeru polibenzyloeterowego [9]
Scheme C. Convergent synthesis of dendrimer leading to polybenzylether formation [9]
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makroczasteczki i zwiazane z tym nakladanie sie pasm
sygnaléw. Na podstawie widm NMR mozna jednak mo-
nitorowac poziom zawarto$ci czasteczek z defektami,
np. podczas syntezy dendrymeréw poli(propylenoimi-
nowych) sygnatly 13C NMR przy 6 ok. 45 ppm wskazuja
na obecno$¢ niecatkowicie zalkilowanych grup NH, (od
R-NH-CH,-CHp-).

Dendrymery z udzialem heteroatoméw mozna ba-
da¢ wykorzystujac techniki rezonansu "F-NMR [12],
'P-NMR [13, 14] lub *Si-NMR [15, 16]. Goddard [17]
w swoich pracach zastosowat takze pomiary czasu rela-
ksacji 13C-spin-lattice Ty czasteczek ,goécia” w celu wy-
kazania istnienia luk wewnatrzczasteczkowych w den-
drymerach typu PAMAM w generacjach G4—G7. Wiele
zespolow, m.in. Newkome“a [18], Frecheta [19] i Mejera
[20] wykorzystywato spektroskopie fluorescencyjna
i UV-Vis do badania zdolnosci przenoszenia przez den-
drymery ukrytych w lukach wewnatrzczasteczkowych
matych czasteczek gosci. Waznym narzedziem do oceny
czystosci makroczasteczek okazaly sie takze techniki
uzywane rutynowo do badan biologicznych makroczas-
teczek — bialek, polipeptydéw oraz kwaséw nukleino-
wych — takie jak elektroforeza zelowa oraz elektrofore-
za kapilarna [21, 22]. Podstawowych informacji dotycza-
cych czystosci, homogenicznosci i ciezaru czasteczkowe-
go dendrymeréw dostarcza réwniez chromatografia
cienkowarstwowa (TLC), zelowa (GPC, SEC) i, przede
wszystkim, wysokosprawna chromatografia cieczowa
(HPLC) [23—25]. Interesujace wyniki uzyskano stosujac
techniki SANS (niskokatowego rozpraszania neutro-
néw), SAXS (niskokatowego rozpraszania promienio-
wania X) i TEM (transmisyjnej mikroskopii elektrono-
wej). TEM umozliwila bezposrednia wizualizacje mole-
kul dendrymeré6w PAMAM. Uzyto jej rowniez do oceny
$rednicy czasteczek w zalezno$ci od generacji
(G5—G10) oraz do badan interakcji miedzyczasteczko-
wych [26]. Pomiary z zastosowaniem technik SANS i
SAXS pozwolily na okreslenie érednicy dendrymeréw
PAMAM oraz potwierdzily lokalizacje i ulozenie grup
konficowych na zewnatrz czasteczki [27], tak jak przewi-
dywal Maciejewski i de Gennes [7, 8]. Wykazaly tez, ze
te dendrymery nie ulegaja interpenetracji ani w roztwo-
rach rozcieficzonych, ani w stezonych [28].

Powszechnie stosowano takze metody typowe dla
badan polimeréw, takie jak grawimetryczna analiza ter-
miczna (TGA) [29], skaningowa kalorymetria r6znicowa
(DSC) [30—32] lub pomiary granicznej liczby lepkoscio-
wej. Do analizy grup koficowych dendrymeréw wyko-
rzystywano takze proste miareczkowanie [33].

KIERUNKI BADAN NAD LEKAMI DENDRYMEROWYMI

Dendrymery jako nosdniki substancji leczniczych
w nowych metodach podawania lekéw

Polimery stanowia obecnie gtéwna grupe materia-
16w ocenianych pod katem ich zastosowania do kontro-

lowanego uwalniania lekéw lub jako prekursory no-
wych lekéw. Wéréd nich dendrymery, ze wzgledu na
globularng budowe, wielowarstwowos$¢ oraz dobrze
zdefiniowany ciezar czasteczkowy, wydaja sie bardzo
obiecujace. Badania prowadzi si¢ w dwdch kierunkach,
mianowicie wykorzystania dendrymeréw do transferu
stabo rozpuszczalnych lub cytotoksycznych substancji
leczniczych wprost do miejsca chorobowo zmienionego
oraz do budowy nowych lekéw o stwarzajacej nowe
mozliwosci strukturze dendrymerycznej. Pierwszy kie-
runek, obecnie czesciej realizowany, pozwala na unik-
niecie kosztow i ryzyka zwiazanych z wprowadzeniem
do klinik nowego leku a takze lepszego wykorzystania
leku o znanych wtasciwosciach.

Zastosowaniu dendrymeré6w w charakterze no$ni-
kéw substancji leczniczych sprzyja ich unikatowa budo-
wa przestrzenna. Gdy czasteczke biologicznie aktywna
wykorzystamy jako rdzen, wéwczas galezie i powierz-
chnia dendrymeru moga dziala¢ ostaniajaco i obnizac jej
toksyczno$é. Interesujace mozliwosci stwarzaja takze
istniejace luki wewnatrzczasteczkowe, w ktérych miesz-
cza sie niewielkie czasteczki niekowalencyjnie zwigzane
z dendrymerem. W ciagu ubiegltych 20 lat intensywne
prace w tym kierunku zaowocowaly wieloma publika-
cjami na temat chemii ukladéw , gosé-gospodarz”
z udzialem dendrymeréw.

Dendrymery z niepolarnym alifatycznym wnetrzem
(schemat D) i polarnymi grupami peryferyjnymi, zwane
tez jednoczasteczkowymi micelami, opisal po raz pierw-
szy zesp6l Newkomea na poczatku lat dziewiecédzie-
siatych XX w. [34]. Zamknigcie w alifatycznym wnetrzu
czasteczek hydrofobowych, np.: blekitu fenolowego,
naftalenu lub difenyloheksatrienu, zostato potwierdzo-
ne metodami UV-Vis i spektroskopii fluorescencyjnej,
a duza liczba obdarzonych ladunkiem grup peryferyj-
nych (COO") umozliwiata rozpuszczenie caltych ukla-
déw w roztworach wodnych.

W ostatnich latach nastapit duzy postep w pracach
nad synteza biokompatybilnych dendrymeréw iich wy-
korzystaniem w leczeniu nowotworéw, zwlaszcza jako
nos$nikéw toksycznych substancji leczniczych, takich jak
cis-platyna badz doxorubicyna. Zastosowanie dendry-
meréw w charakterze jednoczasteczkowych miceli
transportujacych niekowalencyjnie zwiazane leki jest
utrudnione ze wzgledu na problemy z kontrolowanym
uwalnianiem czasteczek tych substancji. Wprowadzenie
do czasteczek PAMAM w miejsce grup koficowych reszt
PEOX [poli(tlenku etylenu)] umozliwilo kontrolowane
uwalnianie przy ich uzyciu takich lekéw przeciwnowo-
tworowych jak methotrexat, doxorubicyna [35] lub 5-flu-
orouracyl [36]. Wykorzystanie dendrymeru PAMAM
jako kapsulki zawierajacej kamptotecyne (inny zwiazek
stosowany w terapii nowotworowej), nie tylko zwiek-
szylo jej rozpuszczalnos¢ ale takze pozwolilo na osiag-
niecie lepszego dzialania leku na poziomie komoérko-
wym — wyzsze stezenie w komérkach nowotworo-
wych, dluzszy czas retencji oraz podwyzszona aktyw-
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Schemat D. Jednoczgsteczkowa micela Newkome’a [18]
Scheme D. Unimolecular Newkome's micelle [18]

noé¢ przeciwnowotworowa in vitro [37]. Proponuje sie
réwniez uzycie dendrymeré6w PAMAM w charakterze
czynnikéw selektywnie wylapujacych badz neutrony
w terapii borowo-neutronowej badZ promienie UV w
diagnostyce oraz w terapii fotodynamicznej nowotwo-
réw skory.

Cytotoksycznos¢ dostepnych w handlu (najczesciej
badanych) dendrymeréw zalezy od generacji, dlatego
tez wyniki badan nie zawsze sa jednoznaczne. W pierw-
szej publikacji, opracowanej we wspotpracy kilku euro-
pejskich laboratoriéw, na temat biokompatybilnosci in
vitro dendrymeréw PAMAM i PPI oraz ich réznorod-
nych pochodnych stwierdzono, ze dendrymery kationo-
we wyzszych generacji nie sa przydatne w farmakologii
ze wzgledu na ich wlasciwosci hemolityczne oraz zmia-
ny wywotywane w morfologii erytrocytow, a takze aku-
mulacje w tkankach [38]. Mniej toksyczne okazaly sie
dendrymery z koficowymi grupami karboksylowymi,
hydroksylowymi badz eterowymi. Obecnie, w praktyce
rzadko bada si¢ dendrymery typu PAMAM i PPI w ory-
ginalnej chemicznej postaci. Najczesciej ich powierzch-
nie pokrywa sie ugrupowaniami generujacymi odpo-
wiedz biologiczna dzieki zawartosci rozpoznawanych

przez komorki fragmentéw ligandéw takich jak leki, ra-
dioizotopy, kwasy tluszczowe, lipidy, polimery [np.
reszty glikolu poli(oksyetylenowego) — PEG] itp. Prob-
lem toksycznosci dendrymeréw powinien zatem by¢
traktowany indywidualnie w zaleznoéci od zamierzone-
go sposobu wykorzystania [39]. Na przykiad, dendry-
meryczne zwiazki stosowane do diagnostyki lub do
szybkiej interwencji medycznej podaje sie jednorazowo,
co nie powoduje akumulacji makroczasteczek w ustroju,
natomiast toksycznos¢ dendrymerycznych substancji
stosowanych zewnetrznie ogranicza sie do warstw
skory.

Interesujacy wydaje sie¢ pomyst czeSciowego pokry-
wania dodatnio naladowanych powierzchni dendryme-
row PAMAM resztami PEG, jednak, osiagnietej dzieki
temu lepszej kontroli nad uwalnianiem z kompleksu,
np. methotrexatu, towarzyszy utrata strukturalnej jed-
norodnosci czasteczek dendrymerycznych [40]. Ostatnio
stwierdzono réwniez, ze czeSciowe zabezpieczenie za
pomoca PEG [41] lub sfunkcjonalizowanie grupami
hydroksylowymi [42] dendrymeréw PAMAM do gene-
racji G4 pozwala na otrzymanie produktéw o minimal-
nej cytotoksycznosci.
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Schemat E. ,, Pudetko dendrytyczne” (dendritic box) Meijera (R = C¢Hj) [54]
Scheme E. ,Dendritic box” by Meijer (R = CcHs) [54]

Intensywne badania nad zmniejszeniem cytotoksycz- nowo do diagnostyki w okulistyce) [48] badz cis-platyny
nosci czasteczek typu , gospodarz” prowadzono gléw-  (leku przeciwnowotworowego) [49]. Podobnie, w obec-
nie w odniesieniu do dostepnych w handlu dendryme- nosci dendrymeru PAMAM uzyskiwano lepsza roz-
réow PAMAM. Dobra rozpuszczalnos¢ w wodzie oraz  puszczalno§¢ powszechnie uzywanych niesterydowych
niewielka toksyczno$¢ uzyskiwano w wyniku umiesz- $rodkéw przeciwzapalnych, takich jak Naproxen, Keto-
czenia na peryferiach dendrymeru grup hydroksylo- profen, Ibuprofen lub Diflunisal [50].
wych, karboksylowych lub reszt glikoli poli(oksyetyle- Interesujace jest wykorzystanie kombinacji dwéch
nowych). Jako gosci uzywano czasteczek, np.: barwnika  dendrymeréw, réznych strukturalnie ale tworzacych
czerwieni Nilu [43], zwiazkéw przeciwgrzybicznych i  niekowalencyjnie zwiazana makroczasteczke, do spo-
przeciwbakteryjnych (m.in. tiokonazolu) [44], indometa-  wolnionego uwalniania venlafaksyny (venlafaxine) —
cyny (takze w systemach transdermalnych omijajacych  nowego srodka antydepresyjnego stosowanego zazwy-
doustna droge podawania) [45], metotreksatu (leku czaj kilkakrotnie w ciagu dnia [51].
przeciwnowotworowego — antymetabolitu kwasu fo- Dendrymery, w ktérych reakcje wiazania i uwalnia-
liowego) [46], 10-hydroksykampotecyny [47], pilokarpi- nia goscia kontrolowano za pomoca pH opisal Meijer
ny, tropikamidu i fluoresceiny (lekéw uzywanych ruty- i wsp6lpr. [52]. Zwiazki te skonstruowano na szkielecie
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polipropylenoiminowym (PPI), a ich peryferyjne grupy
aminowe zacylowano resztami dilugotaficuchowych
kwaséw tluszczowych. Takie ,odwrdcone” jednoczas-
teczkowe micele wykazywaly zdolnos$¢ do wigzania we
wnetrzu polarnych czasteczek goscia (ré6zu bengalskie-
go i serii barwnikéw anionowych) a nastepnie przeno-
szenia (uwalniania) ich do niepolarnych rozpuszczalni-
kéw organicznych. Stechiometria produktu zalezata od
wymiaréw czasteczki goscia i generacji dendrymeru,
np.: dendrymer piatej generacji na podstawie PPI zamy-
kal w sobie 1—2 czasteczki fluoresceiny, a w przypadku
rézu bengalskiego nawet do 70 czasteczek. Aromatycz-
ne dendrymery poli(eterowe) syntetyzowane w grupie
Frecheta réwniez charakteryzowaty sie zdolnoscia do
zamykania w sobie aromatycznych czasteczek gosci, co
umozliwialo na przyklad rozpuszczenie pirenu w roz-
tworach wodnych [53]. Silne oddzialywania n—n miedzy
pierScieniami aromatycznymi gosScia i gospodarza do-
datkowo wzmacnialy te zdolnos¢.

We wszystkich badanych przypadkach zaobserwo-
wano, ze kompleksowanie czasteczek goscia z dendry-
merem wywiera pozytywny wplyw na jego rozpusz-
czalno$¢, zmniejsza szybkos¢ uwalniania a wiec obniza
toksyczno$¢, ogranicza niekorzystne efekty uboczne
i poprawia efektywno$¢ skoncentrowania zaré6wno
w przypadku zmienionych chorobowo tkanek, jak i w
zastosowaniach zewnetrznych (systemy transdermalne,
okulistyka).

Inne rozwiazanie niekowalencyjnego wiazania sub-
stancji stanowilto skonstruowanie tzw. ,pudelek dendry-
tycznych” (schemat E), gdzie trwale unieruchomiona we
wnetrzu dendrymeru czasteczka goscia byla uwalniana
dopiero po degradacji blokujacych ja elementéw peryfe-
ryjnych. Pierwsze ,pudetko” to dendrymer PPI, w kto-
rym po wprowadzeniu go$cia aminowe grupy peryfe-
ryjne zablokowano resztami Boc-L-fenyloalaniny
[N-(tert-butoksykarbonylo)-L-fenyloalaniny] [54]. Den-
drymer taki mégl jednoczesnie zatrzymac do 4 duzych
czasteczek rézu bengalskiego i 8—10 mniejszych, takich
jak kwas 4-nitrobenzoesowy. Po ,zdjeciu” grup Boc za
pomoca kwasu mréwkowego uwalniane byly czasteczki
mniejsze, a po hydrolitycznym ,,zdjeciu” fenyloalaniny
do roztworu przechodzily takze wieksze czasteczki
goscia.

Nowatorskim pomystem bylo zsyntetyzowanie za-
koniczonych grupami hydroksylowymi dendrymeréw
typu PAMAM zawierajacych nanoczastki metalicznego
srebra, o znanej od dawna aktywnosci przeciwbakteryj-
nej, zwlaszcza przeciwko bakteriom Gram-dodatnim
[55]. Synteza tego typu ukladu polegala na dodaniu do
roztworu dendrymeru soli srebra(l), a nastepnie reduk-
cji do srebra metalicznego.

Omawiane do tej pory dendrymery charakteryzowa-
ty sie niespecyficznym miejscem wigzania matych czas-
teczek gosci. W grupie Diedericha i wspotpr. [56] po raz
pierwszy zaproponowano synteze rodziny dendryme-
réw opartych na rdzeniu cyklofanu; okazaly sie one zna-

komitymi no$nikami steroidéw, zdolnymi do ich kon-
trolowanego uwalniania. Na stabilno$¢ uzyskanych
komplekséw nie wplywal wzrost generacji, miejsce wia-
zania za$ czynito uprzywilejowanymi bardziej niepolar-
ne czasteczki steroidéw. Inna odmiana dendrymeréw,
okreslona mianem , dendroclefts”, zbudowana wokét op-
tycznie czynnego rdzenia 9,9’-spiro-bis[9H-fluorenu]
odznaczata si¢ zdolnoscia do selektywnego wiazania
B-D-glukozydéw [57]. Diastereoselektywno$é procesu
rosla wraz z generacja dendrymeru. Autorzy sugerowali
takze, ze tego typu uklady moga by¢ prekursorami syn-
tetycznych enzymoéw.

Dendrymery jako nowe generacje lekow

Drugim nurtem badan skupiajacym si¢ na wykorzys-
taniu unikatowej rozgalezionej struktury dendrymeréw
byto poszukiwanie nowych oryginalnych lekéw. Szero-
ko dyskutowana kwestie stanowi pytanie czy uzycie
dendrymeru, np. do otrzymania szczepionek jest tylko
nowym sposobem podawania przeciwcial czy tez nowa
formula farmaceutyczna. Proponowane rozwiagzania sa
faktycznie czym$ wiecej niz tylko zmultiplikowanym
farmakoforem. Dendrymery moga by¢ bowiem nowego
typu wielofunkcyjna nanoczasteczka — koniugatem, za-
wierajacym jednocze$nie element ,adresowy” umozli-
wiajacy selektywne umieszczenie jej w konkretnym
miejscu organizmu, wiele czasteczek leku dajacego efekt
terapeutyczny oraz biomarker pozwalajacy na detekcje
miejsca komorki/tkanki, gdzie czasteczka sie lokuje i
sposobu dzialania takiego agregatu. Z tego punktu wi-
dzenia, dendrymery mozna traktowac jako stabilny che-
micznie, dobrze zdefiniowany tréjwymiarowy lek przy-
szlosci, konkurencyjny wobec srodkéw leczniczych
otrzymywanych na no$nikach bialkowych. Wystepowa-
nie ,efektu dendrymerycznego”, czyli wzmocnienia
dzialania farmakologicznego, wykraczajace poza proste
zsumowanie efektow pojedynczych farmakoforéw, uza-
sadnia stwierdzenie, Ze zwiazane kowalencyjnie koniu-
gaty stanowia czasteczki nowych lekéw. [58].

Najczesciej wykorzystywanym sposobem jest
umieszczanie na peryferiach dendrymeru czasteczek
lekéw zwiazanych z nim labilnymi wiazaniami che-
micznymi, np.: hydrolizujacymi w warunkach fizjolo-
gicznych. Dzigki temu uzyskuje sie¢ mozliwos¢ stopnio-
wego i dlugotrwalego uwalniania leku, a zatem ograni-
czenie toksycznosci oraz czesto$ci wystepowania efek-
tow ubocznych. Noénikiem sa na ogét dendrymery typu
PAMAM niskich generacji (G2—G5), dolaczanymi zas
substancjami aktywnymi, m.in. 5-fluorouracyl [59],
kwas 5-aminosalicylowy [60], hormony steroidowe (np.:
metyloprednizolon) [61] lub metotreksat [62].

Zblizona koncepcje stanowita synteza biodegrado-
walnych matoczasteczkowych dendrymeréw (G1—G3),
ulegajacych w warunkach fizjologicznych catkowitej po-
wolnej hydrolizie do aktywnych czasteczek lekow i lat-
wo wydalanych z moczem niewielkich czasteczek po-
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chodzacych od nosnika. Polaczenia takie zsyntetyzowa-
no gtéwnie z udzialem bardzo toksycznych lekéw prze-
ciwnowotworowych, np.: paklitakselu (Taxol®) [63, 64],
doksorubicyny lub kampotecyny [65].

Pomimo intensywnych badan dotyczacych zastoso-
wania dendrymeréw w medycynie, wykorzystanie tych
zwiazkéw ogranicza powazna bariera jaka sa wysokie
koszty syntezy i oczyszczania. Dobry przyktad stanowia
tu, najlepiej poznane i wytwarzane na skale przemy-
stowa przez firme Dendritic Nano Technologies w USA,
dendrymery typu PAMAM — 300 mg zwiazku 7. gene-
racji kosztuje obecnie ok. 600 USD. Trzeba réwniez zau-
wazy¢, ze homogenicznosc¢ tych produktéw pozostawia
wiele do Zyczenia, zwlaszcza z punktu widzenia aplika-
¢ji medycznych.

Obecnie trwaja wzmozone prace nad kilkoma orygi-
nalnymi projektami doprowadzonymi do etapu badan
klinicznych. Dwa najbardziej zaawansowane to Gado-
mer-17 (Schering AG) oraz preparat antykoncepcyjny o
nazwie VivaGel (australijska firma Starpharma), ktéry
jednocze$nie moze by¢ stosowany w prewencji zakazen
wirusem HIV [66]. VivaGel zawiera dendrymer lizyno-
wy 4. generacji sfunkcjonalizowany na powierzchni
resztami naftalenodisulfonianowymi. W maju 2008 pre-
parat zakwalifikowano do nastepnej fazy badan. Dekla-
rowana przez firme obnizka kosztéw produkcji tego
leku do 15 USD za jedna porcje terapeutyczna moze by¢
jednak trudna do osiagniecia, na co wskazuja ceny,
znacznie latwiejszych w syntezie, dendrymeréw typu
PAMAM.

Ogromne nadzieje poklada sie réwniez w mozli-
wosci wykorzystania zwiazkéw dendrymerycznych
w diagnostyce medycznej. Objety badaniami kliniczny-
mi drugiej fazy, wspomniany juz oryginalny zwiazek
o nazwie Gadomer-17, moze dziata¢ jako czynnik
wzmacniajacy kontrast w obrazowaniu metodami
NMR. Gadomer-17 to dendrymer lizynowy sfunkcjona-
lizowany na powierzchni ugrupowaniami eteru korono-
wego zawierajacego jony Gd(III). Podaje sie go do krwi
a stluzy do diagnozowania choréb nerek i ukladu kraze-
nia. W badaniach na zwierzetach wykazano, ze obraz
nerki mozna uzyska¢ juz po kilku minutach od chwili
podania preparatu, przy czym jest on nastepnie szybko
wydalany [67]. Wymieniona juz firma Dendritic Nano
Technologies do podobnych zastosowar planuje wyko-
rzysta¢ dendrymer typu PAMAM z zainkludowanymi
w lukach wewnetrznych czasteczkami — szeroko obec-
nie uzywanego w diagnostyce metodami NMR — mato-
czasteczkowego kompleksu gadolinu o nazwie Magne-
vist. Dendrymery réwniez stanowia podstawowy ele-
ment w produkowanej przez amerykanska firme Dade
Behring aparatury do szybkiego diagnozowania choréb
serca. Pozwala ona na potwierdzenie lub wykluczenie
w ciagu 15 minut mozliwosci zawatu. Obydwa wymie-
nione wielkoczasteczkowe preparaty charakteryzuja sie
duzymi ciezarami czasteczkowymi oraz globularnymi
ksztaltami. Taka budowa czesto jest niekorzystna z pun-

ktu widzenia efektywnosci oddzialtywan ligand-recep-
tor. Mozliwosci rozwiazan nalezy zatem szukac na dro-
dze bardziej racjonalnego projektowania dendrymeréw
de novo, o strukturach bliskich np. ,strukturom aktyw-
nym” lub znanym makroczasteczkowym ukladom re-
ceptorowym. Przyktadem moga tu by¢ kationowe, pep-
tydowe dendrymery o ciezarach czasteczkowych
850—2600, przewidziane do oddzialywania z membra-
nami chorobotwérczych drobnoustrojéow. Struktury ta-
kich dendrymeréw oparto na nowym typie rdzenia, co
pozwolilo na lepsze rozlozenie dodatnio naladowanych
oraz lipofilowych grup na powierzchni biomembran.
W efekcie uzyskano aktywnosci, rowniez wobec bakteri
Gram-ujemnych, na poziomie aktywnosci zwigzkéw na-
turalnych [68, 69].

PERSPEKTYWY ZASTOSOWAN DENDRYMEROW

Miarg zainteresowania dendrymerami jako nanoma-
terialami do zastosowan gléwnie medycznych jest fakt,
ze w roku 2007 na $wiecie istnialo przeszlo 150 firm
i osrodkéw badawczych zrzeszajacych ponad 8000 nau-
kowcéw zajmujacych sie ta tematyka. Wydali oni wigcej
niz 10 000 publikacji oraz zgtosili przeszio 3000 paten-
tow. Do poczatku lat 90-tych liczba artykuléw dotycza-
cych dendrymeréw byla mniejsza niz dwa tuziny,
w 1995 roku przekroczyla tysiac, a od roku 2004 pojawia
sie juz 1000 publikacji i 150 patentéw rocznie.

W poréwnaniu z wiedza o odkrytych mniej wiecej
w tym samym czasie co dendrymery nanozwiazkach,
takich jak fulereny lub nanorurki (ze wzgledu na swoja
budowe uwazanych za perspektywiczne nosniki lekéw
nowych generacji), nanochemia dendrymeréw jest
znacznie bardziej zaawansowana i blizsza zastosowan
praktycznych. Dendrymery sa atrakcyjniejsze dzieki
chemicznej réznorodnosci i mozliwoéci wykorzystania
szeregu znanych, wysokowydajnych metod syntezy
oraz analizy do ich otrzymywania a nastepnie charakte-
ryzowania. Interesujaca jest takze mozliwoé¢ konstruo-
wania rozgatezionych nanostruktur w jednej czasteczce,
laczacych wiele réznorodnych funkgji i pozwalajacych
na zastosowanie ich w tzw. ,terapiach celowanych”.

Autorzy dzigkujq za wsparcie finansowe projektu Mini-
sterstwu Nauki i Szkolnictwa Wyzszego projekt 3T09B 115 28
oraz funduszom EC, projekt NORMOLIFE (LSHC-CT-2006-
-037733).

LITERATURA

[1] Flory P. J.: JACS 1952, 74, 2718. [2] Buhleier E.,
Wehner W., Vogtle F.: Synthesis 1978, 155. [3] Tomalia D.
A., Ewald J. R., Hall M. J., Martin S. J., Smith P. B.: , The
1st SPS] International Polymer Conference”, Japan, Kyo-
to 20—24 sierpnia 1984, mat. str. 65. [4] Tomalia D. A.,
Baker H., Dewald J., Hall M., Kallos G., Martin S., Roeck
J., Ryder J., Smith P.: Polym. |. (Tokyo) 1985, 17, 117.



416

POLIMERY 2009, 54, nr 6

[5] Bosman A. W., Janssen H. M., Meijer E. W.: Chem. Rev.
1999, 99, 1665. [6] Tomalia D. A., Esfand R., Piehler L. T.,
Swanson D. R., Uppuluri S.: High Perform. Polym. 2001,
31, S1. [7] Maciejewski M.: Macromol. Sci., A 1982,17, 689.
[8] de Gennes P. G., Hevret H. J.: J. Physique-Lett. (Paris)
1983, 44, 351. [9] Hawker C. J., Frechet J. M. J.: ]. Am.
Chem. Soc. 1990, 112, 7638; Hawker C. J., Frechet J. M. J.:
J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1990, 1010. [10] Dvornic P.
R., Tomalia D. A.: Macromol. Symp. 1995, 98, 403.

[11] Hummelen J. C., van Dongen J. L. J., Meijer E. W.:
Chem. Eur. ]. 1997, 3, 1489. [12] Miller T. M., Neenan X. T.,
Kwock E. W., Stein S. M.: JACS 1993, 115, 356. [13] Ren-
gan K., Engel R.: ]. Chem. Soc. Chem. Commun. 1990, 1084.
[14] Rengan K., Engel R.: ]. Chem. Soc. Perkin Trans. 1
1991, 987. [15] Uchida H., Kabe Y., Yoshino K., Kazamata
A., Tsumuraya T., Masamune S.: JACS 1990, 112, 7077.
[16] van der Made A. W., van Leeuwen P. W. N. M.: J.
Chem. Soc. Chem. Commun. 1992, 1400. [17] Naylor A. M.,
Goddard W. A.: JACS 1989, 111, 2539. [18] Newkome G.
R., Moorefield C. N., Baker G. R., Saunders M. J., Gross-
man S. H.: Angew. Chem. Int. Edit. Engl. 1991, 30, 1178.
[19] Hawker C. J., Wooley K. L., Frechet J. M. J.: . Chem.
Soc. Perkin Trans. 1 1993, 1287. [20] Stevelmans S., van
Hest J. C. M., Jansen J. F. G. A., van Bartel D. A. E. ]., de
Brabander-van den Berg E. M. M., Mejer E. W.: JACS
1996, 118, 7398.

[21] Brothers H. M., Piehler L. T., Tomalia D. A.: .
Chromat. A 1998, 814, 233. [22] US Pat. 4 410 688 (1983).
[23] Moreno-Bondi M. C., Orellana G., Turro N. J., Toma-
lia D. A.: Macromolecules 1990, 23, 910. [24] Hawker C. J.,
Frechet J. M. J.: Macromolecules 1990, 23, 4726. [25] Wor-
ner C., Mulhaupt R.: Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1993, 32,
1306. [26] Jackson C. L., Hanzy H. D., Booy F. P,, Drake B.
J., Tomalia D. A., Bauer B. J., Amis E. J.: Macromolecules
1998, 31, 6259. [27] Topp A., Bauer B. J., Klimash J. W.,
Spinolla R., Tomalia D. A., Amis L. J.: Macromolecules
1999, 32, 7226. [28] Prosa T. J., Bauer B. J., Topp A., Amis
E.]J., Scherrenberg R.: ACS PMSE prepr. 1998, 79, 307. [29]
Brabander-van den Berg E. M. M., Meijer E. W.: Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 1993, 32, 1308. [30] Miller T. M., Nee-
nan T. X., Zayas R., Bair H. E.: J. Am. Chem. Soc. 1992, 114,
1018; Miller T. M., Neenan X. T., Kwock E. W., Stein S.
M.: ]. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 356.

[31] Moreno-Bondi M. C., Orellana G., Turro N. J.,
Tomalia D. A.: Macromolecules 1990, 23, 910. [32] Hawker
C., Frechet J. M. ]J.: Macromolecules 1990, 23, 4726. [33]
Worner C., Mulhaupt R.: Angew. Chem. Int. Ed. Engl.
1993, 32, 1306. [34] Newkome G. R., Moorefield C. N.,
Baker G. R., Johnson A. L., Behera R. K.: Angew. Chem.
Int. Ed. Engl. 1991, 30, 1176. [35] Kojima C., Kono K.,
Maruyama K., Takagishi T.: Bioconjugate Chem. 2000, 11,
910. [36] Bhadra D., Bhadra S., Jain S., Jain N. K.: Int. ].
Pharm. 2003, 257, 111. [37] Morgan M. T., Nakanishi Y.,

Kroll D. J., Griset A. P., Carnahan M. A., Wathier M.,
Oberlies N. H., Manikumar G., Wani M. C., Grinstaff M.
W.: Cancer Res. 2006, 66, 11913. [38] Malik N., Wiwattana-
patapee R., Klopsch R., Lorenz K., Frey H., Weener J]. W.,
Meijer E. W., Paulus W., Duncan R.: J. Controlled Release
2000, 65, 133. [39] Duncan R., Izzo L.: Adv. Drug. Deliv.
Rev. 2005, 57, 2215. [40] Pan G., Lemmouchi Y., Akala E.
O.: J. Bioact. Compat. Polym. 2005, 20, 113.

[41] Yang H., Lopina S. T., DiPersio L. P., Schmidt S.
P.:J. Mat. Sci. — Mater. Med. 2008, 19, 1991. [42] Winnicka
K.: Farmacja Polska 2008, 64, 228. [43] Watkins D. M.,
Sweet Y. S., Klimash J. W., Turro N. J., Tomalia D. A.:
Langmuir 1997, 13, 3136. [44] Twyman L. J., Beezer A. E.,
Esfand R., Hardy M. J., Mitchell J. C.: Tetrahedron Lett.
1999, 40, 1743. [45] Zhang W., Jiang J., Quin C. H., Perez
L. M., Parrish A. R,, Safe S. H., Simanek E. E.: Supramol.
Chem. 2003, 15, 607. [46] Chen H. T., Neerman M. F,,
Parrish A. R., Simanek E. E.: JACS 2004, 126, 10 044. [47]
Neerman M. F,, Zhang W.,, Parrish A. R., Simanek E. E.:
Int. J. Pharm. 2004, 281, 129. [48] Vandamme T. F., Bro-
beck L.: J. Controlled Release 2005, 102, 23. [49] Malik N.,
Evagorou E. G., Duncan R.: Anti-Cancer Drugs 1999, 10,
767.[50] Cheng Y. Y., Xu T. W.: Europ. |. Med. Chem. 2005,
40, 1188.

[51] Yang H., Lopina S. T.: ]. Biomed. Mat. Res. A, 2006,
72A, 107. [52] Baars M. W. P. L., Froehling P. E., Mejer E.
W.: Chem. Commun. 1997, 1959. [53] Liu M. J., Kono K.,
Frechet J. M. J.: . Controlled Release 2000, 65, 121. [54]
Jansen J. F. G. A., de Brabander-van den Berg E. M. M.,
Meijer E. W.: Science 1994, 266, 1226. [55] Balogh L.,
Swanson D. R., Tomalia D. A., Hagnauer G. L., McMa-
nus A. T.: Nano Lett. 2001, 1, 18. [56] Wallimann P., Seiler
P., Diederich F.: Helv. Chim. Acta 1996, 79, 779. [57] Smith
D. K., Diederich F.: Chem. Commun. 1998, 2501. [58] Sis-
son J. C.: Thyroid 1997, 7, 295. [59] Zhuo R. X., Du B., Lu
Z. R.: . Controlled Release 1999, 57, 249. [60] Wiwattana-
patapee R., Lomlim L., Saramunee K.: ]. Controlled Release
2003, 88, 1.

[61] Khandare ]., Kolhe P., Pillai O., Kannan S., Lieh-
-Lai M., Kannan R. M.: Bioconjugate Chem. 2005, 16, 330.
[62] Kono K., Liu M., Frechet J. M. J.: Bioconjugate Chem.
1999, 10, 1115. [63] Amir R. J., Pessah N., Shamis M.,
Shabat D.: Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 2003, 42, 4494. [64]
Szalai M. L., Kevwitch R. M., McGrath D. V.: J. Chem. Soc.
Perkin Trans. 1 2003, 125, 15668. [65] Shamis M., Lode H.
N., Shabat D.: JACS 2004, 126, 1726. [66] Rupp R., Rosen-
thal S. L., Stanberry L. R.: Int. |. Nanomed. 2007, 2, 561.
[67] Krombach G. A., Higgins C. B., Chujo M., Saeed M.:
Radiology 2005, 236, 510. [68] Janiszewska ]., Swieton J.,
Lipkowski A. W., Urbanczyk-Lipkowska Z.: Bioorg. Med.
Chem. Lett. 2003, 13, 3711. [69] Janiszewska J., Urban-
czyk-Lipkowska Z.: Acta Biochim. Pol. 2006, 53, 77.

Otrzymano 3 VI 2008 r.



