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Streszczenie

Surfaktanty gemini stanowia stosunkowo nowa klas¢ zwiazkéw amfifilowych, ztozonych z dwéch
czasteczek klasycznego zwiazku powierzchniowo czynnego potaczonych czescia tacznikowa.
Zwiazki te bardzo tatwo tacza si¢ z DNA tworzac kompleksy i efektywnie posrednicza w proce-
sach transfekcji. Dzigki swojej budowie no$niki oparte na nich moga dostarczaé niemal dowolnej
wielkosci DNA, co nie jest mozliwe przy zastosowaniu wektoréw wirusowych. Ponadto, sa one
znacznie bezpieczniejsze dla zywych organizméw, z punktu widzenia dziatan niepozadanych.

surfaktanty gemini * czwartorzedowe sole amoniowe * nos$niki genow ° transfekcja

Summary

Gemini surfactants are a new class of amphiphilic compounds built from two classic surfactant
moieties bound together by a special spacer group. These compounds appear to be excellent for
creating complexes with DNA and are effective in mediating transfection. Thanks to their con-
struction, DNA carrier molecules built from gemini surfactants are able to deliver genes to cells of
almost any DNA molecule size, unattainable when using viral gene delivery systems. Moreover,
they are much safer for living organisms.
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1. Wstep

Rozwdj genetyki i inzynierii genetycznej w ostatnich la-
tach zaowocowatl odkryciem licznych technik pozwalaja-
cych na dostarczanie kwaséw nukleinowych do komoérek
docelowych. Mimo ze czg¢$¢ z nich stata si¢ juz rutynowy-
mi procedurami, to wciaz poszukiwane sa nowe, bardziej
efektywne strategie dostarczania genéw. Najprostsza me-
toda dostarczenia do komorki fragmentéw DNA jest ich
bezposrednie podanie, niestety niska wydajnos¢ tej meto-
dy jest przyczyna, dla ktdérej konieczne jest zastosowanie
odpowiednich systeméw, zapewniajacych ochrong podawa-
nego fragmentu DNA przed degradacja i zwigkszajacych
efektywnos¢ transfekcji. Dodatkowo system taki powinien
by¢ jak najbardziej bezpieczny i mozliwy do zastosowania
zar6wno in vitro, jak i in vivo. Niestety wiele stosowanych
dotad metod nie spetnia wszystkich wymogéw bezpieczeni-
stwa lub jest za mato wydajna by mogty by¢ z powodzeniem
stosowane w probach in vivo. Coraz wigksza popularnos$é
terapii genowej, niesie ze soba rozwoj strategii dostarcza-
nia genéw, w tym takze niewirusowych. W poréwnaniu
z niosacymi ryzyko wektorami wirusowymi syntetyczne
no$niki genéw sa tatwiejsze w przygotowaniu, nie zagra-
Zaja mutageneza, nie sa immunogenne i charakteryzuja
si¢ wysokim stopniem biodegradacji. Dzigki tym cechom
staja si¢ coraz bardziej popularne. Jedna z takich nowo
opracowanych technik jest uzycie, jako nosnika DNA sur-
faktantéw gemini. Jest to grupa zwiazkéw powierzchnio-
wo czynnych, w ktérych dwie czasteczki standardowego
surfaktantu zostaly ze soba polaczone odpowiednia gru-
pa chemiczna. Dzigki swojej charakterystycznej budowie
wykazuja one niezwykla zdolnos¢ do tworzenia stabil-
nych komplekséw z kwasami nukleinowymi i wydajnego
posredniczenia w transfekcji [5,8,11,20,30].

2. Bupowa 1 weASCIWOSCI FIZYKO-CHEMICZNE SURFAKTANTOW
GEMINI

Surfaktanty gemini stanowia stosunkowo nowa klase zwiaz-
kéw amfifilowych. W swojej budowie zawieraja dwie gru-
py hydrofilowe (tzw. ,,gtéwki” — head group) i dwa alifa-
tyczne taricuchy polaczone razem sztywnym, badZ bardziej
podatnym na odksztatcenia tacznikiem [8,13]. Jako tacz-
niki wykorzystywane moga by¢ wszelkie wigzania majace
dwutamana symetri¢ lub wykorzystujace dwie jednakowe
czasteczki (czegsto wykorzystuje si¢ np. mostki dwusiarcz-
kowe, amidy itd.), ich modyfikacja wptywa miedzy inny-
mi na stopiert biodegradacji surfaktantéw gemini. Grupa
laczaca dwie czasteczki zwiazku powierzchniowo czyn-
nego, moze wigza¢ dwie hydrofilowe gtéwki lub laczyc
czasteczki pod nimi, pomigdzy tadcuchami weglowodo-
rowymi (ryc.1).

Grupy jonowe tak zbudowanych surfaktantéw moga by¢
kationowe (np. grupy amoniowe) lub anionowe (np. gru-
py fosfatylowe), mozna stosowaé réwniez grupy polarne
nienatadowane, takie jak cukry czy polietery. Dtugie hy-
drofobowe taricuchy alkilowe surfaktantéw gemini zwykle
zbudowane sa z kwasow tluszczowych [5,30]. Z ich dtugo-
Scig wzrasta powierzchniowa czynnos¢ zwiazku [5,23,30].
Wzrost hydrofobowosci moze jednak powodowaé nieroz-
puszczalno$¢ zwiazku, z kolei zwigkszenie hydrofilowo-
Sci gtéwek polarnych zwigksza ja. Podobnie dziata obec-
nos¢ grup hydrofilowych w czgsci tacznikowej surfaktantu
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Ryc. 1. Model budowy czasteczki surfaktantu gemini

gemini [5,30]. Dzigki swoistej budowie surfaktantow ge-
mini mozliwe jest dowolne operowanie ich budowa i otrzy-
mywanie zwiazkow o réznorakich wiasciwosciach.

Surfaktanty gemini sa w stanie niezwykle wydajnie obniza¢
napigcie powierzchniowe, ich powierzchniowa czynnosc
jest nawet 1000-krotnie wyzsza niz w przypadku konwen-
cjonalnych surfaktantéw [14,23,30]. Dodatkowo wykazu-
ja one zdolnos¢ do tworzenia stabilnych micelli w znacz-
nie nizszych stgzeniach i sa znacznie lepiej rozpuszczalne
od wigkszosci ,,tradycyjnych” zwiazkéw amfifilowych.
Wiele z nich charakteryzuje si¢ réwniez wysokim stop-
niem biodegradacji [10,14,19,23,30]. W przeciwienstwie
do swoich monomerycznych odpowiednikéw, ktére w roz-
tworach wodnych formuja sferyczne micelle surfaktanty
gemini moga przyjmowac znacznie bardziej rozbudowa-
ne struktury np. przechodza w faz¢ odwrécona heksago-
nalna. Dzieje si¢ tak dzigki pewnej elastycznosci grup ta-
czacych dwa monomery, co pozwala na odksztatcanie sig¢
czasteczek [7,11]. Jedna z grup surfaktantéw gemini, kt6-
re tworza w roztworach bardzo réznorodne struktury sa te
zawierajace grupy weglowodanowe. Rodzaj stworzonych
przez nie form zalezy $cisle od pH roztworu, moga to by¢
mate stabilne pecherzyki, duze cylindryczne lub mate glo-
bularne micelle [6]. Uformowane przez surfaktanty gemini
micelle charakteryzuja si¢ rowniez o wiele wigksza stabil-
noscia i dtugoscia zycia, niz te formowane przez zwiazki
monomeryczne [4,10].

2.1. Surfaktanty gemini, jako Srodki dezynfekujace
i konserwujace

Wiele z surfaktantéw gemini ma wyjatkowe wtasciwo-
$ci antybakteryjne skierowane zaréwno przeciwko bak-
teriom G* jak i G-, maja takze zdolnosci grzybobdjcze.
Najsilniejsze wlasciwosci bakteriobdjcze wobec mikroor-
ganizmOéw wykazuja surfaktanty gemini oparte na czwar-
torzgdowych solach amoniowych (CSA), ich pojedyncze
odpowiedniki maja silne dziatanie bakteriobdjcze, grzybo-
bojcze, hamuja réwniez wzrost drozdzy poprzez inhibicje
H*-ATP-azy [15,16,21,31]. Dzigki tym wtasciwosciom CSA
stosowane byty od lat, jako srodki dezynfekujace, czysz-
czace i konserwujace. Jednak zwiazki typu gemini sa bar-
dziej efektywne i maja szerszy zakres dziatania. Oparte na
CSA surfaktanty gemini sg w stanie hamowac wzrost bak-
terii juz w znacznie nizszych stgzeniach niz zwiazki mono-
meryczne [21,24,31]. Efektywnos¢ bakteriobdjcza surfak-
tantéw gemini zmienia si¢ w zaleznosci od dtugosci i typu
grupy laczacej dwie bliZzniacze podjednostki czastecz-
ki. W przeciwienistwie do pojedynczych CSA, obecnosé
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Ryc. 2. Schemat budowy niektdrych surfaktantow gemini wykazujacych
najwieksza efektywnosc transfekgji

dwdch tancuchéw hydrofobowych i podatnego na odksztat-
cenia tacznika w ich odpowiednikach gemini, wzmacnia
zdolnosci do agregacji 1 adsorpcji, a w efekcie do destabi-
lizacji btony cytoplazmatycznej [22]. Wlasciwosci bakte-
riobdjcze wykazuja rowniez surfaktanty gemini oparte na
kwasach z6tciowych. Mechanizm ich oddziatywania na ko-
morki bakteryjne nie jest jeszcze doktadnie poznany, przy-
puszcza sig, ze duza role odgrywaja w nim oddzialywania
elektrostatyczne migdzy czasteczkami surfaktantu, a ujem-
nie natadowanymi czasteczkami na powierzchni bton ko-
morkowych bakterii [17].

2.2. Budowa i wlasciwosci surfaktantéw gemini
wykorzystywanych jako nos$niki genow

Dzigki niemalze nieograniczonym mozliwosciom modyfi-
kacji budowy surfaktantéw gemini, mozliwe jest otrzyma-
nie zwiazkéw o nieco innym charakterze niz te powszech-
nie wykorzystywane przez lata do dezynfekcji, konserwacji
itd. Zmiana grup budujacych gtéwki surfaktantu moze po-
wodowaé nadanie czasteczkom odmiennych wtasciwosci,
na przyktad pochodne amin zawierajace w gtéwce reszty
cukrowe staja si¢ doskonatymi nosnikami gendéw i nie wy-
kazuja wlasciwosci bakteriobdjczych [20]. Zwykle surfak-
tanty gemini stuzace jako nosniki DNA buduje si¢ w opar-
ciu o naturalnie wystgpujace w komorkach, zwiazki takie
jak kwasy tluszczowe, o-aminokwasy, lipidy, weglowoda-
ny. Pozwala to na maksymalne ograniczenie potencjalnej
cytotoksycznosci oraz wptywa na ich wysoki stopien bio-
degradacji [8]. Dotychczas przebadano pod katem trans-
feru DNA okoto 250 grup surfaktantéw gemini, a wsréd
nich mozna wyrézni¢ okoto 20 odrgbnych typéw struktu-
ralnych. Wigkszos¢ z nich wykazata stosunkowo duza wy-
dajnos¢ w transfekcji in vitro [27].

Sposréd tych 20 typéw zwiazkéw przebadanych pod katem
przenoszenia genéw, najdoktadniej poznano cztery z nich.
Sa to surfaktanty oparte na syntetycznych dimerach cysteiny,
oparte na N,N’-bis(3-aminopropylo)butano-1,4-diaminie,
aminach i otrzymywane z symetrycznych kwaséw dikar-
boksylowych (ryc. 2). W wigkszosci z nich gtéwki zbu-
dowane sa z kationowych polipeptydéw, ktdre na zasadzie
oddziatywan elektrostatycznych wiaza si¢ z ujemnie nata-
dowanymi czasteczkami kwaséw nukleinowych [8,18,20].

3. SURFAKTANTY GEMINI JAKO POTENCJALNE NOSNIKI GENOW

Surfaktanty gemini moga kompleksowaé DNA w steze-
niach znacznie nizszych od tradycyjnych zwiazkéw am-
fifilowych. Proces ten opiera si¢ w ich przypadku na od-
dziatywaniach matych skupisk czasteczek surfaktantu
z DNA. Wiazanie odbywa si¢ dzigki przyciaganiu elek-
trostatycznemu (gtéwnie obdarzonych tadunkiem gtéwek)

i oddzialywaniom hydrofobowym. Proces ten okazuje si¢
najbardziej wydajny dla zwiazkéw, ktére agreguja w jak
najnizszych stgzeniach, tak jak wigkszos¢ surfaktantéw
gemini. Wykazano, ze pojedyncze surfaktanty sa znacz-
nie mniej wydajne w kompleksowaniu DNA niz ich od-
powiedniki gemini. Wyrdézniamy kilka rodzajow struk-
tur, jakie przyjmuja kompleksy surfaktant-DNA, zaleza
one od budowy zwiazku powierzchniowo czynnego [8].
Surfaktanty gemini majace w swojej budowie aminy, gtow-
nie czwartorzedowe sole amoniowe tworza z DNA kom-
pleksy o strukturze lamellarnej z czasteczka kwasu nu-
kleinowego zamknigta wewnatrz dwuwarstwy utworzonej
przez czasteczki surfaktantu lub formuja odwrécone hek-
sagonalne struktury, gdzie DNA otoczone jest cylindrycz-
nymi micellami (badania spektrofotometryczne z uzyciem
waskokatowego rozpraszania promieniowania rentgenow-
skiego). Przyjmowanie przez kompleksy odpowiedniej
struktury zalezy migdzy innymi od stosunku molowego
surfaktantu do kwaséw nukleinowych i budowy czaste-
czek tacznikowych [21,26,27]. Zdolnos¢ do przyjmowania
przez lipopleksy utworzone z surfaktantéw gemini, danej
struktury w duzej mierze zalezy od charakteru tacznika.
Surfaktanty gemini majace tacznik polimetylenowy oraz
gtéwke zbudowana z czwartorzgdowych soli amoniowych,
przyjmowaty strukturg lamellarng lub odwrécona heksago-
nalna w zaleznosci od dtugosci tacznika. Im dluzszy jest
tacznik migdzy dwoma pojedynczymi czasteczkami sur-
faktantu tym bardziej podatne na odksztatcenia sg z nich
uformowane lipopleksy. Taki tacznik jest w stanie zmienic¢
konformacje lipopleksu, redukujac kontakt grup weglowo-
dorowych z woda, co skutkuje przyjeciem przez kompleks
odwrécone;j struktury heksagonalnej [25]. Dla wigkszosci
surfaktantéw gemini opartych na peptydach, podobnie jak
dla tych opartych na symetrycznych kwasach dikarboksy-
lowych, zawierajacych bardziej sztywna czgsS¢ taczniko-
wa, obserwuje si¢ jedynie lipopleksy o fazie lamellarne;j.
Lacznik polimetylenowy nadaje réwniez zdolnos¢ do przy-
bierania odwréconej heksagonalnej fazy surfaktantom ge-
mini zawierajacym gtéwki cukrowe, ktére dodatkowo wy-
kazuja mozliwos$¢ zmiany fazy lipopleksu w zaleznosci od
pH otoczenia, w ktérym si¢ znajduja [1,8].

Dzigki temu, Ze surfaktanty gemini w wydajny sposéb wig-
73 kwasy nukleinowe i to w znacznie nizszych stgzeniach,
niz stosowane dotychczas popularnie kationowe lipidy, bar-
dzo dobrze sprawdzaja si¢ w posredniczeniu w procesach
transfekcji. Wydajnos¢ tych proceséw z uzyciem surfaktan-
téw gemini, jako nosnika DNA znacznie przewyzsza po-
ziom, jaki mozna otrzymaé z uzyciem ich monomerycz-
nych odpowiednikéw. Przyktadowo surfaktanty gemini,
ktérych czasteczka zawierata w czg¢sci polarnej polimer
oligolizyny wykazywaty duza wydajnos¢ transfekcji, zas
ich pojedyncze odpowiedniki nie byty w stanie dostarczac
gendw do komorek. Podstawowa struktura czasteczek sur-
faktantu gemini pozwala na niemal nieograniczone mozli-
wosci modyfikacji ich budowy, zaréwno ich wtasciwosci,
jak i zdolnosci do efektywnego posredniczenia w transfek-
cji. W wigkszosci najwydajniejszych w transfekeji surfak-
tantéw gemini polarna gléwke czasteczki tworza oligopep-
tydy lub pochodne czwartorzgdowych soli amoniowych.
Najwigksze zainteresowanie wzbudzaja systemy oparte na
weglowodorach, ktére dzigki swoim niezwyktym wiasciwo-
Sciom utatwiaja ucieczke przenoszonego tadunku z endo-
somu, znacznie podwyzszajac efektywnos¢ transfekcji [8].
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Modyfikacje chemiczne czasteczek znaczaco wptywaja
na efektywnos¢ transfekcji np. przedtuzenie taiicuchéw
weglowodorowych surfaktantéw gemini zawierajacych
gtowke oparta na polimerach lizyny istotnie ja zwigksza-
fo. Réwniez modyfikacje grupy lacznikowej czasteczek
wplywaja na efektywnos¢ transfekcji [12]. Budowa gléwki
surfaktantu gemini ma takze wpltyw na efektywnos¢ trans-
fekcji. Zwiazki oparte na peptydach wykazuja najwigksza
wydajnos¢ przy zastosowaniu tetrapeptydu, wyniki takie
otrzymano zaréwno dla lizyny, jak i histydyny i argininy.
Nawet niewielkie zmiany w budowie tej czgsci czastecz-
ki surfaktantu moga dawac duze zmiany efektywnosci. Na
przyktad zwiazek oparty na N,N’-bis(3-aminopropylo)bu-
tano-1,4-diaminie z gtéwka Lys-Lys-e-Lys-Ser jest jednym
z najefektywniejszych surfaktantéw gemini, a podobna
czasteczka z dwoma lizynami potaczonymi wiazaniem €,
nie wykazuje aktywnosci [8,18]. Dobdr odpowiednich pa-
rametréw budowy czasteczki surfaktantu gemini jest nie-
zwykle istotny, poniewaz juz niewielkie zmiany struktu-
ry moga zwigkszy¢ lub obnizy¢ efektywnos¢ transfekcji.
Prawdopodobnie dzieje si¢ tak, poniewaz kompleksy two-
rzone przez niektére czasteczki z DNA sa tak mocne, ze
nie sa one w stanie uwolni¢ przenoszonego kwasu nukle-
inowego w odpowiednim momencie (cho¢ nie mozna wy-
kluczy¢ wptywu innych oddziatywan poza elektrostatycz-
nymi) [3]. Modyfikacje chemiczne gtéwek surfaktantéw
pozwalaja na nadanie im dodatkowych wiasciwosci, ktére
moglyby w przysztosci zwigkszy¢ nie tylko efektywnosc
transfekcji. Mozliwe jest zastosowanie do budowy gtéwki
surfaktantu zwiazkéw, ktére wigzalyby si¢ jedynie z wy-
brang grupa receptoréw na powierzchni komérek docelo-
wych, to spowodowatoby, ze tak zbudowane nosniki dzia-
talyby w sposéb swoisty, podobnie jak wektory wirusowe.
Wtaczenie sekwencji korespondujacej z sygnatem lokali-
zacji jadrowej NLS pozwolitoby na zwigkszenie wydaj-
nosci ekspresji [8].

Niezwykle istotna cechg surfaktantéw gemini wptywajaca
na wydajnos¢ transfekc;ji jest ich posredniczenie w ucieczce
wektora z endosomu. Prawdopodobnie istotna rolg w tym
procesie odgrywa mozliwo$¢ zmian struktury lipoplek-
sOéw. Zmiana fazy lamellarnej na odwrécona heksagonal-
na powoduje fuzje btony endosomalnej z czasteczkami
surfaktantu gemini, destabilizacje endosomu i uwolnie-
nie DNA do cytoplazmy. Zdolnos$¢ do takiej zmiany fazy
zalezy od budowy czasteczki. Proces ten moze by¢ indu-
kowany zmiana pH oraz w niektérych wypadkach zmiang
stezenia surfaktantu, moze to mie¢ wyjatkowe znaczenie
dla zastosowania tej klasy zwiazkow, jako nosnikéw ge-
néw [8,29]. Jednym z rodzajéw surfaktantéw gemini, ktére
po utworzeniu komplekséw z DNA posrednicza w zmia-
nie struktury lipopleksu w zaleznosci od pH, jest zwiazek
zawierajacy cukrowa gtowke i tacznik ztozony z szesciu
grup metylenowych. Surfaktant ten wykazuje wyjatkowa
wydajno$¢ w procesie dostarczania genéw do komorki.
Uformowane przez niego lipopleksy zmieniaja strukture
z tazy lamellarnej na odwrécona heksagonalng w pH, po-
nizej 5,57, co odpowiada kwasnemu srodowisku wnetrza
endosomu. Prawdopodobnie dzieje si¢ tak dzigki wspdtod-
dziatywaniu podwdéjnych uprotonowanych czasteczek sur-
faktantu z grupami fosforanowymi DNA. Zmiana z fazy
lamellarnej na odwrécona heksagonalng obserwowana dla
danego typu surfaktantow gemini, wiaze si¢ ze zmniejsze-
niem rozmiaru gtéwki polarnej czasteczek, co moze by¢

efektem tego wtasnie oddziatywania, podwojnie natado-
wanych gtéwek i grup fosforanowych DNA, prowadzacego
do lokalnej neutralizacji fadunkéw i ich dehydratacji [1,8].
W procesie zmiany struktury lipopleksu niezwykle waz-
na role odgrywa charakter tacznika. Najwigksza zdolnos¢
do przyjmowania fazy odwréconej heksagonalnej wyka-
zuja surfaktanty gemini zawierajace polimetylenowy tacz-
nik ztozony z okoto szesciu grup metylenowych (zaréwno
oparte na polipeptydach, weglowodanach jak i czwarto-
rzedowych solach amoniowych) [8,27]. Otrzymane dotad
wyniki sugeruja, ze najbardziej wydajny wektor zbudowa-
ny z surfaktantéw gemini powinien zawiera¢ taka wtasnie
grupeg tacznikowa. Istotna moze si¢ okazac tez obecnosé
w czasteczce dwoch atomow azotu, ktére moga ulec pro-
tonacji w zakresie fizjologicznego pH, dwdch nienasyco-
nych taicuchéw weglowodorowych i hydrofilowej cukro-
wej gtowki [8].

Efektywnos¢ transfekcji z zastosowaniem réznego rodza-
ju surfaktantéw gemini, podobnie jak przy zastosowaniu
klasycznych zwiazkéw amfifilowych, moze by¢ znacz-
nie zwigkszona przez dodanie lipidéw lub peptydéw po-
mocniczych. Dodatek neutralnych kolipidéw, takich jak
L-dioleilofosfatydyloetanolamina (DOPE), ktéra utatwia
zmiang konformacji anionowych blon endosomu i jego
destabilizacjg, znacznie poprawia wydajnos¢ transfekcji
w przypadku surfaktantéw gemini opartych na peptydach.
W tym celu mozna réwniez stosowaé lipofektaming [3].

4., ZASTOSOWANIE SURFAKTANTOW GEMINI JAKO NOSNIKOW GENOW
= AKTUALNY STAN

Dzigki wyjatkowej budowie surfaktantéw gemini, mozli-
we jest syntetyzowanie ich licznych wariantéw. Niewielkie
zmiany grupy faczacej dwie czasteczki zwiazku powierzch-
niowo czynnego moga decydowac o duzej zmianie ich wia-
Sciwosci. Duza wydajnos¢é transfekcji, jaka mozna uzy-
skac stosujac jako nosniki tego typu zwiazki spowodowata
wzmozone badania nad ich zastosowaniem. Jak dotad prze-
badano efektywnos¢ transfekcji z uzyciem réznego rodzaju
surfaktantéw gemini, na réznorodnych komérkach zaréw-
no zwierzecych, jak i ludzkich. Za pomoca poszczegélnych
grup tych zwiazkéw transfekowano réznorodne komorki
ssacze wybranymi genami. W badaniach zwykle uzywano
genu lucyferazy, dzigki czemu tatwo mozna byto okresli¢
czy dany zwiazek efektywnie posredniczy w transfekcji.
W celu poréwnania otrzymanych wynikéw z efektywno-
Scig standardowo uzywanych nosnikéw niewirusowch, ko-
morki transfekowano réwniez Lipofektaming 2000. Wyniki
tych badan sa niezwykle obiecujace [1,3,8,18].

Niezwykle aktywnymi przenos$nikami genéw okazaty
si¢ oparte na cysteinie surfaktanty z oligolizynowa gtéw-
ka, zawierajaca jedno lub wigcej wigzan €. Stanowilty one
grupeg najbardziej wydajnych no$nikéw genéw wsréd sur-
faktantéw gemini opartych na peptydach. W grupie tej
przebadano liczne kombinacje aminokwaséw budujacych
gtéwke surfaktantu gemini [12]. Lizyna okazata si¢ ami-
nokwasem budujacym gtéwki surfaktantéw, ktére najwy-
dajniej posredniczyty w transfekcji (przebadane pod tym
wzgledem arginina i histydyna dawaly o wiele mniej za-
dawalajace wyniki) [8]. Najlepsze wyniki otrzymano dla
tetrapeptydu. Dla poréwnania przetestowano rowniez po-
jedyncze analogi surfaktantow opartych na cysteinie, lecz
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nie wykazywaty one aktywnosci, jako przenosniki gendw.
W zwiazkach tych hydrofobowe taicuchy monomeréw po-
taczone byly grupa serynowa. Rozbudowana czgs¢ tacz-
nikowa poprawiata w wigkszosci wypadkéw efektywnosé
transfekcji, podobnie jak wydtuzone taiicuchy hydrofobowe.

Na efektywnos¢ transfekcji w znacznym stopniu wptywata
réwniez natura wiazan migdzy aminokwasami w gtéwce
surfaktantu. Optymalne wyniki otrzymano dla tetrapepty-
du z podwdjnym wiazaniem €, co zapewnialo odpowied-
nio silng interakcj¢ z ujemnie natadowanymi czasteczkami
DNA. Tak zbudowane surfaktanty gemini dostarczaty geny
nawet do komérek uktadu nerwowego, ktorych transfek-
cja nastrecza wiele trudnosci i wykazywaty o wiele lepsza
wydajnos¢ niz lipofektamina 2000 (wyzsza 2-5 razy) [12].

O wiele wydajniejszymi nosnikami genéw (w poréwna-
niu z surfaktantami gemini opartymi na cysteinie) okaza-
ly sig surfaktanty gemini oparte na aminach. Wiele z nich
wykazywato wydajnos¢ transfekcji o wiele wyzsza niz
tradycyjnie stosowane lipidy kationowe, wigkszos¢ z tych
zwiazkOw zawierata pochodne bromkéw [20,25]. Wsréd
surfaktantéw gemini opartych na aminach najbardziej wy-
dajne okazaly sig te oparte na N,N’-bis(3-aminopropylo)bu-
tano-1,4-diaminie. Podobnie jak w przypadku surfaktantéw
gemini opartych na peptydach niewielkie modyfikacje grup
budujacych giéwki hydrofilowe zwiazku znaczaco wplywa-
ly na efektywnos¢ transfekcji [8,18]. Najbardziej wydajne
okazaty si¢ te zwiazki, ktérych grupa polarna stanowita te-
trapeptyd zawierajacy lizyng i seryng, z pojedynczym wia-
zaniem € (Lys-Lys-e-Lys-Ser). Podobnie zbudowany surfak-
tant gemini, w ktérego gtéwce wystgpowaly dwa wigzania
€ byl jednym z najmniej aktywnych w swojej grupie [8].

Kolejnym typem surfaktantéw gemini przebadanych pod
katem posredniczenia w transfekcji, sg te ktorych budowa
oparta jest na kwasach dikarboksylowych. Surfaktanty z tej
grupy charakteryzuja si¢ duzym stopniem biodegradacji,
dzigki czemu zastosowanie tego typu zwiazkéw, jako no-
$nikéw gendw bytoby o wiele bezpieczniejsze dla organi-
zmow zywych. Efektywnos¢ transfekeji, jaka mozna osia-
gna¢ uzywajac tych surfaktantéw, okreslano dostarczajac
do komorek gen lucyferazy i mierzac jego aktywnosc. Do
wigkszosci badari zastosowano surfaktanty gemini opar-
te na kwasie winowym. Modyfikacja gtéwek czasteczek,
podobnie jak w pozostatych przypadkach miata znaczny
wplyw na efektywnos$¢ transfekcji (zmiany te wptywaty na
tworzenie stabilnych komplekséw z DNA). Przetestowano
kilka serii surfaktantéw gemini opartych na kwasie wino-
wym, w kazdej z nich czasteczki zawieraty inaczej zbu-
dowang giéwke. Najwigksza wydajno$¢ zaobserwowano
dla zwiazkdéw, ktérych grupy hydrofilowe zbudowane byty
z lizyny oraz etylenodiaminy. Niestety zwiazki te wykazy-
waty wigksza niz sadzono toksycznos¢, dodatkowo byty
znacznie mniej wydajne, jako no$niki genéw niz inne gru-
py surfaktantéw gemini. Zwiazki zawierajace w swojej
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gtéwce jedynie etylenodiaming byty nieaktywne, jako no-
$niki genéw [2].

Najwydajniejszymi przenosnikami genéw wsrdd przetesto-
wanych surfaktantéw gemini, jak dotad okazaly si¢ te opar-
te na symetrycznych diaminach z weglowodanowa gtéwka
(zwykle zredukowana glukoza). Czgs¢ tacznikowa w tego
typu surfaktantach gemini zbudowana byta z taficuchéw
polimetylenowych. Modyfikacje dtugosci tacznika, czy
budowy hydrofilowej gtéwki lub hydrofobowych ogonéw,
zmienialy efektywnos$¢ transfekcji poszczegdlnych sur-
faktantow, jednak w grupie tej obserwowano duza wydaj-
no$¢ w niemalze wszystkich przetestowanych seriach [8].

Prawdopodobnie duza efektywnos$¢ transfekcji, jaka otrzy-
mano przy zastosowaniu, jako nosnika DNA tego zwiazku,
jest wynikiem zdolno$ci do zmiany struktury lipopleksu
z lamellarnej na odwrécong heksagonalna pod wptywem
kwasnego srodowiska panujacego we wnetrzu endosomu.
Utatwia to ucieczke wektora z pecherzykéw endosomal-
nych, co si¢ wiaze ze zwigkszeniem ekspresji przenoszo-
nych genéw [9]. Najwydajniejszym w tej grupie zwiaz-
kéw okazat sig surfaktant z facznikiem zawierajacym szes¢
grup metylenowych i z gtéwka zbudowana z glukozy lub
mannozy [1,8]. Lacznik ztozony z szesSciu grup metyleno-
wych pozwalal na czeste i spontaniczne zmiany fazy lipo-
pleksu pod wptywem zmiany pH, co zwigkszalo prawdo-
podobienistwo ucieczki z endosomu, a wigc i efektywnosc
transfekcji [1]. Najbardziej wydajne z tego typu surfaktan-
téw gemini dostarczaja geny do okoto 70% komorek pod-
danych transfekcji, przy czym charakteryzuja si¢ wyjatko-
wo niska toksycznoscia. Surfaktanty gemini zawierajace
cukrowa giéwke okazuja si¢ na tyle obiecujace jako nie-
wirusowe nosniki genéw, ze obecnie prowadzi si¢ bada-
nia nad ich zastosowaniem in vivo. Zwiazki z glukozowa
oraz mannozowa gtéwka w kompleksie z genami lucyfe-
razy podano dozylnie myszom. Ekspresja podanego genu
byta zauwazalna w wigkszosci ich organéw z wyjatkiem
ptuc. Otrzymane wyniki wskazuja, ze zawierajace cukrowa
gtowke surfaktanty gemini nie tylko wydajnie transfekuja
komérki in vitro, ale takze w przeciwienistwie do wigkszo-
Sci stosowanych dotad klasycznych kationowych lipidéw nie
reaguja tak mocno z ptynami ustrojowymi. Podawanie do-
zylnie lipoplekséw uformowanych przez substancje, takie
jak np. DOTAP, wymagato réwniez zastosowania zwiaz-
kéw pomocniczych, np. cholesterolu. Badana grupa sur-
faktantow gemini tego nie wymagata [28].

Duza efektywnos¢ transtekcji, jaka charakteryzuje bada-
ne grupy surfaktantéw gemini, w potaczeniu ze stosunko-
wo mata toksycznos$cia sprawiaja, ze obecnie coraz wigcej
klas tych zwiazkow przechodzi badania nad ich zastosowa-
niem in vivo. Poniewaz wigkszo$¢ z nich wykazuje w takich
warunkach aktywno$¢ zblizona do otrzymanych in vitro,
prawdopodobnie juz wkroétce beda powszechnie stosowa-
ne, jako alternatywne do wirusowych nosnikéw gendéw [8].
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