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Z wyr6znieniem

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

lub artystycznych
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Chemiczny

Samodzielny chemik naukowo-badawczy, Politechnika Warszawska,
Wydzial Chemiczny (w ramach stanowiska PostDoc w projekcie NCN
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4. Omowienie osiagnieé¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668

zezm.)

4.1. Tytul osiagni¢cia naukowego
Cykl powigzanych tematycznie artykutow naukowych pt.:

»Metodyki charakteryzowania metalonanoczastek o potencjalnym
zastosowaniu medycznym z uzyciem spektrometrii mas z jonizacja
W plazmie sprz¢zonej indukcyjnie”

4.2. Wykaz opublikowanych prac naukowych wchodzacych w sklad osiagniecia
naukowego

Na cykl powigzanych tematycznie artykutow naukowych, stanowigcych osiggnigcie
naukowe sktada si¢ 12 prac opublikowanych w latach 2015 — 2021 w czasopismach
z listy Journal Citation Reports (JCR), w ktorych jestem wspotautorem. W pigciu pracach
bytam autorem pierwszym, za$ w 8 petnitam funkcj¢ autora korespondencyjnego.

Wybrane i zestawione ponizej prace byly cytowane 147 —krotnie (w tym 109
cytowan niezaleznych, dane z dnia 02.07.2021 wg Web of Science). Sumaryczny
wspoétezynnik oddziatywania (Impact Factor wg roku publikacji) jednotematycznego
cyklu prac wynosi 50,905, zas sumaryczna liczba punktow z listy czasopism MEIN
z dnia 09.02.2021 roku wynosi 1090 (Tabela 1).

Opis mojego merytorycznego 1 Szacowanego procentowego wkiadu pracy
w publikacje bedace czeScig cyklu, zawarty jest w Zalaczniku 4 do wniosku,
oraz w oswiadczeniu (Zalacznik 5). Dodatkowo oswiadczenia — wspotautorow,
okreslajace indywidualny wktad pracy kazdego z nich w publikacjach [H1-H12]
stanowig tres¢ Zalacznika 6 do wniosku.

* — autor korespondencyjny

[H1] M. Matczuk, K. Anecka, F. Scaletti, L. Messori, B.K. Keppler, A.R. Timerbaev*,
M. Jarosz, Speciation of metal-based nanomaterials in human serum
characterized by capillary electrophoresis coupled to ICP-MS: a case study
of gold nanoparticles, Metallomics 2015, 7, 1364—1370.

[H2] M. Matczuk, J. Legat, S.N. Shtykov, M. Jarosz, A.R. Timerbaev*,
Characterization of the protein corona of gold nanoparticles by an advanced
treatment of CE-ICP-MS data, Electrophoresis 2016, 37, 2257—2259.

[H3] M. Matczuk*, J. Legat, A.R. Timerbaev*, M. Jarosz, A sensitive and versatile
method for characterization of protein-mediated transformations of quantum dots,
Analyst 2016, 141, 2574-2580.
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M. Matczuk*, J. Legat, F. Scaletti, L. Messori, A.R. Timerbaev, M. Jarosz,
The fate of differently functionalized gold nanorods in human serum: A response
from capillary electrophoresis-inductively coupled plasma mass spectrometry,
J. Chromatogr., A 2017, 1499, 222—-225.

S.S. Aleksenko, M. Matczuk*, A.R. Timerbaev*, Characterization
of interactions of metal-containing nanoparticles with biomolecules by CE:
An update (2012-2016), Electrophoresis 2017, 38, 1661-1668.

M. Matczuk, L. Ruzik, S.S. Aleksenko, B.K. Keppler, M. Jarosz,
A.R. Timerbaev*, Analytical methodology for studying cellular uptake,
processing and localization of gold nanoparticles, Anal. Chim. Acta 2019, 1052,
1-9.

J. Kruszewska, A. Kur, D. Kulpinska, |. Grabowska-Jadach, M. Matczuk,
B.K. Keppler, A.R. Timerbaev*, M. Jarosz, An improved protocol for ICP-MS-
based assessment of the cellular uptake of metal-based nanoparticles, J. Pharm.
Biomed. Anal 2019, 174, 300—304.

J. Legat, M. Matczuk*, A.R. Timerbaev, M. Jarosz, Cellular processing of gold
nanoparticles: CE-ICP-MS evidence for the speciation changes in human cytosol,
Anal. Bioanal. Chem. 2018, 410, 1151-1156.

J. Kruszewska, D. Kulpinska, I. Grabowska-Jadach, M. Matczuk*, Joint forces
of direct, single particle, CE- and HPLC-inductively coupled plasma mass
spectrometry techniques for the examination of gold nanoparticle accumulation,
distribution and changes inside human cells, Metallomics 2020, 12, 408—-415.

J. Kruszewska, J. Sikorski, J. Samsonowicz-Gorski, M. Matczuk*, A CE-ICP-
MS/MS method for the determination of superparamagnetic iron oxide
nanoparticles under simulated physiological conditions, Anal. Bioanal. Chem.
2020, 412, 8145-8153.

A. Wroblewska, M. Matczuk*, First application of CE-ICP-MS for monitoring
the formation of cisplatin targeting delivery systems with gold nanocarriers,
Electrophoresis 2020, 41, 394—398.

J. Zajda, A. Wroblewska, L. Ruzik, M. Matczuk*, Methodology
for characterization of platinum-based drug’s targeted delivery nanosystems,
J. Control. Release 2021, 335, 178—190.
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Tabelal Cykl powigzanych tematycznie artykulow naukowych ,Metodyki charakteryzowania
metalonanoczastek o potencjalnym zastosowaniu medycznym z uzyciem spektrometrii mas
Z jonizacjg w plazmie sprzezonej indukcyjnie” — podsumowanie

Liczba Liczba
Lp. Publikacja IF* cytowan punktow
wg WoS MEIN
H1 Metallomics 2015, 7, 1364-1370 3,540 41 100
H2  [Electrophoresis 2016, 37, 2257-2259 2,744 21 70
H3  |Analyst 2016, 141, 2574-2580 3,885 11 100
H4 J. Chromatogr., A 2017, 1499, 222-225 3,716 15 100
H5  [Electrophoresis 2017, 38. 1661-1668 2,569 19 70
H6  |Anal. Chim. Acta 2019, 1052, 1-9 5,977 16 100
H7  {J. Pharm. Biomed. Anal 2019, 174, 300-304| 3,209 6 100
H8  |Anal. Bioanal. Chem. 2018, 410, 1151-1156| 3,286 14 70
H9 Metallomics 2020, 12, 408-415 4,526 4 100
H10 |Anal. Bioanal. Chem. 2020, 412, 8145-8153| 4,142 0 70
H11 [Electrophoresis 2020, 41, 394-398 3,535 0 70
H12 |J. Control. Release 2021, 335, 178-190 9,776 0 140
SUMA 50,905 147 1090

*wg roku publikacji lub z 2020, gdy brak nowszego
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4.3. Opis badan, bedacych podstawa osiagniecia naukowego
4.3.1. Wprowadzenie i cele badawcze

Nanomateriaty (NMs, ang. nanomaterials) to indywidua chemiczne, charakteryzujace si¢
przynajmniej jednym wymiarem w przestrzeni mniejszym niz 100 nm. Dodatkowo,
jako kryterium kwalifikacji tego typu materialow, wyroznia si¢ czg¢sto odmienno$é
wykazywanych wilasciwosci fizycznych i chemicznych w poréwnaniu do form jonowych
pierwiastkow chemicznych. Unikatowo$¢ tych cech jest podstawg nowoczesnych zastosowan
NMs w zyciu codziennym, mi¢dzy innymi w nanomedycynie. Aktualnie stosuje si¢ juz badz
przeprowadza z ich uzyciem badania testowe (zaréwno kliniczne, jak i prowadzone
na modelach in vitro/in vivo na komorkach/zwierzetach), wiele réznego rodzaju struktur
nanometrycznych. Wazne miejsce w opracowywaniu nowych rozwigzan nanomedycznych
zajmuje onkologia — dziedzina borykajaca si¢ z problemami zbyt malej skutecznosci dziatania
i mnogosciag skutkow ubocznych obecnie stosowanych terapii. NMs o potencjalnym
zastosowaniu medycznym (okreslane jako medycznie atrakcyjne), charakteryzuja si¢
biokompatybilno$cig a takze zdolno$ciag do selektywnego i1 szybkiego transportu do komorek
zmienionych nowotworowo m.in. dzigki wystepowaniu efektu wzmozonego przenikania
I zatrzymywania (EPR, ang. enhanced permeation and retention). Charakterystyczne cechy
fizyko-chemiczne NMs powodujg rowniez, ze moga one by¢ rozwazane jako: (i) narzgdzia
diagnostyczne, stuzace do obrazowania obszarow zmienionych nowotworowo; (ii) nosniki
lekow/radionuklidow/genow; (iii) czynniki stosowane w radioterapii/terapii fototermicznej,
czy fotodynamicznej. Pozadane jest takze, by projektowane NMs taczyly w sobie powyzsze
funkcje, tak by mozliwe bylo jednoczesne (i realizowane podczas jednego podania)
diagnozowanie i leczenie nowotworu, wpisujace si¢ w zasady tzw. teranostyki. Mozliwosci
zastosowania NMs 1 uznania ich za medycznie atrakcyjne s3 $ci§le zwigzane z ich budowa,
rozmiarem, ksztattem, modyfikacjg powierzchni i obecnoscig tzw. grup kierunkujacych
(funkcyjnych). Jednymi z najczeSciej testowanych pod katem ukierunkowania na transport
do komoérek nowotworowych sg nanoczastki (NPs, ang. nanoparticles), czyli struktury,
ktorych trzy wymiary spetniajg kryterium nanometryczne (< 100 nm). Istotng role posrdd nich
odgrywaja metalonanoczastki (MNPs, ang. metallonanoparticles lub metal-based
nanoparticles), ktorych rdzenie sktadajg si¢ glownie z metali/tlenkow metali i ktore posiadaja
zdolnos¢ transformowania promieniowania elektromagnetycznego.

Zaleznos¢ migdzy budowa MNPs a ich wlasciwosciami, decyduje o ich atrakcyjnosci
medycznej powodujac, ze badania nad syntezowaniem/modyfikowaniem MNPs, a takze
testowaniem ich zdolnosci diagnostycznej/terapeutycznej/teranostycznej w  stadium
przedklinicznym cieszg si¢ ogromng popularnoscig badaczy na catym $wiecie. Wydaje sie
jednak, ze duza liczba przeprowadzanych do$wiadczen nie jest proporcjonalna do liczby
oficjalnie zarejestrowanych rozwigzan. Jedna z przyczyn takiego stanu jest niewatpliwie
intensyfikacja prac skupionych wokot otrzymywania kolejnych MNPs i ich testowania
in vitro na komorkach lub in vivo na zwierzetach za pomocg postepowan opracowanych wiele
lat temu. W postepowaniach tych doswiadczenia prowadzone sg czesto w warunkach
réznigcych si¢ od panujacych w ciele ludzkim. Czgsto pomijane jest zjawisko tworzenia sig¢
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na powierzchni MNPs tzw. koron z biatek surowiczych a material stosowany jest w formie
podstawowej (a nie metabolicznej) w testach toksycznosci, pobierania i dystrybucji
w komorkach nowotworowych linii hodowlanych. Postepowania takie czegsto nie s3
poprzedzane studium badan przedklinicznych, dotyczacym ustalania mechanizmow i $ciezek
transportu MNPs w warunkach symulowanych organizmu ludzkiego lub ograniczane jedynie
do charakterystyki parametrow fizyko-chemicznych badanych NPs. Znaczaca przeszkoda
w kwalifikowaniu MNPs jako materialtow nanomedycznych wydaje si¢ by¢ rowniez
nieodpowiedni dobor narzedzi analitycznych stosowanych do ich charakteryzowania (a takze
ich zmian) podczas testowania. W powszechnym uzyciu sg ciagle (I W przewazajacej
wigkszosci) rozwigzania oparte na analizie jakoSciowej lub jedynie potilosciowe;,
nie wykorzystujace w pelni potencjalu ciggle rozwijajacych si¢ zaawansowanych technik
analitycznych. Ponadto interdyscyplinarno$¢ tematyki badan na pograniczu chemii, biologii
i medycyny wigze si¢ czesto, W istniejacych opracowaniach, z ograniczeniem doktadnego
opisu zastosowanej metodyki oraz charakterystyki parametrow metody analitycznej.

Przedlozony cykl artykutow naukowych jest odpowiedziq na wyzej przedstawione
problemy badawcze i obejmuje realizacje celow naukowych, proponujgcych:

e nowatorskie metodyki jakosciowego i ilosciowego monitorowania zmian
wybranych MNPs w surowicy krwi ludzkiej, wraz z wykazaniem wpltywu
parametrow NMs na ich zmiany w powinowactwie wzgledem glownych biatek
transportujacych [H1-H5];

e nowe podejscia w badaniach in vitro wybranych MNPs, dotyczacych
ich pobierania, umiejscowienia i zmian w obrgbie komorek ludzkich [H6-H9];

e mozliwosci uzycia opracowanych metodyk i poszerzenia zakresu
ich stosowalnosci w:

o badaniu MNPs zbudowanych z metali, ktore okre$lane sg mianem
,problematycznych analitycznie”, a ich efektywne oznaczanie
(szczegodlnie w matrycach fizjologicznych) jest utrudnione [H10];

o monitorowaniu tworzenia celowanych systeméw dostarczania lekow
zbudowanych z potgczen MNPs z metalolekiem przeciwnowotworowym
[H11-H12].

Do zrealizowania powyzszych zadan zaproponowatam i zastosowatam techniki oparte
na detekcji spektrometrii mas z jonizacja w plazmie sprzezonej indukcyjnie (ICP-MS,
ang. inductively coupled plasma mass spectrometry). Spektrometr ten dedykowany jest
oznaczaniu izotopow metali z matymi wartosciami granic wykrywalnosci, a w trakcie jednej
analizy mozna oznacza¢ wiele pierwiastkbw w szerokim zakresie stezen i w zlozonych
matrycach probek. Detektor ten moze pracowa¢ w kilku trybach, warunkujgcych rodzaj
otrzymywanej informacji analitycznej: (i) konwencjonalnym — wykorzystywanym
do oznaczania catkowitej zawartosci pierwiastkow w badanej probcee; (ii) analizy pojedynczej
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czastki — stosowanym do charakteryzowania parametrow MNPs; (iii) sprz¢zonym,
gdzie modut detekcji poprzedzony jest modutem rozdzielania — do analizy form chemicznych
pierwiastkow w probkach. W ramach badan przedstawionych w przedmiotowym cyklu
publikacji stosowatam (czesto po raz pierwszy) rozne konfiguracje aparaturowe, dzigki
ktorym mozliwe bylto jak najwierniejsze odwzorowanie warunkow fizjologicznych podczas
prowadzonych doswiadczen, a takze wykorzystanie komplementarno$ci otrzymywanych
informacji do peinego i catosciowego opisu zmian form chemicznych MNPs o potencjalnym
zastosowaniu medycznym.

Ponizej przedstawiam syntetyczny opis i dyskusje otrzymanych wynikéw zrealizowanych
prac, z uwzglednieniem podzialu, dotyczgcego poszczegolnych obszarow, prowadzgcych
do realizacji obranych celéow badawczych.

4.3.2. Wyniki badan i ich dyskusja

4.3.2.1. Opracowanie metodyki monitorowania zmian wybranych MNPs
w surowicy krwi ludzkiej za pomocqg elektroforezy kapilarnej pofgczonej
z ICP-MS [H1-H5]

Dzigki zaletom MNPs, wynikajacym z posiadania tadunku, odpowiednich rozmiarow
I ksztattu, bogatej chemii powierzchni (funkcjonalizacja, pokrywanie powlokg) a takze
z duzego pola powierzchni, po ich dozylnym podaniu moga one kompleksowo i dynamicznie
oddzialywa¢ ze sktadnikami ludzkiej krwi. Sktadniki te z kolei moga petni¢ kluczowa role
w transporcie, dostarczaniu, pobieraniu i przemianach MNPs w komorkach nowotworowych.
Partnerami do tworzenia z nimi potaczen moga by¢ biatka krwi. Uwaza sie, ze to whasnie
zdolnos¢ do tworzenia tzw. koron biatkowych na powierzchni MNPS jest miarg rzeczywistej
biodostepnosci, biodystrybucji, stabilnosci, a takze potencjalnej toksycznosci MNPs.

Do badania oddziatywan biatka—MNPs stosowano dotychczas najczesciej dichroizm
kotowy lub mikroskopie fluorescencyjna, techniki charakteryzujace si¢ mata czutoscia, czesto
wymagajace unieruchomienia MNPs lub posiadania przez nie konkretnych wiasciwosci
chemicznych. Nie pozwalaja one réwniez monitorowaé¢ zmian form chemicznych MNPs,
powodowanych tworzeniem potaczen z biatkami. Z tego wzgledu pomimo okoto
pictnastoletniego badania MNPs jako preparatoéw potencjalnie zdolnych do migrowania
do komorek nowotworowych, wcigz nieznana byta doktadna rola biatek krwi w mechanizmie
dziatania tych materiatow. Sytuacja taka stworzyla konieczno$¢ opracowania metodyki
analitycznej, zapewniajacej mozliwos¢ ilosciowej charakterystyki Kkinetyki/stechiometrii
wigzania oraz powinowactwa réznych MNPs do wybranych biatek krwi. Metodyka
ta powinna takze umozliwia¢ réznicowanie i rzeczywista obserwacj¢ odrebnych form
chemicznych analitow, tzn. niezwigzanych MNPs oraz ich potaczen z bialkami, w probkach
0 zlozonej matrycy.

Do realizacji przedstawionego celu zaproponowatam potaczenie elektroforezy kapilarnej
(CE, ang. capillary electrophoresis) ze specyficznym izotopowo detektorem dziatajacym on-
line — ICP-MS.
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CE to technika rozdzielania sktadnikéw cieklych mieszanin, ktérej mechanizm jest
oparty na roznicach w szybkosci migracji (natadowanych) indywiduow chemicznych
w kapilarze, po przytozeniu do niej wysokiego napigcia. Ze wzgledu na fakt, ze rozdzielenie
zachodzi w waskich kapilarach ze stopionej krzemionki ($rednica wewnetrzna 50-100 um),
technika ta moze by¢ stosowana do analizy matych objetosciowo probek (~nL). Poza prostota
i ekonomicznoscig CE zapewnia skutecznos¢ oraz wydajnos¢ analiz, co powoduje, iz znajduje
zastosowanie w wielu obszarach badawczych. W dziedzinie nano-analiz, dzieki duzej
zdolnosci rozdzielczej oraz szybkosci procesu rozdzielania, uzywana byta dotychczas jako
narzgdzie do jakosciowego charakteryzowania powinowactwa pomiedzy poszczegdlnymi
biatkami a NMs. Jej szczegdlnymi zaletami s3: mozliwo$¢ stosowania elektrolitow
rozdzielajacych (BGE, ang. background electrolyte) o sktadach zgodnych z warunkami
fizjologicznymi panujacymi w organizmie zywym oraz brak koniecznosci wykorzystywania
rozpuszczalnikéw organicznych.

Dotychczas  opublikowane  wyniki  badan, dotyczacych  zastosowania CE
w charakteryzowaniu oddziatywan biatek surowicy krwi z NMs ukierunkowanymi
na transport do komoérek nowotworowych, odnosity si¢ gtéwnie do oddzielania NMs
otoczonych koronami biatkowymi (potaczen NM—biatka) od NMs. Badanym bialkiem byt
zwykle wzorzec albuminy z surowicy wotowej (BSA, ang. bovine serum albumin).
W charakterze detektora uzywano najczgsciej spektrofotometru w zakresie $wiatta
nadfioletowego (UV, ang. ultraviolet); jest on jednak malo czuly, nie daje mozliwosci
monitorowania istotnych zmian MNPs i nie umozliwia jednoznacznej identyfikacji
metalicznego charakteru form analitu. W ramach niniejszego opracowania zaproponowatam
zastosowanie po raz pierwszy detekcji ICP-MS. Schematyczng budowe uzywanego
potaczenia (tzw. krzyzowego) technik CE z ICP-MS przedstawitam na Rysunku 1.

Potaczenie CE-ICP-MS jest w sposob zaawansowany uzywane W pracach jedynie kilku
zespotow badawczych na $wiecie. Jego efektywna obstuga i otrzymywanie dobrej jakosci
wynikOw pomiarow wymaga duzego doswiadczenia operatora i specjalistycznych
umiejetnosci typu ,,know-how”. Wedlug mojej wiedzy, osrodek badawczy, w ktorym
wykonywatam  doswiadczenia ~ wchodzace w  sklad  rozprawy  habilitacyjnej
(Wydziat Chemiczny, Politechnika Warszawska) jest jedynym w Polsce, w ktorym
realizowane sg tego typu prace.

Obiektami badan realizowanych w ramach rozprawy byty trzy rodzaje MNPs:

e kuliste nanoczastki ztota (AuNPs, ang. Au nanoparticles) o srednich rozmiarach
rdzenia 5, 10, 20 1 50 nm, stabilizowane kwasem cytrynowym. AuNPs zostaty
zakupione, a ich charakterystyki dokonat producent;

e nanoprety ztota (AuNRS, ang. Au nanorods) o $rednich rozmiarach 6 x 29 nm,
modyfikowane glikolem polietylenowym (PEG, ang. polyethylene glycol)
i sfunkcjonalizowane jego grupami koncowymi zawierajagcymi  reszty
karboksylowe (AuNRS/PEG-COOH) lub aminowe (AuNRS/PEG-NH>).
AUNRs byty syntezowane i charakteryzowane przez dr Federicg Scalletti z grupy
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badawczej profesora Luigi’ego Messori (Uniwersytet we Florencji) i przekazane
do badan w ramach wspotpracy miedzy osrodkami badawczymi;

e polprzewodnikowe krysztaly typu rdzen/ptaszcz-funkcjonalizator z rdzeniem
wykonanym ze stopu selenku i siarczku kadmu oraz plaszczem z siarczku cynku,
sfunkcjonalizowane kwasem  3-merkaptopropionowym (CdSeS/ZnS-MPA)
w formie kulistych kropek kwantowych (QDs, ang. quantum dots) o rozmiarze
6 nm. QDs zostaty zakupione i wstepnie scharakteryzowane przez producenta.

Wybor MNPs podyktowany byt licznoscig doniesien literaturowych dotyczacych
ich potencjalnego zastosowania w diagnostyce/terapii/teranostyce choréb nowotworowych
na podstawie testow prowadzonych in vitro/in vivo.

uziemienie

gaz noSny

Rys. 1. Budowa potaczenia krzyzowego technik CE z ICP-MS

Doswiadczenia na tym etapie badan polegaly na odpowiednim rozcienczeniu surowicy
krwi ludzkiej lub jej pojedynczych biatek transportujacych (albuminy, transferyny) w buforze
fizjologicznym (10 mM bufor fosforanowy pH 7,4 z dodatkiem 100 mM chlorku sodu)
a nastgpnie wymieszaniu z MNPs. Zastosowane stezenia MNPs byly w zgodnosci z danymi
literaturowymi dotyczacymi testowania tych/podobnych materiatow in vivo na zwierzetach
(po przeliczeniu, uwzgledniajac s$rednig mase 1 objetos¢ krwi cztowieka; wartosci
zamieszczono w Tabeli 2). Nastepnie mieszaniny byly inkubowane w temperaturze
fizjologicznej (37 °C), a ich reprezentatywne cze$ci pobierane systematycznie podczas
trwania doswiadczenia i analizowane za pomocg CE-ICP-MS. Schemat obrazujacy
przygotowanie probek do badan przedstawiono na Rysunku 2. Badaniom poddano
takze MNPs niepotaczone z biatkami, pomijajac etap dodawania biatek/surowicy.

Po raz pierwszy zastosowano CE-ICP-MS do badania oddziatywan AuNPs z biatkami
ludzkimi: albuming (HSA, ang. human serum albumin) i transferyng (Tf), a nastgpnie
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ichzmian w surowicy krwi ludzkiej [H1]. Publikacje, opisujaca przeprowadzone
doswiadczenia, czasopismo Metallomics zakwalifikowato do prestizowej grupy Hot papers.
Parametrami roznicujacymi przebieg tworzenia koron bialkowych na powierzchni AuNPs
byly: rozmiar czastek oraz czas interakcji indywiduow chemicznych. Nastepnie
przedstawiono model matematycznego charakteryzowania stechiometrii oddzialywan biatka—
AUNP oparty na poréwnaniu pol powierzchni sygnatow **’Au* (marker obecnosci AuNPs)
i %*S* (marker obecnosci biatka) [H2]. W kolejnym etapie prac zweryfikowano stosowalno$¢
opracowanej metodyki do efektywnego badania zmian MNPs typu rdzen/plaszcz,
zbudowanych z innych niz AuNPs pierwiastkow — QDs (Cd — marker rdzenia, %Zn —
marker plaszcza) w surowicy krwi ludzkiej [H3]. Tym razem parametrami réznicujacymi
przebieg zmian byly: dawka QDs oraz czas oddziatlywania partnerow reakcji. Opracowano
rowniez metodyke badania zmian AUNRS w surowicy, bioragc pod uwage wpltyw ksztattu
MNPs  (w porownaniu  do  AuNPs), obecno$ci odmiennych koncowych  grup
funcjonalizujacych

(-COOH vs. -NH) oraz czasu prowadzenia doswiadczen [H4] na powinowactwo wzgledem
biatek surowiczych. Otrzymane wyniki zebrano w formie publikacji przegladowej, w ktorej
poréwnano je z innymi dotychczasowymi zastosowaniami CE w badaniu reakcji typu nano—
bio i wykazano ich analityczng przewagge [H5].

albumina/ transferyna/
surowica

wymieszanie wymieszanie
\ %\ % '

zawiesina MINPs

10 mM bufor -
fosforanowy pH 7,4 inkubacja w 37°C
+ 100 mM NaCl
pobieranie
porcji probki
3
A
= ronizelenie CE
57Fe a otrzymanie kaplla ra
elektroferogramu wypelniona BGE
| | detekeja
: [ 4 e
197 Ay ! ) E : J J |

0 5 10 15 20 Y § ]]EEQ

Czas (min)

Rys. 2. Przygotowanie probek do badan, dotyczacych charakteryzowania oddziatywan biatka surowicy—MNPs
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Pierwszym celem badawczym bylo zoptymalizowanie parametrow rozdzielenia
elektroforetycznego i detekcji ICP-MS, zapewniajagc maksymalng rozdzielczo$¢ i czuto$é
opracowanych metod pozwalajacych na efektywne i ilo$ciowe rozrdznienie form
chemicznych wybranych MNPs przed i po oddzialywaniu z biatkami surowicy krwi ludzkiej
[H1, H3, H4]. Jednym z najwazniejszych czynnikéw wptywajacych na jakos¢ rozdzielenia
elektroforetycznego jest rodzaj stosowanego BGE, jego stezenie i pH. Podstawowym
problemem w badaniu obicktow nanometrycznych za pomocg CE (a szczegdlnie
jako potaczen z biatkami) moze by¢ ograniczony o0dzysk analitu z kapilary rozdziclajgcej
(% rzeczywistego stezenia analitu opuszczajacy kapilarg CE). Dobéor BGE byt zatem
uwarunkowany rozdzielczosciag metody i wartoscig tego parametru. Wybor rodzaju zwiazku
stosowanego w buforze pracujacym byt dodatkowo zawezony do tych, ktorych pK jest
zblizone do 7,4 (tak by pH, utworzonego z ich zastosowaniem buforu, byto tozsame z tym
obserwowanym w krwi ludzkiej), a prad generowany z ich uzyciem przy napigciu
maksymalnie +25 kV nie przekraczat 50 pA (co jest gorng granicg technicznej stosowalnosci
potaczenia CE z ICP-MS). Ze wzgledu na Koniecznos¢ utrzymania zgodnosci sktadu BGE
z warunkami panujagcymi w surowicy krwi ludzkiej nie stosowano zwigzkow powierzchniowo

czynnych jako dodatkéw do BGE.

Opracowano trzy oryginalne metodyki analityczne (dla AuNPs, AuNRs i QDs)
zapewniajace efektywng analiz¢ zmian wybranych MNPs w surowicy krwi ludzkiej.
Optymalne parametry rozdzielania 1 detekcji, a takze parametry analityczne metod,
przedstawiono w Tabeli 2. W kazdym przypadku optymalnymi byty bufory biologiczne
zgrupy Gooda (ang.  Good’s  buffers) —  kwas  4-(2-hydroksyetylo)-1-
piperazynoetanosulfonowy (HEPES) Ilub kwas piperazyno-1,4-bis(2-etanosulfonowy)
(PIPES), ktorych pH (7,4) ustawiano z uzyciem roztworu wodorotlenku sodu.
Bufory te charakteryzuja si¢ duza ruchliwoscig elektroforetyczng, przy matych warto$ciach
generowanych natezen pradu (do 20 pA). Do osiggnigcia prawidlowe]j rozdzielczosci nie byto
konieczne  stosowanie  zwigzkéw  powierzchniowo czynnych (co  sugerowano
we wczesniejszych doniesieniach literaturowych jako niezbgdne w badaniu zmian MNPS),
a otrzymane odzyski analitu i granice wykrywalnoSci (nawet w matrycach zawierajacych
biatka) byly lepsze niz w przypadku innych metod stosowanych do oznaczania MNPs
opartych na rozdzieleniu elektroforetycznym. Powtarzalno$¢ i odtwarzalnos$¢ czasow migracji
I pol powierzchni $wiadczyly o duzej precyzji wynikow pomiaréw. Glowne réznice wartosci
parametrow metod dla AuNPs i AuNRs wynikaly z roznego rozmiaru lub odmiennej
funkcjonalizacji ich powierzchni.

Kolejnym celem badawczym, byto scharakteryzowanie przebiegu zmian MNPs
W obecnosci biatek transportujgcych krwi (pojedynczo lub w surowicy krwi ludzkiej)
oraz wytypowanie parametrow MNPs i sposobu prowadzenia doswiadczen, majgcych
kluczowe znaczenie dla zmian ich powinowactwa wzgledem poszczegdlnych biatek [H1, H2,
H3, H4].
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Tabela 2 Zestawienie optymalnych parametrow rozdzielania i detekcji form chemicznych MNPs w surowicy
krwi ludzkiej za pomoca CE-ICP-MS, wraz z otrzymanymi parametrami analitycznymi metod

parametr AUNPs AuNRs QDs
kapilara rozdzielajgca ze stopionej krzemionki, ID 75 um, OD 375 um, dtugos¢ 70 cm
monitorowane izotopy B7AuU, Fe, 38, 2Ge? ¥7AU, 2Ge? H1Cd, %zn, >Fe, 2Ge?
BGE 40 mM HEPES, pH 7,4 10 mM PIPES, pH 7,4 20 mM HEPES, pH 7,4
przyfozone napiecie [kV] +15 +12 (-COOH)/ +20 (-NHy) +15
dozowanie prébki [mbarxs] 20x5 20x5 50x6
testowane stezenia MNPS 9,5-19,0 1,7-4,3 0,07-0,14
[mg L]
sredni odzysk z kapilary 86-97 91-99 94
L]
powtarzalnosé tm [%]¢ 1,0-4,1 47-52 4.7
odtwarzalnosé tm [%]° 2,1-6,4 7,9-8,2 6,8
powtarzalnosé Pp [%] 2,4-4.9 5,1-5,6 6,4
odtwarzalnosé Pp [%]° 4,0-6,9 6,1-6,3 79
LOD [ug L] 8,3-9,9 5,5-5,7 0,8

a—wzorzec wewnetrzny; b —n = 3; ¢ — w matrycy zawierajacej biatko, d —n = 6; ID — $rednica wewngtrzna; OD — $rednica zewngtrzna;

tm — czas migracji; Pp — pole powierzchni sygnatu; LOD — granica wykrywalnosci

e Charakterystyka zmian AUNPS w obecnosci biatek transportujgcych krwi [H1, H2]

W badaniu potgczen AuUNPS z biatkami surowiczymi st¢zenie nanomateriatu dobrano
przeliczajac dawki AuNPs stosowane pomyslnie w radioterapii guzow u myszy na rozmiary
organizmu ludzkiego. Zbadano mozliwos¢ otaczania MNPs koronami zbudowanymi
Z surowiczego biatka transportujacego obecnego we krwi w najwiekszym stezeniu — HSA.
Zaobserwowano, ze tworzenie potaczen z HSA nastgpuje szybko.

W przypadku AuNPs o rozmiarach 10-50 nm zostaly one calkowicie otoczone korong
HSA (brak sygnatu pochodzacego od ,,wolnych” MNPs na elektroferogramie) natychmiast
po wymieszaniu reagentow, natomiast dla 5 nm — tworzenie potaczen byto wolniejsze
(50 min). W przypadku Tf — biatka transportujacego zelazo w organizmie ludzkim,
zaobserwowano tworzenie dwoch rodzajow  koron  biatkowych, odpowiadajacych
potaczeniom z dwoma fizjologicznie wystepujacymi formami biatka: holo-transferyng (hTT,
forma nasycona zelazem — 30% w/w) i apo-transferyng (aTf, forma wolna od zelaza — 70%
w/w).
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Rys. 3. Zmiany form chemicznych 20 nm AuNPs w surowicy krwi ludzkiej monitorowane za pomocg CE-ICP-
MS; sygnaty: 1 — AUNP-hTT, 2 — AuNP-aTf, 3 — AUNP-HSA, 4 — ,wolne” AuNPs [H1]

Odmiennie niz w przypadku HSA w tworzeniu potaczen z Tf brato udzial maksymalnie
10% MNPs (dla AuNPs o rozmiarze 50 nm). W mieszaninach AuNPs z immunoglobuling G
nie zaobserwowano tworzenia koron biatkowych (nawet po 24 h inkubacji) na powierzchni
MNPs (na elektroferogramie wystepowal sygnat jedynie od postaci ,,wolnej” MNPs).
W przypadku fizjologicznej mieszaniny HSA i Tf (w stosunku molowym 15:1) AuNPs
otaczane byty jedynie korong z HSA (niezaleznie od rozmiaru MNPs). Wynik ten sugerowat
spodziewang dominujgca role tego biatka w procesach zmian form chemicznych AuNPs
w surowicy Kkrwi ludzkiej. Jednak doswiadczenia przeprowadzone w jej Srodowisku
potwierdzily znaczacy udziat Tf w procesach tworzenia koron bialkowych na powierzchni
AUNPs, na co wplyw moze mie¢ zlozona matryca badanej probki. Zmiany rejestrowanych
form chemicznych AuNPs (20 nm) w surowicy krwi ludzkiej w czasie doswiadczenia
zaprezentowano na Rysunku 3. Udzial procentowy polaczen AuNP-Tf na poczatku
doswiadczenia byt tym wigkszy im wigkszy rozmiar MNPs zastosowano (Rysunek 4, linia
czerwona).
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Rys. 4. Wptyw rozmiaru AUNPS na charakterystyke ich oddziatywan z Tf

W trakcie inkubacji probki w temperaturze fizjologicznej obserwowano stopniowy
rozpad polaczen z Tf (zmniejszajace si¢ pole powierzchni sygnatu) na korzysc
zwigkszajacego Si¢ udziatu formy AuNPs potaczonej z HSA (Rysunek 3), przy czym wraz
ze zwigkszaniem rozmiaru uzytych AuNPs zmiany sktadu korony zachodzity wolnie;.

Wyniki przeprowadzonych badan moga mie¢ istotne znaczenie przy projektowaniu
terapii przeciwnowotworowych z uzyciem transportu celowanego, gdyz receptory Tf (TfR)
sg nadprodukowane w btonach komoérek nowotworowych (100 razy vs. komorki prawidtowe).
NMs o wickszym powinowactwie do Tf i dluzszym czasie cyrkulacji potaczenia z tym
biatkiem, mogg by¢ transportowane selektywnie z wykorzystaniem $ciezki aktywnego
transportu zelaza do wngtrza komorek zmienionych nowotworowo.

Ze wzgledu na zaobserwowane W poprzednim etapie badan wolniejsze tworzenie
potaczen AUNPs o rozmiarze 5 nm z HSA sprawdzono wpltyw dawki MNPs na kinetyke
tworzenia tego typu koron [H2]. Zastosowano osiem rdéznych stezen nanomateriahu,
dla ktérych nadmiar molowy biatka wzgledem MNPs zawierat si¢ w przedziale od 5 do 45.
W przypadku nadmiaru mniejszego niz 15, czes¢ AuNPs (nawet po 24 h reakcji)
wystepowata w dalszym ciggu w formie ,,wolnej”, przy czym pole sygnatu pochodzacego
od niepotaczonych z biatkiem MNPs zmniejszalo si¢ wraz ze zwigkszaniem nadmiaru
molowego HSA w mieszaninie. Gdy nadmiar ten byt wigkszy niz 15, proces otaczania MNPs
korong biatkowa zachodzit do konca, a w mieszaninie nie byly obecne ,,wolne” formy
AUNPs. Opisane zaleznosci przedstawiono na Rysunku 5.

Wyznaczenie stechiometrii tworzenia potaczen AUNPS o wigkszych rozmiarach z HSA
okazato si¢ znacznie trudniejszym zadaniem ze wzgledu na duza szybkos$¢ zachodzacych
reakcji i brak mozliwosci obserwacji izotopu 34S, z nieprzereagowanych form biatka
przy uzyciu jedynie ICP-MS z pojedynczym analizatorem kwadrupolowym. Rozwigzaniem
okazato si¢ zastosowanie matematycznej interpretacji wynikéw (pol powierzchni sygnatow
analitow), ktora pozwolita na wyliczanie stechiometrii reakcji AUNP—HSA w surowicy krwi
ludzkiej po ustaleniu rownowagi reakcji [H2]. Ustalono, ze w zaleznosci od rozmiaru
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nanomateriatu liczba przytaczonych czasteczek biatka do jednej NPs ulega zmianie (od 46 —
dla 10 nm, do 292 — dla 50 nm) i nie jest wprost proporcjonalna do zwigkszajacej si¢
powierzchni wtasciwej AUNPS.

100 — + 4

80

Znormalizowane pole powierzchni
sygnalu polaczenia AuNP—albuminy
(%0)

5 83
e

5 10 15 20 25 30 35 40

Nadmiar molowy albuminy

Rys. 5. Zalezno$¢ znormalizowanego pola powierzchni sygnatu potaczenia AUNP—HSA od nadmiaru
molowego uzytej HSA [H2]

Badania wykonywano w ramach projektu Preludium Narodowego Centrum Nauki
(2013/11/N/ST4/01480), ktorego bytam kierownikiem w latach 2014 — 2015.

e Charakterystyka zmian QDs w obecnosci biatek transportujgcych krwi [H3, H5]

W badaniach zastosowano cztery dawki QDs (5,85 — 11,70 pmol Cd na litr krwi),
kierujac si¢ uprzednimi doniesieniami literaturowymi, dotyczacymi testow in vitro
efektywnego dostarczania QDs CdSeS/ZnS-MPA do komérek nowotworowych.

Bez wzgledu na wielko$¢ dawki QDs w mieszaninach z HSA obserwowano stopniowe
otaczanie QDs koronami biatkowymi (w kazdym z przypadkéw konczace si¢ po okoto 1 h
inkubacji badanej probki w temperaturze 37 °C). Powstale polgczenia byly trwate nawet
po 20 h prowadzenia doswiadczenia. Podczas badan nie zaobserwowano odrywania otoczki
ZnS od rdzenia kadmowego. W przypadku oddziatywan QDs z Tf juz na poczatku inkubacji
(niezaleznie od uzytej dawki) MNPs nie wystepowaty w formie ,,wolnej”, a w postaci dwoch
rodzajow potaczen: z hTf i aTf. Wielko$¢ pola powierzchni sygnaldow po 5 min
doswiadczenia potwierdzata wystepowanie potgczen QDs z Tf w dwoch formach w ilo$ciach
odpowiadajacych ich fizjologicznemu stosunkowi; w miar¢ uptywu czasu obserwowano
zmniejszanie sie¢ ilosci formy QD-hTf i zwigkszanie tej z aTf (Rysunek 6). Procesowi temu
towarzyszylo oddzielanie si¢ otoczki ZnS od rdzenia kadmowego kropek, ktorego szybkos¢
byta uzalezniona od dawki uzytego nanomaterialu (im wigksza dawka tym reakcja
wolniejsza; dla dawki 5,85 pmol L Cd — 5min; 11,70 umol L? Cd — 5 h). Zjawisko
to ma istotne znaczenie dla potencjalnych zastosowan medycznych QDs, gdyz otoczka ZnS
zapobiega uwalnianiu si¢ toksycznych form kadmu z rdzenia.
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Rys. 6. Elektroferogramy CE-ICP-MS skfadnikéw mieszanin Tf (stezenie biatka 0,3 g L'}; symulujgce 10-
krotnie rozcieficzong surowice) z QDs (stezenie Cd 0,877 umol L) po zmiennym czasie inkubacji; sygnaty: 1 —
QD-hTf, 2 — QD-aTf, 3 — sygnat cynku obecnego w oddzielonej od rdzenia otoczce ZnS, 4 — ,wolne” QDs [H3]

Zbadano zachowanie si¢ mieszaniny HSA i Tf (15:1) inkubowanej z QDs
I stwierdzono, ze wielkos¢ uzytej dawki MNPs nie ma wptywu na wyniki. Do okoto 30 min
inkubacji mieszaniny sygnal ,wolnych” QDs zmniejszal Si¢ stopniowo i tworzyty sie
potaczenia z biatkami — w 95% kropki reagowaly z HSA, za§ w 5% z hTf. Otrzymane korony
byty trwate nawet po 24 h doswiadczenia. Nie zanotowano odtgczania otoczki ZnS od rdzenia
QDs, co sugeruje ochronny wptyw duzego udziatu koron HSA na ten proces [H3].

Nastepnie zbadano przemiany QDs w surowicy krwi ludzkiej. Otrzymane wyniki byly
inne niz w przypadku fizjologicznej mieszaniny biatek HSA i Tf. Zaobserwowano,
ze W probcee (niezaleznie od dawki QDs oraz czasu inkubacji) nie nastgpuje tworzenie koron
biatkowych na powierzchni QDs; stwierdzono natomiast odigczanie si¢ otoczki ZnS
od rdzenia kropek, przy czym czas jej oderwania wydtluzal si¢ wraz ze zwigkszajacg sie
dawka nanomateriatu (od 2 min dla dawki 5,85 pmol L™t Cd do 2,5 h dla 11,70 umol L Cad).
W celu wyjasnienia przyczyn braku oddziatywan pomigedzy QDs a gltoéwnymi biatkami
transportujacymi, probke surowicy krwi ludzkiej podzielono na frakcje maloczasteczkowa
(<10 kDa) i wielkoczasteczkowa (> 10 kDa) za pomocg ultrasgczenia, a nastgpnie kazda
z frakcji inkubowano z QDs. Stwierdzono, ze z otoczka ZnS taczyty si¢ biatka surowicze inne
niz HSA i Tf i to one powodowaty jej oderwanie, natomiast QDs bez otoczki oddziatywaty
z matoczasteczkowymi sktadnikami surowicy [H3]. Opracowang metodyke i otrzymane dane
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poréwnano z wczesniejszymi doniesieniami, dotyczacymi badania oddziatywan QDs
z biatkami i bioczasteczkami, wykazujac nowe aspekty zaproponowanych przeze mnie
rozwigzan [H5].

Ponadto, przedstawione wyniki moga stanowi¢ podstawe projektowania terapii
przeciwnowotworowych z zastosowaniem QDs, gdyz dobor odpowiedniej dawki MNPs moze
pozwala¢ ustala¢ optymalny czas oderwania otoczki ZnS, utrzymujacy toksycznos¢ materiatu
na akceptowalnym poziomie juz na etapie transportu w uktadzie krwiono$nym.

Badania wykonywano w ramach projektu Preludium Narodowego Centrum Nauki
(2013/11/N/ST4/01480), ktorego bytam kierownikiem w latach 2014 — 2015.

e Charakterystyka zmian AUNRs w surowicy krwi ludzkiej [H4]

W porownaniu do AuNPs nanoprety ztota (AUNRS) wykazuja lepsza charakterystyke
transformowania energii (pozadang cech¢ np. w terapiach z uzyciem wiagzki laserowej)
przy stosowaniu znacznie mniejszej dawki (Tabela 2). W ramach badania ich wlasciwosci
istotnym kierunkiem byto jak dotad charakteryzowanie wptywu modyfikacji/funkcjonalizacji
powierzchni AuNRs na ich dystrybucje w poszczegdlnych organach i toksyczno$é. Jak dotad,
nie ustalono jednak, w jaki sposéb zmiany w budowie czesci sktadowych MNPs wptywaja
na ich powinowactwo wzgledem biatek ludzkiej krwi. Nie zaproponowano takze metodyki,
dzigki ktérej monitorowac bedzie mozna poszczegdlne formy chemiczne materiatu.

W ramach badan wchodzacych w sktad rozprawy potwierdzono tworzenie potaczen
pomigdzy dwoma rodzajami AuNRs (z grupami funkcyjnymi —NH> lub —COOH)
a pojedynczymi biatkami transportujagcymi: HSA i Tf. Pomimo ze w obu przypadkach stan
rownowagi reakcji tworzenia koron ustalat si¢ szybko (< 5 min), to udziat AuNRs/PEG—NH>
otoczonych korong z HSA byt okoto 5 razy wigkszy (wzglgdem MNPs ,wolnych”)
nizw przypadku ~ AUNRS/PEG—COOH. Z  kolei w  surowicy krwi ludzkiej
AUNRS/PEG—COOH w czasie krotszym niz 40 min otoczone byly korong z aTf, podczas
gdy (w tym samym czasie inkubacji) partnerem oddziatywan AUNRS/PEG—NH: byta HSA.
Dalszy przebieg zmian form chemicznych dwéch MNPs w czasie inkubacji takze byt
odmienny. Podczas gdy grupy —COOH stabilizowaly oddziatywanie z aTf (trwale nawet
po 8 h), potagczenie AUNRS/PEG—NH2 z HSA ulegato rozpadowi po 3 h, a w tworzenie koron
po tym czasie zaangazowane byly inne (najprawdopodobniej mniejsze niz HSA) biatka
surowicze. Przebieg zmian form chemicznych dwoch rodzajow AuNRs w surowicy krwi
ludzkiej przedstawiono na Rysunku 7.

Powyzsze badania wykazaly istotny wptyw chemii powierzchni MNPs na ich zmiany
w surowicy krwi ludzkiej. Potwierdzono, ze nie tylko rozmiary i dawki NMs moga
determinowa¢ ich $ciezki metaboliczne i transportowe in vivo. Dowiedziono, ze podczas
projektowania MNPs jako narzedzi diagnostycznych/terapeutycznych kluczowym
czynnikiem  podlegajgcym  kontroli i optymalizacji  powinien  by¢  rodzaj
modyfikacji/funkcjonalizacji powierzchni.
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Rys. 7. Elektroferogramy ’Au sktadnikéw mieszaniny 30-krotnie rozcienczonej surowicy krwi ludzkiej
zawierajacej (A) - AUNRS/PEG-COOH Ilub (B) - AUNRS/PEG-NH, (4.3 mg L Au) po zmiennym czasie
inkubacji; sygnaty: 1 — ,wolne” AuNRS, 2 — polaczenie AUNR-aTf, 3 — potaczenie AUNR-HSA, 45 —
potaczenia AUNRS z innymi biatkami [H4]

Badania  byly  czescig  projektu  Opus  Narodowego  Centrum  Nauki
(2015/17/B/ST4/03707) i wykonywane by#y w ramach mojego stazu podoktorskiego.

4.3.2.2. Zaproponowanie platformy analitycznej do badania pobierania,
umiejscowienia i zmian AuNPs w komorkach ludzkich z zastosowaniem
komplementarnych technik z detekcjg ICP-MS [H6-H9]

Dotychczas nie zaproponowano efektywnego postepowania do iloSciowego badania
stopnia akumulacji MNPs i zmian form chemicznych w komorkach ludzkich. Nie zostata
takze poznana rola zwigzkéw wielko- i matoczasteczkowych wchodzacych w skiad cytozolu
komorkowego w tych procesach. Wigkszos¢ dotychczasowych doniesien literaturowych,
dotyczacych komérkowych testow in vitro, miata na celu obrazowanie rozmieszczenia MNPS
w komorkach lub tkankach nowotworowych po ich wcze$niejszym pobraniu, a takze
okreslanie ich potencjalnej cytotoksycznosci. W tym obszarze technikami dominujgcymi
sg mikroskopie: fluorescencyjna oraz elektronowa transmisyjna, ktore dostarczajg informacji
analitycznych na poziomie co najwyzej pétilosciowym. W prowadzonych badaniach zwykle
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nie uwzgledniano faktu, ze po dozylnym podaniu MNPs tworza polaczenia z biatkami
transportujacymi krwi, co uniemozliwia pobieraniec NMs do komoérek w ,,wolnej”
I niezmienionej fizjologicznie formie. Przedstawianym metodom czgsto brakowato réwniez
dostatecznej charakterystyki jakosci otrzymywanych wynikéw i okre§lenia doktadnosci
oznaczen analitow.

Zaproponowatam zbudowanie kompleksowej platformy sktadajacej sie z wielu
narz¢dzi badawczych jako komplementarnych zrodet informacji bioanalitycznej oferujacej
postgpowania charakteryzujace si¢ zgodnoscig warunkow prowadzenia symulacji in vitro
Z fizjologicznymi. Obiektem badan w tej czesci rozprawy byty AuNPs o czterech rozmiarach
(5, 10, 20, 50 nm), a prace realizowano w trzech etapach:

Q) analiza przeprowadzonych dotychczas badan i opracowanie nowego podejscia
w oznaczaniu stopnia pobierania AuNPs do komorek ludzkich za pomoca
ICP-MS [H6, H7];

(i)  sprawdzenie stosowalnosci techniki CE-ICP-MS do badania zmian form
chemicznych AuNPs w matrycy cytozolu ludzkiego [H8];

(ili)  opracowanie zaawansowanej metodyki do badania umiejscowienia AuUNPS
w przedziatach komoérkowych i charakteryzowania ich form chemicznych,
za pomocg technik opartych na detekcji ICP-MS [H9].

Badania  byly  czescig  projektu  Opus  Narodowego Centrum  Nauki
(2015/17/BIST4/03707), w ktérym petnitam role wykonawcy.
e Badanie stopnia pobierania AuNPs do komorek ludzkich [H6, HT]

Celem badan bylo zaprojektowanie postgpowania analitycznego stuzgcego
do oznaczania za pomoca ICP-MS stopnia pobierania AuNPs (wraz z bilansem masy analitu)
przez komoérki w warunkach imitujacych wnikanie materiatlow in vivo.

Dokonanie wstepnego przegladu literatury w zakresie technik analitycznych
stosowanych do badania stopnia pobierania AuNPs do komorek, pozwolito ocenic,
ze W wigkszosci istniejacych metodyk do analizy ilosciowej zastosowanie znajdowata
technika ICP-MS, aprzygotowanie probek realizowano glownie poprzez wspomagane
mikrofalami roztwarzanie badanego materiatu w wodzie krolewskiej [H6]. W ramach
rozprawy zastosowano analogiczne etapy postepowania, ale takze podjeto Si¢ nastepujacych
modyfikacji i udoskonalen [H7]:

(1) postepowanie wzbogacono o pre-inkubacje AuNPs w roztworze surowicy krwi
ludzkiej w celu wytworzenia korony bialkowej na powierzchni NMs.
Dzigki temu mozliwe bylo stworzenie warunkow pobierania MNPs
przez komorki, ktore byly zblizone do srodowiska organizmu ludzkiego;

(i)  zoptymalizowano sposob prowadzenia testow pobierania i przygotowania
probek z uwzglednieniem nie tylko frakcji pobranych do komoérek AuNPs,
ale takze zaadsorbowanych na ich powierzchni (luzno zwigzanych
z zewnetrzna strong btony komorkowej; Rysunek 8).
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Umozliwito to uzyskanie nie tylko informacji ilosciowych, ale takze istotnych
ze wzgledu na okreslenie mechanizmu pobierania AUNPS;

(ili)  opracowano algorytm obliczania stopnia pobierania nanomateriatu,
po uwzglednieniu gestosci komoérek 1 zawartosci analitu w materiale
kontrolnym. Prowadzono takze (po raz pierwszy) bilans masy analitu, dzieki
ktoremu mozliwa byta ocena doktadnos$ci uzyskiwanych wynikow.

__________________________
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Rys. 8. Przygotowywanie komplementarnych frakcji do analiz ICP-MS po testach pobierania AUNPs

We wszystkich  doswiadczeniach materiat badawczy stanowity  komorki
gruczolakoraka piersi linii MCF-7 lub prawidtowe komorki nabtonkowe piersi MCF-10a
po testach pobierania AuNPs. Hodowle komoérkowe oraz testy pobierania byly prowadzone
we wspotpracy z Katedra Biotechnologii Medycznej Wydziatu Chemicznego Politechniki
Warszawskiej.

Sprawdzono wptyw rozmiaru nanoczastek ztota (5, 10, 20, 50 nm), rodzaju komorek
(nowotworowe lub prawidlowe), obecnosci otoczki biatkowej oraz czasu inkubacji na stopien
pobierania AuUNPs przez komorki. Najwigkszy stopien pobierania przez komorki
nowotworowe (MCF-7) zaobserwowano dla AuNPs o $rednicach 20 nm oraz 50 nm, co moze
potwierdza¢ postulowane w literaturze zalozenie efektywniejszego transportu MNPs
0 wigkszych rozmiarach dzigki efektowi EPR. Dane literaturowe sugeruja rowniez
dwustopniowy charakter procesu pobierania MNPs przez komorki - w pierwszym etapie
MNPs ulegajg adsorpcji na powierzchni btony komoérkowej, a w drugim zostaja pobrane
do wnetrza komorek. Hipoteza ta znalazta potwierdzenie w przeprowadzonych badaniach,
gdyz obserwowano obecnos¢ AuNPs luzno zwigzanych z btong komérkowa (frakcja nr 2).
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Porownano pobieranie AUNPs przez komoérki nowotworowe i prawidtowe (MCF-7
vs. MCF-10a). Zaobserwowano, ze S$redni stopien pobierania MNPs (pre-inkubowanych
w surowicy krwi ludzkiej przez 45 min) przez komorki prawidlowe jest mniejszy niz przez
komorki MCF-7, co moze $wiadczy¢ o zwigkszonej preferencji i uprzywilejowanym
transporcie MNPs do komorek nowotworowych. Przeprowadzono réowniez doswiadczenia,
w ktorych w postepowaniu analitycznym zostal pominiety etap pre-inkubacji AuNPs
w surowicy krwi ludzkiej.

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze biatka surowicy pokrywajace powierzchni¢ AUNPS
zmniejszaja ich zdolnos¢ do wnikania do wnetrza komorki. Zjawisko to powinno by¢ brane
pod uwage podczas planowania dawkowania w terapiach/testach  klinicznych
z zastosowaniem AuUNPs, a etap pre-inkubacji NMs w surowicy krwi ludzkiej nie powinien
by¢ pomijany podczas prowadzenia badan in vitro.

e CE-ICP-MS jako technika badania zmian form chemicznych AuNPs w cytozolu
ludzkim [H8]

Przeprowadzono cykl prac majacych na celu zbadanie przemian potaczen MNPs—

biatka surowicy krwi w warunkach symulujacych cytozol komoérek nowotworowych
Z uzyciem techniki CE-ICP-MS.

Probki do badan przygotowywano w sposob pokazany na Rysunku 2 (inkubacja
wciggu 45 minut); nastgpnie  potaczenia  MNPs-biatka  byly  oddzielane
od nieprzereagowanych sktadnikoéw surowicy poprzez ultrasagczenie z uzyciem filtrow
0 wielkosci poréw 100 kDa, rozcienczane w symulowanym cytozolu komorek i inkubowane
w 37 °C. Zmiany zachodzace w probce w trakcie jej inkubacji byly identyfikowane dzigki
pojawianiu si¢ dodatkowych sygnatéw posiadajacych inne czasy migracji niz odpowiadajace
wyjsciowym potaczeniom AUNPS z biatkami krwi.

Ustalono parametry metody CE-ICP-MS oferujagce odpowiednig rozdzielczo$é
I wykrywalno$¢ a umozliwiajace obserwacje rozpadu potaczen AuNPs z biatkami surowicy
krwi ludzkiej i tworzenia si¢ nowych form zawierajacych ztoto, w zalezno$ci od sktadu
matrycy symulujacej cytozol. Odpowiednie okazaty si¢ warunki rozdzielania stosowane
w badaniach oddziatywan AuNPs z biatkami surowiczymi (Tabela 2). Sprawdzono réwniez
wplyw rozcienczenia cytozolu ludzkiego (zakupiony wzorzec) na odzysk analitow z kapilary.
Stwierdzono, ze rozcienczenie 100-krotne pozwala na uzyskiwanie powtarzalnych
i miarodajnych wynikow nie powodujac adsorpcji sktadnikow matrycy
(biatek cytoplazmatycznych) na wewnetrznej powierzchni kapilary elektroforetyczne;j.

Elektroferogramy potaczen AuNPs (20 nm)-biatka surowicy W roztworach
symulowanego cytozolu o réoznym sktadzie przedstawiono na Rysunku 9. W warunkach
cytozolu komoérki prawidlowej (9A) polaczenia AUNP-HSA nie ulegaty zmianom,
ktore wptywatyby na ich ruchliwos¢ elektroforetyczng. Zmniejszenie pH probki (do poziomu
cytozolu nowotworowego, z 7,4 do 6,0; 9B) takze nie powodowato znaczacych zmian
rejestrowanych na elektroferogramie. Wprowadzenie do probek glutationu, kwasu
askorbowego oraz kwasu cytrynowego (nadprodukowanych w komorkach nowotworowych
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w porownaniu do prawidtowych) prowadzito do rozpadu potaczen AUNP z HSA i tworzenia
nowych form zawierajacych Au (9C).

0 5 10 15 20
Czas migracji (min)

Rys. 9. Elektroferogramy ilustrujace przebieg zmian potaczen AuNPs (20 nm)—biatka surowicy pod wptywem
réoznych warunkéw symulowania cytozolu (A-D); czas inkubacji 30 minut; stezenie Au: 19 mg L7;
linie przerywane oznaczaja czasy migracji potaczen: 1,2 - AuNP-Tf (kolejno hTf i aTf); 3 - AuNP—HSA;
warunki rozdzielenia podano w Tabeli 2 [H8].

Zmiany AUNP-HSA w medium o sktadzie odpowiadajacym cytozolowi komorki
nowotworowej w obecnosci zwigzkow redukujacych, lecz nie zawierajgcym matrycy
cytozolu (a jedynie bufor fosforanowy 10 mM o pH 6,0; 9D) maja inny charakter
niz w przypadku probek zawierajacych wzorzec cytozolu ludzkiego. Moze to sugerowac,
ze gtownymi czasteczkami indukujacymi zmiany form chemicznych AuNPs sg sktadniki
cytozolu tj. biatka lub inne mato- i wielkoczasteczkowe zwigzki.

W przypadku potaczen AuNPs z Tf, niezaleznie od sktadu roztworu symulujacego,
obserwowano natychmiastowy niemal rozpad koron biatkowych, co moze by¢ przestanka
do potwierdzenia kluczowej roli tego biatka w efektywnym transportowaniu i uwalnianiu
MNPs w komorkach. Hipotezg potwierdza fakt, ze w przypadku analogicznych doswiadczen,
prowadzonych dla AuNPs o rozmiarze 50 nm (dla ktorych procent udziatu Tf w surowiczych
koronach biatkowych byt najwiekszy a czas cyrkulacji najdtuzszy) takze obserwowano
dynamiczny rozpad potaczen AUNP-TT, ale skutkujacy powstawaniem zupetnie innych form
zawierajacych Au niz w przypadku AuNPs o mniejszych rozmiarach.

Badania przeprowadzone w powyzszym obszarze potwierdzily stosowalnosé
techniki CE-ICP-MS jako narzedzia do efektywnego monitorowania przebiegu zmian form
chemicznych AuNPs w probkach (symulowanego) cytozolu komoérkowego.
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e Badanie usytuowania i zmian AuNPs w komaorkach nowotworowych [H9]

Celem badan byto zaproponowanie kompleksowego sposobu monitorowania
i oznaczania form ztota w przedziatach komoérkowych i jadrze po pobraniu AuNPs
z zastosowaniem komplementarnych metod z detekcjg ICP-MS. W badaniach wykorzystano
cztery techniki pozwalajace na tworzenie catosciowego obrazu usytuowania i zmian AuNPS
w komorkach ludzkich (zgodnie z moja wiedza jest to pierwsza tego typu platforma
bioanalityczna, zastosowana do badania transportu wewnatrzkomorkowego MNPs).

Opracowano metodyke frakcjonowania komoérek po testach pobierania AuNPs
(preinkubowanych z surowicg, po 24 h pobierania do komorek), przed ilosciowa weryfikacja
usytuowania form Au w przedziatach komoérkowych (komoérek MCF-7 oraz MCF-10a).
Kluczowym problemem w efektywnym badaniu lokalizacji oraz zmian MNPs w tkankach
biologicznych z wykorzystaniem ICP-MS jest wyekstrahowanie ich oraz pochodzacych
od nich form metalu w taki sposob, aby nie zaburzy¢ stanu rbwnowagi panujacego w probce.
Dotychczas stosowane sposoby lizy bton komorkowych tj. sonoliza czy trawienie
enzymatyczne byly inwazyjne i niosty ze sobg ryzyko zanieczyszczenia probek. W ramach
prowadzonych prac zmniejszono liczb¢ dokonywanych operacji. Proces lizy komorkowej
indukowano za pomocg Szoku osmotycznego, bedacego reakcja na zawieszenie komorek
w buforze MES (kwas 2-(N-morfolino)etanosulfonowy) o stgzeniu 10 mM.
Tak przygotowane probki wirowano wyodrebniajac dwie frakcje: bton komorkowych
i cytozolu z organellami, ktore pozniej poddawano mineralizacji i analizie za pomocg techniki
ICP-MS.

Kolejne zaproponowane postepowanie bylo oparte na lizie blon komoérkowych
z zastosowaniem homogenizatora Dounce’a oraz kilkukrotnym wirowaniu réznicowym
w gradiencie sacharozy. W efekcie otrzymywano frakcj¢ jadra komérkowego, poddawang
nastepnie mineralizacji i analizie za pomoca ICP-MS. Taka metodyka umozliwiata badanie
stopnia pobierania MNPs ($wiadczacego o ich wplywie na cykl komorkowy) do jadra —
kluczowego organellum dla funkcjonowania komorki.

Frakcje bton komérkowych, cytozolu z organellami i jadra komorkowego w pierwszej
kolejnosci analizowano za pomocg techniki bezposredniej (konwencjonalnej) ICP-MS w celu
doktadnego i precyzyjnego oznaczenia ztota. Stwierdzono, ze formy Au po pobraniu AuNPs
przez komorki obydwu typow (MCF-7 vs. MCF-10a) znajdujg si¢ zarowno we frakcji
cytozolu i organelli, jak i w btonach komoérkowych. Wigksza czg$é¢ pobranego Au obecna
byta w btonach komdrkowych (wyjatkiem bylo pobieranie 5 nm AuNPs przez komorki MCF-
7). W przypadku komoérek prawidtowych stwierdzono wigksza zawartos¢ Au w blonach
komorkowych niz przy badaniu komorek nowotworowych, co spowodowane moze by¢
odmiennymi mechanizmami pobierania NPs na skutek zmian w przebiegu metabolizmu
komorek nowotworowych.

Analizujgc natomiast frakcje jadra komorkowego stwierdzono, ze zawarto$¢ ztota
w nich nie zalezy od rozmiaréow AuNPs i wynosi mniej niz 2 pg na komorke (Rysunek 10).
Jednak w przypadku najmniejszych AuNPs (5 nm) zawartos¢ Au we frakcji jader
komorkowych stanowi prawie 50% catkowitej zawartosci Au w komorce, dla wigkszych

29



dr inz. Magdalena Matczuk — wniosek w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego
Zatqcznik nr 3: autoreferat

natomiast 4-10%, co $wiadczy¢ moze, ze transport zlota do jadra komodrkowego
(pochodzacego z wigkszych nanoczastek) nie jest preferowany.

Uzyskane wyniki pozwolily na wyboér do dalszych badan AuNPs o rozmiarach
20150 nm, gwarantujagcych najwigkszy stopien ich pobierania do wngtrza komorek
nowotworowych. Ze wzgledu na malg zawarto$¢ ztota w jadrach, analizie poddawano jedynie
frakcje cytozolu i organelli.
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Rys. 10. Srednia zawarto$¢ zlota w frakcjach jadra komorkowego i cytozolu z organellami,
wyizolowanych z komérek MCF-7 inkubowanych z AuNPs—biatka surowicze przez 24 h (n = 3) [H9]

Do ilo$ciowego i jakosciowego scharakteryzowania zmian uktadow AuNPs—biatka
surowicy w cytozolu wyizolowanym z komoérek nowotworowych wybrano przetestowang
wczesniej technike CE-ICP-MS. Stwierdzono, ze korony z bialek surowiczych ulegaly
praktycznie calkowitemu przeksztalcaniu w srodowisku komorki nowotworowej (stopien
konwersji okoto 99%). Wyodrgbniono sygnaly roéznych form zawierajacych Au,
powstajacych po pobraniu AuNPs przez komorki nowotworowe do cytozolu komoérkowego.
Wykazano, ze AuNPs o réznych rozmiarach (20 nm lub 50 nm) wewnatrz komorek tworza
odmienne formy zawierajace Au (inne czasy migracji), co swiadczy¢ moze o uzaleznieniu
sciezek metabolizmu MNPs od ich rozmiaru. Niestety, stosowana technika nie pozwolita
narozdzielenie sygnatéw do linii bazowej i nie dostarczyta informacji na temat
charakteru/rozmiaru nowopowstatych form ztota. Zdecydowano zatem kontynuowa¢ badania
z uzyciem innych rozwigzan aparaturowych z detekcjg ICP-MS: w trybie analizy pojedynczej
czastki (spICP-MS) i w polaczeniu z wysokosprawng chromatografia cieczowg
w odwroconym uktadzie faz (RP-HPLC-ICP-MS). Byly one dotychczas stosowane rzadko
do badania zmian MNPs wewnatrz komorek nowotworowych. Czesciej z ich uzyciem badano
zmiany MNPs w probkach o mniej skomplikowanych matrycach, tj. medium komorkowe
czy surowica krwi. Ponadto w pracach prowadzonych z ich udziatem nie uwzgledniano etapu
tworzenia korony biatkowej (poprzez pre-inkubacje MNPs w surowicy krwi ludzkiej)
przed ich inkubacja z komodrkami. W niniejszej rozprawie po raz pierwszy zastosowano
przedstawiony wyzej zestaw technik do uzyskania informacji dotyczacych zmian formy
chemicznej AuNPs oraz ich oddzialywan z bioczgsteczkami po pobraniu przez komorki
nowotworowe.
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SpICP-MS zostal wykorzystany do okreslenia charakteru form ztota (formy jonowe
lub nanometryczne) w cytozolu komoérek MCF-7 po ich inkubacji z AuNPs, a takze
do wyznaczenia rozmiaru rdzenia MNPs/ich aglomeratow po pobraniu do wngtrza komorek.
Technike te (w porownaniu z konwencjonalnym ICP-MS) charakteryzuje skrocony czas
integracji pomiaru (1-10 ms vs. 50-500 us), zwigzany z czasem przebywania chmury jonowej
jednej nanoczastki w plazmie. Zbyt dlugi czas integracji moglby prowadzi¢ do rejestracji
wickszej liczby MNPs w jednym przedziale czasowym (impulsie pomiarowym), powodujac
bledy w wyznaczaniu rozmiaru rdzenia. W przypadku duzego stezenia jonéw metalu
w probce, wydluzenie czasu integracji powoduje zwigkszenie warto$ci  granicy
wykrywalnosci rozmiaru MNPS. Zastosowanie natomiast dtuzszego czasu analizy (w spICP-
MS to 60 s) pozwala zminimalizowa¢ zagrozenie wystegpowania podczas pomiaru
przedziatow czasowych, w ktoérych dane nie sg zbierane. W przypadku badania frakcji
cytozolu z uzyciem AUNPs o rozmiarach 20 i 50 nm zarejestrowano charakterystyczne
sygnaty impulsowe AuNPs, co potwierdzito obecno$¢ ztota w formie nanometrycznej. AUNPs
o Srednicach 20 nm po pobraniu przez komorki MCF-7 tworzag struktury o wigkszym
rozmiarze; te o s$rednicach 50 nm czgsciowo rozpadaja sig, a czgsciowo tworza formy
0 wickszej $rednicy niz nominalna (Rysunek 11). Potwierdza to wczesniej zaobserwowang
(przy uzyciu CE-ICP-MS) odmienno$¢ procesow metabolicznych MNPs w zaleznosci od ich
rozmiaru. W zadnej z badanych probek nie zaobserwowano obecnos$ci frakcji rozpuszczonej
metalu (form jonowych).

20 nm AuNPs 50 nm AuNPs
100 100
80 80

60

0 ‘
0 20

Rys. 11. Rozklad rozmiarow AuNPs w frakcjach cytoplazmatycznych otrzymanych po inkubacji AuNPs
o rozmiarach 20 i 50 nm (w formie koron z biatkami surowiczymi) z komérkami MCF-7 przez 24 h [H9]
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Technika spICP-MS nie dostarcza informacji na temat charakteru oddziatywan
sktadnikow cytozolu komorkowego z powierzchniag AuNPs. W tym celu niezbgdne jest
zastosowanie innej — wybrano RP-HPLC-ICP-MS, ktéra migdzy innymi pozwala
na wyznaczanie $rednic hydrodynamicznych form nanometrycznych zawierajacych Au.
Do tej pory byta ona wykorzystywana do badania AuNPs gtéwnie z uzyciem detekcji UV-
VIS lub fluorymetrycznej. Zaproponowane przeze mnie potaczenie RP-HPLC z detekcja ICP-
MS byto dotychcezas, jak juz wspomniano, zastosowane do analizy probek NMs pochodzenia
biologicznego, a 0 mniej skomplikowanej matrycy, jedynie w kilku pracach.
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Zoptymalizowano warunki rozdzielania chromatograficznego w celu uzyskania
jak najlepszej rozdzielczosci sygnatdéw formy jonowej metalu i AuNPs o r6znych rozmiarach.
Przy stosowaniu kolumn RP-HPLC o duzej s$rednicy porow (100 lub 400 nm),
przeznaczonych do rozdzielania obiektow nanometrycznych, mechanizm procesu i kolejnos¢
elucji analitow sg zblizone do obserwowanych w chromatografii rozmiaréw wykluczania.
Dzigki temu stwierdzono, ze AuNPs po pobraniu przez komorki MCF-7 charakteryzujg si¢
wiekszg srednicg hydrodynamiczng niz nominalna i potwierdzono, ze nie ulegaja rozpadowi.
Srednica hydrodynamiczna wyznaczona za pomoca RP-HPLC jest wieksza, niz $rednice
rdzeni oznaczone za pomoca SPICP-MS - moze to potwierdzaé hipoteze,
ze W wewnatrzkomérkowych ~ zmianach ~ AuNPs  biorg  aktywny udziat matlo-
I wielkoczasteczkowe sktadniki cytozolu.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze zastosowanie komplementarnych technik
z detekcjg ICP-MS stanowi skuteczne narzedzie badania rozmieszczenia i zmian AUNPS
w komoérkach nowotworowych. Opracowane metodyki moga by¢ stosowane w badaniach
przedklinicznych zachowan MNPs prowadzonych in vitro. Uzyskane wyniki poszerzyty
wiedze na temat istotnych procesow biologicznych, w ktorych MNPs o potencjalnym
zastosowaniu medycznym biora udziat wewnatrz komorek.

4.3.2.3.Poszerzenie zastosowan potaczenia CE z ICP-MS do badania nowych
rodzajow analitow [H10-H12]

Opracowanie metodyk, stuzacych badaniu metalonanomateriatow: AuNPs, AuNRS,
QDs, stanowilo punkt wyjscia do rozszerzenia pola zainteresowan na anality, ktorych zmiany
w plynach ustrojowych nie byty jak dotad charakteryzowane lub byty, lecz w sposob
posredni. Przyczyna powyzszego stanu byly trudnosci natury analitycznej [H10] lub wstepny
charakter opracowanych dotychczas metodyk dedykowanych nowoczesnym rozwigzaniom
nanomedycznym [H11].

e Polgczenie CE z tandemowg spektrometrig mas ICP do charakteryzowania MNPs
0 wlasciwosciach superparamagnetycznych w mieszaninach fizjologicznych [H10]

Obiektem badan w tej czgsci rozprawy byly superparamagnetyczne nanoczastki tlenku
zelaza(Il, IIT) (SPIONs, ang. superparamagnetic iron oxide nanoparticles), zaaprobowane
materialy do diagnozowania nowotworé6w za pomocg rezonansu magnetycznego
(tzw. SPIONs | generacji). Badane jest rowniez ich potencjalne zastosowanie
jako teranostykow. Jedng z unikatowych wiasciwosci tych materiatdéw, majgca kluczowe
znaczenie dla atrakcyjnosci medycznej, jest superparamagnetyzm. Zjawisko to obserwowane
jest u MNPs o wymiarach mniejszych niz rozmiar jednej domeny magnetycznej (do okoto
30 nm), a polega na namagnesowaniu SPIONs jedynie w obecnosci zewngtrznego pola
magnetycznego.

Prowadzone jest obecnie wiele prac badawczych dotyczacych
superparamagnetycznych nanoczgstek tlenku zelaza i charakteryzowania ich oddzialywan
z innymi indywiduami chemicznymi; techniki fgczone z detekcjg ICP-MS nie byly jednak
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do tej pory stosowane lub byly uzywane jedynie jako narzedzia pomocnicze. Przyczyng
takiego stanu sg trudnosci natury analitycznej, zwigzane z wystgpowaniem spektralnych
wpltywow przeszkadzajacych w oznaczaniu najbardziej rozpowszechnionego w naturze
izotopu zelaza: *°Fe, bedacego jednoczesnie markerem SPIONs. Oznaczanie Zelaza (jako jonu
Fe* 0 stosunku masy do tadunku m/z = 56) za pomoca konwencjonalnego ICP-MS
(z jednym  analizatorem  kwadrupolowym) obarczone jest istotnym  wplywem
przeszkadzajagcym jondéw poliatomowych o takim samym m/z jak analit, tworzacych sie
z udzialem gazu noénego — argonu (“°Ar'®0*) lub wapnia wystepujacego w badanych
probkach (°Cal®0*). Zjawiska te powoduja podnoszenie poziomu linii bazowej
I nieprawidtowych zliczen izotopu zelaza, co skutkuje zmniejszeniem czuto$ci oznaczenia
awrgcz jego uniemozliwieniem. Jednym ze stosowanych sposobow eliminacji wpltywow
przeszkadzajacych podczas oznaczania zelaza jest zastosowanie przed analizatorem mas
dynamicznej komory reakcyjnej (DRC, ang. dynamic reaction cell). Mieszanina jonow
generowanych w palniku plazmowym i dostajacych si¢ do DRC jest traktowana strumieniem
czasteczek obojetnego gazu, ktorego zadaniem jest zderzenie lub reakcja (przeniesienie
tadunku/atomu) z jonami przeszkadzajacymi, co skutkuje ich rozbiciem lub zmiang m/z. ICP-
DRC-MS zapewnia zmniejszenie granicy wykrywalnosci izotopu *°Fe jednak wartosci tego
parametru nadal znaczaco odbiegaja od obserwowanych w przypadku oznaczania innych
metali (nieobarczonych interferencjami). Dzieje si¢ tak, poniewaz w DRC oddziatywaniom
Z gazem obojetnym podlegaja wszystkie jony wytworzone w palniku plazmowym
i zachodzace w nim procesy moga by¢ wielotorowe. Dzigki ICP-DRC-MS nie ma rowniez
mozliwosci  efektywnego monitorowania zliczen impulséw innego, fizjologicznie
kluczowego, a narazonego na spektralne wplywy przeszkadzajace, izotopu — 32S. Izotop ten,
bedacy markerem np. bialek, charakteryzuje sie wartocia m/z identyczng jak jon °0,*,
ktérego nie mozna wyeliminowa¢ za pomoca DRC.

Celem prac przeprowadzonych w ramach rozprawy habilitacyjnej byto rozwigzanie
zarysowanych problemow dzigki wykrywaniu markera SPIONs z zastosowaniem
tandemowego spektrometru mas z jonizacjg ICP (ICP-MS/MS). W aparacie tym uktad
podobny do DRC-ICP-MS jest poprzedzony dodatkowym analizatorem mas,
ktorego zadaniem jest selekcja i filtrowanie jonéw macierzystych o zadanym m/z, tak by tylko
one mogly dociera¢ do komory kolizyjno-reakcyjnej (CRC, ang. collision-reaction cell).
Uktad analizator—CRC—analizator gwarantuje nie tylko bardziej efektywna eliminacje
interferencji poliatomowych w komorze, ale takze daje mozliwo$¢ selektywnego reagowania
jonéw analitu z czasteczkami gazu reakcyjnego 1 zmian¢ ich m/z. Umozliwilo
to optymalizacje metody jednoczesnego oznaczania nie tylko zelaza (jako markera SPIONS),
ale takze siarki (jako markera oddziatywan MNPs z biatkami). Badania wzbogacono o analiz¢
form chemicznych SPIONs w probkach symulujacych warunki fizjologiczne, taczac CE
z ICP-MS/MS. Poszukiwanie efektywnego narzedzia do monitorowania siarki zawezito
mozliwosci doboru BGE w CE, gdyz nie mogl on zawiera¢ tego pierwiastka - sktadnika
wszystkich stosowanych uprzednio w ramach rozprawy buforow.

Sprawdzono mozliwo$¢ stosowania w charakterze BGE buforow fosforanowego,
weglanowego 1 wodoroweglanowego (amonu) o réznych st¢zeniach. Kryteriami

33



dr inz. Magdalena Matczuk — wniosek w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego
Zatqcznik nr 3: autoreferat

poréwnawczymi byty: rozdzielczo$¢ sygnatow dwoch wzorcow SPIONs rdéznigcych sie
grupami koncowymi funkcjonalizatora (—COOH Ilub —NH2), suma podl powierzchni
ich sygnatow, a takze sumaryczny odzysk analitow z kapilary. Sprawdzono réwniez wptyw
przyktadanego napigcia i1 objgtosci dozowanej probki na efektywnosé rozdzielania.
Badania byly poprzedzone optymalizacja przeptywu gazu reakcyjnego (O2) w CRC, majaca
na celu osiaggnigcie jak najwigkszych wartosci Stosunku sygnatu stosowanego wzorca
wewnetrznego (wanad) do szumu i stopnia konwersji °'V*— 3V1®0* Optymalne warunki
rozdzielenia, tak jak i otrzymane parametry opracowanej metody analitycznej przedstawiono
w Tabeli 3. Uzyskane warto$ci granic wykrywalno$ci byly porownywalne z opublikowanymi
uprzednio dla badan prowadzonych za pomoca techniki HPLC-ICP-MS/MS, ktéra jednak
nie pozwalata na jednoczesne monitorowanie siarki.

Tabela 3 Optymalne parametry rozdzielania i detekcji dwoch rodzajow wzorcéw SPIONS za pomocg CE-1CP-

MS/MS
parametr SPIONs-COOH SPIONs-NH:2
kapilara rozdzielajgca ze stopionej krzemionki, ID 75 um, OD 375 um, diugosé¢ 70 cm
monitorowane jony Fe* > 6Fe*, Fe*t 2 ¥Fel0™, Sly* > SlyléQ+a 326+ 3 32G16Q+
przeplyw O2 w komorze [mL min] 0,48
BGE 20 mM wodoroweglan amonu, pH 7,4
przytoione napiecie [KV] + 18
dozowanie prébki [mbarxs] 50x5
testowane stezenia MNPs [mg L] 30-50
sredni odzysk z kapilary [%]° 96,7 93,3
powtarzalnosé tm [%]° 0,2 0,5
odtwarzalnosé tm [%]° 1,9 3,3
powtarzalnosé Pp [%]° 4,3 2,8
odtwarzalnosé Pp [%]° 5,0 5,0
SFet > %Fe* 2,9 5,0
LOD [ug LFe]
SFe*t > BFelSO* 54 101

a— wzorzec wWewnetrzny; b —n = 3; ¢ —n = 6; reszta 0znaczen — patrz Tabela 2

Zoptymalizowang metod¢ CE-ICP-MS/MS zastosowano do badania stabilnosci
SPIONs w roztworach imitujacych warunki fizjologiczne 1 zmian wynikajacych
z powstawania koron biatkowych na powierzchni SPIONs w obecnos$ci biatka HSA. W obu
przypadkach rozdzielczo$¢ metody byla wystarczajagca do wyodrebnienia nowopowstatych
form zawierajacych zelazo a pochodzacych od SPIONs. W pierwszym przypadku
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zanotowano na elektroferogramach obecnos¢ sygnatu produktu rozpadu MNPs do formy
rozpuszczonej (FeCly), zas w drugim sygnatl pochodzacy od potaczen SPION—HSA.

Przeprowadzone badania wykazaty analityczng uzytecznosé potaczenia CE z detekcja
ICP-MS/MS do monitorowania zmian MNPs, zbudowanych z pierwiastkow ,,analitycznie
problematycznych” w zlozonych materiatach biologicznych. Istotng zaletg opracowanej
metodyki jest mozliwos¢ prowadzenia rozdzielan w tagodnych warunkach — bez udziatu
rozpuszczalnikow organicznych czy surfaktantow, co jest Czesto nieodzowne w przypadku
zastosowania technik chromatograficznych.

Badania  byly  czescig  projektu  Opus  Narodowego  Centrum  Nauki
(2018/29/B/ST4/00178), w ktorym petnitam funkcje wykonawcy.

e Zastosowanie CE-ICP-MS do ilosciowego i jakosciowego monitorowania procesu
tworzenia potgczen metalolek przeciwnowotworowy—nosnik MNPs [H11-H12]

Cisplatyna (cis-diaminodichloroplatyna(ll), CDDP) jest jednym z najczgsciej
stosowanych metalolekow przeciwnowotworowych, skutecznym w terapiach przeciwko
wielu guzom litym. Niestety nieselektywny transport leku takze do komorek prawidtowych
powoduje szereg skutkow ubocznych jego stosowania, np. nefro- i neurotoksycznose,
czy mielodysplazj¢ szpiku kostnego. Skuteczno$¢ leku w diugotrwatej chemioterapii moze
by¢ ograniczana ze wzgledu na szybko rozwijajacy si¢ mechanizm lekoopornosci komorek
nowotworowych. Rozwigzania przedstawionych probleméw upatruje si¢ w stosowaniu
tzw. celowanych systemow dostarczania leku (DTDSs, ang. drug targeted delivery systems)
opartych na nanonosnikach, ktorych zadaniem jest m.in. promowanie preferencyjnej
akumulacji CDDP w komorkach nowotworowych i poprawa efektywnosci terapii. Uzycie
MNPs ukierunkowanych na transport do komoérek nowotworowych jako selektywnych
nosnikow lekéw umozliwia spowolnienie zmian metabolicznych leku, wydluzenie czasu
jego krazenia we krwi i specyficzng akumulacje w chorych tkankach. Jest to mozliwe dzigki
wystepowaniu EPR lub preferencyjnego transportu aktywnego poprzez receptory (np. TfR)
nadekspresowane przez komorki nowotworowe.

W celowanych systemach dostarczania leku probowano stosowaé rézne MNPS.
Na szczegdlng uwage, dzigki inercji, nietoksycznosci, biokompatybilnosci, tatwosci syntezy
i modyfikacji powierzchni, zastuguja AuNPs. W oparciu o wyniki badan in vivo
prowadzonych na zwierzgtach stwierdzono, Ze ich potaczenie z cisplatyna zmniejsza
szkodliwos¢ leku stosowanego w ich nieobecnosci w stosunku do komoérek prawidtowych,
poprawiajac jednoczesnie cytotoksycznos¢ wzgledem tkanek zmienionych nowotworowo.
Pomimo tak obiecujacych wstepnych wynikéw ewentualne zakwalifikowanie uktadow
AuNPs—CDDP do testow klinicznych na ludziach wymaga dokladnego zbadania profilu
tworzenia i stabilnosci polaczenia w czasie. Moze sta¢ si¢ to mozliwe po opracowaniu
zaawansowanej metodyki analitycznej, ktora be¢dzie odznaczaé si¢ duzg rozdzielczoS$cig i
dobrg czuto$cig. Monitorowanie tworzenia platynowych DTDSs z metalonanono$nikami
dotychczas bylo prowadzone glownie za pomocg technik obrazowania (mikroskopii
elektronowych transmisyjnej/skaningowej lub mikroskopii fluorescencyjnej), metod
poétilosciowych/jakosciowych (spektroskopii w podczerwieni czy magnetycznego rezonansu
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jadrowego, spektrofotometrii) lub posrednich (HPLC z detekcja spektrofotometryczng —
oznaczanie pozostatosci CDDP w przesaczu; ICP-MS — oznaczanie catkowitej zawartosci
platyny w produkcie). Zadna z wymienionych technik nie umozliwia jednoczesnego
rozdzielenia poszczegdlnych form uktadu, obserwowania ich zmian w czasie trwania
doswiadczenia, a takze charakterystyki ilosciowej. Z tego wzgledu otworzytam kolejng
sciezke badawcza prowadzacg do opracowania metody efektywnego oddzielania produktow
reakcji AuNPs z CDDP od nieprzereagowanych substratow za pomocg CE orazich
specyficznego izotopowo oznaczania i detekcji on-line z zastosowaniem ICP-MS.

W etapie wstepnym przetestowano istniejgce postgpowania, rozpoczynajac
od przygotowania substratow do reakcji tworzenia DTDS - zmodyfikowano powierzchnig
AuNPs za pomocg kwasu 11-merkaptoundekanowego (MUA, ang. mercaptoundecanoic acid)
oraz podjeto probe aktywacji CDDP poprzez wymiang dwoch ligandow chlorkowych
na hydroksylowe. Przebieg reakcji monitorowano za pomocg CE-ICP-MS, stosujac warunki
rozdzielania uzywane uprzednio do badania zmian AuNPs w surowicy krwi ludzkiej (Tabela
2); substraty charakteryzowano takze za pomoca technik dynamicznego rozpraszania swiatta
oraz spektrometrii mas z jonizacja poprzez elektrorozpraszanie (ESI-MS). Potwierdzono
poprawnos¢ postepowania zaproponowanego do modyfikacji AuNPs (i stabilnos¢ w 4 °C
przez okoto 6 dni) — zaobserwowano odmienne czasy migracji sygnatow ®’Au* przed
i po reakcji modyfikacji (30 vs. 40 min). Niestety, aktywacja CDDP sposobem
zaproponowanym w literaturze (ze stragceniem chlorku srebra podczas inkubacji,
rekrystalizacja i przemywaniem etanolem) nie przyniosta spodziewanego efektu.
Zrezygnowano z dwdch ostatnich etapéw procesu, zastepujac je odwirowaniem powstajacego
osadu. Wtedy roztwoér znad osadu zawieral mieszaning dwoch produktow reakeji i substratu
(wyodrebniono 3 sygnaty elektroforetyczne dla 1*Pt*), z ktérych pochodna dwupodstawiona
grupami hydroksylowymi (CDDP*) stanowita okoto 50% (jej tozsamos$¢ potwierdzono
za pomocg ESI-MS)), a stabilno$¢ w 4 “C wyznaczono jako 5 h.

Zweryfikowano mozliwos¢ tworzenia DTDS na drodze potaczenia produktow
upochodnienia CDDP ze zmodyfikowanymi AuNPs—MUA. Stosowano rozne stosunki
molowe substratow, roztwory mieszano i analizowano za pomoca CE-ICP-MS. Na Rysunku
12 przedstawiono elektroferogramy mieszaniny zawierajacej AUNPs i CDDP w stosunku
molowym 1:800. Zaobserwowano, ze catkowitemu przereagowaniu z MNPs ulega jedynie
dwupodstawiona pochodna CDDP, natomiast jednopodstawiona i podstawowa forma
nie uczestnicza w reakcji (nawet po 72 h). Wspélny sygnat form ztota (**’Au*) oraz platyny
(*™Pt") (0 takim samym tm, innym niz sygnaléw substratow) obserwowano
na elektroferogramach po czasie krotszym niz jedna godzina - potwierdzato to utworzenie
DTDS [H11].

Otrzymane za pomoca CE-ICP-MS wyniki badan poré6wnano z innymi istniejacymi
doniesieniami,  dotyczacymi  zastosowania  technik  rozdzielania 1  lgczonych
w charakteryzowaniu  ukladéw  nanonosnik—lek  platynowy i wykazano zalety
zaproponowanych rozwigzan wzgledem tych dotychczas istniejacych [H12].

Wedlug mojej wiedzy opracowana metoda analityczna z wykorzystaniem techniki
CE-ICP-MS zostala po raz pierwszy zastosowana jako narzedzie do badania tworzenia
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I stabilnosci polaczen nanonosnik—lek przeciwnowotworowy bezposrednio w mieszaninie
reakcyjnej i w czasie rzeczywistym. Otwiera to mozliwos¢ dalszego rozwoju techniki
w badaniu réznorodnych DTDSs.
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Rys. 12. Elektroferogramy mieszaniny AUNPs—MUA z produktami aktywacji CDDP (1:800) po 2 h inkubacji;

warunki pomiaru jak w Tabeli 2; oznaczenia charakterystycznych czasow migracji sygnatow: 1 — podstawowej

formy CDDP, 2 — jednopodstawionej pochodnej CDDP, 3 — dwupodstawionej pochodnej CDDP (CDDP¥*), 4 -
AuNPs—MUA, 5 - DTDS (AuNPs—MUA-CDDP*) [H11]

Badania wykonywano w ramach projektu dziekanskiego ze srodkow subwencji
oswiatowej, ktorego bytam kierownikiem w latach 2018 — 2019.

4.3.3. Podsumowanie i dalsze kierunki rozwoju

W  ramach rozprawy zaproponowatam nowe postegpowania  badawcze
do charakteryzowania medycznie atrakcyjnych MNPs za pomoca ICP-MS. Umozliwity
one ilosciowe monitorowanie zmian form chemicznych MNPs w zlozonych matrycach
biologicznych, z zachowaniem standardow kontrolowania jakosci otrzymywanych wynikow.
Do realizacji celow niektore z technik uzyte byty po raz pierwszy, natomiast zastosowanie
techniki CE-ICP-MS — z sukcesem uzywanej jak dotad jedynie w nielicznych laboratoriach
zracji stopnia skomplikowania potgczenia modutu rozdzielajagcego i1 detekcyjnego —
pozwolito réwniez na badanie MNPs sktadajacych si¢ z pierwiastkow ,,problematycznych
analitycznie”.

Uzyskane wyniki dostarczyly nowych informacji na temat procesow biologicznych,
w ktorych MNPs o potencjalnym zastosowaniu medycznym biorg udziat w warunkach
imitujacych organizm ludzki. Umozliwity réwniez przedkliniczne scharakteryzowanie form
chemicznych MNPs we krwi i po pobraniu do komorek nowotworowych/prawidtowych
oraz zbadanie rozmieszczenia tych form. Wytypowano szereg parametrow, zarO6wno
dotyczacych MNPs jak i1 proceséw zachodzacych z ich udziatem, ktore powinny by¢ brane
pod uwagg przy projektowaniu efektywnych narzedzi terapeutyczno-diagnostycznych.
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najwazniejsze osiggnigcia przedstawione w cyklu publikacji [H1-H12],

stanowigce istotny wktad w rozwoj nauk chemicznych uwazam w szczegolnosci:

1. Pionierskie zastosowania techniki CE-ICP-MS(/MS) do monitorowania ilo§ciowego:

o zmian form chemicznych wybranych MNPs w surowicy krwi ludzkiej
i cytozolu komérkowym;

o zmian analitow, posiadajagcych markery w postaci izotopow obarczonych
wplywami interferencyjnymi (SPIONs — Fe, biatka — S) z zastosowaniem
tandemowego spektrometru mas;

o tworzenia 1 stabilnosci uktadoéw metalo-nanonos$nik—lek
przeciwnowotworowy.

2. Opracowanie nowatorskiej platformy bioanalitycznej stuzacej charakteryzowaniu
wewnatrzkomoérkowych zmian MNPs:

o zastosowanie po raz pierwszy zestawu komplementarnych technik z detekcja
ICP-MS;

o zaproponowanie metodyki badania stopnia pobierania AuNPs do komorek
nowotworowych in vitro z uwzglednieniem podawanej formy MNPs
I wykonaniem bilansu masy metalu.

3. Wykazanie najistotniejszych =zalet 1 uniwersalnosci opracowanych metodyk
analitycznych w porownaniu do postepowan uprzednio przedstawianych w dostepne;j
literaturze.

W ramach realizacji kolejnych celéw naukowych planuj¢ kontynuacj¢ i rozszerzanie
podjetych tematow, a takze rozpoczecie prac w nowych obszarach. W najblizszej przysztosci
moje badania b¢da dotyczyty m.in.:

zaprojektowania SPIONs o zwigkszonym powinowactwie wzgledem transferyny
i metodyk badania ich funkcjonalizacji in situ w surowicy krwi ludzkiej,
zapomoca technik taczonych z detekcja ICP-MS/MS i ESI-MS/MS
oraz wykorzystaniem postepowan proteomicznych typu shotgun (do 2023,
w ramach projektu OPUS);

studium przedklinicznego uktadow MNPs—metalolek przeciwnowotworowy,
gwarantujacych najlepszg selektywnos$¢ dostarczania i efektywno$¢ uwalniania
leku (do konca 2022, w ramach kierownictwa grantu ze S$rodkow
wewngetrznych);

opracowania prostych metod syntezy celowanych ukladow opartych
na nanono$nikach  liposomalnych, stuzacych do  transportu  lekow
przeciwnowotworowych ~ (w  ramach  wspélpracy = miedzynarodowej
z Uniwersytetem w Zhejiang, Chiny);

wdrozenia techniki single cell ICP-MS/MS do badania pobierania
i rozmieszczenia lekow przeciwnowotworowych i medycznie atrakcyjnych
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MNPs w trojwymiarowych hodowlach komorek nowotworowych (w ramach
wspotpracy z Katedra Biotechnologii Medycznej na Wydziale Chemicznym
Politechniki Warszawskiej).

e zastosowania CE-ICP-MS/MS w symulowaniu zmian fizjologicznych potaczen
MNPs—polimer i porownanie z uktadami MNPs—przeciwciata do zastosowan
teranostycznych (w ramach wspolpracy migdzynarodowej z Uniwersytetem
w Brnie, Czechy);

5. Informacja o wykazywaniu sie istotna aktywnos$cia naukowa albo artystycznag
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegolnosci zagranicznej

Od poczatku dziatalnosci naukowej (2010) hrealizuj¢ badania w oparciu o wspotprace
prowadzone z naukowcami z innych jednostek w kraju i z zagranicy, a wymiana potencjatu
naukowego byla i jest podstawg do efektywnej realizacji szeregu projektow (Zalacznik 4 —
lista publikaciji).

W trakcie studiow doktoranckich badania cz¢$ciowo realizowatam we wspolpracy
z krajowymi instytucjami naukowymi i partnerami zagranicznymi w ramach Programu
Migdzynarodowych Projektow Doktoranckich Fundacji na rzecz Nauki Polskiej
(MPD/2010/4): Wydziatem Chemii Uniwersytetu Warszawskiego (W 0sobie ko-promotora
rozprawy: prof. Zbigniewa Czarnockiego), Instytutem Chemii Nieorganicznej Uniwersytetu
w Wiedniu (VU) i Instytutem Geochemii i Chemii Analitycznej Rosyjskiej Akademii Nauk
(RAS). W ramach programu odbytam trzy staze naukowe: dwa w RAS (styczen — lipiec
2012, kwiecien — lipiec 2013) i jeden w VU (marzec — kwiecien 2015). Tematyka stazy
koncentrowata si¢ wokot badan kompleksow metali o potencjalnych wlasciwosciach
przeciwnowotworowych, bedacych na etapie testow klinicznych. Kopie potwierdzen odbycia
stazy stanowia Zalacznik 7 do wniosku.

Wyjazdy te byly impulsem do dtugotrwatej wspotpracy naukowej z prof. Andreiem
Timerbaevem (RAS, 2011-2019) oraz prof. Bernhardem Kepplerem (VU, 2013-obecnie) —
w tematyce rozprawy doktorskiej (kompleksy o dziataniu przeciwnowotworowym)
i habilitacyjnej (MNPs o potencjalnym zastosowaniu medycznym). Do trwajacych od wielu
lat nalezg takze wspotprace z prof. Luigim Messorim (Uniwersytet we Florencji, 2014-
obecnie) — w zakresie syntezy i charakterystyki AuNRs oraz dr Swiectlang Aleksenko
(Uniwersytet w Saratowie, 2011-obecnie). Szczegoty dotyczace moich badan, prowadzonych
z innymi niz Politechnika Warszawska jednostkami naukowymi a zakonczonymi
opublikowaniem wspolnych prac, znajduja si¢ w Tabeli 4. Kopie potwierdzen utrzymywania
najwazniejszych wspotpracy migdzynarodowych stanowig Zalacznik 8 do wniosku.
W ostatnim okresie nawigzatam takze nowe kontakty naukowe (2020-) z osrodkami
w: (i) Brnie, dotyczace rozpoczgcia prac z zakresu badania nowej generacji narzedzi
diagnostycznych opartych na potgczeniach MNPs i polimerow; (ii) Zhejiang, w ramach
realizacji wspolnych prac dotyczacych celowanego transportu lekéw za pomocg liposomow
(planowany staz zagraniczny).
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Tabela 4 Aktywno$¢ naukowa w ramach wspétprac z innymi osrodkami

Lata Liczba
Jednostka badawcza | Naukowiec | wspolnej Pole badawcze WSPO.lnyc.l.l Ozna}czerlla
dziatalnosei publikacji | publikacji*
JCR
Zastosowanie CE do badania
prof. A. kompleksow D1-6, PD2-3,
- 2011-201 . 2
Timerbaev 0 019 przeciwnowotworowych, 0 H1-8, PH1-4
medycznie atrakcyjnych MNPs
Rosyjska Akademia Badanie kompleksow D1 D3. PD2
Nauk (Instytut  dr L. Foteeva 2012-2017 | przeciwnowotworowych i ich 5 ’PH1’—2 ’
Geochemii i Chemii oddziatywan z DNA
Analitycznej; Rosja)
prof. S.
Nosenko 2017 Zastosowanie ICP-MS 1 PH1
w badaniu oddziatywan
kompleksow
prof. V. ;
2017 przeciwnowotworowych z DNA 1 PH1
Karandashev
Badania
przeciwnowotworowych
rof. B. . D3, H1, H6,
Uniwersytet Irie ler 2013'0becn|e komplekséw Gai Pt(IV), MNPs 4 H7
Wiedenski (Instytut PP 0 potencjalnym zastosowaniu
Chemii medycznym
Nieorganicznej;
Austria) Badania
prof. M. )
Galanski 2014 przeciwnowotworowych 1 D3
kompleksow Ga i Pt(IV)
dr hab. S. _ Bad_anla kompleksow D1-2, PD2-3,
) Aleksenko 2011-obecnie|  przeciwnowotworowych, 7 H5-6 PH1
Uniwersytet w medycznie atrakcyjnych MNPs ’
Saratowie (Instytut
Chemii, Rosja) ) )
prof. S. Badania MNPs o potencjalnym
2016 . 1 H2
Shtykov zastosowaniu medycznym
f. L. .
Uniwersytet we IF\)/:.O . 2014-obecnie i . 3 Hl, H4, PH3
. X essorl Synteza i charakteryzacja
Florencji (Wydzial AUNRS
Chemiczny, Wiochy) )
dr F. Scaletti | 2015-2017 3 H1, H4, PH3
Uniwersytet w . .
f. M. Bad d
REGENSDUNGU o 205 inyeh M L
(Niemcy) y yiny
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Zastosowanie CE w badaniu

Uniwersytet w prof. T.

Hiroszimie (Japonia) Hirokawa 2014 .komp feksow ! D3
przeciwnowotworowych
w::zg;a/:z prof. Z Zastosowanie CE-ICP-MS
(Wydzial Czarnocki 2014 w badaniu kompleksow 1 D2

Chemiczny, Polska) przeciwnowotworowych

* - zgodnie z oznaczeniami zastosowanymi z Zataczniku 4

6. Informacja 0 osiagnieciach
oraz popularyzujacych nauke lub sztuke

dydaktycznych, organizacyjnych

6.1. Osiggniecia dydaktyczne

Moje osiagniecia dydaktyczne skupiaja si¢ glownie w trzech polach: prowadzeniu zajec
dydaktycznych dla studentéow (12 rodzajow zaje¢, Tabela 5), petnieniu funkcji promotora
pomocniczego prac doktorskich (4 prace, Tabela 6) oraz kierowania lub sprawowania opieki
naukowej nad pracami dyplomowymi na stopien inzyniera lub magistra (lgcznie 24 prace,
Tabela 7), realizowanych w Politechnice Warszawskiej.

Tabela 5 Zajecia dydaktyczne prowadzone dla studentéw Politechniki Warszawskiej

Funkcja Typ. Nazwa przedmiotu Kod K|erunek.1,stop1en Okres
przedmiotu studiéw

Kierownik . . . . 2018-
przedmiotu wyktad Chemia analityczna CH.BIK310.B Biotechnologia, | obecnie
Klerow_nlk Wykiad Nanomater_laly w _chemu CH.TMS1044 A Techr_10|og|a 2019?
przedmiotu analitycznej Chemiczna, Il obecnie
Prowadzacy |laboratorium Laboratorium analizy CH.TIK4001.A Technologia 2011-
instrumentalnej Chemiczna, | obecnie

. . . . . 2012-
Prowadzaca |laboratorium Chemia analityczna CH.BIK302.A Biotechnologia, | obecnie
. Metrologia biochemi . . 2013-

Prowadzacy | laboratorium etro ogla .IOC err_uczna CH.BIOBO11.A | Biotechnologia, Il .
oraz akwizycja pomiarowa obecnie

. Analit techniki Technologi 2018-

Prowadzacy | laboratorium nafrtyczne technix CH.TMS1013.A e r_10 ogia .
plazmowe Chemiczna, Il obecnie
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Prowadzacy | laboratorium Chemia IC.IK201.A Inzynieria Chemiczna = 2018-

i Procesowa, | obecnie

. Laboratorium anali Technologia 2018-

Prowadzacy  laboratorium aloriumanalizy 1 oy T1k3002.A 07091 .
ilosciowej Chemiczna, | obecnie

. L tori Technologi 2018-

Prowadzacy | laboratorium aboratorium 1 oy 1ys1038 A echnologia 018-
charakteryzacji materiatow Chemiczna, |1 obecnie

Prowadzacy | laboratorium Chemia analityczna IC.IK311.A Inzy_mena Chemiczna 2018?
i Procesowa, | obecnie

Prowadzacy projekt Analytical methods CH.BMSA124.A | Biotechnologia, Il 2019-
in biotechnology obecnie

. . Technologi 2020-

Prowadzacy | laboratorium Badania naukowe CH.PRBADAW.A e r}o ogia 0 O.
Chemiczna, | obecnie

Tabela 6 Promotorstwo pomocnicze prac doktorskich realizowanych w Politechnice Warszawskiej

Dane doktoranta Status studiow/przewodu Okres

Uzyskanie stopnia doktora: 25.02.2020; tytut: Zastosowanie
spektrometrii mas do badania wewnatrzkomdrkowych przemian
metalonanomateriatéw o potencjalnych wlasciwosciach
terapeutyczno-diagnostycznych; rozprawa wyrézniona

dr inz. Joanna Kruszewska 2016-2020

Otwarcie przewodu doktorskiego: 16.04.2019; tytut: Badania
mgr inz. Monika Kupiec przemian in vitro cytotoksycznych kompleksow ztota i rutenu | 2014-obecnie
za pomoca czasteczkowej spektrometrii mas

mgr inz. Anna Wroblewska Uczestnik 11 roku Szkoty Doktorskiej 2019-obecnie

mgr inz. Jacek Sikorski Uczestnik 11 roku Szkoty Doktorskiej 2019-obecnie

Tabela 7 Kierownictwo i opieka naukowa nad pracami dyplomowymi

. Typ Kierunek Rok
Funkcja dyplomu Dane studenta Temat Pracy studiéw akademicki
Badanie enkapsulacji leku
Kierujacy magisterski Ewgljna przeciwnowotworowego - cisplgtyny, W Technt_)logia 2020/2021
praca Kaminska |liposomach za pomoca wybranej techniki| Chemiczna

rozdzielania potgczonej z ICP-MS/MS
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Opiekun
naukowy

Kierujacy
praca

Opiekun
naukowy

Kierujacy
praca

Opiekun
naukowy

Kierujacy
praca

Kierujacy
praca

Opiekun
naukowy

Kierujacy
praca

Opiekun
naukowy

magisterski Anna
g Ztowodzka
Jan
inzynierski | Samsonowicz-
Gorski
inzynierski Agnieszka
Z
Y Kaminska
magisterski Aleksandra
g Milewska
magisterski Elzbicta
g Jedraszko

Badanie zmian powinowactwa
nanoczastek Fe3O4 do biatek surowicy
krwi ludzkiej wywotanych modyfikacja
powierzchni lub domieszkowaniem
nanomateriatu

Optymalizacja metod syntezy i
o0znaczania liposomow za pomocg
techniki faczonej z detekcja ICP-MS/MS

Optymalizacja metody badania
parametréw nanoczastek FezO4 za
pomoca techniki ICP-MS/MS w trybie
analizy pojedynczej czastki

Opracowanie metodyki badania zmian
uktadu nanono$nik ztota—cisplatyna w
surowicy krwi ludzkiej

Optymalizacja metody identyfikacji
biatek oddziatujacych z nanoczastkami
Fes04 w surowicy krwi ludzkiej

Badanie oddzialywan nanoczastek FezO4

Biotechnologia

Technologia
Chemiczna

Technologia
Chemiczna

Technologia
Chemiczna

Technologia
Chemiczna

inzynierski |/Agata Alberska|ze sktadnikami surowicy krwi ludzkiej za | Biotechnologia

inzynierski|  Nina Gos

inzynierski Ewelina
Z .
Y Kaminska
magisterski Anna
g Wréblewska

magisterski| Marta Rydzy

pomoca techniki HPLC-ICP-MS/MS

Optymalizacja metody HPLC-ICP-MS
rozdzielania i oznaczania sktadnikow
uktadu nanonosnik ztota—lek
przeciwnowotworowy

Optymalizacja metody CE-ICP-MS/MS
badania oddziatywan magnetycznych
nanoczastek Fe304 ze sktadnikami
surowicy krwi ludzkiej

Charakterystyka tworzenia potaczen
nanonosnik—cisplatyna za pomocg
techniki CE-ICP-MS

Oznaczanie nanoczastek FesO4 za
pomoca techniki CE-ICP-QqQ-MS

Technologia
Chemiczna

Technologia
Chemiczna

Biotechnologia

Technologia
Chemiczna

2020/2021

2020/2021

2020/2021

2019/2020

2019/2020

2019/2020

2019/2020

2019/2020

2018/2019

2018/2019
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Kierujacy
praca

Opiekun
naukowy

Opiekun
naukowy

Kierujacy
pracg

Opiekun
naukowy

Opiekun
naukowy

Opiekun
naukowy

Opiekun
naukowy

Opiekun
naukowy

inzynierski

inzynierski

magisterski

inzynierski

magisterski

inzynierski

magisterski

inzynierski

inzynierski

Aleksandra
Milewska

Katarzyna
Mikotajczyk

Agnieszka

Zuba

Paulina

Popielarczyk

Agnieszka Kur

Paulina Pisarek

Zatqcznik nr 3: autoreferat

Opracowanie metody identyfikacji biatek
oddziatujacych z formami ztota w
komorkach nowotworowych po pobraniu
nanoczastek ztota

Zastosowanie technik tgczonych do
badania przemian kropek kwantowych w
komorkach nowotworowych

Analiza specjacyjna
metalonanomateriatéw terapeutyczno-
diagnostycznych w cytozolu komoérek

nowotworowych

Optymalizacja metody CE-ICP-MS
badania oddziatywan nowotworowo
ukierunkowanych metalonanomateriatow
ze sktadnikami cytozolu komorek
nowotworowych

Opracowanie metody ICP-MS oznaczania
stopnia pobierania metalonanomateriatlow
terapeutyczno-diagnostycznych i ich
usytuowania w przedziatach komoérek
nowotworowych

Zastosowanie techniki CE-ICP-MS do
badania odzialywan nowotworowo
ukierunkowanych metalonanomaterialow
z biatkami surowicy krwi ludzkiej

Charakteryzowanie parametrow
pOWinOW&CtW& nowotworowo

Technologia
Chemiczna

Technologia
Chemiczna

Technologia
Chemiczna

Technologia
Chemiczna

Biotechnologia

Technologia
Chemiczna

Joanna Legat |ukierunkowanych metalonanomateriatow | Biotechnologia

Karolina
Anecka

Katarzyna
Dobrowolska

do biatek surowicy krwi ludzkiej, za
pomoca techniki sprzezonej CE-ICP-MS

Opracowanie metody CE-ICP MS
badania oddzialywan nowotworowo
ukierunkowanych nanoczastek z biatkami
transportujacymi wystgpujacymi w
surowicy krwi ludzkiej

Opracowanie metodyki badania
parametréw powinowactwa
nowotworowo ukierunkowanych
nanomateriatéw do biatek surowicy krwi

Technologia
Chemiczna

Biotechnologia

2018/2019

2018/2019

2017/2018

2017/2018

2016/2017

2015/2016

2014/2015

2014/2015

2014/2015
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Badanie transportu potencjalnego
rutenowego leku przeciwnowotworowego
inzynierski| Joanna Legat w obrebie cytozolu komorki Biotechnologia | 2013/2014
nowotworowej z zastosowaniem technik
sprzgzonych

Opiekun
naukowy

Badanie mechanizmu transportu
kompleksu rutenu KP1019 w
Opiekun . . Monika symulowanych warunkach cytozolu Technologia
magisterski e . .
naukowy Przadka komorki nowotworowej z Chemiczna
wykorzystaniem mig¢dzy innymi map
peptydowych

2012/2013

Zastosowanie techniki sprz¢zonej CE—
ICP MS do badania mechanizmu
inzynierski| Lidia Fornal | transportu kompleksu rutenu KP1019 w
symulowanych warunkach cytozolu
komoérki nowotworowej

Opiekun
naukowy

Technologia

Chemiczna 2012/2013

Opracowanie metody rozdzielania,
identyfikacji i oznaczania sktadnikoéw Technologia
wod toaletowych i perfumowanych za Chemiczna
pomoca chromatografii gazowej

Opiekun

2012/2013
naukowy

inzynierski| Anna Osifiska

6.2. Osiagnigcia organizacyjne i popularyzujace nauke

W roku 2019 bytam cztonkiem komitetu organizacyjnego migdzynarodowej
konferencji 7" International Symposium on Metallomics organizowanej w Politechnice
Warszawskiej, a w roku 2013 zajmowatam sie koordynowaniem pracy doktorantow
Politechniki ~ Warszawskiej 1 Uniwersytetu ~ Warszawskiego,  zaangazowanych
w przygotowanie migdzynarodowej Konferencji 17" European Conference on Analytical
Chemistry.

Pelnie obecnie funkcje cztonka bez stopnia doktora habilitowanego Rady Naukowej
Dyscypliny Nauki Chemiczne w Politechnice Warszawskiej.

Osiagnigcia popularyzujace nauke:

o Uczestnictwo w programie wolontariatu naukowego organizowanego na Wydziale
Chemicznym Politechniki Warszawskiej wspierajgcego rozpoczynanie pracy badawczej
studentow na wczesnych etapach studiow | stopnia (od 2017 roku);

o Prowadzenie zaje¢ laboratoryjnych w ramach praktyk zawodowych uczniow Zespotu
Szkét Nr 21 w Warszawie (od 2019);

o Prowadzenie zaje¢ w jezyku polskim i angielskim w ramach kursu specjalistycznego
L,HPLC i techniki sprzezone”, bedgcego czescig projektu ,,Program rozwoju
kompetencji studentow wydziatow przyrodniczych Uniwersytetu Warszawskiego
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I Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej” finansowanego w ramach
inicjatywy Wiedza Edukacja Rozwdj Europejskiego Funduszu Spotecznego (2017-

2019);

o Wygloszenie wyktadu ,,Pobieranie probek w chemii analitycznej” dla uczniéw Zespotu
Szkét Chemicznych z Whoctawka (2018);

o Wygloszenie wyktadu ,,M6j wybdr — uczelnia techniczna. O mozliwosciach
na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej” dla uczniow klasy III o profilu
biologiczno-chemicznym Il Liceum Ogdlnoksztatcacego we Whodawie (2014).

7. Inne informacje, wazne z punktu widzenia wnioskodawcy, a dotyczace jego kariery

zawodowej.

7.1. Wykaz miedzynarodowych i krajowych nagréd i wyréznien naukowych

e 7a 0Siggnigcia naukowe

o

Migdzynarodowa nagroda za wybitne osiggniecia w dziedzinie technik
spektroskopowych: European Rising Star Award for Plasma Spectrochemistry;
Pau, Francja, 2019

Stypendium Ministra Edukacji i Nauki dla wybitnych miodych naukowcow,
2021-2024

Nagroda za najlepsza rozprawe doktorska w 2015 roku z dziedziny spektrometrii
mas, przyznana przez Komitet Chemii Analitycznej Polskiej Akademii Nauk

Grant dla mtodych naukowcow w ramach XL Colloquium Spectroscopicum
Internationale; Piza, Wtochy

Nagrody Il stopnia JM Rektora Politechniki Warszawskiej za o0siagnigcia
naukowe w latach 2014 i 2015/2016 — zespotowo

Wyrdznienie rozprawy doktorskiej zatytutowanej ,Development
of the analytical methodology for investigations of the anticancer
metallocomplexes transportation under simulated physiological conditions” prze
Rade¢ Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskiej, 2015

Stypendium w ramach programu Miedzynarodowe Projekty Doktoranckie
Fundacji na rzecz Nauki Polskiej MPD/2010/4; Politechnika Warszawska,
Wydziat Chemiczny, 2011-2015

Stypendium naukowe ,,Programu Rozwojowego Politechniki Warszawskiej”
przyznane w ramach konkursu CAS/29/POKL, 2013
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o Specjalne stypendium naukowe Warszawskiego Akademickiego Konsorcjum
Chemicznego, realizujacego program KNOW, za wybitne osiagnigcia naukowe
w roku akademickim 2012/2013

o  Stypendium dla najlepszych doktorantow Wydziatu Chemicznego Politechniki
Warszawskiej za osiggnigcia naukowe w roku akademickim 2010/2011,
2011/2012,2012/2013, 2013/2014

e we wspotautorstwie publikacji

o Analytica Chimica Acta (2019, 1052, 1-9) publikacja wyrdzniona jako "Feature
article" i umieszczona na oktadce woluminu

o Metallomics (2015, 7, 1364-1370) publikacja wyrozniona jako "Hot papers"
e za najlepsze prezentacje plakatowe na migdzynarodowych konferencjach

o 22" International Symposium on Separation Sciences (2016)

o 17" European Conference on Analytical Chemistry (2013)

o 29" International Symposium on Chromatography (2012)

(podpis wnioskodawcy)
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