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Streszczenie Rozprawy Doktorskiej

Opracowanie metodologii analitycznej do badania transportu kompleksow
metali o dziataniu przeciwnowotworowym w symulowanych warunkach

fizjologicznych

Kazdego roku ponad 8 milionéw ludzi umiera z powodu choroby nowotworowe;.
Istotne jest wiec opracowywanie i badanie nowych komplekséw metali o potencjalnych
wlasciwosciach przeciwnowotworowych, ktére moglyby by¢ stosowane w chemioterapii
i by¢ skuteczniejsze w dziataniu przeciw komérkom rakowym niz komercyjnie stosowane
kompleksy platyny. Jednymi z najbardziej obiecujacych zwiazkéw, bedacych na etapie badan
klinicznych, s3 kompleksy rutenu(Ill) i galu(Ill) - [trans-tetrachlorobis(1H-
indazolo)rutenian(IIl)] indazolu oraz tris(8-hydroksychinolino)gal(IIl). Chociaz zwigzki
te sg zaawansowane w testach medycznych, wcigz brak podstawowej wiedzy zwigzane]
z mechanizmem ich transportu i dziatania w organizmie ludzkim.

Gtéwnym celem Rozprawy Doktorskiej jest opracowanie metod i metodologii
analitycznych do badania zmian specjacyjnych wybranych metalokompleksow
w symulowanych warunkach fizjologicznych. W przypadku kompleksu Ru(Ill) poczawszy
odjego dozylnego dozowania az do przemian wewnatrz komoérek nowotworowych.
W przypadku zwigzku Ga(IIl) — jego wydalania i oznaczania w moczu ludzkim.

W pierwszym etapie badafi, dotyczgcym I, zbadano procesy hydrolizy kompleksu
w symulowanych warunkach zewngtrzkomérkowych oraz zidentyfikowano produkty
tego procesu, stosujgc tandemows spektrometrie mas z jonizacja poprzez elektrorozpraszanie
(ESI-QqQ-MS). Zidentyfikowano pie¢ gitéwnych produktow hydrolizy kompleksu rutenu.
W symulowanych warunkach surowicy krwi ludzkiej zbadano kinetyke tworzenia si¢ adduktu
kompleksu Ru-holo-transferyna (nasycona zelazem forma biatka odpowiedzialnego
za transport zelaza we krwi) stosujagc dwie techniki: elektroforeze kapilarna potaczong
ze spektrometria mas z jonizacja w plazmie sprzgzonej indukcyjnie (CE-ICP-MS)
i spektrometri¢ mas z jonizacjg poprzez elektrorozpraszanie z analizatorem czasu przelotu
(ESI-TOF-MS). Na podstawie otrzymanych wynikoéw stwierdzono, ze reakcja zachodzi
bez wyparcia zelaza z transferyny, a kompleks rutenu oraz zelazo moga by¢ transportowane
do komérek nowotworowych réwnoczesnie. Potwierdza to stuszno$¢ literaturowego zalozenia
nazywanego efektem ,,Konia Trojanskiego”.

W nastepnym kroku obserwowano zmiany specjacyjne adduktu I-holo-transferyna
w symulowanych warunkach cytozolu komoérek nowotworowych (w buforze fosforanowym
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pH 6.0 z dodatkiem glutationu lub/i kwasu askorbowego lub/i kwasu cytrynowego)
za pomocg zoptymalizowane] metody CE-ICP-MS. Na elektroferogramach obserwowano
sygnaty matoczasteczkowych (<10 kDa) form kompleksu rutenu uwolnionych z adduktu
z holo-transferyng. Formy te zostaly zidentyfikowane przy uzyciu ESI-QqQ-MS, jako
zawierajace glownie Ru na +II stopniu utlenienia, co moze potwierdzaé teoretyczne zatozenie
selektywnej aktywacji leku poprzez jego redukcje w specyficznych warunkach wnetrza
komoérek nowotworowych.

Uzyskane wyniki byly podstawa do zbadania zmian specjacyjnych adduktu I-holo-
transferyna w cytozolu komdrek uzyskanych z linii komérkowych gruczolaka jelita grubego
(HT-29). Cytozol komdrkowy otrzymano w procesie sonolizy bton komoérek i selektywnego
ultrawirowania a nastepnie zmieszania z adduktem I-holo-transferyna oraz inkubacji
w temperaturze fizjologicznej. Probki analizowano za pomoca chromatografii wykluczania
(SEC) potaczonej z ICP-MS. W czasie do$wiadczenia zaobserwowano rozpad adduktu
kompleksu rutenu z holo-transferyng i powstawanie nowych form specjacyjnych Ru
w czterech przedzialach mas: >100 kDa, 50-80 kDa, 10-50 kDa i <10 kDa. We frakcji
maloczgsteczkowej, zawierajacej 15% rutenu, formy specjacyjne leku identyfikowano
stosujac kapilarng wysokosprawng chromatografie cieczowa (WHPLC) potaczong z ESI-QqQ-
MS. Najwazniejszym wnioskiem wyptywajacym z badan jest fakt, iz kompleksy Ru zawieraty
metal na +II, ale takze +III stopniu utlenienia, co $wiadczy o zlozonosci zachodzacych
wewnatrzkomorkowo przemian.

W przypadku form o wigkszej masie czasteczkowej (polaczen z biatkami
cytoplazmatycznymi) zastosowano postgpowanie proteomiczne typu ,,shotgun”, opierajgce
sie na jednoczesnej identyfikacji wielu form kompleks Ru-biatka za pomocg tzw. metody
,bottom-up”, czyli z uzyciem selektywnego etapu cigcia enzymatycznego polgczen,
anastepnie ich identyfikacji na podstawie mas charakterystycznych peptydow. Do analiz
uzyto techniki pHPLC-ESI-QqQ-MS i zaobserwowano, ze wigkszo$¢ form kompleks Ru—
bialka to potaczenia ze zredukowanymi (aktywnymi) formami Ru(lIl), co ttumaczy¢ moze
selektywno$¢ i brak efektéw ubocznych stosowania tego leku w  klinicznej terapii
eksperymentalne;j.

Badania dotyczace kompleksu galu(III) koncentrowaty si¢ na optymalizacji i walidacji
metody izotachoforezy kapilarnej polaczonej z micelarng elektrokinetyczng chromatografia
(tITP-MEKC) oznaczania nieobdarzonego tadunkiem kompleksu w moczu ludzkim.
Szczegblny nacisk polozono na zweryfikowanie wystgpowania efektu ogniskowania
micelarnego w przypadku braku jonu wiodacego lub konczacego w ukladzie
oraz po zastosowaniu zwigzku powierzchniowo czynnego w stezeniu dla ktérego nie tworzg
sic micele. Dla sprawdzenia stosowalnosci i skutecznosci tITP-MEKC w badaniach
wzgledem prébek biologicznych o duzej przewodno$ci, mocz ludzki wzbogacano w metalo-
kompleks i analizowano za pomocg zoptymalizowanej metody. Micelarna izotachoforeza
okazala sie by¢ efektywna technikg zageszczania i rozdzielania nieobdarzonych ladunkiem
analitbw w probkach moczu, dostarczajac wiarygodnych wynikéw oznaczen przy minimalnie
krotkim etapie przygotowania probek. Tego typu badania i proste rozwigzania mogg by¢
zastosowane w programach wyboru lekow-kandydatéw pod katem ich szybkiego
metabolizmu i efektywnego wydalania z organizmu ludzkiego.




Opracowane w ramach Rozprawy metodologie mogg byé narzedziem badania
transportu komplekséw réznych metali, posiadajgcych charakterystyczne profile izotopowe
(w przypadku badan z zastosowaniem czgsteczkowej spektrometrii mas). Przedstawione
postepowania analityczne moga by¢ zastosowane do badania réznych ptynéw fizjologicznych
lub komérek nowotworowych, podczas testow farmakokinetycznych, pobierania, dystrybucji
i transportu wewnatrzkomorkowego ex vivo lub in vitro.
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