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Streszczenie Rozprawy Doktorskiej

Zastosowanie spektrometrii mas do badania wewnatrzkomoérkowych przemian

metalonanomaterialéw o potencjalnych wlasciwos$ciach terapeutyczno-diagnostycznych

Zgodnie ze statystykami Swiatowej Organizacji Zdrowia choroba nowotworowa
stanowi obecnie druga gtowna przyczyng zgondéw na $wiecie. Zwigkszona w ostatnich latach
$miertelno$¢ z powodu raka powoduje straty w wysokosci wigkszej niz bilion USD rocznie,
stwarzajac rowniez istotne problemy ekonomiczne. Wcigz poszukiwane sg nowe podejscia
terapeutyczne, laczace mozliwos¢ szybkiej diagnozy, efektywnego leczenia i ograniczenia
skutkéw ubocznych terapii przeciwnowotworowej. Obiecujaca koncepcje walki z rakiem
stanowi wykorzystanie nanomaterialow teranostycznych, to znaczy majacych zastosowanie

zarowno w diagnozowaniu, jak i leczeniu choroby.

Celem rozprawy doktorskiej byto opracowanie metodyk analitycznych opartych na
spektrometrii mas umozliwiajacych badanie wewnatrzkomorkowych przemian wybranych
metalonanomateriatow (kulistych nanoczastek ztota oraz kropek kwantowych CdSeS/ZnS)
0 potencjalnym zastosowaniu w diagnostyce i terapii nowotworoéw. Badania skupiaty si¢ na
optymalizowaniu postgpowan pobierania oraz wydzielania materiatow z komorek. Poszerzenie
wiedzy na temat przemian stosowanych nanomateriatbw wewnatrz komorek mogloby

zwiekszy¢ ich udzial w badaniach klinicznych dotyczacych leczenia choroby nowotworoweyj.

Zaprojektowano postepowanie analityczne stuzace do oznaczania stopnia pobierania
metalonanomateriatow przez komorki w warunkach imitujacych wnikanie materiatow do
komorek in vivo za pomoca spektrometrii mas z jonizacjag w plazmie indukcyjnie sprzgzonej
(ICP-MS). Stwierdzono, ze korona biatkowa wytworzona na badanych nanoczgstkach
w §rodowisku surowicy krwi ludzkiej zmniejsza wchianianie nanomateriatu przez komorki.
Zjawisko to powinno by¢ wiec uwzgledniane w optymalizowaniu metodyk analitycznych
ukierunkowanych na ilo§ciowe oznaczanie pobierania nanoczastek. Za pomoca

zoptymalizowanego postgpowania okreslono wplyw rozmiaru nanoczastek zlota, zastosowanej



dawki kropek kwantowych oraz czasu inkubacji nanomateriatu z komorkami na stopien ich
pobierania. Zaproponowano sposob oznaczania form zlota w przedziatach komérkowych po
pobraniu nanoczastek ztota przez komorki z uzyciem opracowanej metody frakcjonowania

komorek poprzez wirowanie.

Frakcje cytozolu i organelli komoérek nowotworowych (po testach pobierania
nanoczastek) zawierajace rozne formy metali zbadano z wykorzystaniem technik rozdzielania:
elektroforezy kapilarnej (CE) oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
W potaczeniu z ICP-MS, a takze za pomocg ICP-MS w trybie analizy pojedynczej czastki
(spICP-MS). Stosowalno$¢ techniki CE-ICP-MS w analizie metalonanomaterialow
w matrycach biologicznych o skomplikowanym sktadzie potwierdzono uprzednio analizujac
probki nanoczastek ztota oraz kropek kwantowych (preinkubowanych w surowicy krwi
ludzkiej) w symulowanym cytozolu komoérki nowotworowej. Zoptymalizowane metody
postuzyty do okreslenia wptywu czasu inkubacji nanomateriatu z komorkami, zastosowane;j
dawki lub $rednicy nanoczastek na ich przemiany w $rodowisku wewnatrzkomoérkowym.
Zaobserwowano, iz w odroznieniu od nanoczgstek ztota, badane kropki kwantowe pod
wpltywem warunkow panujacych wewnatrz komorki nowotworowej ulegaja rozpadowi
Z uwolnieniem jonowych form kadmu, co moze by¢ kluczowe pod katem biologicznych

efektow dziatania badanych materiatow.

Zoptymalizowano metody CE-ESI/MS-MS oraz puHPLC-ESI-MS/MS do identyfikacji
biatek oddziatujacych z nanoczastkami ztota w komodrkach nowotworowych. Zaproponowano
w tym celu postepowanie proteomiczne ,,shotgun” oraz trawienie biatek zaadsorbowanych na
nanoczgstce, ktorego zaleta jest skrdcenie postepowania analitycznego oraz zmniejszenie
prawdopodobienstwa utraty analitow o matych stezeniach. Sladowe zawartosci bialek
w badanych probkach komorek nowotworowych stwarzajg konieczno$¢ modyfikacji metody

I uzupetnienia jej o etap zatgzania analitow.

Opracowane w niniejszej rozprawie metodologie analityczne moga znalezé
zastosowanie do badania pobierania oraz wewnatrzkomoérkowych przemian rdznych
nanomateriatow, niezaleznie od rodzaju metalu, ktory w nich wystepuje. Zaproponowane
postepowania sg odpowiednie do analizy probek zawierajacych rozne ilosci (szeroki zakres)

metali, odpowiadajace dawkom nanomaterialow podawanych w badaniach in vivo.
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