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Promotor
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W niniejszej rozprawie doktorskiej pt. ,,Przemiany cytotoksycznych kompleksow zlota
1 platyny i1 ich wplyw na komoérkowa homeostaze jondw metali, badane za pomoca
spektrometrii mas” zbadano wptyw kompleksu ztota (I) — auranofiny - na zmiany zawartosci
jonoéw bio-niezbednych metali w odniesieniu do cisplatyny - dobrze poznanego cytostatyku.
Badania przeprowadzono z uzyciem linii komodrek nowotworowych (A549)
1 prawidlowych pluc (MRC-5). Badania realizowano w ramach projektu pt. ,,Opracowanie
metod badania zaburzen réwnowagi jonomicznej i ich genezy w komorkach rakowych
poddawanych dziataniu cytostatykéw”, o numerze 2013/09/B/ST4/00961 finansowanego
przez NCN, realizowanego w Katedrze Chemii Analitycznej pod kierownictwem

prof. PW dr hab. inz. Katarzyny Pawlak.

W czesci literaturowej niniejszej rozprawy omoOwiono réznice w metabolizmie
i skladzie cytozolu pomigdzy komorkami prawidtowymi, a nowotworowymi. Dodatkowo
przeanalizowano rodzaje $mierci komorkowej i ich podstawowe mechanizmy. Opisano klasy
chemioterapeutykow stosowanych w leczeniu choréb nowotworowych, w tym kompleksoéw
metali jako cytostatykow. Na podstawie opublikowanych juz prac przedstawiono zaburzenia
homeostazy jonow metali w komorkach nowotworowych 1 prawidlowych. Opisano takze

podstawowe techniki instrumentalne stosowane do oznaczania jonéw i zwigzkéw metali.
W ramach realizacji pracy:

I. dokonano oznaczen jonéw metali w zebranych komodrkach za pomoca spektrometru

mas z jonizacjg w plazmie indukcyjnie sprz¢zonej (ICP-MS), co wymagato:



e opracowania metody kolekcjonowania 1 frakcjonowania komorek poddanych
dziataniu cytotoksycznych kompleksow metali;
e zaprojektowania chemicznie inertnego, przeptywowego uktadu dozowania matych
objetosci probek do oznaczania catkowitej zawarto$ci metali;
e opracowania metody normalizacji wyznaczonych catkowitych zawartosci metali
wzgledem gestosci komorkowej;
1 pozwolito na zbadanie:
e wplywu cytostatykow na homeostaze jonow metali w badanych komoérkach;
e stopnia powigzania zywotno$ci komorek z homeostazg jonow metali
w badanych komorkach.

Il. $ledzenia zmiany formy cytostatykéw w Srodowisku cytozolu, co wymagato:

e zastosowania chromatografii wykluczania (SEC) w potaczeniu z ICP-MS w celu
okreslenia zmian wielko$ci powstatych metabolitéw i wskazania potencjalnych
bioligandow wykazujacych do nich powinowactwo;

e wykonania kalibracji kolumny SEC z wuzyciem komplekséw cisplatyny
i auranofiny, ich produktow hydrolizy oraz ich adduktéw z biatkami;

e zastosowania elektroforezy kapilarnej (CE) i kapilarnej chromatografii cieczowej
w odwroconym uktadzie faz (WRPLC) potaczonych z ICP-MS w celu dalszego
scharakteryzowania metabolitow (ze wzgledu na zmiang wielkosci 1 tadunku
zwigzku) oraz w celu otrzymania map peptydowych znakowanych zlotem
1 platyng. Otrzymane czasy migracji 1 retencji zwigzkow ztota 1 platyny postuzyty

do okreslania ich tozsamos$ci za pomoca czasteczkowej spektrometrii mas.
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ABSTRACT
SUMMARY

In this PhD thesis entitled "Transformations of cytotoxic gold and platinum complexes
and their effect on cellular metal ion homeostasis, investigated by means of mass
spectrometry” the gold complex (auranofin) was examined in relation to the well-known
cytostatic Pt-complex - cisplatin. Studies were carried out using lung cancer (A549) and
normal lung (MRC-5) cells. The research was carried out as part of the project entitled
"Development of methods for the study of ion balance disorders and their genesis in cancer
cells treated with cytostatics” supervised by Mrs. Katarzyna Pawlak from Chair of Analytical
Chemistry, Faculty of Chemistry at the Warsaw University of Technology.

The first part of this dissertation discusses differences in the metabolism and
composition of the cytosol between normal and cancer cells. In addition, the types of cell
death and their basic mechanisms were analysed. The classifications of chemotherapeutics
agents used in the treatment of neoplastic diseases and metal complexes as cytostatics is
characterized. Based on the literature, disorders in metal homeostasis in tumor and normal
cells have been presented. Selected analytical techniques used for the determination of metal
compounds as well as interferences occurring during the analysis with ICP-MS are also
described.

To achieve the goal:

I.  changes in metal homeostasis in normal and cancer cells were monitored by means of
ICP-MS. This required:

e the development of a method for collecting and fractionating cells exposed to
cytotoxic metal complexes;

o the design of a chemically inert dosing system into the flow for small sample
volumes to determine the total metal content;

o the development of the normalization method for total metal content in relation to

cell density;



and allowed to examine:

¢ the effect of cytostatic complexes on metal ion homeostasis in the examined cells;

o the degree of correlation of cell viability with metal ion homeostasis in tested
cells.

changes in the form of cytostatics were monitored in the cytosolic environment. This
required:

use of size exclusion chromatography (SEC) in combination with ICP-MS to
determine changes in the size of metabolites formed and to indicate potential
bioligands with affinity for them;

performing the SEC column calibration using cisplatin and auranofin complexes,
their hydrolysis products and adducts with proteins;

capillary electrophoresis (CE) and reversed phase capillary liquid chromatography
(WRPLC) combined with ICP-MS to further characterize the metabolites (due to the
change of size and charge of the compound) and to obtain peptide maps labelled with
gold and platinum. The obtained migration and retention times of gold and platinum
compounds were proposed to be used to indicate fractions containing metal

compounds toward identification by molecular mass spectrometry.
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