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Moj wklad w powstawanie tej pracy polegat na wspotudziale w tworzeniu koncepcji catej
pracy, przeprowadzeniu czesci badan biologicznych, opracowaniu i wspotinterpretacji
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Mo6j udzial procentowy szacuje na 60%o.
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[H6] Skorupska S., Grabowska-Jadach I. P4, Cytotoxicity studies of quantum dots with the
electroporation method, Bioelectrochemistry 126 (2019) 86.

Moj wkltad w powstawanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji pracy,
wspotinterpretacji  otrzymanych wynikow, korekcie manuskryptu oraz korespondencji
z edytorem.

Mo6j udzial procentowy szacuje na 85%.
IF2017=3,789; CI=0
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Moj udzial w tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji pracy, przygotowaniu planu
eksperymentow, wspotopracowaniu wynikow, przygotowaniu tekstu manuskryptu oraz
korespondencji z edytorem.
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Moj udzial w tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji pracy, przygotowaniu planu
eksperymentow, interpretacji uzyskanych wynikow, przygotowaniu glownej czgsci tekstu
manuskryptu oraz korespondencji z edytorem.

Mo6j udzial procentowy szacuje na 60%o.
”:2017: 3,201: CI=0

[H9] Grabowska-Jadach I. D<l, Kalinowska D., Drozd M., Pietrzak M., Synthesis,
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therapy—New particles for theranostics, Biomedicine & Pharmacotherapy 111 (2019) 1147.

Mo¢j wktad w powstawanie tej pracy polegat na tworzeniu koncepcji pracy, zaplanowaniu
eksperymentdw oraz wspotinterpretacji ich wynikéw, korekcie tekstu manuskryptu i
korespondencji z edytorem.

Mo6j udzial procentowy szacuje na 70%o.
IF5017= 3,457; CI=0

[H10] Kalinowska D., Grabowska-Jadach I. X, Liwinska M., Drozd M., Pietrzak M.,
Dybko A., Brzozka Z., Studies on effectiveness of PTT on 3D tumor model under microfluidic
conditions using aptamer-modified nanoshells, Biosensors and Bioelectronics 126 (2018)
214.
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Moj wkiad w powstawanie tej pracy polegal na wiodagcym udziale w tworzeniu koncepcji
pracy, zaplanowaniu wigkszos$ci eksperymentow oraz wspoélinterpretacji ich wynikow,
korekcie tekstu manuskryptu i korespondencji z edytorem.

Moj udzial procentowy szacuj¢ na 55%.
IF2017=8,173; CI=0

[H11] Szuplewska A., Kulpinska D., Dybko A., Jastrzgbska A., Wojciechowski T.,
Rozmystowska A., Chudy M., Grabowska-Jadach 1., Ziemkowska W., Brzozka Z.,
Olszyna A., 2D Ti,C (MXene) as a novel highly efficient and selective agent for photothermal
therapy, Materials Science and Engineering C 98 (2019) 874.

Moj wktad w powstawanie tej pracy polegatl na wspottworzeniu koncepcji czesci pracy —
zwigzanej z aplikacja MXendéw w terapii fototermicznej, wykorzystania w badaniach
opracowanej procedury odmywania nanoczastek przed fotoaktywacja, doborze parametrow
procedury PTT oraz wspotinterpretacji uzyskanych wynikow.

Mo6j udzial procentowy szacuje na 13%.
IF2017=5,08; CI=0

Sumaryczny IF jednotematycznego cyklu publikacji wchodzgcego w sklad rozprawy
habilitacyjnej wedlug listy Journal Citation Reports, zgodnie z rokiem opublikowania:

41,595. W 8 pracach z tego cyklu jestem autorem korespondencyjnym.

¢) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggni¢tych wynikow wraz z
omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Nanomateriaty stanowig bardzo liczng i zréznicowang grupe materiatow. Kryterium
decydujacym o przynaleznosci do tej grupy jest to, by jeden z charakterystycznych
wymiaréw nie przekraczat 100 nm. W zwiazku z r6znym ksztaltem ,,ziarna” nanomateriatu,
kryterium to moze odnosi¢ si¢ do: Srednicy stlupkéw (np. nanorurki weglowe, ktérych
$rednica wynosi zwykle 2-20 nm), grubosci warstwy (np. MXeny) Iub $rednicy ziarna (np.
kropki kwantowe, ktorych $rednica wynosi zwykle kilka nanometrow). Do grupy
nanomateriatbw, poza powyzej wspomnianymi, nalezg rowniez: dendrymery, grafen,
nanoczastki metali i tlenkow metali. Niewielkie rozmiary czastek determinuja wlasciwosci
fizykochemiczne nanomateriatéw, ktore sg zdecydowanie roézne od wiasciwosci ich
odpowiednikow w makroskali. Przyktadowo, makroskopowe zioto ma kolor zétty,
charakteryzuje je wysoka odpornos¢ chemiczna i temperatura topnienia wynoszaca 1064°C,

podczas gdy nanoczastki ztota o wielkosci 1 nm maja kolor rubinowy, wykazuja wlasciwosci
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katalityczne, a ich temperatura topnienia to zaledwie 200°C. Jedng z cech, ktora jest
charakterystyczna i wspélna dla nanomaterialow to wysoki stosunek powierzchni do
objetosci. Jest on tym wigkszy, im mniejszy jest rozmiar nanoczastki. Parametr ten
W znaczacy sposob wpltywa na wzrost aktywnosci formy nanoczasteczkowej w stosunku do
formy makroskopowej, a takze determinuje wtasciwosci adsorpcyjne nanoczastek. Korzystne
jest to, ze ta wysoce rozwini¢ta powierzchnia moze by¢ modyfikowana, dzigki czemu mozna
wplywaé na chemiczng natur¢ nanoczastek. Poprzez dowigzanie okreslonych czasteczek do
powierzchni mozemy uzyskaé¢ selektywnos¢ odziatywania lub umozliwi¢ wykorzystanie
nanomateriatu W roli nosnika substancji aktywnej (np. chemioterapeutykow). Wspomniec¢
nalezy réwniez o unikalnych wlasciwosciach optycznych, ktére zazwyczaj posiadaja
nanomateriaty, np. kropki kwantowe wykazujg intensywng fluorescencje, a dla niektorych
nanoczastek metalicznych wystepuje zjawisko zlokalizowanego rezonansu plazmonow
powierzchniowych (LSPR, ang. localised surface plasmon resonance). To wilasnie dzieki
swym wtasciwosciom fizykochemicznym nanomaterialy wzbudzaja takie zainteresowanie
naukowcow 1 znajdujg zastosowanie w wielu obszarach, mig¢dzy innymi w analizie
chemicznej, biologicznej i klinicznej. W ostatnim czasie nanomateriaty znajduja réwniez
zastosowanie ~w  diagnozowaniu i  leczeniu  chordob  zakaznych,  schorzen
sercowo-naczyniowych oraz nowotworow. Prowadzone sg prace, w ktorych nanoczastki
stosowane sg w tomografii komputerowej (nanoczastki zlota), w rezonansie magnetycznym
(nanoczastki Fe304), czy tez w pozytonowej emisyjnej tomografii (nanoczastki krzemionki)
do wykrywania obszaréw tkanek objetych choroba (diagnostyka obrazowa nowotworow).
Nanomaterialy posiadajace wtasciwosci fluorescencyjne wykorzystywane sg rowniez jako
znaczniki w technice cytometrii przeptywowej oraz w testach Western Blot (kropki
kwantowe). Z punktu widzenia ich aplikacji w leczeniu choréb nowotworowych,
podejmowane sg prace, w ktorych nanoczastki (nanorurki weglowe, dendrymery, liposomy)
stosowane sa jako nosniki lekéw lub podawane w celu uzyskania wzmocnienia efektow
prowadzonej terapii (grafen, fulereny). Komercyjne przyktady zastosowania nanomaterialow
to wykorzystanie ich w opatrunkach przys$pieszajacych gojenie ran (nanoczastki srebra), czy
tez jako biokompatybilnych powlok dla metalowych implantéw medycznych
(nanohydroksyapatyt).

Celem moich badan, ktorych wyniki zaprezentowatam w cyklu prac wchodzacych w
sktad rozprawy habilitacyjnej pt. ,,Badania in-vitro nanomaterialéw pod katem ich

zastosowan W obrazowaniu i terapii przeciwnowotworowej”, bylo wykorzystanie
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unikalnych wtasciwos$ci roznorodnych nanoczastek w potaczeniu z odpowiednig modyfikacja
ich powierzchni, w celu odpowiedniego wptyniecia na ich aktywno$¢ biologiczng, co
w konsekwencji umozliwiatloby wykorzystanie nanomateriatlu w diagnostyce lub terapii

NOWOtwWoOrow.

Pierwszym nanomateriatem, ktoremu poswiecitam uwage w swoich badaniach, byty
kropki kwantowe. Prace te realizowane byly w ramach kierowanego przeze mnie projektu
badawczego SONATA pt.: ,,.Badanie korelacji parametrow fizykochemicznych i aktywnosci
biologicznej funkcjonalizowanych kropek kwantowych z wykorzystaniem metod
optycznych”, finansowanego przez NCN. Badania te prowadzitam we wspoélpracy z panig
profesor Magdaleng Skompska z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego. Kropki
kwantowe (ang. quantum dots, QDs) sg to nieorganiczne nanokrysztaty potprzewodnikowe
sktadajace si¢ z setek do tysiecy atomow pierwiastkoéw nalezacych zazwyczaj do grup 111 VI
(np. InP, InAs) lub III 1 V (np. CdSe, CdTe) uktadu okresowego. Biorac pod uwage strukturg
QDs, mozna je podzieli¢ na trzy grupy: (I) zbudowane tylko z rdzenia, (I1) zbudowane z
rdzenia i powtoki oraz (I11) zbudowane z rdzenia i kilku powtok. Powloka powlekajaca rdzen
ma zwykle wyzsza energi¢ pasma wzbronionego niz materiat rdzenia. Obecnos$¢ powloki
w strukturze kropek kwantowych jest bardzo istotna, poniewaz poprawia ich wiasciwosci
optyczne. Zazwyczaj te potprzewodnikowe nanokrysztaty charakteryzuja si¢ srednicg od 2 do
10 nanometrow i ze wzgledu na swoje niewielkie rozmiary nazywa si¢ je czgsto ,,sztucznymi
atomami”. Rdzen QDs nadaje im charakterystyczne wiasciwosci optyczne, ktore zalezg od
jego sktadu chemicznego i $rednicy. Im mniejsza jest srednica QDS (rosnie energia pasma
wzbronionego) tym emitowane przez nie promieniowanie ma wyzsza energie. Zatem
wielkos¢ kropek kwantowych jest kluczowym czynnikiem, ktory okresla dtugosc fali ich
fluorescencji. Emisja fotoluminescencji tych nanoczastek moze wystgpowa¢ w szerokim
zakresie dlugosci fal (od UV do podczerwieni) i mozna jg ,,dostroi¢” zmieniajac $Srednice
QDs. Na dhugos¢ fali emitowanej fluorescencji wplywa rowniez sktad chemiczny zaréwno
rdzenia, jak i powloki (jesli wystepuje). Korzystng cechg z punktu widzenia zastosowan
kropek kwantowych w obrazowaniu jest to, ze charakteryzujg si¢ Szerokimi pasmami
absorpcji, waskimi pikami emisji, wysokimi wydajnosciami kwantowymi fotoluminescencji
oraz stosunkowo duza warto$cig przesunigcia Stokesa. Dzieki tym wlasciwosciom moga one
stanowi¢ znakomite znaczniki fluorescencyjne stosowane w bioobrazowaniu. Nalezy
zauwazy¢, ze powierzchni¢ kropek kwantowych mozna modyfikowa¢ za pomocg réznych

ligandow. Wybdr odpowiedniego ligandu jest kluczowym czynnikiem, ktory bedzie wplywat
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na stabilno$¢ i dyspersje tych nanoczgstek w roztworze wodnym. Jednak obecno$¢ ligandow
na powierzchni, poza determinowaniem parametrow fizycznych i chemicznych QDs, bedzie
decydowac o charakterze ich oddziatywania z komoérkami lub organizmami zywymi. Dlatego
zastosowane ligandy sa istotnym czynnikiem poszerzajacym lub ograniczajacym mozliwosci
aplikacji nanoczastek. Muszg one by¢ starannie wybierane zwlaszcza wtedy, gdy nanoczastki
majg by¢ wykorzystywane do celow biologicznych lub medycznych. Majac na uwadze fakt,
ze QDs moga by¢ zbudowane z réznych zwigzkéw, nie mozemy ich traktowac jako
jednorodnej grupy substancji (o jednakowych wiasciwosciach). Ich aktywno$¢ biologiczng
nalezy zawsze analizowa¢ w powigzaniu z parametrami takimi jak: sklad, typ budowy, rodzaj

ligandu czy tez rozmiar.

W pierwszym etapie prowadzonych badan chciatam wykorzysta¢ znakomite
wlasciwosci fluorescencyjne kropek kwantowych do bioobrazowania. Ze wzglgdu na to,
ze synteza QDs prowadzona jest zazwyczaj w rozpuszczalnikach organicznych (wymagana
wysoka temperatura) to majg one wlasciwosci hydrofobowe. Aby umozliwi¢ ich
wykorzystanie w zastosowaniach biologicznych niezbedna jest modyfikacja wiasciwosci ich
powierzchni. Uznatam, ze ciekawym rozwigzaniem bedzie pokrycie powierzchni QDs
hydrofilowym polimerem. Strategia wykorzystywania biokompatybilnych materiatow
polimerowych w zastosowaniach biomedycznych jest powszechnie znana i stosowana (np. w
enkapsulacji lekéw). Postanowilam jednak wykorzysta¢ do modyfikacji powierzchni
kropek kwantowych niestosowany dotychczas w tym celu hiperrozgaleziony poliglicydol
(ang. hyperbranched poliglycidol, HBPG) (publikacja H1 - Grabowska-Jadach I. DX,
Drozd M., Biegata J., Pietrzak M., Mazurkiewicz-Pawlicka M., Parzuchowski P.G., Brzozka

Z., Studies on influence of polymer modifiers for fluorescent nanocrystals' cytotoxicity,
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 127 (2016) 193). Jest to polimer
dendrytyczny, nalezacy do hiperrozgalezionych polieterow, otrzymywany w wyniku
polimeryzacji glicydolu przebiegajacej z otwarciem pierScienia. Posiada on duza ilos¢
asterminalnych grup hydroksylowych (hiperrozgaleziona struktura), z ktorych cze$¢ zostata
wykorzystana do stabilizacji kropek kwantowych, a pozostate z nich mogg by¢ wykorzystane
do dalszej (bio)funkcjonalizacji nanoczastek. W efekcie mozna bytoby uzyska¢ nanoczastki,
ktore znalazlyby zastosowanie nie tylko w obrazowaniu komoérkowym, ale réwniez jako
systemy dostarczania lekoéw. Niska toksyczno$¢ polimeru, tatwo$¢ przygotowania i
mozliwos¢ dalszej funkcjonalizacji stanowily glowne zalety, ktore zachecily mnie do

wykorzystania go w celu modyfikacji powierzchni fluorescencyjnych nanokrysztalow.



dr inz. llona Grabowska-Jadach Autoreferat (2PL)

HBPG, podobnie jak glikol polietylenowy (PEG), wykazuje wysokg hydrofilowos¢ i jest
biokompatybilny. Jednakze jego przestrzenna struktura powinna w wigkszym stopniu
zapewni¢ stabilizacje¢ nanoczastek (bariera steryczna) oraz dodatkowo zwigkszy¢ ich
odporno$¢ na agregacjc w warunkach invivo w poréwnaniu do popularnie
wykorzystywanych uktadéw tiolowych. Oparte na tiolach monowarstwy sg podatne na
utlenianie i desorpcj¢, co moze zmniejszaé stabilno$¢ nanostruktur modyfikowanych z ich
zastosowaniem. Liczne przyktady zastosowania QDs powlekanych PEG (liniowy analog
HBPG-OH) oraz brak doniesien literaturowych dotyczacych wykorzystania i
cytotoksycznosci QDs o powierzchni modyfikowanej HBPG-OH stanowily dodatkowy
powod do podjecia prac w tym kierunku. W publikacji H1 opisane zostaly badania,
w ktorych oceniano aktywnos¢ biologiczng wybranych kropek kwantowych — CdSexS;-x/ZnS.
Powierzchni¢ nanokrysztatow poddano modyfikacji, na drodze wymiany ligandow,
z wykorzystaniem hiperrozgat¢zionego poliglicydolu o niskiej masie czasteczkowej
(3,2 kDa) (Rys. 1).
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Rys.1 Modyfikacja powierzchni CdSe,S;./ZnS z wykorzystaniem hiperrozgatezionych poligliceroli
(HBPG-OH i HBPG-COOH) [H1]

W badaniach wykorzystano nie tylko HBPG-OH, ale réwniez HBPH-COOH, ktory
uzyskany zostal na drodze acylacji HBPG-OH prowadzonej z udzialem bezwodnika
maleinowego (na podstawie analizy NMR okreslono, ze 40% grup —OH ulegto modyfikacji).
Zastosowano powtoke HBPG-COOH, gdyz miato to umozliwi¢ jej dalsza funkcjonalizacjg
(na drodze oddzialywania mi¢dzyczasteczkowego lub poprzez kowalencyjne wigzanie np. w

wyniku reakcji sprzggania z wykorzystaniem karbodiimidu). Modyfikacja kropek
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kwantowych z wykorzystaniem obu polimeréw doprowadzila do uzyskania nanoczastek
charakteryzujacych si¢ dobra dyspersja w roztworze wodnym. Scharakteryzowano
wlasciwosci  optyczne obu uzyskanych rodzajow nanostruktur i stwierdzono roznice
W intensywnosci ich fluorescencji. Jak obliczono, wydajno$¢ kwantowa dla nanokrysztatow
modyfikowanych HBPG-COOH wyniosta 52% wartosci uzyskanej dla HBPG-OH.
Przyczyne zaobserwowanej réznicy nalezy upatrywaé¢ w nieco odmiennej strukturze obu
zastosowanych stabilizatorow - HBPG-COOH zawiera reszty kwasu maleinowego i grupy
karboksylowe, a takze sprzgzone uktady wigzan C=C i C=0, ktére mogg oddziatywaé z QDs
i1 wplywa¢ na wlasciwosci optyczne. Warto podkre§li¢ wysoka stabilno$¢
fotoluminescencyjng QDs-HBPG (nawet po kilku tygodniach). W dalszym etapie
sprawdzono cytotoksyczno$¢ uzyskanych QDs w badaniach in vitro. Testy te
przeprowadzono na wybranej linii komorkowej. Na podstawie uzyskanych wynikoéw
stwierdzono, ze QDs modyfikowane polimerem zawierajacym grupy karboksylowe
(HBPG-COOH) sg bardziej toksyczne niz te modyfikowane HBPG-OH. Przyjeto, ze
toksyczno$¢ jest konsekwencja wspotistnienia dwoch czynnikow — sktadu chemicznego
kropek i obecnosci polimeru na ich powierzchni. Okazato si¢, ze przeprowadzona
modyfikacja uniemozliwia wnikanie kropek kwantowych do wngtrza komoérek na drodze
endocytozy, zaobserwowano jedynie oddziatywanie z blong komoérkows (gromadzenie
nanostruktur na powierzchni komoérek po 24 i 48h inkubacji). W zwiazku z tym, kropki
kwantowe modyfikowane HBPG nie mogg by¢ wykorzystane w obrazowaniu struktur
wewnatrzkomoérkowych.

W kolejnym etapie prowadzonych badan wykorzystatam inng grupe ligandow w celu
modyfikacji powierzchni QDs (publikacja H2 - Opalski A., Grabowska-Jadach 1.,
Oszwaldowski S., Biological activity of surface modified nanocrystals, Current Nanoscience

14 (2018) 307). Do stabilizacji nanokrysztaldow byly wykorzystywane: cysteina, kwas
dihydroliponowy (DHLA) oraz kwas 11-merkaptoundekanowy (MUA). Dwa pierwsze
sposrod stosowanych ligandow to czasteczki o niewielkich rozmiarach, ktoére wystepuja
w organizmie ludzkim. Dobdr wykorzystywanych ligandow podyktowany byt obecnoscia
W ich strukturze co najmniej dwoch grup funkcyjnych, z ktérych jedna miata umozliwi¢
dowiazanie do powierzchni nanoczastki, a druga mogta ulega¢ protonacji i deprotonacji, CO
korzystnie wplywatoby na stabilno$¢ nanoczastek w roztworze wodnym uzyskiwang poprzez
posiadany tadunek. Ponadto zdecydowano, ze wspolng cechg ligandow bedzie sposdb ich
dowigzania do powierzchni, zatem wszystkie musialy posiada¢ grupe tiolowa. Po

zsyntezowaniu nanokrysztatow, do ich powierzchni dowigzane zostaly ligandy. W wyniku
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przeprowadzonej modyfikacji uzyskano wodne roztwory dobrze zdyspergowanych
nanoczgstek stabilizowanych ujemnym tadunkiem. Analizujac wyniki uzyskane
technikg elektroforezy zelowej (ang. gel electrophoresis, GE) stwierdzono, ze dla
nanoczastek o tym samym rozmiarze, a r6znej budowie (CdSe vs. CdSe/ZnS) ich {-potencjat
ma podobng warto$§¢ CO 0znacza, ze gestos¢ ligandu na powierzchni nie zalezy istotnie od
sktadu chemicznego i typu budowy kropek (rdzen lub rdzen/powtoka). Zbadano takze wptyw
dhugosci ligandu na (-potencjal nanoczgstek (CdSe-MUA vs. CdSe-cysteina). Po
potwierdzeniu dobrych wlasciwoséci optycznych uzyskanych QDs, w kolejnym etapie
sprawdzono, jak sktad QDs i obecnos¢ roznych ligandow na ich powierzchni bedzie wptywaé
na aktywno$¢ biologiczng nanokrysztatow. Badania prowadzone byly dla pigciu rodzajow
kropek kwantowych (CdS, CdS/ZnS, CdSe, CdSe/ZnS, CdTe), ktorych cechg wspdlng jest
obecno$¢ jondw kadmu w ich rdzeniu. Dla wszystkich uzyskanych nanoczastek wyznaczono
warto$¢ stezenia ICsq (stezenie, przy ktorym zywotno$¢ komorek stanowi 50% w odniesieniu
do proby kontrolnej) na podstawie badan prowadzonych na dwoch liniach komérkowych:
prawidtowej 1 nowotworowej. Zauwazono, ze dla niektorych typow nanokrysztatow
wystepuja podobne tendencje w zmianach zywotnosci komoérek inkubowanych z roztworem
nanomateriatu (np. CdSe-cysteina). Najmniej cytotoksyczne byly krysztaty stabilizowane
cysteing co moze sugerowac, ze nadawanie whasciwosci hydrofilowych z wykorzystaniem
aminokwasow czy tez peptydow mogloby przyczynia¢ si¢ do wzrostu biokompatybilnosci

nanostruktur.

W efekcie przeprowadzonych badan (H1 i H2) udato si¢ powigzac¢ czynniki takie jak:
sktad, budowa, czy obecnos¢ polimerowej otoczki z cytotoksycznoscig QDs. Uznatam, ze
istotne jest rowniez okreslenie wplywu sposobu wigzania ligandéow z powierzchniag na
wlasciwosci nanoczgstek. Biorgc pod uwage to, ze trwalo$¢ wigzania ligand-nanoczastka
bedzie wplywaé na stabilno$§¢ warstwy tworzacej otoczke, to parametr ten powinien
odgrywac istotng role w stabilnosci i cytotoksycznosci QDs. Kowalencyjne wigzanie ligandu
z powierzchnig nanoczastki z wykorzystaniem grup tiolowych (najczesciej wykorzystywany
sposob wigzania ligandow z powierzchnig nanostruktur) jest wrazliwe na wiele czynnikow
(chemiczne 1 fotochemiczne utlenianie, obecno$¢ biogennych tioli) uznatam wiec, ze warto
sprawdzi¢ czy mozliwe jest zwickszenie stabilno$ci monowarstwy ligandow wykorzystujac
w tym celu wigzanie ditiokarbaminianow (DTC) z powierzchnig nanoczastek. W zwigzku
z tym, ze jednym z opisanych w literaturze sposobow na ukierunkowane dostarczanie lekow

do komoérek nowotworowych jest ich otoczkowanie warstwg polisacharydowa uznatam, ze
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efektywnym sposobem modyfikacji powierzchni kropek kwantowych moze by¢
wykorzystanie jako ligandow sacharydow. Zastosowania polisacharydow, a takze
odpowiednich analogow glukozy (tio- lub aminopochodnych) do modyfikacji nanostruktur
(metalicznych, polprzewodnikowych czy tez na bazie krzemionki) zostaty juz opisane w
literaturze. Jednak brak bylo doniesien na temat wykorzystania prostych pochodnych
tiolu i DTC glukozy, jako stabilizatoréw QDs. Dla wybranych przeze mnie nanoczgstek
oraz grupy ligandow, ktorg wyselekcjonowatam w celu modyfikacji powierzchni
nanostruktur przeprowadzone zostaty badania, a ich wyniki opisano w publikacji H3 (Drozd

M., Pietrzak M., Kalinowska D., Grabowska-Jadach 1., Malinowska E., Glucose

Dithiocarbamate Derivatives as Capping Ligands of Water-Soluble CdSeS/ZnS Quantum
Dots, Colloids and Surfaces A - Physicochemical and Engineering Aspects 509 (2016) 656).
Wykorzystywane byty trzy analogi glukozy do stabilizacji kropek kwantowych: 1-tio-D-
glukoza (DG-SH), ditiokarbaminian D-glukozaminy (DG-DTC) i ditiokarbaminian
N-metylo-d-glukaminy (NMDG-DTC). W pierwszym etapie prac zbadano i poréwnano
wiasciwosci samych ligandow (takie jak: stabilno$¢ w roztworach o r6znym pH i zdolnos¢ do
tworzenia kompleksow z dwuwarto$ciowymi metalami) uznajac, ze sa one istotne z punktu
widzenia po6zniejszego zastosowania tych zwigzkéw do modyfikacji powierzchni QDs
(CdSeyS1x/ZnS). Po przeprowadzonej funkcjonalizacji (na drodze wymiany ligandow) i
uzyskaniu hydrofilowych QDs (QDs-DTC-DG, QDs-DTC-NMDG i QDs-SH-BDG)
wyznaczono ich parametry fizykochemiczne ($rednica hydrodynamiczna, wielkosc,
wydajnos¢ kwantowa fluorescencji, stabilno$¢). W kolejnym etapie zbadano cytotoksycznosé¢
uzyskanych nanostruktur, w badaniach prowadzonych na wybranej linii komérkowej. Na ich
podstawie stwierdzono, ze jedynie kropki kwantowe modyfikowane NMDG-DTC nie sa
toksyczne w catym badanym zakresie st¢zen (dla najwyzszego badanego stezenia zywotnosé¢
komorek w hodowli, po 24h inkubacji, wynosita 85%). W zwigzku z tym, ze dla tych
nanoczastek zaobserwowano tworzenie si¢ agregatow w pozywce hodowlanej stwierdzono,
ze jest to glowny czynnik wplywajacy na ich nizsza cytotoksycznos¢. Natomiast
DG-DTC-QDs byly jednorodnie zdyspergowane w pozywce (mniejszy rozmiar
w poréwnaniu do agregatow), O mogto wplywaé na ich tatwiejsze wnikanie do komorek i
determinowac ich wyzsza cytotoksycznos$¢. Biorgc pod uwage tatwos¢ otrzymywania DTC, a
takze stabilnos¢ koloidalng 1 dobre wlasciwosci optyczne otrzymanych hydrofilowych QDs
uznano, ze pochodne DTC sg ciekawg alternatywa dla powszechnie stosowanych

tiolowanych ligandow.
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W nastepnym etapie prowadzonych przeze mnie prac, sprawdzony zostal wplyw
wielkosci ligandu, wielkosci nanokrysztalu oraz gtownego metalu obecnego w sktadzie
rdzenia QDs (np. Cd vs. In) na ich aktywnos¢ biologiczna (H4 i H5). W publikacji (H4 -
Kalinowska D., Grabowska-Jadach 1., Drozd M., Pietrzak M., Comparative studies of

biological activity of cadmium-based quantum dots with different surface modifications,
Applied Nanoscience 8 (2018) 309) zbadano i porownano aktywnos$¢ nanoczastek CdSe/ZnS
(3,7 nm) 1 CdSesS14/ZnS (6,0 nm). Jako ligandy do uzyskania hydrofilowych QDs
wykorzystano dwa homologiczne kwasy tiokarboksylowe o roznej dlugosci tancucha
weglowego: 3-merkaptopropionowy (MPA) i 6-merkaptoheksanowy (MHA) (C3 vs. C6). Na
podstawie pomiarow, majacych na celu scharakteryzowanie fizykochemicznych wtasciwosci
nanoczastek po przeprowadzonej modyfikacji, stwierdzono brak istotnego wpltywu rodzaju
ligandu na parametry optyczne QDs. Analiza intensywnos$ci fluorescencji kropek
kwantowych doprowadzila do wniosku, ze wszystkie wykazuja dobre wlasciwosci
fluorescencyjne, przy czym nanoczastki stabilizowane MHA charakteryzowaly si¢ wyzsza
wydajnoscig kwantowa, niz te z MPA (dla tych samych rdzeni). Fakt ten wyttumaczono
lepsza pasywacja powierzchni nanokrysztatu przez MHA (konsekwencja wigkszej gestosci
tego ligandu na powierzchni QDs). Istotna, z punktu widzenia dalszych aplikacji,
dhugoterminowa stabilno$¢ parametrow fizykochemicznych uzyskanych QDs (co najmniej
3 miesigce) zostala rowniez potwierdzona w toku przeprowadzonych badan. Badania
cytotoksycznos$ci nanomateriatu wykonano na 2 liniach komorkowych. Dla obu stwierdzono,
ze CdSe/ZnS-MHA sa mniej toksyczne niz CdSe/ZnS modyfikowane kwasem
3-merkaptoheksanowym. Taka samg zalezno$¢ zaobserwowano dla drugiego typu Kropek.
We wszystkich badaniach réznice w cytotoksycznosci kropek modyfikowanych MHA vs.
MPA byly bardziej widoczne dla wyzszych stgzen kropek kwantowych. Ponadto zywotnos¢
komorek byta wyzsza po ekspozycji na CdSexS1-x/ZnS niz CdSe/ZnS posiadajacych ten sam
ligand na swej powierzchni. Dla kropek kwantowych wykazujacych wyzsza
biokompatybilnos¢, dodatkowo przeprowadzono testy cytotoksyczno$ci na prawidtowe;j linii
komorkowej. Dla wszystkich badanych linii wyznaczono parametr ICso (Tabela 1). Na tej
podstawie stwierdzono, ze modyfikacja powierzchni QDs dluzszym ligandem (MHA)
zmniejsza ich cytotoksyczno$é. Zauwazono, ze sama modyfikacja nanomateriatu miata
wigkszy wplyw na obserwowang cytotoksyczno$¢, niz sktad rdzenia. Pomimo tego, ze
mniejsze QDs moga tatwiej przenikng¢ do wnetrza komorki, to zgodnie z naszymi badaniami
toksycznos¢ QDs w wigkszym stopniu zalezy od dhlugosci lancucha modyfikatora niz

$rednicy hydrodynamicznej QDs, np. mniejsze (8,6 nm) CdSe/ZnS-MHA wykazywaty nizsza
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toksyczno$¢ niz wigksze (11,1 nm) CdSexS1/ZnS-MPA. Wytlumaczono to tym, ze ligand
0 dluzszym tancuchu zapewnia lepsza ochron¢ rdzenia i zmniejsza uwalnianic z niego

toksycznego Cd** do $rodowiska hodowli komorkowe;.

Tabela 1 Wartosci ICs dla badanych linii po 24h inkubacji z QDs [uM Cd**] [H4].

K562 A549 MRC-5
CdSe S, /ZnS-MPA 8443 91+3 5442
CdSe/ZnS-MPA 58+2 67+3
CdSe,S,./ZnS-MHA 53 +2 56+ 2 30+2
CdSe/ZnS-MHA 32+1 2342

W kolejnym etapie prac zbadana zostata aktywno$¢ biologiczna nanoczgstek
ZnCulnS/ZnS (publikacja H5 - Kalinowska D., Drozd M., Grabowska-Jadach 1. DX,
Pietrzak M., Dybko A., Malinowska E., Brzézka Z. The influence of selected w-

mercaptocarboxylate ligands on physicochemical properties and biological activity of Cd-
free, zinc -copper -indium sulfide colloidal nanocrystals, Materials Science and Engineering
C 97 (2019) 583). Testy przeprowadzone zostaly na 3 liniach komérkowych. Oceniono w
nich zywotno$¢ komorek, powstawanie reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen
species, ROS) i typ $mierci, jakiemu ulegaja komorki na skutek inkubacji z nanomateriatem.
Posrednio okreslono rowniez ilo$¢ nanomateriatu, ktory wnikngt do komorek. Dla obu
ligandow (MPA 1 MHA) nie zauwazono istotnych roznic, ktéore pozwolityby powigzad
cytotoksycznos¢ QDs z ich obecnos$cia na powierzchni. Podczas badania wiasciwosci kropek
kwantowych zawierajacych w swym sktadzie kadm, zatozono ze moze on stanowi¢ jedng z
gtownych przyczyn ich toksycznosci. W zwigzku z tym, stezenie badanych QDs wyrazano
poprzez stezenie Ccd* (stezenie gtownego skladnika rdzenia). Analogicznie wyrazano
stezenie dla ZnCulnS/ZnS — poprzez stezenie In**. Dzicki temu mozliwe bylo poroéwnanie
uzyskanych wynikéw dla obu typow kropek kwantowych (H4 i H5). W ten sposob
dostrzezono kolejng zalezno$¢ - Kropki kwantowe nieposiadajace w swym rdzeniu kadmu
(ZnCulnS/ZnS) stabilizowane takimi samymi ligandami (MPA i MHA) sa mniej toksyczne
niz CdSe/ZnS 1 CdSeS/ZnS. Stwierdzono, ze sktad rdzenia w wigkszym stopniu wptywa na
cytotoksycznos¢, niz  $rednica  hydrodynamiczna  (ZnCulnS/ZnS-MHA 6,8 nm,
CdSe/ZnS-MHA 8,6 nm, CdSeS/ZnS-MHA 13,5 nm).
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Postanowilam réwniez sprawdzi¢, w jakim stopniu srodowisko, w ktorym znajda sie
nanoczgstki bedzie wplywaé¢ na ich stabilno$¢ chemiczng. W tym celu poréwnano
cytotoksycznos¢ QDs, wowczas gdy znajdowaty sie¢ w medium hodowlanym lub zostaty
wprowadzone do wnetrza komorek (inny sktad i pH) (publikacja H6 - Skorupska S.,
Grabowska-Jadach 1. DX, Cytotoxicity studies of quantum dots with the electroporation
method, Bioelectrochemistry 126 (2019) 86). Aktywne dostarczenie QDs do komorek

realizowano z wykorzystaniem elektroporacji (EP). Elektroporacja jest to metoda, w ktorej na
skutek impulsu elektrycznego dochodzi do tymczasowej destabilizacji btony komorkowej. W
efekcie tego, w podwojnej warstwie lipidowej tworzg si¢ hydrofilowe pory (o wielkosci 1-10
nm), co umozliwia migracje réznych czasteczek obecnych w  Srodowisku
zewnatrzkomérkowym do wngtrza komorki. Pory te nie sg stabilne i po krotkim czasie
zanikajg (trwa to zwykle kilkadziesiat sekund do kilku minut). Badania cytotoksycznos$ci
nanoczastek CdTe-COOH prowadzono na 3 réznych liniach komérkowych. Zauwazono, ze
srodowisko zewnatrz- badz wewnatrzkomorkowe wptywa na cytotoksycznos$¢ okreslong dla
danej linii komorkowej, jednakze zmiany te sa wigksze, gdy nanoczastki znajdujg si¢
wewnatrz komorek. Ponadto zauwazono, ze wielko$¢ powierzchni wiasciwej QDs
W wigkszym stopniu determinuje cytotoksycznos¢, niz srodowisko, w jakim si¢ one znajduja.
W zwiazku z tym, ze w prowadzonych dotychczas przeze mnie badaniach warunki panujace
w hodowli komoérkowej, znacznie odbiegaja od tych, ktore s3 w Zzywym organizmie uznatam,
ze moze to wptywac nie tylko na funkcjonowanie komorek, ale takze na oddziatywanie na
nie nanomateriatu. W tej sytuacji zalezato mi na tym, aby w lepszym stopniu odzwierciedli¢
sytuacj¢ panujagcg Iin  vivo. Postanowitam wykorzystat w swoich badaniach
mikroprzeplywowe systemy typu lab-on-a-chip. Umozliwiajg one precyzyjng kontrole
parametréw mikrosrodowiska komorkowego, a takze pozwalaja pokona¢ ograniczenia
tradycyjnych metod hodowli komorek. W systemach mikroprzeptywowych zapewniony
jest transport niezbednych substancji (tlen i sktadniki odzywcze) w odpowiednich stgzeniach.
Ponadto, przeptyw medium (pozywki hodowlanej) generuje naprezenia Scinajgce, ktorych
obecnos¢ wptywa na funkcjonowanie komorek 1 moze zasadniczo zmieni¢ kinetyke dyfuzji i
oddzialywanie nanomaterialu z blong komoérkowa. Poprzez wykorzystanie systemu
mikrokanatéw mozliwe jest uzyskanie gradientéw stezen badanych zwiazkow, co znacznie
przybliza warunki wystepujace w zywych organizmach. W systemach takich kanaty/komory
do hodowli komoérkowej charakteryzuje wysoki stosunek powierzchni do objetosci (ang.
surface area to volume, SAV), co odzwierciedla warunki in vivo (dyfuzja gazow, transport

substancji odzywczych). Innym waznym parametrem odrézniajacym hodowle komorkowe
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prowadzone w makroskali od tych uzyskiwanych w mikrosystemach jest efektywna objetos¢
hodowli — ECV (ang. effective culture volume). Parametr ten opisuje zdolno$¢ komoérek do
kontrolowania ich mikrosrodowiska podczas hodowli. ECV w mikroskali jest znacznie
mniejsza niz W butelce hodowlanej czy ptytce 96-dotkowej (Rys. 2). Konsekwencja
wszystkich wspomnianych cech mikrosystemow jest to, ze mozemy obserwowa¢ W hich

zjawiska, ktore nie wystepujg w makroskali.

- IN VITRO N IN VIVO N

- uproszczone modele (monowarstwa) - Zywy organizm
- wyzsza powtarzalno$¢ (lepsza kontrola warunkéw) - niska powtarzalno$é (irudniejsza kontrola warunkéw)
- szybsze (1 tydzief) - czasochlonne (30-40 dni)
- niski koszt - wysoki koszt
- niski SAV -  wysoki SAV
-  wysoki ECV - zmienno$¢ osobnicza
K zgodne z zasada 3R (Reduce, Reuse, Recycle)/ K niezgodne z zasada 3R /
4 LAB-ON-A-CHIP O

- precyzyjna kontrola warunkow

- warunki przeplywu

- \V}’Soki SAV (efektywniejsze dostarczanie substancji odzywezych i tlemu do komérek
- niskie ECV (efektywna objetosé hodowli zblifona do in vivo)

- niski koszt analiz

- mnigjsza ilosé czynnosci manualnych (atwe nzyskanie hodowli 3D)

K zgodne z zasadg 3R /

Rys. 2 Poréwnanie warunkow w badaniach in vivo i in vitro z parametrami hodowli komoérkowe;j
prowadzonej w mikrosystemie.

Badania cytotoksycznosci QDs, ktore zostalty wykonane przeze mnie z
wykorzystaniem mikrosystemu (Rys.3a) opisano w publikacji H7 (Grabowska-Jadach 1.
D4, Haczyk M., Drozd M., Fischer A., Pietrzak M., Malinowska E., Brzozka Z., Evaluation

of biological activity of quantum dots in a microsystem, Electrophoresis 37 (2016) 425).
Mikroprzeptywowy system wytworzono z dwodch biokompatybilnych i przezroczystych
materialow (szkla 1 polimeru), ktore zostaly ze sobg trwale polaczone z wykorzystaniem
plazmy tlenowej. W wigkszo$ci mikrosystemow stosowane sg ptytki szklane o grubosci
1 mm i wigkszej. Uniemozliwia to wykorzystanie do obserwacji komoérek mikroskopu
konfokalnego, ktory zapewnia wysoki kontrast i rozdzielczos¢, pozwala na obrazowanie 3D
oraz obserwacje¢ struktur organelli komorkowych. W zwigzku z tym, dotychczas stosowang
ptytke szklang zastgpitam szkietkiem nakrywkowym o grubosci 0,15 mm (Rys. 3a). W ten

prosty sposob zapewniona zostata odpowiednia odleglos¢ obiektywu do monowarstwy
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komorek (uzyskano odpowiednia glebie ostrosci). W mikrosystemie, dzigki wprowadzeniu
modyfikacji w jego budowie, mozliwe byto nie tylko zbadanie i poréwnanie
cytotoksycznosci wybranej grupy kropek kwantowych, ale takze okreSlenie miejsca

akumulacji nanoczastek z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej (Rys. 3b).

a) b)

CdSeS/ZnS-MPA CdSe/ZnS-MHA

Rys. 3 a) Zdjgcie mikrosystemu, w ktorym prowadzono badania cytotoksycznosci kropek
kwantowych, b) zdjecia mikroskopowe wykonane podczas badania wnikania kropek kwantowych do

komorek [H7].

Zastosowanie mikrosystemu umozliwilo obserwacj¢ zmian morfologii pojedynczych
komorek w czasie rzeczywistym. Warto podkresli¢, ze w literaturze brak jest przykladow
tego typu urzadzen mikroprzeplywowych stosowanych w ocenie cytotoksycznosci QDs.
Wprawdzie sa przyktady mikroprzeptywych cytometrow, ale wowczas pomiary prowadzone
sg dla zawiesiny komorkowej, co wymaga jej przygotowania (odklejenie komorek
adherentnych). Majac na uwadze to, ze wigkszo$¢ komorek w Zywym organizmie stanowig
komorki adherentne, badania prowadzone w przedstawionym mikrosystemie stanowig
wygodniejsze rozwigzanie.

W zwigzku z tym, ze moje badania zwigzane z oceng aktywnosci biologicznej kropek
kwantowych ograniczaly si¢ do bardzo prostego modelu, jaki stanowi hodowla komoérkowa
w postaci monowarstwy, chciatam zbadac¢ ich cytotoksycznos¢ na bardziej ztozonym modelu.
Postanowilam  przeprowadzi¢ te badania na wielokomdérkowych sferoidach,
wykorzystujac w tym celu systemy lab-on-a-chip. Wielokomérkowe sferoidy stanowig
jeden z trojwymiarowych modeli hodowli komorkowej, ktore sg stosowane w badaniach
in vitro. Sa to sferyczne, samoorganizujace si¢ agregaty komorek powstajace w warunkach,

w ktorych komorki majg ograniczona mozliwos¢ adhezji do podtoza (dominuja interakcje
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komorka-komoérka) (Rys. 4a). Charakteryzuja sie¢ one morfologia nasladujaca budowe
tkankowq z dobrze rozwinietymi interakcjami miedzy komérkami oraz komérkami i
macierza zewnatrzkomorkowa. Poza tym, w strukturach tych, transport czasteczek jest
zblizony do tego, ktory ma miejsce w warunkach in vivo. Jest to szczegdlnie istotne
w kontekscie badan prowadzonych dla nanomateriatéw — uwzglednia to bowiem Kinetyke
przenikania nanoczastek (wptyw ich wielkosci i fadunku na penetracje tkanki). Badania
z wykorzystaniem mikrosystemu, na trojwymiarowej hodowli przeprowadzono dla
hydrofilowych kropek kwantowych o roznych tadunkach powierzchniowych: CdTe
modyfikowanych kwasem o-merkaptokarboksylowym i CdSeS/ZnS modyfikowanych
glukozaming (GA). Testy cytotoksycznosci prowadzone byly na sferoidach komorek
prawidtowych i nowotworowych. W badaniach wykazano, ze CdSexS1.4/ZnS-GA sa bardziej
toksyczne niz CdTe-MPA, co wytlumaczono obecnoscia na ich powierzchni
nienatadowanego ligandu o biomimetycznym charakterze. Uzyskane wyniki poréwnano
z wynikami otrzymanymi dla standardowego, dwuwymiarowego modelu - monowarstwy
komorek (Rys. 4b). Stwierdzono, ze cytotoksyczno$é tych samych kropek kwantowych
zalezy od modelu hodowli komorkowej, na ktérym przeprowadzono testy - jest ona znacznie

wyzsza, gdy eksperymenty prowadzono na modelu 2D.
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a brak potaczen obecne interakcje b)
miedzykomérkowych miedzykomérkowe
ptaskie komérki przestrzenne rozmieszczenie komérek
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Rys. 4 Poréwnanie hodowli 2D i 3D: a) zdjecia mikroskopowe, b) wyniki cytotoksycznos$ci uzyskane

dla kropek kwantowych CdTe-MPA; ¢) zdjecie mikrosystemu, w ktorym prowadzono badania na
sferoidach [na podstawie H8].

W oparciu o uzyskane wyniki powstata publikacja H8 (Grabowska-Jadach 1.><,
Zuchowska A., Olesik M., Drozd M., Pietrzak M., Malinowska E., Brzozka Z., Cytotoxicity

studies of selected cadmium-based quantum dots on 2D vs. 3D cell cultures, New Journal of

Chemistry 42 (2018) 12787), bedaca pierwsza praca opisujaca testy cytotoksycznosci
kropek kwantowych, ktore prowadzone byly w mikrosystemie przeplywowym na
hodowli 3D. Na podstawie uzyskanych wynikoéw stwierdzono nizsza cytotoksycznos¢ QDs
w badaniach na wielokomérkowych sferoidach. Wytlumaczono to ograniczonym
oddziatywaniem nanomaterialu na komorki, ktore znajdujg si¢ we wewngtrzu Struktury
sferoidu. Pozwala to przypuszczaé, ze uzyskiwane w standardowych testach
cytotoksycznosci (monowarstwa komorek) wyniki (ICsp) moga by¢ zawyzone. Dokonanie
ich weryfikacji na bardziej ztozonym modelu, moze przyczyni¢ si¢ do poszerzenia

zastosowan biomedycznych nie tylko QDs, ale takze innych nanomateriatow.
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W dalszym etapie mojej pracy, poszukujgc innych zastosowan dla nanoczgstek uznatam, ze
warto wykorzysta¢ je nie tylko w obrazowaniu nowotworow, ale takze w ich terapii. Ze
wzgledu na duzg powierzchni¢ wlasciwg, nanoczgstki mogg by¢ wykorzystywane jako
nosniki matych molekut (na przyktad o aktywnosci farmakologicznej). Ligandy moga by¢
umieszczane na ich powierzchni (poprzez adsorpcj¢ lub kowalencyjne dowigzanie do grup
powierzchniowych) albo zamykane we wnetrzu (np. poprzez enkapsulacj¢). Moze to by¢
wykorzystane nie tylko w celu ukierunkowanego dostarczenia substancji aktywnej, ale
takze wptywa¢ na wzrost wydajnos$ci transportu i stanowi¢ ochrone¢ przed zewnatrz- i
wewnatrzkomérkowa degradacjga. Postanowitam wykorzysta¢ kropki kwantowe jako
no$niki leku, co w potaczeniu z ich fluorescencyjnymi wilasciwosciami, umozliwiloby
$§ledzenie ich dystrybucji w tkance. W badaniach tych, jako ligand do modyfikacji
powierzchni nanoczastek wybratam 6-tioguaning (6-TG), ktora stanowita modelowy zwigzek
o aktywno$ci  cytostatycznej. Jest ona  antymetabolitem  puryny, lekiem
przeciwnowotworowym stosowanym w chemioterapii nowotworow (takich jak ostra
biataczka szpikowa czy ostra biataczka limfoblastyczna). Ta sulfhydrylowa pochodna
guaniny, wewnatrz komorki przeksztatcana jest do aktywnych metabolitow, ktore hamuja
syntez¢ puryn. W konsekwencji prowadzi to do zaburzenia syntezy DNA i ostatecznie do
$mierci komorki na drodze apoptozy. Dowigzanie 6-tioguaniny do no$nika miato umozliwi¢
wzrost wydajnosci jej transportu do komorek, ale rowniez zwigkszy¢ jej stabilnos¢. Obecny
w strukturze tiopuryny atom siarki wykazuje wysokie powinowactwo do ugrupowan
sulfhydrylowych biogennych tioli i biatek osocza, co moze zmniejsza¢ skutecznos$¢ terapii.
Problem ten moze by¢ rozwigzany poprzez zablokowanie grupy sulfidowej, ktére nastepuje
na etapie dowigzania czgsteczki leku do powierzchni nanostruktury. Koniugacja 6-TG z
nanono$nikiem nie tylko poprawitaby farmakokinetyke leku, ale takze wplynetaby korzystnie
na zwickszenie stgzenia jego postaci bioaktywnej w organizmie. Zaleta ptynaca z
transportowania leku przez nanonosnik jest rowniez jego ochrona przed przedwczesng
degradacja lizosomalng oraz mozliwo$¢ zmniejszenia skutkow ubocznych, dzigki ochronie
przez zbyt szybka reakcja w $rodowisku biologicznym. Ponadto nanotransportery
charakteryzujg si¢ wydluzonym czasem cyrkulacji w uktadzie krwiono$nym. Wprowadzenie
leku w postaci koniugatu z nosnikiem ma rowniez wptyw na jego wychwytywanie i transport
do wnetrza komorki. Lek przenoszony za pomoca nanonosnikow wychwytywany jest przez
komorki, a nastepnie wnika do ich wnetrza glownie na drodze endocytozy.
W przeciwienstwie do tradycyjnej terapii (podanie leku w wolnej postaci) koniugacja leku

z nosnikiem zapobiega jego szybkiemu ,,wypompowaniu” bedacego efektem dziatania
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transbtonowej pompy lekowej - dziatanie glikoproteiny P polega na usuwaniu z komorek do
srodowiska zewnatrzkomorkowego substancji  hydrofobowych (np. ksenobiotykow).
W przypadku zastosowania koniugatu metal-lek w pierwszym etapie jest on otaczany przez
btong komoérkowsa, a nastgpnie transportowany W okolice pgcherzykéw endosomalnych,
gdzie nast¢puje uwalnianie czgsteczek leku. Dzieki temu, Ze nie nastepuje to w bezposrednim
sgsiedztwie blony komorkowej 1 jej pomp zaleznych od ATP, pozwala to uzyskaé lepszy
efekt oddziatywania chemioterapeutyku z docelowa komorka. Przeprowadzilam badania,
w ktorych potwierdzilam wyzsza cytotoksycznos¢ leku dowigzanego do nanono$nika,
W poréwnaniu do jego wolnej postaci, a ponadto potwierdzilam mozliwo$¢ Sledzenia
wnikania nanokoniugatow do komorek poprzez wykorzystanie fluorescencyjnych
wlasciwosci nanokrysztalow (manuskrypt wystany do Applied Nanoscience, w recenzji
od 18.03.2019 — Grabowska-Jadach I. D}, Drozd M., Kulpinska D., Komendacka K.,

Pietrzak M., Modification of fluorescent nanocrystals with 6-thioguanine — monitoring of

drug delivery).

Kolejnym podejsciem do zastosowania nanomaterialow w terapii nowotwordéw, bylo
wykorzystanie ich zdolnoéci do oddawania energii, uzyskanej podczas naswietlania
promieniowaniem elektromagnetycznym, w postaci ciepta. Taka wiasciwos¢ posiadaja
mi¢dzy innymi nanoczastki zlota, ktore to wykazuja zjawisko zlokalizowanego rezonansu
plazmonow powierzchniowych. Postanowitam wykorzysta¢ je jako czynniki fototermiczne
w terapii fototermicznej (ang. photothermal therapy, PTT) (badania opisane w publikacjach
H9 i H10). Jest to stosunkowo niedawno opracowana metoda miejscowego leczenia
nowotworow. Podstawg tej metody jest wykorzystanie zjawiska hipertermii, na skutek
krotkotrwatego (trwajgcego zaledwie kilka minut) wzrostu temperatury tkanki (41-46°C), w
efekcie ktorego dochodzi do $mierci komoérek. Dzigki temu, ze naswietlanie prowadzone jest
w $ci$le okreslonym obszarze, temperatura wzrasta lokalnie 1 uzyskiwany efekt ogranicza si¢
do tkanki nowotworowej (ograniczenie skutkow ubocznych). Istotnym elementem tej metody
terapii nowotworOw jest zastosowanie odpowiedniego czynnika fototermicznego.
W badaniach opisywanych w literaturze, w terapii fototermicznej wykorzystywane s3
glownie nanoczastki zlota w ksztalcie pretow (ang. nanorods). W zwiazku z istotnymi
wadami tych nanoczastek, wsrod ktorych nalezy wymieni¢ obecno$¢ trudnych do usunigcia
surfaktantow w  roztworze  nanoczastek po ich  syntezie (np.  bromek
cetylotrimetyloamoniowy, CTAB), postanowilam wykorzysta¢ nanoczastki zlota o innym

ksztalcie. Uznatam, Ze najkorzystniejsze bedzie wykorzystanie w tym celu nanopowtok ztota
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(ang. hollow gold nanoshells, HGN). Wybor takiego ksztaltu podyktowany byt kilkoma
powodami. Po pierwsze, synteza tego rodzaju nanoczastek nie musi by¢ prowadzona
W obecnos$ci surfaktantow, ktore sg cytotoksyczne, a zatem stanowig czynnik ograniczajacy
mozliwo$¢ bezpiecznego ich wykorzystania w warunkach invivo. Dzigki temu, ze
nanopowtoki sg puste w $rodku, do ich syntezy wykorzystuje si¢ mniejsze ilosci ztota, co w
konsekwencji ogranicza ilos¢ metalu wprowadzanego do organizmu podczas stosowanej
terapii. Kolejng zaleta nanopowlok jest wysoka wydajno$¢ konwersji fototermicznej, a takze
mozliwos$¢ dostosowania dhugosci fali Amax nie tylko poprzez zmiang wielkosci nanoczastek,
ale rowniez na skutek zmiany stosunku $rednicy rdzenia do $rednicy zewnetrznej powtoki
(zwigkszenie grubosci powloki przy statej Srednicy zewnetrznej nanoczastki powoduje
przesunigcie piku LSPR w kierunku krotszych diugosci fal). Dazy si¢ do tego aby Amax
wystepowato w obszarze bliskiej podczerwieni, gdyz promieniowanie o tej dlugosci fali
moze penetrowaé tkanke nawet na glebokos¢ kilku cm. Wynika to z faktu, ze przy tej
dhugosci fali wystepuje tzw. okno optyczne tkanek (700 - 1100 nm). Tak wige, w przypadku
nanopowlok ztota mozemy modyfikowaé ich wtasciwosci fototermiczne kontrolujac grubosé
powtoki, bez wptywania na rozmiar uzyskiwanych nanoczastek (wielko$¢ nanoczastek jest
istotnym czynnikiem wptywajacym na efektywnos$¢ ich wnikania). Mniejsze nanoczastki
ztota sa w stanie lepiej penetrowaé i zatrzymywac si¢ przez dluzszy czas w tkankach
nowotworu niz czgstki o wigkszych rozmiarach. Ten efekt nazywa si¢ zwigkszong
przepuszczalnoscig 1 efektem retencji (EPR). EPR jest bezpo$rednim wynikiem rozmiaru
czastek, ktory jest rowniez zwigzany ze specyficznymi cechami uktadu dostarczania krwi w
tkance nowotworowej. Ze wzgledu na to, ze uzyskanie specyficznej biodystrybucji
nanoczastek w tkance, moze by¢ osiagniete poprzez odpowiednia modyfikacje ich
powierzchni, postanowitam wykorzysta¢ aptamery, jako ligandy do modyfikacji
powierzchni nanopowlok zlota. Ich obecnos¢ miata wptynaé na selektywne oddziatywanie
modyfikowanych nanopowlok z komodrkami nowotworowymi. Wybrane zostaly dwa
aptamery RNA: MUC1 — skierowany przeciwko mucynie i AS1411 skierowany przeciwko
nukleolinie. Naleza one do grupy aptamerow, ktore sg wykorzystywane w roznych
aplikacjach medycznych. Ich wspolng cechg jest ukierunkowanie na biatka, ktorych
nadekspresja obserwowana jest w komoérkach nowotworowych i sg zlokalizowane na btonie
cytoplazmatycznej tych komoérek. Nukleolina jest to wielofunkcyjna fosfoproteina
wystepujaca w jaderkach, cytoplazmie i btonie komodrkowej, ktora posiada zdolnosc
przemieszczania si¢ pomiedzy tymi przedziatami komorkowymi. Nukleolinie przypisuje si¢

udziat w wielu procesach fizjologicznych, a takze patologicznych. Wykazano, ze
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nadekspresja tego biatka obserwowana jest w komoérkach nowotworowych (np. rak sutka). W
zwigzku z tym, postanowitam wykorzysta¢ wysokie powinowactwo i specyficzno$¢ wigzania
aptamerow do nukleoliny, w celu ukierunkowania odziatywania nanoczastek z komorkami
nowotworowymi. Na podstawie danych literaturowych wybrana zostala odpowiednia
sekwencja aptameru, ktora wykazuje specyficzno$¢ wigzania znukleoling. W celu
umozliwienia dowigzania aptameru do powierzchni zlota, do konca 3’ aptameru dotgczona
byla grupa tiolowa (AS1411 (5'-TTG GTG GTG GTG GTT GTG GTG GTG GTG G-
(CH2)6-SH-3")). Czes$¢ wykonanych badan zwigzang z aplikacja uzyskanych nanokoniugatow
w PTT, ktorg przeprowadzono na dwoch wybranych liniach komorkowych skory
(prawidtowej HaCaT i nowotworowej A375) opisano w  publikacji H9
(Grabowska-Jadach I. _D<, Kalinowska D., Drozd M., Pietrzak M., Synthesis,
characterization and application of plasmonic hollow gold nanoshells in a photothermal

therapy—New particles for theranostics, Biomedicine & Pharmacotherapy 111 (2019) 1147).
W celu sprawdzenia, czy obserwowane jest ukierunkowane oddziatywanie aptameru
z komorkami nowotworowymi, przeprowadzono badania z aptamerem wyznakowanym
izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC). Niewplywajaca na powinowactwo aptameru do biatka
koniugacja z barwnikiem fluorescencyjnym umozliwita stwierdzenie (na podstawie pomiaru
intensywnosci fluorescencji komorek w hodowli komorkowej przed i po inkubacji), ze jego
akumulacja w komorkach nowotworowych jest o ok. 2,67 razy wieksza w poréwnaniu
do komorek prawidlowych. W kolejnym etapie przeprowadzono badania, ktérych celem
bylo okreslenie wtasciwosci fizykochemicznych nanopowlok po dowigzaniu do ich
powierzchni aptameru AS1411. Charakteryzacje te oparto o pomiary widm absorpcji,
obrazowanie TEM i analize¢ DLS. Na ich podstawie potwierdzono dowigzanie ligandu do
powierzchni, okreslono srednice hydrodynamiczng 1 potencjat zeta uzyskanych nanoczastek.
Ponadto przeprowadzono doswiadczenie oceniajace zdolno$¢ bioreceptoréw przytaczonych
do powierzchni HGN do selektywnego wigzania z docelowa molekuts. W tym celu
wykorzystano technike rezonansu plazmondéw powierzchniowych (ang. surface plasmon
resonance, SPR) do zbadania oddziatywania nanokoniugatu z komplementarng sekwencja
DNA unieruchomiong na przetworniku SPR. Dla tego modelowego uktadu potwierdzono
silne plazmonowe sprze¢zenie pasma LSPR nanoczastek (wysoka wartos¢ odpowiedzi SPR)
zaimmobilizowanych do powierzchni przetwornika, ktore to zdecydowanie przewyzszato
warto$¢ uzyskang dla wolnej postaci aptameru. Natomiast, aby sprawdzi¢ wplyw
niespecyficznych interakcji w oddziatywaniu z docelowym biatkiem, przeprowadzono

analogiczne badania dla koniugatu nanoczgstka-aptamer (0 losowej sekwencji i zblizonej

22



dr inz. llona Grabowska-Jadach Autoreferat (2PL)

dhugosci). Uzyskane nanoczastki charakteryzowaly si¢ wysoka wydajnoscia konwersji
fototermicznej (ponad 85%), cO przewyisza znacznie wartosci uzyskiwane dla
nanoczastek zlota o innych ksztaltach (dane literaturowe i badania wlasne). W kolejnym
etapie oceniono cytotoksyczno$¢ nanoczastek w wybranym zakresie stezen i przeprowadzono
PTT na wybranych liniach komérkowych. Opracowano specjalng procedur¢ odmywania
nanoczastek, tak aby obserwowac jedynie efekt termiczny pochodzacy od nanopowlok zlota,
ktore oddziatywuja z komorkami (wniknely do ich wnetrza lub dowigzaly si¢ do ich
powierzchni). Warto podkreslic, ze w wiekszosci opublikowanych badan in vitro nie jest to
uwzgledniane. W zwigzku z tym, dokonywana w nich ocena efektywnosci przeprowadzone;j
procedury terapeutycznej nie jest wiarygodna. Poza tym wowczas nie jest mozliwe
sprawdzenie, w jakim stopniu ligandy znajdujace si¢ na powierzchni nanoczastek, wplywaja
na selektywno$¢ ich oddziatlywania z komérkami nowotworowymi. Najwigkszg roéznice w
zywotnosci komorek prawidtlowych i nowotworowych po przeprowadzonej procedurze
terapeutycznej uzyskano dla stezen z zakresu 50-75 puM, co pozwolito ustali¢, ze takie

stezenia nanokoniugatoéw moglyby potencjalnie by¢ stosowane w warunkach in vivo.

W moich badaniach zwigzanych z aplikacja nanopowlok zlota w terapii
fototermicznej, w celu uzyskania efektywniejszego oddzialywania nanoczastek z komorkami
nowotworowymi stosowatam rowniez modyfikacje powierzchni ztota aptamerem DNA
(5-GCA GTT GAT CCT TTG GAT ACC CTG G-(CH)6-SH-3") skierowanym przeciwko
mucynie 1 (publikacja H10 - Kalinowska D., Grabowska-Jadach 1. P<, Liwinska M., Drozd
M., Pietrzak M., Dybko A., Brzozka Z., Studies on effectiveness of PTT on 3D tumor model

under microfluidic conditions using aptamer-modified nanoshells,  Biosensors and
Bioelectronics 126 (2018) 214). Mucyna 1 (MUC1) to bialko, ktore odgrywa role
W sygnalizacji wewnatrzkomorkowej. W zwiazku z tym, ze stwierdzono jego nadmierng
ekspresje, nieprawidlowa lokalizacje wewnatrzkomoérkowsa i zmiang w glikozylacji w wielu
typach komorek nowotworowych (np. komorkach pluc 1 piersi) stala si¢ ona celem réznych
strategii  leczenia  przeciwnowotworowego (immunoterapia, radioterapia, terapia
fotodynamiczna). Jednakze dotychczas nie prowadzono badan nad mozliwoscia
wykorzystania nanokoniugatow GNS-MUCI1 jako czynnikéw fototermicznych w PTT.
Zalezalo mi na tym, aby dokona¢ oceny efektywnosci procedury terapeutycznej
w warunkach, ktore najlepiej odzwierciedlatyby sytuacje panujgca in vivo. W zwigzku z tym,
przeprowadzitam badania na tréjwymiarowym modelu hodowli komorkowej -

wielokomoérkowych sferoidach z wykorzystaniem systeméw lab-on-a-chip. Dotychczas nie
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byly wykonywane badania, w ktérych ten rodzaj terapii prowadzono na sferoidach
z wykorzystaniem mikrosystemu przeplywowego. Takie polgczenie badan na modelu
wczesnego stadium guza nowotworowego (podobna morfologia, wystepowanie gradientow
tlenu i metabolitow, interakcje komorkowe i kinetyka wzrostu komoérek w sferoidach
podobne do nieunaczynionego guza) w warunkach mikroprzeptywowych pozwoli w
wickszym stopniu przewidzie¢ odpowiedz organizmu na zastosowang metode leczenia.
Uzyskane na drodze galwanicznej wymiany nanopowtoki zlota, po dowigzaniu do ich
powierzchni aptameru swoistego wobec MUC-1, zostaly scharakteryzowane pod katem
wiasciwosci fizykochemicznych i fototermicznych (Rys. 5).
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Rys. 5 a) Schemat modyfikacji powierzchni nanopowtok ztota, b) krzywe absorpcji przed i
po modyfikacji powierzchni nanoczastek, ¢) zmiany temperatury roztworu nanoczgstek
rejestrowane po naswietleniu promieniowaniem z zakresu bliskiej podczerwieni

[na podstawie H10].

W kolejnym etapie prowadzonych prac nanopowtoki ztota zastosowano w PTT i oceniono
efektywno$¢ przeprowadzonej z ich udziatem procedury terapeutycznej. Badania te
wykonano na 4 wybranych liniach komoérkowych, sprawdzono w nich wptyw jedno- i
dwukrotnego naswietlania. W efekcie przeprowadzonej procedury PTT uzyskano istotne
zmniejszenie si¢ rozmiardw sferoidow komoérek nowotworowych, najwigksze zmiany

(skutecznos¢ terapii) uzyskano dla sferoidow komoérek nowotworowych piersi (MCF-7).
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W dalszym etapie prowadzonych badan zalezalo mi na sprawdzeniu, czy inne
nanomaterialty moga stanowi¢ alternatywe¢ dla nanoczastek ztota i by¢ wykorzystywane jako
czynniki fototermiczne w PTT. W zwigzku ze wspolpraca z dr hab. inz. Agnieszka
Jastrzgbska (Zaktad Materialow Ceramicznych i Polimerowych, PW), ktora to zajmuje si¢
syntezg i modyfikacja powierzchni r6znych nanomateriatow, postanowitam sprawdzi¢ czy
nanoczastki TiC (nanomaterial z grupy MXendéw) bedg atrakcyjnym nanomaterialem z
punktu widzenia aplikacji w tej metodzie leczenia nowotworéw (publikacja H11l -
Szuplewska A., Kulpinska D., Dybko A., Jastrzgbska A., Wojciechowski T., Rozmystowska
A., Chudy M., Grabowska-Jadach I., Ziemkowska W., Brzozka Z., Olszyna A., 2D Ti,C

(MXene) as a novel highly efficient and selective agent for photothermal therapy, Materials

Science and Engineering C 98 (2019) 874). MXeny, tak jak i grafen, nalezg do grupy
nanomateriatdw dwuwymiarowych. Warto podkresli¢, ze w chwili gdy planowano badania
opisane w publikacji (H11) niewiele byto prac, w ktorych nanoczastki z grupy MXenow
bytyby wykorzystywane w PTT (byto ich zaledwie 5 i dotyczyty one nanostruktur o innym
sktadzie). Po syntezie Ti,C powierzchnia nanomaterialu zostalta zmodyfikowana z
wykorzystaniem PEG. Pokrycie powierzchni hydrofilowym polimerem, w przypadku
biomedycznych aplikacji nanomateriatu, ma na celu wydtuzenie czasu cyrkulacji we krwi
(minimalizacja opsonizacji, zmniejszenie wychwytu przez makrofagi oraz zapobieganie
degradacji ~ wuktadzie siateczkowo-$rodblonkowym).  Parametry  fizykochemiczne
nanomateriatu po modyfikacji — Ti,C_PEG zostaly wyznaczone przy wykorzystaniu technik
takich jak: DLS, SEM, XPS, HREM. W badaniach in vitro prowadzonych na czterech
wybranych liniach komoérkowych, byly to te same linie, ktore wczesniej stosowalam w
badaniach aktywno$ci QDs i GNS, oceniono biokompatybilno$¢ nanomateriatu. Okreslono
jego cytotoksyczno$¢ z wykorzystaniem testu MTT po 24 i 48h inkubacji. Ponadto
prowadzono obserwacj¢ mikroskopowa, aby sprawdzi¢ czy obecno$¢ nanomaterialu w
pozywce hodowlanej wplywa na zmian¢ morfologii komorek. Zauwazono, ze dla pewnych
stezen zywotno$¢ komorek nowotworowych jest nizsza niz komorek prawidlowych (wyniki
analizowano dla komorek izolowanych ztego samego organu, np. MCF-10a i MCF-7).
W oparciu 0 zdjgcia wykonane z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego, stwierdzono
r6ézne powinowactwo badanego nanomateriatu do komorek (MXen zlokalizowany glownie na
powierzchni komorek nowotworowych). Aby zaproponowaé potencjalny mechanizm
dziatania Ti,C_PEG okreslono poziom wewngtrzkomorkowych reaktywnych form tlenu
w zalezno$ci od czasu inkubacji 1 stgzenia nanomaterialtu w hodowli komorkowe;.

Stwierdzono wzrost poziomu ROS (po 24h inkubacji) dla obu linii komorek
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nowotworowych, jednakze dla komorek nowotworowych skoéry (A375) byt on 2,5 razy
wigkszy niz dla komoérek nowotworowych piersi (MCF-7). Przyczyng tej roznicy
wytlumaczono innym tempem procesOw wewnatrzkomérkowych (czas podwojenia -
parametr okres$lajacy kinetyke procesow wewnatrzkomérkowych i tempo proliferacji dla
A375 wynosi okoto 6-12 godzin, natomiast dla MCF-7 24h). Co ciekawe, nie
zaobserwowano zmian poziomu ROS w komoérkach prawidtowych. W kolejnym etapie prac
oceniono wydajnos¢ konwersji fototermicznej nanoczgstek Ti,C_PEG (87,1%). Warto$¢ ta
jest zblizona do tej, ktorg uzyskano dla nanopowtok ztota. Skutecznos¢ procedury terapii
fototermicznej przy uzyciu Ti,C_PEG, zuwzglednieniem opracowanej przeze mnie
procedury odmywania nanoczastek, badano po 24h inkubacji hodowli komorkowej z ro6znymi
stezeniami nanomaterialu i przeprowadzeniu naswietlaniem laserem (808 nm). Parametry
procedury terapeutycznej dobrane byly w oparciu o wcze$niejsze moje doswiadczenia
uzyskane podczas stosowania nanoczastek ztota w PTT. Odnotowano znaczace zmniejszenie
zywotnosci  komoérek nowotworowych, ktore przypisano synergicznemu  efektowi
fotodynamicznemu (stres oksydacyjny) i fototermicznemu. Uznano, ze ten rodzaj terapii
moze by¢ skutecznym sposobem leczenia nowotworow skory (wyniki uzyskane dla linii

nowotworowej - A375).

Podsumowanie

Prowadzone przeze mnie prace miaty na celu wykorzystanie unikalnych wtasciwosci
réznorodnych nanoczgstek w potaczeniu z mozliwoscig modyfikacji ich wysoce rozwinigtej
powierzchni, ktére umozliwialoby wykorzystanie nanomateriatu w bioobrazowaniu lub
terapii nowotworow. W prowadzonych badaniach wykazatam zaleznosci pomigdzy
parametrami fizykochemicznymi nanoczastek, a ich odzialywaniem na organizmy zywe.

W ramach przeprowadzonych prac:

- opracowano metodyki modyfikacji powierzchni kropek kwantowych typu rdzen-
powloka na drodze przeniesienia migdzyfazowego z wykorzystaniem szeregu nowych,
hydrofilowych ligandéw. Zaproponowane zwiazki, ktoére nie byly dotychczas stosowane
jako stabilizatory powierzchni kropek kwantowych (m.in. pochodne hiperrozgatezionego
poliglicydolu oraz tiolowe i ditiokarbaminianowe analogi glukozy), pozwolity na otrzymanie
stabilnych koloidalnie nanostruktur o wiasciwosciach biomimetycznych. Uzyskanie

wodnych roztwordow fluorescencyjnych QDs umozliwia ich zastosowanie w obrazowaniu
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komorkowym (w badaniach potwierdzono stabilno$¢ otrzymanych nanoczastek w roztworach

pozywek hodowlanych);

- zbadano wptyw wybranych parametrow fizykochemicznych kropek kwantowych (sktad
rdzenia i jego rozmiar, obecnos$¢ otoczki lub jej brak, wielkos$¢ ligandu) na cytotoksycznosé
nanoczastek, a takze wyznaczono parametr 1Cso. Uzyskano w rezultacie zaleznos$ci, ktore
umozliwiajg zaprojektowanie i otrzymanie nietoksycznych nanoczastek przeznaczonych

do obrazowania biologicznego;

- okreslono aktywno$¢ biologiczng nanoczastek i porownano ja w badaniach
przeprowadzonych na dwoch modelach komérkowych (monowarstwa komorek - 2D i
wielokomoérkowe sferoidy - 3D). Do tej pory niewiele jest doniesien literaturowych na temat
badan, w ktorych cytotoksycznos¢ kropek kwantowych okreslano z wykorzystaniem
trojwymiarowych hodowli komorkowych (te ktore sg, dotyczg jedynie badan w makroskali).
Badania przeprowadzone przeze mnie na wielokomorkowych sferoidach (jest to jedyna
publikacja, w ktorej oceniono cytotoksycznos¢ QDs na sferoidach z wykorzystaniem
mikrosystemu przeptywowego) umozliwily stwierdzenie, Ze wyniki uzyskiwane na
modelach 2D s3 przeszacowane (Wyznaczana cytotoksycznos$¢ jest wigksza niz ta, ktora

otrzymuje si¢ w doswiadczeniach prowadzonych na hodowlach komérkowych 3D);

- zmodyfikowano konstrukcje mikrosystemu lab-on-a-chip dzigki czemu opracowano
narzedzie, ktore umozliwia prowadzenie obserwacji mikroskopowej charakteryzujacej
sie wysokim kontrastem i rozdzielczoscia (mikrosystem kompatybilny z mikroskopem
konfokalnym). Wykorzystanie mikrosystemu umozliwito dokonanie oceny morfologii
komérek i akumulacji w nich kropek kwantowych oraz rownoczesne zbadanie
cytotoksycznosci nanomaterialu. W literaturze naukowej brak jest informacji na temat tego

typu urzadzenia stosowanego w badaniach wlasciwosci nanomateriatow;

- wykorzystano metode elektroporacji, w celu wspomaganego dostarczania nanomateriatu do
komorek, dzigki czemu zbadano wplyw S$rodowiska wewnatrzkomérkowego na
cytotoksyczno$¢ kropek kwantowych (stabilno$¢ nanomateriatu). Jest to jedyna praca,
w ktorej zbadano i porownano wptyw srodowiska wewnatrz- i zewnatrzkomorkowego na

aktywnos$¢ biologiczng wybranych nanoczastek;

- przeprowadzono badania, w ktoérych wykorzystano nanomaterial w roli nosnika leku,

dzieki czemu uzyskano wzrost wydajnosci jego transportu i dodatkowo zabezpieczono
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lek przed degradacja, a wykorzystanie fluorescencyjnych wiasciwosci nosnika (kropek

kwantowych) umozliwito $ledzenie wnikania otrzymanych nanokoniugatéw do komorek;

- opracowano nowe czynniki fototermiczne — nanopowloki zlota o powierzchni
modyfikowanej aptamerami (swoistymi wobec MUC-1 i nukleoliny) charakteryzujacymi
si¢ wysokim stopniem konwersji energii termicznej (powyzej 85%) i zwi¢kszonym
stopniem akumulacji w komorkach nowotworowych (jest to jedyne doniesienie
literaturowe na temat zastosowania nanopowlok zlota modyfikowanych wybranymi

aptamerami w terapii fototermicznej);

- przeprowadzono i okreslono skuteczno$¢ procedury terapeutycznej (terapia
fototermiczna) z wykorzystaniem réznych nanomaterialéw (GNS-MUC1, GNS-AS1411,
Ti,C_PEG). W badaniach tych opracowano i stosowano procedur¢e odmywania
nanoczastek, co umozliwito obserwowanie rzeczywistego efektu termicznego, ktory
pochodzi od nanoczastek oddzialywujacych z komoérkami. Warto podkresli¢, ze w wiekszoS$ci
opublikowanych badan in vitro nie jest to uwzgledniane. Badania zostaly roéwniez
przeprowadzone na  wielkomorkowych  sferoidach  (model wczesnego  stadium
nieunaczynionego guza nowotworowego) z wykorzystaniem mikrosystemu. W literaturze
naukowej nie ma informacji na temat prac, w ktorych ten rodzaj terapii badano na
sferoidach z wykorzystaniem mikrosystemu przeplywowego (jest to jedyna taka praca,
poswiecona ocenie skutecznos$ci procedury PTT, ktorg prowadzono w mikrosystemie

przeplywowym).
Obecne i przyszle prace badawcze

Obecnie, swojg uwage koncentruj¢ przede wszystkim na badaniu i zastosowaniu
wspomaganego transportu substancji aktywnych farmakologicznie do komorek. W ramach
tych prac opracowywany jest mikrosystem do prowadzenia elektroporacji sferoidow (brak
doniesien literaturowych na temat takiego urzadzenia). Bedzie on wykorzystywany przy
poszukiwaniu nowych substancji o aktywnosci przeciwnowotworowej, ktore moglyby byc
wykorzystywane w elektrochemioterapii. W oparciu 0 wyniki badan przeprowadzonych na
trojwymiarowym modelu mozliwe bedzie nie tylko wyselekcjonowanie zwigzkow, ktore
wykazuja aktywnos$¢ cytostatyczng (potencjalne leki), ale rowniez opracowanie procedur
terapeutycznych prowadzonych przy ich uzyciu. Prowadze rowniez badania majace na celu

opracowanie wielofunkcyjnych koniugatow nanoczastek tlenku zelaza powlekanych warstwa
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ztota z modyfikowana powierzchnig. Takie nanoczastki petiltyby zaréwno funkcje
diagnostyczng, jak i terapeutyczng ze wzgledu na posiadane wilasciwosci magnetyczne i
zdolno$¢ konwersji fototermicznej. Nanokoniugaty zbudowane z tlenku Zzelaza i ztota
umozliwityby lokalizacje w ciele pacjenta obszaru objetego procesem chorobowym oraz

podjecie leczenia dzigki rownoczesnemu dostarczeniu w to miejsce czynnika fototermiczego.
5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Poza badaniami przedstawionymi w jednotematycznym cyklu publikacji, moje
zainteresowania naukowe dotyczyly miedzy innymi opracowywania i wykorzystywania
mikrosystemow, jako narzgdzi do prowadzenia analizy chemicznej i biochemicznej. Byta to
naturalna kontynuacja badan, ktore stanowily podstawe mojej rozprawy doktorskie;j.
W pracach tych wykorzystywatam swoje doswiadczenie i wiedz¢ zdobyta w zakresie
projektowania systemow lab-on-a-chip, wytwarzania mikrostruktur w réznych
materialach oraz stosowania optycznych i elektrochemicznych metod detekcji. W tym
okresie bratam rowniez udzial w przygotowywaniu dwoch artykuldw przegladowych
(’Potentiometric studies and various applications of solid state electrodes based on silicon
and epoxy glass structures — an overview”, ”Miniaturized tools and devices for bioanalytical
applications: an overview”) oraz bylam wspoétautorkg 5 rozdziatbw w monografiach
i skryptach. W zwiazku zkorzySciami ptynagcymi z zastosowania mikrosystemow
w badaniach in vitro, moja uwaga skupita si¢ rowniez na mozliwosci ich wykorzystania,
w celu uzyskiwania roéznych modeli hodowli komorkowej oraz w badaniu wptywu
wzajemnych interakcji komorkowych na proliferacje komodrek i efektywno$¢ terapii
przeciwnowotworowej. W tym czasie bralam udzial w kilku szkoleniach, m. in. z zakresu
hodowli komorkowej, wykorzystania techniki cytometrii przeptywowej w analizie
parametrow pojedynczych komorek oraz stosowania obrazowania mikroskopowego
w badaniach in vitro.

W obszarze moich naukowych zainteresowan znajdowaly si¢ takze nanomateriaty.
Majac $wiadomo$¢ tego, ze ich zastosowanie w bioanalizie wymaga poznania ich
wilasciwosci 1 okre§lenia, w jakim stopniu sg one skorelowane z oddziatywaniem na
organizmy zywe, zaplanowatam badania, ktére miatly umozliwi¢ zdobycie tej wiedzy.
Przygotowany przeze mnie projekt uzyskat finansowanie NCN a cze$¢ prac, ktore byty

prowadzone podczas jego realizacji opisatam w punkcie 4 autoreferatu.
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Jako wspotwykonawca, bior¢ rowniez udzial w badaniach, w ktorych do charakteryzacji
nanomaterialdéw wykorzystywane sg sprzezone techniki analityczne. Te prace realizowane sg
w Katedrze Chemii Analitycznej PW ramach projektu OPUS: ”Metodyki analityczne do
badania  specjacji  wewngtrzkomorkowej  metalonanomateriatéw  terapeutyczno-
diagnostycznych: opracowanie, optymalizacja i zastosowanie in-vitro” we wspotpracy
z grupg profesora Andrei Timerbaeva z Moskwy (Vernadsky Institute of Geochemistry and
Analytical Chemistry). Dotychczasowe wyniki przeprowadzonych badan opisane zostaty

w dwéch manuskryptach (Kruszewska J., Kur A., Kalinowska D., Grabowska-Jadach 1.,

Matczuk M., Keppler B.K., Timerbaev A., Jarosz M., ”An improved protocol for in-vitro
assessment of the cellular uptake of metal-based nanoparticles”, Kruszewska J., Matczuk M.,

Skorupska S., Grabowska-Jadach 1., Pérez Hernandez E., Timerbaev A., Jarosz M.,

”Characterization of quantum dots in cancer cytosol using ICP-MS-based combined
techniques™) obecnie znajdujacych si¢ w recenzji.

W ostatnim czasie, swoje zainteresowania badawcze skupiam takze na mozliwosci
wykorzystania wspomaganego transportu lekéw, w celu poprawy efektywnosci
chemioterapii. Takg forme terapii nazywa si¢ elektrochemioterapia a dzieki wykorzystaniu
w niej metody elektroporacji uzyskuje sie zwigkszenie efektywnosci dostarczania
cytostatykoéw do komodrek nowotworowych. Taka terapia pozwolitaby ograniczy¢ efekty
uboczne dziatania cytostatykow i moglaby by¢ stosowana wowczas, gdy stanowig one
wyrazne przeciwskazanie do podjecia konwencjonalnego leczenia chorego. Wstgpne prace

dotyczace tej tematyki zawarlam w dwoch artykutach, ktore sa obecnie w recenzji

(Skorupska S., Grabowska-Jadach I. DX, “Studies on effectiveness of chemotherapy

supported by calcium ions and electroporation”, Skorupska S., Grabowska-Jadach 1. D4,

”Enhanced drug delivery with application of electroporation method — studies on 3D tumor

model”).
Nlona Graoisho ?&“!

30




