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Streszczenie Rozprawy Doktorskiej

Zastosowanie technik tgczonych z detekcjqg spektrometrii mas z jonizacjq w plazmie
sprzezonej indukcyjnie do badania uktadéw typu nanonosnik —cisplatyna

mgr inz. Anna Maria Wréblewska

Szkota Doktorska Politechniki Warszawskiej
Katedra Chemii Analitycznej, Wydziat Chemiczny, Politechnika Warszawska

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), druga najczestsza przyczyna $mierci
wsrod spoleczenstwa sg choroby nowotworowe, ktorych leczenie czgsto uwzglednia
chemioterapi¢ z wykorzystaniem cytotoksycznych lekow nalezacych do grupy zwigzkow
kompleksowych opartych na atomie platyny, m.in. cisplatyny. Lek ten, pomimo szerokiego
zastosowania, nie dziala selektywnie w stosunku do komdérek nowotworowych, co skutkuje
licznymi powaznymi efektami ubocznymi terapii oraz inicjowaniem lekoopornosci.
Obiecujacym rozwigzaniem tych probleméw jest selektywne transportowanie cisplatyny
bezposrednio do komorek nowotworowych za pomocg rdéznych nanomateriatdéw, uzywanych
jako no$niki. Zadaniem tworzonych w tym celu ukladow nanonos$nik—lek
przeciwnowotworowy, okreslanych systemami dostarczania lekow przeciwnowotworowych
(DDS), jest takze wydtuzenie czasu cyrkulacji leku przeciwnowotworowego w krwioobiegu
oraz spowolnienie jego zmian metabolicznych poprzez ograniczone oddzialywania z biatkami.
Sprzyja to zmniejszeniu stosowanej dotychczas dawki leku przy jednoczesnym zwigkszeniu
jego dostepnosci biologicznej 1 w rezultacie poprawie skuteczno$ci terapii.

Istotnym jest zatem zaproponowanie metody otrzymywania stabilnych uktadéw
nanono$nik—cisplatyna, wykorzystujacych bezpieczne nanomateriaty i charakteryzujace si¢
duzym wspotczynnikiem wigzania leku. Ma na to wplyw zaréwno forma leku, jak tez sposob
przygotowania nosnika (w przypadku nanono$nikow organicznych) oraz modyfikacja jego
powierzchni (w przypadku nanono$nikow metalicznych). Z kolei okreslenie wydajnosci
(zwlaszcza wigzania/kapsutkowania leku) i kinetyki tworzenia DDS wymaga zastosowania
odpowiednich narzgdzi analitycznych. Mimo, ze znanych jest wiele roznorodnych metodyk
otrzymywania DDS, nie zaproponowano dotychczas wystarczajaco skutecznych metod
analitycznych do bezposredniego, jako$ciowego 1 iloSciowego monitorowania wymienionych
parametrow. Aby je wyznaczy¢, autorzy stosuja czg¢sto wiele komplementarnych metod, ktore
wcigz nie pozwalajg na precyzyjne i selektywne badanie DDS, mimo ze powinno ono zaktadaé
monitorowanie zarowno produktu koncowego (DDS), jak i nieprzereagowanych substratow
obecnych w tej samej mieszaninie. Ten sposob charakteryzowania tworzonych systemow jest
mozliwy dzigki zastosowaniu tzw. technik Iaczonych, ktére stanowia potaczenie
wysokosprawnych modutéow rozdzielania (np. strefowa elektroforeza kapilarna, CZE,
lub wysokosprawna chromatografia cieczowa, HPLC) z czulymi detektorami takimi jak
spektrometry mas (np. spektrometr mas z jonizacja w plazmie indukcyjnie sprze¢zonej, ICP-
MS). Chociaz idea uzyteczno$ci 1 wielu mozliwosci aplikacyjnych tych technik jest znana,
sg one dotad rzadko uzywane w celu badania DDS.



Niniejsza Rozprawa Doktorska poswigcona jest opracowaniu metod analitycznych
wykorzystujacych  techniki  taczone CZE-ICP-MS i/lub HPLC-ICP-MS  stuzace
bezposredniemu monitorowaniu otrzymywania DDS (zwlaszcza uktadéw nanono$nik—
cisplatyna) jako potencjalnych produktow leczniczych w sposob jakosciowy i iloSciowy
podczas jednej analizy. Mozliwos¢ zupetnego rozdzielania, identyfikacji 1 oznaczenia
poszczegoOlnych sktadnikow obecnych w catosci mieszaniny reakcyjnej powala wyznaczy¢
kluczowe parametry DDS, jak wydajnos¢ wigzania leku czy jego stabilnos¢. Nalezy jednak
zaznaczy€, ze nie jest mozliwe opracowanie jednego uniwersalnego narzedzia analitycznego
do badania kazdego rodzaju DDS, co wynika z ré6znorodnosci nanomateriatéw stosowanych
jako no$niki i ograniczonych mozliwosci aparatury badawczej. W zwigzku z tym, w Rozprawie
przedstawiono dwa postepowania analityczne, kazde z udzialem innego typu systemoéw
dostarczania cisplatyny. Drugim aspektem badan prowadzonych w ramach Rozprawy byto
opracowanie prostych metod otrzymywania DDS. Do ich przygotowania uzyto nanomateriatow
okreslanych jako nietoksyczne 1 charakteryzujagcych si¢ jednocze$nie odmiennymi
wlasciwosciami fizyko-chemicznymi, sposobem wigzania cisplatyny, budowa chemiczna
i struktura: nanoczastek zlota (AuNPs) 1 liposoméw nalezacych kolejno do grup
nanomateriatow metalicznych i organicznych.

Waznym aspektem analitycznym stanowigcym zalozenie wyj$ciowe podejmowanych
dziatah bylo przygotowanie i analiza DDS w warunkach jak najbardziej zblizonych do
fizjologicznych pod wzgledem skladu i pH stosowanych buforéw. Pozwala to unikngé
potencjalnej destabilizacji DDS po wprowadzeniu do uktadu krwiono$nego pacjenta. Trudnym
1 réwnie istotnym aspektem prac byto przygotowanie metod analitycznych do pdzniejszych
badan stabilnosci tworzonych uktadéw w obecnosci biatek surowiczych i ich wzajemnych
oddziatywan. Niezwykle uzytecznym okazato si¢ zastosowanie tzw. tandemowej spektrometrii
mas ICP (ICP-MS/MS), ktéra pozwolita na ograniczenie wptywu licznych interferencji
spektralnych na oznaczanie tzw. ,,problematycznych analitycznie pierwiastkow”, w tym siarki,
bedacej pierwiastkiem charakterystycznym (tzw. markerem/znacznikiem) bialek. Dotychczas
nie przedstawiono badan nt. oddzialywan DDS z bialkami surowiczymi, w ktérych
monitorowano jednocze$nie markery metaloleku, nosnika i biatek. Co wigcej, dzigki
zastosowaniu [ICP-MS/MS mozliwe bylo przeprowadzenie badan rowniez z udziatem
liposomoéw, ktorych markerem jest fosfor.

Prace badawcze rozpoczeto od wyboru odpowiedniego modulu rozdzielania
sprzgzonego z ICP-MS, ktory pozwolil na pelne rozdzielenie sygnatow odpowiadajacych
poszczegolnym sktadnikom probki DDS. Majac to na celu opracowano i optymalizowano
metody analityczne, oparte kolejno na technice HPLC-ICP-MS(/MS) i CZE-ICP-MS/MS.
Na podstawie prowadzonych réwnolegle pomiaréw probek — uktadow AuNP—cisplatyna —
okreslono, ze znacznie wigkszymi warto$ciami parametru rozdzielczo$ci charakteryzowata sig
metoda wykorzystujaca rozdzielanie elektroforetyczne. Przeciwnie niz w przypadku metod
HPLC-ICP-MS(/MS), pomiary wykonane za pomocg metody CZE-ICP-MS/MS, umozliwity
identyfikacj¢ 1 oznaczenie wszystkich form leku i no$nika.

Kolejnym krokiem bylo otrzymywanie ukladow o mozliwie najwiekszym stopniu
przytaczania  cisplatyny.  Dzigki  zoptymalizowanej  metodzie = CZE-ICP-MS/MS
zweryfikowano, ze istotny wptyw na wydajno$¢ wigzania tego leku do nosnika maja: rodzaj



modyfikacji powierzchni AuNPs, uzyta forma leku, czas inkubacji mieszaniny oraz stosunek
molowy obu substratow.

Prace zwigzane z tworzeniem systemow liposom—cisplatyna, z uwagi na odmienny
charakter no$nika, wymagaty opracowania i zoptymalizowania nowej metody analitycznej
oparte] na technice CZE-ICP-MS/MS. Kluczowe bylo tu stosowanie buforow i innych
odczynnikow, ktore w swoim sktadzie oprocz atoméw S nie zawieraly takze atomow fosforu,
poniewaz uniemozliwitoby to monitorowanie liposoméw (fosfolipidowych nanopecherzykow).
Duza trudno$cia bylo zaproponowanie odpowiedniego postepowania analitycznego,
prowadzacego do otrzymywania samych no$nikdw oraz wydajnego kapsutkowania w nich
cisplatyny. W oparciu o liczne analizy z udziatem zoptymalizowanej metody CZE-ICP-MS/MS
wykazano, ze w celu otrzymywania liposoméw z powodzeniem mozna zastosowaé prostg
metode ,,wstrzykiwania etanolu”, a na stopien ich zakapsutkowania cisplatyng wptywaé¢ mozna
poprzez zmiang sktadu (rodzaju uzytych fosfolipidow) oraz zastosowanie dodatkowej operacji
laboratoryjnej, jaka byto cykliczne zamrazanie i rozmrazanie zawiesiny.

Za pomocg metody CZE-ICP-MS/MS przeprowadzono takze badania stabilno$ci polaczen
liposom—cisplatyna w obecnosci modelowego biatka surowiczego stosowanego czesto jako
tzw. czynnik kierunkujacy DDS do komodrek nowotworowych — transferyny. Na ich podstawie
stwierdzono, ze obecnos¢ transferyny w mieszaninie nie powodowata destabilizacji uktadow.
Nie zaobserwowano takze przylaczania si¢ tego biatka do DDS, co oznacza, ze w przypadku
badanej nanoformulacji transferyna nie moze petnié¢ funkcji czynnika kierunkujacego.

Podczas badan zwigzanych z tworzeniem DDS niezwykle wazne jest stosowanie
wszechstronnych narzedzi analitycznych, ktére umozliwia monitorowanie i1 oznaczanie
zarowno form leku, jak i nos$nika. Przedstawione w niniejszej Rozprawie badania ukazujg duzg
uzyteczno$¢ w tym zakresie techniki faczonej CZE-ICP-MS/MS. Opracowane na jej podstawie
1 nastepnie zoptymalizowane metody analityczne umozliwily badania systemow dostarczania
cisplatyny wykorzystujacych rézne nanomaterialy — AuNPs i liposomy. Za pomocg metody
CZE-ICP-MS/MS nie tylko potwierdzono otrzymywanie tych uktadow, lecz takze okreslono
wpltyw poszczegoélnych parametrow procesu ich przygotowania na wydajnos¢ wigzania
cisplatyny. Ponadto, przygotowane narzgdzia analityczne umozliwily oceng stabilnos$ci
uktadéw 1 obserwowanie ich ewentualnych zmian na skutek oddzialywan z biatkami
w warunkach ztozonych matryc biologicznych. Takie zastosowanie opracowanych narzedzi ma
kluczowe znaczenie w kontek$cie opracowania skutecznych nanoformulacji o potencjalnym
zastosowaniu klinicznym.

Stowa kluczowe: systemy dostarczania lekow, cisplatyna, nanoczastki zlota, liposomy,
nanomedycyna, techniki taczone, elektroforeza kapilarna, HPLC, ICP-MS, tandemowa
spektrometria mas, CE-ICP-MS, HPLC-ICP-MS
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Summary of the Doctoral Thesis

The application of hyphenated techniques involving isotopically-specific tandem
mass spectrometry-based detection in the investigation of nanocarrier-cisplatin
systems

M.Sc. Eng. Anna Maria Wréblewska

Doctoral School of Warsaw University of Technology
Chair of Analytical Chemistry, Faculty of Chemistry, Warsaw University of Technology

According to the World Health Organization (WHO), the second most common cause
of death in society is cancer. Its treatment often includes chemotherapy with cytotoxic drugs,
which belong to the group of coordination compounds based on the platinum atom. The most
known and widely used representative of this class of compounds is cisplatin. The main
limitations of its use in cancer treatment are (i) lack of selectivity towards cancerous targets,
which, along with highly cytotoxic properties, results in numerous severe side effects, and (i7)
observed drug resistance. Those features contribute to the restricted application and
effectiveness of cisplatin. The auspicious way to overcome the mentioned obstacles and fight
cancer is to ensure selective and effective transportation of cisplatin directly to cancer cells
using various nanomaterials as nanovehicles. A combination of nanocarrier and anticancer
drugs is described as anticancer drug delivery systems (DDS). The essential advantages of DDS
application in cancer treatment are the possibility of (i) extending anticancer drug circulation
time in the bloodstream and (i7) slowing down metabolic changes of anticancer drugs through
limited interactions with proteins. This way, standard doses of cytotoxic drugs applied in
classical chemotherapy can be significantly decreased. Moreover, selective transportation
of drug molecules helps increase the effectiveness of the anticancer therapy.

Therefore, proposing a method for obtaining stable nanocarrier—cisplatin systems based
on safe nanomaterials and characterized by a high drug binding coefficient is crucial. The latter
parameter can depend on the drug's form, the method of preparation of the carrier (especially
in the case of organic nanocarriers), and the modification of its surface (in the case of metallic
nanocarriers). In turn, to prepare DDS that feature satisfactory parameters in terms of medical
use, it is vital to determine the profile, efficiency (especially drug binding/encapsulation), and
kinetics of their formation. Such an approach requires the use of appropriate analytical tools.
Despite the advancement and diversity of DDS formation methodologies, effective methods
for direct, qualitative, and quantitative monitoring of these critical aspects are lacking.
To investigate them, authors often use complementary techniques that do not allow for precise
and selective DDS analysis. It should also be highlighted that in establishing DDS formation
parameters, there is a need to monitor not only the final product (DDS) but also all constituents
present in the probed mixture. This way of characterizing DDS is possible by employing
hyphenated techniques (HTs). HTs constitute the combination of high-performance separation
modules (e.g., capillary zone electrophoresis, CZE, or high-performance liquid
chromatography, HPLC) with sensitive and analyte-specific detectors such as mass
spectrometers (e.g., inductively coupled plasma ionization mass spectrometer, ICP-MS).
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Although the idea of operating and application possibilities of HTs is known, these techniques
have rarely been used to study DDS.

The primary purpose of the Doctoral Dissertation is the development of analytical
methods using HTs, such as CZE-ICP-MS and HPLC-ICP-MS techniques for direct,
qualitative, and quantitative monitoring of DDS formation profile (especially nanocarrier—
cisplatin systems) during one analysis. The possibility of separation, identification,
and determination of the sample's particular components allows for establishing crucial DDS
parameters, namely drug binding efficiency and stability. Nevertheless, it should be noted that
it is not possible to develop one universal analytical tool for testing every type of DDS since it
results from the variety of types and diverse properties of nanomaterials used as carriers, various
properties of anticancer drugs, and limited capabilities of the research equipment. Therefore,
the Dissertation presents two analytical procedures involving two different types of cisplatin
delivery systems concerning the kind of nanocarrier used. Moreover, their preparation was the
second aspect of the Dissertation. Herein, investigated DDS were prepared based on two types
of nanomaterials varying chemical properties, composition, and structure, as well as the way
of CDDP binding — non-toxic gold nanoparticles (AuNPs) and liposomes, which belong to the
groups of metallic and organic nanomaterials (respectively).

An essential analytical aspect taken into consideration from the beginning of the research
was the preparation and analysis of DDS in conditions that mimic the composition and pH
of the physiological buffering environment relevant to the conditions after intravenous
administration of DDS. Such an approach helps avoid the possible destabilization of DDS
caused by rapid changes in their environment. Another challenging and equally important
matter related to developed methods was the ability to verify the stability and possible
alterations of formed systems under physiological conditions (or under conditions mimicking
physiological), which feature the presence of proteins, including monitoring of DDS—proteins
interactions. Herein, the use of the inductively coupled plasma tandem mass spectrometry (ICP-
MS/MS) was essential since this technique allowed for a significant decreasing the impact
of numerous spectral interferences on the determination of the so-called "analytically
problematic elements", including sulfur (which is a characteristic element, marker, of proteins).
So far, in the scientific literature, no studies present the investigation of DDS interactions with
serum proteins by simultaneously monitoring metal-based drugs, nanocarriers, and protein
markers. Moreover, the application of ICP-MS/MS enabled the research involving liposomes
whose marker is phosphorus, an element challenging to monitor directly due to many spectral
interferences.

The research began by choosing an appropriate separation module coupled with ICP-
MS, which allows for the complete separation of signals corresponding to the individual
components of the DDS sample. For this purpose, two analytical methods (based on the HPLC-
ICP-MS/MS and CZE-ICP-MS/MS techniques, respectively) were developed and optimized.
These methods were evaluated primarily based on the resolution values. For this purpose,
AuNP—cisplatin systems' samples were probed in parallel using both analytical methods. Much
higher resolution values were obtained in the case of the method using electrophoretic
separation. Moreover, unlike in the case of the HPLC-ICP-MS method, the CZE-ICP-MS/MS
analytical method enabled the identification and determination of all forms of the drug
and carrier.
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The study's next step was to obtain DDS with the highest possible degree of cisplatin
incorporation. Thanks to the optimized CZE-ICP-MS/MS method, it was verified that the type
of functionalization of the AuNPs surface, the form of the used drug, the molar ratio of both
substrates (CDDP and AuNPs), and mixture incubation time have a significant impact on drug
binding efficiency.

Due to the different nature of the carrier, during research related to liposome-cisplatin
systems, a new analytical method based on the CZE-ICP-MS/MS technique was required to be
prepared and optimized. The principal aspect of this study stage was the application of buffers
and other reagents that should contain neither S nor phosphorus atoms (the presence of P would
make it impossible to monitor liposomes composed of phospholipids). Another difficulty that
should be mentioned was related to an appropriate analytical procedure leading to the
preparation of the carriers, which will feature efficient encapsulation of cisplatin in their
interior. Based on numerous analyses using the optimized CZE-ICP-MS/MS method, it was
demonstrated that a simple "ethanol injection" method can be successfully employed to obtain
liposomes, and the degree of their encapsulation with cisplatin can be influenced by changing
the composition (type of phospholipids used) and the use of additional operations, such as cyclic
freezing and thawing of the suspension. Again, to verify the application of the elaborated CZE-
ICP-MS/MS method in DDS stability studies, obtained liposome-cisplatin systems were tested
in the presence of transferrin, a representative human serum protein. Transferrin is often
proposed as a targeting ligand that directs DDS to cancer cells. Based on the performed
measurements, it was found that the presence of transferrin in the mixture did not cause the
destabilization of liposome—cisplatin systems. Moreover, it also did not attach to DDS (no Pt,
P, and S signals registered simultaneously were observed), which means that transferrin cannot
act as a targeting factor in the case of the tested nanoformulation.

In conclusion, it should be stated that using comprehensive analytical techniques
(especially HTs), which feature specificity towards analytes and low detection limits,
is essential in studies of DDS formation profiles. The research presented in this Dissertation
shows the usefulness of hyphenated techniques based on ICP-MS detection in this area,
especially the CZE-ICP-MS/MS technique. The developed and optimized analytical methods
employing the CZE-ICP-MS/MS technique enabled comprehensive studies of cisplatin delivery
systems prepared using two distinct nanomaterials — AuNPs and liposomes. The application
of these analytical tools allowed not only the confirmation of DDS formation but also the
monitoring of their formation profile both qualitatively and quantitatively. The conducted
studies revealed the importance of some significant factors affecting DDS formation (especially
cisplatin binding efficiency). Moreover, the prepared analytical methods were verified to be
useful in investigations of obtained DDS in physiological or close-to-physiological conditions
since they enable simultaneous monitoring of DDS and protein interactions in the conditions
of complex biological matrices. Hence, applying analytical tools such as CZE-ICP-MS-based
methods presented in this Dissertation is of great value from the early stages of DDS
investigation and may contribute to obtaining nanoformulations with satisfactory properties
and possible clinical use.

Keywords: drug delivery systems, cisplatin, gold nanoparticles, liposomes, nanomedicine,
hyphenated techniques, capillary electrophoresis, HPLC, ICP-MS, tandem mass spectrometry,
CE-ICP-MS, HPLC-ICP-MS

13



14



Spis tresci

Streszczenie ROzZprawy DOKIOTSKIE].....cc.eeriieriiiiieeiieiie ettt 7
Summary of the Doctoral TheSiS........cooiriiriiiiiierieiereete e 11
Wykaz publikacji bedacych podstawg Rozprawy Doktorskie] ..........ccccveveeeiiiiniiiniiiniieieenen. 17
WYKAZ SKIOTOW ....eeievieiiiie ettt et st e et e et e e e steeestaeeessaeesssaeesssaeessseeessseeennseeens 19
Wprowadzenie w problematyke podjetych badan ...........ccoeeevieviiiiiiiniiiiieieceeee e, 23
L. ChOTODY NOWOEWOTOWE .......vieuvieeirieiiereieeieeeteeteesseesseessseeseessseesseessseeseessseesseesssesnseens 23
1.1.  Choroby nowotworowe nadrzednym problem wspolczesnej cywilizacji.............. 23

1.2.  Leki przeciwnowotworowe — rola zwigzkdéw opartych na platynie..................... 24

2. Nanotechnologia, nanomateriaty i ich rola we wspotczesnej medycynie..................... 26
B B 4 o) (07 16 /<) 1§ TP 26

2.2.  Rola nanomaterialdw W MmedyCYNIC........cevueerireriierieeiiieeieerieeeeeeieeeveeveeeeneeeeans 27

2.3.  Nanoczastki zlota i liposomy — wtasciwosci i zastosowanie w terapii
DOWOEWOTOW ...ttt ettt sttt ettt et st a e e sbe e s saeea e e aes 29

3. Systemy dostarczania lekow — potaczenia nanono$nik—cisplatyna.............cccceevenneen. 32

3.1.  Zalety stosowania systemow dostarczania lekow w chemioterapii
PIZECTWINOWOLWOTOWE] ...vienvieeitieiieeiteenteeeteesteeenseasseeeseessseanseasssesseessseenseessseenseens 32

3.2.  Rola modyfikacji i funkcjonalizacji nanomaterialow ...........cccceevevveeecieeencieeeenienns 33

3.3.  Aktualny stan wiedzy nt. badan pos§wigconych systemom dostarczania cisplatyny,
tworzonych z udziatem nanoczastek ztota 1 lipoSOmMOW ..........ccccveevvveenieeennneennee. 36

3.4. Stosowanie nanoformulacji lekéw w celach medycznych — problemy i zagrozenia

............................................................................................................................... 39

4. Techniki analityczne w badaniach potaczen nanono$nik—przeciwnowotworowy lek
OPATLY NA PLALYNIC ..eevvieiieeiiieiie ettt ettt et ettt e eebeesateenbeeeseeenseesaseenseenanes 41
4.1. Znaczenie technik analitycznych w analizie polgczen............ccocevvieniiiincnnnnnicen. 41

4.2.  Opisane dotychczas w literaturze naukowej zastosowania technik faczonych w
badaniach uktadéw nanono$nik—przeciwnowotworowy lek oparty na platynie... 46

Omowienie 0813gnieC badawCZYCh .......ccocviiiiiiieiiece e 55

Zarysowanie problemu naukowego poprzez wykazanie luki badawczej w dotychczasowym

StANIE WICAZY (P1) ueieiiiiiiiciicieeeee ettt e 55
OS] I o) - o) PR 60
Przewodnik po publikacjach P2—P5 ........coooiiiiiieee e 63
1. Badania potgczen nanoczastki ztota—cisplatyna (P2—P3)......ccccooviiiiiiiiiiiiieieeee 63

15



2. Badania potaczen liposom—cisplatyna (P4, PS) ....cccoooviiiiiiiiiiieieceeececee e 74

POASUMOWANIE .....cceviiiiiie ettt et e st e et e e e taeeetbeesssaeesaseeessseeesaseeessseeenssenans 87
W ;174 111« S SRS UUPRRRRR 89
S TSP SRPRRPRUSPSRRN 89
P ettt e h et ettt ettt ae e b e entesaee b bes 89
P et b ettt h ettt h e e bt st b e b e et nhe et bes 89
P ettt b et h ettt h et he et bes 89
S0 TSRS 89
Oswiadczenia wspOtautordw publiKac)i ....c..eeevveeeciiieeiieecieece e 91
L8 310 U0 a e i - TSP 107
SPIS TYSUNKOW 1 tADEC] ....cueiiiiiiiiiiiiieciie ettt ettt ebe e saeeteesaeeenseenenas 115
ZYCIOTYS NAUKOWY ....evvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt s st es s ee st s s essesesesseeeessesenaees 117

16



Wykaz publikacji bedacych podstawa Rozprawy
Doktorskiej

mgr inz. Anna Maria Wréblewska
Identyfikator ORCID: 0000-0003-0071-863X
Identyfikator Scopus: 57204111857

Indeks Hirscha (h-index, wg Scopus): 4

P1 J. Zajda, A.M. Wrdblewska, L. Ruzik, M. Matczuk™. Methodology for characterization
of platinum-based drug’s targeted delivery nanosystems. Journal of Controlled Release.
2021, 335, 179-190. DOI: 10.1016/j.jconrel.2021.05.022

[F2021* = 11,467, °IF2021° = 11,371, MNiSW¢ = 140 pkt., Scopus Cite Score2021¢= 15,7,
JCla021 € = 2,0, Liczba cytowan/ = 15

Publikacja zostata umieszczona w niniejszej pracy w postaci zatgcznika P1 (str. 89).

P2 A.M. Wrdblewska, N. Gos, J. Zajda, L. Ruzik, M. Matczuk™’. Drawbacks in the efficient
monitoring of gold nanoparticle-based cisplatin delivery systems formation by HPLC-
ICP-MS. Metallomics. 2023, 15, mfad002 (1-10). DOI: 10.1093/mtomcs/mfad002

IF2022= 3,4, *IF2022= 4,2 JCl2022 = 0,68, MNiSW = 100 pkt., Scopus Cite Score2022 = 8,4
Publikacja zostala umieszczona w niniejszej pracy w postaci zatgcznika P2 (str. 102).

P3 A.M. Wréblewska, A. Milewska, M. Drozd, M. Matczuk™. Targeted delivery of cisplatin
by gold nanoparticles: the influence of nanocarrier surface modification type on the
efficiency of drug binding examined by CE-ICP-MS/MS. [International Journal of
Molecular Sciences. 2022, 23,2324 (1-17). DOI: 10.3390/ijms23042324

IF2022= 5,6, *IF2022 = 6,2 JCl2022 = 0,71, MNiSW = 140 pkt., Scopus Cite Score2022= 7,8,
Liczba cytowan = 8

Publikacja zostata umieszczona w niniejszej pracy w postaci zalgcznika P3 (str. 121).

P4 A.M. Wréblewska, J. Samsonowicz-Gorski, E. Kaminska, M. Drozd, M. Matczuk™.
Optimization of a CE-ICP-MS/MS method for the investigation of liposome—cisplatin

nanosystems and their interactions with transferrin. Journal of Analytical Atomic
Spectrometry. 2022, 37, 1442—-1449. DOI: 10.1039/d1ja00459j

IF2022= 3,4, °IF2022 = 3,4, JCl2022¢ = 1,07, MNiSW = 100 pkt., Scopus Cite Score2022= 6,4,
Liczba cytowan/ = 4

Publikacja zostata umieszczona w niniejszej pracy w postaci zatqcznika P4 (str. 143).

17


https://www-1scopus-1com-10000ab1f004d.eczyt.bg.pw.edu.pl/redirect.uri?url=https://orcid.org/0000-0003-0071-863X&authorId=57204111857&origin=AuthorProfile&orcId=0000-0003-0071-863X&category=orcidLink
https://www-1scopus-1com-10000ab1f004d.eczyt.bg.pw.edu.pl/authid/detail.uri?authorId=57204111857
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2021.05.022
https://doi.org/10.1093/mtomcs/mfad002
https://doi.org/10.3390/ijms23042324
https://doi.org/10.1039/d1ja00459j

P5 A.M. Wroblewska, E. Lukawska, Z. Wakuta, J. Zajda, B.K. Keppler, A.R. Timerbaeyv,
M. Matczuk™. Toward the boosted loading of cisplatin drug into liposome nanocarriers.
European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics. 2024, 198, 114245 (1-8).
fDOI: 10.1016/j.ejpb.2024.114245
IF2022= 4,9, °IF2022 = 5,3, JClI2022° = 1,51, MNiSW=100 pkt., Scopus Cite Score2022=9,8

Publikacja zostala umieszczona w niniejszej pracy w postaci zatgcznika P5 (str. 160).

Sumaryczna warto$¢ IF (zgodnie z rokiem opublikowania) przedstawionego powyzej
1 zwigzanego ze sobg tematycznie cyklu publikacji wynosi 28,767.

USredniona warto$¢ IF dla wymienionych prac naukowych wynosi 5,753.
Sumaryczna liczba punktow MNiSW wymienionych publikacji wynosi 580.
Usredniona punktacja MNiSW wymienionych publikacji naukowych wynosi 116.

Catkowita liczba cytowan publikacji wynosi 27.

“ Impact Factor, wskaznik wplywu czasopisma zgodnie z rokiem opublikowania wg Journal Citation
Reports

b 5_year Impact Factor, piecioletni wskaznik wptywu czasopisma wg Journal Citation Reports
¢ Journal Citation Indicator, (trzyletni) wskaznik cytowan czasopisma wg Journal Citation Reports

¢ punktacja czasopisma wg Wykazu czasopism naukowych (styczen 2024 r.) Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego

¢ wskaznik cytowan czasopisma wg Scopus

! catkowita liczba cytowan publikacji, dane aktualne w dniu 24.02.2024 .

18


https://doi.org/10.1016/j.ejpb.2024.114245

Wykaz skrotow

AAS - absorpcyjna spektroskopia atomowa
(ang. atomic absorption spectroscopy)

ADME - procesy absorpcji, dystrybucji,
metabolizmu, wydalania [nanoczastek ]
(ang. absorption, distribution, metabolism, and
elimination processes)

AuNP(s) - nanoczastka (nanoczastki) ztota

AuNP-CDDP — ogoélne okreslenie systemow
dostarczania cisplatyny = wykorzystujacych
nanoczastki ztota jako nanono$niki

AuNP-MUA - nanoczgstki ztota o powierzchni
modyfikowanej kwasem
11-merkaptoundekanowym

AuNP-MUA-CDDP* — sfunkcjonalizowane
zhydrolizowang forma cisplatyny nanoczastki
ztota modyfikowane kwasem
11-merkaptoundekanowym

AuNP-S-PEG2000-OCH;(-CDDP*) -
nanoczastki zlota modyfikowane czasteczka
polimeru (glikolu polietylenowego, 2000 Da)
zakonczonego grupa metoksylowa
(i sfunkcjonalizowane =~ uwodniong  forma
czasteczek cisplatyny)

AuNP-S-PEG3000-COOH(-CDDP¥*) -
analogicznie z grupa karboksylowa

AuNP-S-PEG3000-biotyna(-CDDP*) -
analogicznie z biotyna

BGE - elektolit/bufor pracujacy (rozdzielajacy)
w elektroforezie kapilarnej (ang. background
electrolyte)

CDDP - cisplatyna (ang. cis-diamine-

dichloroplatinum(Il), Pt(NH3),Cl,)

CDDP* - zhydrolizowana (uwodniona) forma
cisplatyny, w Rozprawie oznaczono w ten
sposob zwykle forme z dwoma ligandami H,O
Pt{(NH3)2(H20)2]**

CE - kapilarne techniki elektroforetyczne
(ang. capillary elecreophoresis techniques)

CZE - strefowa elektroforeza
(ang. capillary zone electrophoresis)

kapilarna

CE-UV/Vis - technika elektroforezy kapilarnej
z detekcja spektrofotometryczng z zakresu
$wiatta widzialnego i nadfioletu
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CZE-DRC-ICP-MS - technika taczona bedaca
potaczeniem strefowej elektroforezy kapilarne;j
i spektrometru mas z jonizacja w plazmie
sprzezonej indukcyjnie wyposazonego
w dynamiczng komorg reakcyjna

CZE-ICP-MS(/MS) — technika gczona bedgca
potaczeniem technik strefowej elektroforezy
kapilarnej 1 (tandemowej) spektrometrii mas
Z jonizacja w plazmie sprzgzonej indukcyjnie

cps - jednostka odpowiedzi detektora
w technice ICP-MS, liczba zliczen jonow
na sekunde (ang. counts per second)

CRC - komora kolizyjno-reakcyjna
(ang. collision/reaction cell)

DDS - systemy dostarczania  lekow
[przeciwnowotworowych] wykorzystujace
nanomateriaty jako nos$niki (ang. drug delivery
systems)

DL - stopien ,,zaladowania” nos$nika lekiem,
wyrazany najczesciej jako stosunek stezen
zwigzanego leku i no$nika (ang. drug loading

[capacity])

DLS - technika dynamicznego rozpraszania
swiatla (ang. dynamic light scattering)

DRC - dynamiczna komora
(ang. dynamic reaction cell)

reakcyjna

DRC-ICP-MS - technika spektrometrii mas
z jonizacja w plazmie sprzezonej indukcyjnie
z dynamiczng komora reakcyjna

DSPC -
fosfocholina

1,2—distearylo—sn—glicero—3—

DSPG — 1,2—distearoilo—sn—glicero—3—fosfo—
(1-rac—glicerol)

DSPE-PEG200 — 1,2—distearylo—sn—glicero—3—
fosfoetanoloamina—N—[karbonylo(metoksy
glikol polietylenowy 2000 Da]

EE - wydajnos¢ wigzania/kapsutkowania leku,
wyrazana w tym opracowaniu w postaci
stezenia leku zwigzanego 2z nosnikiem
(zakapsutkowanego w mnosniku) lub jako
procentowa warto$¢ stosunku tego stezenia
(np. obliczonego na  podstawie  krzywej
kalibracji) do poczatkowego stezenia leku



stosowanego do przygotowania nanoformulacji
(ang. drug binding/encapsulation efficiency)

EIM - metoda wstrzykiwania etanolu
(ang. ethanol injection method)
ELS - technika elektroforetycznego

rozpraszania $wiatla (ang. electrophoretic light
scattering)

EPR - efekt zwickszonej przepuszczalnosci
i zatrzymywania, tzw. mechanizm bierny
dostarczania (ang. enhanced permeation and
retention effect)

ESI-MS -spektrometria mas z jonizacjg poprzez

elektrorozpraszanie (ang. electrospray
ionisation mass spectrometry
FAAS - plomieniowa absorpcyjna

spektroskopia atomowa (ang. flame atomic
absorption spectroscopy)

FDA - amerykanska Agencja Zywnosci i Lekow
(ang. United States Food and Drug
Adinistration)

HEPES - kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)piperaz-
1-ylo)etanosulfonowy

HPLC - wysokosprawna chromatografia
cieczowa (ang. high-performance liquid
chromatography)

HPLC-ICP-MS(/MS) - technika tgczona bedgca
polaczeniem wysokosprawnej chromatografii
cieczowej i (tandemowej) spektrometrii mas
z jonizacja w plazmie indukcyjnie sprzezonej

HPLC-UV/Vis — technika wysokosprawnej
chromatografii ~ cieczowej z  detekcja
spektrofotometryczng z  zakresu $wiatla
widzialnego i nadfioletu

HS - surowica krwi ludzkiej (ang. human
serum)

HTs - techniki taczone (ang. hyphenated
techniques)

HSPC - wuwodorniona fosfatydylocholina
zziaren soi (ang.  hydrogenated  soy
phosphatidylcholine)

ICP-OES - optyczna spektroskopia emisyjna
z jonizacja w plazmie sprzezonej indukcyjnie
(ang. inductively coupled plasma optical
emission spectroscopy
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ICP-MS - spektrometria mas z jonizacja
w plazmie sprzezonej indukcyjnie (ang.
inductively coupled plasma mass spectrometry)

ICP-MS/MS — tandemowa spektrometria mas
z jonizacja w plazmie sprzezonej indukcyjnie
(ang. inductively coupled plasma tandem mass
spectrometry), innym akronim tej techniki
spotykanym w literaturze naukowej jest ICP-
QqQ-MS (ang. triple quadrupole inductively
coupled plasma mass spectrometry)

ICP-MS (SQ) - spektrometr mas z jonizacja
w plazmie sprz¢zonej indukcyjnie wyposazony
w jeden analizator kwadrupolowy (ang. single
quadrupole ICP-MS)

IONPs — nanoczastki tlenku zelaza (ang. iron
oxide nanoparticles)

IS - bufor inkubacyjny stosowany do
przygotowania liposomalnych nanoformulacji
cisplatyny (ang. incubation solution)

liposom-CDDP - ogélne okreslenie systemow
dostarczania  cisplatyny =~ wykorzystujacych
liposomy jako nanonos$niki

LOD - granica wykrywalnos$ci (ang. [limit
of detection)

LOQ - granica oznaczalnosci (ang. [limit
of detection)

L/V - parametr wydajnosci formowania
pecherzykow, stosunek znormalizowanych pol
powierzchni sygnatow SIpeo*
odpowiadajacych kolejno liposomom

zawierajagcym CDDP i ,pustym” liposomom
(otrzymywanym w buforze inkubacyjnym bez
CDDP) (ang. loaded/void liposomes)

L/N - postepowanie majace na celu zwigkszenie
stopnia kapsutkowania CDDP w liposomach
polegajace na liofilizacji zawiesiny liposomow,
a nastepnie nawadniania powstatego proszku
buforem inkubacyjnym zawierajacym CDDP

MUA - kwas 1l-merkaptoundekanowy
(ang. 11-mercaptoundecanoic acid)

mfz - stosunek masy do fadunku badanych
jondw (ang. mass-to-charge ratio)

NPs - nanoczgstki (ang. nanoparticles)

PEG - glikol polietylenowy (ang. polyethylene
glycol)



POPC -  2-oleoilo—1-palmityoilo—sn—3—
fosfocholina
DDS - systemy dostarczania lekow

przeciwnowotworowych opartych na platynie
(ang. platinum-based anticancer drug delivery
systems), okresleniem stosowanym tozsamo sa
potaczenia nanono$nik—przeciwnowotworowy
lek oparty na platynie

PTFE — politetrafuoroetylen
(ang. polytetrafluoroethylene) [stosowany jako
material membran filtrow strzykawkowych]

Pt/P — parametr wydajnosci kapsutkowania
CDDP wewnatrz liposomoéw, bezwymiarowa
wartos¢ rowna stosunkowi pol powierzchni
sygnatow 'Pt" i 'P'®O" odpowiadajacych
systemom liposom—CDDP, zarejestrowanych
podczas tej samej analizy

Q (Qi, Qi) - analizator kwadrupolowy (ang.
quadrupole analyzer) w spektrometrze mas

RP-HPLC - wysokosprawna chromatografia
cieczcowa w odwroconym uktadzie faz (ang.
reversed-phase  high-performance  liquid
chromatography)

RP-HPLC-ICP-MS(/MS) - technika tgczona
bedaca potaczeniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w ukladzie faz
odwrdconych i (tandemowe;j) spektrometrii mas
z jonizacja w plazmie sprzezonej indukcyjnie

rpm - obroty na minut¢ (szybko$¢ wirowania,
ang. revolts per minute)

SDS - siarczanu dodecylu sodu (ang. sodium
dodecyl sulfate)

SEC - chromatografia wykluczania (ang. size
exclusion chromatography)

SEC-DRC-ICP-MS - technika taczona bedaca

potaczeniem  chromatografii ~ wykluczania
i spektrometru mas z jonizacjag w plazmie
sprzezongj indukcyjnie Wyposazonego

w dynamiczng komore reakcyjng

SEC-ICP-MS - technika taczona bedaca
potaczeniem  chromatografii ~ wykluczania
i spektrometrii mas z jonizacja w plazmie
sprzgzong indukcyjnie

SEC-UV/Vis — technika chromatografii
wykluczania z detekcja spektrofotometryczna
z zakresu $wiatta widzialnego i nadfioletu
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TB - buforowany NaOH roztwor trycyny
(50 mmol L', pH 8,0) nalezacy do grupy
tzw. buforéw fizjologicznych Good’a
(ang. tricine buffer)

tm - czas migracji (czas mierzony od poczatku
analizy, po ktorym zarejestrowano maksymalng
warto$§¢  intensywno$ci sygnatu badanego
analitu za pomocg technik elektroforetycznych)

tr - czas retencji (czas mierzony od poczatku
analizy, w ktorym zarejestrowano maksymalng
warto$§¢ intensywnosci sygnalu za pomoca
technik chromatograficznych)

Tris - buforowany NaOH (pH 7,4) roztwor
Trisma® Base (2-amino-2-(hydroksymetylo)-
1,3-propandiol)

tryb SQ - w odniesieniu do zastosowanego
w badaniach tandemowego spektrometru ICP-
MS pracujacego w trybie tzw. pojedynczego
kwadrupola (ang. SQ mode)

UV/Vis - spektroskopia promieniowania
elektromagnetycznego z zakresu nadfioletu
i $wiatta widzialnego (ang. ultraviolet-visible
range  spectroscopy), inne  okreSlenie:
spektrofotometria UV/Vis

WWC - procentowa wydajno$¢é wigzania
cisplatyny z nosnikiem (lub jej kapsutkowania),
wyznaczana na podstawie stosunku pola
powierzchni sygnalu '*Pt* odpowiadajacego
tworzonym systemom "'DDS do sumy pél
powierzchni wszystkich zarejestrowanych na
chromatogramie lub elektroferogramie
sygnatow Pt

Z/R - postepowanie majace na celu zwigkszenie
stopnia kapsulkowania CDDP w liposomach
polegajace na  cyklicznym  zamrazaniu
1 rozmrazaniu zawiesiny zawierajacej
potaczenia liposom—CDDP






Wprowadzenie w problematyke podjetych badan

1. Choroby nowotworowe

1.1. Choroby nowotworowe nadrzednym problem wspodiczesnej
cywilizacji

Choroby nowotworowe tylko w 2020 roku spowodowaty $mier¢ blisko 10 milionow

0s0b. Szacuje sig, ze jeden na szes$¢ zgonow jest skutkiem wystgpienia wtasnie tego schorzenia,
co stanowi o tym, ze zaraz po chorobach sercowo-naczyniowych jest to gtdéwna przyczyna
$mierci wérod populacji.'? Na podstawie wyraznych tendencji wzrostowych (w latach 1990
2019)? przewiduje sig, ze w 2040 roku liczba 0s6b ze zdiagnozowanym nowotworem wyniesie
ponad 30 milionéw.*> Co wiecej, zaistniata w 2020 r. pandemia choroby COVID-19 przyczynita
si¢ do zmniejszenia liczby diagnozowanych pacjentéw 1 zaprzestania przez wielu z nich
dotychczasowego leczenia.*> Analizujac dostepne dane (2020 r.) przedstawione przez Global
Cancer Observatory mozna okresli¢, ze ws$réd nowotwordw zlosliwych, zaréwno
pod wzgledem liczby odnotowanych przypadkow, jak i1 liczby zgondéw, wiodacymi wsrod
populacji zarowno w skali globalnej, jak 1 Europy i1 Polski s3 nowotwory ptuc, piersi i jelita
grubego (Rysunek 1).° Przedstawione informacje ukazuja ogromng skale problemu, z jakim
mierzy si¢ obecnie cywilizacja i wskazuja na konieczno$¢ nieustannego poszukiwania

1 rozwijania skutecznych sposobow leczenia.

Nowotwor: trzustki
pecherza moczowego
prostaty

piersi

jelita grubego

ptuc

o

100000 200000 300000 400000 500000
m szacowana liczba zgonéw szacowana liczba wystgpien

Rysunek 1. Szacowane wartosci liczbowe wystgpier nowotwordw oraz przypadkow smiertelnych na
skutek nowotworéw w Europie w 2020 r. dla obu pici, niezaleznie od wieku °

Standardowe metody leczenia zaktadajg chirurgiczne wycigcie zmiany, radioterapi¢
i/lub terapi¢ ogoélnoustrojowa (systemowa), ktora, na czele z chemioterapia, jest zasadnicza

strategia zwalczania nowotwordow dajacych przerzuty. Chemioterapia umozliwia dotarcie
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lekéw wraz z krwiobiegiem do rdznie umiejscowionych komoérek raka.!:” Wybér odpowiednich
lekéw przeciwnowotworowych, podobnie jak skuteczno$¢ samej metody leczenia, jest
uzalezniony od indywidualnej oceny stanu zdrowia pacjenta oraz typu, stadium zaawansowania
i charakterystyki nowotworu.”” W wielu schematach leczenia znajdujg zastosowanie leki
przeciwnowotworowe nalezace do grupy tzw. metalolekow, zawierajacych w budowie

czasteczki atomy pierwiastkow metalicznych.

1.2. Lekiprzeciwnowotworowe — rola zwigzkéw opartych na platynie

Zwiazki chemiczne zawierajace w swojej czasteczce atom platyny naleza do grupy
czegsto 1 szeroko stosowanych lekéw przeciwnowotworowych. Sa to zwiagzki kompleksowe,
w ktorych atomem centralnym jest platyna (gtownie na II stopniu utlenienia). W ich strukturze
chemicznej wyrdznia si¢ dwa rodzaje ligandow — aminy (donory elektrondw) tworzacych
trwale termodynamicznie wigzania z atomem centralnym oraz ligandy o charakterze
anionowym, ktore sa podstawnikami tworzacymi nietrwalte wigzania (grupy tatwo
odchodzace).!® Aktualnie zatwierdzone do powszechnego klinicznego stosowania sg cisplatyna

(1978), karboplatyna (1989) i oksaliplatyna (1996) (Rysunek 2).

NH O
Cl .~ NH3 \2 / © 2
3 \ "y / \ N\
NH, O
cisplatyna karboplatyna oksaliplatyna

Rysunek 2. Leki platynowe stosowane w leczeniu nowotwordw (narysowano w programie ACD/ChemSketch,
Freeware, 2022.2.3)

Najstarszym 1 najczgsciej stosowanym lekiem platynowym jest cisplatyna (cis-
diaminodichloroplatyna (II), CDDP) — szacuje si¢, Ze stosowana jest w okoto 50% przypadkow
nowotworow. Z uwagi na swoje silne witasciwosci cytotoksyczne znajduje zastosowanie
w leczeniu wielu typow nowotwordéw, m.in. nowotworéw ukladu moczowo-plciowego
(pecherza moczowego,!! jajnika!? i jadra'}) oraz niedrobnokomorkowego raka pruc'*
(w ktorych jest zazwyczaj lekiem pierwszego wyboru), a takze piersi, glowy i szyi, mézgu,
czy zotadka.'>!¢ Aktywno$¢ przeciwnowotworowa CDDP (podobnie jak pozostalych lekow
platynowych) przejawia si¢ réznymi mechanizmami dziatania, spos$rdd ktorych najbardziej
znany dotyczy uszkodzen kwasow nukleinowych, gtdownie DNA genomowego. CDDP, zwykle

w postaci zhydrolizowanej (okre$lanej tez uwodniong, w ktorej jeden lub oba ligandy NH3
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ulegly substytucji przez ligandy H20; w takiej postaci atom centralny zyskuje odpowiednio
tadunek +1 lub +2 stajgc si¢ silniejszym elektrofilem) tworzy kowalencyjne addukty z zasadami
purynowymi (najczesciej w pozycji N7 pierscienia imidazolowego guaniny), uniemozliwiajac
replikacje 1 transkrypcje DNA, a w konsekwencji produkcje biatek, co prowadzi do §mierci
komoérki 51317

Istotnymi ograniczeniami chemioterapii z udzialem silnie toksycznej CDDP,
jest konieczno$¢ jej wielokrotnego powtarzania oraz brak selektywnos$ci dziatania tego leku
w stosunku do komoérek nowotworowych, co skutkuje licznymi powaznymi skutkami
ubocznymi (m.in. nefrotoksycznos¢, ototoksycznos¢, hepatotoksycznos¢, nudnosci i wymioty,
mielosupresja, neurotoksyczno$¢, tysienie).!> Powaznymi problemami sg mozliwo$¢ nawrotu
choroby oraz coraz cze¢sciej obserwowana opornos¢ na dziatanie CDDP (wrodzona lub nabyta,
a nawet krzyzowa) objawiajaca si¢ réznymi mechanizmami (m.in. zintensyfikowaniem
procesow naprawczych DNA, wewnatrzkomorkowa inaktywacja leku poprzez wigzanie
z glutationem 1 metalotioneinami, czy zmniejszeniem stopnia transportowania CDDP
do wnetrza komorek nowotworowych i w rezultacie zmniejszonej akumulacji).!>7:18

Przeszkody te probuje si¢ pokonywaé poprzez proponowanie, w niektorych przypadkach
nowotworow, chemioterapii skojarzonej, w ktorej wraz z CDDP podawane s3 inne leki
przeciwnowotworowe o odmiennym mechanizmie dziatania.”*!*> Dla przykladu, polaczenie
cetarabiny (lub 5-fluorouracylu) z CDDP oraz trastuzumabem jest stosowane w leczeniu raka
zoladka,'® natomiast potaczenie CDDP i winorelbiny w leczeniu raka phuc.?’ Jednakze, z tym
rodzajem terapii zwigzane sg liczne obawy, ktére wynikaja z mozliwosci wystapienia
dodatkowych skutkéw ubocznych lub ich intensyfikacji (w stosunku do terapii jednolekowej).?!

Innym rozwigzaniem jest poszukiwanie réwnie lub bardziej skutecznych, lecz mniej
toksycznych, analogéw CDDP. Dotychczas opracowano wiele potencjalnych zamiennikow,
jednak tylko dwa z nich (wspomniane karboplatyna i oksaliplatyna) sa dopuszczone do uzytku
klinicznego na catym $wiecie. Z kolei nedaplatyna, loboplatyna oraz heptaplatyna moga by¢
obecnie stosowane jedynie na terytorium niektorych panstw (kolejno w Japonii, Chinach, Korei
Potudniowej).

Karboplatyna charakteryzuje si¢ mniejsza toksyczno$cia i1 wolniejszym dziataniem
oraz powoduje mniej efektow ubocznych (zwlaszcza w stosunku do nerek, zotadka i jelit) niz
CDDP, dlatego moze by¢ podawana w wiekszej dawce.!%?? Ograniczenie stosowania tego leku
wynika jednak z nabywania przez nowotwory opornosci krzyzowej z CDDP

(gdyz charakteryzuje si¢ takim samym spektrum dzialania) i wystepowaniem mielosupres;ji.®
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Podobnie jak CDDP, karboplatyna ma zastosowanie w leczeniu nowotworow ptuc i jadra,
jednak lepsza skuteczno$é odnotowuje sie w przypadku zastosowania cisplatyny.!>?

Oksaliplatyna moze by¢ stosowana w przypadku nowotwordow opornych na dziatanie
CDDP i karboplatyny, zwtaszcza nowotworu jelita grubego.?* Przewiduje sig, ze jest to
zwigzane z indukowaniem innej konformacji DNA po przylaczeniu si¢ oksaliplatyny o wigkszej
zawadzie sterycznej. Bardziej lipofilowe wtasciwosci leku powoduja, ze w wigkszym stopniu
penetruje on btony komdrkowe. Jego wadami sg natomiast neurotoksyczno$¢ oraz mozliwos¢
stosowana w leczeniu jedynie kilku typow nowotworow.??

Oba przedstawione zwigzki, mimo bardzo zblizonych wlasciwos$ci klinicznych 1 mniejszej
toksycznos$ci, nie  charakteryzuja si¢  wyraznie lepszym  efektem  dziatania
przeciwnowotworowego. W zwigzku z tym CDDP nadal pozostaje wiodacym lekiem
przeciwnowotworowym z grupy lekow opartych na platynie. Dotychczas podawane pacjentom
stezenia byly wypracowane na podstawie kompromisu migdzy skutecznym niszczeniem
komoérek nowotworowych i1 mozliwymi sutkami ubocznymi, przy czym, od 65 do 95%
podanych dozylnie czasteczek moze ulec dezaktywacji w czasie 24 h w wyniku wigzania przez
biatka krwi. Oznacza, to, ze jedynie bardzo mata porcja leku trafia do komorek

nowotworowych!>17-23

1 odpowiada za skuteczno$¢ chemioterapii. Stanowi to o konieczno$ci
podejmowania dalszych prob zwigkszenia efektywnosci terapii z udziatem tego leku przy
jednoczesnym zmniejszaniu dawki by zapobiega¢ ogdlnoustrojowej toksycznosci.

Wartym szczego6lnej uwagi sposobem, dzigki ktoremu jest to mozliwe, jest wdrazanie
nanotechnologii, a doktadniej wykorzystywanie odpowiednich nanomateriatow jako no$nikéw

cisplatyny. Projektowanie uktadow nanono$nik—lek przeciwnowotworowy, okreslanych jako

systemy dostarczania lekéw (ang. drug delivery systems, DDS), moze pozwoli¢ na selektywne

transportowanie m.in. cisplatyny do komoérek nowotworowych. W nastgpstwie mozliwe bedzie

zmniejszenie dawki tego leku przy zachowaniu skuteczno$ci dziatania cytotoksycznego.

2. Nanotechnologia, nanomateriaty i ich rola we wspélczesnej

medycynie

2.1. Wprowadzenie

Wiasciwosci nanomateriatow sg wykorzystywane od czasdéw starozytnych, lecz wiedza
o nich, okreslana mianem nanotechnologii, zaczela si¢ rozwijaé¢ dopiero w XX wieku.?2” Duzy

wplyw na rozwoj tej dziedziny miato poznanie proceséw biochemicznych wystepujacych
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w ludzkim organizmie.”” Ich zrozumienie pomoglo uksztaltowa¢ wcigz niejednoznaczng
definicje nanomateriatow. Definiuje si¢ je zazwyczaj jako wytworzone przez czlowieka
nierozpuszczalne struktury w postaci skumulowanych czastek lub w postaci swobodne;j
(nanoczastki, ang. nanoparticles, NPs), ktorych rozmiar w minimum jednym wymiarze zawiera
si¢ w przedziale od 1 do 100 nm.?®

Okreslanie tych specyficznych struktur jako ,,nanoskalowe” jedynie przez pryzmat ich
rozmiaru jest jednak dosy¢ arbitralne 1 nieuniwersalne. Za nanomateriaty 1 NPs mozna uznaé
rowniez takie struktury, ktore wykazuja szczegdlne wiasciwosci wynikajace ze swojego
rozmiaru, nawet je$li wykracza on poza wskazany zakres.”®?° W odréznieniu od swoich
odpowiednikoéw o takim samym sktadzie chemicznym, lecz o znacznie wigkszych rozmiarach,
wykazuja one odmienne wiasciwosci (zwlaszcza chemiczne i1 biologiczne) uwarunkowane
zwigckszong wartoscig ilorazu pola powierzchni do objetosci (np. wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe, magnetyczne, optyczne, katalityczne, duza przewodno$¢ termiczna

i elektryczna, podatnoéé na funkcjonalizacje).?’

Z reguly wyr6znia si¢ trzy podstawowe klasy
nanoczgstek: nanoczastki na bazie atomow wegla (ang. carbon-based NPs), nieorganiczne

i organiczne. Jako czwarta grupe mozna wyrdzni¢ nanomateriaty kompozytowe.*

2.2. Rola nanomateriatéw w medycynie

Rozwo6j nanotechnologii ma kluczowy wplyw na przetamywanie dotychczas
spotykanych barier, przede wszystkim w zakresie medycyny. Dzieki nanotechnologii mozliwe
jest bowiem opracowywanie nowoczesnych 1 bardziej precyzyjnych strategii diagnostycznych
(ze szczegdlnym uwzglednieniem strategii obrazowania), terapeutycznych, a takze
profilaktycznych, ktore sa coraz czesciej wdrazane do uzytku (Rysunek 3). Ma to szczeg6lne

znaczenie w terapii nowotworow, ktorych standardowe metody leczenia zawodza.!3?

—_ |

» czynniki obrazujace + immunizacja * medycyna regeneracyjna
+ biosensory + produkcja szczepionek (tworzenie implantéw)
» ukfady Lab-och-chip + Dbiosensory * leczenieranizakazen

+ inzynieria tkankowa
+ terapiafototermiczna

o mikroskopia * terapia fotodynamiczna

o tomografia komputerowa + radioterapia

o obrazowanie optyczne + terapia celowana
(fluorescencja, + celowane dostarczanie lekow

chmiluminescencja )
o obrazowanie fotoakustyczne (...)

Rysunek 3. Mozliwosci wykorzystania nanomateriatow w medycynie
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Terapie z udziatem NPs zaktadajg ich bezposrednie docieranie i/lub transportowanie
okreslonych czasteczek do komoérek nowotworowych. Moga one by¢ zatem stosowane jako
samodzielne czynniki kontrastujace i/lub terapeutyczne (nanoczgstki metaliczne), a takze
stanowi¢ platform¢ (nos$nik) dla wielu zwigzkow chemicznych, zwlaszcza lekow
przeciwnowotworowych (w tym przeznaczeniu zastosowanie znajduja réznorodne
nanomateriaty). Stosunkowo nowym proponowanym rozwigzaniem, o ktorym warto
wspomnie¢, jest teranostyka, ktora dzigki wykorzystaniu nanoczastek z grupy
polprzewodnikowych 1 metalicznych, umozliwia jednoczesne potaczenie strategii
diagnozowania i terapii.**-*

Kluczowsg zaleta aktualnie rozwijanych sposobow leczenia nowotworow z udziatlem
nanomateriatow jest wykorzystanie wiedzy nt. poszczegdlnych typdw nowotworéw w zakresie
ich genotypu, fenotypu oraz wiasciwoséci mikrosrodowiska.*> Z uwagi na znacznie bardziej
precyzyjne podejscie leczenia tych schorzen, rozwigzania takie jak terapia fototermiczna,
fotodynamiczna, czy terapia z zastosowaniem systemow dostarczania lekow stanowig istotng

alternatywe do aktualnie stosowanych metod leczenia (Rysunek 4).

Standardowe metody leczenia nowotworéw

terapia miejscowa ﬂ terapia ogélnoustrojowa

i I}
* chirurgiczne wyciecie zmiany » chemioterapia

» radioterapia « przeszczep szpiku kostnego T
(terapia komérkami macierzystmi) |

* terapia hormonalna

Rysunek 4. Standardowe metody leczenia nowotwordéw

NPs przeznaczone do celow medycznych najczes$ciej wprowadzane sg do organizmu
dozylnie. Wraz z wlaczeniem nanoobiektow do krwiobiegu (absoprcja) rozpoczynaja si¢
procesy ich transportu (dystrybucji) do réznych tkanek i narzadéw, metabolizmu 1 wydalania
lub ewentualnego zatrzymywania, okreslane skrotowo jako procesy ADME (ang. absorption,
distribution, metabolism, and elimination processes). Skuteczno$¢ zatozonego dzialania
terapeutycznego, bezpieczenstwo stosowania nanomateriatéw i procesy ADME determinowane
sa przede wszystkim rozmiarem, ale takze ksztaltem, skladem chemicznym
oraz wlasciwosciami powierzchni nanoczastek, w tym tadunkiem i sposobem ich modyfikacji
i/lub funkcjonalizacji.® Informacje opisane w literaturze wskazuja, Ze w celach biomedycznych
duze znaczenie ma zastosowanie NPs o rozmiarze z zakresu 10-200 nm (NPs o $rednicy
mniejszej niz 6-10 nm sg szybko usuwane z organizmu przez nerki, natomiast wigksze od

200 nm s3 wychwytywane przez uktad fagocytarny i kumulowane w watrobie i $ledzionie),*”-*
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przewaznie kulistym ksztalcie*®*

oraz podatnych na modyfikacj¢ i1 funkcjonalizacje
powierzchni, ktére warunkujg ich stabilno$¢ i przeznaczenie.’” Kluczowe jest przy tym réwniez
stosowanie nanoczastek okreslanych jako biokompatybilne, czyli zdolne do wykazywania
odpowiedniej odpowiedzi gospodarza i nie wywolujace niepozadanych reakcji organizmu,
np. odpowiedzi immunologicznej.*’ Szczegdlnie duzym zainteresowaniem w tym kontekscie
cieszg si¢ nanoczastki ztota (Au, tac. aurum; AuNPs) i liposomy — nanomateriaty zasadniczo
odmienne (w stosunku do AuNPs) pod wzgledem struktury, sposobu otrzymywania

1 wlasciwosci.

2.3. Nanoczastki zlota i liposomy — wlasciwosci i zastosowanie
w terapii nowotworéow

AuNPs naleza do grupy nanoczastek metali szlachetnych i1 pierwsze doniesienia o ich
zastosowaniu w leczeniu roznych dolegliwosci datuje si¢ na V-1V wiek p.n.e. Obecnie znanych
jest wiele zoptymalizowanych i standaryzowanych metod syntezy AuNPs, ktore mozna
podzieli¢ ze wzgledu na sposéb syntezy (fop-down lub bottom-up) oraz metodyke syntezy
(fizyczna, chemiczna, biologiczna). Najczesciej stosowang jest metoda chemicznej redukcji
kwasu chloroaurynowego (prekursora) za pomoca czynnika redukujacego (najczgsciej
cytrynianu sodu), ktory petni jednoczesnie role stabilizatora (zapobiega aglomeracji). Metoda
ta pozwala na kontrolowane otrzymywanie AuNPs o okre§lonym rozmiarze i1 ksztalcie
(np. nanoprety, nanogwiazdki, nanosfery) 1 dalsze projektowanie ich wlasciwosci pod katem
pézniejszego zastosowania.*! Istotnym ograniczeniem niektérych metod, zwlaszcza
chemicznych i fizycznych, jest mozliwos¢ otrzymywania koloidow zawierajacych szkodliwe
dla zdrowia produkty uboczne, powstajace w wyniku zastosowania toksycznych odczynnikow,
duzych warto$ci temperatur i1 ci$nienia procesu. Z tego wzgledu, coraz wicksze znaczenie
zyskuja metody biologiczne.*>*

AuNPs charakteryzuja si¢ szczegdlnymi wlasciwosciami optycznymi, wynikajagcymi
ze zjawiska zlokalizowanego powierzchniowego rezonansu plazmonowego (ang. localized
surface plasmon resonance, LSPR). Zjawisko to jest rezultatem amplifikacji oscylacji wolnych
elektrondw (plazmonow) zgromadzonych na powierzchni [metalicznych] NPs, ktore poddano
dziataniu promieniowania elektromagnetycznego (z zakresu od §wiatta widzialnego do bliskie;j
podczerwieni) o takiej samej czestotliwoéci.*'* Oscylacja plazmondéw sprzyja polaryzacji
itworzeniu momentdw dipolowych AuNPs, ktére sa stopniowo wygaszane poprzez

wypromieniowanie energii (skutkujac rozpraszaniem $wiatta) lub zanikaja bezpromieniscie
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w wyniku przemiany zaabsorbowanego $wiatta w ciepto (Rysunek 5 (A)). AuNPs
wlasciwosciami emitowania i1 rozpraszania Swiatla przewyzszaja wigkszo$¢ barwnikow
fluorescencyjnych czy fotoabsorbujacych, co czyni je bardzo obiecujagcymi do zastosowan
diagnostycznych i obrazowania (np.*+*%), z uwagi na wieksza czuto$é i doktadnoéé badan.*>*’
AuNPs, w przeciwienstwie do tych barwnikow, sg fotostabilne, co pozwala na uzyskanie
wickszych energii wzbudzenia i wydluzenia czasu badania. Z kolei zdolno$¢ absorpcji
promieniowania 1 przemiany tej energii w ciepto przez AuNPs jest wykorzystywana przede
wszystkim w terapii fototermicznej, polegajacej na wywotaniu lokalnego zjawiska hipertermii
guza. AuNPs o rozmiarze z zakresu 10—50 nm charakteryzuja si¢ wspotczynnikami absorpcji
opig¢ lub wigcej rzedéw wielkosci wigkszych w poréwnaniu z konwencjonalnymi
barwnikami, umozliwiajac zastosowanie mniejszej mocy lasera (wigksze bezpieczenstwo)

i wieksza skutecznoséé leczenia.***’

fosfolipid
A. %‘ B. hydrofilowa ,glowa" {n
2 zasada azotowa (np. cholina) lipofilowe
3 ,b&‘z’ grupa fosforanowa glicerol } Logony"
Q{bq) " res‘zt); ;/vyz'szych "
oq’ blona ‘\‘“ ““ f & ﬂ”ﬂ” wasow ttuszczowyc
fosfolipidowa é% &0
- + .§ ~»  wodny
chmura = ‘ "_'|_ pole § . ?’ roztwor
elektronowa‘; +  elektryczne = wodny rdzen =8 otaczajacy

Rysunek 5. Budowa i wlasciwosci nanoczgstek zlota (A) i liposoméw (B)

Liposomy, okreslane czesto pecherzykami, naleza do grupy nanomateriatow
organicznych. Sg to sferyczne struktury skladajace si¢ z minimum jednej blony fosfolipidowe;
(tzw. dwuwarstwy; tworza ja gtdéwnie amfifilowe podjednostki — fosfolipidy) i zawierajace
w swoim wnetrzu wodny rdzen, czym przypominajg zwierzecg btong komorkowa. Wnetrze
btony fosfolipidowej stanowig hydrofobowe regiony fosfolipidow (reszty wyzszych kwasow
thuszczowych), oddzielone z obu stron od czasteczek wody hydrofilowymi resztami
fosforanowymi (Rysunek 5 (B)). Powstawanie blony w $rodowisku wodnym jest procesem
spontanicznym (niewystepujacym jednak naturalnie). Zasadniczymi cechami liposomow
sg biokompatybilno§¢ 1 biodegradowalnos¢, wynikajagce z ich budowy oraz skiadu.
Wykorzystywane do ich przygotowania fosfolipidy i sterole (gltownie cholesterol) sa
przewaznie wystgpujagcymi naturalnie zwigzkami, pozyskiwanymi np. z jajek czy nasion soi.*®

Dotychczas opisano wiele sposobow przygotowywania liposomow, ktére mozna zaliczy¢
do dwoch ogolnych klas metod: (i) zaktadajacych dyspergowanie lipidow w roztworze wodnym

oraz (ii) zakladajacych rozpuszczanie lipidow w rozpuszczalniku organicznym, ktory jest
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nastgpnie odparowywany 1 zastgpowany roztworem wodnym. WSs$rod najczescie]
wykorzystywanych sa m.in.: metoda hydratacji cienkowarstwowej, metoda odparowania faz
odwroconych, metody wstrzykiwania rozpuszczalnika organicznego (w tym metoda
wstrzykiwania etanolu, ang. ethanol injection method, EIM), czy metody wspomagane
ultradzwickami.*>* W zaleznoéci od zastosowanego sposobu przygotowania i uzytych
fosfolipidow mozna otrzymywac liposomy o odmiennych wtasciwosciach i budowie, w tym
liposomy réznigce si¢ liczbg blon fosfolipidowych (tzw. lamelarnoscig). Najbardziej
pozadanymi do celow medycznych, ze wzgledu na najwieksze mozliwosci aplikacyjne, s3 mate
jednowarstwowe pecherzyki (ang. small unilamellar vesicles, SUV; o $rednicy 20—100 nm).>!?
Charakterystyczna budowa liposoméw sprawia, ze stanowig one atrakcyjne nosniki wielu
zwigzkow chemicznych, zaréwno hydrofilowych (w wodnym rdzeniu), jak i hydrofobowych
(ulokowanych wewnatrz dwuwarstwy), ktore moga by¢ kapsutkowane jednocze$nie.
Sa to czesto rozne czynniki kontrastujace, np. sondy zbudowane z nanoczastek tlenku zelaza
(ang. iron oxide nanoparticles, IONPs) dekorowanych ztotem (uktady typu jadro-powtoka),>*"
55 wykazujace silne sygnaly w obrazowaniu za pomocg techniki tomografii komputerowej
i rezonansu magnetycznego.>® Ich gromadzenie si¢ w obszarze nowotworow skutkuje wicksza
czulo$cia, rozdzielczosciag 1 kontrastem obrazow (mozliwe jest wykrycie nawet niewielkich
zmian chorobowych) niz w przypadku zastosowania standardowych czynnikow
kontrastowych.>
Kluczowa cechg liposomow, jak 1 AuNPs, jest mozliwos$¢ wszechstronnej modyfikacji

1_funkcjonalizacji ich zewnetrznej powierzchni. Odpowiednie jej projektowanie pozwala

na zapewnienie ich stabilno$ci oraz nadanie im okreslonych wlasciwosci, niezbednych
w kontek$cie zastosowania we wszystkich opisywanych rozwigzaniach medycznych (szerszy
opis znaczenia modyfikacji 1 funkcjonalizacji przedstawiono w Rozdziale 3.2). Dzigki temu
AuNPs, podobnie jak liposomy, moga stanowi¢ platformy (tzw. nanonosniki)
do transportowania szerokiej gamy zwigzkow chemicznych. To, z kolei, sprzyja znacznemu
zwiekszeniu mozliwoéci aplikacyjnych AuNPs.’® Przykladem jest zastosowanie AuNPs
iliposoméw jako nosnikow tzw. fotouczulaczy, by zwiekszy¢ skuteczno$¢ terapii
fotodynamicznej.””® Dzigki projektowaniu powierzchni, AuNPs znajdujg takze zastosowanie
jako czute sensory (np. kolorymetryczne™ i elektrochemiczne®®) m.in. biomarkerow

61,62

NOWoOtworow, co umozliwia stosunkowo wczesng 1 doktadng diagnoz¢. Liposomy,

dostarczajac rozne znaczniki sygnalne, stuzg przy tym wzmocnieniu sygnatu. >4
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AuNPs 1 liposomy sa intensywnie testowane rdéwniez jako no$niki licznych lekow
przeciwnowotworowych, czesto zwigzkéw opartych na platynie. Tworzone uktady

nanonos$nik—lek okresla si¢ w nomenklaturze systemami dostarczania lekow (DDS).

3. Systemy dostarczania lekéw — polaczenia nanonos$nik-

cisplatyna

3.1. Zalety stosowania systeméw dostarczania lekow w chemioterapii
przeciwnowotworowej

Pomimo, ze opracowanie systemOw dostarczania lekow jest skomplikowanym
procesem, to niesie ze sobg wiele korzysci (Rysunek 6). Najczesciej proponowane w badaniach
klinicznych  produkty lecznicze o przeznaczeniu przeciwnowotworowym oparte
na nanomateriatach (okreslane tu nanoformulacjami [lekéw przeciwnowotworowych]),
stanowig przeformulowanie znanych lekow przeciwnowotworowych zatwierdzonych
do uzytku klinicznego, m.in. dobrze poznanych zwigzkéw kompleksowych platyny. Podejscie
to ma swoje uzasadnienie, poniewaz dzialania majace na celu poprawe wydajnosci,
skutecznos$ci oraz bezpieczenstwa (ograniczenie skali efektow ubocznych) in vivo tych lekow
sa przedsiewzigciem obarczonym mniejszym ryzykiem niepowodzenia (a co za tym idzie
mniejszymi kosztami i krotszym czasem poswigconym na badania i regulacje) w porOwnaniu
z opracowaniem nowego zwigzku aktywnego, ktorego wiasciwosci farmakologiczne
i toksyczne nie sa poznane.®> Dotychczas zatwierdzonych do stosowania w leczeniu
onkologicznym DDS jest stosunkowo niewiele 1 wykorzystuje si¢ je jako kolejne podejscie
po chemioterapii, radioterapii czy immunoterapii.®®

wydtuzony czas cyrkulacji

w krwiobiegu i wieksza
dostepnosé lekow

kontrolowane dostarczanie
ochrona lekéw przed (zwiekszenie selektywnosci
wczesnym metabolizmem dziatania) do kom. nowotworowych
ineutralizacja przez biatka iuwalnianie lekéw
ienzymy
ograniczenie dawki
nieinwazyjna terapia, chemoterapeutykéw
prostota podania pacjentowi
mozliwosé bezposredniego
dostarczania lekéw w ich

ograniczenie skali efektow . .
aktywnej postaci

ubocznych terapii

zwiekszenie
cytotoksycznosci w stosunku
do kom. nowotworowych

mozliwos¢é mniejszej
czestotliwosci podawania
chemoterapeutykéw ograniczenie mechanizmu
nabywania odpornosci

Rysunek 6. Zalety stosowania DDS w chemioterapii przeciwnowotworowej
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3.2. Rola modyfikacji i funkcjonalizacji nanomateriatow

Idealny $rodek leczniczy wykorzystujacy nanomateriaty (DDS) powinien
charakteryzowac¢ si¢ stabilnoscig (brakiem tendencji do aglomeracji i niekontrolowanego
uwalniania leku) oraz umozliwia¢ specyficzne docieranie do zmienionych chorobowo tkanek
1 tam uwalnia¢ zwigzany lek przeciwnowotworowy, minimalizujac w ten sposob jego efekty
uboczne (W tym toksyczno$é ogdlnoustrojowa).®” Cechy te uzaleznione sa w duzej mierze od
wlasciwos$ci powierzchni nanomateriatow stosowanych jako nosniki, mianowicie odpowiednio
zastosowanej modyfikacji 1 funkcjonalizacji. Liczne badania ukazujg, ze projektowana w ten
sposob chemia powierzchni nanomateriatow wptywa korzystnie na ich profil
farmakokinetyczny i farmakodynamiczny*'%® (Rysunek 6).

Celem modyfikacji powierzchni jest zapewnienie stabilnosci fizycznej 1 chemicznej
NPs (przeciwdziatanie agregacji/aglomeracji, dysocjacji, wystepowaniu niepozadanych reakcji
chemicznych) i tworzonych z ich udziatem DDS w wodnym medium (w ktérym czesto sa
przygotowywane) i ztozonych matrycach biologicznych. Wyréznia si¢ dwa sposoby stabilizacji
NPs.% Najbardziej powszechny i najprostszy zaktada stabilizacje elektrostatyczna, ktéra polega
na zgromadzeniu na powierzchni nanono$nikow ligandow zawierajacych odpowiednie grupy
funkcyjne nadajace im okres$lony tadunek elektryczny (np. cytrynian nadaje AuNPs tadunek
ujemny, Rysunek 7 (A)). NPs obdarzone takim samym i stosunkowo duzym (co do bezwzgledne;j
warto$ci) dodatnim lub ujemnym tadunkiem odpychaja si¢ wzajemnie od siebie i nie ulegaja
sifom van der Waals’a powodujacym agregacje i wytracanie. Miarg tego rodzaju stabilnosci jest
pomiar potencjatu { (zeta).”% 7% Jednakze, stabilizacja elektrostatyczna nie jest wystarczajaca
w warunkach srodowiska biologicznego, ktore charakteryzuje si¢ duza sita jonowq i zmiennymi
warunkami  pH.”®’>  Dodatkowo, tadunek powierzchniowy ma istotny wplyw

na cytotoksycznos¢ — dodatnio natadowane NPs sa zwykle bardziej toksyczne z uwagi

lek przeciwnowotworowy

dwufunkcyjny zwigzek *4’/1 (czasteczka hydrofilowa lub
hydrofobowa)

PEG\ organiczny, np. MUA/_/ *
grupa ‘\-\——\_\1 & 5" o \’\,‘P’\’;;tyd aptamer

1
1
|
funkcyjna | .
& | — S Z przeciwciato
% |
|
v VS '
cytrynianowe ﬁ A

1
I
I

1
A. Stabilizacja elektrostatyczna i B. Funkcjonalizacja
isteryczna '

- \A/\/\/\/\/\ X czynnik

obrazujacy

Rysunek 7 ;Przyktady sposobow modyfikacji i funkcjonalizacji AuNPs stuzgcych jako DDS
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na niespecyficzne oddziatywania z ujemnie natadowanymi btonami komérkowymi.*!
Kationowe NPs ulegaja czgsto destabilizacji i wytrgcaniu w warunkach hodowli komoérkowych,
poniewaz wykazuja tendencje do elektrostatycznego adsorbowania biatek.”

W zwigzku z tym, drugim i bardziej skutecznym sposobem stabilizacji NPs jest
zapewnienie fizycznej bariery pomigdzy nimi. Na przyklad dzigki zastosowaniu
modyfikatorow z grupa tiolowa lub mostkami disiarczkowymi (mechanizm chemisorpcji;
Rysunek 7 (A)). Sg to zwykle dwufunkcyjne czasteczki pochodnych alkanow (np. kwas 11-
merkaptoundekanowy, ang. [/-mercaptoundecanoic acid, MUA), pochodnych alkanow
polaczonych z monomerami glikolu etylenowego lub najczgsciej (niezaleznie od rodzaju
nanoczgstek) hydrofilowych polimerow, przede wszystkim glikolu polietylenowego
(ang. polyethylene glycol, PEG), ktorego stosowanie w produkcji lekow jest zaaprobowane
przez amerykanska Agencje Zywnosci i Lekow (U.S. Food and Drug Administration, FDA).
Powstajaca z jego udzialem hydrofilowa otoczka obdarzona tadunkiem (z uwagi na grupe
funkcyjng) jednoczes$nie zwigksza S$rednice hydrodynamiczng ukladéw i1 powoduje ich
wzajemne odpychanie si¢ uniemozliwiajgc agregacje, a w matrycy biologicznej przeciwdziata
opsonizacji (gromadzeniu si¢ na nich bialek surowiczych) sprzyjajacej ich neutralizacji
iwydalaniu z organizmu. Dzigki temu uktady zachowuja swoja stabilno$¢ niezaleznie
od stezenia soli czy pH, a takze sa obecne w krwiobiegu dtuzej niz niemodyfikowane NPs
czy tzw. ,,wolne” (niezwigzane z no$nikiem) leki (okoto 100-krotnie), bedac przy tym
niezauwazonymi przez uktad odpornosciowy.*!">”2 W rezultacie mozliwe jest docieranie DDS
1 ich kumulacja w miejscach zmienionych nowotworowo (zwlaszcza w §rodowisku guzow
litych), ktore charakteryzuja si¢ porowatoscia szybko tworzonych naczyn krwiono$nych oraz
ograniczonym drenazem limfatycznym. Nieszczelno$¢ naczyn, wynikajaca z duzych
przestrzeni miedzy nieregularnymi komorkami endotelialnymi $rodblonka, umozliwia
gromadzenie si¢ tam NPs o $rednicy z zakresu 10-100 nm. Zjawisko to okresla si¢ efektem
zwigkszonej przepuszczalno$ci i zatrzymywania (ang. enhanced permeation and retention
effect, EPR) lub mechanizmem biernym transportu do nowotworu. Dzicki EPR, leki
przeciwnowotworowe w postaci DDS sg tam dostarczane z wigksza selektywnosciag (o 20-30%
w porownaniu do zdrowych komorek) i w wigkszej dawce (w stosunku do klasycznej
chemioterapii), co sprzyja ograniczeniu ogolnoustrojowej toksycznos$ci. Mimo istotne]
poprawy, selektywno$¢ dostarczania nanoformulacji wskutek EPR jest wcigz niewystarczajaca.
Co wigcej, jest silnie uzalezniona od typu, rozmiaru i umiejscowienia samego guza.?>’>">
Bardziej skutecznym 1 coraz cze$ciej wykorzystywanym sposobem selektywnego

dostarczania nanoczastek do komoérek nowotworu jest tzw. mechanizm aktywny transportu,
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ktory polega na wykorzystaniu wzmozonego zapotrzebowania na sktadniki odzywcze
i odmiennej morfologii komoérek nowotworowych (w stosunku do komorek zdrowych),
na ktérych powierzchni w wyniku nadekspresji wystepuje zwigkszona liczba wielu receptorow
m.in. biatek (np. transferyny) czy glikoprotein. Pokrycie powierzchni NPs odpowiednimi
czasteczkami sygnalnymi (tzw. ligandy kierunkujace, np. przeciwciata, biatka, peptydy,
weglowodany, aptamery czy zwigzki drobnoczasteczkowe jak kwas foliowy), ktore wykazuja
duze powinowactwo do tych receptoréw, pozwala zatem na wigksza (w stosunku do EPR
i klasycznej chemioterapii) penetracje¢ nowotworow i kumulacje w nich zwigzanych
z no$nikiem czasteczek leku.3>%7-7>76 Tego rodzaju projektowanie powierzchni nanomateriatow
stanowi przyktad funkcjonalizacji (Rysunek 7 (B), Rysunek 8). Jej zadaniem jest nadanie
nanomateriatom nowych wilasciwosci i funkcji, zwlaszcza biologicznych, poprzez fizyczng
adsorpcje (oddziatywania niekowalencyjne) lub (gltoéwnie) kowalencyjne przylaczanie
funkcjonalizatorow, czyli wspomnianych ligandéw kierunkujacych, ale takze zwigzkow
o dzialaniu terapeutycznym, m.in. przeciwnowotworowych zwigzkow kompleksowych

opartych na platynie.®"
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Rysunek 8. Schemat przedstawiajqcy sposoby modyfikacji i funkcjonalizacji liposomalnych DDS

[na podstawie **%°]
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W przeciwienstwie do uktadéw liposomalnych, w ktorych zatrzymywanie (retencja)
czasteczek leku uzaleznione jest przede wszystkim sktadem blony fosfolipidowej,’
zapewnienie trwatego wigzania tych zwigzkow az do miejsca docelowego ma duze znaczenie
w przypadku AuNPs transportujacych je na swojej powierzchni. Nalezy podkreslic,
ze stabilnos¢ DDS zalezna jest od sity wigzania ligandu z nos$nikiem. W tym celu AuNPs
pokrywane sa czasteczkami modyfikatoréw (takimi jak wspomniane dwufunkcyjne zwigzki
organiczne lub pochodne PEG) zwanymi ,,tacznikami”. Zawierajg one na jednym koncu grupg
tiolowa stuzacy ,,przytwierdzeniu” do nos$nika (wskutek chemisorpcji) oraz wtasciwa grupe
funkcyjng na drugim, ktéra odpowiada za wigzanie czasteczek leku (np. grupa aminowa,
hydroksylowa, biotyna, czy karboksylowa, istotna w przypadku przytaczania CDDP’7) 417578
Uniwersalnym ,tacznikiem” miedzy AuNPs 1 liposomami a funkcjonalizatorami
z powodzeniem jest stosowany PEG o réznej masie czasteczkowej.*!"’®

Funkcjonalizator, oprocz stabilnego wigzania leku na czas jego transportu, powinien
jednoczesnie umozliwia¢ tatwe jego uwalnianie w miejscu docelowym — w komorkach
nowotworowych. Jest wiele mechanizmoéw odpowiedzialnych za proces uwalniania zwigzkdéw
aktywnych z no$nika. Moze odbywac si¢ to na skutek zmiany pH czy dzialania enzymow

wewnatrzkomorkowych, jednak duzym wyzwaniem jest projektowanie systemow, ktore beda

uwalniaé lek na skutek stymulacji, co zwickszy kontrole efektu terapeutycznego.”

3.3. Aktualny stan wiedzy nt. badan poswieconych systemom
dostarczania cisplatyny, tworzonych z udzialem nanoczastek
zlota i liposomow

W ostatnich latach liczne prace naukowe poswiecono badaniom tworzenia i ocenie
wiasciwosci terapeutycznych DDS, zwlaszcza uktadéw AuNPs—cisplatyna (AuNP—CDDP)
i liposom—CDDP. Czesto wykorzystuje si¢ w nich rézne nowotworowe linie komoérkowe
(badania in vitro) oraz modele zwierzgce (najczesciej] myszy, badania in vivo), ktére ukazuja
istotng przewage stosowania opracowywanych systemow nad stosunkowo mato skuteczng
1 niespecyficzng chemioterapig z udziatem CDDP (Tabela 1). Powodem tego jest ich bardziej
efektywne dostarczanie i pobieranie przez komorki nowotworowe, co warunkuje lepsze efekty

terapeutyczne, w tym ograniczenie progresji nowotworow.
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Tabela 1. Przykiady systemow dostarczania CDDP opisanych w literaturze: polgczenia AuNP—-CDDP i liposom—

CDDP
DDS
Lacznik #/ choroba/linia _ .
. B wyniki Lit.
Modyfikator/ komérkowa
Funkcjonalizator

AuNP-CDDP ludzkie komorki raka zmniejszenie tempa proliferacji *; zwigkszony 80
L: L-asparaginian watroby (linia HepG2) stopief pobierania DDS przez komorki #
AuNP-CDDP ludzkie komorki zwigkszona cytotoksyczno$¢ ? in vitro i dziatanie 81
L: kwas 3,3°- gruczolaka sutka (linia przeciwnowotworowe ? in vivo (hamowanie
ditiopropionowy MCF-7), réwniez tempa wzrostu guza u myszy), zwlaszcza po

F: kwas hialuronowy-
PEG

zaimplantowane myszom,
ludzkie pierwotne komorki
glejaka (linia U-87)

wywolaniu hipertermii

AuNP-CDDP
L: MUA

komorki glejaka
wielopostaciowego (linie
S1, S2 i SP56)

zmniejszenie tempa proliferacji komorek (DDS
w poréwnaniu z AuNP-MUA); poddanie
komoérek jednoczesnemu dziataniu DDS

i radioterapii poskutkowato znacznie
zwigkszonymi uszkodzeniami DNA i apoptoza
i w rezultacie spowolnieniem ich tempa wzrostu

82

fluorescencyjne
nanoklastry ztota—
prolek CDDP

M: albumina
surowicy krwi
bydlgcej (BSA)

F: HOOC-PEG-kwas

mysie komorki nowotworu
piersi (linia 4T1), rowniez
implementowane myszom

zwiekszona cytotoksyczno$é ? in vitro;

zwigkszona akumulacja w obrebie guza in vivo 1—
2 h po podaniu; spowolnienie tempa wzrostu guza

0 65-80% w stosunku do proby kontrolnej;
znaczne hamowanie tworzenia przerzutéw do
phuc w stosunku do préb kontrolnych; mozliwo$¢
jednoczesnego obrazowania fluorescencyjnego

83

foliowy zmian nowotworowych
AuNP-CDDP ludzkie komorki zblizony efekt cytotoksyczny ? in vitro; 84
L: EDC¢ NHS* ptaskonabtonkowego raka  spowolnienie tempa wzrostu nowotworu in vivo
M: PEG7-COOH glowy i szyi (linia A431),  po zastosowaniu radiochemioterapii
F: glukoza réwniez implementowane

myszom
liposom—CDDP szczurze komorki glejaka  zwickszona cytotoksyczno$é in vitro (2,7-raza) ¥; 85
M: PEG (linia C6), zmniejszona cytotoksycznos¢ systemowa
F: mysie przeciwcialo  szczury Wistar oraz wydtuzony czas zycia szczuréw ®; znacznie
monoklonalne 0X26, zwigkszona akumulacja leku w obrebie guza’;
specyficzne znaczne zmniejszenie wystgpowania zmian
receptorowi histopatologicznych oraz nekroz komorek
transferyny watroby u szczuréw na skutek leczenia ?
liposom—CDDP ludzkie komorki raka zwigkszony stopien pobierania przez komérki ?; 86
M: PEG piersi (linia MCF-7) zwigkszona cytotoksyczno$é in vitro ”

liposom—CDDP
M: PEG, anionowy
fosfolipid

ludzkie komorki raka
okreznicy (linia C26),
réwniez implementowane
myszom

mniejszy efekt cytotoksyczny in vitro b;
wydtuzony czas cyrkulacji nanoformulacji
w krwiobiegu ?; znaczne spowolnienie tempa

wzrostu guza ?; wiaczanie liposoméw do komorek

nowotworowych (in vitro i in vivo) i uwalnianie
tam leku uzaleznione jest od sktadu btony
fosfolipidowe;j

87

liposom—
(CDDP+gemcytabina)
M: PEG

ludzkie komorki raka
piersi (linia MCF-7),

znaczne spowolnione uwalnianie lekow ? (badane
metodg dializy); zwigkszona cytotoksyczno$é
in vitro ® (zwlaszcza w stosunku do komoérek

88
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F: kwas foliowy ludzkie komorki MCF-7, w ktorych obserwowano zwigkszony

gruczolaka ptuc (linia stopien pobierania DDS ze wzgledu na liczne
A549), receptory kwasu foliowego); wyraznie obnizona
ludzkie komorki przezywalnos¢ komorek i wigkszy stopien
nieindukowane indukcji apoptozy ’; proponowane DDS majg
nowotworowo (linia potencjalne zastosowanie w leczeniu r6znych
MRCS) typdw nowotworow

@ _ Igeznik odpowiadajacy za przytaczanie CDDP

b _ w stosunku wynikow otrzymanych dla probek z udziatem ,,wolnego” leku (lekow)

¢ — N-etylo-N-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid, ¢ — N-hydroksysukcynoimid

Niestety, mimo, ze wyniki tych badan sg bardzo obiecujace, nie ma to przetozenia
na pozytywne wyniki badan klinicznych. Dotychczas nie zatwierdzono zadnej nanoformulacji
wykorzystujacej AuNPs do zastosowania w terapii przeciwnowotworowej 1 aktualnie nie
prowadzi si¢ badan klinicznych z ich udzialem w tym zakresie (www.clinicaltrials.gov,
dn. 12.02.2024).
Duzo wigkszym zainteresowaniem cieszg si¢ natomiast liposomalne nanoformulacje lekow,
gdyz wiele z nich zostato skomercjalizowanych, wtaczajac Doxil® (1995, stabilizowane PEG-
iem liposomy zawierajgce doksorubicyne). Niestety, zaden z tych produktow nie zawiera
cisplatyny ani innych lekéw opartych o atom platyny. Przeprowadzone dotychczas badania
kliniczne weryfikujg nanoformulacje Lipoplatin™ (systemy liposom—CDDP) jako obiecujaca
do badan IV fazy. Lipoplatin™ wykazuje istotna przewage w dziataniu
przeciwnowotworowym nad konwencjonalng cisplatyng w leczeniu nowotwordow
przerzutujacych, zwlaszcza raka prostaty, okreznicy, zoladka i1 phluc. Innymi badanymi
klinicznie nanoformulacjami CDDP byly SPI-77™ i LiPlaCis®. W przypadku SPI-77™, mimo
znacznie lepszych wilasciwosci farmakokinetycznych i mniejszej toksycznosci niz ,,wolna”
cisplatyna, podczas badan II etapu nie obserwowano satysfakcjonujacego efektu
terapeutycznego z powodu niedostatecznego uwalniania leku przeciwnowotworowego
w obszarze nowotwordw. Z kolei, badania kliniczne LiPlaCis® ukonczono na I fazie ze wzgledu
na niewystarczajace bezpieczenstwo stosowania (m.in. silne dzialanie nefrotoksyczne
oraz wywolywanie ostrej reakcji organizmu pacjentéw po infuzji).5%*°
Aktualnie trwaja liczne badania kliniczne z udzialem lekéw platynowych, lecz nie

w postaci DDS. Wykorzystywane sg one jako towarzyszace nanoformulacjom liposomalnym
innych lekéw w chemioterapii wielolekowej. Przykladem sa dwa badania II fazy: (i) ukltadu
liposom—irinotekan w terapii skojarzonej raka trzustki z udzialem S5-fluorouracylu,
oksaliplatyny i leukoworyny’' oraz (ii) sintilimabu w terapii skojarzonej raka przetyku

z uktadem liposom—paklitaksel podawanym wraz z CDDP i S-1.7
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3.4. Stosowanie nanoformulacji lekéw w celach medycznych -
problemy i zagrozenia
Wykazanie przewagi nowych produktow zawierajacych nanomaterialty w stosunku
do standardowych 1 powszechnie stosowanych lekow, moze wydawacé si¢ proste, jednak
W rzeczywisto$ci wigze si¢ to z przedtozeniem odpowiednim instytucjom rzetelnych wynikow
otrzymanych wskutek licznych badan przedklinicznych, jak i tych przeprowadzonych na duzej
populacji.®*? Dodatkowe trudnosci, zwigzane z poznaniem wlasciwoéci i wplywu tych
produktéw na zdrowie czlowieka, aspektami produkcyjnymi oraz prawnymi powoduja,
ze proces zakonczony wprowadzeniem ich do powszechnego stosowania farmakologicznego
jest wydtuzony.

Jednym z istotnych wyzwan na drodze do wdrazania nanoformulacji do zastosowan
klinicznych jest brak jasno nakreslonych wymagan i regulacji prawnych.”* W 2022 roku FDA
opublikowata dokument, ktory przedstawia ogdlne sugestie 1 zalecenia dla przemystu dotyczace
DDS, wskazujac pewne cechy produktow i zakres wymaganych do przedtozenia badan, jednak
jak sama Agencja wskazuje — przedstawione zagadnienia nie s3 opisane W SposOb
wyczerpujacy.?’ Dodatkowym problemem jest brak spdjnosci miedzy regulacjami prawnymi
poszczegolnych panstw,” dot. klasyfikacji i definicji nanoformulacji.

Obawy zwigzane z zastosowaniem nanoformulacji lekéw wynikaja z mozliwosci
wystgpienia silnych reakcji immunologicznych (alergicznych) u pewnej grupy pacjentow,
niedostatecznie selektywnej dystrybucji (skutkujacej nadmierng ekspozycja niektorych
narzadow na ich dziatanie i efekt toksyczny)® oraz mozliwo$¢ niekontrolowanego uwalniania
leku z noénika. Niezbedne sg tutaj badania procesow ADME? i aktualna wiedza o toksycznosci
NPs, gdyz zrozumienie ich mechanizméw dzialania na poziomie komdérkowym, w duzej mierze
moze odzwierciedla¢ mechanizmy dziatania nanoformulacji. Jednakze, trudno jest doktadnie
przewidzie¢ zachowanie wprowadzonych do organizmu uktaddéw, poniewaz znaczna czg$¢ prac
pos$wieconych badaniu ich toksyczno$ci opiera si¢ na testach in vitro.”>”¢ Zastosowanie modeli
zwierzecych z wszczepionym transplantem nowotworu réwniez nie pozwala w pelni
odzwierciedli¢ rzeczywistej reakcji nowotworu rozwijajacego si¢ w ciele czlowieka
na nanoformulacje¢, z uwagi na réznice warunkow rozwoju i mikrosrodowiska (brak zgodnosci
badan przedklinicznych z klinicznymi).?!%

AuNPs, w por6wnaniu z innymi nanomateriatami metalicznymi charakteryzuja si¢ wigksza
stabilno$cia chemiczng, mniejsza toksycznoscia 1 wzglegdnym bezpieczenstwem

w zastosowaniu biomedycznym.”® Jednakze, ich zastosowanie moze wigzaé sie z toksycznoscia
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uzalezniong od metody syntezy, podanego stezenia, rozmiaru, ksztatltu oraz chemii
powierzchni. Badania in vitro 1 in vivo wskazuja na mozliwe niekontrolowane przenikanie
AuNPs do wielu narzadéw 1 tkanek (zwtaszcza AuNPs o rozmiarze mniejszym niz 10 nm),
kumulowanie si¢ w nich 1 wywotywanie stresu oksydacyjnego i w nastgpstwie uszkodzen
strategicznych bioczasteczek.”””® Istotne jest zatem maksymalne wigzanie lekéw na ich
powierzchni, co pozwoli na zmniejszanie liczby wprowadzanych do organizmu nanoczastek
oraz zwigkszenie bezpieczenstwa i efektu terapeutycznego.

Nosniki liposomalne, natomiast, nie wykazuja wlasciwosci toksycznych w stosunku
do komorek 1 okreslane sg jako biodegradowalne. Wynika to z ich fosfolipidowej budowy,
dzigki ktérej w wyniku rozpadania si¢/rozkladu liposomoéw, nie dochodzi do powstawania
szkodliwych metabolicznie produktow.”' W zwigzku z tym, sa one szczegdlnie chetnie
testowane jako no$niki lekow.

Na wdrazanie DDS istotny wplyw majg takze bariery technologiczne.?*¢>%
Nanoformulacje lekéw przeciwnowotworowych moga by¢ stosunkowo tatwo 1 tanio
otrzymywane w warunkach laboratoryjnych, jednak zwigkszenie skali produkcji moze niekiedy
powodowa¢ utrate pozadanych wiasciwosci.'® Dlatego nalezy doktadnie zdefiniowa¢ praktyki
produkcyjne 1 okresli¢ specyfikacje, w obrgbie ktorych DDS zachowuja optymalne wlasciwosci
(duze znaczenie ma w tym zakresie praktyka okres$lana jako Chemistry, Manufacturing
and Control Management — CMC).*>% Jest to szczegdlnie wazne w przypadku no$nikow
liposomalnych, ktore zazwyczaj nie charakteryzuja sie dtugoterminowa trwato$cia.”
Pacjentowi moze by¢ bowiem podany dopiero produkt, ktory charakteryzuje si¢ stabilno$cia
postaci w jakiej jest przygotowany (np. roztwor, liofilizat) i mozliwo$cig dostosowania dawki.”®
Istotne sg przy tym problemy zwigzane z odtwarzalno$cia 1 wydajnoscia produkcji
nanomateriatow 1 DDS, powstawaniem niepozadanych produktoéw ubocznych oraz kontrolg
jakoéci procesu.*’% Rozmiar nanoczastek, whasciwosci powierzchni (tadunek, modyfikacja
i funkcjonalizacja) oraz stopien wigzania i uwalniania leku, a takze czystos¢ koloidow
(brak obecnosci szkodliwych zwigzkéw organicznych i/lub nadmiaru niezwigzanych lekow
pozostatych po syntezie) musza by¢ bezwzglednie monitorowane 1 utrzymywane na statym
poziomie. Do tego niezbedne sa przystosowane do ciaglej i wszechstronnej analizy narzg¢dzia

analityczne,*>%3 ktorych wcigz brakuje.
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4. Techniki analityczne w badaniach potaczen nanonosnik-

przeciwnowotworowy lek oparty na platynie

4.1. Znaczenie technik analitycznych w analizie potaczen

Jak juz wcze$niej wspomniano, otrzymywanie DDS o satysfakcjonujacych parametrach
1 wilasciwosciach terapeutycznych jest procesem dlugotrwatym i, co nalezy podkreslic,
wieloaspektowym. Mimo to, uzasadniona potrzeba rozwijania nanomedycyny powoduje,
ze wcigz przybywa publikacji w tym zakresie. Prowadzone badania skupiajg si¢ gtownie
na kilku aspektach: (i) syntezie reagentéw 1 otrzymywaniu DDS, (ii) badaniu stopnia
wigzania/kapsulkowania leku z no$nikiem, (iii) badaniu wlasciwosci fizykochemicznych DDS
(badania morfologii, rozmiaru, wlasciwosci powierzchni, w tym potwierdzenie modyfikacji
i funkcjonalizacji), (iv) badaniu stabilnosci (trwalosci krétko- i dlugookresowej, stabilno$ci
w warunkach fizjologicznych lub je odzwierciedlajagcych, z uwzglednieniem kinetyki
uwalniania leku), (v) badaniu akumulacji/dystrybucji DDS in vitro i/lub in vivo, (vi) badaniu
cytotoksycznosci in vitro i/lub wlasciwosci terapeutycznych iv vivo z uwzglgdnieniem dwoch
grup kontrolnych — tzw. ,Slepej” proby oraz grupy poddawanej dziataniu standardowej
chemioterapii.

Na kazdym z tych etapow prac niezbgdne jest zastosowanie wiasciwych technik i metodyk
analitycznych, by otrzymywac¢ wyniki o duzej wiarygodnosci. Mimo $wiadomosci, jak wazna
jest to kwestia, badacze czesto skupiaja si¢ na koncowym wyniku badan, pomijajac
szczegotowe informacje nt. doktadnego sposobu prowadzenia doswiadczen i stosowanych
metod analitycznych. Niemniej jednak, podczas wymienionych badan DDS wykorzystywane
sa roznorodne techniki analityczne, ktore mozna podzieli¢ na pig¢ gltéwnych kategorii.
Sa to techniki: (I) mikroskopowe, (II) spektroskopii czasteczkowej, (III) spektroskopii
atomowej, (IV) rozdzielania oraz (V) taczone. Nalezy przy tym podkresli¢, ze mimo
zaawansowania wielu z nich i licznych zalet stosowania, nie ma jednego uniwersalnego
narzedzia analitycznego, ktoére umozliwia wszechstronng analiz¢ uktadéw nanono$nik—lek
przeciwnowotworowy. Wymienione techniki stosowane s3 zazwyczaj rownolegle,
uzupehniajaco, co dostarcza informacji nt. wlasciwosci DDS. Konieczno$¢ stosowania wielu
narzedzi (zazwyczaj z grup I-III) wigze si¢ jednak z wydluzajagcym si¢ czasem badan,
ich zwigkszonymi kosztami, potrzebg posiadania umiej¢tnosci obstugi wielu urzadzen

iinterpretacji pozyskanych za ich pomoca wynikow. Czesto liczne, skomplikowane
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1 wieloetapowe postepowania przygotowania probek moga wpltywac na wtasciwosci systemow,
uniemozliwiajac w ten sposob otrzymywanie rzetelnych wynikdow.

Z uwagi na kluczowg role zagadnienia wlasciwego sposobu analizy DDS, zwlaszcza
nalezacych do grupy polaczen nanonos$nik—przeciwnowotworowy lek oparty na platynie
(ang. platinum-based anticancer drug delivery systems, "'DDS), analitycy probuja opracowaé
nowe narzedzia, ktore sprostaja wymaganiom niezmiennosci budowy tych uktadéw podczas
pomiaru 1 jednocze$nie pozwolg na potwierdzenie ich tworzenia w sposéb bezposredni. Wigze
si¢ z tym konieczno$¢ pozyskania wiedzy o wszystkich komponentach badanej probki "'DDS
(przede wszystkim wystepujacych w niej formach metaloleku), co z kolei pozwoli na okreslenie
wydajnosci procesu otrzymywania uktadow i jego ewentualng optymalizacje. W tym celu

kluczowe okaza¢ si¢ moga techniki taczone (ang. hyphenated techniques, HTs),

ktérych opracowanie stanowito wazne osiggnigcie w dziedzinie chemii analitycznej, a mimo to
ich potencjat w badaniach DDS jest wciaz rzadko wykorzystywany.

Technikami lgczonymi okresla si¢ techniki analityczne powstale w wyniku sprze¢zenia
ze sobg za pomoca odpowiednich tacznikow (tzw. interfejsow, ang. interface)
wysokosprawnych modutow rozdzielania (przede wszystkim rozdzielania
chromatograficznego, rzadziej elektroforetycznego) i czutych detektoréw spektroskopowych,
specyficznych czasteczkowo lub pierwiastkowo pracujacych w trybie on-line. Sprzezenie
takich modutéow pozwala na otrzymanie wielu zaawansowanych narzedzi analitycznych
o wszechstronnych mozliwosciach aplikacyjnych — m.in. w badaniach probek
srodowiskowych, biologicznych, probek zywnosci, farmaceutykdw czy nanomateriatow. HTs
charakteryzuja si¢ bowiem znacznie ulepszonymi parametrami analitycznymi w stosunku
do tworzacych je technik stosowanych niezaleznie, takimi jak doktadno$¢ czy precyzja (w tym
odtwarzalno$¢) pomiardw. Duzg zaletg ich stosowania jest takze sposobno$¢ automatyzaciji,
ktoéra sprzyja zmniejszeniu ryzyka zanieczyszczenia badanej probki (techniki faczone stanowia
tzw. ,,system zamknigty”) oraz zwigkszeniu dziennej przepustowosci pomiaréw. Z kolei
kluczowa cecha, wyrozniajaca HTs na tle stosowanych dotychczas standardowo technik

analitycznych w badaniach "'DDS, jest mozliwoéé jednoczesnego uzyskiwania informacji

jako$ciowych i ilo$ciowych o obecnych w badanej probee (w tym probee o zlozonej matrycy)

formach chemicznych na poziomie §ladowych zawartosci. Nalezy podkresli¢, ze w przypadku

PIDDS zasadne jest bezposrednie monitorowanie markera metaloleku i oznaczanie jego
poszczegoOlnych form, co wymaga zastosowania selektywnego w stosunku do metali (w tym Pt)
1 czutego detektora z grupy technik spektroskopii atomowe;j. Jest to istotne z punktu widzenia

potrzeby wyznaczenia kluczowych parametréow wydajnosci tworzenia P'DDS, takich jak
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wydajno$¢ wiazania/kapsutkowania leku przeciwnowotworowego (najczesciej stosunek
stezenia zakapsutkowanego leku do jego catkowitego stezenia stosowanego podczas
otrzymywania "'DDS; ang. drug bindinglencapsulation efficiency, EE) oraz stopnia
»zatadowania/wysycenia” nim no$nika (stosunek np. stezen zakapsutkowanego leku i no$nika;
ang. drug loading [capacity], DL).

Dodatkowymi kryteriami wyboru wtasciwego detektora przy konstruowaniu technik tagczonych
do badan "'DDS s3: mozliwo$¢ analizy wielopierwiastkowej (przy czym nalezy rozwazyé
wystepowanie interferencji i mozliwo$¢ ograniczenia ich wplywu), granica wykrywalnosci
(ang. limit of detection, LOD) oraz zakres liniowosci wskazan. Do najczesciej stosowanych
technik analizy elementarnej naleza absorpcyjna spektroskopia atomowa (zwykle z atomizacja
ptomieniowa, ang. flame atomic absorption spectroscopy, flame AAS lub FAAS), optyczna
spektroskopia emisyjna z jonizacjg w plazmie sprze¢zonej indukcyjnie (ang. inductively coupled
plasma optical emission spectroscopy, ICP-OES) oraz spektrometria mas z jonizacja w plazmie
sprzezonej indukcyjnie (ang. inductively coupled plasma mass spectrometry, 1CP-MS),

ktérych poréwnanie przedstawiono w Tabela 2.

Tabela 2. Poréwnanie najczesciej stosowanych technik spektrometrii atomowej 11192

FAAS ICP-OES ICP-MS

Wartosci LOD 1-100 pg L' 0,01-100 pg L! 0,0001-1 pg L'
zastosowanie
w rutynowych analizach
stezen §ladowych
pierwiastkow

Zakres liniowosci 1-10° pg L! 1-10° pg L! 103-10° pg L!

wskazan

Szybkos¢ stosunkowo mata duza duza

i przepustowos$¢

pomiarow

Mozliwos¢ analizy nie (zwykle analiza tak (do 70 pierwiastkow tak

wielopierwiastkowej

jednopierwiastkowa)

podczas jednej analizy)

Mozliwos¢ analizy

nie

nie

tak (na podstawie

(oznaczania) zmiennej wartosci

izotopow stosunku m/z ¢

pierwiastkow poszczegodlnych izotopow
tego samego pierwiastka)

Wystepowanie tak, lecz nielicznych tak ? tak ?, lecz jest mozliwo$é

interferencji ich ograniczenia

Koszt aparatury i jej  stosunkowo maty umiarkowany duzy

utrzymania
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Latwos$¢ obstugi stosunkowo prosta w umiarkowana technika wymagajaca
obstudze duzej wiedzy
i dodwiadczenia analityka

Zasada analizy pomiar intensywnosci pomiar intensywnosci pomiar intensywnosci
ilosciowe;j absorpcji promieniowania  emisji promieniowania sygnalow o okreslonym
elektromagnetycznego elektromagnetycznego stosunku masy do
o dhugosci fali o dhugosci fali fadunku,
charakterystycznej dla charakterystycznej dla charakterystycznym dla
kazdego pierwiastka kazdego pierwiastka danego izotopu
pierwiastka

“ m/z oznacza stosunek masy atomowej danego izotopu (w postaci zjonizowanej) do jego tadunku (ang. mass-to-
charge ratio)

zastosowanie palnika ICP (temperatura 6000-10000 K) pozwala na wyeliminowanie interferencji
niespektralnych wystepujacych w FAAS (temperatura ptomienia w FAAS ~2000-3000 K)

b

Kazda z przedstawionych technik umozliwia szybkie 1 precyzyjne pomiary $ladowych
stezen pierwiastkow metalicznych w ztozonych matrycach probek, lecz ze wzgledu na bardzo
male wartosci LOD (w stosunku do wielu technik), mozliwo$¢ jednoczesnej analizy
wielopierwiastkowej 1 duzg rozdzielczos¢ (monitorowanie roznych izotopodw pierwiastkow),
a takze mozliwo$¢ rozbudowy o dodatkowe podzespoly i rozwigzania techniczne, technika
ICP-MS znajduje kluczowe zastosowanie w omawianych badaniach.!"1°2 Wymienione cechy
sprawiaja, ze ICP-MS jako detektor w HTs umozliwia badanie nie tylko form chemicznych
samego metaloleku, lecz takze no$nika oraz calych uktadow nosnik—lek. Z tego powodu ICP-
MS jest najchetniej wybieranym modutem wykrywania w HTs w badaniach ""DDS. Schemat
ICP-MS z najczes$ciej spotykanym analizatorem mas przedstawiono na Rysunek 9., a w opisie

zawarto informacje o podstawach dziatania tej techniki.

system gaz }acznik spektrometru mas analizator powielacz
automatycznego ' nosny rozpylacz ze stoz‘kami kwadrupolowy elektronowy
| |

dozowania Ar
prébek Inik v
417 paifik soczewki
~ l jonfwe

% g%:- 4 <o
A\, T ﬂ—.Tr4d

5¢

komora AT 6¢ 7
prébka mgielna
pompa
perystaltyczna pompa mechaniczna  pompy turbomolekularne
(ciénienie atmosferyczne) (préznia)

Rysunek 9. Schemat ICP-MS z pojedynczym analizatorem kwadrupolowym
(1. wprowadzenie probki w postac¢ aerozolu, 2. desolwatacja probki, atomizacja i jonizacja jej sktadnikow,
3. ogniskowanie wiqzki jonow, 4. filtrowanie poszczegolnych jonow o okreslonym stosunku m/z poprzez regulacje
napiec elektrod, 5. detekcja i wzmocnienie sygnatow, a nastgpnie przekazanie ich do rejestratora)
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Przygotowanie probki "DDS do analizy za pomocg HTs z ICP-MS nie jest
skomplikowane i wymaga zazwyczaj dobrania jedynie odpowiedniego rozcienczenia. Mozna
poming¢ etapy upochodnienia CDDP i niekiedy oczyszczania mieszaniny, ktore moga wplywac
na stabilnos¢ PDDS i skutkowaé¢ przedwczesnym uwalnianiem leku, agregacja
czy aglomeracjg. Z kolei, analiza probki "DDS rozpoczyna si¢ od rozdzielania zawartych w
niej sktadnikow (zar6wno nieprzereagowanych substratow, jaki i otrzymanego produktu oraz
jego mozliwych form) zwykle z zastosowaniem technik wysokosprawnej chromatografii
cieczowe]j (ang. high performance liquid chromatography, HPLC) lub elektroforezy kapilarne;
(ang. capillary electrophoresis, CE). Technikami z grupy HPLC stosowanymi w badaniach
PPDDS s3 najczesciej chromatografia wykluczania (ang. size exclusion chromatography, SEC)
oraz chromatografia w odwroconym uktadzie faz (ang. reversed-phase HPLC, RP-HPLC).
W przypadku technik CE jest to kapilarna elektroforeza strefowa (ang. capillary zone
electrophoresis, CZE).

Zaklada sie, ze w czasie rozdzielania w odpowiednio dobranych warunkach poszczegdlne

indywidua zachowuja swoja wyjsciowa posta¢ i whasciwosci fizyko-chemiczne. Te z kolei,
okreslajg powinowactwo do fazy stacjonarnej lub ruchliwos$¢ elektroforetyczng wzdtuz kapilary
(odpowiednio w technikach chromatograficznych i elektroforetycznych) poszczegdlnych
analitow. Opuszczajagce kolumne¢ chromatograficzng lub kapilar¢ anality trafiaja
do spektrometru mas, gdzie dochodzi do ich atomizacji i nastgpnie jonizacji (glownie do
kationow o ‘tadunku +1). Jedynie jony okreslonych izotopow pierwiastkow
o charakterystycznym ($cisle okreslonym) dla nich stosunku m/z sa wykrywane przez detektor
(powielacz elektronowy). Jony te sg reprezentatywne dla danego (badanego) analitu i stanowia
ich tzw. markery lub znaczniki. Markerem lekow przeciwnowotworowych opartych o atom
platyny jest izotop '*°Pt, ktory mierzony jest w postaci jonu '*’Pt* o stosunku m/z rtownym 195.
Dane jakosciowe 1 ilo$ciowe (intensywno$¢ sygnaldw) dla wskazanych jonow zbierane sg
jednoczesnie w funkcji czasu rozdzielania (czasu retencji lub migracji, oznaczenie kolejno tr
i tm) za pomoca systemu zliczeniowego. Reprezentuje on liczbe docierajacych do powielacza
1 zliczonych w jednostce czasu (s) poszczegdlnych jondw (ang. counts per second, cps).
Mimo wielu zalet HTs, badacze wciaz rzadko decyduja si¢ na ich zastosowanie. Wynika
to m.in. z duzego kosztu aparatury (poszczegédlnych modutdow) 1 jej utrzymania
oraz konieczno$ci posiadania odpowiedniej wiedzy i do§wiadczenia w jej obstudze. Trudnosci
w konstruowaniu 1 pracy z HTs zwigzane sg takze z zastosowaniem odpowiedniego interfejsu
migdzy taczonymi modutami rozdzielania i detekcji. Musi on zapewnia¢ niezaktocony

i optymalny przeplyw eluentéw lub zamknigcie obwodu elektrycznego (kolejno dla technik
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HPLC i CE), ktore warunkuja wydajnos¢ transportowania rozdzielanej probki (ang. sample
transfer) do detektora. W przypadku HPLC duze znaczenie maja roéwniez stezenia fazy
ruchomej, zwlaszcza stezenia soli 1 rozpuszczalnikow organicznych, ktore moga wptywac
na prace detektora, w tym ICP-MS.!%?
Nie bez znaczenia sg tu takze wspomniane interferencje wielu analitow wystepujace
w ICP-MS (m.in. izobaryczne, poliatomowe),'9*1%* ktére moga skutkowaé wzrostem poziomu
tta.!9>1% W przypadku ICP-MS i niektorych innych technik spektrometrii mas istnieje
mozliwo$¢ ich wyeliminowania, co niewatpliwie jest duza zaleta, lecz stosowanie wymaganych
do tego celu dodatkowych rozwigzan technicznych (np. tzw. komor kolizyjno—reakcyjnych,
ang. collision-reaction cell, CRC) wiaze si¢ ze zwigkszonymi kosztami. Co wigcej, stopien
jonizacji poszczegdlnych pierwiastkow (tzw. pierwszy potencjal jonizacji) jest zmienny
w zalezno$ci od masy atomowej i temperatury plazmy. Nie nalezy rowniez zapominac,
ze opracowywane z udzialem ICP-MS metody analityczne wymagaja walidacji, stosowania
certyfikowanych roztworéw pierwiastkow wzorcowych oraz zwigzkow chemicznych
1 roztwordw o najwyzszych poziomach czystosci.
Pomimo wskazanych ograniczen, w literaturze znalez¢ mozna tacznie okoto jedenastu
publikacji, w ktorych zaprezentowano wykorzystanie technik tgczonych w analizie "DDS. Sg

to jak dotad najbardziej kompleksowe i zaawansowane rozwigzania analityczne w tym zakresie.

4.2. Opisane dotychczas w literaturze naukowej zastosowania technik
taczonych w badaniach uktadow nanonos$nik-
przeciwnowotworowy lek oparty na platynie

4.2.1. Techniki faczone wykorzystujace wysokosprawna chromatografie cieczowa

jako modul rozdzielania

Potaczenie HPLC 1 ICP-MS charakteryzuje: duza czulo$¢ 1 precyzja pomiardw, prostota
sprzezenia obu moduléw 1 mozliwo$¢ automatyzacji, a otrzymane z jego udziatem wyniki sg
stosunkowo proste w interpretacji. Sprawia to, ze HPLC-ICP-MS jest cz¢sto wykorzystywana
w analizie NPs i lekéw w matrycach biologicznych.'”’-1% Technika ta jest jednak rzadko
stosowana w badaniach "'DDS — w literaturze znalez¢ mozna zaledwie kilka takich prac.

W 2011 roku opublikowano prace autorow Nguyen ef al., w ktorej po raz pierwszy
zbadano tworzenie 1 stabilno$¢ (stopien uwalniania leku z no$nika indukowanego
ultradzwickami) uktadow liposom—oksaliplatyna poprzez bezposrednie monitorowanie

markeréw noénika (w postaci jonéw *'P*, m/z = 31) i metaloleku ("*°Pt", m/z = 195)."° W tym
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celu zastosowano HTs stanowigcg potaczenie SEC i spektrometru ICP-MS wyposazonego
w dynamiczng komorg reakcyjng (ang. dynamic reaction cell, DRC; DRC jest odmiang CRC)
poprzedzajaca analizator mas (DRC-ICP-MS). Monitorowanie izotopu fosforu za pomocg
konwencjonalnego ICP-MS (z jednym analizatorem kwadrupolowym, ang. single quadrupole,
ICP-MS (SQ), Rysunek 9) nie byto mozliwe z uwagi na wystegpowanie licznych interferencji
spektralnych w postaci jondéw poliatomowych (np. 2C'H3'°0*, ’'N!'O*, “N'®O'H", I'N'>N'H",
MNT7OT, BCBO*, 12C0O'HY)!9 o takim samym stosunku m/z co izotop *'P (fosfor okreslany
jest jako pierwiastek monoizotopowy, gdyz jego jedynym stabilnym izotopem jest *'P).
Zaprezentowane przez autorOw rozwigzanie polegalo na wprowadzeniu skupionej
przez soczewki jonowe wigzki mieszaniny jonéw do komory DRC, do ktérej doprowadzany
byt strumien obojetnego gazu (ksenonu) o optymalnym przeptywie. Rolg tego gazu byto
zderzanie si¢ jego czasteczek z przeszkadzajacymi jonami poliatomowymi, ktore ulegaty
rozpadowi na pojedyncze jony charakteryzujace si¢ innym stosunkiem m/z. Dzigki temu
do detektora trafiaty jedynie jony 3'P*.

W innej pracy,'!!

autorzy Turiel-Fernandez et al. za pomoca techniki SEC-ICP-MS
potwierdzili otrzymywanie systemOw dostarczania cis-diaminotetrachloroplatyny (IV)
(proleku CDDP) wykorzystujacych 10 nm IONPs jako no$niki oraz okreslili wydajnos¢ tego
procesu. Podobnie jak w przypadku liposomow, monitorowanie i oznaczanie IONPs, ktorych
markerem jest izotop >°Fe (najbardziej rozpowszechniony w naturze izotop Fe) za pomoca ICP-
MS (SQ) jest istotnie ograniczone wystgpowaniem interferencji. Maja na to wptyw przede
wszystkim jony **Ar'°0" oraz **Ca'®O* pochodzace kolejno od gazu nosnego i ewentualnych
zanieczyszczen probki. W celu ich wyeliminowania autorzy rowniez postuzyli si¢
spektrometrem mas wyposazonym w CRC, a jako gaz kolizyjny zastosowali wodor.
Przedstawione powyzej prace s3 jedynymi, w ktorych HTs z grupy HPLC-ICP-MS byty
uzyte do jednoczesnego monitorowania form metaloleku i jego no$nika. W dalej cytowanych
pracach wigkszy nacisk ktadziono na identyfikacj¢ i oznaczenie poszczegdlnych form Pt.
Badano w ten sposob stopien kapsutkowania CDDP w nanoklatkach ferrytynowych, ktory
uzalezniony byl od warto$ci pH mieszaniny bedacej srodowiskiem otrzymywania uktadéw
(po wprowadzeniu do probowki roztworéw ferrytyny i CDDP, powstala mieszaning
doprowadzano do pH 2,0 lub 13,0, inkubowano 15 minut, a nastgpnie pH regulowano
do wartosci 7,5).!'2 Wykorzystujac potaczenie chromatografii cieczowej (SEC) i tandemowego
ICP-MS pracujacego w trybie tzw. pojedynczego kwadrupola (tryb SQ, ang. SO mode)
wykazano, ze mocno kwasne pH sprzyja rozwijaniu struktury biatka i wydajniejszemu

kapsutkowaniu CDDP. W dalszej kolejnosci okreslono optymalng stechiometri¢ procesu
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kapsutkowania (stosunek molowy leku do ferrytyny). W obu przypadkach obecnos¢ ferrytyny
monitorowano za pomocg techniki SEC z detekcja spektroskopii promieniowania
elektromagnetycznego w zakresu nadfioletu i1 $wiatta widzialnego (ang. ultraviolet-visible
range, UV/Vis), SEC-UV/Vis, mimo, ze stosowany spektrometr mas umozliwial
wyeliminowanie interferencji Fe. W tej samej pracy, korzystajac z polaczenia SEC i ICP-MS
(SEC-ICP-MS) zbadano stopien uwalniania leku w warunkach symulujacych fizjologiczne
(pH=5,5117.5), lecz otrzymywane wyniki odnosily sie jedynie do jonow platyny.'!?

W kolejnej pracy, za pomoca techniki RP-HPLC-ICP-MS okreslono, ze w warunkach
imitujacych srodowisko wewnatrzkomorkowe, moze dochodzi¢ do szybszego uwalniana leku
w formie aktywnej z systemoOw stanowigcych potaczenie polimerowych nanoczastek
tworzacych micele i kompleksu Pt(IV) (proleku CDDP).!"® Dalsze badania potwierdzity
tworzenie si¢ adduktow uwolnionego z "'DDS (w symulowanych warunkach fizjologicznych
1 wewnatrzkomoérkowych) metaloleku z oligonukleotydami, dzigki uzyciu technik taczacych
SEC z tandemowym ICP-MS pracujacym w trybie SQ z wykorzystaniem tlenu jako gazu

reakcyjnego w CRC.!!

Warto zaznaczy¢, ze addukty te tworzone byly jedynie w przypadku
formy aktywnej metaloleku (CDDP), poniewaz na chromatogramach SEC-ICP-MS
nie zarejestrowano jednocze$nie sygnatow '°Pt" i *'P1®O* odpowiadajacych kolejno formie
proleku i sekwencji nukleotydowej, $wiadczacych o wystgpowaniu interakcji. Wykazano w ten
sposob, ze za wigzanie z DNA i wynikajacy z tego efekt toksycznosci komorkowej, odpowiada
jedynie forma aktywna leku opartego na platynie.

Przytoczone przyktady zastosowan potwierdzaja, ze techniki HPLC-ICP-MS nie tylko
mogg by¢ z  powodzeniem  wykorzystywane do  oznaczania  wydajno$ci
kapsutkowania/wigzania metaloleku, lecz takze umozliwiaja wnioskowanie o przebiegu
procesu tworzenia P'DDS, ich stabilnoéci i zachodzacych przemianach w warunkach
odzwierciedlajacych m.in. srodowisko komoérkowe. Nalezy jednak pamigtac, ze opracowywane
metody wykorzystujace HTs z modulami chromatograficznymi wymagaja zastosowania
rozpuszczalnikdw organicznych oraz zwigzkoéw powierzchniowo czynnych (tzw. surfaktantow,
gtownie siarczanu dodecylu sodu, SDS) do przygotowania fazy ruchomej (roztwory tych
zwigzkow chemicznych sa takze niekiedy uzywane do rozcienczenia probek DDS przed
pomiarem). Nie sg to zwigzki charakterystyczne dla srodowiska biologicznego, przez co wyniki
badan majace na celu analize stabilnosci 'DDS w warunkach symulujacych fizjologiczne moga
nie by¢ w pelni wiarygodne. Niektore ze sktadnikow faz ruchomych mogg reagowac z lekami
(np. acetonitryl z CDDP),!"* powodowaé¢ niekontrolowane uwalnianie leku z no$nika

lub wptywa¢ na stabilno$¢ bialek, co stanowi duze utrudnienie. Relatywnie rzadko stosuje si¢
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»tagodniejsze” fazy ruchome, takie jak np. wodne roztwory SDS czy octanu amonu o st¢zeniu
10 mmol L'."!! Zaleta stosowania bogatych w zwiazki organiczne eluentéw, a dokladniej duza
zawarto$¢ w nich atomow wegla, jest wzmocnienie jonizacji niektorych pierwiastkow
(m.in. Au i Pt charakteryzujacych sie wysokim potencjatem jonizacji),!'® lecz istotne jest przy
tym opracowanie strategii ograniczajacych odktadanie si¢ sadzy na stozkach spektrometru.
Dlatego, przy zastosowaniu faz ruchomych z duzym udzialem rozpuszczalnikéw organicznych,
zalecane jest stosowanie dodatkowego strumienia tlenu doprowadzanego do palnika
plazmowego, tak, aby przeciwdziata¢ tlumieniu plazmy i zapewni¢ efektywne spalanie
(atomizacj¢ i jonizacj¢) probki. Podczas badan nalezy rowniez dobra¢ odpowiednig faze
stacjonarng''® oraz stezenie oznaczanych zwiazkéw w probee o znanej matrycy, by uniknaé
nieodwracalnego zanieczyszczenia lub uszkodzenia kolumny.!%%116:117

Duzg zaleta technik HPLC-ICP-MS jest prostota taczenia obu modutéw (rozdzielane
anality wraz z fazg ruchomg transportowane sa dalej przez rurki typu PEEK i wtlaczane
do rozpylacza, a pompa perystaltyczna odpowiada za odebranie z komory mgielnej nadmiaru
dostarczanej cieczy; Rysunek 10) i duza przepustowo$é pomiarow.'0>16117 Zaskakujacy jest
zatem fakt, ze w wielu publikacjach po$wigconych badaniu stabilnosci "'DDS in vitro
czy in vivo autorzy, chociaz postuguja si¢ technikg HPLC i technika ICP-MS, uzywaja tych
narzedzi w sposob niezalezny (tj. nie konstruuja potaczenia HPLC-ICP-MS).!'® Warto
wspomnie¢, iz pomimo tego, ze technika HPLC-ICP-MS pozwala na rozdzielenie

i identyfikacj¢ NPs o réznych rozmiarach, jest niewystarczajaca do rozdzielania uktadow

o zblizonych $rednicach.!!*:12
O} .
kolumna rurka typu PEEK rurka typu PFA rozpylacz komora mgielna
chromatograficzna l l | 2
- U =T =
" palnik
) I ICP-MS
problka ztacze PEEK
iniektor @ Ar :
pompa faza
ruchoma pompa perystaltyczna odprowadzajaca

nadmiar fazy ruchomej
Rysunek 10. Schemat polgczenia HPLC z ICP-MS
Innym przyktadem HTs jest polaczenie rozdzielania chromatograficznego
ze spektrometrig mas z jonizacjg poprzez elektrorozpraszanie (ang. electrospray ionisation

mass spectrometry; ESI-MS), ktéra wykorzystywana byta do: (i) potwierdzenia tworzenia si¢
potaczen kompleksu Pt(IV) z dendrymerem,'?! (ii) identyfikacji uwolnionych z ™DDS
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(poddanych dziataniu promieniowania bliskiej podczerwieni) form leku przeciwnowotworowego
(zwigzanego z peptydami stanowigcymi tgcznik miedzy nim a nosnikiem),'? (iii) okre$lania
kinetyki uwalniania przeciwnowotworowego leku opartego na platynie z no$nika w warunkach
zmiennego pH (analiza po$rednia).!>* Badania z zastosowaniem potgczenia HPLC i ESI-MS
(technika HPLC-ESI-MS) wymagaja jednak uzywania wielu roztworéw wzorcowych
niezbednych do poprawnej identyfikacji analitéw, a interpretacja otrzymanych wynikow —

duzej wiedzy i do§wiadczenia analityka.

4.2.2. Techniki aczone wykorzystujace moduty rozdzielania elektroforetycznego

Techniki  elektroforetyczne  (najczgsciej w  potaczeniu  z  detektorami
spektrofotometrycznymi) sg cze¢sto wybieranymi narzedziami w badaniu nanomateriatow
1 farmaceutykow. Szczegdlnie istotne znaczenie majg tu kapilarne techniki elektromigracyjne,
takie jak CZE. Techniki te charakteryzuja si¢ duza efektywnoscia rozdzielania sktadnikow
ztozonych mieszanin oraz niewielkim zuzyciem odczynnikéw chemicznych do analizy
(wymagana objeto$¢ probki i buforéw rozdzielajacych to, kolejno, kilka pL i mL).!?125
W przeciwienstwie do HPLC, rozdzielanie sktadnikow probki za pomocg technik CE polega
na wykorzystaniu réznic w ich ruchliwosci elektroforetycznej. Rozdzielanie odbywa sie
w krzemionkowej kapilarze wypetnionej elektrolitem pracujacym o okreslonym sktadzie,
stezeniu 1 pH (ang. background electrolyte, BGE) pod wplywem przylozonego napigcia
elektrycznego. Ruch czastek w kierunku jednej z elektrod (zwykle katody) w polu
elektrycznym warunkowany jest ich tadunkiem elektrycznym i wielko$cig.!!'®!17:126 Co wigcej,
praca z CE umozliwia stosowanie buforéw zblizonych skladem i1 pH do buforéw
fizjologicznych i pozbawionych rozpuszczalnikoéw organicznych czy surfaktantow. Lagodne
warunki rozdzielania sprzyjaja zachowaniu wyjsciowej budowy i wiasciwosci 'DDS (dzieki
czemu mozliwe jest wyznaczenie EE 1 DL), a takze pozwalaja na badanie ich stabilnosci
w matrycach biologicznych.!”” Pomimo tego, udziat tych technik w konstruowaniu HTs
oraz testowaniu "DDS wcigz pozostaje marginalny i ogranicza sie glownie do formulacji
liposomalnych.

Jedna z pierwszych i nielicznych publikacji na ten temat dotyczy opracowania metody
analitycznej wykorzystujacej technike CZE-DRC-ICP-MS, a nastepnie jej zastosowania
w badaniu potaczen liposom—oksaliplatyna.'?® Dzieki niej rozdzielono ,,wolng” i zwigzang
znoénikiem forme leku, a monitorujac jednoczesnie izotopy *'P™ i '®Pt*, potwierdzono

tworzenie systeméw z duza wydajnoscig. Ponadto, wyniki przeprowadzonych oznaczen obu
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form oksaliplatyny za pomocg CZE-DRC-ICP-MS i ICP-MS korespondowaty ze soba,
udowadniajac duzy potencjat opracowanej metody rowniez w analizie iloSciowe;.
Kolejnym zastosowaniem techniki CZE-DRC-ICP-MS byto zweryfikowanie okresowe]
stabilnosci "DDS (do 50 h), a takze stopnia uwalniania leku indukowanego dzialaniem
ultradzwigkéw i enzymu. Na podstawie otrzymanych wynikoéw stwierdzono, ze oba czynniki
maja wpltyw na retencj¢ oksaliplatyny w liposomach. Inkubacja uktadow z fosfolipazg A2
(41 °C) spowodowata nie tylko znaczne uwalnianie oksaliplatyny (84% w czasie 48 h)
w stosunku do proby kontrolnej (12%), lecz takze rozktad pgcherzykow. Nalezy zwrocié
uwage, iz oprocz zastosowania wysokiej temperatury inkubacji, watpliwosci budzi rowniez
fakt, ze autorzy mimo mozliwosci dostosowania parametrow BGE do ptynéw fizjologicznych,
zastosowali BGE z dodatkiem SDS (w celu poprawy ksztattu rejestrowanych sygnatow P).
Podobny bufor zastosowano réwniez w badaniu zmian uktadéw liposom—CDDP!?%1%
i liposom—oksaliplatyna'*® w ludzkim osoczu. Badane systemy inkubowano w temperaturze
37 °C w czasie od 1 h do 5 dni w osoczu o stezeniu 70% (v/v), po czym probki rozcienczano
i analizowano, uwzgledniajac niezbedne proby kontrolne ,,wolnego” leku przygotowane
w analogiczny sposob. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze obecnos¢
biatek surowiczych nie wptyneta destabilizujagco na zaproponowana formulacje.
Wrecz przeciwnie, przygotowane "'DDS charakteryzowaly si¢ wzgledng stabilnoscig pod
wzgledem retencji leku i intensywno$ci sygnatéw odpowiadajacych liposomom (kolejno
ok. 85% i 80% po pieciu dniach).'?”’ Jedynie niewielka cze$¢ uktadéow ulegta rozpadowi,
co zarejestrowano w postaci sygnatow 'Pt" i 3'P* o wydtuzonych tv i matej intensywnosci.
Rezultaty przeprowadzonych prac sa istotne pod wzglgdem oceny wlasciwos$ci
farmakokinetycznych PDDS, mimo, Ze czas do§wiadczenia wykracza znacznie poza zaktadany
czas cyrkulacji systemoéw w uktadzie krwiono§nym.

W zblizonej tematycznie pracy,'>°

uktady liposom—CDDP poddawano inkubacji z osoczem
o zmiennym st¢zeniu (0-50%) w mieszaninie. Na podstawie zarejestrowanych
elektroferogramow CZE-DRC-ICP-MS zaobserwowano jednak, ze wzrastajace stezenie osocza
(stezenia biatek) istotnie wpltywa na stabilno$¢ *'DDS, poniewaz sygnaly im odpowiadajace sa
coraz szersze, mniej intensywne, a ich tu zwigksza si¢. Podobnie jak poprzednio,
na elektroferogramach zarejestrowano takze nowe sygnaty Pt. Prawdopodobnie odpowiadaty
one formom Pt uwolnionym z no$nika i zwigzanym z biatkami, jednakze ich identyfikacja
za pomocg techniki DRC-ICP-MS nie byta mozliwa. Dodatkowo, praca ta zawiera informacje

nt. doskonalenia przez autoréw opracowanej metody analitycznej, co miato na celu pelne

rozdzielenie wszystkich rejestrowanych na elektroferogramie form Pt.
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Pomimo wielu zalet CE-ICP-MS, technika ta nie jest jednak pozbawiona ograniczen.
W przeciwienstwie do HPLC-ICP-MS, CE-ICP-MS nie charakteryzuje si¢ duza
przepustowos$cig pomiarowa (konieczne jest ptukanie kapilary po kazdym rozdzielaniu, z uwagi
na tzw. ,.efekt pamieci”). Ponadto trudno$ci przysparza¢ moze potaczenie obu moduldéw
(Rysunek 11), co wynika z malych wartoéci przeptywu probki przez kapilare (nL min™)
i potrzeby zamknigcia obwodu elektrycznego. Ogranicza to zautomatyzowanie procesu
pomiarowego. By przeciwdziata¢ efektowi syfonowania w kapilarze oraz zapewni¢ zamknigcie
obwodu elektrycznego, stosuje si¢ tzw. potaczenie krzyzowe z przeciwelektroda, przez ktoére
przeptywa ciecz uzupelniajgca zawierajaca zazwyczaj wzorzec wewngetrzny (ktory jest
monitorowany jednoczes$nie ze znacznikami analitéw podczas trwajacej analizy). Zastosowanie
wzorca wewnetrznego ma na celu kontrolowanie stabilnosci przeptywu analitéw do detektora
1 funkcjonowania polaczenia. Dodatkowym problemem jest ograniczona dostepnos$¢ modutow
uktadu taczacego (interfejsu), w tym odpowiednich rozpylaczy, ktére istotnie wptywaja

na transport rozdzielanej probki do ICP-MS, 116:117.126.131

MODUL CE

kapilara
rozdzielajaca

polaczenie krzyzowe

/ uziemienie
/ stozki

rozpylacz MQDUZ% ICP-MS

1 2 Ar -
. analizator
kwadrupolowy
[ kapilararozpylajaca 1
t == < )
prébka BGE [ | | T ‘ 4
i / komora l” —
ciecz _ -
uzupetniajaca mgielna —I][— ] |
palnik soczewlki 1
INTERFEIS jonowe detektor
(uktad taczacy) Ar

Rysunek 11. Schemat potgczenia CE-ICP-MS (SQ) (J. Kruszewska, M. Matczuk, A.M. Wréblewska)

Stabilno$¢ przeptywu cieczy uzupetniajacej, a wraz z nig analitbw z kapilary
rozdzielajacej, jest silnie uzalezniona od odpowiedniego umiejscowienia kapilary rozpylajacej
w rozpylaczu. Po dostosowaniu jej pozycji, uktad laczacy zapewnia niezakidcony transport
cieczy 1 analitow wzdluz interfejsu przez wiele pomiaréw, jednak trudno zapewnié
dlugoterminowa stabilno$¢ m.in. z powodu konieczno$ci okresowej wymiany obu typow
kapilar.!3>13> W rezultacie analityk moze obserwowaé¢ zmiany w wydajnos$ci transportowania
rozdzielanych probek do detektora (miedzy poszczegdlnymi pomiarami) przede wszystkim

w postaci réznic intensywnos$ci sygnatow wzorca wewnetrznego oraz intensywnosci sygnatow
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odpowiadajacych analitom. Aby skompensowaé te rdznice i umozliwi¢ analiz¢ ilo$ciowa,
wartosci pol powierzchni poszczegdlnych sygnatdéw analitdw zarejestrowanych na tym samym
elektroferogramie dzieli si¢ przez usredniong warto$¢ intensywnosci (,,zliczen”, cps) wzorca
wewnetrznego okreslong dla tego samego pomiaru. Postepowanie to umozliwia poréwnanie
wynikow otrzymanych w réznych dniach przy zatozeniu statych wartosci odpowiedzi detektora
w stosunku do wzorca (i przy zachowaniu jego stalego stgzenia). Operacj¢ t¢ okresla si¢
,hormalizacja z wzorcem wewnetrznym”.

Niemniej jednak, nalezy podkresli¢, Zze zastosowanie rozdzielania elektroforetycznego
umozliwia analiz¢ ztozonych mieszanin czesto z duzo lepsza rozdzielczo$cia w stosunku
do aktualnie dostepnych kolumn chromatograficznych przeznaczonych do rozdzielania
nanoobiektéw. Zasadnicza réznica w parametrze rozdzielczo$ci moze stanowi¢ o istotnej
przewadze  technik  elektromigracyjnych  nad  wysokosprawnymi  technikami

chromatograficznymi w badaniach ®*DDS.!3!
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Omowienie osiagniec badawczych

Fundament niniejszej Rozprawy Doktorskiej stanowi pi¢¢ spdjnych ze sobg tematycznie
prac opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych. Oznaczono je symbolami
P1- P5, a zawarte w nich rysunki i tabele cytowano zgodnie z numeracjg zawartag w publikacji
zrédtowej, np. Rysunek P3-2 1 Tabela P2-2. Dla odniesien do tresci zawartych
w elektronicznych materiatach uzupetniajacych zastosowano oznaczenie ESM (ang. electronic
supplementary materials), np. ESM-P4. Wystepujace w nich rysunki i tabele bedg cytowane
w analogiczny sposob. W cze$ci tej zamieszczono rowniez rysunki i tabele przygotowane
na potrzeby tego opracowania, nieuj¢te w zadnej z opisywanych publikacji. Oznaczono

je kolejnymi liczbami, zgodnie z prowadzong dotychczas numeracjga.

Zarysowanie problemu naukowego poprzez wykazanie luki

badawczej w dotychczasowym stanie wiedzy (P1)

Tworzenie "'DDS o okre$lonych wlaSciwos$ciach i parametrach jest procesem
skomplikowanym 1 wieloaspektowym, poniewaz jego rezultaty sa uzaleznione od wielu
czynnikow, ktére nalezy mie¢ na uwadze. Z jednej strony sa to zagadnienia zwigzane
bezposrednio z otrzymywaniem "'DDS, jak np. metodyka syntezy/formowania no$nika, jego
modyfikacja/funkcjonalizacja, sposdb wigzania/kapsutkowania leku oraz stechiometria
prowadzonych w tym celu reakcji. Z drugiej strony, by w sposéb mierzalny okresli¢ tworzenie
oraz zweryfikowa¢ poszczegolne wlasciwosci tych uktadow (m.in. rozmiar, ksztatt, wnikanie
w poszczegbdlne struktury komorkowe i subkomoérkowe, zmiany w ztozonych matrycach
biologicznych, toksyczno$¢) niezbedne jest odpowiednie postepowanie analityczne, ktore
uwzglednia przede wszystkim sposob przygotowania probki do pomiaru oraz wykorzystanie
wlasciwych do tego narzedzi analitycznych.

W wielu pracach poswieconych 'DDS autorzy skupiaja sie przede wszystkim na aspekcie
zwigzanym z wydajnym otrzymywaniem ukltadow, okresleniem ich morfologii i kohcowym
wyniku badan, pomijajac szczegdlowe informacje nt. doktadnego sposobu prowadzenia
doswiadczen i stosowanych metod analitycznych, ktore maja kluczowe znaczenie. Taki stan
rzeczy powoduje, ze odtworzenie przedstawionych wynikéw jest znacznie utrudnione
lub niemozliwe. Co istotne, kwestia ta nie stanowita dotychczas przedmiotu naukowej dyskusji.

Wychodzac temu naprzeciw, przygotowano prace P1, ktora jest przegladem literatury
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przedmiotu i stanowi niejako uzasadnienie podj¢cia problemu badawczego, otwierajac cykl
spdjnych publikacji stanowigcych podstawe niniejszej Rozprawy Doktorskiej.

Celem pracy P1 bylo przedstawienie i krytyczne oméwienie opisanych w czasie ostatniej
dekady metodyk charakteryzowania "'DDS. Publikacja ta zostala przygotowana by zwrocié
uwage badaczy na istotne zalety oraz ograniczenia stosowanych w tym zakresie réznorodnych
technik  analitycznych, umozliwiajacych wszechstronne charakteryzowanie PDDS.
Konstrukcja pracy P1 opiera si¢ o cztery zasadnicze filary, ktore odpowiadajg najwazniejszym
grupom technik analitycznych, do ktorych przypisano najczeéciej wykorzystywane
w badaniach "'DDS narzedzia.

Wykonany przeglad literatury (P1) ukazuje szeroki zakres stosowanych w tym celu
(czesto jednoczesnie) technik analitycznych, ktore dostarczaja wielu uzupehiajacych si¢
informacji o "DDS. Jednakze, doktadna lektura cytowanych tam oryginalnych prac
badawczych doprowadzita do wniosku, ze badania ™'DDS, skupione zazwyczaj
na (i) potwierdzeniu otrzymywania, (if) destabilizacji (uwalniania leku), a nawet (iii) stopnia
gromadzenia si¢ ich w komorkach i tkankach (in vitro, in vivo), prowadzone s3 czgsto
z zastosowaniem podstawowych technik analitycznych, takich jak spektrofotometria UV/Vis,
technika elektroforezy kapilarnej z detekcjg spektrofotometrii UV/Vis (CE-UV/Vis)
czy technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja spektrofotometrii UV/Vis
(HPLC-UV/Vis). Technika spektrofotometrii UV/Vis jest prostym i rutynowo stosowanym
narz¢dziem analizy jakosciowej i ilo§ciowej, jednak pomimo duzych wartosci LOD i braku
wystarczajacej selektywnos$ci w stosunku do poszczegdlnych analitow, jest ona wciaz
stosowana w badaniach tak zaawansowanych indywiduéw chemicznych. W przypadku technik
CE-UV/Vis 1 HPLC-UV/Vis nalezy z kolei zaznaczy¢, ze porownanie tm lub tr rejestrowanych
sygnatow z tm lub tr wzorcodw nie jest operacja wystarczajaca by jednoznacznie zidentyfikowaé
PDDS, gdyz zdarza sig, ze podczas rozdzielania kolumne chromatograficzna/kapilare niektore
indywidua absorbujgce §wiatlo opuszczajg w tym samym czasie.

Innymi czg¢sto stosowanymi w badaniach (i—ii7) technikami sg AAS i ICP-MS (sekcja 3.
Atomic spectroscopy). Nalezy jednak zwroci¢ uwage na sposob okreslenia wydajnosSci
otrzymywania uktadow, zwtaszcza sposdb wyznaczenia podstawowego parametru tego procesu
jakim jest wigzanie leku z no$nikiem (EE). Zaréwno w przypadku technik AAS i ICP-MS,
jak 1 wezes$niej wspomnianych technik UV/Vis, HPLC-UV/Vis i CE-UV/Vis oznaczenia
przebiegaja przewazne w sposob posredni (tzn. poprzez analiz¢ przesgczu lub buforu

dializacyjnego, otrzymanych po wstepnej probie oczyszczenia mieszaniny "'DDS, a nie calej
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mieszaniny poreakcyjnej). W postgpowaniach tych czesto nie jest sprawdzany parametr
odzysku analitu, co znaczaco zmniejsza ich wiarygodno$¢ analityczna.

Rzadko prowadzonymi sa natomiast badania profilu otrzymywania 'DDS, ktore
zaktadaja identyfikowanie 1 oznaczanie poszczegdlnych form chemicznych obecnych
w analizowanych mieszaninach poreakcyjnych. Podejscie to jest fundamentalne na wezesnym
etapie otrzymywania "'DDS, gdyz umozliwia pozyskanie bezposredniej informacji
o wydajnosci 1 kinetyce procesu oraz obecno$ci w mieszaninie reakcyjnej ewentualnych
pozostalo$ci nieprzereagowanych substratow. Brak tej wiedzy krytycznie przektada sie
najako$¢ ostatecznego produktu, ktory tworzony jest dla przysztych potrzeb
farmakologicznych. Ponadto, w wielu publikacjach autorzy zaktadaja, ze (i) substraty ulegly
catkowicie konwersji do P'DDS podczas procesu otrzymywania (tj. przede wszystkim,
ze wszystkie czasteczki leku zostaly wlaczone w strukture *'DDS) lub (ii) zastosowanie dializy
rownowagowej jest procesem wystarczajgcym do oczyszczenia mieszaniny zawierajacej "'DDS
z pozostaloéci niezwigzanego leku. Zalozenia te zwykle nie sg weryfikowane. Wynika to
w duzej mierze z braku usystematyzowanego postepowania analitycznego w badaniach 'DDS.
Problemem jest takze wspomniany brak odpowiednich metod analitycznych, ktore pozwolityby
na zweryfikowanie obecnosci poszczegdlnych skladnikow w mieszaninie reakcyjne;.
Jak wskazano w pracy P1, duze znaczenie w tym kontekscie maja techniki taczone (HTs)
sprzegajace wysokosprawne moduty rozdzielania chromatograficznego
lub elektroforetycznego ze spektrometria mas specyficzng izotopowo (ICP-MS) (sekcja 4.
Separation and hyphenated techniques). Mozliwos¢ taczenia wysokosprawnych modutow
rozdzielania z ICP-MS powoduje, ze poszczeg6lne anality rejestrowane w postaci sygnatow sg
identyfikowane jednocze$nie na podstawie réznic w tr lub tm 1 m/z ich jondw (markerow).
W tym aspekcie HTs przewyzszaja techniki z detekcja spektrofotometryczng. Zagadnienie
zastosowania tych narzedzi w badaniach ™DDS nie jest jednak szeroko prezentowane
w literaturze. Znalez¢ mozna jedynie kilka prac, ktore przedstawiajg zastosowanie HTs
z detekcja ICP-MS w tym zakresie — w chwili ukazania si¢ pracy P1 byto to 5 artykutow,
przy czym cztery z nich powstaty w oparciu o wyniki otrzymane przez autoro6w nalezacych
do jednej grupy badawczej. To jedyne doniesienia ukazujace dotychczas najbardziej
zaawansowane podejscie w badaniach otrzymywania "DDS.

Publikacje dunskich naukowcow dotycza opracowania liposomalnych systemow
dostarczania przeciwnowotworowych lekow opartych na platynie (CDDP i oksaliplatyny)
1 badania profilu ich tworzenia. Grupa zaproponowata 1 zoptymalizowata w tym celu dwie

metody analityczne wykorzystujace DRC-ICP-MS jako detektor (celem zmniejszenia
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interferencji jonu *'P*), lecz réznigce si¢ technikg rozdzielania — byly to SEC i CZE.
Opracowane metody postuzyty takze w badaniach stopnia uwalniania metaloleku z liposomow
indukowanego ultradzwigkami (SEC-DRC-ICP-MS)!'* oraz stabilnosci dhugoterminowej
systemoOw, stabilnosci w obecnosci enzymu fosfolipazy Az czy osocza ludzkiego (CZE-DRC-
ICP-MS).!?#"139 W badaniach nanoformulacji technikg CZE-DRC-ICP-MS, badacze starali si¢
zawiesza¢ uklady w roztworach pozbawionych zwigzkow toksycznych (mieszanina glukonianu
wapnia 1 sacharozy lub NaCl). Z kolei, aby unikng¢ destabilizacji nanoformulacji w wyniku
naglej zmiany warunkéw medium podczas prowadzonej analizy oraz przyblizy¢ warunki
w jakich znajdzie si¢ nanoformulacja po wprowadzeniu do uktadu krazenia, jako BGE
stosowano bufor symulujacy wlasciwosci buforujace krwi ludzkiej — 10 mmol L™ roztwor
HEPES (zaliczany do grupy buforéw Good’a; kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)piperaz-1-
ylo)etanosulfonowy) z dodatkiem NaCl (5 mmol L") o pH 7,5 stabilizowanym NaOH. W celu
poprawy jakoSci otrzymywanych sygnalow, autorzy postanowili doda¢ do BGE SDS,
ktory nie wystepuje w warunkach biologicznych.

Warto przy tym zaznaczy¢, ze badania stabilno$ci maja na celu mozliwie najwierniejsze
odzwierciedlenie ewentualnych zmian "DDS zachodzacych po wprowadzeniu ich do uktadu
krwiono$nego pacjenta lub po ich dostarczeniu do komorek nowotworowych (gltéwnie wskutek
oddziatywania z biatkami i zmiennego pH). Na tej podstawie mozliwe jest wstepne
wnioskowanie o ich stabilno$ci chemicznej i przez to skutecznosci dziatania. Uzyskane
informacje stanowig przestanke nt. kierunku kolejnych prac. Testowanie stabilnosci DDS
w warunkach fizjologicznych lub symulujacych fizjologiczne na etapie badan laboratoryjnych
ma kluczowe znaczenie i powinno stanowi¢ podstawe do badan in vitro z udziatem hodowli
komoérkowych 1 in vivo na wybranych modelach zwierzecych. Zwykle jednak etap ten jest
pomijany lub zamiennie przeprowadza si¢ badania kinetyki uwalniania leku z no$nika
w warunkach znacznie uproszczajacych te fizjologiczne (np. stosowanie roztwordéw
buforowanej soli fizjologicznej o réznym pH) lub w warunkach, ktére nie odpowiadaja
rzeczywistemu $rodowisku dziatania nanoformulacji (np. inkubacja ™DDS z albuming
surowicy bydlecej lub ptodowa surowicg bydlecg). Niestety i tu zastosowanie znajduja
zazwyczaj techniki rozdzielania z detektorem spektrofotometrycznym UV/Vis.

W badaniach stabilnosci niezwykle duze znaczenie majg takze warunki prowadzenia
analiz, przede wszystkim odczynniki stosowane jako bufory i eluenty rozdzielajace, ktore nie
powinny wplywaé na wiasciwosci badanych P'DDS oraz bialek czy enzymow. Najczesciej

zdarza si¢ jednak, ze stosowane do przygotowania i analizy "DDS odczynniki nie sg
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charakterystyczne dla $rodowiska fizjologicznego (m.in. SDS), co znacznie utrudnia
wnioskowanie o stabilnosci/przemianach systeméw w matrycach biologicznych.

)13% zaprezentowano badania P'DDS

W najnowszej z opublikowanych prac (2020 r.
prowadzone z uzyciem techniki CZE-ICP-MS (SQ), w ktorych skupiono si¢ na opracowaniu
wydajnej strategii wigzania CDDP do sferycznych AuNPs pokrytych MUA (AuNP-MUA).
Zaproponowana metoda analityczna umozliwita rozdzielenie i identyfikacje wszystkich
sktadnikow probki (poprzez jednoczesne monitorowanie markeréw leku i NPs, kolejno '°Pt*
i Au"). Za jej pomocg potwierdzono tworzenie polaczen  AuNP-CDDP
(na elektroferogramach zarejestrowano sygnaty form Au i Pt o takim samym tm 1 jednoczes$nie
odmiennym od tm sygnatow substratow), a nastgepnie wyznaczono EE (doktadniej byt
to parametr okreslony jako wydajnos$¢ wigzania cisplatyny — WWC, ktory wyjasniono w dalszej
cze$ci Rozprawy) do no$nika. Warto zauwazy¢, ze sg to pierwsze badania "DDS powstalych
w oparciu o metalonanono$nik z uzyciem HTs z detekcja ICP-MS. Dodatkowo, jako BGE uzyto
roztworu HEPES (40 mmol L™!, pH 7,4). Takie same warunki rozdzielania zaproponowano
wczeéniej badaniach AuNPs w surowicy krwi ludzkiej (ang. human serum, HS).'*
Na podstawie otrzymanych wynikéw wykazano, ze tworzenie tego typu uktadow wymaga
zastosowania nosnika o odpowiednio przygotowanej powierzchni, a takze wilasciwej formy
CDDP (zaobserwowano, ze do struktury "DDS wlaczana jest jedynie forma CDDP z dwoma
ligandami H20, tzw. pochodna CDDP, CDDP*). Z kolei, EE uzalezniona jest od stosunku
stechiometrycznego obu reagentdw. Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem stezenia CDDP
w mieszaninie (wyrazonego jako przypadajaca na jedng AuNP liczba czasteczek CDDP
w mieszaninie) do okreslonego optimum (stosunek 1:800) wydajnos¢ wigzania leku wzrasta,
po czym (gdy CDDP jest w nadmiarze) warto$¢ ta drastycznie spada. Otrzymane informacje
maja zatem kluczowe znaczenie z punktu widzenia wydajnosci i stabilno$ci wigzania CDDP
z nos$nikiem. Nalezy przy tym podkresli¢, ze chociaz nanoczastki metali, szczeg6lnie AuNPs,
sg szeroko testowane pod katem zastosowania w terapiach przeciwnowotworowych jako
PIDDS, jest to jak dotad jedyne doniesienie po$wigcone wnikliwemu monitorowaniu profilu
otrzymywania tego typu uktadéw i1 weryfikowaniu wptywu poszczegdlnych parametrow tego

procesu na wydajnos$¢ wigzania CDDP, z uwzglednieniem warunkow analizy.

Przedstawiona publikacja jest efektem prac prowadzonych przeze mnie w ramach mojej

pracy magisterskiej. Opracowane narzedzie umozliwilo badanie ukladéw znajdujacych sie

w mieszaninie reakcyjnej bezpo$rednio (z calo$ci mieszaniny) i W czasie rzeczywistym.

Otworzono w ten sposOb nowe pole badawcze dla zastosowania techniki CZE-ICP-MS
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w zakresie badania metalicznych DDS. ktére stalo motywacja do realizowania dalszych prac

bedacych podstawa niniejszej Rozprawy Doktorskiej.

Podsumowujac, doktadna analiza najbardziej aktualnych publikacji naukowych
pos$wieconych "'DDS przyczynita si¢ do spostrzezenia problemoéw zwigzanych z metodologia
postepowania analitycznego gtéwnie w zakresie otrzymywania i badan stabilno$ci tych
uktadow. Wynika to przede wszystkim z braku jasno okre§lonych wymagan co do sposobu
prowadzenia badah nanoformulacji. By charakteryzowaé otrzymywane P'DDS naukowcy
bardzo czesto wykorzystuja komplementarne techniki analityczne, ktére mimo, ze dostarczaja
licznych istotnych informacji, nie pozwalaja na pelne poznanie profilu tworzenia uktadow,
kinetyki tego procesu oraz wyznaczenie czynnikOw majacych na niego wptyw. Brakuje metod
analitycznych umozliwiajacych monitorowanie jakosciowe i ilosciowe form chemicznych
wystepujacych w badanych mieszaninach "DDS (tzn. nieprzereagowanych substratow
1 koncowego produktu) z duzg czutoscig 1 na poziomie st¢zen Sladowych (majac na uwadze
bardzo mate stezenia lekdw/nanoformulacji docierajacych do struktur komoérkowych
w warunkach rzeczywistych). Zasadnicze jest opracowanie narzedzi, ktére pozwola na badanie
profilu tworzenia "'DDS w czasie poprzez monitorowanie nie tylko sygnatéw odpowiadajacych
formom metaloleku (co byto do tej pory najczestsze), lecz takze nosnika. Nalezy przy tym
podkresli¢, Ze opracowane metody powinny by¢ uzyteczne w badaniach stabilnosci "'DDS
w warunkach fizjologicznych lub je symulujacych i umozliwia¢ zbadanie ich oddziatywan
z biatkami charakterystycznymi dla surowicy krwi ludzkie;.

Zauwazona istotna nisza badawcza w zakresie metodologii postepowania analitycznego
w badaniach otrzymywania "DDS i dostrzezenie w tym aspekcie szczegoélnej roli technik

taczonych stanowi najwazniejsze osiagniecie pracy Pl.

Cel pracy

Podejmowanie prac poswigconych otrzymywaniu nanoczgstkowych systemow
dostarczania lekow przeciwnowotworowych opartych na platynie jest niezwykle istotne
z punktu widzenia opracowywania metod skuteczniejszego 1 bezpieczniejszego leczenia chorob
nowotworowych w przysztosci. Opracowanie nanoformulacji zakwalifikowanych do badan
klinicznych stanowi jednak duze wyzwanie 1 wymaga stosowania odpowiednich narzedzi

analitycznych poczawszy od wczesnych etapow projektowania DDS.
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W zwiagzku z wykazang powyzej luka badawcza, gtownym zalozeniem naukowym
niniejszej Rozprawy Doktorskiej jest opracowanie metod analitycznych wykorzystujacych
techniki taczone ze specyficzng izotopowo detekcja ICP-MS, umozliwiajacych badanie
procesow otrzymywania uktadow nanono$nik—cisplatyna i ich stabilno$ci poprzez jednoczesng

analize jako$ciows i ilosciowa zaréwno form metaloleku, jak i nanono$nika.

By zrealizowa¢ to zatozenie, planowane prace podzielono na kilka etapow (Rysunek 12),

ktorych cele byly skoncentrowane na:

e opracowaniu prostych metod tworzenia/formowania systemow dostarczania wiodacego
leku przeciwnowotworowego opartego na platynie (cisplatyny) wykorzystujacych
jako no$nik dobrze poznane i okreslane jako nietoksyczne nanomateriaty dwoch réznych

klas: nanoczastki ztota (nanomateriaty metaliczne) i liposomy (nanomateriaty organiczne)

* zaproponowaniu 1 opracowaniu (wlaczajac optymalizacj¢) odpowiednich metod
analitycznych wykorzystujacych polaczenie tandemowego spektrometru mas ICP
oraz wysokorozdzielczych modutéw rozdzielania — CZE i/lub RP-HPLC, pozwalajacych
na doktadng analize (zarowno jakosciows, jak i ilosciowa) otrzymywanych polaczen
nanonos$nik—cisplatyna

* zastosowanie tagodnych odczynnikoéw buforujacych w  skladzie elektrolitow
rozdzielajacych i1 faz ruchomych, ktore pozwolg na przyblizenie warunkéw analizy do
srodowiska buforujacego ptynow fizjologicznych (tj. krwi; okreslanego tu symulowanymi
warunkami fizjologicznymi) oraz nie bedg zawieraty atomow siarki i/lub fosforu

* okresleniu wydajnosci wigzania/kapsutkowania metaloleku w zalezno$ci od zmiennych

parametroOw ich tworzenia

* sprawdzenie mozliwoS$ci zastosowania proponowanych metod analitycznych w badaniach

stabilno$ci wybranych polaczen w czasie i w obecnosci biatka surowiczego.

Okreslenie
kinetyki i wydajnosci ﬁ
2 Wstepna analiza e Optymali%acja & . . 2 . .
Tworzenie PDDS = CZE-ICP-MS i/lub ==  Warunkéw = Monitorowanie _ = Badaniazmian
RP-HPLC-ICP-MS rozdzielania tworzenia P'DDS i stabilnosci P'DDS
i detekeji '
1
L) Dwa warianty PtDDS: A\ 5 Pomiary uzupetniajace:
(i) AuNPs jako noéniki CDDP Wyznaczenie i DLS i/lub UV/Vis
(i) liposomy jako nosniki CDDP poréwnanie
parametrow

analitycznych
Rysunek 12. Schemat koncepcyjny badar wykonanych w ramach Rozprawy Doktorskiej

(niebieskie pola odpowiadajg opracowywanej strategii analizy, a pola pomaranczowe — strategii otrzymywania
i charakteryzowania "'DDS)
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H5
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Zaplanowane prace pozwolity na sformutowanie nast¢pujacych hipotez badawczych:

Technika spektrometrii mas ICP-MS(/MS) moze pehi¢ role czulego modutu detekcji
w technikach tagczonych wykorzystywanych do badania tworzenia polaczen nanonos$nik—
cisplatyna

Zaréwno technika RP-HPLC jak i technika CZE moga stuzy¢ jako moduly rozdzielajace
w technikach taczonych z detekcja ICP-MS w efektywnym badaniu form chemicznych

obecnych w zawiesinach zawierajacych potaczenia nanono$nik—cisplatyna

Na wydajno$¢ tworzenia potgczen AuNPs—CDDP wplyw majg grupa funkcyjna
zastosowanego modyfikatora powierzchni nanoczastek, sposéb przygotowania roztworu

leku, jego stezenie w mieszaninie i czas inkubacji mieszaniny reakcyjnej

Utworzenie stabilnych uktadéw liposomy—CDDP jest mozliwe bez koniecznosci

zastosowania zaawansowanej aparatury i wieloetapowego postgpowania

Wydajno$¢ kapsutkowania cisplatyny w liposomach uzalezniona jest od kompozycji

btony fosfolipidowej (sktadu fosfolipidowego pecherzykdow).

Systemy liposom—CDDP moga by¢ stabilne w obecnosci biatka/biatek surowiczych
Poprzez zastosowanie dodatkowych etapéw postepowania (operacji laboratoryjnych)
z zawiesinami potgczen liposom—CDDP (otrzymanych metodg wstrzykiwania etanolu),

takich jak cykliczne zamrazanie i rozmrazanie lub liofilizacja i nawadnianie mozna

wplywac¢ na wydajnos¢ zakapsutkowania leku wewnatrz pecherzykow.
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Przewodnik po publikacjach P2-P5

Z uwagi na prowadzone badania z udzialem dwoch odmiennych pod wzgledem
struktury 1 wlasciwosci nos$nikéw cisplatyny, prezentowane w tym przewodniku prace
podzielono na dwie czesci. Pierwsza z nich poswigcona jest opracowaniu wlasciwych strategii
analizy oraz wydajnego otrzymywania (tj. uzyskania maksymalnego stopnia
wigzania/kapsutkowania) potaczen AuNPs—CDDP (P2, P3), druga za§ polaczen liposom—
CDDP (P4, P5).

1. Badania potaczeni nanoczastki ztota-cisplatyna (P2-P3)

W poczatkowym etapie prowadzonych badan waznym zagadnieniem byta odpowiedz
na pytanie, ktora z technik rozdzielania, potaczona z ICP-MS jako czutym detektorem, bedzie
charakteryzowata si¢ lepszymi mozliwo$ciami aplikacyjnymi w badaniach tworzonych *DDS
(potaczenia AuNP-CDDP). Z uwagi na dost¢gpne juz informacje nt. uzycia modutu
elektroforetycznego (CZE-ICP-MS (SQ)),!** postanowiono sprawdzié zastosowanie RP-HPLC
z wykorzystaniem kolumny chromatograficznej C18 ze zwigkszong S$rednicg porow
wypehienia (4000 A), przeznaczona do rozdzielania nanoobiektoéw w mechanizmie zblizonym
do wykluczania. Przeprowadzone badania, bedace przedmiotem pracy P2, mialy na celu
opracowanie pierwszej metody analitycznej opartej na RP-HPLC-ICP-MS a stuzacej badaniu
systemOow AuNP—CDDP.

Aby poréwnaé¢ mozliwoéci obu technik, CZE-ICP-MS'** i RP-HPLC-ICP-MS (P2),
pomiarom poddawano przygotowane w ten sam sposob (jak w pracy odniesienia)'** systemy

71134 w procesie otrzymywania AuNP-CDDP

AuNP-CDDP. Jak wcze$niej wykazano,
konieczne jest zastosowanie no$nika o powierzchni pokrytej dwufunkcyjnymi czasteczkami
modyfikatora, tutaj AuUNP-MUA, ktérego grupa karboksylowa odpowiada za wigzanie leku.
AuNP-MUA otrzymano w wyniku zmieszania koloidu AuNPs z zasadowym roztworem MUA.
Zawiesing poddawano calonocnemu mieszaniu w zaciemnieniu, a nastepnie destabilizowano
dodajac kwasnego (pH 2,6) roztworu glicyny (agregacja NPs) i odwirowywano w celu
wyeliminowania nadmiaru niezwigzanego MUA. Stracone NPs zawieszano w roztworze
trycyny (50 mmol L) o pH 8,0 stabilizowanym NaOH (ang. tricine buffer, TB) — tagodnym
buforze nalezagcym do grupy buforow Good’a. W ten sposéb otrzymano zawiesing AUNP-MUA

(koloru czerwonego), ktérag dodatkowo oczyszczano poprzez catonocng dializ¢ rOwnowagowa.

W dalszym etapie przygotowywano systemy AuNP-MUA—-CDDP*. W tym celu do koloidu
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AuNP-MUA wprowadzano roztwoér CDDP*, tak, aby w mieszaninie stosunek liczby AuNP-
MUA i czasteczek leku byl rowny 1:800, a nastgpnie inkubowano (2 h, 37 °C, 400 rpm).

Jak juz wspomniano, podczas otrzymywania uktadow AuNP—CDDP istotne jest uzycie
zhydrolizowanej formy CDDP (Pt[(NH3)2(H20)2]*, CDDP¥*), charakteryzujacej sie
silniejszymi (od CDDP) wla$ciwosciami elektrofilowymi.’** Proces hydrolizy formy
podstawowej CDDP (Pt[(NH3)2Clz2]) moze przebiega¢ dwuetapowo w sposob spontaniczny
w Srodowisku wodnym, jednak, aby przyspieszy¢ ten proces, przeprowadzano reakcje
chemiczna, okres$lang reakcja ,,upochodnienia”. Polegata ona na inkubacji w podwyzszone;j
temperaturze (50 °C, 1 h) i w zaciemnieniu polaczonych ze sobg wodnych roztworow CDDP
1 AgNOs (odczynniki w stosunku molowym 1:2), a nastepnie oczyszczeniu otrzymanej
zawiesiny z osadu AgCl. Jest to kluczowy etap, gdyz nawet sladowa obecnos¢ form Ag i CDDP
W przesaczu moze negatywnie wpltyna¢ na wydajno$¢ tworzenia systemow AuNP-MUA—
CDDP* poprzez przesunigcie stalej rtOwnowagi reakcji hydrolizy w strong formy podstawowej
leku.””13® Majagc to na uwadze, probowano opracowa¢ metode skutecznego sposobu
oczyszczenia przesaczu zawierajacego CDDP* z pozostatosci AgCl], co opisano w sekcji
Results and discussion: Optimization of cisplatin derivative and AuNP-MUA-CS preparation
procedures (P2).

Badania rozpocz¢to od przeprowadzenia analizy jakosciowej. W Tabeli P2-1
przedstawiono opis urzadzen i parametrow metody analitycznej RP-HPLC-ICP-MS stosowane;j
podczas analiz (wstgpnie zaproponowane warunki rozdzielania: (i) faza ruchoma: 5 mmol L™
octan amonu, 10 mmol L' SDS, 2% metanol; (ii) przeptyw: 0,2 mL min™!; (iii) objeto$¢ probki:
20 pL). W wyniku tego postgpowania wyznaczono tr poszczegdlnych analitéw (Rysunek P2-
1) oraz potwierdzono powstawanie systemow AuNP-MUA-CDDP* — chromatogram probki
AuNP-MUA-CDDP* (Rysunek P2-1C) przedstawia zarejestrowane jednoczes$nie sygnaly
95pt* i 17Au*, roznigee si¢ przy tym tr od sygnatéw CDDP i CDDP* (Rysunek P2-1A).
Przedstawione wyniki potwierdzaja prawdziwo$¢ hipotezy H1. Niestety, sygnaly !*Pt"
pochodzace od nanoformulacji 1 niezwigzanego leku (CDDP) nie byly w pelni rozdzielone.
Dodatkowym utrudnieniem byla jednoczesna elucja form AuNPs (AuNPs, AuNP-MUA,
AuNP-MUA-CDDP*; Rysunek P2-1B 1 P2-1C). Wskazalo to na konieczno$¢ przeprowadzenia
optymalizacji warunkow rozdzielania. Postgpowanie to jest niezbedne, by moc prawidtowo
okresli¢ wydajno$¢ wigzania cisplatyny do no$nika (WWC, opis ponizej). Tutaj jednak,
pomocne byly uprzednio przedstawione wyniki,'** ktore §wiadczyly o catkowitej konwersji
AuNP do AuNP-MUA i nastepnie do AuNP-MUA—-CDDP*. Na tej podstawie wstepnie
oszacowano, ze WWC wynosi ok. 10% (probka AuNP-MUA-CDDP*, stosunek 1:800, 2 h
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inkubacji, 37 °C). Byl to wynik znacznie mniejszy w poréwnaniu z wczesniej raportowang
wartoécig dla tych samych systemoéw badanych za pomoca CZE-ICP-MS (ok. 35%),!3
co sugerowato mozliwy negatywny wptyw fazy ruchomej na *'DDS oraz potrzebe opracowania
nowej metody przygotowania CDDP*.

WWC (Réwnanie 1.) wyznaczano na podstawie stosunku pola powierzchni sygnatu
195pt* odpowiadajacego cisplatynie wlaczonej w strukture DDS do sumy poél powierzchni
wszystkich zarejestrowanych sygnatow tego izotopu na chromatogramie (réwniez
elektroferogramie w badaniach CZE-ICP-MS). Przedstawione w ten sposob wyniki nie s3
obarczone bledami wynikajacymi ze zmiennej czulo$ci aparatury w kolejnych dniach
pomiarowych, réznic objetosci czy stezenia dozowanej probki, a takze réznic w odzysku analitu
z kolumny czy kapilary.

_ b
WWC_Z

-100% Réwnanie 1.
n

Oznaczenie: P; — pole powierzchni sygnatu '°Pt" odpowiadajacego powstatym potgczeniom
AuNP-CDDP ('DDS); ¥, B,— suma p6l powierzchni wszystkich zarejestrowanych sygnatow

95Pt* na chromatogramie (lub elektroferogramie w badaniach metodg CZE-ICP-MS).

Z uwagi na stosowane minimalne wartosci przepltywu fazy ruchomej, objetosci probki
1 zawarto$ci metanolu, optymalizacji poddano rodzaj i stezenie soli. Wsroéd porownywanych
zwigzkow (weglan amonu, wodoroweglan amonu, octan amonu, mrowczan amonu, fosforan
sodu) i stezen (0—40 mmol L') (Rysunki ESM-P2-S2 i ESM-P2-S3), najwieksza warto$¢
rozdzielczosci (R, obliczonej za pomocga Réwnania 2.) sygnalow Pt w probkach AuNP-MUA—
CDDP* i stabilng lini¢ bazowa obserwowano w przypadku eluentu skladajacego sig
z 10 mmol L! octanu amonu, 10 mmol L™! SDS i 2% metanolu (Rysunek P2-2A).

2 (trz - tRr1)
R=——-=
Wy +W,

Réwnanie 2.

Oznaczenie: tr1, tr2 — czasy migracji sygnalow Pt odpowiadajacych kolejno ,,wolnej” CDDP
1 CDDP* zwigzanej z no$nikiem na chromatogramie probki AuNP-MUA—-CDDP*; Wi, W2 —

szeroko$ci tych sygnalow u podstawy (odpowiednio).

Warunki te wcigz nie zapewnialy satysfakcjonujacego rozdzielania sygnatow Pt (R=1,05;),
a oszacowana WWC nie byta istotnie wicksza od poczatkowej (ok. 13%). Ponadto, przeciwnie
niz w badaniach za pomoca metody CZE-ICP-MS (SQ),'** rozroznienie poszczegdlnych form

AuNPs nie bylo mozliwe (Rysunek 13). Przyczyna mogty by¢ nieznaczne rdéznice w rozmiarach
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NPs i powinowactwie do wypelienia kolumny chromatograficznej. Otrzymane wyniki badan

i liczne obserwacje przecza postawionej hipotezie H2.

A. 5:4:3 1 6 2 B. 1,: :3 5
2,
6
A
&
195Pt+ §
8
g 195Pt+
o
o
o
o
R
197 +
\]97Au+ L L L s 1 A | Au J A
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 5 10 15 20

czas migracji (min) czas retencji (min)

Rysunek 13. Analiza probki polgczerr AuNP-MUA—CDDP* zawieszonych w TB za pomocq metody CZE-ICP-
MS (SQO) [na podstawie'*’] (A) i metody HPLC-ICP-MS (SQ) (B) [na podstawie P4]

Warunki rozdzielania elektroforetycznego (A): (i) kapilara rozdzielajgca: ze stopionej krzemionki, df. 70 cm,
O 75 tim, Do 375 um, (ii) BGE: 40 mmol L~ HEPES, pH 7,4, (iii) napiecie prqdu: +15 kV, (iv) dozowanie
probki: hydrodynamiczne 30 mbar x 5 s.13!

Warunki rozdzielania chromatograficznego (B): (i) kolumna PLRP-S400, wielkos¢ porow 4000 A, 150 x 4,6 mm
(i) elucja izokratyczna, sktad fazy ruchomej: 10 mmol L™ SDS, 2% metanol, 10 mmol L' octan amonu, (iii)
przeplyw fazy ruchomej: 0,2 mL min~!, ~13 bar, (iv) dozowanie probki: manualne za pomocq strzykawki
chromatograficznej z uzyciem petli o pojemnosci ok. 20 uL

Oznaczenie sygnatow (podane intensywnosci sq wartoSciami znormalizowanymi): 1-AuNPs o powierzchni
niemodyfikowanej MUA, 2-AuNP-MUA, 3-podstawowa forma CDDP, 4— CDDP zawierajgca jeden ligand H>O,
5-CDDP*, 6-AuNP-MUA—-CDDP*.

Zaobserwowane rowniez liczne problemy zwigzane z przesuwaniem statej rownowagi
otrzymywania CDDP* w kierunku formy podstawowej (niezhydrolizowanej) wraz z czasem
inkubacji probki "'DDS (co powodowato obnizenie WWC, Rysunek P3-3) oraz dtugotrwalym
1 niepowtarzalnym postepowaniem przygotowania zawiesiny koloidalnej AuNP-MUA (ktora
charakteryzowala si¢ przy tym krétkoterminowa stabilno$cia) spowodowaly, ze zaprzestano
dalszych prac poswigconych systemom AuNP-MUA—-CDDP*.

Tym samym podjeto proby znalezienia nowych, bardziej skutecznych sposobow
otrzymywania systemow AuNP—CDDP 1 metody ich analizy, co stanowito przedmiot pracy P3.
Skupiono si¢ w niej m.in. na zastosowaniu handlowo dostepnych koloidow AuNPs
o odpowiednio przygotowanej powierzchni za pomoca czasteczek modyfikatora (dlugiego
fancucha polimerowego, HS-PEG) zakonczonego (i) biotyng (AuNP-S-PEG5000-biotyna),
(if) grupa karboksylowa (AuNP-S-PEG3000-COOH) lub (iii) grupa metoksylowa (AuNP-S-
PEG2000-OCH3). Nanomateriaty te testowano jako no$niki CDDP* i poréwnywano
pod wzgledem WWC. Wato zaznaczy¢, ze jak dotad nie przedstawiono zadnych badan
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poswigconych zweryfikowaniu (w sposéb iloSciowy) wplywu poszczegdlnych grup
funkcyjnych modyfikatora na wydajnosc¢ i kinetyke tworzenia takich systemow oraz stabilno$¢
wigzania leku.

Podczas tego etapu badan opracowano takze ulepszong metodyke przygotowania roztworu
CDDP* (Rysunek 14), co byto podyktowane niejednokrotnie obserwowanym podczas badan
przesuwaniem statej rownowagi otrzymywania CDDP* w stron¢ podstawowej formy CDDP
(P2). Wykonujac analiz¢ probki roztworu CDDP* (otrzymanego wg nowego postepowania)
za pomocg techniki ESI-MS potwierdzono wystgpowanie w nim formy zhydrolizowanej

cisplatyny (P2, Rysunek ESM-P2-S5), ktorej zawarto$¢ wynosita >88%.

AgNO
40 mmgl L, 23,5 mL CDDP* CDDP*
1. Wirowanie

1. 60°C, 3h, 400 rpm 30 min, 12 000 rpm

CDDP '

20 mmol L 2.22°C, mieszanie 2. Dwukrotne sqczenie
25 mL catonocne, 400 rpm / filtr strzykawkowy
’ PTFE, 0,22 ym
AgCl|

Rysunek 14. Przygotowanie roztworu CDDP* wg skorygowanego postgpowania analitycznego

Integralnym zatozeniem prowadzonych w ramach P3 badan byto opracowanie nowej
1 wszechstronnej metody analitycznej (wykorzystujacej potaczenie CZE 1 ICP-MS),
ktora pozwoli nie tylko na analize form chemicznych obecnych w probee *'DDS w warunkach
symulujacych fizjologiczne, ale takze okreslenie (w sposob ilosciowy) wydajnosci i kinetyki
ich tworzenia oraz pdzniejsze badanie stabilno$ci w obecnosci biatka (biatek) surowiczego.
To z kolei umozliwi wstepne wnioskowanie o stabilnosci badanych **DDS i ich ewentualnych
zmianach po wprowadzeniu do uktadu krwiono$nego. Zaktada si¢, ze w pomiarach za pomoca
techniki ICP-MS zawarto$¢ biatka jest skorelowana ze stezeniem siarki, doktadniej jonu
izotopu 328 (izotop S najbardziej rozpowszechniony w przyrodzie, 95,02%),' *2S* (m/z=32),
zatem jego monitorowanie jest niezbedne. Nie byto to jednak mozliwe z zastosowaniem HTs
z detekcja ICP-MS (SQ) z uwagi na interferencje pochodzace od jonoéw 02" i “N'°O'Ha*
(m/z=32) wynikajace z prowadzonej w ci$nieniu atmosferycznym (z dostgpem tlenu) jonizacji
probki. Wyeliminowanie wplywow przeszkadzajacych siarki w postaci tych jondw nie jest
takze mozliwe z uzyciem wspomnianej wczesniej techniki DRC-ICP-MS, w ktoérej komora
DRC poprzedza analizator mas i dostaja si¢ do niej wszystkie jony powstale w palniku
plazmowym. Wielotorowo$¢ licznych reakcji tych jonéw (jonéw macierzystych) zachodzacych
w obecnosci gazu kolizyjnego lub reakcyjnego stanowi powazne utrudnienie i powoduje

ograniczong mozliwo$¢ kontrolowania przemian jedynie wybranych jonéw 1 ich skutecznego
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,odfiltrowania” w postaci jonow potomnych. Wciagz nie jest mozliwe calkowite
wyeliminowanie interferencji takich jak 0", "N'70*, “NO'H", N'O'H", “N'O'H,",
BCa” czy “*Ti", ktore istotnie zawyzaja warto$¢ linii bazowej jonow siarki.

Jako rozwigzanie tego problemu zaproponowano wykorzystanie techniki tandemowe;j
spektrometrii mas ICP (ang. tandem mass spectrometry, ICP-MS/MS) 1 wybér tlenu jako gaz
reakcyjny w CRC. Spektrometr ICP-MS/MS posiada dwa wbudowane analizatory
kwadrupolowe (Q1, Q2) oddzielone od siebie CRC (jest to tzw. ,,uktad potrojnego kwadrupola”,
QqQ). Jego zastosowanie ma duze znaczenie nie tylko w analizie biatek, lecz takze
m.in. kwaséw nukleinowych (DNA), ktérych znacznikiem sa, podobnie jak w przypadku
liposoméw, jony fosforu (monitorowanie jonéow *!'P* technika ICP-MS (SQ) nie jest mozliwe,
wspomniano o tym w Rozdziale 4.2.1.). W technice ICP-MS/MS, skupiona przez soczewki
jonowe wigzka jonow (powstatych w palniku plazmowym) trafia do Q1, ktérego zadaniem jest
wyselekcjonowanie jedynie interesujacych jonow macierzystych (w tym przypadku m/z 311 32,
kolejno dla P i S). Te nastgpnie, z odpowiednia energig kinetyczng dostaja si¢ do CRC. Tam pod
zadanym ci$nieniem ulegaja dziataniu wybranego gazu reakcyjnego/kolizyjnego i w rezultacie
fragmentacji lub reakcji chemicznej (zwykle wybieranym gazem jest tlen, ktoéry powoduje
utlenianie jonow *!'P* i ¥S* do postaci *'P!%O" i 328!°0"). Otrzymane w ten sposéb jony
potomne trafiajg nastgpnie do Q2, gdzie ponownie nastepuje ich selekcjonowanie na podstawie
nowo okre$lonego m/z (réwnego 47 i 48, odpowiednio dla jonow *'P'®O" i ¥S'°0*;
jest to tzw. analiza ,,w trybie z przesunieciem masy” — 31—47, 32—48), i dalej do detektora.'**
Rysunek 15. przedstawia ide¢ pomiaru P i S za pomocg ICP-MS/MS.

Na podstawie wykonanej analizy prekursora jonow potomnych o m/z 48 (z ang. precursor ion
analysis) powstatych w wyniku przeprowadzonej w CRC reakcji z Oz potwierdzono, ze ich
zroédtem sg jony macierzyste o m/z 32, ktore w CRC ulegaja utlenieniu z tzw. przesunigciem

masy (+16) (Rysunek ESM-P3-S1).

gaz reakcyjny/
kohzy] ny

T_F

jony macierzyste jony potomne

. . m/z (31,32 m/z (47,48)
interferencje (1) ( ) interferencje (2)

)

wszystkie
jony

Rysunek 15. Schemat analizy P i S za pomocq techniki ICP-MS/MS
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Przygotowanie metody analitycznej z wykorzystaniem CE-ICP-MS/MS rozpoczeto
od optymalizacji szybkosci przeplywu O2 bedacego gazem reakcyjnym w CRC (ESM-P3).
Zwigkszajaca si¢ w badanym zakresie szybko$¢ przeplywu Oz powodowala roznice
w intensywno$ci wybranych jonow tj. ¥S'0*, 1Pt i Y7Au" zaréwno w roztworze
wzorcowym, jak i ,$lepej proby”, co skutkowalo zmiennoscig stosunku sygnalu do szumu
(ang. signal-to-noise ratio, S/N). Zmiany warto$ci S/N informuja o wydajnosci utleniania S
w CRC (Rysunek ESM-P3-S2) oraz s3 wyznacznikiem czulo$ci detektora w stosunku
do badanych izotopoéw. W zwigzku z tym przeplyw o wartosci 0,51 mL min™' wybrano jako
optymalny. Otrzymane wyniki S/N takze potwierdzaja prawdziwos¢ hipotezy H1. W dalszej
kolejnosci, dostosowywano inne parametry pracy ICP-MS/MS oraz warunki rozdzielania
elektroforetycznego. Aby rejestrowane sygnaty poszczegélnych analitow bylty w peini
rozdzielone (satysfakcjonujagce warto$ci R) oraz charakteryzowaly si¢ jak najwicksza
intensywnoscia i stopniem odzysku z kapilary (ESM-P3), optymalizowano rodzaj i stezenie
BGE, wartos¢ przyktadanego podczas analizy napigcia (kV) 1 objetos¢ dozowanej do kapilary
probki. Poczatkowo, optymalizacje warunkow rozdzielania prowadzono z udziatem prébki
roztworu CDDP*, aby moc rozdzieli¢ sygnaly odpowiadajace poszczegdlnym formom leku
(podstawowej, posredniej i CDDP*). Dalsze etapy optymalizacji prowadzono w oparciu
o analizy prébek potaczen AuNP-S-PEG5000-biotyna—CDDP*. Optymalne warunki
pomiarowe przedstawiono w Tabeli P3-1. Na podstawie przeprowadzonej badan wykazano,
ze opracowana metoda analityczna CZE-ICP-MS/MS charakteryzuje si¢ odtwarzalnoscia
(wzgledne odchylenie standardowe <10%, n=3) (zwlaszcza czaséw migracji rejestrowanych
sygnatéw), matymi wartosciami LOD (<6,47-10® mol L") i LOQ (Tabela P3-2)
oraz zadowalajagcym stopniem odzysku analitow z kapilary (83%). Na tej podstawie
przeprowadzono analizy mieszanin poszczegolnych typow nosnikow z CDDP* i potwierdzono
otrzymywanie polaczen AuNP-S-PEG2000-OCH3:—CDDP*, AuNP-S-PEG3000-COOH-
CDDP* 1 AuNP-S-PEG5000-biotin—~CDDP* (Rysunek P3-8).

W kolejnym etapie prac badawczych, przystapiono do wyznaczenia kinetyki procesu
otrzymywania systemow AuNP—CDDP. Prace rozpoczeto od zweryfikowania wptywu czasu
inkubacji mieszanin (0-24 h, 37 °C, 400 obrotow na minute (ang. revolts per minute, rpm))
na wydajno$¢ wigzania CDDP* do nosnika. Poczatkowo zastosowano staty stosunek
stechiometryczny liczby AuNPs (osobno testowano AuNPs roznigce si¢ grupa funkcyjna
modyfikatora powierzchni) i czasteczek CDDP* (1:800, na podstawie'*#). Analizujac uzyskane
dane zauwazono, ze niezaleznie od zastosowanej modyfikacji nanomateriatéw, WWC wzrasta

dynamicznie przez okres pierwszych 4-6 h inkubacji, po czym osigga stan bliski plateau
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(Rysunek P3-6(A)). Najwicksze wartosci WWC (~65%) otrzymano w przypadku uktaddéw
powstatlych z udziatem AuNP-S-PEG3000-COOH—CDDP#* inkubowanych 6 h. (Rysunek 16
(A)). Jednakze, z uwagi na czasochtonne przygotowanie probki jako optymalny czas inkubacji

(przygotowania) wszystkich typéw "'DDS (na potrzeby przysztych badan) zatozono 4 h.
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Rysunek 16. (A) Kinetyka tworzenia potgczerr AuNP—CDDP w funkcji czasu (AuNPs i CDDP* zmieszano
w stosunku 1:800 i inkubowano w temperaturze 37 °C, 400 rpm). (B) Elektroferogram CZE-ICP-MS/MS
systemow AuNP-S-PEG3000-COOH-CDDP* przygotowanych wg zoptymalizowanej metody otrzymywania.:
stosunek 1:800, czas inkubacji 4 h, temperatura 37 °C, 400 rpm) [na podstawie P3]

Warunki rozdzielania elektroforetycznego: zoptymalizowanych (i) kapilara ze stopionej krzemionki, dt. 0,70 m,
Ovvew. 75 pim, Deew. 375 pum, (ii) BGE: 10 mmol L™ bufor fosforanowy, pH 7,4, (iii) napiecie pradu: +17 kV (20—
40 uA), (iv) dozowanie probki: hydrodynamiczne 30 mbar x 5 s

Oznaczenie sygnatow (podane intensywnosci sq wartosciami znormalizowanymi): 1-podstawowa forma CDDP,
2-CDDP*, 3-AuNP-S-PEG3000-COOH, 4—ukiady AuNP-S-PEG3000-COOH-CDDP*, 5-CDDP zawierajgca

Jjeden ligand H>O

W dalszej kolejnosci badano wplyw stosunku stechiometrycznego AuNPs i CDDP*
obecnych w mieszaninie na wartos§¢ WWC. Sposdb przygotowania probek przedstawia
Rysunek 17. Przeprowadzone badania pozwolity zauwazy¢, ze wydajnos$¢ przytaczania CDDP*
jest zmienna zar6wno w zaleznosci od st¢zenia leku w mieszaninie, jak i zastosowanej grupy
funkcyjnej modyfikatora AuNPs (Rysunek P3-7). Podobnie jak poprzednio, najwieksza wartos¢
WWC odnotowano dla uktadow powstatych z AuNP-S-PEG3000-COOH 1 CDDP*
zmieszanych w stosunku 1:800. Elektroferogram zarejestrowany dla probki tych systeméw

przedstawia Rysunek 16 (B).
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1:800, 1:1600 37 °C, 400 rpm
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Rysunek 17. Przygotowanie systeméw AuNP—CDDP: AuNP-S-PEG5000-biotyna—CDDP* (A), AuNP-S-PEG3000-
COOH-CDDP* (B), AuNP-S-PEG2000-OCH3>—CDDP* (C)

Nalezy przy tym takze zwrdci¢ uwage na liczbe dostepnych miejsc wigzania CDDP*,
uwarunkowang zawadg steryczng powodowang przez czasteczki modyfikatora HS-PEG3000-
COOH (Tabela P3-3). Mimo, ze wynik WWC jest w tym przypadku najwigkszy, obliczono,
ze jedynie 21,70% dostepnych grup —COOH zwigzalo si¢ z czasteczka leku. AuNPs
z modyfikatorem zakonczonym grupa metoksylowa nie wykazujg za$ istotnego powinowactwa
do CDDP*, gdyz, mimo najwigkszej liczby dostgpnych miejsc wigzania, ich wysycenie
wynosito ok. 4,55%. Najwigkszym powinowactwem do CDDP* wykazaly si¢ natomiast
AuNPs z modyfikatorem zakonczonym biotyng. Mimo najmniejszej gestosci tych ugrupowan
na powierzchni AuNPs, blisko 40% miejsc aktywnych zostalo zwigzanych z CDDP*.

Whioski plynace z przedstawionego etapu badan zwigzanego z wyznaczeniem kinetyki
procesu otrzymywania potaczen AuNP—CDDP (zbadanie wptywu czasu inkubacji mieszanin,
stosunku stechiometrycznego AuNPs i CDDP* oraz zweryfikowanie formy leku na stabilno$¢
potaczen) potwierdzajg zatozong hipotez¢ H3. Niemniej jednak, wazne jest kontynuowanie
dalszych badan, ktore pozwolg na okreslenie innych czynnikéw wptywajacych na wydajnosci
wysycenia za pomocg CDDP* miejsc aktywnych zgromadzonych na powierzchni AuNPs.
Pozwoli to w przysztosci dostosowywacé do indywidualnych potrzeb liczbg transportowanych
za ich pomoca czasteczek CDDP* do komodrek nowotworowych. W badaniach tych ponownie
uzyteczna moze okazac si¢ opracowana metoda CZE-ICP-MS/MS.

Przeprowadzone pomiary z udzialem wybranych technik spektroskopii molekularnej,
techniki dynamicznego rozpraszania S$wiatta (ang. dynamic light scattering, DLS),
elektroforetycznego rozpraszania §wiatla (ang. electrophoretic light scattering, ELS) 1 UV/Vis,
dostarczyly istotnych informacji nt. wlasciwosci fizykochemicznych testowanych
nanono$nikéw i powstalych na ich podstawie "DDS. Za pomoca tych narzedzi wykazano,
ze otrzymane systemy charakteryzowaly si¢ zblizonymi do badanych typéw AuNPs
warto$ciami $rednic hydrodynamicznych i1 tadunku powierzchniowego oraz stabilno$cig
koloidalna.

Praca badawcza P3 przedstawia metodologi¢ analityczng zaréwno otrzymywania,

jak 1 monitorowania tego procesu z zastosowaniem techniki CZE-ICP-MS/MS. Pierwszym
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istotnym osiggni¢ciem tej pracy byto opracowanie metody analitycznej powstatej w oparciu
o technike CZE-ICP-MS/MS, ktoéra charakteryzuje si¢ satysfakcjonujagcymi parametrami
analitycznymi 1 umozliwia monitorowanie nie tylko profilu tworzenia potagczen AuNP—CDDP,
lecz takze przyszte badanie ich oddziatywan z biatkami (poprzez monitorowanie jonow >2S'0*
z duzg czuloscig) w warunkach zblizonych do fizjologicznych (dzigki zastosowaniu jako BGE
buforu fosforanowego). Kolejnym osiggnigciem pracy P3 bylo wyznaczenie kluczowych
czynnikow majacych wpltyw na kinetyke otrzymywania badanych ukladow, ktérymi sa
m.in. rodzaj grupy funkcyjnej wystepujacej w czasteczkach modyfikatora powierzchni nosnika,
forma CDDP, czas inkubacji mieszaniny reakcyjnej oraz stosunek stechiometryczny no$nika
i leku.

Otrzymane w pracy P3 wyniki analiz, na podstawie ktorych potwierdzono skuteczne
otrzymywanie potaczen AuNP-S-PEG2000-OCH3;—CDDP*, AuNP-S-PEG3000-COOH-
CDDP* i AuNP-S-PEG5000-biotyna staty si¢ powodem, dla ktérych postanowiono ponownie
podja¢ si¢ opracowania metody analitycznej wykorzystujacej technike RP-HPLC-ICP-MS
(P2). Tym razem zaproponowano (i) zastosowanie systemu RP-HPLC posiadajagcego modut
automatycznego dozowania probek, by zwigkszy¢é przepustowos¢  pomiardw,
oraz (ii) zastosowanie ICP-MS/MS, majac na uwadze przyszte monitorowanie oddzialywan
uktadow z biatkami.

Badania rozpoczeto od wykonania analizy jako$ciowej probek roztworow podstawowe;j
formy CDDP i CDDP*, poszczegdlnych typéw AuNPs oraz P'DDS. Pomiary prowadzono
z zastosowaniem uprzednio zoptymalizowanych warunkéw rozdzielania: (i) faza ruchoma:
10 mmol L™! octan amonu, 10 mmol L' SDS, 2% metanol; (ii) przeptyw: 0,2 mL min’;
(iii) objetos¢ probki: 20 pL). Juz po wstepnych pomiarach zaobserwowano problemy zwiazane
z niedostatecznym wymywaniem poszczegdlnych form AuNPs z kolumny (problemy
z powtarzalnos$cig intensywnosci sygnalow) oraz niekorzystnym wpltywem warunkow
rozdzielania na powstate uklady (sygnaly potwierdzajace otrzymanie *'DDS zarejestrowano
jedynie w przypadku probki AuNP-S-PEG2000-OCH3-CDDP*, przy czym oszacowana WWC
wynosila jedynie ok. 18%). Zastosowane zmiany sktadu fazy ruchomej polegajace na uzyciu
réznych odczynnikoéw tworzacych z rozdzielanymi analitami pary jonowe (fosforan sodu,
trycyna, Tris-HCl) nie spowodowaty polepszenia wynikow rozdzielania. Jedynie nieznaczng
poprawe rozdzielczosci (do wartosci R = 1,2) sygnatow *°Pt" zaobserwowano, gdy jako
eluentu uzyto mieszaniny 10 mmol L™! octan amonu, 10 mmol L™! SDS, 2% metanol o pH 7.4
stabilizowanym NaOH (Rysunek P2-2). Ze wzgledu na wskazane ograniczenia i obecnos¢

metody analitycznej wykorzystujacej skuteczne w  zalozonym celu rozdzielanie
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elektroforetyczne, zaprzestano dalszych prac optymalizacyjnych w zakresie opracowania
metody RP-HPLC-ICP-MS/MS. W ten sposdb ostatecznie zaprzeczono hipotezie H2.

Praca P2 podsumowuje badania zwigzane z opracowaniem metod analizy czterech
r6znych potaczen AuNP-CDDP (AuNP-MUA-CDDP*, AuNP-S-PEG2000-OCH3—CDDP*,
AuNP-S-PEG3000-COOH-CDDP*, AuNP-S-PEG5000-biotyna—CDDP*) wykorzystujacych
potaczenie RP-HPLC i ICP-MS(/MS). Podczas dwukrotnie podejmowanych préb opracowania
tych metod napotkano problemy, ktére stanowily istotne wyzwanie badawcze. Byly one
zwigzane z niedostatecznymi silg elucji (przede wszystkim uktadow AuNP-S-PEG3000-
COOH-CDDP* i AuNP-S-PEG5000-biotyna—CDDP*) 1 rozdzielaniem poszczegdlnych
analitow (zwlaszcza form AuNPs), ktore z kolei ograniczaly monitorowanie WWC. Ponadto,
zauwazono niekorzystny wplyw fazy ruchomej na stabilno$¢ uktadow (w stosunku do wynikow
otrzymanych w pracy P3, obserwowano znacznie obnizong wydajno$¢ wigzania CDDP*
lub rozpad uktadow). Z powyzszych obserwacji wynika, ze na aktualnym etapie rozwoju,
metoda analityczna wykorzystujaca rozdzielanie chromatograficzne RP-HPLC nie moze by¢
stosowana w celu jako$ciowego i ilo$ciowego monitorowania otrzymywania "DDS. Niemniej
jednak, wnioski ptynace z przeprowadzonych prac pozwolity na wnikliwg oceng i poréwnanie
mozliwosci aplikacyjnych metod RP-HPLC-ICP-MS(/MS) z wcze$niej opracowang metoda
CZE-ICP-MS/MS (P3) w badaniach potaczen "'DDS opartych o AuNPs, co uwazam
za osiggnigcie pracy P2. Przedstawione w rozdziale Comparison of chromatographic-
and electrophoretic-based methods (P2) spostrzezenia i uwagi nt. obu metod analitycznych
stanowig zrddlo cennych informacji dla innych analitykoéw zastanawiajacych si¢ nad wyborem
wlaéciwego modutu rozdzielania w HTs uzytych w badaniach 'DDS.

W przeprowadzonych w ramach P2 badaniach nie sprawdzano wptywu SDS i metanolu,
obecnych w fazie ruchomej, na stabilno$é¢ testowanych P'DDS. Aby wykazaé, ze to wystepujace
w niej sktadniki powodujg destabilizacje uktadow AuNP—CDDP, wymagane jest wykonanie
w przysztosci pomiardw probek poszczegdlnych systemoOw inkubowanych kolejno z SDS,
metanolem 1 stosowanymi podczas optymalizacji zwigzkami chemicznymi z grupy soli
za pomocg przygotowanej metody analitycznej opartej o technik¢ CZE-ICP-MS/MS. Ponadto,
jako alternatywny dla SDS $rodek powierzchniowo czynny mozna zaproponowaé Tween 20
lub Tween 80, ktére sg tagodnymi niejonowymi surfaktantami stosowanymi w przemysle
farmaceutycznym i spozywczym. Zwigzki te nie zawierajag w swojej czasteczce atomow siarki
(1 fosforu), zatem ich zastosowanie mogloby rozwinag¢ metode analityczng w kierunku
monitorowania oddziatywan uktadéw z biatkami (bezpo$rednie monitorowanie 32S'°0™)

1 kwasami nukleinowymi.
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2. Badania potaczen liposom-cisplatyna (P4, P5)

Aktualnie  sposrod  kilkunastu  zatwierdzonych przez FDA liposomalnych
nanoformulacji  zwigzkéw  farmaceutycznie aktywnych, nie ma nanoformulacji
przeciwnowotworowych lekow opartych na platynie. Przyczyng moze by¢ skomplikowany
i wieloetapowy proces otrzymywania tych ukladow, a takze brak odpowiednich narzedzi
analitycznych shuzacych ich jakosciowemu i ilosciowemu charakteryzowaniu. Pomimo,
ze w literaturze mozna spotka¢ kilka opracowan majacych na celu badanie podobnych
nanoformulacji za pomocg technik tgczonych, przedstawione w nich metodyki analityczne nie
zaktadaty monitorowania oddziatywan bialek z nanoformulacjami za pomocg ich markeréw
(m.in. *2S'°0™). Gléwnymi zaloZeniami prezentowanej pracy P4 bylo zatem zaproponowanie
(7) prostej 1 skutecznej metody powtarzalnego otrzymywania liposomow i potaczen liposom—
CDDP, a takze (i) odpowiedniej do monitorowania tego procesu metody analitycznej
wykorzystujacej potaczenie CZE i1 ICP-MS/MS. Przydatno$¢ techniki CZE-ICP-MS/MS
w badaniu nanoformulacji wykazano w poprzedniej cze$ci badan poswigconej systemom
AuNP-CDDP.

Prace rozpoczg¢to od poréownania dwodch sposrod czesto stosowanych metod
otrzymywania pecherzykow liposomalnych — metode wspomagang ultradzwickami
1 tzw. metode wstrzykiwania etanolu (ang. ethanol injection method, EIM). Istotnymi zaletami
tych metod, w stosunku do czasochlonnych, wieloetapowych 1 wykorzystujacych
rozpuszczalniki organiczne metod hydratacji cienkowarstwowej 1 odparowania faz
odwroconych, sa prostota i mozliwos¢ bezposredniego otrzymywania liposomow i polaczen
liposom—CDDP w $rodowisku wodnego roztworu zawierajacego tagodne i nietoksyczne
dla cztowieka odczynniki. Roztwor ten okresla si¢ jako tzw. bufor inkubacyjny (ang. incubation
solution, 1S). Nalezato jednak pamigta¢, ze nie powinien on zawiera¢ zwigzkéw chemicznych
fosforu i siarki, gdyz uniemozliwiloby to badanie form no$nika i wspomnianych oddziatywan
z biatkami. Na podstawie dost¢pnej literatury, jako IS zaproponowano roztwor bedacy
mieszaning 1 mmol L™! glukonianu wapnia i 0,3% (w/v) NaCl.'?

Obie metody porownywano pod wzgledem rozkladu wielkosci, S$rednic
hydrodynamicznych i stabilnosci koloidalnej otrzymywanych za ich pomocg tzw. ,,pustych”
pecherzykow (o skladzie przedstawionym w Tabeli ESM-P4-S1). Wymienione parametry
wyznaczono technikami DLS 1 ELS. Stwierdzono, ze, przeciwnie niz w przypadku metody
wspomaganej ultradzwigkami, liposomy otrzymywane metoda EIM charakteryzowaty si¢

zblizonym rozktadem wielko$ci (mata warto§¢ wspotczynnika polidyspersyjnosci, Rysunki
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ESM-P4-S1 1 ESM-P4-S2) i wigkszg stabilnoscig. Na podstawie tych wynikoéw oraz cech takich
jak prostota i1 szybko$¢ przygotowania zawiesin, w dalszych pracach poswieconych
otrzymywaniu systemow liposom—CDDP wykorzystywano metod¢ EIM. Tym samym
potwierdzono postawiong hipotez¢ H4. Warto wspomnie¢, EIM z uwagi na prostote
oraz powtarzalno$¢ ma duze znaczenie w wielkoskalowym otrzymywaniu liposoméw.”’
Sposrdd trzech testowanych skladow pecherzykéw (E1, E4, E6, Tabela ESM-P4-S1)
do przygotowania polaczen liposom—CDDP wybrano kompozycj¢ E4 (DSPE-PEG2000/
HSPC/ cholesterol w stosunku molowym 5,3/56,3/38,4; DSPE-PEG2000 — fosfolipid, 1,2—
distearylo—sn—glicero—3—fosfoetanoloamina—N—[karbonylo(metoksy glikol  polietylenowy
2000 Da]; HSPC — uwodorniona fosfatydylocholina z ziaren soi). Liposomy o tym skladzie
charakteryzowaty si¢ najwigkszym rozmiarem (135,50 + 2,21 nm) i stabilno$cig (do trzech dni).
Kolejnym krokiem bylo opracowanie metody analitycznej stuzacej monitorowaniu
profilu otrzymywania potgczen liposom—CDDP opartej o technike CZE-ICP-MS/MS. Prace
rozpoczg¢to od optymalizacji przeptywu O2 w CRC, aby z jak najwigksza czutoscia
monitorowaé jony *'P'°O* (markery liposoméw, m/z = 47, Rysunek 15). Jako optymalng
warto$¢ wybrano przeptyw O na poziomie 0,39 mL min”!, gdyz dla tych warunkow
obserwowano najwicksze wartosci S/N jondw o m/z = 47 1 satysfakcjonujacy stopien utlenienia
fosforu (konwersja *'P* — 3'P1O" wyniosta 72%, Rysunek P4-1). Nastgpnie optymalizowano
warunki rozdzielania elektroforetycznego. Kluczowy byt tu wybor odpowiedniego BGE, ktory
podobnie jak IS, nie powinien zawiera¢ w swoim sktadzie zwigzkéw P 1 S, a takze nie powinien
powodowaé destabilizacji ukladow. Dodatkowym zalozeniem, nie prezentowanym dotad
w postgpowaniach  badawczych  dotyczacych nanoformulacji  liposomalnych, bylo
zastosowanie BGE o sktadzie, ktéry pozwoli jak najwierniej symulowac fizjologiczne warunki
buforujace krwi podczas prowadzonych analiz. Speinienie tych wymagan bylo duzym
wyzwaniem badawczym 1 ograniczylo liczbg dostgpnych odczynnikéw. Szczegdlowy opis
postepowania zawarto w sekcji 3.3. CE separation condition optimization, natomiast
optymalne warunki pomiarowe metody CZE-ICP-MS/MS przedstawia Tabela 3 (Tabela P4-1).
Przeprowadzone badania pozwalaja stwierdzi¢, Ze opracowana metoda analityczna
charakteryzuje si¢ powtarzalnoécig i odtwarzalno$cig tm i pol powierzchni sygnatéw 3'P16O*
i Pt". LOD sygnaléw *'P'%0O" (wyznaczone po raz pierwszy z zastosowaniem techniki CE-
ICP-MS/MS) wynosito 1,06 pmol L™!, co byto jedynie ok. o§miokrotnie wieksza wartoécig niz
w przypadku wcze$niej wspomnianej metody SEC-DRC-ICP-MS.!''? Ponadto, odzysk metody
(w stosunku do sygnatoéw *'P'°0") wyznaczono jako 82,35%. Wyniki tych badan po raz kolejny
potwierdzaja, ze ICP-MS jest odpowiednim detektorem w badaniach testowanych "DDS (H1).
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Tabela 3. Zoptymalizowane warunki metody analitycznej opartej o technike CZE-ICP-MS/MS stosowanej
w badaniach potgczen liposom—CDDP

warunki rozdzielania CZE warunki detekcji ICP-MS/MS
Kapilara Kapilara ze stopionej krzemionki, | Moc plazmy 1570 W
dt. 0,7 m, Qyew. 75 pm, Odlegto$é palnikaod 8,4 mm
ODrew. 375 pm stozka
BGE Trisma® Base (2-amino-2- Przeptyw gazu Ar, 15,0 L min™!

(hydroksymetylo)-1,3-propandiol, | plazmowego
Tris), 5 mmol L™}, pH 7.4

Temperatura 25 °C (37 °C gdy badano Przepltyw gazu 1,03 L min™!

kasety oddziatywania DDS z biatkiem) nosnego

Napiecie +15kV Ciecz uzupehiajgca 2.5ng mL! '"*In w 0,5 mmol
pradu L roztworze Tris

Natezenie 3-5pA Przeptyw cieczy 10 uL min™

pradu uzupelniajacej

Dozowanie Hydrodynamiczne, 30 mbar x 5s | Przeptyw gazu 02, 0,39 pL min™

probki (~3,7nL) reakcyjnego w CRC

Monitorowane izotopy ~ 3'P!1°0O", 32816Q*, 5In* ¢, 195pt*

% poczatkowo jako wzorzec wewnetrzny w cieczy uzupetniajacej stosowano In, natomiast w dalszych etapach
badan Ge

Dysponujgc opracowang metodg analityczng, przystgpiono do przygotowania potaczen
liposom—CDDP stosujac sktad E4 liposoméw [potaczenia liposom(E4)-CDDP] (metoda EIM,

Rysunek 18) 1 monitorowania ich otrzymywania.

wprowadzenie rozpuszczenie lipidow
nawazenie odpowiednich do fosfolipidow wspomagane
mas lipidow bezwodnego etanoluy, ultradZwiekami
wymieszanie ~2 min, 50 °C

wstrzykniecie mieszaniny
lipidéw do mieszajacego
sie roztworu CDDP

zamkniecie probowki,
przechowywanie

zawiesiny?DDS (bez

dostepu $§wiatta, 4°C)

wytrzasanie zawiesiny
1)0,5h,70°C, 1000 rpm
2)~2h, 60°C, 1000 rpm

(do odparowania etanolu)

pozostawienie zawiesiny
P'DDS do ostudzenia
~30 min, ~22 °C

dializa réwnowagowa ko-migracja sygnatow

analiza CZE-ICP-MS/MS 195pt+ § API60" jest
(zoptymalizowane warunki
rozdzielania i detekcji)

nastepnego dnia
(1h, wobec 100-krotnie
wiekszej objetosci IS)

potwierdzeniem
otrzymywania**DDS

Rysunek 18. Przygotowanie systemow liposom—CDDP metodq wstrzykiwania etanolu (E. Kamiriska,
A.M. Wroblewska)

Zawiesiny ,,pustych” liposoméw i polgczen liposom—CDDP przygotowywano zwykle dzien przed pomiarami
* ,puste” liposomy otrzymywano poprzez wstrzykiwanie mieszaniny rozpuszczonych lipidow do ogrzanego
buforu inkubacyjnego niezawierajgcego CDDP

**zawiesing ,,pustych” liposomow nie poddawano dializie, lecz sqczono (poczgtkowo) z uzyciem filtrow
strzykawkowych PTFE (45 um), przechowywano przez noc w temperaturze 4 °C i nastgpnie analizowano;
w dalszych etapach prac pomijano etap sqczenia z powodu obserwowanych strat analitu
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Zastosowane do przygotowania "'DDS stezenie CDDP wynikalo z informacji zawartych na
ulotce koncentratu tego leku stosowanego w chemioterapii (Pfizer'3”) — CDDP powinna by¢é
podana w dawce 20-140 mg na kazdy m? powierzchni ciala pacjenta w objetosci 1 lub 2 L
ptynu infuzyjnego. Zaktadajac dawke 100 mg leku i powierzchnig ciata rowng 2 m?, steZenie
CDDP w 1 L podanego ptynu wynosi 0,2 mg mL'. Zarejestrowane elektroferogramy
przygotowanej zawiesiny potwierdzily tworzenie liposoméw, lecz nie potwierdzilty
otrzymywania "DDS, poniewaz nie uwidoczniono sygnatow '*°Pt* i 3'P!°O* o takim samym tm
(Rysunek 19). Zaproponowane modyfikacje skiadu liposoméw E4 (zwickszenie stezenia
cholesterolu i zmiana rodzaju choliny na inng) rowniez nie okazaly si¢ skuteczne
by zakapsutkowaé¢ CDDP. Z tego powodu powrdcono do sktadu typu E6 (DSPE-PEG(2000) /
POPC / cholesterol w stosunku molowym 10 / 54 / 36; POPC — 2—oleoilo—1—palmityoilo—sn—
3—fosfocholina), dla ktorego obserwowano formowanie pecherzykow (Rysunek P4-2).

Otrzymane wyniki potwierdzajg prawdziwo$¢ hipotezy H5.
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Rysunek 19. Elektroferogram CE-ICP-MS/MS zawiesiny liposoméw E4 kapsutkowanych CDDP (0,2 mg mL™)

Analiza z zastosowaniem zoptymalizowanych warunkow rozdzielania: (i) kapilara ze stopionej krzemionki,
dt. 0,70 m, Dvew. 75 pm, Do, 375 um, (ii) BGE: 5 mmol L™ Tris, pH 7,4, (iii) napiecie prqdu: +15 kV, (iv)
dozowanie probki: hydrodynamiczne 30 mbar x 5 s

Oznaczenie sygnalow (podane intensywnosci sq wartosciami znormalizowanymi):1— zhydrolizowana forma

CDDP, 2—podstawowa forma CDDP, 3—liposomy E4

Obliczone na podstawie wykreslonej krzywej kalibracyjnej Pt (Rysunek ESM-P4-59)
stezenie zakapsutkowanego leku wyniosto 24 pg mL™!. Po uptywie 24 h nie obserwowano
uwalniania CDDP z no$nika, co oznacza tendencj¢ liposoméw do retencji leku.

Kolejnym istotnym zastosowaniem opracowane] metody CZE-ICP-MS/MS bylo
zbadanie oddzialywan/stabilnosci tych uktadow z biatkiem HS. Skuteczno$¢ tego narzegdzia

w tym zakresie potwierdzono wykonanymi pomiarami probek systeméw liposom(E6 _mod1)—
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CDDP inkubowanych z jednym z gléwnych biatek krwi — transferyng (2-4 mg mL™').!3

Transferyna (80 kDa) odpowiada za transportowanie zelaza do komorek, zwlaszcza
nowotworowych, dla ktérych obserwuje sie nadekspresje jej receptorow.'>*140 Wiasciwosé te
naukowcy czgsto wykorzystuja w projektowaniu DDS, w ktérych biatko to pelni rolg ligandu
kierunkujgcego. #1142

W oparciu o przeprowadzone za pomocag opracowanej metody CZE-ICP-MS/MS
badania wykazano, ze transferyna nie powoduje destabilizacji potaczen liposom(E6 mod1)—
CDDP i szybszego uwalniania leku z no$nika w badanym przedziale czasowym (0-20 h, 37 °C,
400 rpm) (potwierdzenie hipotezy H6). Wazng obserwacja byt brak wyraznego powinowactwa
tego biatka do uktadow (oddzialywanie tego biatka z nanobiektem zaobserwowano jedynie
w niewielkim stopniu i dopiero po 20 h, Rysunek 20 (linia nr 4), Rysunek P4-3). Oznacza to,
ze transferyna nie tworzy tzw. korony biatkowej na powierzchni tego typu pecherzykéw
i nie moze by¢ zastosowana jako ligand kierunkujacy w przypadku testowanych systemow

liposom(E6_mod1)-CDDP.
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Rysunek 20. Elektroferogram systeméw liposom(E6_modl)-CDDP inkubowanych z transferyng (20 h, 37 °C,
400 rpm)

Liposomy kapsutkowano CDDP (0.2 mg mL™!, EIM). Otrzymang zawiesine poddano dializie w celu oczyszczenia
z nadmiaru niezwigzanego leku, a nastepnie zmieszano w stosunku 1:1 z transferyng (3 mg mL™, zawieszong
w roztworze 100 mmol L~ NaCl)

Zoptymalizowane warunki rozdzielania: (i) kapilara ze stopionej krzemionki, dl. 0,70 m, @yew. 75 um, Doy, 375 um,
(ii) BGE: 5 mmol L™ Tris, pH 7,4, (iii) napiecie prqdu: +15 kV, (iv) dozowanie prébki: hydrodynamiczne 30 mbar
xX3s

Oznaczenie sygnalow (podane intensywnosci sq wartosciami znormalizowanymi): 1-zhydrolizowana forma
CDDP, 2—podstawowa forma CDDP, 3—transferryna zwigzana z CDDP, 4—ukiady liposom—CDDP zwigzane

z transferyng
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Publikacja P4 dokumentuje kolejne mozliwosci aplikacyjne techniki CZE-ICP-MS.
Tym razem byly to badania liposomalnych uktadow dostarczania CDDP. Najwazniejszym
osiggni¢ciem podjetych prac byto opracowanie i zoptymalizowanie metody analitycznej oparte;j
o technike CZE-ICP-MS/MS, ktora w sposob powtarzalny umozliwia nie tylko jednoczesne
jakosciowe 1 ilosciowe (na matym poziomie st¢zen) charakteryzowanie profilu otrzymywania
potaczen lipsosom—CDDP w tagodnych warunkach buforujacych o pH i sktadzie zblizonym do
fizjologicznego, lecz takze badanie oddzialywan tych uktadow z biatkiem (biatkami)
surowiczym(i). Tym samym wykazano, ze metoda CZE-ICP-MS/MS moze mie¢ duze
znaczenie na etapie wczesnych badan przedklinicznych liposomalnych nanoformulacji
metalolekow. Warto podkresli¢, ze wdrozenie metody opartej na CZE-ICP-MS/MS
w badaniach tego typu nanoformulacji moze umozliwi¢ okreslenie ich stabilnos$ci 1 mozliwych
szlakéw przemian po dozylnym podaniu pacjentowi.

Przedstawione w pracy P4 badania zwigzane s3a przede wszystkim z aspektem
analitycznym, tj. opracowaniem metody analitycznej przeznaczonej do badania potaczen
liposom—CDDP, i1 nie wyczerpuja problematyki otrzymywania liposomalnych ukltadow
dostarczania CDDP. Zwracajac uwage na istotng kwesti¢ wydajnosci kapsutkowania CDDP,
mozna zauwazy¢, ze EE wyznaczona dla formulacji liposom(E6 modl)-CDDP wynosila
jedynie 12% (tj. 12% zastosowanej dawki CDDP zostato zamknigte we wnetrzu pecherzykow),
ana elektroferogramie probki zawierajacej te potaczenia (Rysunek P4-2) zarejestrowano sygnat
odpowiadajacy ,,wolnej” formie CDDP. Wyniki te moga $wiadczy¢ o niewystarczajaco
skutecznym procesie oczyszczania zawiesiny z nadmiaru niezakpasutkowanego leku
lub o reorganizacji struktury pecherzykéw poddanych dializie, w wyniku ktorej; mogto
dochodzi¢ do niekontrolowanego uwalniania CDDP. Zaobserwowane zagadnienia staty si¢
przyczyna dalszych badan, ktorych celem byto opracowanie skutecznej strategii otrzymywania
uktadow liposom—CDDP charakteryzujacych si¢ wickszymi wartosciami EE 1 stabilno$cig
(P5). Liczne doniesienia literaturowe wskazuja, ze wydajno$¢ otrzymywania liposomow,
stopien ich zakapsutkowania lekiem i stabilno$¢ (a zatem i retencja zamknigtego w ich wnetrzu
leku) wuzalezniona jest od wielu czynnikéw, m.in. metody otrzymywania, sktadu
fosfolipidowego dwuwarstwy (co rowniez wykazano w pracy P4), mechanizmu kapsutkowania
leku, a takze zastosowania dodatkowych operacji laboratoryjnych, ktorym poddawane sa
zawiesiny.!*1% Mimo wielu prac badawczych na ten temat, wspomniane ograniczenia
zwigzane z brakiem odpowiednich metod analitycznych uniemozliwiaty dotad bezposrednie
zweryfikowanie wptywu wymienionych czynnikéw na profil otrzymywania uktadéw liposom—

CDDP. Przedmiotem pracy P5 bylo zatem zastosowanie w tym zakresie zoptymalizowane;j
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uprzednio metody analitycznej CZE-ICP-MS/MS (P4). Uklady liposom—CDDP
przygotowywano wg prostej 1 powtarzalnej metody EIM (P4).

Skuteczno$¢ otrzymywania "DDS okre$lano na podstawie trzech parametrow.
Pierwszym i najczesciej spotykanym w literaturze parametrem otrzymywania P'DDS jest
wspomniana juz warto$¢ EE, obliczana jako stosunek stezenia CDDP zamknigtej wewnatrz
liposoméw CDDP (wartos¢ obliczona na podstawie krzywej kalibracji Pt, Rysunek ESM-P5-
SI) i calkowitego stezenia leku uzytego do przygotowania systemow. Warto zaznaczyc,
ze w przypadku analizy ilosciowej probek poddawanych dializie, takich jak zawiesiny
systemow liposom—CDDP, nie ma zastosowania parametr WWC. Z uwagi na niekontrolowang
wydajnos$¢ procesu oczyszczania, w okresleniu wydajnosci kapsutkowania CDDP wewnatrz
liposomow, zastosowanie znajduje parametr EE. Postugiwanie si¢ parametrem EE wigze si¢
jednak z ograniczong doktadnoscig wynikéw (wskutek przeliczen) oraz brakiem mozliwosci
bezposredniego poréwnywania tak wyrazonych wartosci migdzy kolejnymi zespotami
badawczymi (trudno poréwna¢ wartoSci procentowe wydajnosci  kapsulkowania,
gdy korzystano z roznych stgzen poczatkowych leku stosowanego do przygotowania
nanoformulacji).

Rownie czesto spotykanym w literaturze parametrem wydajnoéci otrzymywania "'DDS jest
tzw. ,stopien zatladowania no$nika lekiem” (DL) okreslony ilorazem st¢zenia
zakapsutkowanego leku w no$niku do st¢zenia no$nika (zamiennie mozna postugiwac si¢
jednostkami masy substratow, tj. liczbg mg zakapsutkowanego leku przeciwnowotworowego
przypadajaca na 1 mg uzytych fosfolipidow (mg/mg)). Najczgsciej wartosci te wyznaczane sg
niezaleznie (za pomocg réznych technik analitycznych), co wiaze si¢ ze znacznie mniejsza
doktadnoscig otrzymywanych wynikow. Zaleta stosowania tego parametru jest mozliwo$¢
porownania skutecznos$ci otrzymywania uktadéw przygotowanych wg réznych postepowan
1 przez rozne grupy badawcze.

W pracy P5, DL wyrazano natomiast jako stosunek znormalizowanych wartosci pol
powierzchni sygnatéw *Pt* i 3'P1°O* odpowiadajacych powstatym systemom liposom—CDDP
(Pt/P), zarejestrowanych podczas tej samej analizy. Jest to bezwymiarowa wielkos¢, ktora

pozwala bezposrednio oceni¢ wydajnos¢ gromadzenia sie czasteczek CDDP w liposomach

o réznych wlasciwosciach lub sktadzie fosfolipidowym, pod warunkiem, ze poréwnywane

probki P'DDS  przygotowano z zachowaniem stalego stosunku stezen substratow
(lub przynajmniej statego stezenia fosfolipidéw). Jest to parametr uzyteczny w monitorowaniu
postepow w procesie optymalizacji otrzymywania uktadow liposom—CDDP. Niewatpliwie duza

zaletg takiego sposobu wyznaczania DL jest brak wptywu chwilowych wahan czuto$ci
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aparatury na obliczang warto$¢, brak bledu wynikajacego z przeliczen zawartosci leku
na podstawie krzywej kalibracji oraz brak koniecznos$ci przeprowadzania wielu analiz
z zastosowaniem réznych technik analitycznych. Dzigki temu wyliczenie parametru Pt/P tym
sposobem charakteryzuje si¢ duzg doktadnos$cig. Niemniej jednak, stosunek Pt/P nie powinien
by¢ uzywany niezaleznie od pozostalych wskaznikéw, poniewaz ukazuje on jedynie stosunek
stezen leku i no$nika, a nie ich bezwzgledne warto$ci.

Dodatkowo, podczas prowadzonych w ramach P5 prac okreslano stosunek
znormalizowanych pél powierzchni sygnatow *'P'°0O* odpowiadajacych réznym testowanym
formulacjom liposomalnym, np. liposomom zawierajacym lek (ang. loaded) i ,,pustym”
liposomom (ang. void, stosowanych jako odniesienie) — L/V. Stosunek L/V pozwalal okresli¢
wydajno$¢ formowania pecherzykow kapsutkujacych CDDP, ktére powstaly z zastosowaniem
réznych sktadow fosfolipidéw w zmiennych proporcjach.

W prowadzonych badaniach wazne bylo wybranie sktadnikow btony fosfolipidowe;,
ktére beda sprzyjaly poprawie stopnia kapsutkowania CDDP (w stosunku do nanoformulacji

przedstawionej w P4). W oparciu o wskazowki zawarte w literaturze,' %147

zaproponowano
nowe trojsktadnikowe kompozycje fosfolipidow, réznigce si¢ typem i zawartoscig choliny
(Tabela ESM-P5-S1).

Na poczatku badan istotne bylo zweryfikowanie wplywu $rodowiska (sktadu IS)
na formowanie pecherzykéw i EE. Grupa Nguyen et al. wykazata w swoich pracach, ze st¢zenie
glukonianu wapnia ma wpltyw na ilo§¢ kapsultkowanej CDDP i jej retencje wewnatrz
liposoméw. Nie poréwnywano jednak przy tym wplywu drugiego sktadnika IS (NaCl'®
i sacharozy'*¥®). Na podstawie przeprowadzonych pomiaréw zawiesin ,,pustych”
1 kapsutkowanych liposomow o skladzie L1 stwierdzono, ze zastosowanie sacharozy jako
sktadnika IS sprzyja wydajniejszemu (niz w przypadku NaCl) formowaniu pecherzykow
i zamykaniu w ich wnetrzu CDDP. Za wyborem sacharozy jako sktadnika IS przemawia takze
fakt, ze jest to zwigzek zabezpieczajacy (tzw. lipoprotektor) liposomy 1 potgczenia liposom—
CDDP przed destabilizacja.

W dalszej kolejnosci optymalizowano sklad fosfolipidowy pecherzykow. Z uwagi
na istotng role fosfolipidow anionowych (DSPG, 1,2—distearoilo—sn—glicero—3—fosfo—(1-rac—
glicerol) w postaci soli sodowej) oraz fosfolipidow z wbudowanym tancuchem PEG (DSPE-
PEG) w kapsutkowaniu CDDP,!#%'47 kluczowe byto zbadanie wptywu zastosowanego typu i
zawartosci choliny (POPC, HSPC i DSPC, 1,2—distearylo—sn—glicero—3—fosfocholina, Rysunek
21), ktora jest gldéwnym skladnikiem budulcowym membran liposomow. Na podstawie

zarejestrowanych elementograméow 3'P'°O*  stwierdzono réznice w homogenicznosci
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liposomow zawierajacych rézne choliny. Mimo, ze w przypadku POPC (cholina zawierajaca
dlugi tancuch nienasyconego kwasu thuszczowego Ci7H3sCOQO™) otrzymano najwigksze
wartosci Pt/P 1 L/V, najlepsza symetri¢ sygnatow, wskazujaca na jednorodnos¢ pecherzykow,
obserwowano w przypadku HSPC (cholina zawierajagca uwodorniony taficuch nienasyconego
kwasu tluszczowego, co miato na celu wyeliminowanie wigzania podwojnego).

Zmiany zawarto$ci HSPC w formulacji pozwolity zaobserwowaé, ze wraz ze zmniejszeniem
stezenia tej choliny, EE wzrasta. Najwiecej CDDP (76 mg mL™') zakapsutkowano
w liposomach zbudowanych z DSPE-PEG, DSPG 1 HSPC uzytych w stosunku molowym
10/35/55 (Rysunek P5-2). Zaprezentowane wyniki badan ponownie potwierdzajg hipotez¢ H5.
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Rysunek 21. Budowa czgsteczki DSPC(A), HSPC (B) i POPC (B)
(narysowano w programie ChemDraw™ Prime 17.0)

Kolejnym etapem bylo okres$lenie wplywu stezenia CDDP w IS stosowanym
do otrzymywania ukladéw. Sugerowana w literaturze duza zawarto$¢ CDDP (1 mg mL™")
w zawiesinie nie skutkowala zadowalajacymi wartosciami EE powodujac straty odczynnika.
Uwzgledniajac przy tym wspomniane wczesniej dawkowanie CDDP w chemioterapii,'’
dazono do zmniejszenia porcji uzywanego leku. Wykonane analizy i obliczenia pozwolity
stwierdzi¢, ze niezaleznie od zastosowanego stezenia CDDP (0,25 lub 0,50 mg mL ") uzytego
do przygotowania systemow liposom—CDDP, procentowa warto$¢ EE jest stala (ok. 23%).
Mimo, ze przy wigkszym stezeniu CDDP w IS jej kapsutkowanie rowniez jest wieksze, to nadal
blisko 80% zastosowanego leku stanowi strate. Swiadczy to o niesatysfakcjonujacej
skuteczno$ci pasywnego mechanizmu kapsutkowania CDDP. Z tego powodu, systemy
liposom—CDDP postanowiono przygotowywaé wobec IS zawierajacego 0,25 mg mL~' CDDP
(otrzymujac pecherzyki kapsulkujace 57 mg L' leku przeciwnowotworowego). W celu
zwigkszenia EE, otrzymywane zawiesiny postanowiono natomiast podda¢ dodatkowym
operacjom laboratoryjnym (zastosowanie wspomaganego mechanizmu kapsutkowania CDDP):
(i) cyklicznemu zamrazaniu i rozmrazaniu (Z/R) zawiesiny systemow liposom—CDDP

(Rysunek 22(A), szczegbdtowy opis zawarto w sekcjach 2.4. i 3.4. pracy P5) lub (ii) liofilizacji
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(suszeniu sublimacyjnemu) zawiesiny ,,pustych” liposoméw i nawadnianiu (L/N) otrzymanego
proszku IS zawierajacym CDDP (Rysunek 22 (B), sekcje 2.5. i 3.5. pracy P5).

W obu postepowaniach (Z/R 1 L/N) jako prébe kontrolng przyjeto zawiesing systemow
liposom—CDDP poddawang jedynie dializie, dla ktorej] wyznaczone parametry Pt/P i EE
wynosily kolejno 0,58 1 22,6%.

1.70°C,0,5 h,
lOOOrpm ‘

A, “ %
2.60°C, Zh o
1000 rpm ={2, 4, 8} 2 -~
Z/R: 30 min/10 min - .
T rozmrazania: 23 °C lub 50 °C CE-CPI-MS/MS
analiza
1.70°C,05h, && on EE&DL
1000 rpm / _ dializa
B ) + c rownowagowa
2.60°C,~2h, (1 h, 1:100 (v/v))
1000 rpm ’
czas nsza.dniannia: 1-3h . wstrzykiwanie fosfolipidow
EIM T nawadniania: 23 °Club 50 °C rozpuszczonych w etanolu

Rysunek 22. Schemat otrzymywania uktadéw liposom—CDDP z zastosowaniem postepowarn Z/R (A) i L/N (B)

Na podstawie przeprowadzonych badan i otrzymanych wynikow (Rysunek 23 i Tabela ESM
P5-S1), mozna stwierdzi¢, ze zastosowanie zarowno Z/R, jak i L/N ma istotny wplyw na
wlasciwosci otrzymywanych systemoéw liposom—CDDP (potwierdzenie hipotezy H7).
Przeciwnie niz si¢ spodziewano, potaczenia liposom—CDDP otrzymywane z udziatem L/N
charakteryzowatly si¢ najmniejszymi jak dotad wartoSciami parametrow Pt/P 1 EE. Pomimo
korzystnego wplywu wyzszej temperatury i dtuzszego czasu nawadniania (Rysunek 23 (A)),
postepowanie to okazuje si¢ by¢ niecodpowiednie do satysfakcjonujacego otrzymywania tego
rodzaju 'DDS (Pt/P <0,2 i EE = 11%, gdy liposomy nawadniano 3 h w temperaturze 50 °C).
Co wigcej, otrzymywane w ten sposob zawiesiny charakteryzuja si¢ znacznie mniejsza
homogeniczno$cia (Rysunek P5-4) i powtarzalno$cig formowania pecherzykdw. Informacje te
sugeruja, ze postepowanie L/N, mimo prostoty wykonania 1 znacznie mniejszej
niz w przypadku Z/R liczby jednostkowych operacji laboratoryjnych, nie powinno by¢
wykorzystywane do przygotowywania nanoformulacji liposomalnych L1.2. Oznacza to,
ze w przysztosci konieczne jest poszukiwanie innych sposoboéw (lub okreslenie wptywu
nowych czynnikdw) zapewnienia mozliwosci dlugookresowego przechowywania gotowej
nanoformulacji, ktorg bedzie mozna zastosowac jako srodek farmakologicznie czynny w terapii

onkologiczne;.
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Rysunek 23. Wplyw czasu trwania i temperatury nawadniania liofilizatu liposoméw (B) oraz liczby cykli Z/R
i temperatury rozmrazania (A) na wydajnosé kapsutkowania CDDP wewngtrz liposoméw L1.2

Znacznie lepszymi wskaznikami otrzymywania charakteryzowaly si¢ natomiast systemy
liposom(L1.2)-CDDP, ktorych zawiesiny poddawano Z/R (Tabela ESM-P5-52 i Rysunek 23
(B)). W tym przypadku wykazano, ze EE uzalezniona jest przede wszystkim od liczby cykli Z/R
(Rysunek P5-3). Najwigksze jak dotad warto$ci EE wyznaczono dla zawiesin poddanych dwém
cyklom Z/R — 104 i1 93 mg L' CDDP (kolejno dla temperatury rozmrazania 50 i 23 °C). Biorac
pod uwage stezenia fosfolipidow zastosowanych do otrzymania zawiesin, wyniki te oznaczaja,
ze w przygotowanych uktadach liposom—CDDP o kompozycji L1.2 na 1 mg uzytych
fosfolipidow przypada 20 mg zakapsulkowanej wewnatrz liposoméw CDDP (warto$¢
parametru DL wynosi 20 mg mg ), a EE zwickszyta si¢ dwukrotnie.

Przeciwnie niz w przypadku zawiesin poddawanych L/N, czynnik w postaci temperatury miat
niewielki wptyw na warto$ci EE (Rysunek 23 (B)) i stosunek Pt/P (0,70 1 0,73, wyniki dla probek
po 2 cyklach Z/R, rozmrazanych w warunkach 23 i 50 °C).

Reasumujac, praca badawcza P5 przedstawia wazny aspekt aplikacyjny opracowanej na
wczesniejszych etapach badan metody analitycznej wykorzystujacej technike CZE-ICP-
MS/MS. Najwazniejszym osiggnieciem wykonanych prac bylo okreslenia wptywu wielu
czynnikow (tj. sktadnikéw buforu inkubacyjnego, rodzaju i stezenia fosfolipidéw, stezenia
CDDP, wptywu dializy oraz zastosowania sugerowanych w literaturze Z/R 1 L/N)
na kapsutkowanie leku z zastosowaniem jednego narzedzia analitycznego, ktore umozliwito
zarébwno potwierdzenie otrzymywania "'DDS, jak i ilociowe okre$lenie wydajno$ci procesu
formowania pecherzykéw 1 kapsutkowania w nich leku za pomocg zdefiniowanych
parametréw. Nalezy takze podkresli¢, ze proces suszenia sublimacyjnego wiaczony
w metodyke przygotowania nanoformulacji liposom—CDDP nie spetnia zatozonego celu —

formowania wzglednie monodyspersyjnej zawiesiny pecherzykow o duzym stopniu
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zakapsutkowania CDDP. W zwiagzku z tym, zastosowanie Z/R ma wigksze zastosowanie
w proponowanej skali laboratoryjnej i umozliwia wydajne otrzymywanie polaczen liposom—
CDDP (DL wynosi ok. 20 mg zakapsutkowanego leku na 1 mg fosfolipiséw w zawiesinie).
Nie mniej jednak, majac na uwadze stopniowe zwigkszanie skali otrzymywania nanoformulacji
liposom(L1.2)-CDDP nalezy w przyszlosci podja¢ kolejne kroki majace na celu
zoptymalizowanie procesu ukierunkowanego na wigksze wartosci EE.

Przedstawiona praca P5, cho¢ nadal nie wyczerpuje problematyki otrzymywania
liposomalnych nanoformulacji lekow z grupy przeciwnowotworowych opartych na platynie
(takich jak cisplatyna), stanowi zrodio licznych wnioskéw 1 przydatnych wskazéwek
dla badaczy podejmujacych t¢ tematyke. Praca P5 zwraca uwagge na ztozono$¢ procesu
przygotowania tego rodzaju nanoformulacji 1 uzasadnia zastosowanie metody CZE-ICP-
MS/MS w jego monitorowaniu. Przedstawione prace badawcze maja zatem istotne znaczenie
dla dalszego opracowywania coraz skuteczniejszych metodyk (strategii) otrzymywania "DDS

W przysztosci.
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Podsumowanie

Przedmiotem niniejszej Rozprawy Doktorskiej, stanowigcej spojny tematycznie cykl
publikacji, bylo opracowanie metod analitycznych opartych o techniki taczone
z wykorzystaniem spektrometrii mas przeznaczonych do badania profilu otrzymywania
nanoformulacji jednego z najczesciej] wykorzystywanych lekéw przeciwnowotworowych
nalezacego do grupy lekow opartych na platynie — cisplatyny (CDDP).

Prowadzone badania uwzgledniaty opracowanie dwéch rodzajow DDS, réznigcych sig
typem nanomateriatu shuzacego jako nosnik cisplatyny. Uzywane w tym celu AuNPs i liposomy
sg najczesciej testowanymi w celach medycznych przedstawicielami grup nanomateriatow
(kolejno) metalicznych 1 organicznych. Z uwagi na réznice w ich wiasciwosciach
fizykochemicznych i sposobie wigzania leku, w Rozprawie przedstawiono dwa rdzne
postgpowania analityczne, w wyniku ktorych opracowano i1 zoptymalizowano dwie
nowatorskie metody analityczne, oparte o technike tagczong CZE-ICP-MS/MS.

Mimo mniejszej przepustowos$ci pomiaréw i1 braku mozliwosci automatyzacji, wybor
rozdzielania elektroforetycznego przy konstruowaniu tego narz¢dzia byl podyktowany
znacznie lepsza rozdzielczo$cia niz w przypadku rozdzielania chromatograficznego.
Zastosowanie CZE pozwolilo na bezposrednie charakteryzowanie otrzymywania DDS
w cato$ci mieszaniny reakcyjnej (w obecnosci nieprzereagowanych form substratow) w sposob
jakosciowy 1 ilosciowy. Przeciwnie niz w przypadku techniki RP-HPLC, wybor techniki CZE
umozliwil réwniez zastosowanie tagodnych warunkéw buforujacych podczas pomiardw,
ktore odzwierciedlaty warunki panujace w uktadzie krwionosnym. W przeprowadzonych
badaniach kluczowe znaczenie miato uzycie jako detektora tandemowego spektrometru mas
ICP-MS/MS, dzigki ktéremu wyeliminowano interferencje spektralne fosforu dajac mozliwosé
monitorowania form no$nikéw liposomalnych.

Za pomocg opracowanych na podstawie techniki CZE-ICP-MS/MS metod analitycznych
potwierdzono, ze zaproponowane metody otrzymywania DDS, ktére nie wymagaja
skomplikowanego postgpowania oraz zaawansowanej aparatury (zwlaszcza metoda
otrzymywania uktadoéw liposom—cisplatyna) sg skuteczne. Podczas prowadzonych prac
okreslono réwniez wplyw wielu czynnikow na tworzenie DDS 1 wydajno$¢ wigzania przez
nie cisplatyny. Ponadto, zaproponowane w obu metodach analitycznych warunki rozdzielania
1 detekcji umozliwiaja badnia stabilnosci potaczen AuNP—cisplatyna i lipsosom—cisplatyna

w obecnosci bialek surowiczych.
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Nalezy podkresli¢, ze przestawione badania udowadniaja duzy potencjat aplikacyjny
techniki CZE-ICP-MS/MS w badaniach tworzenia i stabilnosci DDS opartych o nanono$nik
metaliczny 1 organiczny oraz otwierajg dalsze pole badawcze réwniez dla innych typow
uktadéw nanono$nik—lek. Poruszone w Rozprawie zagadnienia moga stanowi¢ zbior cennych

wskazowek dla innych badaczy zajmujacych si¢ ta tematyka.
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mgr inz. Aleksandra Salak (Milewska)

Katedra Chemii Analitycznej
Wydzial Chemiczny Politechniki Warszawskiej
ul. S. Noakowskiego 3, 00-664 Warszawa

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA
Niniejszym oswiadczam, ze w publikacji

[P3] AM. Wrdblewska, A. Milewska, M. Drozd, M. Matczuk™. Targeted delivery of
cisplatin by gold nanoparticles: the influence of nanocarrier surface modification type
on the efficiency of drug binding examined by CE-ICP-MS/MS. International Journal
of MolecularSciences. 2022, 23, 2324 (1-17).DOIL: 10.3390/ijms23042324

Moj wkiad pracy dotyczyl wykonania czgsci pomiaréw przedstawionych w publikacji
azwiazanych z optymalizacja metody CZE-ICP-MS/MS oraz wstepnych badan
otrzymywania polaczen AuNP-PEG-biotin-CDDP* za pomocg tej metody analityczne;j.
Wymienione badania prowadzilam w ramach mojej pracy dyplomowej magisterskiej (we
wspolpracy z mgr inz. Anng Wroblewska), ktorej promotorem byla p. dr hab. inz. Magdalena

Matczuk.
Nebroude Qe

mgr inz. Aleksandra Salak (Milewska)

Podpis odreczny
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mgr inz. Ewelina Lukawska (Kaminska)

Katedra Chemii Analitycznej
Wydzial Chemiczny Politechniki Warszawskiej
ul. S. Noakowskiego 3, 00-664 Warszawa

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA
Niniejszym o$wiadczam, ze w publikacjach:

[P4] AM. Wréblewska, J. Samsonowicz—Gorski, E. Kamifiska, M. Drozd, M. Matczuk .
Optimization of a CE-ICP-MS/MS method for the investigation of liposome—cisplatin
nanosystems and their interactions with transferrin. Journal of Analytical Atomic
Spectrometry. 2022, 37, 1442-1449. DOI: 10.1039/d1ja00459;j

Mo¢j wkiad pracy dotyczy! opracowania sktadu liposoméw E6 oraz przygotowaniu zawiesin
ukiadéw liposom(E6)—cisplatyna. Opracowanie tej formulaciji wpisuje si¢ w zakres badan,
ktore prowadzitam w ramach mojej pracy magisterskiej. Promotorem pracy byla p. dr hab.
inz. Magdalena Matczuk.

[P5] A.M. Wréblewska, E. Lukawska, Z. Wakuta, J. Zajda, B.K. Keppler, A.R. Timerbaev,
M. Matczuk. Toward the boosted loading of cisplatin drug into liposome
nanocarriers. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics. 2024
(Journal pre-proof)

DOI: 10.1016/j.ejpb.2024.114245

Méj wkiad pracy dotyczyl opracowania skiadu testowanych nanoformulacji liposomalnych
cisplatyny, wykonaniu wigkszo$ci pomiaréw przedstawionych w publikacji oraz wstepne;j
interpretacji otrzymanych wynikéw. Prace te prowadzitam w ramach mojej pracy
magisterskiej (we wspdlpracy z mgr inz. Anng M. Wréblewska), ktérej promotorem byta p. dr

hab. inz. Magdalena Matczuk.
Eilianlte Taeling

mgr inz. Ewelina Lukawska (Kamiriska)

Podpis odreczny
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ul. S. Noakowskiego 3, 00-664 Warszawa

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA
Niniejszym o$§wiadczam, ze w publikacji

[P4] A.M. Wréblewska, J. Samsonowicz—Goérski, E. Kaminska, M. Drozd, M. Matczuk™.
Optimization of a CE-ICP-MS/MS method for the investigation of liposome—cisplatin
nanosystems and their interactions with transferrin. Journal of Analytical Atomic
Spectrometry. 2022, 37, 1442-1449. DOI: 10.1039/d1ja00459;

Moj wkiad pracy dotyczyt zaproponowania sktadu i metod otrzymywania czesci testowanych
nanoformulacji liposomalnych cisplatyny, wykonania wigkszosci pomiaréw przedstawionych
w publikacji, ktore dotyczyty optymalizacji metody CZE-ICP-MS/MS (we wspdlpracy z mgr
inz. Anng M. Wréblewska), a takze wstgpnej interpretacji otrzymanych wynikow.

Prace te prowadzilem w ramach mojej pracy inzynierskiej, ktérej promotorem byla
p. dr hab. inz. Magdalena Matczuk.

Dodatkowo, przygotowatem pierwszg wersj¢ rozdziatdéw 2.1. Reagents, 2.2. Synthesis
of liposomes oraz 2.4. DLS and {-potential measurements.

mgr inz. Jan Samsonowicz—Gorski
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inz. Zuzanna Wakula

Katedra Chemii Analitycznej
Wydzial Chemiczny Politechniki Warszawskiej
ul. S. Noakowskiego 3, 00-664 Warszawa

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Niniejszym o$wiadczam, ze w publikacji

[PS]  A.M. Wroblewska, E. Lukawska, Z. Wakula, J. Zajda, B.K. Keppler, A.R. Timerbaev,
M. Matczuk . Toward the boosted loading of cisplatin drug into liposome nanocarriers.

European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics. 2024 (Journal pre-proof)
DOI: 10.1016/].ejpb.2024.114245

Moj wklad pracy polegal na wykonaniu cz¢scei pomiarow przedstawionych w publikacji, ktore
dotyczyly optymalizacji metodyki kapsulkowania cisplatyny wewnatrz nos$nikow
liposomalnych. Prace te prowadzitam w ramach mojej pracy inzynierskiej, ktorej promotorem

byla p. dr hab. inz. Magdalena Matczuk, a opickunem naukowym byta p. mgr inz. Anna M.
Wroblewska.

inz. Zuzanna Wakuta

Podpis odreczny
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mgr inz. Anna Maria Wroéblewska

Katedra Chemii Analityczne;j
Wydziat Chemiczny Politechniki Warszawskiej
ul. S. Noakowskiego 3, 00-664 Warszawa

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA
Niniejszym o§wiadczam, Ze w publikacjach:

[P1] J. Zajda, A.M. Wroblewska, L. Ruzik, M. Matczuk™. Methodology for characterization
of platinum-based drug’s targeted delivery nanosystems. Journal of Controlled Release.
2021, 335, 179-190. DOI: 10.1016/j.jconrel.2021.05.022

Moj wklad pracy polegat na zapoznaniu sig z literatura przedmiotu i napisaniu pierwszej wersji
tekstu podrozdziatéw 2.1. UV/Vis spectrophotometry oraz 2.2. Spectrofluorimetry. Bralam
udzial w zebraniu literatury przedmiotu stanowigcej podstawe publikacji.

[P2] A.M. Wréblewska, N. Gos, J. Zajda, L. Ruzik, M. Matczuk™. Drawbacks in the efficient
monitoring of gold nanoparticle-based cisplatin delivery systems formation by HPLC-
ICP-MS. Metallomics. 2023, 15, mfad002 (1-10). DOI: 10.1093/mtomcs/mfad002

Moj wkiad pracy polegal na wspottworzeniu koncepcji badawczej, zaplanowaniu
1 przeprowadzaniu badan zwigzanych z optymalizacja metody HPLC-ICP-MS/MS i badan
potaczen AuNP—-CDDP. Moja rolg bylo opracowanie ogédtu otrzymanych wynikéw badan
oraz ich interpretacja, a nastgpnie przygotowanie poczatkowych wersji manuskryptu. Jestem
autorka wigkszo$ci rysunkow 1 tabel zawartych w publikacji. Wykonywatam takze wszystkie
niezbedne korekty sugerowane przez recenzentow na etapach revision.

[P3] A.M. Wréblewska, A. Milewska, M. Drozd, M. Matczuk®. Targeted delivery of
cisplatin by gold nanoparticles: the influence of nanocarrier surface modification type
on the efficiency of drug binding examined by CE-ICP-MS/MS. International Journal
of Molecular Sciences. 2022, 23,2324 (1-17). DOI: 10.3390/ijms23042324

Moj wkiad pracy polegat na kontynuowaniu badan zwigzanych z optymalizacja metody CZE-
ICP-MS/MS oraz wspoitworzeniu koncepcji badawczej dalszych prac. Odgrywatam wiodgcg
rol¢ w zaplanowaniu i wykonaniu badaf potaczenn AuNP—CDDP (okre$lenie kinetyki ich
tworzenia, okreslenie wptywu poszczegdlnych czynnikéw na wigzanie cisplatyny do no$nika).

o a‘/ W | /(925% [&J[ S



Moja rolg bylo opracowanie ogétu otrzymanych wynikéw badan oraz ich interpretacja,
a nastepnie przygotowanie wraz z p. dr. inz. Marcinem Drozdem poczatkowych wersji
manuskryptu. Jestem pomystodawca sposobu  dyskusji przedstawionych ~wynikow.
Wykonywatam takze niezbgdne korekty sugerowane przez recenzentoOw na etapach revision.
Bylam wspotautorem wniosku projektowego i wykonawca projektu NCHEM 2, w ramach
ktérego zapewniono finansowanie badan przedstawionych w publikacji.

[P4] A.M. Wréblewska, J. Samsonowicz-Gorski, E. Kaminska, M. Drozd, M. Matczuk™.
Optimization of a CE-ICP-MS/MS method for the investigation of liposome—cisplatin
nanosystems and their interactions with transferrin. Journal of Analytical Atomic
Spectrometry. 2022, 37, 1442—1449. DOI: 10.1039/d1ja00459j

Waz z pozostatymi wspétautorami uczestniczytam w opracowaniu metodologii badan (badania
stabilnoéci uktadéw liposom—cisplatyna z biatkiem) oraz bytam odpowiedzialna za wykonanie
czgScl pomiar6w przedstawionych w pracy.

Méj udziat polegat réwniez na opracowaniu ogétu otrzymanych podczas prowadzonych badan
wynikow, ich analizie i interpretacji, a nastgpnie przygotowaniu pierwszych wersji publikacji
wraz z p. mgr. inz. Janem Samsonowiczem—Gorskim. Jestem autorkg wigkszosci rysunkow
1 tabel zawartych w publikacji. Wykonatam wszystkie niezbedne korekty tekstu manuskryptu
sugerowane przez recenzentOw na etapach revision.

[P5] A.M. Wroblewska, E. Lukawska, Z. Wakuta, J. Zajda, B.K. Keppler, A.R. Timerbaev,
M. Matczuk™. Toward the boosted loading of cisplatin drug into liposome nanocarriers.
European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics. 2024, 198, 114245 (1-8).
DOI: 10.1016/j.ejpb.2024.114245

Moj wkiad pracy polegal przede wszystkim na opracowaniu i interpretacji ogotu otrzymanych
wynikéw, a nastgpnie przygotowaniu na ich podstawie raportdw z przebiegu badan
i pierwszych wersji publikacji. Bytam takze odpowiedzialna za koordynowanie (w ramach
opieki nad Dyplomantkg) i wykonanie czgéci badah przedstawionych w publikacji,
ktore dotyczyly optymalizacji metodyki kapsutkowania cisplatyny w liposomach.

3117 wa M 19w blecssl o
mgr. inz. Anna Maria Wroblewska
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Sumaryczna warto$¢ IF wszystkich wymienionych publikacji wynosi: 37,081 (zgodnie z rokiem
opublikowania).

Suma uzyskanych punktéw MNiSW wynosi 860 (dane na podstawie Wykazu Czasopism Naukowych,
styczen 2024).

Dodatkowo, jestem wspodtautorka 3 monografii zawartych w opublikowanych materiatach
pokonferencyjnych.

IIl. Wykaz publikacji naukowych

[P1] J. Zajda, A.M. Wréblewska, L. Ruzik, M. Matczuk. Methodology for characterization of
platinum-based drug’s targeted delivery nanosystems. Journal of Controlled Release. 2021, 335,
179-190. DOLI: 10.1016/j.jconrel.2021.05.022

[P2] A.M. Wroblewska, N. Gos, J. Zajda, L. Ruzik, M. Matczuk. Drawbacks in the efficient
monitoring of gold nanoparticle-based cisplatin delivery systems formation by HPLC-ICP-MS.
Metallomics. 2023, 15, mfad002 (1-10). DOI: 10.1093/mtomcs/mfad002

[P3]  A.M. Wréblewska, A. Milewska, M. Drozd, M. Matczuk. Targeted delivery of cisplatin by gold
nanoparticles: the influence of nanocarrier surface modification type on the efficiency of drug
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(P4]

[P5]

[Pé]

[P7]

[P8]

[P9]

binding examined by CE-ICP-MS/MS. International Journal of Molecular Sciences. 2022, 23,
2324. DOI: 10.3390/ijms23042324

A.M. Wroblewska, J. Samsonowicz—Gorski, E. Kaminska, M. Drozd, M. Matczuk.
Optimization of a CE-ICP-MS/MS method for the investigation of liposome—cisplatin

nanosystems and their interactions with transferrin. Journal of Analytical Atomic Spectrometry.
2022, 37, 1442—1449. DOI: 10.1039/d1ja00459j

A.M. Wréblewska, E. Lukawska, Z. Wakuta, J. Zajda, B.K. Keppler, A.R. Timerbaev, M.
Matczuk™. Toward the boosted loading of cisplatin drug into liposome nanocarriers. European
Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics. 2024, 198, 114245 (1-8)

DOI: 10.1016/j.ejpb.2024.114245

A. Wréblewska, 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.
DOI: 10.1002/elps.201900438

M. Kalinowska, K. Gryko, A.M. Wréblewska, A. Jabtonska-Trypu¢, D. Karpowicz. Phenolic
content, chemical composition and anti-/pro-oxidant activity of Gold Milenium and papierowka
apple peel extracts. Scientific Reports. 2020, 10, 14951 (1-15). DOI:10.1038/s41598-020-
71351-w

A. Wréblewska, M. Matczuk. Nanoczastki ztota jako systemy celowanego dostarczania leku
przeciwnowotworowego — cisplatyny. LABORATORIUM - Przeglad Ogolnopolski. 2019, 4,
41-4e.

M. Kalinowska, A. Wréblewska, K. Gryko. Kwasy chlorogenowe w produktach naturalnych
oraz ich wlasciwosci antyutleniajace i przeciwdrobnoustrojowe. Przemyst Chemiczny. 2017, 96,
2259-2264. DOI: 10.15199/62.2017.11.9

1IV. Udziat wrealizacji projektow badawczych

[PB1]

[PB2]

[PB3]

Wykonawca Lab-Tech of Excellencel, Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia
10.2022—-04.2023 Badawcza, PW. Platforma analityczna oparta na tandemowej

pierwiastkowej spektrometrii mas do symulacji i badania zmian in-
vitro uktadow liposomy — zwiqzki farmaceutycznie i kosmetycznie
aktywne

Katedra Chemii Analitycznej, Politechnika Warszawska

Wykonawca OPUS 15 (2018/29/B/ST4/00178), NCN. Platforma bioanalityczna
06.2022-01.2023 oparta na tandemowej spektrometrii mas do charakteryzowania
superparamagnetycznych nanoczgstek o potencjalnym

zastosowaniu medycznym
Katedra Chemii Analitycznej, Politechnika Warszawska

Wspotautor ~ wniosku  NCHEM 2, Wydzial Chemiczny PW. Opracowanie metody
Glowny wykonawca badania profilu tworzenia oraz stabilnosci ukierunkowanych na
03.2022-03.2022 transport do komorek nowotworowych polgczen nanoczgstki ztota—

cisplatyna za pomocq elektroforezy kapilarnej polgczonej ze
spektrometrig mas z jonizacjq w plazmie sprzezonej indukcyjnie
Katedra Chemii Analitycznej, Politechnika Warszawska
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[PB4]

Wykonawca

07.2016-08.2017

Sonata 6 (2013/11/D/NZ9/02774), NCN. Badanie zaleznosci
miedzy aktywnosciqg przeciwdrobnoustrojowq a prooksydacyjng

ekstraktow  z jablek oraz wybranych roSlinnych zwigzkow
fenolowych i ich pochodnych

Katedra Chemii, Biologii 1 Biotechnologii, Politechnika
Biatostocka

V. Nagrodyiwyrdznienia

[N1]

[N2]

[N3]

[wi]

[W2]

[W3]

VI

21.01.2023
Warszawa

3-6.12.2022
Panama City
Panama

4-6.04.2022
Warszawa

2022
Warszawa

2021
Warszawa

2020
Warszawa

Laureaci I Stopnia w kategorii Zespotowej w Pierwszej Rundzie Konkursu na
Najlepszy Poster Naukowy organizowanej w ramach I edycji Gali Mtodych
Naukowcédw Politechniki Warszawskiej

Winner of a Poster Prize awarded for excellent presentation of particularly
significant innovative analytical research on the occasion of the LACE 2022 —
27" Latin
Biopharmaceutical, and Industrial Applications of Capillary Electrophoresis,
sponsored by Analytical and Bioanalytical Chemistry (Springer)

American  Symposium on Biotechnology, Biomedical,

2" Place Award for Oral Presentation in the 10™ European Young Engineers
Conference

Stypendium Plus w ramach programu Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia
Badawcza, Politechnika Warszawska

Stypendium Plus w ramach programu Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia
Badawcza, Politechnika Warszawska

Stypendium Plus w ramach programu Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia
Badawcza, Politechnika Warszawska

Wystapienia konferencyjne

Bratam aktywny udziat tacznie w 8 konferencjach migdzynarodowych (5) i krajowych (3) prezentujac

otrzymane wyniki prac badawczych gtownie podczas sesji plenarnych (7 wystgpien), a takze sesji

plakatowych (2 plakaty).

Ponadto, bytam takze 9-krotnie wspotautorem wynikéw badan

prezentowanych przez pozostatych czionkow grupy badawczej na konferencjach migdzynarodowych

i krajowych.

Lista najwazniejszych wystgpien konferencyjnych:

[K1]

A.M. Wréblewska, J. Samsonowicz-Gorski, E. Lukawska (Kaminska), M. Dobryjanowicz,

M. Drozd, M. Matczuk. "The coupling of capillary electrophoresis and inductively coupled
plasma (ICP)-tandem mass spectrometry (MS/MS) as a novel tool for the investigation
of liposome-cisplatin nanosystems for targeted drug delivery".

3-6.12.2022, Panama City, Panama. 27" Latin American Symposium on Biotechnology,
Biomedical, Biopharmaceutical, and Industrial Applications of Capillary Electrophoresis and
Microchip Technology. Sesja plenarna
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(K2]

[K3]

[K4]

VIIL
[ON1]

[ON2]

VI,
[A1]

A.M. Wréblewska, J. Sikorski, M. Matczuk. "The formation of cisplatin targeted delivery systems
based on gold nanoparticles — the synthetic and analytical challenges".

11-14.07.2022. Kanazawa, Japonia. The 8" International Symposium on Metallomics. Sesja
plenarna

A.M. Wréblewska, J. Sikorski, M. Matczuk. "Systemy celowanego dostarczania cisplatyny

z zastosowaniem nanoczastek zlota jako nosnikoéw — wyzwania towarzyszace syntezie i analizie".
19-23.06.2022, 1.6dz, Polska. XI Polska Konferencja Chemii Analitycznej. Sesja plenarna

A.M. Wréblewska, A. Milewska, M. Drozd, M. Matczuk. "The coupling of CE and ICP-MS/MS
as a novel tool for investigation of the gold nanoparticle-cisplatin based drug targeted delivery
systems formation".

20-23.09.2021. Grecja (wydarzenie wirtualne). 12" International Conference on Instrumental
Analysis Modern Trends and Applications. Sesja plenarna

Rola Opiekuna Naukowego podczas realizacji prac dyplomowych

Praca dyplomowa magisterska pt. Badanie stopnia pobierania uktadow nanonosnik
liposomalny—lek przeciwnowotworowy do komoérek ludzkich realizowana przez (obecnie)
mgr Martg Katarzyn¢ Stgpien. Promotor pracy: dr hab. inz. M. Matczuk

Katedra Chemii Analitycznej, Wydziat Chemiczny Politechniki Warszawskiej

02—-07.2023, Warszawa

Praca dyplomowa inzynierska, pt. Optymalizacja metodyki kapsutkowania platynowego leku
przeciwnowotworowego w liposomach i badanie stabilnosci tworzonych uktadow za pomocq
elektroforezy kapilarnej z detekcjqg ICP-MS/MS realizowana przez (obecnie) inz. Zuzanng
Wakute. Promotor pracy: dr hab. inz. M. Matczuk

Katedra Chemii Analitycznej, Wydziat Chemiczny Politechniki Warszawskiej, 10.2022—
02.2023, Warszawa

Pozostate aktywnosci

Ukonczenie certyfikowanego kursu Advanced [English, C1] Exam Preparation Course.
Prowadzaca: dr Aleksandra Filipowicz. Organizator: NAWA—-STER Programme, Studium
Jezykow Obcych, Politechnika Warszawska.

17.01.2024 r., Warszawa

Dzialalnos$¢ na rzecz spotecznosci doktorantow:

[A2]

[A4]

Pelienie funkcji Obserwatora — przedstawiciela z ramienia Rady Doktorantow Politechniki
Warszawskiej podczas posiedzen Komisji Ocen Srédokresowych Doktorantow.
semestr zimowy r.akad. 2023/2024

Petnienie funkcji Obserwatora — przedstawiciela z ramienia Rady Doktorantow Politechniki
Warszawskiej podczas posiedzen Komisji Ocen Srodokresowych Doktorantow.
semestr zimowy r.akad. 2022/2023

Funkcja cztonka Komisji Wyborczej Szkoty Doktorskiej nr 1 podczas wyboréow do Rady
Doktorantow w Szkole Doktorskiej nr 1 Politechniki Warszawskiej na kadencje¢ 2021.
24.11-15.12.2020, Warszawa
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