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Streszczenie Rozprawy Doktorskiej
Platforma analityczna oparta na technikach spektroskopowych do charakteryzowania
superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza(1l, IIT) ukierunkowanych na transport

do komorek nowotworowych

Choroby nowotworowe stanowia jedng z wiodgcych przyczyn zgonow na $wiecie.
Potencjalnych narzedzi do walki z tymi chorobami wspdtczesna medycyna upatruje
m.in. w wykorzystaniu nanomateriatow, ktore moga by¢ zastosowane zarowno do diagnostyki,
jak i w terapiach przeciwnowotworowych. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci szczegdlnym
zainteresowaniem naukowcoOw cieszg si¢ obecnie superparamagnetyczne nanoczastki tlenku
zelaza (SPIONs). Jednakze, rosngca liczba nowych, rdéznorodnie modyfikowanych
i sfunkcjonalizowanych SPIONs zaprojektowanych w celach biomedycznych nie przektada
si¢ na liczbe rozwigzan dopuszczonych do uzytku klinicznego. Powodem moze by¢ brak
odpowiednich metodyk, ktére umozliwityby badanie oddzialywan tych nanomateriatow
ze sktadnikami surowicy krwi ludzkiej. Bowiem wydaje si¢ by¢ niezbednym zrozumienie
zmian, ktorym podlega¢ beda nowoczesne SPIONs w $rodowisku fizjologicznym,
by za pomocg doboru ich budowy bylo mozna znaczaco wpltywac¢ na efektywno$¢ testow

klinicznych.

Gléwnym celem Rozprawy Doktorskiej bylo opracowanie nowoczesnych metodyk
analitycznych opartych na technikach spektroskopowych umozliwiajacych charakteryzowanie
Superparamagnetycznych nanoczgstek tlenku zelaza i badanie ich zmian w obecnosci biatek
surowicy krwi ludzkiej. Tym samym opracowana platforma analityczna pozwolitaby
na zrozumienie procesow 1 mechanizméw odpowiedzialnych za tworzenie koron biatkowych
na powierzchni syntezowanych nanoczastek o potencjalnych zastosowaniach teranostycznych,
stanowigc tym samym istotny krok na drodze do ich ukierunkowania wzgledem komorek

nowotworowych.

W pierwszym etapie badan opracowana wczesniej metoda charakteryzowania SPIONs
z wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej potaczonej z tandemowa spektrometria mas
z jonizacja w plazmie sprzezonej indukcyjnie (CE-ICP-MS/MS) zostata wykorzystana
do zbadania oddziatywan komercyjnie dostgpnych nanoczastek tlenku zelaza z albuming
surowicy krwi ludzkiej w symulowanych warunkach fizjologicznych. Potwierdzono
utworzenie korony bialkowej na powierzchni nanomaterialow i tym samym wykazano
stosowalnos$¢ opracowanej metody do badania oddziatywan SPIONSs z pojedynczymi biatkami.
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Jednakze, ze wzgledu na niewystarczajaca jako$¢ rozdzielenia sygnatdéw pochodzacych
od wybranych biatek (albuminy i transferyny), uniemozliwiajaca oznaczanie réznych form
SPIONs tworzacych si¢ w probce zawierajacej te bialka, przeprowadzono reoptymalizacje

metody, celem uzyskania jak najwickszej jej rozdzielczosci.

Rownolegle prowadzone byty badania nad syntezg nanomateriatéw o wlasciwosciach
superparamagnetycznych. Otrzymano nanoczgstki FesOs o pozadanych cechach, a majac
na wzgledzie badanie réznych form SPIONs tworzacych si¢ w surowicy krwi ludzkie;j,
zaproponowano alternatywng metode zmiany selektywnosci syntezowanych nanoczastek
wzgledem wybranych analitow poprzez domieszkowanie. Wykorzystujac spektrofotometrie
UV/Vis 1 wlasciwosci magnetyczne otrzymanych nanoczastek potwierdzono wplyw
przyktadowej domieszki (miedzi) na selektywno$¢ otrzymanych nanoczastek wzgledem
wybranego analitu (w tym przypadku kuprizonu), potwierdzajac uzytecznos$¢ zaproponowanej

metodyki badawczej do planowanych w przysztosci prac doswiadczalnych.

W kolejnym etapie badan podjg¢te zostaty proby scharakteryzowania syntezowanych
SPIONs za pomocg ICP-MS/MS w trybie analizy pojedynczej czastki (splCP-MS/MS), jednak
ze wzgledu na ograniczenia zwigzane z wielko$cia nanomaterialu (wlasciwosci
superparamagnetyczne wykazuja nanoczastki o srednicy rdzenia ponizej 30 nm) i1 parametrem
dolnej granicy wykrywalnosci rozmiaru (LOSD) niemozliwym bylo wykorzystanie
tej techniki do badania rozmiaru nanoczastek. Zaproponowano jednak zastosowanie tej techniki
do monitorowania zmian stabilnosci SPIONs w obecnos$ci biatek, wykorzystujac zjawisko
stabilizacji nanomaterialdow poprzez tworzaca si¢ koron¢ biatkowa. Za pomocg otrzymanych
histogramow rozktadu wielkosci nanoczastek potwierdzono ograniczenie aglomeracji
syntezowanych nanomateriatow pod wplywem ich inkubacji w albuminie lub surowicy krwi

ludzkiej, a takze wykazano trwalo$¢ potaczen powstatych migdzy biatkami i SPIONS.

Ostatnim etapem prac bylo wykorzystanie zoptymalizowanej metody CE-ICP-MS/MS
do badania zmian opisanych wczesniej syntezowanych SPIONs w obecno$ci albuminy
1 transferyny. Jednakze, ze wzgledu na trudne do przezwyci¢zenia problemy z analizg tych
nanomateriatow, zdecydowano si¢ na zastosowanie SPIONs syntezowanych w atmosferze gazu
obojetnego 1 modyfikowanych stabilizatorami ograniczajagcymi ich aglomeracj¢. Otrzymane
elektroferogramy wykazaty nietrwato$¢ powstajacej korony biatkowej w warunkach
rozdzielania elektroforetycznego. Zaobserwowano jednak korelacj¢ pomiedzy czasami

migracji SPIONs 1 biatkami, z ktérymi byly one inkubowane, co potwierdzilo jednak



wczesniejsza interakcje nanoczastek z biatkami. Otrzymane wyniki wskazuja na kluczowy
wplyw wlasciwosci magnetycznych na trwato$¢ korony w trakcie analizy — bowiem, pomimo
7ze komercyjnie dostepne nanomaterialy wykazywaly ograniczong ~magnetycznos¢
w porownaniu do tych syntezowanych (ze wzgledu na specyficzne pokrycie), obserwowane

potaczenia byly trwale w warunkach pradowych.

Opracowane w ramach Rozprawy metodologie analityczne stanowig uzyteczne narzedzia
do badania oddziatywan SPIONs w probkach zawierajacych sktadniki biologiczne. Pomimo ze
stosowalnos¢ zoptymalizowanej metody CE-ICP-MS/MS  jest  ograniczona
ze wzgledu na nietrwalo$¢ korony biatkowej w warunkach prowadzonego rozdzielania,
to przeprowadzone prace badawcze wcigz stanowig istotny krok na drodze do zrozumienia

oddziatywan nanoczastek z biatkowymi sktadnikami krwi.

Stowa kluczowe: techniki spektroskopowe, spektrometria mas, superparamagnetyczne

nanoczastki tlenku zelaza, biatka surowicy krwi ludzkiej






Abstract of the Thesis

Analytical platform based on spectroscopic techniques for the characterization
of tumor-targeted superparamagnetic iron(ll, 111) oxide nanoparticles

Cancer is the second leading cause of death worldwide and one of the biggest challenges
for public health care. A potential solution to this challenge may lie within nanomedicine,
which applies nanomaterials to diagnose and treat different diseases. Superparamagnetic iron
oxide nanoparticles (SPIONSs) are of great interest among various nanomaterials due to their
unique properties. However, despite the growing number of novel SPIONs with potential
biomedical applications, there is a lack of proper methodologies that would allow investigation
of their interactions with human serum components. The comprehension of transformations
of SPIONs in biological media and the impact of specific surface modification

and functionalization on those processes is crucial for their future approval for clinical usage.

The main purpose of this Thesis was, therefore, to elaborate on analytical methodologies
based on the spectroscopic techniques for the characterization of the SPIONs and investigation
of their transformation in the presence of human serum proteins. Understanding the mechanism
of protein corona formation on differently modified and functionalized SPIONs would

be essential in obtaining cancer-targeted theranostic nanomaterials.

In the first step of the research, the previously developed capillary electrophoresis
inductively coupled plasma tandem mass spectrometry (CE-ICP-MS/MS) method for the
characterization of SPIONs was used to study the interactions of commercially available iron
oxide nanoparticles with human serum albumin in the simulated physiological conditions.
The obtained results confirmed the formation of protein corona and demonstrated
the applicability of the developed method to study interactions of SPIONs with individual
proteins. However, due to the poor resolution between protein signals (albumin and transferrin),
monitoring the SPIONs changes in more complex samples was insufficient. For this reason,
the method was re-optimized with an emphasis placed on improving the separation of signals

of those proteins.

Additionally, the synthesis of iron oxide nanoparticles with superparamagnetic properties
was conducted. Fe3Os nanoparticles with the desired characteristics were obtained, and
considering the study of various forms of SPIONs forming in human blood serum,

an alternative method of changing the selectivity of the synthesized nanoparticles toward



selected analytes by doping was proposed. UV/Vis spectrophotometry methodology utilizing
superparamagnetic properties of obtained SPIONs was developed, and the influence
of an exemplary admixture (copper) on the selectivity of the obtained nanoparticles towards
the selected analyte (in this case — cuprizone) was confirmed.

In the next step of the investigations, attempts to characterize synthesized SPIONSs using
single particle ICP-MS/MS (spICP-MS/MS) were made. However, due to the limitations
related to the size of the nanomaterial (only nanoparticles with a core diameter below
30 nm exhibit superparamagnetic properties) and the limit of size detection (LOSD) parameter,
spICP-MS/MS was insufficient to study the size of synthesized nanoparticles. Therefore,
a novel spICP-MS/MS methodology, based on the phenomenon of nanomaterials stabilization
by protein corona, was presented. The obtained size distribution histograms of SPIONSs,
showing the reduction of agglomeration of the synthesized nanomaterials, confirmed the impact
of their incubation in albumin or human blood serum and demonstrated the stability
of the connections formed between proteins and SPIONSs.

Optimized CE-ICP-MS/MS methodology was applied to study changes in the previously
mentioned SPIONs in the presence of albumin and transferrin. Nevertheless,
due to various difficulties, which occurred during the analysis of these nanomaterials, SPIONs
synthesized in an inert gas atmosphere and modified with various stabilizers that would limit
their agglomeration were used. The obtained electropherograms revealed the formed protein
crown’s lack of durability under electrophoretic separation conditions. However, a correlation
between the migration times of SPIONs and proteins incubated together confirmed interactions
between these compounds. Study results indicate the influence of the magnetic properties
on the crown’s durability during the analysis — commercially available nanomaterials showed
limited magnetic properties compared to those synthesized (due to specific surface
modification), and their conjugates with proteins were stable under electrophoretic separation

conditions.

The analytical methodologies developed in this thesis’s frame may find application
in examining SPIONs transformations in samples containing biological compounds. Despite
the limited applicability of the optimized CE-ICP-MS/MS method under the electrophoretic
separation conditions, the conducted research is still an essential step toward understanding
the interactions of nanoparticles with protein compounds of human blood.

Keywords: spectroscopic techniques, mass spectrometry, superparamagnetic iron oxide
nanoparticles, human serum proteins
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2. Wstep

Pojecie nowotworu (z tac. neoplasma) odnosi si¢ do grupy choréb wywotanych
nieckontrolowanym wzrostem i namnazaniem si¢ komoérek w ciele ludzkim [1]. W prawidlowo
funkcjonujacym organizmie komoérki mnoza si¢ i ré6znicujg w zalezno$ci od zapotrzebowania,
a apoptoza, czyli ich zaprogramowana $mier¢, wywotana jest wiekiem lub ich uszkodzeniem.
Pod wplywem dziedzicznych lub nabytych w wyniku dziatania réznorodnych czynnikéw
zewnetrznych mutacji, organizm ludzki moze utraci¢ kontrole nad tymi procesami [2].
Bezposrednie przyczyny zmian w materiale genetycznym prowadzace do pojawienia
si¢ komorek nowotworowych sa réznorodne. Do kluczowych mozna zaliczy¢é wystawienie
na dziatanie promieniowania (m.in. Gamma, Rentgena, UV) i niektérych odczynnikow
chemicznych (np. zwigzki azbestu, aflatoksyny), spozywanie wyrobow tytoniowych i alkoholu
etylowego, a takze infekcje wywotane przez niektore wirusy (np. HPV). Ponadto niezdrowy
tryb zycia, brak aktywnosci fizycznej, nieprawidlowa dieta i otytos¢ rowniez mogg prowadzic¢
do zachorowania na chorobe nowotworowg [3]. Warto rowniez podkresli¢, ze wraz z wiekiem
maleje skuteczno$¢ naturalnych mechanizméw naprawczych w organizmie, zwickszajac

tym samym ryzyko pojawienia si¢ nowotworow [4].

Choroby nowotworowe stanowig jedno z najwiekszych wyzwan postawionych przed
wspolczesng medycyna. Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia w 2020 roku
odpowiadaty one za prawie 10 milionéw zgondéw [5]. Przeprowadzone badania sugeruja,
ze mimo wybuchu pandemii COVID-19, nowotwory sa wciagz druga wiodacg przyczyna
$mierci [6,7]. Mimo, ze odpowiednia profilaktyka ma ogromne znacznie i moze ograniczy¢
odsetek zachorowan, to rozwoj diagnostyki i terapii pozwalajacych na wczesne wykrycie
1 eliminacj¢ komorek nowotworowych jest niezbgdny. Ws$rdd najczesciej stosowanych,
jak dotad, metod leczenia mozna wymieni¢ m.in. radioterapi¢, chemioterapi¢ i bezposrednia
interwencj¢ chirurgiczng. Jednak, pomimo znacznego rozwoju medycyny na przestrzeni
ostatnich lat, metody te wcigz podlegaja roznego rodzaju ograniczeniom. Operacje chirurgiczne
guzow maja najwigksza skutecznos$¢ na wezesnych etapach nowotworu (zanim dojdzie do jego
przerzutéw), a radioterapie i chemioterapie wigza si¢ z licznymi skutkami ubocznymi
ze wzgledu na brak specyficznosci [8,9]. Z tego powodu prowadzone sg intensywne badania
majace na celu opracowanie alternatywnych efektywnych terapii przeciwnowotworowych,
a takze udoskonalenie metod juz istniejacych (np. poprzez zastosowanie celowanego systemu

dostarczania lekow czy wspomagania bioobrazowaniem).
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2.1. Nanotechnologia a medycyna

Nanomedycyna moze stanowi¢ potencjalng odpowiedz na postawione zapotrzebowania
wspotczesne] medycyny, dostarczajac odpowiednich narzedzi zard6wno w obszarze
diagnostyki, jak i terapii chorob nowotworowych [10]. Ta interdyscyplinarna dziedzina, tgczaca
w sobie elementy medycyny, chemii, biologii i1 inzynierii materiatlowej, wykorzystuje
nanomateriaty — struktury, ktorych przynajmniej jeden z wymiaréw przestrzennych miesci
si¢ w zakresie 1-100 nm, a wynikajace z tego wilasciwosci fizykochemiczne rdznig
si¢ w stosunku do form makroskalowych wykonanych z tych samych materiatow [11]. Roznice
te wynikajg przede wszystkim z duzego stosunku powierzchni do objetosci tych struktur,
skutkujac pojawieniem si¢ unikalnych wlasciwosci optycznych, elektrycznych czy
magnetycznych [12]. Mozliwo$¢ biomedycznego wykorzystania nanomateriatdw jest $cisle
uzalezniona od ich wielko$ci — nanoczgstki muszg mie¢ rozmiar wigkszy niz 6 nm by unikng¢
usuni¢cia przez nerki, 1 mniejszy niz 200 nm ze wzgledu na zwiekszone ryzyko ich
wychwycenia przez uktad fagocytarny, ktore skutkuje akumulacja w $ledzionie badz watrobie
[13]. Rysunek 1 przedstawia gtdéwne grupy nanomateriatéw atrakcyjnych medycznie, ktore

mogg znalez¢ zastosowanie w roznego rodzaju terapiach przeciwnowotworowych [12,14].

nanostrukturalne nosniki lipidowe
nanoczastki

dendrymery

kropla
oleju

dwuwarstwa
fosfolipidows

Rysunek 1. Typy nanomateriatow stosowane w terapiach przeciwnowotworowych
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2.2. Superparamagnetyczne nanoczgstki tlenku zelaza

Superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza (z ang. superparamagnetic iron oxide
nanoparticles, SPIONSs), nalezace do grupy nanoczastek metalicznych, sg strukturami
nanometrycznymi opartymi o krysztaty Fe3Os - zelaza(ll) 1 (III). Ciesza si¢ one obecnie
ogromnym zainteresowaniem naukowcéw ze wzgledu na swoje wlasciwosci [15].
Ich stabilnos¢, mata toksycznosé, biokompatybilnos¢, biodegradowalnos¢
oraz superparamagnetyzm sprawiajg, ze materialy te maja ogromny potencjal do bycia
wykorzystanymi w teranostyce — jako nanoczastki zastosowane jednoczes$nie do diagnozy,
jak 1 terapii chorob nowotworowych [16,17]. Wlasciwosci superparamagnetyczne SPIONs
sg Scisle powigzane z ich wielko$cia — wykazujg je nanoczastki o $rednicy rdzenia ponizej
20-30 nm (rozmiar pojedynczej domeny magnetycznej) i maja one zdolno$¢ do odwracalnej
zmiany momentu magnetycznego pod wplywem dziatania zewngtrznego pola magnetycznego
[15,18]. Wtasnie dzieki tym wilasciwosciom mogg one tworzy¢ stabilne uktady koloidalne
w matrycach biologicznych i fizjologicznych, a jednocze$nie stanowi¢ wielofunkcyjne

narzg¢dzie o réznorodnych zastosowaniach teranostycznych [16,19].

2.3. Zastosowania SPIONs
Niektore ze SPIONs znalazly juz zastosowanie w medycynie — kilka z nich zostato
dopuszczonych do uzytku klinicznego przez Agencje Zywnosci i Lekéw jako srodki
kontrastujgce w obrazowaniu rezonansem magnetycznym (Z ang. magnetic resonance imaging,
MRI) [20,21]. Nanomaterialy te mozna uzna¢ za pierwszg generacje SPIONs — przeznaczong
wylacznie do diagnostyki. Prowadzone sg jednak badania majace na celu uzyskanie kolejnej
generacji nanomateriatow, ktore taczytyby funkcje diagnostyczne z terapeutycznymi

i pozwolityby na precyzyjne dobranie metody leczenia do potrzeb konkretnego pacjenta [22].

SPIONs posiadajg szeroki zakres potencjalnych zastosowan wynikajacych z opisanych
wczesniej wlasciwoscei [22—-24]. W terapii fototermicznej (z ang. photothermal therapy, PTT)
stuzg jako nanono$niki $rodkoéw absorbujacych promieniowanie bliskiej podczerwieni
(z ang. near-infrared radiation, NIR). Te, pod wptywem napromieniowania $wiattem lasera,
emitujg ciepto pozwalajace na u$miercenie komorek nowotworowych w danym obszarze
(ablacja guza wywotana wysoka temperaturg) [25,26]. Ponadto, w sytuacji zastosowania
zewngtrznego zmiennego pola magnetycznego, same SPIONs moga stac si¢ zrodtem punktowe;j
hipertermii (z ang. magnetic hyperthermia) [27,28]. W obu przypadkach powstajace ciepto
powoduje strukturalne i funkcjonalne uszkodzenia patologicznych komodrek bedacych mniej

odpornymi na wysoka temperatur¢ niz komoérki zdrowe. Nawet w przypadku nizszych
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temperatur (42 °C) moze to prowadzi¢ do uwrazliwienia komodrek nowotworowych
na radioterapi¢ czy chemioterapi¢, umozliwiajac tym samym zmniejszenie stosowanej dawki

promieniowania, badz leku, i ograniczajac w ten sposob skutki uboczne leczenia [29,30].

Kolejnym obszarem w zakresie terapii przeciwnowotworowych, w ktorych SPIONs
znajduja zastosowanie, jest chemioterapia (z ang. chemotherapy). Wynika to z tatwosci
funkcjonalizacji tych nanoczastek sprawiajac, ze stanowig one doskonaty nosnik ré6znorodnych
substancji terapeutycznych, ktore tatwo jest zwigza¢ z powierzchnig nanoobiektow [31].
Wykorzystanie SPIONs jako nanono$nikow pozwala na wydtuzenie czasu krazenia czasteczek
lekéw we krwi, zwiekszajagc tym samym ich efektywnos¢, a poprzez zastosowanie rdznego
rodzaju mechanizméw uwalniajacych transportowane zwigzki (np. uwalnianie indukowane
temperaturg, pH lub obecnoscig konkretnych enzymoéw) ogranicza ich negatywny wplyw
na zdrowe komorki [22,32]. W terapii fotodynamicznej (z ang. photodynamic therapy) SPIONs
mogg dostarcza¢ srodki fotouczulajace, ktore aktywowane promieniowaniem o odpowiedniej
dhugosci produkujg toksyczne reaktywne formy tlenu (z ang. reactive oxygen species, ROS)
usmiercajagce komorki rakowe w naswietlanym obszarze [33,34]. Kolejnym przyktadem
jest terapia genowa (z ang. gene therapy), gdzie nanoczgstki mogg petni¢ rol¢ transportera
kwasow nukleinowych. Te z kolei, poprzez zmian¢ informacji genetycznej komorek
nowotworowych (np. prowadzaca do ich apoptozy), maja za zadanie wywota¢ konkretny efekt
terapeutyczny [35]. Ze wzgledu na nietrwato$¢ kwasow nukleinowych, SPIONs pelnig
tu dwojaka funkcj¢ — oprdcz transportu majg tez za zadanie chroni¢ transportowane zwigzki
chemiczne przed rozpadem [23]. Co wigcej, wykorzystanie zewnetrznego pola magnetycznego
do zatezenia i utrzymania nanoczastek w konkretnym miejscu (z ang. magnetofection) pozwala

na zwigkszenie efektywnosci tej terapii [36].

Warto ponadto podkresli¢, ze ogromng zaletg SPIONS jest zdolno$¢ do taczenia réznych
terapii w pojedynczej nanoplatformie, potencjalnie zwigkszajac tym samym ich skutecznos¢
w walce z nowotworami (Rysunek 2) [27,32]. Dodatkowo, wspomaganie prowadzonych terapii
poprzez zastosowanie MRI pozwala na lokalizacje, zdefiniowanie ksztattu 1 wielkosci
nowotworu, a takze umozliwia okreslenie momentu, w ktorym st¢zenie SPIONs w obrebie guza
jest najwieksze. Pozwala tez na monitorowanie odpowiedzi organizmu i nowotworu
na prowadzong metode leczenia [25,26,33,34,37]. Takie podejscie jest uwazane za podstawe

teranostyki i stanowi¢ moze przysztos¢ terapii przeciwnowotworowych.
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Rysunek 2. Schematyczna ilustracja wielofunkcyjnych SPIONs wraz z ich przyktadowymi
zastosowaniami (przedrukowano za zgoda Elsevier z [22] str. 1422, ©2017)

2.4. Synteza SPIONs
Potencjalne zastosowania biomedyczne nanomateriatéw sg $cisle uwarunkowane ich
strukturg i budowg. W syntezie SPIONs o wtasciwosciach wymaganych do zastosowania ich
w teranostyce mozna wyroznic trzy etapy: synteze rdzenia nanoczastki, pokrycie nanostruktury
odpowiednia modyfikacja, zabezpieczajacg rdzen przed Srodowiskiem zewnetrznym,
a nastepnie funkcjonalizacje¢ powierzchni, ktorej celem jest przylaczenie odpowiednich

ligandow nadajacych konkretne funkcje terapeutyczne (Rysunek 3) [23].

modyfikator

rdzen

ligand kierunk

Rysunek 1. Schemat budowy przyktadowego wielowarstwowego SPION przeznaczonego
do okreslonych zastosowan teranostycznych [23]
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2.4.1. Synteza rdzeni SPIONs

Wiasciwosci magnetyczne SPIONs wynikajg ze sktadu, wielkosci i morfologii rdzenia, a
otrzymanie nanoczastki o parametrach zapewniajacych jej superparamagnetyzm jest kluczowe
w przypadku pozniejszego zastosowania w diagnostyce i terapiach przeciwnowotworowych.
Mozna  wyrdznié trzy  rodzaje = metod syntezy: fizyczne, chemiczne

i biologiczne (Rysunek 4) [21].

r synteza rdzeni SPIONs ﬁ

metody fizyczne metody chemiczne [ }

pircliza indukowana laserowo
impulsowa ablacja laserowa

synteza hydrotermiczna
metoda sonochemiczna

QA

Rysunek 4. Podziat metod syntezy rdzeni SPIONs wraz z przyktadami

* osadzanie z fazy gazowe] = wspdistracanie =z wykorzystaniem ekstraktdw
" litografia wigzka elektrondw = mikroemulsja roslinnych

' synteza spaleniowa = rozktad termiczny = z wykorzystaniem

= frezowanie kulkowe = synteza zol-zel mikroorganizméw

L] -
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Metody fizyczne (do ktorych mozna zaliczy¢ m.in. osadzanie z fazy gazowej, litografi¢
wigzka elektronow, czy pirolize¢ indukowang laserowo) charakteryzujg si¢ brakiem precyzyjne;j
kontroli nad wielkoscig syntezowanych nanomateriatow [38]. Z kolei w przypadku metod
biologicznych (wykorzystujacych mikroorganizmy lub ekstrakty roslinne), uzyskane SPIONs
wykazujg duza biokompatybilnos¢, jednak nalezy zaznaczy¢, ze wydajnos¢ procesOw syntezy
jest mata, a rozktad wielkos$ci otrzymanych nanoczastek szeroki [21,39]. W zwigzku
z przedstawionymi wadami fizycznych 1 biologicznych metod syntezy SPIONs, do najczgsciej
stosowanych metod nalezg te oparte na procesach chemicznych [40]. Wsrod nich, w kontekscie
otrzymywania nanomateriatow 0 zastosowaniach teranostycznych, do najbardziej znaczacych
mozna zaliczy¢ metody: wspolstracania, zol-zel, mikroemulsji i rozktadu termicznego. Metoda
wspolstracania, polegajaca na jednoczesnym strgcaniu jonoéw zelaza(Il) i zelaza(IIl)
w obecnosci zasady 1 jest najprostsza, a takze najwydajniejsza, sposrod wymienionych metod,

co stanowi o jej duzej popularnosci [41-43]. Mniej powszechne metody, mikroemulsji
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i rozktadu termicznego, pozwalaja na lepsza kontrole rozmiaru i morfologii SPIONs o $rednicy
rdzenia ponizej 20 nm [44-46]. Z kolei metoda zol-Zel jest preferowana dla otrzymania
nanoczastek wickszych niz 20 nm i podczas procesow pokrywania ich powlokami
krzemionkowymi [47,48]. Schematyczne postgpowanie prowadzace do syntezy SPIONSs

za pomocg ww. metod zostalo zamieszczone na Rysunku 5.
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Rysunek 5. Schemat postgpowania w trakcie syntezy SPIONs w powszechnie stosowanych metodach
chemicznych: wspotstracania (A), rozktadu termicznego (B), mikroemulsji (C) i zol-zel (D)
(przedrukowano za zgodg Elsevier z [21] str. 304, ©2019)
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2.4.2. Modyfikacja powierzchni

Stabilnos¢ SPIONs w zawiesinach uwarunkowana jest przez oddzialywania hydrofobowo-
hydrofilowe, magnetyczne i van der Waalsa [49]. Niemodyfikowane w zaden sposob
nanoczastki tworzag aglomeraty celem zmniejszenia wysokiej energii powierzchniowej
(spowodowanej ich duzym stosunkiem powierzchni do objetosci), co jednoczesnie prowadzi
do ograniczenia ich wlasciwosci superparamagnetycznych [50]. Modyfikacja powierzchni
syntezowanych SPIONs pozwala na uzyskanie nanostruktur wykazujacych stabilnosé
w ztozonych matrycach biologicznych, a w konsekwencji ograniczenie niepozadanych
procesow aglomeracji. Ponadto stosowane powloki moga chroni¢ nanoczastki przed
utlenianiem, zwigksza¢ ich biokompatybilno$¢ wzgledem organizmu ludzkiego, a takze
utatwiaé przylaczanie konkretnych ligandow funkcyjnych lub czasteczek lekow w trakcie
procesow funkcjonalizacji [21,51,52]. Modyfikacja SPIONs moze by¢ przeprowadzana
z wykorzystaniem np. kwasow thuszczowych, aminokwasow, metali 1 ich tlenkoéw. Jednak
do tej pory materialy polimerowe stanowig najpopularniejszg grupe zwigzkow chemicznych
wykorzystywanych w tym celu. Nalezy podkresli¢, ze w przypadku projektowania nanoczastek
do potencjalnych zastosowan biomedycznych niezwykle waznym jest, by uzyty w procesie
modyfikator spelniat okreslone kryteria. Przede wszystkim powinien by¢ nietoksyczny,
biokompatybilny 1 biodegradowalny. Posrod wielu dostepnych materiatow polimerowych
warunki te spetniajg m.in. dekstran i glikol polietylenowy (PEG), co powoduje, ze to wtasnie
ich pochodne sg najczesciej stosowane do modyfikacji powierzchni SPIONs [21,25,34,37,53].
Warto tez zwroci¢ uwage, ze niewatpliwg zaletg zastosowania PEG jest wydtuzenie czasu
przebywania modyfikowanych SPIONs w uktadzie krwiono$nym, ktore wynika
z zabezpieczenia nanoobiektOw przed usunigciem z organizmu w wyniku dziatania uktadu

fagocytarnego i zalezy czesto od rodzaju koncowej grupy funkcyjnej tancucha PEG [53-55].

2.4.3. Funkcjonalizacja powierzchni SPIONs

Jak wspomniano powyzej, celem funkcjonalizacji jest nadanie czastkom SPIONS
konkretnych wlasciwosci chemicznych i funkcji poprzez przytaczanie do powierzchni
modyfikowanej nanoczastki wybranych ligandéw i bioczasteczek [56]. Przylaczanie tych
zwigzkow przeprowadzane jest w oparciu o jeden z czterech mechanizméw: (1) zwigzane
ze zjawiskiem chemisorpcji, np. przez grupy tiolowe, (I1) adsorpcje¢ elektrostatyczng odmiennie
natadowanych czasteczek na powierzchni SPIONSs, (111) wigzania kowalencyjne pomig¢dzy
okreslonymi  grupami  funkcyjnymi,  (IV)  wigzania  nickowalencyjne  oparte

na powinowactwie uktadu receptor—ligand [57]. Ze wzgledu na zasade ich dziatania,
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funkcjonalizatory mozna podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza z nich stanowig zwiazki o dziataniu
terapeutycznym, ktore dostarczone przez SPIONs do komoérek nowotworowych maja na celu
wywolanie okre$lonej odpowiedzi, ktéra prowadzi do ich uszkodzenia lub zniszczenia.
Do tej grupy mozna zaliczy¢ wymienione juz wezesniej leki, kwasy nukleinowe czy srodki
fotouczulajace [31-35]. Drugg grupe stanowig zwigzki, ktoére odpowiadajag za celowany

transport nanoczastek do ognisk nowotworowych.

Z analizy zrodet literaturowych wynika, ze biodystrybucja SPIONs w organizmie ludzkim
moze si¢ odbywaé na dwa sposoby [58]. Pierwszym z nich jest bierny transport nanoczastek do
nowotworow, ktory wynika ze zwigkszone] przepuszczalnosci i1 retencji nanomaterialdéw w
obrebie naczyn guza w stosunku do tkanek zdrowych (z ang. enhanced permeation and
retention effect, EPR) [59]. Podobne zjawiska w organizmie maja miejsce takze w przypadku
stanow zapalnych, co moze prowadzi¢ do zmniejszenia efektywnosci biernego transportu
nanomateriatow do miejsc objetych nowotworami [60]. Ponadto, w przypadku tego podejscia,
kluczowym jest dobor odpowiedniej modyfikacji, ktora umozliwi wydtuzenie czasu cyrkulacji
SPIONs we Kkrwi. Jej zastosowanie ulatwia samodzielny transport nanoczgstek
do patologicznych komoérek zanim zostang one usunigte przez uktad fagocytarny [59]. Z kolei
transport aktywny zwigzany jest z funkcjonalizacjg powierzchni nanoczastek konkretnymi
ligandami kierunkujacymi, ktore specyficznie rozpoznajg i nastepnie acza si¢ z receptorami
umiejscowionymi na powierzchni komoérek nowotworowych [61]. Skutkuje to zwigkszong
akumulacja nanomateriatbw w obszarze guza, ograniczajagc tym samym negatywny wplyw
innych czasteczek transportowanych przez nanoczgstki na zdrowe tkanki. Warto tez zwrocic
uwage na unikalng dla SPIONs mozliwo$¢ wspomagania procesu polem magnetycznym, ktora
moze stanowi¢ alternatywe badz metode wspomagajacg transportu aktywnego [62]. Wsrod
najpopularniejszych ligandow wykorzystywanych do celowanego transportu opisywanych
nanoobiektow mozna wymieni¢ m.in. kwas foliowy, transferyng, peptydy RGD (sktadajace
si¢ z sekwencji argininy, glicyny i kwasu asparaginowego), przeciwciata monoklonalne

i aptamery [63-67].

2.5. Charakteryzowanie parametrow fizyko-chemicznych SPIONs
Wraz ze zwickszajaca si¢ liczbg opracowywanych nanomaterialéw o roznorodnych
modyfikacjach i funkcjonalizacjach powierzchni pojawia si¢ zapotrzebowanie na odpowiednie
metodyki analityczne pozwalajace na oceng ich parametréw. Etap ten ma kluczowe znacznie
w przypadku proéb syntezy nanoczastek projektowanych do konkretnych celow

biomedycznych. Nanomaterialy te powinny bowiem spelnia¢ okreslone wymagania
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w zaleznosci od ich pozniejszego przeznaczenia. Szereg technik znajduje zastosowanie
W badaniu parametréw fizyko-chemicznych SPIONs — w dalszej czesci rozprawy przyblizono

najpopularniejsze z nich [68—70].

Dyfrakcja rentgenowska (z ang. X-ray diffraction, XRD) jest oparta na elastycznym
rozpraszaniu promieniowania rentgenowskiego na badanym materiale i pozwala na oceng jego
struktury krystalicznej (m.in. typu sieci Kkrystalicznej) i rozmiaru nanoczastek [71-74].
Dynamiczne rozpraszanie $wiatta (z ang. dynamic light scattering, DLS) umozliwia
charakteryzacje wielkosci SPIONs w zawiesinach 1 emulsjach (okreslenie ich S$rednicy
hydrodynamicznej) w oparciu o szybko$¢ poruszania si¢ czgstek na skutek ruchow Browna
[37,72]. Z kolei pomiar ruchliwoéci elektroforetycznej mierzonej po przylozenia pola
elektrycznego pozwala na otrzymanie informacji o { — potencjale (potencjale zeta), parametrze
opisujacym tadunek powierzchniowy SPIONs (ktory jest $ci$le powiagzany ze stabilnos$cig
nanomateriatu) [72]. Wykorzystanie technik mikroskopowych z kolei, np. transmisyjnej
mikroskopii elektronowej (z ang. transmission electron microscopy, TEM) i skaningowej
mikroskopii elektronowej (z ang. scanning electron microscopy, SEM) dostarcza informacji
o morfologii, rozmiarze rdzenia i monodyspersyjnosci nanoczastek poprzez zastosowanie
wigzki elektrondw padajacej na powierzchni¢ nanomateriatu (SEM) lub przechodzacej przez
badany materiat (TEM) [72,74]. Spektroskopia fourierowska w podczerwieni
(z ang. Fourier-transform infrared Spectroscopy, FTIR) pozwala na okreslenie sktadu
powierzchni 1 potwierdzenie modyfikacji czy funkcjonalizacji poprzez identyfikacje
konkretnych wigzan pomiedzy atomami (W oparciu o zjawisko pochtaniania S$wiatla
podczerwonego przy okreslonych czgstotliwosciach zwigzanych z energiami drgan tych
wigzan), a magnetometria wibracyjna (z ang. vibrating-sample magnetometry, VSM)
wykorzystujac  zjawisko indukcji magnetycznej umozliwia zbadanie wlasciwosci

magnetycznych SPIONs [71,75].

2.6. Korona bialkowa

Przy projektowaniu nanomaterialow o potencjalnych zastosowaniach teranostycznych
niezbednym jest uwzglednienie procesow 1 przemian, ktorym beda one podlegaty
po wprowadzeniu do S$rodowiska fizjologicznego. W momencie ekspozycji na aktywne
sktadniki krwi ludzkiej, SPIONs zostajg otoczone przez biatka obecne w surowicy, ktore tworza
tzw. koron¢ biatkowag [76]. Przyczyna tego procesu jest duza energia powierzchniowa
nanoczastek, prowadzaca do adsorpcji sktadnikow biatkowych na ich powierzchni. Obecnie

przyjeta hipoteza opisujaca budowe korony biatkowej sugeruje, ze sktada si¢ ona z dwoch
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warstw — miekkiej i twardej — ktore r6znig si¢ tym, jak $cisle biatka zwigzane sg z powierzchnig

nanomaterialu (Rysunek 6).

korona twarda

T korona migkka
nanoczastki \A %

A ‘ e J -I \. biatka o wiekszym powinowactwie

AN __)- biatka o mniejszym powinowactwie

Rysunek 6. Schematyczne przedstawienie obecnej hipotezy budowy korony biatkowej [77]

Powstata powtoka moze stabilizowa¢ SPIONs, ograniczajac w ten sposob ich ewentualng
aglomeracje [78,79]. Ponadto ma ona kluczowe znaczenie w procesach fagocytozy.
Immunoglobuliny, bedace jednymi z najliczniejszych bialek tworzacych korone, odpowiadaja
za stymulacje uktadu odpornosciowego do usuni¢cia nanoczgstek [80]. Modyfikacja
powierzchni SPIONs (np. za pomocg PEG) ogranicza adsorpcje bialek poprzez tworzenie
bariery sterycznej i tym samym chroni nanomaterial przed opsonizacjg (przytaczeniem do jego
powierzchni czasteczek promujacych fagocytoze). Nalezy jednak podkresli¢, ze stosowane
modyfikacje nie sg wystarczajace do catkowitego ograniczenia procesu tworzenia si¢ korony

biatkowej [81].

Powstata powloka w znaczacy sposob wplywa na oddziatywania nanoczastek z ich
otoczeniem chemicznym [82]. Jest to takze jeden z powodow, przez ktore aktywny transport
SPIONSs z wykorzystaniem ligandow kierunkujacych nie wyszedt jak dotad poza faze testow
przedklinicznych [83]. Powstajaca korona biatkowa moze maskowac czasteczki, ktorymi
sfunkcjonalizowane zostaly nanoczastki, blokujac tym samym oddzialywania miedzy
ligandami kierunkujacymi a powierzchnig komorek nowotworowych [82]. Wystepowanie tego
zjawiska sygnalizuje potrzeb¢ uwzglednienia proceséw adsorpcji biatek na powierzchni

nanoczastek podczas projektowania SPIONs o konkretnych zastosowaniach teranostycznych.
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Zrédha literaturowe wskazuja, ze istnieje mozliwos$é kontrolowania sktadu tworzacej sie korony
biatkowej. Wykazana zostata zalezno$¢ pomiedzy stosowanymi modyfikacjami powierzchni
SPIONSs, a budowa powstajacej korony [84-87]. Co wigcej, sktad i rozmiar nanoobiektow takze
majg znaczacy wpltyw na strukture tworzacej si¢ powtoki [88,89]. Poprzez modyfikacje tych
parametréw i1 zastosowanie odpowiednich modyfikatorow w trakcie syntezy mozna wptynac

na sktad korony biatkowej, a tym samym na biodystrybucje SPIONs w organizmie [90].

Wykorzystanie transferyny moze by¢ potencjalnym rozwigzaniem problemu przystaniania
ligandoéw kierunkujacych przez korong biatkowa. Transferyna jest biatkiem surowicy krwi
ludzkiej odpowiedzialnym za celowany transport jonow zelaza do komoérek nowotworowych
[64]. Komorki te wykazuja nadekspresje¢ receptora transferyny ze wzgledu na zwigkszone
zapotrzebowanie na zelazo w trakcie procesow kancerogenezy [91]. Prowadzone juz byty
proby wykorzystania transferyny jako liganda kierunkujacego, jednak nie przyniosty one jak
dotad oczekiwanych efektow. W przeprowadzonych badaniach in vitro nie odnotowano
istotnych réznic w akumulacji SPIONs sfunkcjonalizowanych transferyng w stosunku do tych
bez transferyny [92]. Przyczyn tego mozna upatrywac w sposobie prowadzenia funkcjonalizacji
— byla ona realizowana w warunkach laboratoryjnych, a otrzymane nanoczastki byty nastepnie
wprowadzane do $rodowiska fizjologicznego. Zrodia literaturowe podkreslaja, ze korona
biatkowa ma dynamiczng (tzn. zmieniajgcg si¢ w czasie pod wzgledem sktadu) strukture [93].
Zgromadzone na powierzchni SPIONs biatka, w tym poczatkowo przylaczona transferyna,
zostajg zastgpione przez inne, liczniejsze lub wykazujace wigksze powinowactwo wzgledem
nanoczastek biatka surowicze znajdujace si¢ we krwi. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢
funkcjonalizacja SPIONSs ,.in situ”, czyli po wprowadzeniu do krwiobiegu. Wedtug danych
literaturowych istnieje mozliwo$¢ wplyniecia na sktad powstajacej korony. Implikuje
to hipoteze, ze odpowiednia modyfikacja 1 funkcjonalizacja powierzchni pozwolitaby
na otrzymanie nanoczastek, ktore po kontakcie z biatkami surowicy krwi ludzkiej taczytyby sie
selektywnie z transferyng. Jednak do podjecia prob otrzymania takich nanoczastek potrzebne
sa odpowiednie narzedzia, ktore umozliwig doktadne zbadanie oddzialywan pomigedzy SPIONs
a biatkami surowicy krwi ludzkiej, oraz zgiebienie mechanizméw odpowiedzialnych za
tworzenie korony bialkowej 1 jej sktad. Zrozumienie tych oddzialywan pozwoli w przysziosci
na podjecie prob efektywnej funkcjonalizacji powierzchni SPIONs transferyng juz we wngtrzu

organizmu ludzkiego.
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2.7. Charakteryzowanie oddziatlywan SPIONs z bialtkami

Wstepna ocena wlasciwosci SPIONs i przedkliniczna obserwacja zmian form chemicznych
w matrycach biologicznych powinny by¢ nieodzownym elementem ich ewaluacji, jesli maja
one zosta¢ wprowadzone do uzytku medycznego. Jednakze, wykonywane jak dotad badania
skupiajg si¢ w gldwnej mierze na posyntetycznej charakterystyce podstawowych parametréw
otrzymanych nanomateriatdw. Natomiast, jesli podejmuja zagadnienia ich interakcji
ze zwigzkami biologicznymi, to ograniczajg si¢ zwykle do symulowania oddziatywan tylko
z wybranym zwigzkiem, pomijajac wptyw pozostatych sktadnikow matrycy (np. innych biatek
wystepujacych w surowicy krwi ludzkiej) na ksztalt zachodzacych w zawiesinach zmian.
W konsekwencji, mimo ogromnej liczby roznorodnych nanomaterialow, ktore zostaty
opracowane na przestrzeni ostatniej dekady, tylko kilka z nich zostalo dopuszczonych
do komercyjnego uzytku [94]. Z tego wzgledu kluczowym wydaje si¢ zaproponowanie
odpowiednich narzedzi i metodyk, ktoére umozliwilyby badanie oddziatywan SPIONs
ze sktadnikami surowicy krwi ludzkiej i zmian tych nanomaterialtdbw w matrycach
biologicznych. Zarysowang problematyke mozna podzieli¢ na trzy aspekty, ktéore powinny
zosta¢ uwzglednione zanim zaprojektowane nanomateriaty beda mogly trafi¢c do uzytku

klinicznego [95].

Pierwszy aspekt dotyczy sktadu powstajacej korony biatkowej. Analiza proteomiczna typu
,bottom-up” jest gtdbwng metoda badawczg wykorzystywang w tym celu. Jest ona oparta
o analiz¢ mas peptydow uzyskanych w wyniku enzymatycznego trawienia powstatej wokot
SPIONs korony [96,97]. W proteomice typu ,,shotgun” mieszanina bialek poddawana jest
trawieniu proteolitycznemu, a nastepnie otrzymane peptydy rozdzielane sg z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (z ang. high-performance liquid chromatography,
HPLC). W niektorych przypadkach przed modutem HPLC wykorzystywana jest dodatkowo
jedno- lub dwuwymiarowa elektroforeza w zelu poliakrylamidowym (z ang. polyacrymide gel
electrophoresis, PAGE) [86]. Nastepnie otrzymana mieszania peptydow jest analizowana
za pomocg tandemowej spektrometrii mas (z ang. tandem mass spectrometry, MS/MS)
z jonizacjg poprzez elektrorozpraszanie (z ang. electrospray ionization, ESI) lub z jonizacja
laserowg wspomagang matryca (z ang. matrix assisted laser desorption and ionization,
MALDI). Uzyskane dane poréwnywane sg z informacjami zawartymi w bazach danych w celu
identyfikacji unikatowych peptydoéw i ich sekwencji, prowadzac w ten sposéb do poznania
biatek budujacych korong [90]. Alternatywng, mniej skomplikowang technikg analityczng

pozwalajaca na otrzymanie wstgpnych informacji na temat skladu korony biatkowej
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jest SDS-PAGE (elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w obecnosci dodecylosiarczanu
sodu). Probka SPIONs z biatkami poddawana jest denaturacji termicznej, rozdzielana
elektroforetycznie w obecnosci zwigzku redukujgcego, a nastgpnie na podstawie polozenia
otrzymanych prazkéw (i pordwnania ich z wzorcami o znanych masach czasteczkowych)
identyfikowane sg bialka budujace korong [85,86,98]. Wiasciwosci magnetyczne SPIONs
Sg niewatpliwg zaleta w przypadku przygotowywania tego typu probek i rozdzielania potaczen
SPIONs z biatkami od nieprzereagowanych biatek w przypadku obu opisanych technik [99].
Nalezy jednak podkresli¢, ze ze wzgledu na dynamiczng strukture korony nie osigga ona stanu
rownowagi, a analiza jej sktadu moze przynosi¢ roznigce si¢ wyniki pomiedzy réwnolegle

przygotowanymi probkami [100].

Kolejnym aspektem koniecznym do poruszenia w przypadku badania oddziatywan SPIONs
ze sktadnikami biatkowymi jest ich stabilno$§¢ w matrycach biologicznych. W badaniach tych
zastosowanie znajdujg opisane wczesniej techniki stuzgce charakteryzowaniu powierzchni
nanoczastek. Zaréwno DLS, jak i pomiar { — potencjalu pozwalaja na obserwacj¢ zmian
parametréw powierzchni pod wptywem tworzacej si¢ korony — jej sSrednicy hydrodynamiczne;j
1 tadunku powierzchniowego, ktore umozliwiajg otrzymanie informacji o stabilnosci
nanomateriatow i ich sklonno$ci do tworzenia aglomeratow [101,102]. Istotng kwestig
zwigzang z tym aspektem badan jest takze trwatos¢ stosowanych nanomateriatéw w matrycach
zawierajacych sktadniki biologiczne. Zwigzki obecne w surowicy moga inicjowac stopniowe
uwalnianie jonow zelaza, prowadzac tym samym do powolnego rozpadu nanoczgstek.
Z tego powodu waznym jest sprawdzenie stabilnosci i1 trwatosci SPIONs w soli fizjologiczne;j
buforowanej fosforanami, a jesli to mozliwe to takze w srodowisku nierozcienczonej surowicy
krwi ludzkiej [103]. W literaturze zaproponowana w tym celu zostata metoda wykorzystujaca
spektrometrie mas z jonizacja w plazmie sprz¢zonej indukcyjnie z podwojnym ogniskowaniem
(z ang. sector field inductively coupled plasma mass spectrometry), ktéra umozliwia

monitorowanie degradacji nanoczastek FesOs4 w oparciu o uwalniane przez nie jony zelaza

[104].

Ostatnim aspektem o kluczowym znaczeniu dla opracowania nanoczastek o potencjalnych
zastosowaniach  medycznych  jest okreslenie  kinetyki  procesow  zachodzacych
na ich powierzchni po wprowadzeniu do matrycy biologicznej. Roznorodne biatka wykazuja
odmienny  stopien  powinowactwa  wzgledem  odpowiednio  zmodyfikowanych
1 sfunkcjonalizowanych SPIONs. Przyjmuje si¢, ze bialka o wigkszym powinowactwie begda

tworzyly korong ,,twardg”, a te o mniejszym ,,migkka” [105]. Jednak procesy i mechanizmy
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odpowiadajace za tworzenie si¢ powtoki bialkowej sa wciaz niepoznane. Jedna z opisanych
w literaturze teorii podaje, ze bezposrednio po wprowadzeniu SPIONs na ich powierzchni
bedzie nastgpowata przede wszystkim adsorpcja sktadnikoéw najbardziej powszechnych,
a dopiero z czasem beda one zastgpowane przez sktadniki wykazujace wigksze powinowactwo.
Inny scenariusz zaklada przewage bialek preferowanych pod wzgledem kinetycznym
na poczatku tworzenia si¢ korony, a dopiero z czasem zastgpowanie ich przez te, ktore

wystepuja w wigkszej ilosci (np. albuming) [95].

Zrozumienie kinetyki proceséw, ktorym podlegaja SPIONs po wprowadzeniu
do krwiobiegu, jest niezb¢dne ze wzgledu na istote parametru jakim jest czas W prowadzeniu
proceséOw diagnostycznych 1 terapeutycznych z wykorzystaniem nanoczastek. Prowadzone
badania nad SPIONs powinny uwzglednia¢ czas cyrkulacji tych nanomateriatow w organizmie

I zmiany, ktorym podlega¢ bedzie korona biatkowa w trakcie jego trwania.

Do badania tych zmian wykorzystane moga by¢ wymienione wczesniej techniki.
W literaturze przedstawiono zastosowanie SDS-PAGE i FTIR do monitorowania wptywu czasu
inkubacji na sktad wyksztalconej korony biatkowej [85]. Jego znaczenie zostalo takze
wykazane dla takich parametrow jak srednica hydrodynamiczna czy { — potencjal, ktorych
warto$ci ulegaly zmianom wraz ze stopniowag modyfikacja sktadu powtoki biatkowej [98].
Opisane jest takze zastosowanie Spektrometrii mas z jonizacja w plazmie sprz¢zonej
indukcyjnie (z ang. inductively coupled plasma mass spectrometry, ICP-MS) do monitorowania
zmian zawartosci siarki 1 okre§lonych metali obecnych w strukturze metaloprotein

a budujacych korong w czasie prowadzenia doswiadczenia [106].

2.8. Techniki laczone w badaniu oddzialywan SPIONs z bialkami

Opisane wyzej techniki nie sg jednak wystarczajgce do zrozumienia procesow adsorpcji
biatek na powierzchni nanoczastek i opisu mechanizmow, ktore im odpowiadaja. Do poznania
zasad, od ktorych zalezy powinowactwo konkretnych biatek do zaprojektowanych SPIONS,
potrzeba narzedzi pozwalajacych na jednoczesne rozdzielanie i wykrywanie réznych form
SPIONSs, tworzacych sie w probkach zawierajacych sktadniki biatkowe surowicy krwi ludzkie;j.
Potencjalng odpowiedzia na takie zapotrzebowanie moga by¢ techniki taczone.
Charakteryzowanie powstajacych potaczen miedzy SPIONSs i biatkami moze by¢ realizowane
poprzez zastosowanie wysokosprawnych technik rozdzielania form, takich jak elektroforeza
kapilarna (z ang. capillary electrophoresis, CE) czy HPLC, sprzgzonych z czutymi modutami

ich identyfikacji i oznaczania [107,108].
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2.8.1. Elektroforeza kapilarna i wysokosprawna chromatografia cieczowa

Zarowno CE, jak i HPLC powszechnie wykorzystywane sa do rozdzielania bialek celem
ich pozniejszej identyfikacji za pomoca odpowiednich detektorow [109-111]. Jednak
w przypadku SPIONs w literaturze mozna znalez¢ jedynie pojedyncze przyktady zastosowania
wybranych technik rozdzielania do badania tych nanomateriatéw. Jak dotad z powodzeniem
przeprowadzone zostaly proby rozdzielenia SPIONs o roznych modyfikacjach powierzchni
za pomocg elektroforezy kapilarnej [112]. Opisane sg takze zastosowania strefowej
elektroforezy kapilarnej (z ang. capillary zone electrophoresis, CZE) do badania
nanometrycznych struktur tlenku zelaza. W przeprowadzonych pracach badawczych
podkreslona jest istotno$¢ wplywu tadunku powierzchniowego nanomateriatow na procesy
adsorpcji nanomateriatow do wewngtrznej powierzchni kapilary — zalecane jest zastosowanie
odpowiednich modyfikacji powierzchni nanoczastek (np. cytrynianem lub wodorotlenkiem
tetrametyloamoniowym, TMAOH) w celu zmiany ich tadunku powierzchniowego na ujemny
lub modyfikacji powierzchni kapilary kationowym surfaktantem [113,114]. Ponadto warto
tez zaznaczy¢, ze w podjetych pracach badawczych wykorzystujacych CE podkreslany jest
wielokrotnie wplyw sktadu buforu pracujacego na jako$¢ otrzymywanych sygnalow
pochodzacych od SPIONs [115,116]. W opisanych przyktadach w potgczeniu z elektroforezg
do detekcji nanomaterialow wykorzystywane byly detektory UV/Vis lub z matrycg diodowg
(z ang. diode array detector, DAD). W przypadku wykorzystania HPLC do rozdzielania
magnetycznych nanoczgstek w literaturze opisanych przyktadow jest jeszcze mniej. Technika
ta zostala wykorzystana do badania metabolitbw nanoczastek tlenku zelaza powstajgcych
po ich inkubacji w symulowanych warunkach kwasu zotgdkowego i w hodowlach
komorkowych (Caco-2 i HT-29). W drugim przypadku wykorzystanie chromatografii
cieczowej pozwolito na rozdzielenie powstajagcych w wyniku tego doswiadczenia roznych form
zelaza (monodyspersyjnych nanoczastek, ich agregatow i zelaza w formie jonowej) [117].
Przy czym, w przypadku kiedy zatozeniem prowadzonych badan byta proba symulacji
warunkow fizjologicznych (i wspomniana ewentualna funkcjonalizacja ,in situ”) —
elektroforeza kapilarna wydaje si¢ stanowic¢ lepszy wybor. Rozdzielenie zachodzi w tagodnych
warunkach buforu fizjologicznego, w przeciwienstwie do HPLC, gdzie czgsto wymagane jest
uzycie jako fazy ruchomej rozpuszczalnikow organicznych. Ponadto w przypadku
chromatografii niezb¢dne jest takze zastosowanie dodatkowo zwigzkow powierzchniowo
czynnych celem elucji nanomateriatéw z kolumny — te z kolei moga prowadzi¢ do zaburzenia
proceséw tworzenia si¢ korony biatkowej wokot nanoczastek [118]. Zastosowanie CE cechuje

si¢ dodatkowo matym zuzyciem probki i umozliwia uzyskanie wigkszej rozdzielczosci metody
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niz w przypadku wykorzystania HPLC — co wydaje si¢ mie¢ kluczowe znaczenie
dla rozdzielania r6znych form SPIONs, powstajacych w probkach surowicy krwi ludzkiej.
Ponadto w wykorzystywanym mechanizmie rozdzielania anality nie oddzialuja z elementami
uktadu (jak np. w przypadku wypetnienia kolumny w HPLC), dzigki czemu ich wplyw

na tworzacg si¢ korone biatkowa powinien by¢ ograniczony.

2.8.2. Tandemowa spektrometria mas z jonizacja w plazmie indukcyjnie sprzezonej

Spektrometria mas z jonizacja w plazmie indukcyjnie sprz¢zonej stanowi jedng
z wiodacych technik w analizie elementarnej. Umozliwia ona oznaczanie metali 1 metaloidow
na poziomie ultrasladowym w zroznicowanych matrycach, cechujac si¢ przy tym duza

czuto$cig i matymi wartosciami granic wykrywalnosci [119].

Technika ICP-MS znalazta juz zastosowanie w badaniu SPIONs — wykorzystywana jest
m.in. do oznaczania zawarto$ci zelaza pochodzacego z nanoczgstek zakumulowanych
w narzadach myszy i szczurow czy wchlanianych przez okre$lone szczepy komorek
nowotworowych [56,120,121]. Warto jednak podkresli¢, ze analiza °Fe (najbardziej
powszechnego izotopu zelaza) za pomocg ICP-MS obarczona jest wystgpowaniem
poliatomowych interferencji spektralnych (m.in. “°Ar'®0 pochodzacych od gazu stosowanego
do podtrzymywania ptomienia plazmy i “°Ca*®0 od sktadnikéw matrycy) [122]. Wykorzystanie
tandemowej spektrometrii mas (z ang. tandem mass spectrometry, MS/MS) stanowi jedng
ze strategii umozliwiajacych ograniczenie tego problemu poprzez zastosowanie komory
kolizyjno-reakcyjnej, ktora pozwala na zminimalizowanie wplywu wymienionych interferencji
spektralnych na wynik oznaczenia [123]. Przy czym nalezy zwréci¢ uwage, ze ze wzgledu
na przeznaczenie opracowywanych metodyk (badania oddziatywan SPIONSs z biatkami) wybor
gazu kolizyjno-reakcyjnego powinien by¢ podporzadkowany nie tylko ograniczeniu
wystepujacych interferencji wzgledem zelaza, ale takze wzgledem sygnatu siarki
(bedacej sktadnikiem cysteiny i metioniny — aminokwaséw budujacych biatka) [124].
Oznaczanie matych stezen siarki (jako najpowszechniejszego izotopu *2S) byto przez dhugi
okres funkcjonowania techniki ICP-MS niemozliwe ze wzglgdu na wystepowanie interferencji
poliatomowych (m.in. 1°0;) — dopiero zastosowanie komory z uzyciem tlenu jako gazu
reakcyjnego pozwolito na monitorowanie jej sygnalu, dzigki zmianie stosunku masy

do tadunku analitu (32S%°0) [125].
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2.8.3. Elektroforeza kapilarna polaczona z tandemow3 spektrometria mas z jonizacja
w plazmie indukcyjnie sprze¢zone;j

Mimo ze potaczenie CE-ICP-MS/MS nie zostalo jak dotad wykorzystane do badania
oddziatywan magnetycznych nanoczastek Fe3Os ze sktadnikami surowicy krwi ludzkiej,
to w zrodtach literaturowych opisane zostato skuteczne wykorzystanie CE-ICP-MS do badania
oddziatywan innych nanomaterialdéw (nanoczastek ztota i kropek kwantowych) z biatkami
surowicy krwi ludzkiej [126,127]. To potwierdza potencjat tej techniki do planowanych prac
badawczych. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze ze wzgledu na réznice w stosowanych przeptywach
cieczy miedzy modutami takie sprzg¢zenie aparaturowe wymaga zastosowania specjalnego
facznika (interfejsu) wykorzystujacego potaczenie krzyzowe. Jego zastosowanie umozliwia
doprowadzenie do probki tzw. cieczy uzupelniajacej — rozcienczonego roztworu buforu
pracujacego z dodatkiem wzorca wewnetrznego. Z jednej strony umozliwia to zamknigcie
obwodu elektrycznego w procesie elektroforezy kapilarnej, a z drugiej pozwala na efektywny
transport matych objetosci probki do zrédlta jondw po jej poczatkowym rozdzieleniu
w kapilarze. Jednakze, ze wzgledu na niestabilno$¢ pracy tego potaczenia, wymagane jest
znaczne doswiadczenie operatora i1 jego bieglos¢ w obstudze tych dwdch modutow 1 tacznika.
Z tego powodu tylko kilka zespotow badawczych na $wiecie zajmuje si¢ zastosowaniem
tej techniki w prowadzonych pracach badawczych, a Zrédla literaturowe opisujace

jej wykorzystanie, w poréwnaniu z innymi technikami tgczonymi, sg nieliczne.

Schemat opisanego uktadu zostat zaprezentowany na Rysunku 6.
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Rysunek 6. Schemat potaczenia aparaturowego ICP-MS/MS
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3. Cel pracy

Choroby nowotworowe, bedace druga wiodaca przyczyna zgondw na $wiecie, stanowia
jedno z najwigkszych wyzwan postawionych przed wspolczesng stuzbg zdrowia. Potencjalnych
rozwigzan medycyna upatruje w nanotechnologii, dziedzinie nauki wykorzystujacej
nanomaterialty do diagnostyki i terapii chorob nowotworowych. Szczegdlnym
zainteresowaniem naukowcOw ciesza si¢ obecnie superparamagnetyczne nanoczastki tlenku
zelaza (SPIONS), ktore ze wzgledu na swoje wlasciwosci moga by¢ wykorzystane zard6wno
do diagnostyki, jak i terapii chorob nowotworowych. Jednak zanim nanomaterialy te beda
mogty trafi¢ do uzytku klinicznego niezbgdnym jest zrozumienie proceséw i zmian, ktérym
podlegaja po wprowadzeniu do organizmu ludzkiego. Brak odpowiednich narzedzi
pozwalajacych na efektywne monitorowanie tych zmian stanowi jedng z gldwnych przyczyn
niewielkiego udziatu nowoczesnych SPIONs w badaniach klinicznych poswigconych

nowotworom.

Glownym celem niniejszej rozprawy bylo opracowanie nowoczesnych metodyk
analitycznych  opartych na technikach  spektroskopowych, ktore umozliwityby
charakteryzowanie SPIONs o potencjalnych zastosowaniach teranostycznych i badanie

ich oddziatywan z biatkowymi sktadnikami surowicy krwi ludzkie;.

Szczegdlny nacisk potozono na mozliwos¢ wykorzystania techniki sprzezonej —
elektroforezy kapilarnej z tandemowsg spektrometriag mas z jonizacjag w plazmie sprz¢zonej
indukcyjnie, zakladajac jego uzyteczno$¢ jako narz¢dzia do badania zmian
superparamagnetycznych nanoczastek w obecnosci biatek. Zgodnie z przyjeta hipoteza
badawczg, opracowang wczesniej w zespole metode CE-ICP-MS/MS oznaczania komercyjnie
dostepnych SPIONs postanowiono wykorzysta¢ do zbadania oddziatywan réznorodnych
syntezowanych nanoczastek tego typu z albuming (najbardziej powszechnym biatkiem
surowicy) 1 transferyng (potencjalnym ligandem kierunkujagcym nanomaterial na transport
aktywny do komoérek nowotworowych). Ponadto, opierajac si¢ na wnioskach wyptywajacych
z dotychczasowych doniesien literaturowych, zatozono mozliwo$¢ wykorzystania tandemowe;j
spektrometrii mas z jonizacja w plazmie sprzezonej indukcyjnie w trybie analizy pojedynczej
czastki do charakteryzowania parametréow syntezowanych SPIONs. Kolejng przyjeta hipoteza
badawczg byla mozliwos¢ zastosowania prostego rozwigzania opartego na technice
spektrofotometrycznej do opracowania metodyki badania zmian = selektywnosci
domieszkowanych SPIONs wzgledem wybranych analitéw, co stanowitoby skuteczng metode

weryfikacji ich efektywnego kierunkowania na cele nowotworowe w przysztosci.
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Opracowana w ten sposob platforma analityczna stanowitaby zestaw narzedzi
do przedklinicznego weryfikowania poprawnos$ci syntezy/modyfikacji nanomateriatéw tlenku
zelaza pod kierunkiem ich preferencyjnego transportu do komorek nowotworowych poprzez
wykorzystanie zjawiska tworzenia potaczen z wybranymi biatkami we wnetrzu organizmu
ludzkiego (zgodnie z ideg funkcjonalizacji in situ). Zrozumienie procesow oddziatywania
bialek z powierzchnig nanoczastek stanowitoby znaczacy krok na drodze do ich wprowadzenia

do uzytku klinicznego.
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4. Przewodnik po publikacjach

Publikacje, w oparciu o ktore zostata przygotowana niniejsza rozprawa, beda opisane
w ramach tej pracy oznaczeniami od P1 do P4. W przypadku odnoszenia si¢ do tresci zawartych
w elektronicznych materiatach dodatkowych tych publikacji zostang zastosowane oznaczenia
od ESM-P1 do ESM-P4. W sytuacji, gdy bedzie wymagane odniesienie si¢ do konkretnego
rysunku badz tabeli z publikacji lub materiatbw dodatkowych wykorzystane zostang
ich oryginalne numery, np. Tabela P2-1 lub Rys. ESM-P4-S3. Rysunki i tabele, ktore nie
znajdujg si¢ w publikacjach a zostaty przygotowane wytacznie na potrzeby tego opracowania,

beda 0znaczane numerycznie, wg kolejnos$ci ich wystepowania w niniejszej rozprawie.

Tematyka rozprawy doktorskiej jest proba odpowiedzi na zarysowang we wstepie
literaturowym luk¢ badawcza i dotyczy opracowania platformy bioanalitycznej umozliwiajace;j
charakteryzowanie  oddziatywan medycznie atrakcyjnych  superparamagnetycznych
nanoczastek tlenku zelaza (SPIONS) z bialkowymi sktadnikami surowicy krwi ludzkiej.
Podczas pierwszego etapu badan wykorzystano komercyjnie dostegpne SPIONS,
by zoptymalizowaé¢ niezbedne metodyki analityczne stuzace ich monitorowaniu. Nastepnie
prowadzono prace nad syntezg SPIONS i monitorowaniem ich oddzialywan z pojedynczymi

biatkami transportujagcymi krwi — albuming i transferyng, a takze z surowicg krwi ludzkie;.

Jako punkt wyjsciowy do badan prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy zastosowano
metodg, opartg na technice CE-ICP-MS/MS, oznaczania SPIONs (P1), w ktorej wykorzystano
komore  Kolizyjno-reakcyjng  oraz  tlen jako gaz  reakcyjny.  Umozliwito
to jednoczesne okreslenie poziomu zliczen izotopow siarki (pochodzacego od jonu reakcyjnego
32510* bedacego markerem bialek zawierajacych cysteine i metioning) i zelaza
(pochodzacego od jonu reakcyjnego *°Fel®O*, bedacego markerem SPIONS). Monitorowano
takze liczbe zliczen jonu *V*0* — pochodzacego od Wzorca wewnetrznego a zasysanego wraz
Z cieczg uzupetniajaca. Obserwacja tego ostatniego umozliwiata kontrolg stabilnosci przeptywu
probki migdzy modutami i efektywnosci doprowadzania analitow do plazmy. Zatozeniem
prowadzonych badan byto jak najwierniejsze symulowanie warunkéw panujacych
w organizmie ludzkim zaréwno podczas przygotowania probki, jak i jej analizy.
Elektroforetyczne bufory pracujace miaty pH ludzkiej krwi (tj. 7,4) a kapilare rozdzielajaca
utrzymywano w temperaturze 37 °C. Probki przygotowywane byly w buforze symulujacym
srodowisko fizjologiczne (10 mM bufor fosforanowy z dodatkiem 100 mM chlorku sodu,
pH 7,4 — tzw. bufor inkubacyjny). Parametry opracowanej metody przedstawiono
w Tabeli P1-1).
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Tabela P1-1. Parametry pracy CE-ICP-MS/MS stosowane do badania oddziatywan SPIONSs i albuminy

surowicy krwi ludzkiej

Parametry pracy CE

Bufor pracujacy Wodoroweglan amonu, 20 mM, pH 7,4
Napigcie + 18 kV

Temperatura 37 °C

Prad 26-27 pA

Parametry pracy ICP-MS/MS

Moc plazmy 1550 W

Odlegtos¢ palnika 8,0 mm

Przeptyw gazu rozpylajacego 1,00 L min'?

Przeptyw gazu reakcyjnego (O2) 0,48 mL min'*

Monitorowane izotopy et —%Fe*, SFet %FeléQ",

51v+_)51vl6o+' 328+—)32816O+

Prowadzone w ramach rozprawy badania rozpoczeto od sprawdzenia stosowalnosci
przedstawionej powyzej metody w matrycach zawierajacych biatka. Przygotowane probki,
zawierajace komercyjnie dostepne SPIONSs (o srednicy rdzenia 20 nm, pokryte amififilowym
polimerem i zakonczone grupami karboksylowymi, producent: Ocean NanoTech, USA)
i albumine ludzka (bedaca najbardziej powszechnym biatkiem w surowicy krwi), inkubowano
przez 30 min w buforze inkubacyjnym w temperaturze 37 °C. Analizie poddano takze probki
zawierajace pojedyncze reagenty, celem okreslenia ich charakterystycznych czasow migracji.
Zastosowane stezenia indywiduéw chemicznych (30 pg Fe mL™? dla SPIONs i 1 mg mL™ dla
albuminy) zostaty dobrane w oparciu o dane literaturowe dotyczace bezpiecznych dawek
nanoczastek stosowanych podczas badan na myszach dla réznego rodzaju terapii
przeciwnowotworowych, uwzgledniajac przelicznik sredniej masy ciata (70 kg) i objetosci krwi
(5 L) u dorostego cztowieka [128,129].

36



Przebieg elektroferograméow, zarejestrowanych dla probki zawierajacej opisang powyzej
mieszanine  SPIONs i  albuminy, wzgledem jonéw 32S0" i  Fel®QO*
(patrz Rys. P1-4) wskazuje na oddziatywanie SPIONS z albuming. Obserwowane sygnaly
pochodzace od siarki i zelaza majg taki sam czas migracji, ktory jest odmienny wzgledem
czasOw otrzymanych podczas rozdzielenia pojedynczych reagentow. Na podstawie
otrzymanych wynikow potwierdzono powstanie koron biatkowych na powierzchni
nanoczastek. Uwage nalezy zwrdci¢ takze na wystgpowanie dodatkowego sygnatu
pochodzacego od form siarki (0znaczony na rysunku numerem 1) o czasie migracji krotszym
niz sygnal pochodzacy od albuminy (nr 4). Jego wystegpowanie zaobserwowano
na elektroferogramach uzyskanych dla wszystkich analizowanych probek, w ktorych
stosowany byt fosforanowy bufor inkubacyjny, gdyz zwigzki te majg zdolnos¢ do adsorpcji
zanieczyszczen siarki, takze z powietrza [130]. Obecnosc¢ tych zanieczyszczen byla niemozliwa
do wyeliminowania pomimo zastosowania odczynnikow o czysto$ci do analizy ultrasladowe;,
w zwigzku z tym sygnal ten wykorzystano jako punkt odniesienia, pozwalajacy na precyzyjne
poréwnanie wzglednych czaséw migracji analitow pomiedzy analizami prowadzonymi

w roznych dniach i obliczenie rozdzielczosci metody.

I Y

0 2 4 6 8 10 12 14 16
czas migracji [min]

Rysunek P1-4. Elektroferogram CE-ICP-MS/MS zarejestrowany dla probki zawierajacej SPIONs
zakonczone grupami karboksylowymi (30 pg Fe mL™, sygnat ®Fe’®0") i albumine (1 mg mL™?, sygnat
510" w buforze inkubacyjnym po 30 min inkubacji w temperaturze fizjologicznej; sygnat

pochodzacy od buforu inkubacyjnego (1), albumina (2), SPIONs (3), potaczenie SPIONs z albuming (4)

Otrzymane wyniki potwierdzity mozliwos¢ stosowania metody w analizie probek

zawierajacych SPIONSs i pojedyncze biatka. W kolejnym etapie prac zatozono stosowalno$¢
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opracowanej metody do badania probek zawierajacych inne biatka oraz surowicg krwi ludzkie;.
Poczatkowo przeprowadzono analogiczne doswiadczenia do tych z zastosowaniem albuminy,
jednak badanym biatkiem byta transferyna — potencjalny transporter zelaza do komorek
nowotworowych. Na Rysunku 1 poréwnano elektroferogramy zarejestrowane dla probek

zawierajacych albuming i transferyng.

albumina

transferyna

0 2 - 6 8 10 12 14 16

czas migracji [min]

Rysunek 1. Elektroferogramy CE-ICP-MS/MS zarejestrowane dla probek zawierajacych albumine
(1 mg mL™) i transferyne (1 mg mL™) w buforze inkubacyjnym; sygnat *2S*0O*

Pomimo tego, ze opisana metoda pozwala na jednoczesne monitorowanie jonow siarki
i zelaza w probkach zawierajacych pojedyncze biatka i nanoczastki, analizujac wyzej
przedstawione dane mozna wywnioskowacé, ze jej rozdzielczo$¢ jest niewystarczajgca, by moc
analizowa¢ probki zawierajgce mieszaniny biatek lub surowice. Z tego powodu podjcto sie
re-optymalizacji metody celem uzyskania catkowitego rozdzielenia sygnatow pochodzacych
od dwoch gtownych biatek surowicy ludzkiej i poprawy granicy wykrywalnosci metody

wzglgdem obu izotopow (P4).

Rozdzielczos¢ wzglgdem sygnatow biatek w kolejnych etapach badan policzono

korzystajac ze wzoru

_ 2+ (tgz — tr1)
(Wp1 + Wpz)

gdzie:
tr— czas retencji analitu;

Wp — szeroko$¢ sygnatu analitu przy podstawie.
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Parametry pracy detektora ICP-MS/MS, opisane w P1, zostaly zmodyfikowane celem
zmniejszenia warto$ci granicy wykrywalnoéci wzgledem sygnatow 250" i *Fel®O* poprzez
wykonanie rozbudowanej optymalizacji przeptywu gazu reakcyjnego (tlenu). Miata ona na celu
nie tylko maksymalne zwigkszenie liczby zliczen wybranych jonow, ale takze wyznaczenie jak
najwigkszego stosunku sygnatu analitu do szumu linii bazowej (z ang. signal
to noise ratio, S/N patrz Rys. ESM-P4-S1). Na podstawie otrzymanych wynikow za optymalny
przeptyw gazu reakcyjnego uznano 0,45 mL min? (odpowiadajacy 30% maksymalnego

przeptywu).
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Rysunek ESM-P4-S1. Optymalizacja przeptywu gazu reakcyjnego (O2) w oparciu o intensywnos¢

sygnatow i stosunek sygnatu analitu do szumu linii bazowej **Fe’®O* i *2S°0*

Nastepnie rozpoczeto badania majace na celu optymalizacj¢ parametrow rozdzielenia,

prowadzaca do uzyskania jak najlepszej rozdzielczosci pomigdzy sygnatami pochodzacymi
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od albuminy i transferyny. Informacje znajdujace si¢ w literaturze okazaly si¢ mato pomocne,
gdyz jak dotad w badaniach nanomaterialéw zawierajacych zelazo nie zastosowano
tandemowego ICP-MS, stuzacego takze do jednoczesnego monitorowania siarki. Natomiast
bufory pracujace, uzywane jak dotad w badaniu innych metalonanoczastek, nie odnalaztyby
zastosowania (np. popularne bufory Gooda takie jak HEPES czy PIPES, zawierajace W swojej
strukturze siarkg). Z tego powodu poszukiwania odpowiedniego buforu pracujgcego,
jak i pozostatych  parametrow metody CE  (objetosci  dozowanej  probki
I przyktadanego napigcia), prowadzone byly w nastepujacy sposob: najpierw sprawdzano
rozdzielczo$¢ po zastosowaniu réznych sktadow BGE (np. wodoroweglan amonu z dodatkiem
chlorku sodu lub Tris-NaOH z dodatkiem glicyny), a jesli rezultaty byly obiecujace,
to przeprowadzano optymalizacje objetosci dozowanej probki (w zakresie od 20 mbar przez
5 sekund do 50 mbar przez 5 sekund) oraz przyktadanego napigcia (od + 10 kV do + 25 kV).
Ze wzgledu na znaczne problemy w poprawieniu jakosci rozdzielenia podczas optymalizacji
testowano takze zastosowanie elementow tworzenia warstw elektroforetycznych
(z ang. stacking, poprzez wydtuzanie czasu dozowania lub dozowanie wody przed probka)
czy izotachoforezy (wykorzystanie jonu wiodgcego i konczacego o odmiennych ruchliwosciach
w BGE, np. kwas cytrynowy, askorbinowy lub tricyna jako jony konczace, chlorek sodu jako
jon wiodacy, a Tris-NaOH jako przeciwjon) [131,132].

Sposrod testowanych sktadow BGE zastosowanie Tris-HCI przyniosto najlepsze rezultaty,
bedace kompromisem pomiedzy jakoscig sygnatow, rozdzielczoscig dwoch wzorcow biatek
a stabilno$cig dziatania potgczenia elektroforezy ze spektrometrem mas. Optymalizacja
metody rozdzielania, opartej o jego wykorzystanie, opisana zostata szczegotowo w P4. W tym
etapie prac wykorzystano ponownie komercyjnie dostepne SPIONs pokryte amfifilowym
polimerem i zakonczone grupami karboksylowymi (o $rednicy rdzenia 25 nm, producent:
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), a do badania rozdzielczosci metody wykorzystano
mieszaning albuminy i transferyny z surowicy krwi ludzkiej o stezeniach wzorcow

po 1 mg mL?. Wszystkie probki wykonano w buforze inkubacyjnym.

W pierwszej kolejnosci sprawdzono wplyw stezenia buforu Tris-HCI na rozdzielczo$é
sygnatow bialek. Stwierdzono pogorszenie jakosci sygnatow i stabilnos$ci linii bazowej wraz
z jego zwiekszeniem (0od 5 do 20 mM), wiec za optymalne uznano stezenie 5 mM. W kolejnym
etapie optymalizowano objetos¢ dozowanej probki. Zaobserwowano, ze wraz
ze zmniejszaniem stosowanej objetosci poprawia si¢ rozdzielczo$¢ metody. Do dalszych

etapow badan wybrano dozowanie hydrodynamiczne 20 mbar przez 5 sekund
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(patrz Rys. ESM-P4-S2). Nastepnie sprawdzono wplyw napigcia przylozonego do kapilary
na rozdzielenie sygnatéw biatek i nanoczastek. Jak przewidywano, zmniejszenie wartosci tego
parametru spowodowato wydtuzenie czasu analizy i odstepu pomiedzy czasami migracji dla
wzorcow biatek. Wigzato si¢ to jednak ze zwigkszeniem szeroko$ci otrzymanych sygnatow
przy podstawie i tym samym pogorszeniem parametru rozdzielczosci. Przytozenie napigcia
+15 kV pozwolito na uzyskanie najlepszej mozliwej rozdzielczosci sygnatdéw — mimo
iz otrzymana warto$¢ (0,85) wskazuje, ze nie udalo si¢ uzyskaé¢ rozdzielenia sygnalow biatek
do linii bazowej, to jest ona wystarczajaca by moc okresli¢ ewentualne oddziatywania SPIONs
z badanymi biatkami w oparciu o przebieg elektroferogramow 1 czasy migracji poszczegdlnych
reagentow (patrz Rys. ESM-P4-S3). Zoptymalizowane parametry metody rozdzielania,
wykorzystywane w  poOzniejszych badaniach oddzialywan SPIONs =z albuming
i transferyna, przedstawiono w Tabeli P4-2.

Tabela P4-2. Parametry pracy CE stosowane do badania oddziatywan SPIONs z wybranymi biatkami

Parametr

Bufor pracujacy Tris-HCI, 5 mM, pH 7,4

Temperatura 37°C

Napiecie +15 kV

Prad 6-7 nA

Objetos¢ probki 50 mbar x5s

Kapilara Kapilara ze stopionej krzemionki pokryta

warstwg poliimidu, dwew = 75 um,

dzew = 375 pm, dtugos¢ 70 cm

Kolejnym etapem pracy badawczej byto okreslenie parametréw analitycznych opracowanej
metody badania obu biatek (albuminy i transferyny) oraz SPIONs. Otrzymano zadowalajace
wyniki wzgledem liniowosci przygotowanych krzywych kalibracyjnych (R>>0,995), odzysku
z kapilary (>80%), powtarzalno$ci (<5%) i odtwarzalnosci (<8%) czaséw migracji wzglgdem
wszystkich reagentow. Pomimo, Zze powtarzalno$§¢ pdl powierzchni otrzymanych sygnatow

byla wystarczajaca, to odtwarzalno$¢ nie spelniala postawionego  kryterium
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(patrz Tabela P4-3). Zeby zoptymalizowana metoda mogta byé uzywana do analizy ilosciowej

zarowno SPION:Ss, jak i biatek, wymagane byto przeprowadzanie codziennej kalibracji.

Roéwnolegle do badan nad opracowaniem metodyk charakteryzowania oddziatywan
SPIONSs z biatkami surowicy krwi ludzkiej prowadzone byly do$§wiadczenia majace na celu
opracowanie sposobu syntezy nanoczastek Fe3O4 0 wlasciwosciach superparamagnetycznych.
Nanoczastki te moglyby w przysztosci by¢ wykorzystane jako podstawa do dalszych
modyfikacji 1 funkcjonalizacji umozliwiajacych zwigkszenie ich selektywnosci wzgledem
transferyny (P2). W oparciu o zmodyfikowang metode Massarta [133] zsyntezowano
nanoczastki tlenku zelaza, ktoérych rozmiar rdzeni oszacowano przy uzyciu skaningowej
transmisyjnej mikroskopii elektronowej w polu jasnym (BF-STEM). Otrzymane zdjgcia
mikroskopowe (Rys. P2-3) potwierdzity, ze ich $rednica (Srednio 8,34 + 1,78 nm) znajduje si¢
w  zakresie, dla  ktéreg0  nanomaterialy = wykazywa¢ powinny  wiasciwosci
superparamagnetyczne. Wiasciwosci te potwierdzono za pomocg magnesu — nanoczgstki

wykazywaly bowiem namagnesowanie tylko po przylozeniu zewnetrznego pola

magnetycznego.

niedomieszkowane nanoczastki Fe;0,
nanoczastki Fe,0, domieszkowane Cu

liczba zliczert
-
(4]

o

(6]

2 4 6 8 10 12 14 16

rozktad wielkosci [nm]

Rysunek P2-3. Zdjgcia BF-STEM niedomieszkowanych (a) i domieszkowanych Cu nanoczastek
Fes0s (b), oddzielenie syntezowanych nanoczgstek od roztworu wodnego z wykorzystaniem

zewnetrznego pola magnetycznego (c), rozktad wielkosci rdzeni syntezowanych nanoczastek FesO. (d)
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Majac dodatkowo na wzgledzie, ze zalozono wykorzystanie opracowanych metodyk
do badania roznych form SPIONSs, tworzacych si¢ w surowicy krwi ludzkiej, podjeto proby
dostosowywania selektywnosci syntezowanych nanoczastek wzgledem wybranych analitow.
Jak zostato objasnione we wstepie literaturowym, modyfikacja i funkcjonalizacja powierzchni
nanomaterialu majg wptyw na sktad tworzacych si¢ koron biatkowych. Jako prosty, mozliwy
do przeprowadzenia na etapie syntezy rdzeni, sposéb ukierunkowania nanoczastek na wybrane
zwigzki zaproponowano domieszkowanie SPIONs wybranymi metalami. W trakcie syntezy
do mieszaniny reakcyjnej, przed straceniem, dodany byt roztwor innego niz zelazo pierwiastka
metalicznego w formie jonowej. Biorgc pod uwage, ze transferyna odpowiada we krwi nie tylko
za transport zelaza, ale takze innych metali [134], domieszkowanie odpowiednimi jonami
mogloby stanowi¢ alternatywna metode zwigckszenia powinowactwa nanoczastek wzgledem
tego biatka (idea funkcjonalizacji in situ), co omowiono w czesci literaturowej niniejszej
rozprawy. W celu potwierdzenia uzytecznosci domieszkowania jako etapu syntezy mogacego
mie¢ zastosowanie d0 zmian selektywnosCi nanoczgstek wzgledem innych analitow
zaproponowano prostg metode spektrofotometryczng UV/Vis (P2). Waznym parametrem
prowadzonych doswiadczen bylo uzyskanie poprawnego domieszkowania niepogorszajacego
wlasciwosci superparamagnetycznych otrzymywanych nanomateriatow. Jako przyktadowy
pierwiastek domieszkujacy do przetestowania uzytecznosci metody przy badaniu SPIONs
zaproponowano miedz, tworzacg barwny zwigzek z kuprizonem w S$rodowisku
alkalicznym [135]. Nanoczgstki domieszkowane miedzig syntezowano w analogiczny sposob
do materiatbw niedomieszkowanych — stosujgc metode wspotstrgcania. Do wykrywania
obecnosci miedzi w strukturze SPIONSs zastosowano optyczng spektrometrie emisyjng (OES),
potwierdzajgc powodzenie przejetego sposobu prowadzenia domieszkowania. Dodatkowo
otrzymane zdj¢cia BF-STEM wykazaty niewielkie zwigkszenie §rednicy nanoczgstek (9,12 nm,
Rys. P2-3). Pomimo wprowadzenia miedzi do struktury FesO4, takze wasciwosci magnetyczne
otrzymanych SPIONSs pogorszyty sie jedynie w niewielkim stopniu — nanomateriat wcigz tatwo
oddzielat si¢ od roztworu z wykorzystaniem zewnetrznego pola magnetycznego, jednak
w dtuzszym czasie. By sprawdzi¢ uzyteczno$¢ procesu domieszkowania do kierunkowania
nanomaterialu na oddziatywanie z analitem, otrzymane SPIONSs zostaly umieszczone
w roztworze kuprizonu (Rys. P2-2). Na podstawie zarejestrowanych w zakresie od 200
do 700 nm widm spektrofotometrycznych, z maksimum absorbcji dla kuprizonu przy dtugosci
fali 263 (Rys. P2-7), zaobserwowano, ze po 5 min interakcji reagentdw i nast¢gpnie usunieciu
(z wykorzystaniem pola magnetycznego) nanoczastek domieszkowanych miedzig z roztworu

kuprizonu nastagpito zmniejszenie st¢zenia tego zwigzku chemicznego W roztworze. Bylo
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to przestanka do potwierdzenia dominujacej roli domieszki w procesie selektywnego taczenia
si¢ z analitem, gdyz zjawiska tego nie notowano wzgledem nanoczastek niedomieszkowanych

miedzig.
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Rysunek P2-7. Widma UV/Vis zarejestrowane dla roztworéw nanoczgstek FezOa i/lub kuprizonu
(zielona linia ciagta — kuprizon, czerwona linia kreskowana — kuprizon + Fe3O4, czarna linia

kropkowana — kuprizon + FesO. domieszkowane Cu)

W kolejnym etapie prac w celu scharakteryzowania otrzymanych nanoczastek zostaty
podjete proby opracowania metody badania SPIONs z wykorzystaniem spICP-MS/MS (P3).
Technika ta stanowi skuteczne narzedzie do charakteryzowania parametrow nanoczastek.
Pozwala ona m.in. na pomiar rozktadu wielkosci ich rdzeni, dyspersyjnosci czy stezenia (liczba
nanoczastek w 1 mL zawiesiny). Optymalizacj¢ metody spICP-MS/MS rozpoczeto od wyboru
gazu stosowanego w komorze reakcyjno-kolizyjnej. Podobnie jak w przypadku analizy FezOs
za pomocg konwencjonalnego trybu pracy tandemowego spektrometru mas, i tutaj
zastosowanie komory kolizyjno-reakcyjnej pozwolito na ograniczenie problemu interferencji
spektralnych w badaniu zelaza. Wedtug danych literaturowych wykorzystanie wodoru jako
gazu kolizyjno-reakcyjnego umozliwia lepsze niz w przypadku innych gazoéw (np. amoniaku
i helu) wyodrgbnienie sygnatow pochodzacych od FesOs w stosunku do sygnatow tha, i to ten
gaz zostal wybrany do dalszych badan [136]. Nastepnie przeprowadzono optymalizacje

przeplywu gazu, ponownie stosujac metod¢ oparta o monitorowanie liczby zliczen i stosunku

44



sygnatlu do szumu dla roztworéw wybranych wzorcéw. Najmniejsza warto$¢ granicy
wykrywalnoéci (stosunek S/N), a takze zadowalajaca liczbe zliczen dla °’Au* (materiatu
odniesienia potrzebnego do obliczenia efektywnosci rozpylania cieczy) uzyskano dla
przeptywu 5 mL min™. W kolejnym etapie sprawdzono wptyw szerokosci iniektora palnika
(1,5 mm vs. 25 mm) na warto$¢ granicy wykrywalnosci rozmiaru (z ang. limit of size
detection, LOSD) — parametru, w oparciu o ktéry oprogramowanie rozrdznia sygnaly
pochodzace od izotopu zelaza w formie nanometrycznej od tych pochodzacych od formy
rozpuszczonej (jonowej) metalu. Zastosowanie wezszego iniektora pozwolito na zmniejszenie

jego wartosci. Parametry zoptymalizowanej metody analitycznej zebrano w Tabeli P3-1.

Opracowana metoda splCP-MS/MS zostata nastgpnie wykorzystana do zbadania
parametrow fizyko-chemicznych syntezowanych SPIONs opisanych w P2. Przygotowane
probki nanoczastek w buforze inkubacyjnym rozcienczono w wodzie do st¢zen wymaganych
podczas analizy w trybie analizy pojedynczej czastki (okoto 500 ng Fe L). Nanoczastki Fe3Oa
maja predyspozycje do tworzenia aglomeratow w srodowisku wodnym, jesli ich powierzchnia
nie zostanie odpowiednio zabezpieczona przez modyfikacj¢ [137]. Otrzymane za pomoca
spICP-MS/MS wyniki potwierdzity to zatozenie — na otrzymanych histogramach rozktadu

wielkosci rdzeni pojawiajg sie sygnaty dla nanoobiektow nawet 400-nanometrowych.

Otrzymane zdjecia BF-STEM potwierdzity, ze S$rednia $rednica otrzymanych
nanomateriatow wynosita ponizej 10 nm, ale nanoczastki zebrane byly w duze skupiska
aglomeracyjne. Bylo to powodem uzyskania zawyzonych sygnatow spICP-MS/MS
w momencie docierania chmury jonowej aglomeratu do detektora. Ponadto, w przypadku
wykorzystania opracowanej metody do charakteryzowania SPIONS, istnieje takze ograniczenie
zwigzane z warto$cig LOSD. Bylo to powodem kontynuowania prac nad synteza nanoczastek
0 pozadanych parametrach (m.in. wigkszej $rednicy rdzenia). Wykorzystana wczesniej metoda
syntezy zostata zmodyfikowana. Zwigkszenie temperatury prowadzenia syntezy i zmiana
stosunku soli zelaza na drugim i trzecim stopniu utlenienia pozwolito na otrzymanie wigkszych

nanoobiektow. Warunki prowadzonej syntezy zamieszczono w Tabeli 1.

Tabela 3. Warunki syntezy SPIONs

odczynniki FeSOs, Fe2(SO4)3, NaOH FeSOa, Fe2(SO4)3, NaOH
stosunek molowy Fe?": Fe3* 1:1 3:2
szybko$§¢ mieszania 300 RPM 300 RPM
temperatura 22 °C 80 °C
srednica nanoczastek 8,34 nm 16,68 nm
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Mimo zZe otrzymano SPIONs o wigkszej $rednicy rdzenia - $rednio 16,68 nm (patrz
Rys. P3-1), to ich rozmiar znajdowal si¢ ponizej LOSD wyznaczanego za pomoca
spICP-MS/MS. Dalsze proby modyfikacji metody w celu zwigkszenia $rednicy nanoczastek
skutkowa¢ moglyby utrata ich wlasciwosci superparamagnetycznych. Z tego powodu
zdecydowano si¢ na zmiang podejscia W sposobie wykorzystania opracowanej metody
spICP-MS/MS. Pomimo ze nie mozna jej bylo wykorzysta¢ do charakteryzowania
otrzymanych nanoczastek w sposob typowy dla tej techniki, zostala ona zastosowana po raz
pierwszy do efektywnego monitorowania zmian stabilnosci SPIONs w obecnosci biatek

surowicy krwi ludzkiej.

Jak wspomniano we wprowadzeniu literaturowym, korona biatkowa na powierzchni
nanomaterialtu moze ogranicza¢ procesy jego aglomeracji. Potwierdzono ten fakt
wykorzystujac opracowang metode spICP-MS/MS, inkubujac syntezowane SPIONs
z biatkami. Na wygenerowanych histogramach (patrz Rys. P3-2A) widoczne jest przesuniecie
rozktadu wielkosci rdzeni nanoczastek inkubowanych z surowica w kierunku mniejszych
wartosci w stosunku do probki zawierajacej jedynie badany nanomaterial. Powstanie koron
biatkowych woko6t SPIONs ograniczato zatem ich oddziatywania mig¢dzy sobg. Ponadto
sprawdzona zostata stabilno$¢ powstatych polgczen pomiedzy nanoczgstkami a biatkami —
probka SPIONs po ich inkubacji z surowicg zostala poddana ultrasgczeniu (na filtrach
0 zdefiniowanej wielkosci porow — 100 kDa). Dzigki temu ectapowi prac oddzielono
nieoddziatujgce z powierzchnig nanomateriatu biatka. Mimo ich usunigcia, czyli przesunigcia
stanu rownowagi reakcji, korona biatkowa pozostata trwata a stopien aglomeracji nanoczgstek
nie zwickszyt sie. Sprawdzono takze wplyw inkubacji SPIONs z albuming i poréwnano
z wynikami uzyskanymi dla probek zawierajacych surowice (Rys. P3-2B). W przypadku
inkubacji nanoczastek z pojedynczym biatkiem aglomeracja takze byta ograniczona, jednak
w mniejszym stopniu niz w przypadku zastosowania surowicy. Wyniki te wskazuja na udziat
takze innych biatek (m.in. glikoprotein czy immunoglobulin) w zachodzacych na powierzchni

nanoobiektow procesach.

Ostatnig cze$cig prac w ramach prezentowanej rozprawy bylo zastosowanie opracowane;]
metodyki CE-ICP-MS/MS (P1 i P4) do badania zmian syntezowanych SPIONs
w obecnosci bialek: albuminy i transferyny (P4). Poczatkowo rozdzieleniu
elektroforetycznemu poddano probki nanoczgstek syntezowanych wg metodyki opracowanej

w ramach P3 (zawierajace 15 pg Fe mL?, przygotowane w buforze inkubacyjnym), jednak
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Rysunek P3-2. Rozktad wielkosci syntezowanych nanoczastek FesOs otrzymany przy uzyciu
SpICP-MS/MS: (A, pomaranczowy), inkubowanych z surowicg krwi ludzkiej (A, B, czarny),

z przeprowadzong ultrafiltracjg (A, niebieski), i inkubowanych z albuming (B, zielony), bez ultrafiltracji

przeprowadzenie analiz byto utrudnione ze wzgledu na problemy zwigzane z zaburzeniem
transportu probki i niestabilnoscig linii bazowej, co uniemozliwito jednoznaczng interpretacje

wynikow 1 znacznie pogarszato jako$¢ otrzymywanych sygnatow.

Zatozono, ze zaistniate trudno$ci byly zwigzane z aglomeracja niemodyfikowanych
nanoczastek, a inkubacja z biatkami poprawi ich stabilno$¢ i umozliwi efektywna analize.
Niestety i wtedy otrzymane wyniki dalekie byly od przyjetych standardéw interpretacji
elektroforetycznej. W celu dokladniejszego zbadania przyczyn tego zjawiska
i przeciwdziatania mu zdecydowano si¢ na wykorzystanie nanoczastek FesOa, syntezowanych
w atmosferze gazu obojetnego, 0 duzym stopniu monodyspersyjnosci i modyfikowanych
stabilizatorami ograniczajagcymi ich aglomeracje. Badania prowadzono we wspoOtpracy

z Katedra Biotechnologii Medycznej, Wydziatu Chemicznego i Centrum Zaawansowanych
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Materiatow i1 Technologii Politechniki Warszawskiej, gdzie tworzono nanoobiekty i wstepnie
je charakteryzowano. Przygotowano pi¢¢ rodzajow SPIONSs: stabilizowane odpowiednio za
pomoca glikolu polietylenowego (PEG, FesO4s@PEG), polietylenoiminy (PEI, FesO4@PEI)
I cytrynianu sodu (FesO.@Citr), a takze nanoczagstki bez modyfikacji powierzchni —
standardowe (Fe3Os) i domieszkowane jonami ztota (FesOs@AuU, ktorych poprawnosé
domieszkowania weryfikowano za pomocg metodyki przedstawionej W P2). Sposob
prowadzenia syntezy zostal opisany w P4. Analiza elektroferogramow CE-ICP-MS/MS
wzgledem poszczegodlnych rodzajow nanoczastek (15 pg Fe mL™) bez dodatku biatek
(Rys. P4-3) potwierdzita, ze modyfikacje powierzchni nanomaterialtow w istotny sposob

wplywaja na ich parametry 1 oddzialywania z powierzchnig kapilary.

A
|
9000 cps

|
Fe304@COOH sam Y S
2500 cpsi

Fe304@AU~~ ——— el - —
0 3 6 9 12 15

czas migracji [min]

Rysunek P4-4. Elektroferogramy CE-ICP-MS/MS zarejestrowane dla probek zawierajacych rozne
nanoczastki: komercyjnie dostepne zakonczone grupami karboksylowymi (zielony), niemodyfikowane
(pomarafnczowy), domieszkowane zlotem (czarny), modyfikowane PEG (zotte), PEI (szary),

cytrynianem (niebieski), dla sygnatu *®Fe’*O*

Mimo rdzeni zsyntezowanych w identyczny sposob (dla wszystkich nanoczastek
z wyjatkiem domieszkowanych ztotem) zaréwno ich czas migracji, jak i jako$¢ obserwowanych
sygnatow elektroforetycznych roznity sie znaczaco. Interpretacja elektroferogramu dla
FesOs@PEI okazata si¢ niemozliwa ze wzgledu na silne oddziatywania polietylenoiminy
(grupy -NHs") z powierzchnia kapilary (grupy -SiO”). W przypadku FesOs i FesOs@PEG

zauwazono, ze ich aglomeracja powoduje znaczne poszerzenie sygnatéw analitycznych
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1 pogorszenie ich jakosci. Podczas gdy dla niemodyfikowanych nanoczastek zjawisko to byto
przewidywalne, to dla tych modyfikowanych PEG powodoéw wystapienia tego efektu mozna
doszukiwac¢ si¢ w desorpcji modyfikatora pod wplywem warunkéw prowadzenia rozdzielania
elektroforetycznego. PEG wykazuje bowiem najmniejsze powinowactwo do SPIONs sposrod
stosowanych stabilizatorow 1 mogl ulega¢ odtaczeniu od powierzchni nanoczgstek. Mimo
ze dla FesO4@Citr otrzymano sygnal elektroforetyczny najlepszej jakosci ze wszystkich
testowanych nanomaterialéw, to poréwnujac go do komercyjnie dostepnych SPIONs
(FesOs@COOH) nie uzyskano jego dobrej charakterystyki. Warto jednak podkreslic,
ze zastosowanie otoczki z polimeru amfifilowego w materiatach komercyjnych, pomimo
poprawy jakosci sygnatu, niesie za sobg znaczne pogorszenie wlasciwosci magnetycznych.
Syntezowane nanomateriaty natomiast szybko magnesowaty si¢ po przylozeniu zewnetrznego

pola magnetycznego.

Rozwazajac analizy z wykorzystaniem FesOs@Au, otrzymywane sygnaty pochodzace od
wolnych nanoczastek byly zlej jakosci, jednak to wiasnie dla tego typu nanomateriatu
W najwiekszym stopniu zauwazalny byl wptyw biatek z matrycy probki na poprawe jakosci
otrzymanego sygnatu elektroforetycznego (patrz Rys. ESM-P4-S10). Inkubacja nanoczastek
zarowno z transferyna (1 mg mL™?), jak i w jeszcze wigkszym stopniu z albuming (1 mg mL™)

umozliwita wyodrebnienie na elektroferogramie dobrej jakosci sygnatu izotopu zelaza.

Analogiczne badania przeprowadzono wzgledem pozostatych syntezowanych nanoczastek.
Pomimo ze badania przeprowadzone w ramach P3, a takze liczne doniesienia literaturowe,
potwierdzajg oddzialywania SPIONs z biatkami, to wbrew oczekiwaniom nie zaobserwowano
nalozenia si¢ czaséw migracji sygnatow pochodzacych od siarki (marker biatek) i zelaza
(marker SPIONS), sugerujagcego powstanie polagczenia miedzy tymi indywiduami, ktore
zanotowano w ramach badan opisanych w Pl (nanoczgstki komercyjne
0 stabych wiasciwosciach magnetycznych). W oparciu o otrzymane wyniki (Rys. P4-4,
Rys. P4-5 i Rys. P4-ESM-S8) mozna jednak zaobserwowaé, ze czas migracji sygnatu
pochodzacego od SPIONs zmienia si¢ przed i po inkubacji ze wzorcami biatek. Korelacja
ta jest najwyrazniejsza w przypadku Fe:Os@Citr (Rys. P4-4). Jest to przestanka
do potwierdzenia wystgpowania stabych oddzialywan migdzy reagentami — nietrwalych

w warunkach rozdzielenia elektroforetycznego.
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Rysunek ESM-P5-S10. Elektroferogramy CE-ICP-MS/MS zarejestrowane dla probek nanoczgstek
FesOs@Au (10-20 pg Fe mL™) inkubowanych przez 6 h z transferyng (a, 1 mg mL™)
i albuming (b, 1 mg mL™*) w buforze fizjologicznym; sygnat pochodzacy od buforu inkubacyjnego (1),
transferyna (2), Fe zwigzane z transferyng (3), FesOs@AuU (4 i 7), Fes04@AU nieinkubowane z biatkami
(5), albumina (6); sygnaty *Fe'*0* i ¥s'°0*
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Rysunek P4-4. Elektroferogramy CE-ICP-MS/MS zarejestrowane dla probek nanoczastek FesOs@Citr
(10-20 ug FemL™) inkubowanych przez 6 h z transferyng (a, 1 mg mL™) i albuming (b, 1 mg mL™)
w buforze fizjologicznym; sygnat pochodzacy od buforu inkubacyjnego (1), transferyna (2),
Fe zwigzane z transferyna (3), Fes04@Citr (4 i 6), albumina (5), Fes04@Citr nieinkubowane z biatkami
(7); sygnaty *°Fe'®0* i S°0"
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W mysl tego zatozenia korona biatkowa, wyksztalcona w trakcie inkubacji z albuming badz
transferyng, ulega rozpadowi podczas analizy z zastosowaniem przyktadanego napigcia.
Ponadto, poréwnujac Wyniki badan opisane w P1 i P4, zauwazy¢ mozna, ze powodem rdznic
w trwato$ci korony biatkowej, podczas analizy za pomocg CE-ICP-MS/MS, moze by¢
intensywno$¢ wiasciwosci magnetycznych testowanych nanomateriatow. Z jednej strony
ograniczona magnetycznos¢ (spowodowana specyficznym pokryciem komercyjnie dostepnych
SPIONS) w pozytywny sposdb wplywa na trwato$¢ potaczen z biatkami. Z drugiej strony,
to wlasnie syntezowane nanoczgstki, wykazujace duzo silniejsze  wlasciwosci
superparamagnetyczne, sg poszukiwanymi medycznie materialami umozliwiajagcymi
zastosowanie nowoczesnych rozwigzan w diagnostyce i leczeniu choréb nowotworowych
w przysztosci. Tworzy to dylemat, czy w pracy badawczej analityka skupiaé si¢ na tworzeniu
metod z uzyciem modelowych nanoczastek, ktore sg proste w opracowaniu, a ich wyniki
przewidywalne, cho¢ o ograniczonej medycznej przydatnosci? Czy tych, ktore uwzgledniaja
specyfike syntezowanych czgstek FesOs o pozadanych medycznie parametrach, ale
jednoczesnie ich opracowanie wigze si¢ z wieloma trudnosciami spowodowanymi
wlasciwosciami tych nanomateriatow? W przypadku omawianych w ramach rozprawy hipotez
konieczne sg dalsze diugofalowe badania, ktore pozwolitoby na opracowanie metodyk
alternatywnych do zaproponowanych, np. z udziatem technik frakcjonowania w polu sit czy

wysokosprawnej chromatografii cieczowej.

Podsumowujac, za Swoje najwazniejsze osiggni¢cia badawcze, uzyskane w ramach

rozprawy, uwazam:

e Opracowanie szybkiej i1 prostej metody badania zmian selektywno$ci nanoczgstek
wzgledem wybranych analitow opartej o ich wlasciwosci superparamagnetyczne
z wykorzystaniem spektrofotometrii UV/Vis i zastosowanie jej do zbadania wptywu
domieszkowania nanoczastek miedzig na zmiang ich selektywnosci wzgledem kurpizonu;

e opracowanie metody badania zmian stabilno$ci superparamagnetycznych nanoczastek
FesOs w obecnosci biatek surowicy krwi ludzkiej z wykorzystaniem spICP-MS/MS
i wykazanie wptywu tworzacej si¢ korony biatkowej na ograniczenie stopnia aglomeracji
niemodyfikowanych nanoczastek;

e optymalizacje metody opartej na CE-ICP-MS/MS do badania oddziatywan SPIONs

z biatkami surowicy krwi ludzkiej — albuming i transferyna,
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e wykazanie wptywu magnetycznos$ci nanoczastek FesOs na mozliwo$¢ monitorowania
ich oddziatywan z biatkami surowicy krwi ludzkiej z wykorzystaniem metody opartej

0 rozdzielanie elektroforetyczne.
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prof. dr hab. inz. Maciej Jarosz Warszawa, 12 grudnia 2022 roku
Katedra Chemii Analitycznej
Wydzial Chemiczny, Politechnika Warszawska

Oswiadczenie

Os$wiadczam, ze w publikacji:

1. J. Sikorski, M. Matczuk*, A. Kaminska, J. Kruszewska, M. Trzaskowski, A. R.
Timerbaev, M. Jarosz, Protein-Mediated Transformations of Superparamagnetic
Nanoparticles Evidenced by Single-Particle Inductively Coupled Plasma Tandem Mass
Spectrometry: a Disaggregation Phenomenon, Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 1088

moj wklad pracy polegal na dyskusji merytorycznej podczas realizacji badai w ramach
projektu, na ktérego realizacj¢ zapewnilem fundusze (kierownictwo projektu NCN OPUS
15).

Z powazaniem,

prof. dr hab. inz. Maciej Jarosz

Nacey //;mw
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7z Vernadsky Institute of Geochemistry and Analytic:
2 of the Russian Academy of Sciences (GEOK}

o AN G D Kosvein Street, 19, 119991, Moscow, Russian Federation

Re.: statement of contribution
Vienna, November 29, 2022

To whom it might concern:
Dear Madam/Sir:

Herewith, | state that in the joint publication with Jacek Sikarski, M.Sc.

). Sikorski, M. Matczuk*, A. Kaminska, J. Kruszewska, M. Trzaskowski, A. R, Timerbaev, M.
Jarosz, Protein-Mediated Transformations of Superparamagnetic Nanoparticles Evidenced by
Single-Particle Inductively Coupled Plasma Tandem Mass Spectrometry: a Disaggregation
Phenomenon, Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 1088,

my contribution consisted of the conceptualization of the manuscript {together with Dr.
Matczuk), edition of the draft text composed by other co-authors, and proofreading.

Sincerely,

d

Andrel g'f Timerbaev

Research Professor
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Warszawa, 15 grudnia 2022 roku
dr hab. inz. Magdalena Matczuk
Katedra Chemii Analitycznej

Wydziat Chemiczny, Politechnika Warszawska

Oswiadczenie
Os$wiadczam, ze w publikacjach:

1. J. Kruszewska, J. Sikorski, J. Samsonowicz-Gérski, M. Matczuk*, A CE-ICP-MS/MS method
for the determination of superparamagnetic iron oxide nanoparticles under simulated
physiological conditions, Anal. Bioanal. Chem. 2020, 412, 8145-8153

Méj wkiad pracy polegal na autorstwie koncepcji badawczej, zaplanowaniu do$wiadczen,
kalibracji aparatury, cze$ciowym wykonaniu pomiaréw (optymalizacja metody) oraz opiece
merytorycznej nad pracg do§wiadczalna mgr inz. Jacka Sikorskiego, dotyczaca oddzialywan
nanomateriatu z biatkiem. Wspéluczestniczylam w interpretacji otrzymanych wynikéw i jestem
pomyslodawcy sposobu ich dyskusji. Jestem autorem koncepcji manuskryptu, napisanego we
wstepnej formie przez innych wspélautoréw, a nastepnie edytowanego i przygotowanego do
wysylki do czasopisma przeze mnie.

2. J. Sikorski, N. Obarski, M. Trzaskowski, M. Matczuk*, Simple Ultraviolet-Visible
Spectroscopy-Based Assay for Fast Evaluation of Magnetic Nanoparticle Selectivity Changes
after Doping, Appl. Spectrosc. 2021, 75

Méj wkiad pracy polegal na zapewnieniu wsparcia merytorycznego podczas prowadzonych badan
i stworzeniu ogélnej koncepcji publikacji. Ponadto koordynowalam interpretacje wynikéw
otrzymanych przez mgr inz. Jacka Sikorskiego i redagowalam tekst publikacji otrzymany od
niego. Odpowiadalam tez za prowadzenie korespondencji z edytorami i recenzentami.

3. J. Sikorski, M. Matczuk*, A. Kaminska, J. Kruszewska, M. Trzaskowski, A. R. Timerbaev, M.
Jarosz, Protein-Mediated Transformations of Superparamagnetic Nanoparticles Evidenced by
Single-Particle Inductively Coupled Plasma Tandem Mass Spectrometry: a Disaggregation
Phenomenon, Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 1088

Moj wkiad pracy polegal na autorstwie koncepcji badawczej i wsparciu merytorycznym. Ponadto,
wraz z prof. A.R Timerbaevem stworzylam ogélny plan publikacji, koordynowalam poprawno$¢
interpretacji wynikéw oraz redagowalam tekst publikacji otrzymany od wspélautoréw.
Odpowiadalam tez za prowadzenie korespondencji z edytorami i recenzentami.

4. J. Sikorski, M. Drozd, M. Matczuk*, Red flags and adversities on the way to the robust CE-
ICP-MS/MS quantitative monitoring of self-synthesized magnetic iron oxide(ll, I1I)-based
nanoparticle interactions with human serum proteins, Molecules 2022, 27, 8442

Moj wkiad pracy polegal na stworzeniu ogélnej koncepcji prac badawczych, koordynowaniu
poprawnosci wykonywanych przez mgr. Jacka Sikorskiego doswiadczen, interpretacji wynikow i
sposobu ich przedstawienia w manuskrypcie. Ponadto redagowalam tekst publikacji otrzymany
od mgr inz. Jacka Sikorskiego i odpowiadalam za prowadzenie korespondencji z edytorami i
recenzentami.
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Warszawa, 1 grudnia 2022 roku
dr inz. Norbert Obarski
Katedra Chemii Analitycznej

Wydziat Chemiczny, Politechnika Warszawska

Oswiadczenie
Oswiadczam, ze w publikacji:

1. J. Sikorski, N. Obarski, M. Trzaskowski, M. Matczuk*, Simple Ultraviolet-Visible
Spectroscopy-Based Assay for Fast Evaluation of Magnetic Nanoparticle Selectivity Changes
after Doping, Appl. Spectrosc. 2021, 75

MGoj udzial polegal na zapewnieniu wsparcia teoretycznego z zakresu spektrofotometrii UV/Vis i
optycznej spektrometrii emisyjnej. Ponadto konsultowalem koncepcje badan z mgr inz. Jackiem
Sikorskim, biorac pod uwage informacje uzyskiwane podczas syntezy nanomaterialow,
planowania do$wiadczen i dyskusji wynikow.

Z powazaniem,
dr inz. Norbert Obarski
o

-
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Warszawa, 6 grudnia 2022 roku
dr inz. Maciej Trzaskowski

Centrum Zaawansowanych Materiatéw i Technologii CEZAMAT

Oswiadczenie

Os$wiadczam, ze w publikacjach:

1. J. Sikorski, N. Obarski, M. Trzaskowski, M. Matczuk*, Simple Ultraviolet-Visible
Spectroscopy-Based Assay for Fast Evaluation of Magnetic Nanoparticle Selectivity Changes
after Doping, Appl. Spectrosc. 2021, 75

2. 7. Sikorski, M. Matczuk*, A. Kaminska, J. Kruszewska, M. Trzaskowski, A. R. Timerbaev, M.
Jarosz, Protein-Mediated Transformations of Superparamagnetic Nanoparticles Evidenced by
Single-Particle Inductively Coupled Plasma Tandem Mass Spectrometry: a Disaggregation
Phenomenon, Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 1088

Moj udzial polegal na wykonaniu pomiaréw i interpretacji otrzymanych wynikéw uzyskanych za
pomocy techniki BF-STEM a dotyczacych nanomaterialéw zsyntezowanych przez mgr inz. Jacka
Sikorskiego.

Z powazaniem,

dr inz. Maciej Trzaskowski
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Warszawa, 6 grudnia 2022 roku
dr inz. Marcin Drozd
Katedra Biotechnologii Chemicznej
Wydzial Chemiczny, Politechnika Warszawska

i Centrum Zaawansowanych Materiatéw i Technologii CEZAMAT

Oswiadczenie
Oswiadczam, ze w publikacji:

1. J. Sikorski, M. Drozd, M. Matczuk*, Red flags and adversities on the way to the robust CE-
ICP-MS/MS quantitative monitoring of self-synthesized magnetic iron oxide(Il, III)-based
nanoparticle interactions with human serum proteins, Molecules 2022, 27, 8442

MGéj udzial polegal na syntezie nanomaterialéw uzytych w trakcie badai, przygotowaniu opisu ich
syntezy, przeprowadzeniu pomiaréw ich (-potencjalu i udost¢pnieniu zdj¢¢ wykonanych za
pomocg techniki STEM. Ponadto uczestniczylem, wraz z innymi wspélautorami, w interpretacji
otrzymanych wynikéw i edycji tresci manuskryptu.

Z powazaniem,

dr inz. Marcin Drozd

Hani @mJ
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Warszawa, 5 grudnia 2022 roku
dr inz. Joanna Kruszewska
Katedra Chemii Analitycznej

Wydzial Chemiczny, Politechnika Warszawska

Oswiadczenie

Oswindcezam, ze w publikacjach:

I. ). Kruszewska, J. Sikorski, J. Samsonowicz-Gorski, M. Matczuk®*, A CE-ICP-MS/MS method
for the determination of superparamagnetic iron oxide nanoparticles under simulated
physiological conditions, Anal. Bioanal. Chem. 2020, 412, 8145-8153

Méj wklad pracy polegal na przygotowaniu probek i roztwordw niezbednych podczas
optymalizacji metody CE-ICP-MS/MS oraz czeSciowej interpretacji otrzymanych wynikéw
badan. W porozumieniu z dr Matczuk przygotowalam picrwszg wersj¢ manuskryptu pracy
(poza sekejy Monitoring of carboxyl SPIONs changes after interaction with human serum
albumin), w tym dokonalam przegladu literatury przedmiotu (sekeja Introduction).

2. ). Sikorski, M. Matczuk®, A. Kaminska, J. Kruszewska, M. Trzaskowski, A. R, Timerbacv,
M. Jarosz, Protein-Mediated Transformations of Superparamagnetic Nanoparticles Evidenced
by Single-Particle Inductively Coupled Plasma Tandem Mass Spectrometry: a Disaggregation
Phenomenen, Int. J, Mol. Sei. 2022, 23, 1088

Maj whiad pracy polegal na przygotowaniu pierwszej wersji sekeji Introduction manuskryptu, a
takze zapewnienia wsparcia merytorycznego prowadzonych do$wiadezen z wykorzystaniem
techniki splCP-MS/MS. Dodatkowo odpowiadalam za przygotowanie wstgpnego projektu
wykresw zamieszezonych w manuskrypeie.

Z powazaniem,
drinz. Joanna Kruszewska

'joanm Knusxassloy,
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Warszawa. 30 listopada 2022 roku
mgr inz. Jan Samsonowicz-Gorski
Katedra Chemu Analityczne)
Wydzial Chemiczny, Politechnika Warszawska

Oswiadczenie
Oswiadczam, ze w publikacji:

1. J. Kruszewska, J. Sikorski, J. Samsonowicz-Gérski, M. Matczuk®, A CE-ICP-MSMS method
for the determination of superparamagnetic iron oxide nanoparticles under simulated
physiological conditions, Anal. Bioanal, Chem. 2020, 412, 8145-8153

Moj wklad w prace polegal na przygotowaniu probek i roztworow niezbednych podczas
pomiarow CE-ICP-MS/MS, a stosowanych w badaniu oddzialywan nanoczgstek tlenku zelaza z
albuming ludzka. Prace wykonywalem pod opieka dr Magdaleny Matczuk w ramach
przedmiotu Badania Naukowe (podczas 6 semestru studiow inzynierskich na kierunku
Technologia Chemiczna).

Z powazaniem,

mgr inz. Jan Samsonowicz-Gorski
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Warszawa, 8 grudnia 2022 roku
mgr. inz. Agnieszka Kaminska
Katedra Chemii Analityczne)

Wydzial Chemiczny, Politechnika Warszawska

Os$wiadczenie
Oswiadczam, ze w publikacji:

1. J. Sikorski, M. Matczuk*, A. Kaminska, J. Kruszewska, M. Trzaskowski, A. R. Timerbaev, M.
Jarosz, Protein-Mediated Transformations of Superparamagnetic Nanoparticles Evidenced by
Single-Particle Inductively Coupled Plasma Tandem Mass Spectrometry: a Disaggregation
Phenomenon, Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 1088

Méj wklad pracy dotyczyl wykonania cz¢$ci pomiaréw, dotyczacych optymalizacji metody spICP-
MS/MS - prace prowadzilam w ramach mojej pracy dyplomowej inZynierskiej, ktorej
kierownikiem byl prof. Maciej Jarosz. Przygotowalam takze pierwsza wersje fragmentu tekstu
dotyczgcg badan optymalizacyjnych.

Z powazaniem,

mgr. inz. Agnieszka Kaminska

O%M& il Koxeu&%
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