Streszczenie

Pomimo dynamicznego postepu medycyny, choroby nowotworowe stanowig nadal jedno
z najwigkszych zagrozen dla zdrowia wspotczesnego spoleczenstwa. Pomimo iz istnieje wiele
terapii przeciwnowotworowych skutecznych zwlaszcza w leczeniu mniej zaawansowanych
guzow pierwotnych, choroby nowotworowe wciaz zwigzane sg z wysoka $miertelnoscig. Co
istotne, postuluje si¢, ze za okoto 90% przypadkéw Smiertelnych odpowiadaja guzy wtorne,
powstate w procesie przerzutowania. Obserwowany w ostatnich latach gwattowny wzrost
zachorowan i zgonow jest jedng z gtownych przyczyn wzmozonych poszukiwan nowych,
lepszych metod ich diagnostyki i leczenia. W zwigzku z powyzszym, obecnie prowadzone
badania skupiaja si¢ na dwoch podejéciach pozwalajacych na obnizenie ryzyka powstawania
przerzutéw nowotworowych. Po pierwsze, prowadzone badania majg na celu poznanie
mechanizmow przerzutowania na poziomie genetycznym i epigenetycznym. Jednocze$nie,
naukowcy poszukuja metod pozwalajacych na zapobieganie lub  ograniczenie
rozprzestrzeniania si¢ krazacych we krwioobiegu komoérek nowotworowych, ktéore moga
inicjowa¢ powstawanie guza wtornego. Innym problemem s3 niedostatecznie skuteczne
metody leczenia guzéw pierwotnych, ktore w konsekwencji moga prowadzi¢ do powstawania
przerzutow. W przypadku guzow litych najczgstszymi metodami leczenia s3 chemioterapia
i resekcja chirurgiczna. Problemem, z ktérym wcigz borykaja si¢ lekarze i naukowcy, sg liczne
niepozadane skutki uboczne oraz niekorzystna lokalizacja wielu guzoéw nowotworowych.
Dlatego poszukiwane sg alternatywne metody leczenia, oparte na celowanym
1 kontrolowanym dostarczaniu lekdw przeciwnowotworowych, a takze poprzez oddziatywanie

na r6zne mechanizmy biologiczne, np. za pomocg przeciwciat lub siRNA.

Celem niniejszej pracy doktorskiej jest opracowanie nanoczastek superparamagnetycznych,
ktére postuza do wychwytywania krazacych komorek raka prostaty oraz przytaczeniu do ich
powierzchni chemoterapeutykow, do otrzymania uktadow teranostycznych, ktore beda mogty
znalez¢ zastosowanie w nowoczesnych terapiach przeciwnowotworowych. W niniejszej pracy
skupiono si¢ na nowotworze prostaty, ktory jest drugim najczes$ciej wystepujacym typem
nowotworu ztosliwego. Co istotne, szacuje si¢, ze u 1 na 8 m¢zczyzn w ciggu ich zycia zostanie

zdiagnozowany rak prostaty.

W pierwszym etapie pracy doktorskiej badano superparamagnetyczne nanoczastki tlenku

zelaza (SPIONs) modyfikowane powierzchniowo kationowa (CCh) i anionowa (ACh)



pochodng chitozanu. Celem tej czgsci badan bylo poznanie ich wiasciwosci fizykochemicznych
1 magnetycznych oraz ocena ich przydatnosci w terapiach przeciwnowotworowych.
Nanoczagstki SPION/CCh otrzymano poprzez wspotstragcanie tlenkow zelaza w obecnos$ci
polimeru CCh, natomiast SPION/ACh otrzymano poprzez dodatkowe pokrycie nanoczastek
kationowych warstwa anionowego polimeru. Przeprowadzono analiz¢ DLS/ELS otrzymanych
koloidow, ktora pozwolita na okreslenie $rednich wielko$ci nanoczastek, ich jednorodnosci
oraz stabilno$ci koloidalnej. Uzyskane wyniki potwierdzily otrzymanie nanoczastek
SPION/CCh i SPION/ACh o $érednich rozmiarach odpowiednio 150 nm i 250 nm. Obecno$¢
dodatkowej warstwy polimeru, oprécz widocznego zwigkszenia rozmiaru, zostala
potwierdzona za pomoca spektroskopii ATR-FTIR. Strukture krystaliczng rdzeni SPIONs
stanowil magnetyt z domieszka maghemitu, co potwierdzono za pomoca spektroskopii XRD i
spektroskopii Ramana; $redni rozmiar rdzeni oszacowano na 10 nm. Badania magnetyczne
(spektroskopia Mdssbauera i magnetometria) potwierdzily rowniez superparamagnetyczne
wlasciwosci SPIONs. Badania biologiczne nie wykazaly istotnych réznic migdzy
oddziatywaniem nanoczastek SPION/CCh i SPION/ACh z komoérkami raka prostaty.
Nanoczastki byty stabilne w medium hodowlanym przez okoto 5 godzin oraz nie zauwazono
ich niekorzystnego wptywu na komorki. Ze wzgledu na fakt, Ze nie zaobserwowano istotnych
réznic w oddziatywaniu obu typdéw nanoczastek z komoérkami oraz na to, ze dodatkowa
warstwa polimeru moglta wptywaé negatywnie na stabilno$¢ powierzchni podczas dalszych
modyfikacji nanoczastek, w kolejnych etapach badan wykorzystano wylacznie nanoczastki

SPION/CCh.

Kolejny etap pracy doktorskiej dotyczyt badan nad nanoczastkami do magnetycznego
wychwytu  krazacych komorek nowotworowych. SPION/CCh zostaly najpierw
zmodyfikowane przez wprowadzenie aktywnych grup tosylowych na ich powierzchnig.
Nastepnie przy uzyciu tych grup przylaczano przeciwciata przeciw N-kadherynie, przeciw
P-kadherynie i przeciw PSMA. Tak jak poprzednio, wykonano analizy fizykochemiczne
(DLS/ELS, ATR-FTIR) oraz badania magnetometryczne. Ponadto, zbadano morfologi¢
nanoczastek za pomoca mikroskopii AFM 1 okre$lono ilo$¢ przylaczonych przeciwciat.
Badania biologiczne na komorkach raka prostaty obejmowaly: badanie cytotoksycznosci
testami MTT 1 Alamar Blue, analiz¢ aktywno$ci wybranych bialek (Western Blot),
rozmieszczenie nanoczgstek (mikroskopia konfokalna) oraz weryfikacje specyficznosci
otrzymanych nanoczastek za pomoca cytometrii przeptywowej. Przeprowadzono réwniez

analiz¢ specyficzno$ci wigzania przeciwciata przeciw N-kadherynie z komoérkami PC-3



1 DU 145 za pomocg mikroskopii AFM. Wykonane syntezy i badania pozwolity na otrzymanie
i scharakteryzowanie 3 rodzajow nanoczastek do selektywnego wychwytu komoérek
nowotworowych PC-3, DU 145 i LNCaP. Pomimo obecno$ci przeciwciatl na powierzchni,
nanoczastki SPION/CCh/N-cad, SPION/CCh/P-cad i SPION/CCh/PSMA miaty niewielkie
rozmiary (okoto 220 nm) 1 zachowywaly stabilno$¢ koloidalng oraz wlasciwosci
superparamagnetyczne. Testy biologiczne potwierdzity rowniez, ze otrzymane nanoczastki nie
sa cytotoksyczne i wigzg sie selektywnie z wybranymi komoérkami nowotworowymi.
Przeprowadzony jako ostatni eksperyment magnetycznego wychwytu komorek potwierdzit

zatozony cel pracy doktorskiej, czyli skuteczny wychwyt komorek raka prostaty.

Ostatnia cze§¢ pracy poswigcono teranostycznym nanoczastkom do zastosowania
w nowoczesnych terapiach przeciwnowotworowych. W pierwszym etapie leki cytostatyczne:
metotreksat (MTX) lub doksorubicyna (DOX) zostaly przytaczone do powierzchni nanoczastek
uprzednio zmodyfikowanych grupami tosylowymi (SPION/CCh/Ts) z wykorzystaniem
EDC/NHS. Nastgpnie przeciwciato przeciw c-Myc zostato przytaczone do SPION/CCh/MTX
1 SPION/CCh/DOX poprzez aktywne grupy tosylowe. Tak jak poprzednio, analiz¢ rozpoczeto
od scharakteryzowania wlasciwos$ci fizykochemicznych (rozmiaru, potencjatu zeta, struktury
krystalicznej oraz potwierdzenia udanych modyfikacji powierzchni) otrzymanych nanoczastek.
Nastepnie, wyznaczono ilo$¢ przytaczonych lekow oraz wykonano ich profile uwalniania za
pomoca chromatografii HPLC (MTX) lub spektrofluorymetrii (DOX). Badania biologiczne
wykonane zostaty na komoérkach PC-3 1 DU 145 i obejmowaty: test cytotoksycznosci MTT,
obrazowanie rozktadu nanoczastek pod wplywem zewngtrznego pola magnetycznego oraz
rozktadu przeciwciatl we wnetrzu komorek przy uzyciu mikroskopu konfokalnego. Jednoczesne
zastosowanie tosylowania powierzchni i zwigzkoéw sprzegajacych EDC i NHS pozwolito na
uzyskanie teranostycznych nanoczastek SPION/CCh/MTX/c-Myc i SPION/CCh/DOX/c-Myec.
Przytaczenie lekow cytostatycznych 1 przeciwcial zostalo potwierdzone za pomoca
spektroskopii  XRD 1 spektroskopii ATR-FTIR. Potwierdzono réwniez przedtuzone,
kontrolowane uwalnianie lekoéw. Wstepne badania biologiczne wykazaty, Zze nanoczastki
wykazuja nieco wyzsza cytotoksyczno$¢ w pordwnaniu z wolnymi lekami, co jest obiecujacym
efektem w kontek$cie ich zastosowania w terapiach przeciwnowotworowych. Ponadto
potwierdzono mozliwo$¢ magnetycznego nakierowywania SPION/CCh/MTX/c-Myc
i SPION/CCh/DOX/c-Myc do komorek i skutecznego dostarczania przeciwciata przeciw

c-Myc do wngtrza komorki, co byto kolejnym zatozeniem przeprowadzonych badan.



