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1. Prezentacja informacji ogélnych.

Imie i nazwisko: Elzbieta Urszula Stolarczyk (nazwisko panienskie Satamaj).

Podsumowanie przebiegu pracy naukowo-badawczej:
W 2000 r. uzyskatam tytut magistra, w 2009 r. tytut doktora nauk farmaceutycznych.
0Od 09.2000 r. do 06.2020 r. zatrudniona bytam w Instytucie Farmaceutycznym, specjalnosc:
chemia analityczna, spektrometria mas, chromatografia gazowa, nanotechnologia.
Od 2009 r. zatrudniona bytam na stanowisku adiunkta w Pracowni Chromatografii Gazowe;j.
Bratam udziat w projektach badawczych syntez substancji czynnych, ktérych celem byto
opracowanie technologii. Jako referent analityczny nadzorowatam oraz opracowywatam
metody z zastosowaniem technik chromatografii cieczowej sprzezonej ze spekirometrig mas
(LC-MS/MS) oraz chromatografii gazowej (GC-FID, GC-HS, GC-MS). Prowadzitam réwniez
badania podstawowe w zakresie zaprojektowania selektywnych nosnikéow lekéw substancji
przeciwzapalnych, przeciwnowotworowych i syntezy materiatéw kompozytowych ztozonych
z nanoczgstek ztota i substancji czynnych. Celem mojej pracy byta charakterystyka
fizykochemiczna nowych koniugatéw oraz okreslenie mechanizméw oddziatywar poprzez
opracowaniu odpowiedniej metodologii analitycznej.
Od 06.2020 r. do obecnie, pracuje na stanowisku gtéwnego specjalisty w Zespole Analityki
Badawczej, w Zaktadzie Analitycznym, w Departamencie Badawczym w tukasiewicz —
Instytut Chemii Przemystowej. Do gtéwnych moich obowigzkéw nalezy opracowywanie
metod i wykonywanie analiz identyfikacji zanieczyszczen organicznych w substancjach
czynnych, w tym réwniez zanieczyszczen genotoksycznych w projektach realizowanych
w Instytucie i na zlecenia zewnetrzne, przygotowywanie sprawozdan dotyczacych badania
pozostatosci rozpuszczalnikéw i lotnych substancji organicznych, przygotowywanie planow
i raportéw z walidacji metod analitycznych. Jestem specjalistg w zakresie analiz technikami
GC-FID, GC-FID (HS), GC-MS, LC-MS/MS, ICP-MS. Kontynuuje réwniez prace zwigzane
z syntezg i charakterystykg selektywnych nosnikdw substancji czynnych. M@j dorobek
obejmuje:
e 34 publikacje, w tym 17 z ostatnich 5 lat, w 23 publikacjach jestem pierwszym autorem
i/lub autorem korespondencyjnym
e 3 zgtoszenia patentowe/patenty
e 39 streszczen z prezentowanych doniesien na konferencjach naukowych
e Udziat w grantach i kontraktach przemystowych:
lider, referent analityczny lub wykonawca prac analitycznych w projektach/grantach:
Projekty UE (2), POIG (15), INNOTECH (3), INNOMED (2), NCN (2), Inicjatywa
Technologiczna (6), projekty przemystowe (12)
e sumaryczny impact factor, zgodnie z rokiem opublikowania, wynosi 59,605, tgczna
punktacja MEiN: 1476
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e indeks Hirscha (h) wedtug bazy Scopus: 6

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu
nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

07.2000r. Stopien magistra chemii.
Prace magisterska pt.: »Zastosowanie kolumn  porfirynowych
do chromatografii aniondw” wykonatam pod kierunkiem prof. dr hab.
Krystyny Pyrzyriskiej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego
w Pracowni Analizy Przeptywowej i Chromatografii kierowanej przez
prof. dr hab. Marka Trojanowicza.

12.2009r.  Stopien doktora nauk farmaceutycznych.
Rozprawe doktorskg pt.: ,Opracowanie metod oznaczania profilu
zanieczyszczenn  substancji  farmaceutycznych latanoprost | kwetiapina
z zastosowaniem chromatografii i spektrometrii  mas” wykonatam
pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Kutnera w Instytucie Farmaceutycznym
w Warszawie i obronitam na Wydziale Farmaceutycznym Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
lub artystycznych.

e 07.1998 r. — zatrudniona na umowe zlecenie na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego — opracowanie metody specjacyjnego oznaczania zelaza w wodach
naturalnych.

e 09.2000 r. — 01.2001 r. — zatrudniona w Instytucie Farmaceutycznym w Warszawie
na stanowisku specjalisty inzynieryjno — technicznego, miejsce pracy: Zaktad Kontroli
Jakosci i Analityki Badawczej.

e (01.2001 r. - 02.2007 r. — zatrudniona w Instytucie Farmaceutycznym w Warszawie
na stanowisku asystenta, miejsce pracy: Zaktad Kontroli Jakosci i Analityki Badawcze;j.

e (02.2007 r. — 12.2009 r. - zatrudniona w Instytucie Farmaceutycznym w Warszawie
na stanowisku asystenta, miejsce pracy: Pracownia Chromatografii Gazowej, Zaktad
Analityki Badawczej, Laboratorium Badan Strukturalnych Wydziatu Chemii UW
(LBS-UW).

e (01.2010 r. — 05.2020 r. - zatrudniona w Instytucie Farmaceutycznym na stanowisku
adiunkta, miejsce pracy: Pracownia Chromatografii Gazowej, Zaktad Analityki Badawcze;j.
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e 05.2020 r. — do obecnie - zatrudniona w Sie¢ Badawcza tukasiewicz - Instytut Chemii
Przemystowej, w Zaktadzie Analitycznym, w Zespole Analityki Badawczej na stanowisku
gtownego specjalisty, miejsce pracy: Laboratorium Chromatografii Gazowe;j,
Laboratorium Spektrometrii Mas.

4. Oméwienie osiggnieé, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6in. zm).

4.A. Tytut osiggniecia naukowego:
Osiggniecie naukowe stanowi cykl powigzanych publikacji naukowych pod wspdlnym
tytutem:

Synteza, charakterystyka oraz badanie oddziatywan substancji
farmaceutycznych z dwuwymiarowg i tréjwymiarowa powierzchnia ztota
do zastosowan biomedycznych.

4.B. Wykaz publikacji wchodzacych w skiad osiggnigcia naukowego.

Monotematyczny cykl osiggniecia naukowego obejmuje szes$¢ oryginalnych publikacji
z lat 2017-2021, w ktérych jestem pierwszym i gtéwnym autorem publikacji, a w pieciu
jestem rowniez autorem korespondencyjnym. tgczna warto$¢ wspofczynnika oddziatywania
publikacji (IF) wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego wynosi 26,799,
a taczna liczba punktéw MEIN wynosi 380. Sredni IF na publikacje wynosi 4,466.
Wspétczynnik IF i liczba punktéw MEIN sg wpisane z roku ukazania sie publikacji.

* autor korespondencyjny
A publikacje bez udziatu pracownika z tytutem profesora lub dr hab. z roku ukazania sie publikacji.

Lp. Publikacja IF MEIN

H1. E. U. Stolarczyk*", K. Stolarczyk, M. taszcz, M. Kubiszewski, 3,466 35
W. Maruszak, W. Olejarz, D. Bryk, Synthesis and characterization
of genistein conjugated with gold nanoparticles and the study
of their cytotoxic properties, European Journal of Pharmaceutical
Sciences, 96 (2017) 176: https://doi.org/10.1016/j.ejps.2016.09.019

H2. E. U. Stolarczyk*, K. Stolarczyk, M. taszcz, M. Kubiszewski, A. Le$, 3,466 35
0. Michalak, Pemetrexed conjugated with gold nanoparticles —
Synthesis, characterization and a study of noncovalent interactions,
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H3.

H4.

H5.

He.

European Journal of Pharmaceutical Sciences 109 (2017) 13:
10.1016/].ejps.2017.07.011

E.U. Stolarczyk*, M. taszcz, A. Les, M. Kubiszewski, K. Kuziak,
K. Sidoryk, K. Stolarczyk, Design and Molecular Modeling

of Abiraterone-Functionalized Gold Nanoparticles, Nanomaterials,
8(9) (2018) 641: https://doi.org/10.3390/nano8090641

E.U. Stolarczyk”, K. Sidoryk, M. Cybulski, M. Kubiszewski,
K. Stolarczyk*, Design of Therapeutic Self-assembled Monolayers
of Thiolated Abiraterone, Nanomaterials 8(12) (2018) 1018:
https://doi.org/10.3390/nan08121018

E.U. Stolarczyk*, A. Le$, M. taszcz, M. Kubiszewski, W. Strzempek,
E. Menaszek, M. Fussaro, K. Sidoryk, K. Stolarczyk, The ligand
exchange of citrates to thioabiraterone on gold nanoparticles
for prostate cancer therapy, International Journal of Pharmaceutics
583 (2020) 119319: DOI: 10.1016/j.ijpharm.2020.119319

E.U. Stolarczyk®, W. Strzempek, M. taszcz, A. Les, E. Menaszek,
K. Sidoryk, K. Stolarczyk, Anti-Cancer and Electrochemical Properties
of Thiogenistein—New Biologically Active Compound, International
Journal of  Molecular Sciences 22 (2021) 8783:
https://doi.org/10.3390/ijms22168783

4,034

4,034

5,875

5,924

35

35

100

140
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Sredni Impact Factor na publikacje wynosi: 4,466

26,799

380

4.C. Omdwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z omdéwieniem

ich ewentualnego wykorzystania.

Wprowadzenie

Nowotwory nalezg do gtdwnych chordb, ktére sg przyczyng zgondw na catym swiecie.

W 2018 r. odnotowano 18,1 min nowych przypadkéw i 9,5 min zgondw z powodu raka.

Wedtug raportu National Cancer Institute (NCI) [1], szacuje sig, ze do 2040 r. liczba nowych

przypadkéw odnotowanych w ciggu roku wzrosnie do 29,5 min, a liczba zgonéw z powodu

raka do 16,4 min. Przewiduje sie wiec, ze liczba pacjentéw onkologicznych bedzie rosta,

poniewaz coraz wiecej spoteczenstw Swiata starzeje sie, wzrasta takze ekspozycja na czynniki
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mutagenne i rakotwdrcze, zmieniajgce nawyki Zzywieniowe, zachowania spoteczno-kulturowe
(np. brak aktywnosci fizycznej, palenie tytoniu i inne uzywki) oraz szybka industrializacja.

Leczenie choréb nowotworowych jest procesem dtugotrwatym, dlatego tak istotnym
czynnikiem jest odpowiedni dobér terapii. Oprécz zabiegdéw chirurgicznych i radioterapii,
gtébwng pozycje w leczeniu nowotworéw zajmuje chemioterapia z zastosowaniem
niskoczagsteczkowych cytostatykdw. Ich dziatanie jest jednak ograniczone poprzez kroétki
okres pottrwania, matg selektywnosé i liczne dziatania uboczne (m. in. uszkodzenie zdrowych
komoérek, wypadanie wtosdéw, ostabienie odpornosci organizmu). Dlatego terapia
przeciwnowotworowa poddawana jest ciggltym modyfikacjom, a poszukiwanie nowych
terapii stato sie odpowiedzig na konieczno$¢ rdznicowania leczenia, kontroli objawéw
ubocznych, kontroli czasu do wystgpienia progresji choroby, a przede wszystkim zwiekszenia
czasu przezycia [2]. Wyniki tych badan wskazujg, ze uzasadnione jest poszukiwanie lekow
o mniejszej toksycznosci oraz przede wszystkim lekdéw ograniczajgcych swoje dziafanie
do ogniska nowotworowego (tzw. leki celowane). Z jednej strony czytamy o poszukiwaniu
nowych lekéw przeciwnowotworowych, o syntezie nowych analogédw o zwigkszonej
cytotoksycznosci, a z drugiej strony styszymy o niewielkiej efektywnosci tych prac, ktére
weryfikujg badania kliniczne. Konsekwencja tego jest brak nowych, wysoce wydajnych lekéw
przeciwnowotworowych, czego efektem jest opornos¢ wielolekowa i opornos¢ komorek
nowotworowych na dobrze znane leki.

Juz w 1891 r. Paul Ehrlich podat wstepng definicje dostarczania lekdw, wg ktérej , leki
majg by¢ transportowane w odpowiednim stezeniu do odpowiedniego miejsca
i w odpowiednim czasie”. Od tego czasu duzo sie zmienito, ale nadal wazne i naglgce jest
opracowanie efektywnych strategii leczenia opartych na wielofunkcyjnych nosnikach
umozliwiajgcych ukierunkowane dostarczania chemioterapeutykéw. Gtéwne zalety
stosowania no$nikow lekow zwigzane sg wiec z wiekszg precyzjg w leczeniu i dostarczaniu
lekow (zwiekszenie dostaw do komodrek docelowych), z mniejszg toksycznoscig,
a jednoczesnie wiekszg efektywnoscig leczenia (zmniejszenie toksycznego oddziatywania
uwalnianego leku na organy i tkanki nie biorgce udziat w leczeniu). Aktualne badania
potwierdzajg, ze obiecujagcym podejsciem w tym kierunku jest zastosowanie nanoczgstek
ztota jako nosnikow lekéw, ktére moga zwigkszac¢ selektywnosé oraz skutecznosc lekow.
Ich ogromny potencjat wigze sie z szerokg mozliwoscig modyfikacji powierzchni, rozmiaru
i ksztattu. Dodatkowo, zdolno$¢ pochtaniania i rozpraszania promieniowania
elektromagnetycznego takiego uktadu moie zosta¢ wykorzystana réwniez w terapii
fototermicznej, co moze by¢ podstawg innowacyjnych terapii [3, 4].

Metaliczne ztoto ma catkowicie zapetniong podpowioke 5d w strukturze
elektronowej oraz wzglednie wysoka energig jonizacji (9,22 eV) i jako metal szlachetny ma
niewielkie zastosowanie katalityczne. W odréznieniu od metalicznego ztota, nanoczastki
ztota wykazujg duzg aktywnos$¢ katalityczng. Wiasciwosdci ich zalezg od proceséw
zachodzgcych na powierzchni, gdzie stosunek powierzchni do objetosci jest znaczny, a wiec
odwrotnie niz w przypadku materiatu objetosciowego (metaliczne ztoto), dla ktérego

7
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parametry fizyczne sg zawsze zdominowane przez wtasciwosci makroskopowe materiatu.
Skutkiem zmniejszania rozmiaréw do skali nano jest znaczne zwigkszenie powierzchni
wtasciwej granic ziaren w jednostce objetosci. Bardziej rozwinieta powierzchnia ma znaczacy
wptyw m.in. na reaktywnos¢ materiatéw, wiasciwosci adsorpcyjne, aktywnos¢ biologiczng,
co moze by¢ wykorzystane w leczeniu choréb nowotworowych i choréb wywotanych przez
drobnoustroje chorobotwércze. Duze znaczenie ma réwniez rozktad wielkosci
nanokrystalitéw, dlatego czgstki te, w poréwnaniu do wiekszych struktur, majg nie tylko
odmienne ale i czesto korzystniejsze wtasciwosci fizyczne, chemiczne, elektryczne,
mechaniczne i optyczne. Czynniki te wptywajg réwniez na unikalne witasciwosci biologiczne
nieorganicznych nanoczgstek i kombinacje nieorganicznych nanoczastek z organicznymi
substancjami w formie hybryd.

Od ksztattu i rozmiaru zalezg réwniez wtasciwosci optyczne i elektryczne nanoczgstek
ztota. Nanoczgstki ztota pochtaniajg promieniowanie z szerokiego zakresu, zas emitujg
promieniowanie, ktére jest $cisSle zalezne od srednicy nanoczastki. Widma absorpcji
nanokrysztatow metali wystepujg w zakresie widzialnym i sg zdominowane przez pasma
plasmonu (SPR - zjawisko rezonansu plazmonu powierzchniowego). Absorpcja ta wystepuje
z powodu wspdtwzbudzenia gazu elektronowego powierzchniowych atoméw i jest
charakterystyczna dla nanokrysztatéw metali o odpowiednich rozmiarach. Obserwowane
pasmo odpowiada przerwie energetycznej pomiedzy pasmem walencyjnym, a pasmem
przewodnictwa. Roztwory monodyspersyjnych nanoczastek ztota majg zatem barwe zalezng
od ich $rednicy. Badania spektroskopowe pokazaty, ze w widmie nanoczastek ztota
o $rednicy od 5 do 50 nm obserwuje sie pasmo absorpcji przy okoto 520 nm, ktore nie jest
obserwowane ani dla objetosciowej fazy ztota, ani dla nanoczastek ztota o $rednicy ponizej
5 nm [5, 6]. Pasmo SPB dostarcza informacji na temat struktury elektronowej nanoczgstek.
Opisywane zjawisko zostato wyjasnione w 1908 roku przez Mie [7]. Na pofozenie tego
pasma, jego szerokos¢ i intensywnos$¢ w widmie absorpcyjnym maja wptyw srednica, ksztatt
nanoczastki, wtasciwosci zwigzkéw zaadsorbowanych na nanoczgsice, stezenie nanoczastek,
stata dielektryczna rozpuszczalnika i temperatura [6, 8, 9]. Pasmo SPB czesto
wykorzystywane jest do optymalizacji syntezy nanoczastek ztota z ligandami.

Nanoczgstki ztota wykazujg tunelowanie pojedynczego elektronu, zwane czesto
blokadg kulombowskg lub schodkami Coulomba. Zjawisko to moze by¢ wykorzystywane
do konstrukcji tranzystorow, przetgcznikow, biosensoréow i katalizatoréow. Ponadto
nanoczastki ztota zachowuja sie jak molekuty redoks. Wysokos¢ pikéw pradowych
jest okreslona przez przeniesienie elektronu lub dyfuzje nanoczgstek ztota do elektrody,
natomiast pojemnos$é warstwy podwdjnej nanoczastek ztota zalezy od ich rozmiaréw.
Zaobserwowano ponadto, ze liczba wystepujacych stanéw redoks jest zalezna od zakresu
potencjatéw, a dodatkowe piki mogg sie tworzy¢ w wyniku zmiany np. temperatury. Do zalet
nanoczgstek ztota nalezy rdéwniez wystepowanie efektu wzmocnionej przepuszczalnosci
i retencji (EPR).
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Nanoczastki ztota wykazujg wiec wyrazny efekt powierzchniowy, makroskopowy
efekt tunelowania kwantowego i pasmo SPR. Cechy te sprawiajg, ze sg one ciekawym
materiatem do zastosowan w réznych dziedzinach, réwniez biomedycznych, obejmujgcych
biodetekcje, obrazowanie molekularne, farmacje. W obszarze biomedycznym mogg stuzyé
jako testy biodiagnostyczne np. raka, HIV-AIDS i innych choréb, réwniez jako testy cigzowe,
sztuczne przeciwciata, do wzmacniania radioterapii raka w obrazowaniu tomografii
komputerowej. Mogg by¢ zastosowane rowniez w celu utatwienia skutecznego dostarczania
stabo rozpuszczalnych lekéw, jako sondy do obrazowania fluorescencyjnego, czy jako srodki
kontrastowe (rycina 1) [10-12].

Application of AuNPs in the
biomedical fields

« biodiagnostic assays of cancer, =, Sensing
HIV-AIDS, and other diseases \gy g
* pregnhancy tests ‘&
+ artificial antibodies
+ enhanced cancer radiation therapy ’\1 //
+ improved imaging contrast in diagnostic Imaging &5 o o .
CT scans . % 2

+ facilitating the efficient delivery

of poorly soluble drugs o % =
+ fluorescence imaging probes S5l

+ therapeutic approaches including: Delivery
drug and gene delivery vehicles, diagnostic tools, imaging agents in
therapy, and biomarkers in the field of pharmacy

« contrast agents (multivalency) \

R. Arvizo, R, Bhattacharya, P. Mukherjee, Expert Opin Drug Deliv. 7 (2010) 753-763, A, Kumar, X. Zhang, X-J. Liang, Biotechnol, Adv. 31
(2013) 593-606, Y-Ch. Yeh, B. Creran, V.M. Rotello, Nanoscale 4 (2012) 1871-1880, E.C Dreaden, L.A Austin, M.A Mackey, M.A El-Sayed,
Ther Deliv. 3 (2012) 457-478.

Rycina 1. Biomedyczne zastosowania nanoczgstek ztota [13].

Nanoczgstki ztota jako nosniki lekéw tatwo moga by¢ funkcjonalizowane
(dekorowane) przez réoinego rodzaju biomolekuty tj. leki, geny czy tez celowane ligandy.
Mogg by¢ rowniez stosowane w fototerapii z zastosowaniem promieniowania
elektromagnetycznego w terapii przeciwnowotworowej (rycina 2). Nanoczagstki ztota
sg biokompatybilne, wiec mogg miec bardzo szerokie zastosowanie w medycynie. Jednakze
czynnikiem, ktory znaczgco wptywa na wykorzystanie nanoczgstek w medycynie jest
stabilnos¢ czagsteczki i odporno$¢ na czynniki srodowiskowe. Dlatego tak istotng role
odgrywa stabilizacja powierzchni nanoczgstek. Wigze sie z nig dobdr odpowiednich
ligandoéw, nietoksycznych dla komodrek organizmu, ktére jednoczesnie zabezpieczatyby
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metaliczne rdzenie czgstek przed utlenianiem i umozliwiaty dotgczanie okreslonych molekut
funkcyjnych.

Functionalized AuNPs in cancer
therapies and diagnosis

7
A VW photothermal therapy
ej - electromagnetic radiation

drug delivery

- antioxidants

- biomolecules

- anticancer drugs

targeting moiety
- antibody, peptide

- molecularimaging

5.C. Coelho, M. Rangel, M. C. Pereira, M. A. N. Coelho, G. Ivanova, Phys.Chem.Chem.Phys,, 2015, 17, 18971

Rycina 2. Funkcjonalizowanie nanoczastek ztota w diagnostyce i terapii [14].

Nanoczgstki ztota w pofaczeniu z substancjami czynnymi (API, ang. Active
Pharmaceutical Ingedient) sg stosowane w celach diagnostycznych i terapeutycznych.
W szczegdlnosci przedmiotem zainteresowania sg obecnie terapie przeciwnowotworowe
i przeciwzapalne, ktére bazujg na ukierunkowanym dostarczaniu potgczen nanoczastka ztota
- substancja czynna, do komoérek rakowych. Specyficznos$¢ dziatania tych potaczen zwieksza
sie, stosujgc oprocz substancji czynnej, przeciwciata lub inne czynniki wektorowe,
zapewniajgce dostarczenie leku w pozgdane miejsce. Oprécz potgczen nanoczgstka ztota —
API realizowane poprzez rézne rodzaje ligandéw, znane sg rowniez potgczenia bezposdrednie
(np. za pomocy grup tiolowych lub disiarczkéw), co obrazowo przedstawiono na rycinie 3.
Przytagczenie ligandu do nanoczastek ziota odbywa sie na dwa sposoby: poprzez
oddziatywania kowalencyjne i niekowalencyjne (adsorpcje, oddziatywania elektrostatyczne,
van der Waalsa, hydrofobowe, putapkowanie). Najbardziej efektywne s3g pofgczenia
kowalencyjne ze wzgledu na wysoka stabilnos¢ i odtwarzalnos$¢ potaczen. Moina wtedy
precyzyjnie kontrolowa¢ gesto$¢ upakowania i ulozenie czasteczek zwigzanych
z powierzchnig nosnika. Efektywno$¢ wigzania kowalencyjnego leku do ligandu uzalezniona
jest od umiejscowienia i rodzaju grup funkcyjnych na powierzchni ligandu oraz od ilosci
dostepnych miejsc na nosniku. Najczesciej stosowane sg wigzania amidowe oraz estrowe.
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AuNPs in drug delivery
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Rycina 3. Nanoczgstki ztota w dostarczaniu substancji farmaceutycznych [15].

Synteza nanoczgstek ztota moze by¢ ukierunkowana na rézny rozmiar, albo na réing
modyfikacje powierzchni (rycina 4). W literaturze opisano wiele sposobéw wytwarzania
nanoczgstkek ztota [16, 17] wykorzystujgce metody biologiczne, fizyczne, mechaniczne
i metody chemiczne np. synteze w roztworze przy zastosowaniu odpowiednich zwigzkow
o wtasciwosciach redukujgcych i stabilizujgcych. Synteza nanoczgstek ztota polega najczesciej
na redukcji jonéw ztota w obecnosci stabilizatora. Prekursorem do tworzenia nanoczgstek
ztota jest gtéwnie kwas tetrachloroztotowy (HAuCly), ale czesto stosuje sie réwniez chlorek
trifenylofosfiny ztota. Najczesciej stosowane stabilizatory to karboksylany, aminy, tiole,
polimery, fosfiny, DNA, przeciwciata, peptydy, surowica bydleca, fosfolipidy, apolipoproteiny
itp. Czesto stosowane reduktory to cytryniany, kwas askorbinowy, borowodorki, diborany,
czy tez ostatnio opisany przez Perraulta i wspétpracownikéw, hydrochinon [18]. Nanoczgstki
ztota mogag by¢ stabilizowane zwigzkami fizycznie lub chemicznie zaadsorbowanymi
na powierzchni. W takim uktadzie wyrdznia sie rdzen nanoczastki i warstwe substancji
stabilizujgcej, ktéra zapobiega agregacji. W przypadku fizycznej adsorpcji czgsteczki
adsorbatu, np. cytryniany ujemnie natadowane, oddziatujg elektrostatycznie z powierzchnig
rdzenia nanoczgstki, zobojetniajac jej dodatni fadunek. W przypadku chemicznej modyfikacji,
czasteczki adsorbatu, np. zwiazki organotiolowe, sg potagczone wigzaniem kowalencyjnym
z rdzeniem nanoczgstki ,,Au-S”. Nanoczastki ztota modyfikowane zwigzkami organotiolowymi
wykazujg wiekszg stabilno$¢ i trwatos¢ w roztworze niz nanoczagstki z fizycznie
zaadsorbowang monowarstwg. Podczas tworzenia nanoczgstek, czgsteczki stabilizatora
adsorbujg sie na powierzchni rdzenia hamujgc dalszy wzrost nanoczgstek, a takze modyfikuja
ich powierzchnie nadajgc im odpowiednie wiasciwosci. Mozliwe jest wizualne
zaobserwowanie zachodzgcych reakcji wskazujgcych na tworzenie nanoczgstek ztota poprzez
obserwacje zmian koloru. W trakcie syntezy mozina kontrolowac¢ powstawanie czastek
o réznym ksztatcie np. kulistym, w ksztatcie preta i w wielu innych. Natomiast wielkos¢
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powstajgcych nanoczgstek mozina kontrolowaé nie tylko podczas syntezy ale réwniez
podczas funkcjonalizacji powierzchni réznymi grupami. W wyniku syntezy mozliwe jest
otrzymanie prébek monodyspersyjnych lub polidyspersyjnych nanoczgstek zfota. Przy czym
do badan biomedycznych najbardziej pozgdane sg nanoczagstki monodyspersyjne, o jak
najbardziej zblizonych rozmiarach. Monodyspersyjne nanoczgstki ztota mozina otrzymaé
na kilka sposobéw: m.in. stosujgc podczas syntezy odpowiedni stosunek molowy
modyfikatora, reduktora, soli ztota, jak rowniez sterujgc odpowiednia szybkoscig dodawania
reduktora, czy temperaturg prowadzenia syntezy. Im wieksza jest szybkos¢ reakcji lub
stezenie srodka stabilizujgcego, tym mniejsze powstajg nanoczgstki.

Synthesis of AuNPs

[ with different sizes ] [wi‘rh differnt surface modifica’ri'ons]
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bacterie, in furgl,
with e :
plants

Chemical methods: reduction of HAuCl;, chemical vapor
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Rycina 4. Metody syntezy nanoczastek ztota.

Bardzo popularng metodg syntezy nanoczagstek ztota, opisang w literaturze, jest
metoda, w ktdrej wodng mieszanine soli ztota i cytryniandw ogrzewa sie do temperatury
okoto 100°C. Zostata ona po raz pierwszy zastosowana przez Turkevicha w 1951 roku [19, 20].
W wyniku tej syntezy otrzymuje sie nanoczastki ztota modyfikowane cytrynianami, ktore
stabilizujg rdzen nanoczastki ztota oddziatujgc elektrostatycznie z dodatnio natadowanym
rdzeniem. Modyfikacje tej metody wprowadzit Navarro [21], poprzez dodatek
acetyloacetonianu sodu, ktéry umozliwia kompleksowanie i redukcje jonow Au®* do Au’.
Nastepnie przeprowadzana jest redukcja cytrynianem sodu do obojetnych atoméw ziota.
Metoda ta umozliwia maksymalng kontrole struktury nanoczgstek. Powszechnie znang
metodg jest rowniez jednofazowa i dwufazowa synteza, opisane jako metoda Brusta
i Schriffina [22, 23]. Natomiast publikacja z 2010 roku opisuje metode bez czynnika
stabilizujgcego, z redukcjg borowodorkiem sodu, znang jako metoda Martina [24].

Oprocz prac prowadzonych na nanoczastkach ztota — obiektach tréjwymiarowych 3D,
naukowcy dla poréwnania prowadzg badania na ptaskich elektrodach ztotych — obiektach
dwuwymiarowych 2D. Pokrycie elektrody monomolekularng warstwg APl otrzymang
na drodze samoorganizacji (ang. Self - Assembled Monolayers (SAMs)) umozliwia badanie
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procesow zachodzgcych pomiedzy czgsteczkami API, oraz otrzymanie terapeutycznej
monowarstwy (TSAMs). Monowarstwy tego typu powstajg przez spontaniczng adsorpcje
czasteczek z roztworu. Cienkie warstwy czgsteczek tworzg sie na drodze samoorganizacji
i wykazujg okreslone funkcje chemiczne np. wigzg sie specyficznie z powierzchnig lub innymi
zwigzkami zakotwiczonymi juz na podtozu. Szczegdlnie istotne sg badania nad zwigzkami
tiolowymi, gdyz wykazujg one wysokie powinowactwo do powierzchni metali. Czgsteczki
tiozwigzkéw wigzg sie z powierzchnig zlota dzieki specyficznemu oddziatywaniu siarki
z atomami ztota, co potwierdzone zostato za pomocg widm uzyskanych technika
spektroskopii fotoelektrondw (XPS) [25]. Oprdcz chemisorpcji, na trwatos¢ zaadsorbowanych
warstw, majg wptyw oddziatywania van der Waalsa wystepujgce pomiedzy taricuchami
tiozwigzkéw. Energia tych oddzialywan rosnie ze wzrostem liczby grup metylenowych
w tancuchu alkilowym, dlatego wzrost uporzagdkowania monowarstwy wigze sie ze wzrostem
dtugosci taricucha alkilowego. Na uporzadkowanie monowarstwy ma réwniez wpltyw
obecnos¢ dodatkowych grup funkcyjnych wystepujacych w czasteczce tiozwigzku.
W zaleznosci od charakteru grupy, moze ona wptywac porzadkujgco lub destabilizujgco
na uporzadkowanie monowarstwy, dlatego dobdr odpowiednich parametréw adsorpcji
pozwala na przygotowanie monowarstw dobrze zorganizowanych. Stosowane w hadaniach
tiozwigzki posiadajg zdolnos$¢ do tworzenia trwatych, Scisle upakowanych monowarstw
o okreslonym sktadzie, grubodci i strukturze. Dobrze zdefiniowane monowarstwy
na podtozach statych pozwalajg wiec na modelowanie i badanie proceséw zachodzgcych
na granicy faz, jak rowniez na badanie oddziatywan pomiedzy réinymi czgsteczkami
w monowarstwie. Tiozwigzki mogg by¢ stosowane réwniez do badania transportu
elektrondw, charakteryzujg sie duzg trwatoscig, a elektroda pozostaje zablokowana
w szerokim zakresie potencjatéw. Przy odpowiednio ujemnym potencjale nastepuje
desorpcja monowarstwy, a utlenienie ztota przesuniete jest do bardziej dodatnich
potencjatéw w porownaniu z elekiroda, ktéra nie zostata pokryta monowarstwa. Badania
wtasciwosci powierzchni pokrytych substancjami czynnymi zmierzajag do zastosowania
odpowiednio zaprojektowanych warstw molekularnych do zastosowarn biomedycznych.
Dodatkowo przytaczenie nanoczgstek ziota, ktére tatwo adsorbujg sie (fizycznie
lub chemicznie) na modyfikowanych tiozwigzkami powierzchniach metali np. platyny, srebra
czy tez wiasnie ztota, tworzac agregaty, monowarstwy i wielowarstwy nanoczatek, pozwala
poszerzy¢ zakres zastosowarn biomedycznych. Specyficzng wtasnoscig nanoczastek ztota
modyfikowanych monowarstwa organiczng jest ich zdolnos¢ do gromadzenia tadunku, przez
co sg rowniez materiatem uzytecznym w katalizie proceséw elektrodowych, a monowarstwy
SAMs na ztocie i tytanie sg wykorzystywane w ukierunkowanym dostarczaniu lekéw [26].
Badania wykazuja, Zze monowarstwy mogg by¢ stosowane jako alternatywny system
dostarczania lekow ze stentow wiericowych i innych implantow metalowych.
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Cel pracy

Badania w mojej pracy naukowej skoncentrowatam na rozwijajgcym sie w farmacji
kierunku celowanego transportu lekéw przeciwnowotworowych i przeciwzapalnych
z wykorzystaniem nosnikdw jakimi sg nanoczastki ztota. Celem mojej pracy byto
zaprojektowanie i synteza selektywnych nosnikow substancji farmaceutycznych
z wykorzystaniem nanoczgstek ztota (AuNPs) oraz powierzchni ptaskich ztota
modyfikowanych wybranymi substancjami czynnymi (APl), ktére majg wtasciwosci
przeciwnowotworowe i/lub przeciwutleniajgce: z genisteing (GE) [H1], pemetreksedem (PE)
[H2], abirateronem (AB) [H3], tioabirateronem (TAB) — nowym analogiem AB [H4, H5],
tiogenisteing (TGE) — nowym analogiem GE [H6].

Wybér substancji farmaceutycznych byt uzasadniony ich zdolnoscia do ulegania
reakcjom redoks. Bardzo pomocne w tym celu byty badania na dwuwymiarowych (2D)
powierzchniach ztotych, opisane w pracach [H4], [H6]. W swoich badaniach zaplanowatam
i wykonatam wielokierunkowe syntezy opierajace sie na bezposrednim przytgczeniu API,
reakcji wymiany lub sprzegania chemicznego przez tacznik. Obszar prac obejmowat réwniez
optymalizacje syntezy i oczyszczania nanokoniugatéw.

Oprécz optymalizacji syntezy nanoczgstek ziota z wybranymi substancjami API,
sposobu ich oczyszczania, koncepcja badan obejmowata charakterystyke fizykochemiczna
nowych analogdéw substancji czynnych i koniugatéw nanoczgstek ziota z substancjami
czynnymi oraz okreslenie mechanizmoéw oddziatywan pomiedzy czasteczkami APl oraz API
i nanoczastkg w tych koniugatach poprzez skorelowanie modelu kwantowego z wynikami
analiz.

Moja koncepcja zaktada badania fizykochemiczne nowych koniugatéw poprzez
okredlenie ich rozmiaréw, stopnia dyspersji, czystosci chemicznej i potwierdzenie
tozsamosci. Do charakterystyki w pierwszej kolejnosci zaproponowatam zastosowanie
spektroskopii UV-Vis, zaréwno do kontroli mieszanin reakcyjnych, badania stabilnosci
i optymalizacji oczyszczania. Do oceny zawartosci substancji czynnej w odciekach
zaproponowatam techniki UV-Vis oraz separacyjne. Do oceny rozmiaru i rozktadu wielkosci
nanoczgstek wybratam technike transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM), technike
dynamicznego rozpraszania $wiatfa (DSL), rentgenowsky dyfrakcje proszkowg (XRPD) oraz
spektrometrie mas sprzezong z plazmg wzbudzong indukcyjnie (ICP-MS). W celu okreslenia
stopnia natadowania otrzymanych koniugatéw zaproponowatam wyznaczenie potencjatu
zeta technikg elektroforetycznego rozpraszania $Swiatta (ELS). Badania elekirochemiczne
wybratam do potwierdzenia obecnos¢ substancji czynnej, okreslenia mechanizmow
utleniania i redukcji, oraz weryfikacji mozliwos$¢ tworzenia sie nanoczgstek. Spektroskopie w
podczerwieni (IR), ramanowska (RS) i magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)
zaproponowatam zaréwno do potwierdzenia tozsamosci jak i badania oddziatywan
w koniugatach w odniesieniu do teoretycznie wyliczconego modelu kwantowego
z wykorzystaniem teorii funkcjonatu gestosci (DFT). Do oceny pokrycia nanoczgstek
substancja czynng zaproponowatam termograwimetrie (TGA), ktorej rezultaty byty konieczne
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do obliczern w badaniach biologicznych oraz do oceny wydajnosci procesu. Dodatkowym
zatozeniem mojej pracy byto modelowanie molekularne, ktére stanowito pomoc,
wzmocnienie i uzupetnienie badan eksperymentalnych.

Petna charakterystyka fizykochemiczna byta niezbedna do otrzymania produktu
wysokiej jakosci, co przektada sie réwniez na otrzymanie wiarygodnych wynikow badan
biologicznych i jednoznaczne okreslenie mechanizméw oddziatywan pomiedzy AuNPs
a substancjami czynnymi, proceséw utleniania i redukcji, ktére sg wazne m.in. z powodu
okreslania uwalniania substancji czynnych czy tez jej oddziatywan w komarkach. Rozwijany
przeze mnie kierunek prac jest odpowiedzig na problemy obecnej terapii nowotworowe;j.
Nowoczesne systemy dostarczania lekéw do leczonego organu na bazie nanoczgstek
umozliwiajg zwiekszenie skutecznosci i specyficznodci leczenia w  pordwnaniu
z zaaplikowaniem samej substancji czynnej leczonemu pacjentowi. Tego typu badania
sg niezwykle wazne z punktu widzenia rozwoju farmacji i mogg przynies¢ znaczny postep
w leczeniu choréb.

W celu oceny praktycznego zastosowanie nowych koniugatéw i analogéw
zaplanowane zostaty wstepne badania biologiczne, opisane w artykutach [H1, H5, H6].

Prowadzone przeze mnie prace byly wielokierunkowe i miaty charakter
multidyscyplinarny.

Omowienie wynikéw badan

H1 (GE, 3D)

Przyktadem bezposredniego wigzania substancji czynnej z nanoczgstkami ztota, jest
potaczenie genisteiny (GE) opisane przeze mnie w omawianej publikacji [H1]. Genisteina
(5,7,4'-trihydroksyizoflawon) zawiera trzy grupy hydroksylowe: jedng w pozycji C4'
w pierscieniu B i dwie w pierscieniu A w pozycjach C5 i C7 tworzac strukture typu
rezorcynolu [27] (rycina 5). Zwigzek ten jest naturalnie wystepujgcym izoflawonoidem,
wykazuje  wiasciwosci  przeciwutleniajgce, antynowotworowe, antymetastatyczne
i antyangiogenne, jego staba rozpuszczalnos¢ ogranicza jednak zastosowania kliniczne [28].
Izoflawonoidy to zwigzki polifenolowe dziatajagce jako czynniki redukujace, ktére moga
réwniez redukowac i stabilizowac¢ nanoczastki ztota (AuNPs).

Rycina 5. Wz6r modelowy czgsteczki genisteiny.

W literaturze nie opisano bezposredniej syntezy genisteiny z nanoczgstkami ztota,
ale pojawity sie wzmianki o wytwarzaniu nanoczastek ziota w potgczeniu z ekstraktami
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roslinnymi bogatymi w genisteine, np. z ekstraktem soi [29]. Tak otrzymane koniugaty
nie zostaly w petni scharakteryzowane i nie potwierdzono tozsamosci substancji czynnej
przytgczonej do takich nanoczastek ztota ani jej ilosci. Patent US 8586096 (zgloszenie
nr US2009 / 0117045A1) [30] przedstawia sposob otrzymywania biokompatybilnych
nanoczgstek ztota poprzez zmieszanie materiatu roslinnego z soi lub soczewicy lub ich
ekstraktow z wodnym roztworem soli ztota umozliwiajgc reakcje tworzenia nanoczastek
ztota, ktdre sg stabilizowane przez silng powtoke pochodzgcg z materiatu roslinnego soi lub
soczewicy lub ich reaktywnych ekstraktow. Zaréwno soja, jak i soczewica sg bogate
w izoflawony, takie jak genisteina i daidzeina. W patencie opisano prébe uzyskania
nanoczastek ztota w potaczeniu z genisteing i daidzeing, analogicznie do eksperymentéw
z sojg lub soczewicy. Analiza spektrofotometryczna UV wykazata, ze nanoczastki zfota nie
zostaty utworzone, co sugerowato, ze izoflawony nie odgrywajg istotnej roli w redukcji Au
(111} do nanoczgstek ztota lub ze ich rola jest bardzo ograniczona. Synteze nanoczastek ztota
przy uzyciu fermentowanych wodnych ekstraktéw soi i czosnku bogatych w polifenole
i zwigzki biatkowe opisali El-Batal i wspétpracownicy [29]. Autorzy zaobserwowali,
ze genisteina jest jednym z flawonoidéw wystepujacych w ekstraktach soi i sugerowali, ze jej
grupy karbonylowe i hydroksylowe mogg stabilizowaé nanoczgstki AuNPs, a genisteina moze
dziata¢ jako S$rodek redukujacy. Badali réwniez aktywnos¢ przeciwbakteryjng tych
nanoczgsteczek. W publikacji Singh i wspdtpracownikéw [31] opisana jest szybka,
powtarzalna synteza sklasyfikowana jako "zielona chemia", ktéra wykorzystuje ekstrakty
z lisci sissoo Dalbergia w celu otrzymania nanoczgsteczek ztota. Bezposrednig synteze
nanoczgstek ztota z wykorzystaniem ekstraktéw roslinnych opisano réwniez w publikacji
[32]. W pracy magisterskiej [33] szczegbétowo opisano sposéb otrzymywania nanoczgsteczek
ztota w potgczeniu z ekstraktami soi (Soy-AuNP) poprzez bezposrednie wigzanie
oczyszczonego ekstraktu sojowego z HAuCl, w wysokiej temperaturze. Patent US833994 B2
[34] dotyczy, podobnie jak poprzedni patent, sposobu wytwarzania biokompatybilnych
nanoczastek ztota z udziatem materiatu roslinnego bogatego w roslinne zwigzki polifenolowe
lub flawonoidowe lub reaktywne sktadniki fitochemiczne rodlin. Sole ztota sg takze
redukowane w celu uzyskania nanoczgstek ztota stabilizowanych przez powlekanie ich
materiatem roslinnym bogatym w polifenole lub flawonoidy, np. czarna herbata, cynamon,
kurkuma i kurkumina. Podsumowujac, w literaturze znane sg nanoczgstki ztota w potaczeniu
z ekstraktami rosdlinnymi, np. soi, bogatymi w genisteine, natomiast nie znaleziono
pofgczenia  nanoczastek ztota z  genisteing  wyodrebniong  sposréd  innych
fitoestroestrogendédw z materiatu roslinnego. Przedstawione badania analityczne
dla ekstraktéw i mieszaniny wielu zwigzkéw sg bardzo ubogie i nie s w stanie sprostac
wymaganiom ICH (ang. International Council of Harmonisation) i EMEA (ang. European
Medicines Agency) co do potwierdzenia tozsamos$ci i jakosci substancji czynnych
przytaczonych do nanoczastek ztota.

W artykule [H1] opisano nowag metode syntezy nanoczastek ztota z genisteing
(AuNPs-GE). Opracowano metode przytgczenia genisteiny do nanoczastek ztota oddzielong
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od innych fitoestrogendw wystepujgcych w materiale roslinnym. Koniugat AuNPs-GE
otrzymano w syntezie jednofazowej z zastosowaniem zmodyfikowanej metody Turkevicza.
Prace w zakresie optymalizacji syntezy obejmowaly dobdr rozpuszczalnika, temperatury,
szybkosci mieszania oraz sposobu oczyszczania osadu. Opracowano metode UV-Vis
do kontroli wydajnosci tworzenia nanoczgstek w mieszaninach reakcyjnych. Wykazano,
ze genisteina redukuje jony Au®* do sferycznych nanokrystalitéw ztota i dziata réwniez, jako
Srodek stabilizujgcy. Synteza AuNPs-GE jest prosta i ekonomiczna. W tworzeniu koniugatu
AuNPs-GE genisteina dziatata jako reduktor oraz stabilizator. W publikacji opisany zostat
bezposredni mechanizm formowania koniugatu genisteina — nanoczastki ztota, ktéry tworzy
sie dzieki wigzaniu dwéch grup hydroksylowych genisteiny z powierzchnig nanoczgstek zfota.

Skuteczno$¢ oczyszczania koniugatu z wolnej genisteiny byfa kontrolowana
za pomocy elektroforezy kapilarnej (CE). Rdzenie nanoczgstek ztota majg waski zakres
wielkosci od 14 do 33 nm, co potwierdzono za pomocg techniki TEM. Potencjat zeta
nanoczgstek ztota modyfikowanych genisteing wynosi -19,32 i sugeruje stabilnosc¢
nanoczgstek oraz nizszg toksyczno$é dla zdrowych komdédrek. Tozsamos$¢ genisteiny na
nanoczgstkach ztota potwierdzono za pomocg badan elektrochemicznych, spektroskopii
NMR i ramanowskiej.

Analiza widma 1H NMR probki AuNPs-GE wykazata obecnos¢ wszystkich
oczekiwanych sygnatéw genisteiny: pieciu sygnatéw (siedmiu protondéw) pochodzgcych
od siedmiu grup CH oraz trzy sygnaty pochodzace od trzech grup OH. W poréwnaniu
do widma referencyjnego genisteiny wyraznie wida¢ znaczne przesuniecie (o ok. 2 ppm)
dwoch sygnatéw pochodzgcych od grup OH w kierunku wiekszej indukcji pola przy
niezmienionych wartosciach pozostatych sygnatéw. Zmiana wartosci przesunie¢ chemicznych
dla dwéch grup OH wskazuje, ze grupy w pozycjach 5 i 7 mogg uczestniczy¢ w wigzaniu Au-
GE. Swiadczy to o zwiekszeniu ekranowania tych protonéw w koniugacie AuNPs-GE.

Aby potwierdzi¢ tworzenie nanoczgstek ziota modyfikowanych genisteing,
przeprowadzono eksperymenty woltamperometryczne dla substancji rozpuszczonej
w buforze PBS o pH 7,4 przy uzyciu elektrody z wegla szklistego (GCE). Na krzywych
zarejestrowanych za pomocg woltamperometrii cyklicznej obserwowano dwa piki. Pierwszy
pik anodowy przy potencjale okoto 0,4 V odpowiada nieodwracalnemu utlenianiu grupy
hydroksylowej w pierscieniu przy atomie wegla C4' genisteiny, drugi pik przy potencjale
okoto 0,8 V odpowiada utlenianiu grup hydroksylowych przy atomie wegla C5 i/lub C7
w pierscieniu genisteiny. Lepsze rozdzielenie pikéw woltamperometrycznych uzyskano
stosujgc woltamperometrie pulsowa réinicowg (DPV) i obserwowano réwniez dwa piki
utlenienia genisteiny. Nastepnie rejestrowano cykliczne krzywe woltamperometryczne (CV)
i krzywe za pomocg woltamperometrii pulsowej réznicowej (DPV) dla nanoczgsteczek ztota
pokrytych genisteing w roztworze zawierajagcym wylgcznie elektrolit podstawowy. Zaréwno
na woltamperogramach CV, jak i DPV, piki pojawiajg sie przy podobnych potencjatach, jak
w przypadku genisteiny rozpuszczonej w roztworze. Potwierdza to skuteczng modyfikacje
nanoczgstek ziota genisteing. Wyniki woltamperometryczne sg zgodne z wynikami
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opublikowanymi dla genisteiny rozpuszczonej w roztworze przez Diculescu
i wspotpracownikéw [35].

Charakter oddziatywan pomiedzy genisteing a nanoczgstkami ztota badano réwniez
za pomocg spektroskopii ramanowskiej poprzez analize réznic pomiedzy widmami genisteiny
i koniugatu AuNPs-GE. Analize widm przeprowadzono w oparciu o wyniki badani
strukturalnych  genisteiny za pomoca rentgenowskiej dyfrakcji monokrysztatu
przeprowadzone przez Yearleya i wspotpracownikéw [36] i Bretona i wspétpracownikow [37]
oraz badan genisteiny uzyskanych za pomocg powierzchniowo wzmocnionej spektroskopii
ramanowskiej (ang. SERS: Surface Enhanced Raman Spectroscopy) przeprowadzonych przez
Sekine i wspétpracownikéow [38]. Badania strukturalne genisteiny potwierdzity obecnos¢
silnego wewnatrzczgsteczkowego wigzania wodorowego 04-HS5A-O5 (energia dysocjacji
wynosi 13,40 kcal/mol) oraz szesciu miedzyczgsetczkowych wigzarnh wodorowych.
Otrzymane w naszej pracy widmo ramanowskie genisteiny jest zgodne z opisanym przez
Sekine i wspétpracownikow [38].

Analiza poréwnawcza widm genisteiny oraz koniugatu AuNPs-GE wykazata rdznice
w zakresie drgan rozciggajacych grupy karbonylowej i pierscieni aromatycznych
(1647 - 1470 cm™). Dwa gléwne pasma 1647 i 1615 cm™ na widmie genisteiny
sg przesuniete w kierunku nizszych liczb falowych 1589 i 1556 cm ™ na widmie AuNPs-GE.
Takie przesuniecie moze sugerowac zmiany w rozktadzie gestosci elektronowej zwigzanej
z ostabieniem miedzyczgsteczkowych i wewnatrzczasteczkowych wigzah wodorowych.
Przesuniecia pasm w kierunku nizszych liczb falowych zaobserwowano réwniez w zakresie
drgan rozciggajgcych C-O, deformacyjnych —OH i C-H (w ptaszczyznie i poza ptaszczyzng).
Analiza widm potwierdzita adsorpcje molekut genisteiny na powierzchni nanoczgstek ztota
poprzez grupy hydroksylowe.

llos¢ genisteiny na powierzchni nanoczastek ziota badano za pomoca
termograwimetrii. Krzywa TGA genisteiny wykazata, ze jej catkowity rozktad nastepuje
w zakresie temperaturowym 300 — 400 C. Dlatego w tym zakresie badano ilo$¢ genisteiny
w koniugacie, ktéra wynosita 5,09% (m/m).

Badania toksycznosci genisteiny oraz genisteiny potaczonej z nanoczgstkami zfota
(AuNPs-GE) przeprowadzono na liniach komérkowych czerniaka skéry (HTB-140) oraz raka
ptuc (A549). Zywotnoé¢ komérek przedstawiono jako procent redukcji MTT (bromek 3-(4,5-
dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowego) w komdrkach traktowanych badanymi
substancjami w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Koniugat AuNPs-GE wykazat wieksza
toksyczno$¢ w stosunku do komérek rakowych niz wolna genisteina. Zaréwno genisteina jak
i koniugat wykazaty wiekszg toksyczno$é w stosunku do linii komérkowych HTB140. Wynika
to z nastepstw mutacji linii A549, ktéra wykazuje wiekszg opornosé na dziatanie czynnikow
proapoptotycznych.

Wytworzony i scharakteryzowany unikatowy koniugat AuNPs-GE byt bardziej
toksyczny w stosunku do komdrek rakowych niz wolna genisteina. Produkt charakteryzowat
sie odpowiednig jakoscig, ktéra byta kontrolowana opracowanymi metodami analitycznymi.
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Opracowane zostaty metody analityczne w zakresie kontroli mieszanin reakcyjnych (UV-Vis),
potwierdzania tozsamosci produktu (NMR, Raman, techniki elektrochemiczne), badanie
pozostatoéci wolnej genisteiny w odciekach reakcyjnych (UV-Vis, CE), charakterystyki
produktu technikami (UV-Vis, TEM, ELS, DLS).

H2 (PE, 3D)

Celem kolejnych badan, opisanych w artykule [H2], byto opracowanie syntezy i petna
charakterystyka nanoczastek ztota (AuNPs) potgczonych z pemetreksedem (PE) (rycina 6).

ONa

Rycina 6. Wzér strukturalny pemetreksedu.

Pemetreksed jest lekiem przeciwnowotworowym o wielokierunkowym dziataniu.
Jest antagonistg kwasu foliowego zaburzajgcy podstawowe procesy metaboliczne
wykorzystujgce foliany niezbedne dla podziatu komdrek [39-41]. Zastosowanie
pemetreksedu wymaga wilasciwego przygotowania chorego poprzez suplementacje
witaminowg, stosowanie deksametazonu, w celu ograniczenia czestosci wystepowania
oraz nasilenia dziatan niepozgdanych. Przy stosowaniu kwasu foliowego i witaminy B12
stwierdzono mniejszg toksyczno$¢ oraz zmniejszenie czestosci wystepowania dziatan
niepozadanych. Leczenie pemetreksedem wymaga regularnej kontroli w zakresie jego
bezpieczenstwa z koniecznoscig modyfikacji dawkowania w przypadku wystgpienia zarowno
hematologicznych, jak i niehematologicznych dziatan niepozadanych [42].

W publikacji opisano opracowanie trzech réinych metod syntezy nanoczastek ziota
z pemetreksedem. Syntezy opieraty sie na bezposrednim pofaczeniu pemetreksedu
z nanoczastkami ztota (AuNPs-PE), potgczeniu pemetreksedu z cytrynianowymi
nanoczastkami (AuNPs-citr-PE), zmiany pH w syntezie przez zastosowanie buforu PBS
(AuNPs-PBS-PE). Zastosowano spektroskopie UV-Vis do kontroli tworzenia nanokoniugatow
poprzez pomiar wartosci absorbancji i potozenia pikdéw powierzchniowego rezonansu
plazmonow (SPR). W zaleznosci od rodzaju syntezy i wielkosci nanoczgstek ztota,
charakterystyczne pasma SPR dla trzech nanokompozytéow miescity sie w zakresie diugosci
fali od 525 do 540 nm {rycina 7). Trudnosci w opracowaniu metody bezposredniej syntezy
koniugatu AuNPs-PE wynikaty z powstawania kompleksu Au®*-PE przed utworzeniem
nanoczgstek, ohserwowanego przy 425 nm. Wydajnos¢ tworzenia nanoczgstek ztota zostata
zwiekszona w stosunku do tworzenia kompleksu przy zastosowaniu wyzszego pH (pH 7,4).
Synteze bezposrednig prowadzono przy pH okofo 5,0, w ktérym dysocjujg tylko grupy
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karboksylowe (pka;=3,5, pka,=4,8) pemetreksedu. Natomiast zwiekszong wydajnosé
tworzenia nanoczastek ztota zaobserwowano przy wyiszym pH w roztworze PBS (pH 7,4),
co mozna tlumaczy¢ dysocjacjg protonédw przy N-1 (pkas= 5,3, guanidynowy N-1
na pierécieniu pterynowym) lub ogdlnie wiekszym tadunkiem ujemnym. Podobny
mechanizm oddzialywania azotu (tu N-1) z powierzchnig zfota podczas tworzenia
nanoczgstek ztota zaobserwowano dla szeroko opisywanej w literaturze deazaguaniny
[43, 44]. Dla PE, ktéry ma bardziej skomplikowang budowe i ma dwie dodatkowe grupy
karboksylowe ulegajgce dysocjacji, w widmach NMR nie zaobserwowano zmian w obszarze
atomoéw azotu z pierscienia. Réwniez metody obliczeniowe nie wykazaty tych korzystnych
energetycznie oddziatywan. Zatozono wiec, ze zwiekszona efektywnos¢ syntezy AuNPs-PE
wynika z wiekszego fadunku ujemnego powstajacego w wyzszym pH.

W trakcie badan wykazano réwniez, ze PE moze by¢ potgczony z cytrynianowymi
nanoczgstkami ztota. Cytryniany spetniajg wtedy role reduktora, dzieki czemu PE nie ulega
utlenianiu. Na widmach NMR widoczne sg sygnaty od cytrynianéw i PE. Ponadto w widmie
Ramana widoczne jest pasmo pochodzace od drgan deformacyjnych N-H. To pasmo ujawnia
rowniez najwiekszg zmiane w kierunku wyzszych liczb falowych w pordéwnaniu
z nanokompozytami AuNPs-PE i AuNPs-PBS-PE.
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Rycina 7. Widma UV-Vis osadéw: AuNPs-citr-PE (czarna linia), AuNPs-PBS-PE
(niebieska linia) and AuNPs-PE (czerwona linia) w fizjologicznych warunkach (bufor
PBS pH 7,4).

Podczas oczyszczania i wirowania nie zaobserwowano agregacji, na co wskazywat
brak zmian w maksymalnym pasmie absorpcji UV-Vis osadu koniugatéw w porownaniu
z mieszaning reakcyjng. Oczyszczaniu nanoczgstek ztota z nadmiaru wolnego PE towarzyszyto
jednoczesne oczyszczanie z konkurencyjnego kompleksu Au*-PE.

Wielkos¢ nanoczgstek AuNPs-PE, AuNPs-PBS-PE, AuNPs-citr-PE, ich rozktad wielkosci
i stabilizacje czastek okreslono metodami DLS, ELS oraz TEM. Wyniki pomiaréw
dla nanoczgstek ztota sprzezonych z PE podano w tabeli 1.
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Tabela 1. Podsumowanie badan fizykochemicznych

Nanokoniugat SPR, nm Rozmiar (TEM), | Potencjat Zeta,
nm mV
AuNPs-PE 532 14 -33,20
AuNPs-PBS-PE 540 13 -47,63
AuNPs-citr-PE 525 15 -48,30

Technika ELS mierzy ruchliwos¢ elektroforetyczng nanoczgstek (natadowane czgstki
zawieszone w cieczy poddawane s3 dziataniu pola elektrycznego — czgstki zaczynajg poruszac
sie z charakterystyczng predkoscig). Nastepnie ruchliwos¢ elektroforetyczna jest zamieniana
na potencjat zeta. Potencjat zeta stuzy do okreslania stabilnosci uktadow koloidalnych.
Potencjat zeta otrzymanych koniugatow w wodzie wynosit od -33,2 do -48,3 mV,
co odpowiada ujemnie natadowanym nanoczgstkom ztota. Wysoki, ujemny potencjat zeta
odpowiada odpychajagcemu oddziatywaniu miedzy nanoczgstkami majgcym na celu
zapobieganie aglomeracji nanoczastek ztota, dzieki czemu wykazujg doskonaty stabilnos¢ bez
znaczgcego wzrostu rozmiaru w okresie inkubacji w wodzie. Ujemny tfadunek
powierzchniowy zawiesin nanoczastek Au nie tylko wskazuje na wysoka stabilnos¢, ale takze
sugeruje mniejszg toksycznos¢ dla normalnych komérek.

Morfologie rdzenia AuNPs badano za pomocg mikroskopii TEM (rycina 8).
Nanoczastki sg w przyblizeniu kuliste i monodyspersyjne. Z histogramu wynika, ze $rednice
czastek mieszczg sie w dosé waskim zakresie od 11 nm do 18 nm dla AuNPs-PE, od 9 nm
do 19 nm dla AuNPs-PBS-PE oraz od 13 nm do 19 nm dla AuNPs-citr-PE. Maksymalna
srednica nanokoniugatéw wystepuje przy 14 nm. Ksztaft nanoczgstek AuNPs-citr-PE jest
prawie idealnie kulisty, a ksztatty koniugatéw AuNPs-PE i AuNPs-PBS-PE nie wykazujg tak
idealnie kulistego ksztattu.

llos¢ PE (lub sume PE i kwasu cytrynowego w przypadku AuNPs-citr-PE)
na powierzchni AuNPs oraz wtasciwosci termiczne nanokoniugatéw zmierzono za pomocg
analizy termograwimetrycznej. llos¢ PE obliczona z krzywej TGA wynosita 34,1% i 24,6%
(m/m) odpowiednio dla AuNPs-PE i AuNPs-PBS-PE. Suma ilosci PE i kwasu cytrynowego
obliczona z krzywej TGA wynosita 18,3% dla AuNPs-citr-PE.
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Rycina 8. Obrazy TEM wraz z histogramem: (A) AuNPs-PE, (B) AuNPs-PBS-PE, (C)
AuNPs-citr-PE.

Aby potwierdzi¢ tworzenie nanoczgsteczek ztota modyfikowanych PE, zarejestrowano
krzywe za pomoca woltamperometrii pulsowej réznicowej (DPV) dla trzech réznych prébek
nanoczgstek ztota modyfikowanych PE oraz dla wolnego PE w buforze PBS, pH 7,4.
Dla wszystkich tych uktadéw na woltamperogramach DPV obserwowano jeden
nieodwracalny pik utlenienia przy potencjale +0,43 V. Ten pojedynczy nieodwracalny pik
utleniania odpowiada utlenianiu pierscienia indolowego w PE, jak opisano w literaturze
[45-49]. Badania elektrochemiczne potwierdzity skuteczng modyfikacje nanoczastek PE.

Przeprowadzono réwniez prace metodami chemii teoretycznej i obliczeniowej w celu
uzyskania przyblizonej (lokalnej) struktury komplekséw pemetreksedu oraz cytrynianu
z nanoczgstka ztota oraz oceny ich parametrow spektralnych. Geometrie badanych ukiadéw
uzyskano na drodze optymalizacji struktury z wykorzystaniem teorii funkcjonatu gestosci
B3LYP/6-31G(d,p) dla atoméw H, C, N, O oraz pseudopotencjatu LANL2DZ
z 60-elektronowym rdzeniem dla atoméw Au. W toku obliczen uzyskano czestosci
harmoniczne i aktywnosci Ramana, ktére przeliczono na intensywnosci Ramana i poréwnano
z widmami eksperymentalnymi uzyskujgc zgodnos$¢ jakosciowg, co z kolei umozliwito
interpretacje gtéwnych pasm pemetreksedu oraz kompleksu nanoczgstki ztota
z pemetreksedem. Rozpatrzono dwa sposoby kontaktu czasteczki pemetreksedu z atomami
ztota w matym klastrze Au5, tj. poprzez grupe karboksylowg oraz poprzez fragment
deazaguaninowy, a takie analizujgc rdine stany jonowe uktaddéw. Wyniki wskazujg
na oddziatywanie PE z nanoczgstkami ztota od strony grup karboksylowych.
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Porownano eksperymentalne widma ramanowskie dikwasu PE oraz koniugatu
AuNPs-PE z teoretycznymi odpowiednikami tych widm obliczconymi na podstawie zatozonego
modelu. Widmo AuNPs-PE rdézini sie znaczagco od widma dikwasu PE. Widmo
eksperymentalne AuNPs-PE charakteryzuje sie poszerzonymi pasmami w odniesieniu
do widma PE, co wskazuje na amorficzng posta¢ substancji czynnej. Pomiedzy widmami
eksperymentalnymi a obliczonymi, zauwazalne sg przesuniecia pasm, ale charakter widm
jest zachowany, co umozliwia jakosSciowe pordéwnania widm. Analiza widm wykazata,
ze pierwsze szerokie pasmo przy 1669 cm™ na widmie eksperymentalnym AuNPs-PE
pochodzi od drgan rozciggajacych grupy C=0 (z grupy COOH). Przesuniecie tego pasma
w kierunku nizszych liczb falowych sugeruje oddziatywania PE z nanoczgstkami Au poprzez
grupe COOH. Na tym widmie zidentyfikowano réwniez gtéwne pasma pochodzace od drgan
pierscienia aromatycznego jak réwniez od drgan deformacyjnych N-H i C-H. Obliczenia
teoretyczne wykazaty znaczny wzrost intensywnosci pasma przy 1430 cm™ pochodzacego
od oddziatywar grupy COOH z nanoczgstkami Au. Na widmie eksperymentalnym AuNPs-PE
pasmo to wystepuje przy 1384 em™. Zmiany o podobnym charakterze zaobserwowano
rowniez na widmie eksperymentalnym AuNPs-PBS-PE, na ktérym pasmo przy 1389 cm™
pochodzi od oddziatywan grupy COOH z nanoczgstkami Au. Poréwnano réwniez
eksperymentalne widma AuNPs-citr-PE, dikwasu PE i kwasu cytrynowego z widmami
obliczonymi AuNPs-citr i kwasu cytrynowego. Widmo eksperymentalne AuNPs-citr-PE rézni
sie od widm eksperymentalnych dikwasu PE i kwasu cytrynowego oraz charakteryzuje sie
poszerzonymi pasmami, ktére wskazujg na amorficzny charakter substancji czynnej. Analiza
porownawcza widm do eksperymentalnego widma AuNPs-citr-PE wskazuje, Zze pasmo
wystepujace przy 1671 cm™ pochodzi od drgari rozciggajacych grupy C=0 (pochodzacej
z COOH). Przesuniecie pasma pochodzgcego od drgan rozciggajgcych grupy C=0 wskazuje
na oddziatywania dikwasu PE z nanoczgstkami ztota. Zaobserwowano, ze pasmo przy
1539 cm™, pochodzace od drgari deformacyjnych N-H, jest najbardziej przesuniete
w kierunku wyzszych liczb falowych w poréwnaniu do widm AuNPs-PE i AuNPs-PBS-PE
(rycina 9). Obliczenia teoretyczne dla koniugatu AuNPs-citr-PE réwniez wykazaty znaczny
wzrost intensywnosci pasma przy 1400 cm™? ktére pochodzi od oddziatywan grupy COOH
z klasterem Au5. Niestety tego pasma nie zidentyfikowano na eksperymentalnym widmie
AuNPs-citr-PE przypuszczalnie z powodu znacznego poszerzenia pasm uniemozliwiajgcych
identyfikacje.
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Rycina 9. Poréwnanie eksperymentalnych widm koniugatow AuNPs-PE, AuNPs-PBS-
PE i AuNPs-citr-PE.

Obecnos¢ krystalitow ztota w trzech badanych koniugatach potwierdzity rezultaty
badan za pomocg rentgenowskiej dyfrakcji proszkowej. Na dyfraktogramach koniugatow
widoczne sg szerokie piki pochodzace od ztota. Obliczona szerokos¢ potéwkowa w potowie
wysokosci piku Au (111) miata podobng warto$¢ dla trzech koniugatdw i wynosita okoto 0,2°.
Oprécz pikéw pochodzacych od ztota widoczne sg dodatkowe piki o bardzo matej
intensywnosci pochodzgce od faz nieorganicznych. We wszystkich badanych koniugatach
zidentyfikowano faze NazOCl, natomiast w koniugacie AuNPs-PBS-PE zidentyfikowano
dodatkowo faze NaCl. Poniewaz na dyfraktogramach koniugatéw nie zaobserwowano pikéw
pochodzgcych od substancji czynnej, dlatego stwierdzono, ze wystepuje ona w postaci
amorficznej.

Za pomocg rentgenowskiej dyfrakcji proszkowej oraz spektroskopii ramanowskiej
badano réwniez liofilizowane mieszaniny przed i po reakcji. Na dyfraktogramie liofilizowanej
mieszaniny przed reakcjg widoczne sg tylko piki pochodzace od fazy NaCl. Szerokie piki
pochodzgce od nanokrystalitéw ztota widoczne sg na dyfraktogramie liofilizowanej
mieszaniny poreakcyjnej. Brak pikéw pochodzacych od substancji czynnej na obu
dyfraktogramach sugeruje jej amorficzng postac.

Widma ramanowskie liofilizowanych mieszanin przed i po reakcji znacznie réznity
sie pomiedzy sobg oraz od widma substancji czynnej potwierdzajagc tym samym zmiany
fazowe zachodzace podczas reakcji.

W  trakcie prac opracowano stabilng synteze koniugatow  AuNP-PE
o oczekiwanych rozmiarach nanoczgstek i odpowiedni sposéb ich oczyszczania. W celu
otrzymania petnej charakterystyki nowego produktu zastosowano multidyscyplinarne
metody analityczne. Opracowano metody analityczne do kontroli syntezy (UV-Vis),
potwierdzenia tozsamosci (spektroskopie NMR, RS, elektrochemia, CE), czystosci (CE),
do charakterystyki nowego koniugatu (UV-Vis, TEM, XRPD, ELS, DLS), badania pokrycia
nanoczgstek ztota substancjg czynng (TGA). Ponadto analizowano osady oraz liofilizaty
koniugatow nanoczastek ziota z pemetreksedem wykorzystujac metody rentgenowskiej
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dyfrakcji proszkowej (XRPD), spektroskopie IR (ATR), RS oraz NMR. Zidentyfikowano
i okreslono mechanizmy oddziatywania pemetreksedu z nanoczastkami ztota. Analizy XRPD
wykazaty obecnos$¢ ztota. Analiza poszerzenia pikéw pochodzgcych od Au wykazata,
ze najmniejsze krystality Au wytworzono w mieszaninie liofilizowanej. W pozostatych
probkach poszerzenia pikéw pochodzacych od Au byty podobne, ale wskazujgce na wieksze
rozmiary krystalitow. W niektdérych analizowanych osadach oraz w mieszaninie liofilizowanej
wykryto NaCl. We wszystkich osadach obecne byly réwniez dodatkowe (ale te same) piki
wskazujgce na obecnos$¢ niezidentyfikowanej fazy krystalicznej. Na dyfraktogramach
nie wykazano obecnosci pemetreksedu w postaci krystalicznej, co wskazuje na jego
amorficzng posta¢. Widma Ramana i IR osaddw analizowano w odniesieniu do postaci
krystalicznej i amorficznej pemetreksedu. Zaréwno widma Ramana jak i IR charakteryzujq sie
szerokimi pasmami, co potwierdza amorficzng posta¢ pemetreksedu. Na widmach Ramana
wystepujg zmiany stosunkdéw intensywnosci pasm pemetreksedu, znaczgce przesuniecia
pasm w zakresie 1670 — 1430 cm™ oraz pojawia sie nowe pasmo przy 1467 — 1475 cm™.
Zmiany te dotyczg drgan rozciggajacych: C=0, C=C, C=N oraz deformacyjnych N-H. Analiza
wyzej wymienionych zmian prowadzi do wnioskéw dotyczacych natury oddziatywan
nanoczgstek ztota z pemetreksedem.

Na podstawie otrzymanych wynikéw zaproponowano mechanizm tworzenia
koniugatu AuNPs-PE. Przeprowadzone badania wykazaty, ze PE moze tgczyc sie bezposrednio
ze ztotem przez grupy karboksylowe (-COOH) tworzac nanoczgstki ztota (AuNPs-PE).
Wdweczas petni role zaréwno reduktora jak i stabilizatora. W takim przypadku redukcja ztota
do nanoczgstek ziota wigze sie z utlenieniem PE. W koniugatach AuNPs-PE i AuNPs-PBS-PE,
pemetreksed okazat sie skutecznym ligandem dla jonéw Au** poprzez tworzenie stabilnego
pierscienia chelatujgcego. W wyniku kompleksowania zachodzi reakcja redoks, w ktérej
chelatowane jony Au®* sg redukowane in situ do atoméw AU’ podczas gdy ugrupowanie
C6-H pemetreksedu jest prawdopodobnie jednoczesnie utleniane do odpowiedniego
ugrupowania C6=0 w sposéb podobny do utleniania indoli [50]. Podobny mechanizm
utleniania/redukcji PE mozna  wywnioskowa¢ z  przeprowadzonych badan
elektrochemicznych. Na podstawie przeprowadzonych badan zaproponowano mechanizm
utleniania PE i redukcji Au** jak na rycinie 10.

a R Q R
HN HN
l \ + H,0— | O + 2H*+ 2e
HaN \N i HoN \N N
2 H 2 H

Q R AuCl, + 30 — Au + 4CF 0 R

HN HN
3

| \ + 2AuCl,; + 3H,0 — 2Au + 6H* + 8CI + | o
\ N \ N
H H

HoN N HoN N

Rycina 10. Propozycja mechanizmu utleniania PE i redukcji Au®*.
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H3 (AB, 3D)

Celem moich kolejnych badan, opisanych w artykule [H3], byto opracowanie syntezy
i petna charakterystyka nanoczastek ztota (AuNPs) potaczonych z abirateronem (AB)
(rycina 11).

AB acetate

Rycina 11. Wzér strukturalny octanu abirateronu (AB acetate) i abirateronu (AB).

Abirateron (AB)  jest  aktywnym metabolitem octanu abirateronu.
Jest nieodwracalnym inhibitorem 17a-hydroksylazy/C17,20-lazy (CYP17), kluczowego
enzymu w produkcji androgenow w jadrach i nadnerczach. Abirateron wykazuje niestety
wiele skutkéw ubocznych. Moze powodowac miopatie i niedokrwistos¢é. Wzrasta réwniez
ryzyko zwiekszenia aktywnosci enzymoéw watrobowych. Abirateron wchfania sie trudno i jest
podatny na proces hydrolizy przez esterazy. W zwigzku z tym podawany jest
w formie soli octanowej, ktéra ma znacznie wiekszg biodostepnosc oraz wiekszg odpornos¢
na dziatanie tej grupy enzymow.

Prace zwigzane z syntezg zaprojektowanych nanokoniugatéw polegaty na tworzeniu
bezposredniego potaczenia AB ze ztotem. Zastosowano metode chemiczng otrzymywania
AuNPs, ktéra opiera sie na redukcji jonéw Au®* do AU°. Przeprowadzono optymalizacje
syntezy, szczegétowo opisang w artykule. Badania wstepne polegaty na wyborze rodzaju
substancji do tworzenia koniugatu, pomiedzy octanem abirateronu a abirateronem. Zwigzki
te sg hydrofobowe, dlatego bardzo wazinym etapem byt dobor rozpuszczalnika, w ktérym
rozpuszczono zwigzki, a nastepnie poddano reakcji w srodowisku wodnym. Optymalng
mieszaning rozpuszczalnikéw, w ktérych przeprowadzono synteze byt uktad DMF/DMSO.
Do kontroli syntezy i optymalizacji procesu oczyszczania opracowano metode UV-Vis.
Dodatkowo poprzez kontrole zawartosci ztota w zliofilizowanych mieszaninach, sprawdzono
wydajnosc reakcji. W celu okreslenia mechanizmu reakcji, przeprowadzono synteze zaréwno
z octanem abirateronu jak i z abirateronem. Zaobserwowano, Ze reakcja z octanem
abirateronu przebiega bardzo dtugo i z bardzo stabg wydajnoscig w poréwnaniu do reakcji
z abirateronem. Jest to zwigzane prawdopodobnie tym, ze w pierwszym etapie nastepuje
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hydroliza octanu abirateronu do abirateronu, a dopiero péZniej tworzone sg nanoczagstki.
Zaobserwowano, ze zwiekszenie czasu reakcji wptywa na wzrost wielkos¢ nanoczgstek.
Powstata zatem hipoteza, ie podczas redukcji ztota do nanoczastek ztota istotng role
odgrywa grupa hydroksylowa (-OH). W badaniach z abirateronem przeprowadzono
optymalizacje oczyszczania koniugatu AuNPs-AB, stosujac jako rozpuszczalniki DMF,
acetonitryl i n-butanol oraz optymalizacje predkosci wirowania. Najlepszg wydajnosc
otrzymano przy zastosowaniu n-butanolu i predkosci wirowania 14 000 rpm. Do kontroli
pozostatosci nadmiaru AB w odciekach zastosowano metode UV-Vis (rycina 12), ktdra
zostata rowniez zwalidowana, aby wykazaé¢ jej przydatno$¢, dokiadnosé¢ i precyzje
W oznaczaniu pozostatosci abirateronu w odciekach. Wykazano, ze metoda jest liniowa,
czuta i nie zawiera bteddéw systematycznych w zakresie 4-50 pug/mL. Granice wykrywalnosci
i oznaczalnosci wynosity odpowiednio 3 pug/mL i 4 pg/mL. Syntezy prowadzono w dwéch pH
7,41i3,6.

3.0 4 255nm
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Rycina 12. Kontrola abirateronu w odciekach technikg UV-Vis: po pierwszym
wirowaniu (czerwona linia); po dwdch wirowaniach (czarna linia); po trzech

wirowaniach (niebieska linia): ponizej LOD.

Eksperymenty elektrochemiczne przeprowadzono przy uzyciu woltamperometrii
pulsowej roznicowej (DPV) w roztworze DMSO, aby potwierdzi¢ tworzenie nanoczgstek zfota
modyfikowanych abirateronem. Na krzywych DPV obserwowano pik przy potencjale 1,1V,
ktéry odpowiada utlenianiu abirateronu. Przedstawiono nowa elektrochemiczng
charakterystyke abirateronu wolnego i unieruchomionego na nanoczgstkach ziota.
AB zawiera w swojej strukturze cykloheksanol, tak jak cholesterol, wiec zaproponowano
podobny mechanizm procesu elektrochemicznego. Dostepna literatura opisuje
czteroelektronowe utlenianie cykloheksanolu w strukturze cholesterolu w roztworze
acetonitrylu przy uzyciu elektrody GCE, czego wynikiem jest obecnos¢ piku o potencjale 1,9V
[51, 52]. W badaniach obserwowano rowniez jeden pik utleniania, co potwierdza skuteczng
modyfikacje nanoczastek ztota abirateronem.

Wykonano réwniez obliczenia za pomocg metod chemii teoretycznej i kwantowej
dla dwoch modeli oddziatywania nanoczastki ztota z abirateronem w formie kompleksu
Aul3---czgsteczka abirateronu. Poréwnywano energie oddziatywania (BE) dla klastra ztota
umieszczonego w poblizu pirydynowego atomu azotu czasteczki abirateronu oraz grupy OH
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lub C=0 (w octanie). Wyniki obliczen wykazaty, ze czasteczka abirateronu lub octanu
abirateronu powinna przylaczy¢ sie do rdzenia ztota od strony fragmentu zawierajacego
pirydynowy atom azotu, umozliwiajgc przeciwnemu koncowi czgsteczki oddziatywanie
z innymi sktadnikami otoczenia. Sredniej wielkosci energia oddziatywania, ok. 20 kcal/mol,
jest tylko ok. 4-krotnie wieksza, niz np. energia oddziatywania dwdch czasteczek wody
(ok. 5 kcal/mol). Oceniono optymalng strukture obu komplekséw, a takie komplekséw
abirateronu z mniejszg (Au5) i wiekszg (Au20) iloscig atomoéw Au. Ponadto przewidziano
czestosci drgan harmonicznych i intensywnosci pasm Ramana wraz z ich interpretacja
w oparciu o drgania normalne. Umozliwito to zinterpretowanie wiekszosci pasm
oscylacyjnych w zakresie 1000-1800 cm™. Przewidziano teoretycznie zmiany czestosci drgan
w obszarze odpowiadajacym zakresowi 1660-1580 cm™ i poréwnano je w widmami
eksperymentalnmi, ktére potwierdzity jakoSciowe zmiany wynikajgce z utworzenia
komplekséw abirateronu z nanoczgstkami ztota.

Analiza poréwnawcza teoretycznych widm ramanowskich obliczonych dla zatozonych
modeléow molekuty AB jak réwniez koniugatow Aul3-(N)AB i Aul3-(OH)AB wykazata,
ze na widmach wystepujg rdznice w zakresie 1100 — 1000 cm™, w ktérym widoczne sg dwa
charakterystyczne pasma przy okofo 1080 i 1040 cm™. Na widmie AB oba pasma pochodzg
od drgan catej molekuty. Na widmach koniugatéow pierwsze pasmo pochodzi od drgan
molekuty AB, natomiast drugie pasmo pochodzi gtéwnie od drgan ,oddychajacych”
pierécienia pirydyny oraz drgan czesci steroidowej. Drugie pasmo ma najwiekszg
intensywnos$¢ na widmie koniugatu Aul3-(N)AB, co sugeruje, ze oddziatywania abirateronu
z nanoczgstkami ztota zachodzg poprzez atom azotu.

Widma ramanowskie koniugatéw charakteryzujg sie szerokimi pasmami, przy czym
wieksze rozmycie pasm zaobserwowano na widmie koniugatu otrzymanego w pH 7,4.
Zwigzane jest to z mniejszymi nanokrystalitami ztota pokrytymi abirateronem. Interesujgce
byto réwniez, ze na obu widmach wystepuje jedno charakterystyczne waskie pasmo przy
1028 cm™. Poréwnanie wybranych, charakterystycznych liczb falowych z zakresu
1660 — 1580 cm’ z widm eksperymentalnych AB i Aul3-(N)AB wykazato, ze pasma
na widmach koniugatow sg przesuniete w kierunku nizszych liczb falowych w poréwnaniu
do widma AB. Natomiast pasmo przy 1028 cm™ na widmach koniugatéw byto przesuniete
w kierunku wyzszych liczb falowych w odniesieniu do widma AB. Przesuniecie pasm z zakresu
1660 — 1580 cm™ w kierunku nizszych liczb falowych oraz obecno$é¢ intensywnego pasma
przy 1028 cm ™ na widmach koniugatéw sugeruje oddziatywania molekut AB z nanoczastkami
ztota poprzez atom azotu.

Na dyfraktogramach liofilizowanych mieszanin, uzyskanych w pH 3,6 i 7,4
zidentyfikowano abirateron, szerokie piki pochodzace od nanokrystalitow ztota oraz
w mieszaninie otrzymanej w pH 7,4, faze NaCl. Odpowiednio dla mieszanin otrzymanych
w pH 3,6 i 7,4 wyznaczono wartosci szerokosci potéwkowych w potowie wysokosci piku Au
(111), ktére wynosity 0,51 1,4°, a srednie wartos$ci rozmiardw krystalitow zfota, oszacowane
za pomocg réwnania Scherrera, wynosity okoto 19 i 6 nm. Obecnos$¢ nanokrystalitéw ziota
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w koniugatach potwierdzity rezultaty badan za pomoca rentgenowskiej dyfrakcji proszkowej,
bowiem na dyfraktogramach koniugatéw widoczne byty szerokie piki pochodzace od ztota.
Obliczone szerokosci potéwkowe w potowie wysokosci piku Au (111) wynosity okoto
0,5 i 1,0° odpowiednio dla koniugatéw otrzymanych w pH 3,6 i 7,4. Srednie wartosci
rozmiarow krystalitow ztota wynosity okoto 17 i 9 nm. Na dyfraktogramach koniugatéw
nie zaobserwowano pikéw pochodzacych od substancji czynnej, dlatego stwierdzono,
ze wystepuje ona w postaci amorficznej. Analiza dyfraktograméw wykazata rowniez, ze faza
NaCl wystepujaca pierwotnie w mieszaninach reakcyjnych koniugatéw moze by¢ skutecznie
usunieta podczas oczyszczania. Badania wykazaty, ze oczyszczenie nie wplywa znaczaco
na srednie wartosci rozmiaréw nanokrystalitow ztota.

Sredni rozmiar nanoczgstek wyznaczony technikg TEM wynosit odpowiednio
30i 24 nm dla syntez przeprowadzonych odpowiednio w pH 3,6 i 7,4. Potencjat zeta dla tych
wartosci wynosit 11 mVi 13 mV.

llos¢ abirateronu na powierzchni nanoczastek obliczono za pomoca
termograwimetrii. Krzywa TGA abirateronu wykazuje 95,5% ubytek masy w zakresie od 250
do 600°C pochodzacy od rozktadu. Dlatego ten zakres temperaturowy uzyto do analizy
ilosciowej. llos¢ abirateronu wyznaczona z krzywych TGA wynosita 7,8 i 10,2%
dla koniugatéw AuNPs-AB otrzymanych odpowiednio w pH 3,6 i 7,4.

Przeprowadzone badania technika NMR potwierdzilty obecnos$¢ abirateronu
w badanych prébkach.

Opracowano nowatorskg metode syntezy koniugatu abirateronu z nanoczgstkami
ztota, tworzgc unikalny  nanokoniugat o przewidywanych  witasciwosciach
przeciwnowotworowych i zastosowaniach biomedycznych.

H4 (TAB, 2D)

W kolejnych badaniach zaproponowano nowa koncepcje syntezy z wykorzystaniem
wigzan kowalencyjnych, w celu otrzymania koniugatéw wykazujgcych wiekszg stabilno$c
od AuNPs-AB. Najstabsze bowiem oddziatywania z nanoczgstkami ztota zaobserwowano
dla abirateronu, opisanego w pracy [H3]. Koncepcja pracy zakfadata wprowadzenie grupy
tiolowej do abirateronu, we fragmencie czgsteczki, ktéry nie odpowiada za jego aktywnos¢
biologiczna.

Pierwszym etapem prac byta synteza tiolowej pochodnej abirateronu, dla ktérej
przewidywano silniejsze oddziatywanie z nanoczgstkami ztota. Zaprojektowano kilka metod
syntezy tiolowej pochodnej abirateronu, przy czym ostatecznie przeprowadzono estryfikacje
abirateronu za pomocg trytylowej pochodnej kwasu tioglikolowego. Pochodng wyizolowano
za pomocg chromatografii kolumnowej, a jej struktura zostata potwierdzona metodami
spektroskopowymi (NMR, MS). Przeprowadzono reakcje deprotekcji grupy trytylowej,
w wyniku ktérej, po oczyszczaniu chromatograficznym, wyizolowano oczekiwang pochodng
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tiolowa abirateronu (TAB), ktérej strukture potwierdzono za pomocg badan NMR i MS. Wz6r
strukturalny nowego analogu abirateronu przedstawiono na rycinie 13.

Rycina 13. Wz6r strukturalny tioabirateronu (TAB).

Nastepnym etapem prac byto badanie oddziatywarh nowej tiolowej pochodnej
abirateronu na ptaskich powierzchniach ztotych i z nanoczastkami ztota. W tym celu
zaprojektowano monowarstwy tioabirateronu na powierzchni elektrody ztotej.

Samoorganizujgcg sie monowarste (SAM) przygotowano przez chemiczne
przytagczenie TAB do powierzchni elektrody ztotej, a nastepnie zbadano za pomocy
woltamperometrii cyklicznej. Badania wykonane w samym elektrolicie podstawowym
w 0,2 M buforze fosforanowym (pH 7,0) potwierdzajg formowanie sie monowarstwy TAB.
Swiadczg o tym mafte wartosci pojemnosci dla TAB (2,90 uF/cmz), ktére wskazujg na niskg
przepuszczalno$¢ monowarstwy dla jonéw elekirolitu podstawowego i wody. Sugeruje
to dosc silng interakcje miedzy grupami TAB i dobre upakowanie molekut w monowarstwie.
Jako$¢ monowarstwy TAB na powierzchni ziota potwierdzono wykonujac badania
w obecnoséci prébnika redoks Fe(CN)e" rozpuszczonego w roztworze. Krzywe uzyskane dla
zmodyfikowanej elektrody TAB wykazaty jedynie wzrost pradu utleniania wraz ze wzrostem
nadpotencjatu, co sugeruje kinetyczng kontrole procesu elektrody. Wyktadniczy ksztatt
krzywych woltamperometrycznych wskazuje na dobre wiasciwosci blokujgce monowarstwy
TAB. Warstwa jest zwarta i dobrze zorganizowana, o czym Swiadczy brak sygnatéw utleniania
i redukcji probnika redoks w badanym zakresie potencjatu. Wskazuje to silng interakcje
miedzy czgsteczkami TAB ufozonymi w monowarstwie. Obliczono takie powierzchnig
przypadajacg na jedng molekute z piku desorpcji TAB w eksperymencie
woltamperometrycznym. Pole powierzchni przypadajgce na jedng czasteczke wynosi 0,291
nm’. Uzyskana warto$¢ $wiadczy o dobrym uporzgdkowaniu i upakowaniu monowarstwy na
elektrodzie ztote;.

Ponadto zostato wykazane, ze monowarstwa TAB ma tendencje do samorzutnego
tworzenia nanoczagstek ztota po zanurzeniu jej do jonéw ziota. Potwierdzone zostato
to za pomocg obrazowania technika mikroskopii sit atomowych (AFM) (rycina 14). Obrazy
AFM pokazaty tworzenie nanoczgstek ztota w wyniku zanurzenia zmodyfikowanej elektrody
ztotej TAB w wodnym roztworze zawierajgcym 1 mM HAuCl,-3H,0. Struktury te powstajg
w wyniku interakcji miedzy zwigzkiem TAB zaadsorbowanym na elektrodzie i jonami AuCl, .
Taki uktad z nanoczgstkami ztota ma takie katalityczne witasciwosci w procesie redukcji
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tlenu, co potwierdzono wykonujgc badania elektrochemiczne. Pik redukcji tlenu
zarejestrowany za pomoca elekirod ztotych modyfikowanych TAB wystepuje przy mniej
ujemnym potencjale niz dla niemodyfikowanej elektrody ztotej, a maksymalna gestosé pradu
redukcji tlenu wynosi -248,8 uA/cm2 i jest wieksza niz dla elektrody niemodyfikowane;j
o okoto 51%.

_ 0,00
Rycina 14. Obraz AFM nanoczgstek ztota na monowastwie TAB zaadsorbowanej
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na ptaskiej elektrodzie ztotej po 72 h zanurzenia w roztworze 1 mM AuCl, .

Otrzymane wyniki zapoczatkowaty kolejny cykl prac tworzenia koniugatéw AuNPs-
TAB opisany w publikacji [H5].

Uzyskane wyniki, opisane w pracach [H1-H4] zostaty zaprezentowane jako komunikat
ustny pt. “Design and molecular modeling of API-functionalized gold nanoparticles”
na konferencji: XI Multidyscyplinarnej Konferencji Nauki o Leku (MKNOL 2018) , Nauka
dla przemystu, przemyst dla nauki” dn. 14-16.11.2018 r. w Warszawie.

H5 (TAB, 3D)

Fizyczne oddziatywanie substancji czynnej z powierzchnig nanoczgstek ztota moze by¢
niekorzystne w terapii przeciwnowotworowej, poniewaz lek znajdujacy sie na nanoczastce
juz na etapie iniekcji moze zosta¢ wymieniony na inne zwigzki zawarte w organizmie
cztowieka, ktére silniej oddziatujg z powierzchnig nanoczgstek. Proces ten moze réwniez
prowadzi¢ do agregacji nanoczastek ztota. Problemy te zaobserwowano w przypadku
nanoczgstek ztota fizycznie modyfikowanych abirateronem [H3], gdzie zaobserwowano
najstabszg site wigzania pomiedzy sktadowymi koniugatu. W zwigzku z tym nie moze
on efektywnie funkcjonowaé¢ jako potencjalny nosnik abirateronu do komodrek
nowotworowych. Zaprojektowanie alternatywnego nosnika abirateronu wymagato
zastosowania linkera, ktéry powinien tworzy¢ wigzanie kowalencyjne z grupa hydroksylowg
pierscienia A abirateronu. Potencjalne przytaczenie linkera do czgsteczki pirydynowe;j
abirateronu jest nieporzadane ze wzgledu na znany mechanizm metabolizmu abirateronu
[53]. Konwersja abirateronu do metabolitu A4-abirateronu (D4A) umozliwia 5-alfa- i 5-beta
redukcje D4A przy weglu 5, dajac sze$¢ dodatkowych metabolitéw abirateronu. Waznag

obserwacjg jest to, ze podczas tych reakcji czgsteczka pirydyny pozostaje nienaruszona.
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Czasteczka pirydynowa sprzyja prawidtowemu rozpoznawaniu abirateronu przez enzymy
steroidogenne, dlatego modyfikacje chemiczne powinny zachodzi¢ np. w pierscieniu A
z grupg hydroksylowa. Ta strona czasteczki abirateronu jest zaangazowana w dobrze znang
czgsteczke octanu abirateronu stosowanego w tabletkach do terapii raka prostaty.
Utworzenie wigzania estrowego z grupg hydroksylowg abirateronu wykorzystano do syntezy
tioabirateronu (TAB) opisanej w naszej poprzedniej pracy [H4].

Wczesdniejsze badania pokazaty, ze TAB tworzy uporzgdkowang i dobrze upakowang
monowarstwe [H4] i wytworzono nanoczastki ztota jako wynik zanurzenia elektrody ztotej
modyfikowanej TAB w roztworze wodnym zawierajgcym 1 mM HAuCl, x 3H,0. Kontynuacja
prac byto zatem przytgczenie TAB do nanoczastek ztota, wykorzystujgc synteze Turkevicha
[19] w pierwszym etapie. Jako prekursor ztota zastosowano HAuCl, i cytrynian sodu
w roztworze wodnym jako stabilizator i redukitor, w celu otrzymania cytrynianowych
nanoczgstek zfota. W wyniku tego otrzymano AuNPs o ujemnym tadunku pochodzgcym
od stabilizujgcych czastki jondw cytrynianowych. Nanoczgstki te wymagajg chemicznego
przeksztatcenia dla konkretnego zastosowania. Dinkel i wspétpracownicy [54] opisali,
Ze cytryniany sg tylko luzno zwigzane z nanoczgstkami ztota (6,7 kJ/mol) i tatwo je wymienic
na rézne czasteczki z grupami kotwiczgcymi, takimi jak tiole, aminy, karboksylany, fosfiny itp.
Rozpoczeto zatem prace nad przytgczeniem tiolowej pochodnej abirateronu, opracowang
procedurg, ktéra polegata na wymianie ligandu pomiedzy nanoczgstkami ztota
z cytrynianami a tioabirateronem. Tworzenie sie AuNPs-TAB monitorowano metodag
wizualng, kontrolujgc zmiane barwy z czerwonej (AuNPs-citr) na gleboka purpure oraz
za pomocy spektroskopii UV-Vis (rycina 15). Wstepne eksperymenty przeprowadzono
z zastosowaniem réznych rozpuszczalnikéw (DMSO, DMF, 1-butanol) i stosunkéw molowych
AuNPs-citr : TAB (1:1, 1:2, 1:5, 1:8, 1:10) oraz rdéinych czaséw reakcji (0-8h). Reakcja
pomiedzy tioabirateronem a AuNPs-citr zostata zainicjowana w ciggu kilku sekund, natomiast
petna wymiana ligandu cytrynianowego nastgpita po 4h. Podczas syntezy konieczny byt duzy
nadmiar TAB. Pasmo SPR postuzyto do monitorowania procesu tworzenia AuNPs-TAB. AuNPs
z cytrynianami charakteryzowaty sie wyraznym pasmem plazmondéw powierzchniowych przy
dtugosci fali okoto 519 nm (rycina 15A). Zaobserwowano przesuniecie pasma SPR z 519 nm
do 540 nm, zalezne od wielkosci i ksztattu czgsteczek. To przesuniecie piku absorpcji
w kierunku wyzszych dtugosci fal jest zwigzane ze zmiang lokalnej statej dielektrycznej wokot
AuNPs w wyniku adsorpcji TAB. Oczyszczanie nanoczgstek ziota z nadmiaru substancji
czynnej kontrolowano za pomocg techniki UV-Vis (rycina 15B) w supernatancie oraz technika
NMR, ktéorg wykorzystano réwniez do kontroli odmycia osadéw z cytrynianéw. Podczas
oczyszczania i wirowania nie obserwowano agregacji, na co wskazuje brak zmian w pasmie
maksymalnej absorpcji UV-Vis osadu AuNPs-TAB w pordwnaniu z koniugatami w mieszaninie
reakcyjnej (rycina 15C).
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Rycina 15. Widma UV-Vis: A} AuNPs-citr - linia niebieska; koniugatu AuNP-S-AB - linia
czarna (mieszanina reakcyjna); B) kontrola TAB w odciekach: po 1 wirowaniu (linia
zielona); po 2 wirowaniach (linia fioletowa); po 3 wirowaniach (linia czerwona):
ponizej LOD; C) osad nanoczgstek po oczyszczaniu.

Przeprowadzone prace eksperymentalne byly wspomagane przez teoretyczne
obliczenia struktury przestrzennej matych klastréw ztota Au, z tiolowa pochodng
abirateronu. Obliczenia wykonano przy uzyciu teorii funkcjonatu gestosci B3LYP/6-31G(d,p)
wraz z potencjatem efektywnym Lanl2dz dla atoméw Au. Wykorzystano roéwniez
uproszczong teorie funkcjonatu gestosci do obliczenia potencjatu chemicznego
oraz twardosci chemicznej. W oparciu o modelowe ukftady uzyskano ocene sposobu
oddziatywania tioabirateronu z atomami zfota oraz przewidziano parametry geometryczne
monowarstwy tioabirateronu na powierzchni czastek ztota (m.in. oceniono grubos¢
monowarstwy na ok. 17 A ). Oceniono réwniez energie wigzania tioabirateronu z atomami
ztota, ok. -46 kcal/mol, ktorej wartos¢ odpowiada ocenom dla podobnych uktadéw znanych
z literatury (tj. ok. -40 do -50 kcal/mol). Poréwnujgc energie wigzania modelowego uktadu
Aus-cytryniany o réinym stopniu jonizacji wskazano, ze omawiana w pracy wymiana
cytrynianu na tioabirateron w kompleksach ze ztotem moze zachodzi¢, gdy cytrynian jest
zjonizowany jedno- lub dwukrotnie. Podobng ocene uzyskano rowniez przy uzyciu catkowicie
niezaleznej teorii uproszczonej wykorzystujgcej pojecia potencjatu chemicznego i twardosci
chemicznej. Pordwnujgc przeptyw tadunku elektronowego w badanym kompleksie
zauwazono, ze ok. 0,3-0,4 jednostki atomowej tadunku przemiescito sie od czgsteczki
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tioabirateronu do klastra atomoéw ziota skutkujgc wyraing polaryzacjg tadunku.
Tioabirateron stat sie zatem jednostkg spolaryzowang dodatnio, natomiast klaster ziota
jednostka spolaryzowang ujemnie. W oparciu o teoretycznie obliczong budowe
tioabirateronu oraz dostepne w literaturze bazy danych biochemicznych wskazano,
ze tioabirateron nalezy do grupy czasteczek chemicznych bedacych kandydatami na leki
(ang. drug-like molecules) oraz ze moze wykazywac dziatanie selektywne w stosunku
do niektérych enzymdéw odpowiedzialnych za metabolizm (mozliwe dziatanie jako inhibitora
cytochromu CYP2C9).

Wykonano réwniez analizy IR w celu potwierdzenia obecnosci tioabirateronu
na nanoczastkach ztota. Na podstawie zatozonego modelu koniugatu (AuNPs-TAB) wykonano
obliczenia optymalizacyjne za pomoca teorii funkcjonatu gestosci (DFT). Efektem tych prac
bylo m.in. otrzymanie teoretycznych widm IR dla AuNPs-TAB i TAB. Na poczatku poréwnano
eksperymentalne i obliczone widma dla TAB i AuNPs-TAB w charakterystycznym zakresie
1800-1350 cm™. Najwieksze zmiany pomiedzy widmami TAB i AuNP-TAB sg obserwowane
gtéwnie w zakresie drgan rozciggajacych C=0. Widma teoretyczne z widmami
eksperymentalnymi wykazujg dobre dopasowanie w zakresie drgan rozciggajacych tej grupy.
Na obliczonym widmie koniugatu AuNP-TAB, w zakresie 1850—-1750 cm™, widoczne sg dwa
pasma przesuniete w kierunku mniejszych wartosci liczb falowych w odniesieniu
do obliczonego widma TAB. Na eksperymentalnym widmie koniugatu, w zakresie
1750-1700 cm™, rowniez widoczne sg dwa pasma przy 1728 i 1716 em™, ktére
sg przesuniete w kierunku mniejszych wartosci liczb falowych w odniesieniu do jednego
pasma przy 1735 cm™ obserwowanego na eksperymentalnym widmie TAB. Ten charakter
przesuniecia w kierunku mniejszych wartosci liczb falowych obserwowany na widmie
koniugatu potwierdza oddziatywania ligandu —S-AB z nanoczgstkami ztota. Obserwowany
dublet przy ok 1720 cm™ pochodzi ze sprzezenia grup karbonylowych znajdujgcych
sie na sasiadujgcych molekutach -S-AB. Ten rodzaj rozdzielenia pasma jest znany
w literaturze i potwierdza obecnos¢ dwdéch populacji grup funkcyjnych, np. grup amidowych
[55], hydroksylowych [56], w monowarstwie - zwigzanych i niezwigzanych wigzaniami
wodorowymi. W zakresie liczb falowych 1750-1350 cm™t teoretyczne widma TAB
i AuNPs-TAB nie rdinig sie od siebie znaczgco. Réwniez eksperymentalne widma TAB
i AuUNPs-TAB sg podobne do siebie w zakresie 1700-1350 cm™. Nastepnie poréwnano widma
IR-ATR tioabirateronu i koniugatu AuNPs-TAB w catym zakresie 4000 — 600 cmt. Pasmo
drgan rozciagajacych S-H na widmie TAB obserwuje sie przy okoto 2529 cm™. Pasmo
to charakteryzuje sie matg intensywnoscia i jest lepiej widoczne w widmie ramanowskim.
Nie zaobserwowano tego pasma na widmie koniugatu, co jest spowodowane bezposrednim
oddziatywaniem ligandu —S-AB z nanoczgstkami ztota.

Nowy koniugat scharakteryzowany zostat réwniez metodami TEM, NMR i TGA.
Badania biologiczne pozwolity ustali¢ bezpieczne stezenie AuNPs-TAB (IC50) dla funkcji
zyciowych komorki. Badanie biokompatybilnosci wykazato, ze AuNPs-TAB mozie by¢
bezpieczny w zastosowaniu terapeutycznym do 25 pM. Dodatkowo, eksperymenty
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przeprowadzone na komérkach nabtonka prostaty dowiodty, ze nowy zwigzek TAB, jak
réwniez AuNPs-TAB, sg bardziej biokompatybilne niz abirateron. Planowane sg badania
majgce na celu okreslenie szlakéw metabolicznych hepatocytow pod wptywem tiolowej
pochodnej abirateronu, jak rowniez wptyw jej na inhibicje cytochromu CYP17A.

H6 (TGE, 2D)

Zaproponowano tworzenie nowych pochodnych tiolowych wybranych API. Nowa idea
zaowocowata opracowaniem procedury otrzymania nie tylko tiolowej pochodnej
abirateronu, ale takze tiolowej pochodnej genisteiny (rycina 16). Synteza zostata podzielona
na 3 etapy: 1) otrzymanie trytylowego kwasu tiooctowego, 2) otrzymanie hydroksyalkilowe;j
pochodnej genisteiny i 3) otrzymanie docelowej tiolowej pochodnej genisteiny. Opracowana

w ramch projektu procedura syntezy TGE zostata opisana w publikacji [B15].
O

s I~ o0

Rycina 16. Wz6r strukturalny TGE.

Poczatkowe prace z nowym zwigzkiem polegaty na badaniu procesow redukcji
i utlenienia na elektrodzie napylanej ztotem w celu okredlenie mozliwosci tworzenia
nanoczgstek ztota, badano réwniez mechanizmy zachodzgce w monowarstwie.

W artykule [H6] tiolowana pochodna genisteiny (TGE) zostata przytaczona
do elektrody ztotej. Obecno$¢ grupy tiolowej pozwala na spontaniczne przytgczenie
czgsteczek TGE w procesie samoorganizacji do powierzchni ztota. W rezultacie na elektrodzie
ztotej samorzutnie tworzy sie monowarstwa tego zwigzku. Zaletg takich uktadow jest
nanomolarna iloéci TGE unieruchomiona na elektrodzie. Dodatkowo interpretacja krzywych
cyklicznych jest tatwiejsza, poniewaz zwigzek byt obecny tylko na elektrodzie i nie byfo
doptywu wolnego zwigzku z gtebi roztworu, jak to mato miejsce przy genisteinie
rozpuszczonej roztworze. Utlenianie TGE zaadsorbowanej na elektrodzie ztotej badano
metoda woltamperometrii cyklicznej w PBS pH 7,4. Gdy potencjat zmodyfikowanej elektrody
TGE zmieniat sie od -0,3 V do 0,3 V, na krzywych woltamperometrycznych nie
zaobserwowano pradu Faradajowskiego. Jesli potencjat rejestrowano w szerszym zakresie
potencjatéw, osiggajagc bardziej dodatnie wartosci, obserwowano nieodwracainy pik
utleniania przy 0,59 V (pik al) i quasi-odwracalng pare pikéw przy potencjale bliskim 0,17 V
(piki c2 i a2). Po pierwszym cyklu pik al szybko zanikat, a piki c2 i a2 wzrastaty. Zaleznos¢
prgdow pikdw c2 i a2 od szybkosci zmian potencjatu wykazata, ze wraz ze wzrostem
szybkosci zmian potencjatu, na krzywych woltamperometrycznych zaobserwowano wzrost
gestosci pradu piku utleniania i redukcji. Prad pikéw c2 i a2 zalezat liniowo od szybkosci
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zmian potencjatu w zakresie 0,020-2 V/s, co wskazywato na obecno$é uktadu
zaadsorbowanego na elektrodzie ziotej. Podobne krzywe woltamperometryczne
zarejestrowali inni autorzy dla zwigzkéw 4-aminotiofenolu i 4-hydryksotiofenolu [57-62],
a takze opisano w pracy przegladowej przez Oliveira-Brett i wspétpracownikéw [63].
Obserwowane piki wyjasniono powstawaniem dimeréw w pierwszym etapie, a nastepnie
tworzeniem sie uktadu chinon/hydrochinon.

W celu badania wiasciwosci elektrod modyfikowanych utleniong monowarstwg TGE
przeprowadzono testy w buforze fosforanowym o réznym pH w zakresie od 5,5 do 8,0.
Zbadano zalezno$¢ potencjatu piku a2/c2 od pH' roztworu. Na krzywych
woltamperometrycznych zaobserwowano, ze wraz ze spadkiem pH roztworu para pikow
a2/c2 przesuwa sie do wyiszych potencjatow, a gesto$¢ pradu piku maleje. Zostata
wyznaczona zaleznos¢ miedzy gestoscig pradu piku anodowego i katodowego. Nachylenie
krzywej dla piku katodowego wynosito okoto 45 mV na jednostke pH, co jest bliskie wartosci
59 mV dla dwuelektronowego i dwuprotonowego procesu. Wykazano liniowg zaleznos¢
potencjatu piku a2 od pH, z nachyleniem krzywej 74 mV na jednostke pH, ktdre nieznacznie
odbiegato od wartosci 59 mV. Otrzymane wartosci wskazujg réwniez na dwuelektronowy
i dwuprotonowy proces redoks. Jest to bardzo ciekawa obserwacja, poniewaz piki c2/a2
pojawiajg sie dopiero po utlenieniu zwigzku (pik al), co oznacza, ze grupa hydroksylowa C4’
w pierécieniu B genisteiny nie utlenia sie w pierwszym cyklu. Pik al nalezy przypisac
utlenianiu grup hydroksylowych C5 przy pierscieniu A genisteiny, poniewaz grupa C7
przy pierscieniu A genisteiny jest zablokowana przez facznik z grupg tiolowa. Pik al moze
by¢ rowniez odpowiedzialny za przyfaczenie grupy -OH w pierscieniu B przy C3’ lub C5’
genisteiny. W pierscieniu B powstaje uktad chinon/hydrochinon, co przejawia sie obecnoscig
pary pikéw a2/c2, ktére odpowiadajg procesowi 2e”/2H". Dodatkowo pik al jest bardzo duzy
(prad piku, tadunek pod pikiem) w poréwnaniu do pikéw a2/c2, co moze sugerowad,
ze zachodzi tam wiecej niz jeden proces. Wyjasniono to zjawisko réwnoczesnym procesem
polimeryzacji i przytgczenia grupy -OH do pierscienia B tiogenisteiny.

W kolejnym eksperymencie jako$¢ monowarstwy TGE na zfocie sprawdzono
w obecnosci probnika redoks [Fe(CN)e]* rozpuszczonego w roztworze. Badania
przeprowadzono w odtlenionym 0,5 M KCl zawierajgcym 1 mM [Fe(CN)¢]*. Podczas
rejestracji pierwszego cyklu, na krzywej woltamperometrycznej, w badanym zakresie
potencjatéw, zaobserwowano jedynie pik utleniania prébnika redoks o gestosci pradu
215 uA/cm2 i potencjale 0,60 V. W tym cyklu zachodzi réwniez utlenianie monowarstwy
(pik al opisany w poprzednim akapicie), co odpowiada polimeryzacji czasteczek TGE
i przytgczeniu grupy -OH do pierscienia B. W kolejnym cyklu pik utleniania przesuwa sie
do bardziej dodatnich potencjatéw, a gestos¢ pradu zmniejsza sie. Wynika¢ to moze
ze zorganizowania monowarstwy na elektrodzie oraz stabszego wnikania prébnika redoks
w monowarstwe. Moze to by¢é spowodowane tworzeniem sie polimeru na elektrodzie.
W trzecim i kolejnych cyklach maksymalna gestos¢ pradu nieznacznie maleje, a potencjat
piku przesuwa sie do bardziej dodatnich wartosci, co swiadczy o stabilizacji monowarstwy.
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Desorpcje  monowarstwy TGE zaadsorbowanej na elektrodach ztotych
przeprowadzono réwniez poprzez rejestracje krzywych woltamperometrycznych w szerokim
zakresie potencjatdow w 0,1 M roztworze wodorotlenku sodu. Na krzywych
woltamperometrycznych zaobserwowano piki redukcji w zakresie potencjatow od -0,7 V
do 1,2 V. Sugeruje to, ze zwigzek zaadsorbowany na elektrodzie oddziatywuje z elektrodg
poprzez wigzanie S-Au i tworzy réwniez silne oddziatywania miedzyczgsteczkowe TGE-TGE.
Doswiadczenie to potwierdza obecno$¢ monowarstwy TGE na elektrodzie ztotej.
W przypadku badan tiogenisteiny na elektrodzie ztotej tatwiej jest interpretowaé wyniki
w poréwnaniu z badaniami prowadzonymi z geniesteing rozpuszczong w roztworze, gdzie
wystepuje silna adsorpcja zaréwno substratéw, jak i produktéw reakcji elektrodowych.
Na podstawie obserwacji i badann Oliveira-Brett i wspotpracownikdw [63] oraz
przeprowadzonych badan elektrochemicznych TGE-Au wysunigto wnioski:

e TGE zaadsorbowana na powierzchni elektrody ztotej tworzy dobrze upakowang
monowarstwe.

e W wyniku utleniania TGE powstaje nowy zwigzek.

e Badania w roztworach o réznych pH $wiadcza o tym, ze wymieniane sg 2e’/2H" podczas
proceséw redoks, co moze odpowiadac parze chinon/hydrochinon.

e TGE mozna zdesorbowac z powierzchni elektrody ztotej do roztworu.

Zastosowano techniki spektrometryczne i spektroskopowe wsparte obliczeniami
metodami chemii teoretycznej i modelowaniem molekularnym dla uktadéw modelowych
do identyfikacji nowego zwigzku powstajgcego na elektrodzie w wyniku utlenienia
tiogenisteiny. Przeprowadzone badania z zastosowaniem techniki spektrometrii mas MALDI-
MS (Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation - Mass Spectrometry) wymagaty
opracowania niekonwencjonalnego sposobu przeprowadzenia analizy. W typowym pomiarze
metodg MALDI, krople roztworu probki (o objetosci rzedu dziesigtych czesci pl) umieszcza
sie na podstawie ze stali nierdzewnej, miesza z roztworem organicznej matrycy
i po wyschnieciu poddaje analizie. W opisywanych tu badaniach widmo masowe musiato by¢
rejestrowane bezposrednio z powierzchni elektrody ztotej, na ktorej analit obecny w formie
monowarstwy byt uprzednio poddany elektrochemicznemu utlenieniu. Bezposrednio przed
rejestracjg widma mas elektroda byta pokrywana organiczng matryca, ktorej rola polegata
na absorpcji promieniowania lasera jonizujagcego préobke. Matryca zostata wybrana sposrdd
nastepujacych zwiazkéw: kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy (CHCA), kwas synapinowy
(SA), kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy (DHB), kwas 3-hydroksypikolinowy (HPA), 2,4,6-
trihydroksyacetofenon (THAP). Kryteriami wyboru matrycy byty: stosunek intensywnosci
sygnatéow prébki do szumu oraz interferencja sygnatéw matrycy z sygnatami analitu.
Najlepsze wyniki uzyskano z udziatem matrycy DHB i dla niej wykonano interpretacje
sygnatéw. Odniesieniem dla widm uzyskanych dla analitu obecnego na elektrodach ztotych
byty wyniki pomiaréw tiogenisteiny uzyskane w standardowym eksperymencie MALDI —
z zastosowaniem podstawy ze stali nierdzewnej. W tych warunkach niezwigzana
tiogenisteina w réznych matrycach obserwowana jest jako jon m/z 389 Da [M+H]".
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Dodatkowo obserwowane sg addukty z sodem i potasem: m/z 411 Da [M+Na]*, m/z 427
[M+K]*. Na widmie elektrody z unieruchomiong TGE przed utlenieniem obserwowany jest
jon m/z 774 Da. Zaobserwowano wiec, ze TGE z monowastwy wybijana jest przez laser jako
disiarczek. Ciekawym zjawiskiem jest zwigzek powstajgcy po utlenieniu TGE na elektrodzie.
Na widmie elektrody z unieruchomiong TGE po utlenieniu obserwowane sg dwa istotne jony
m/z 1148 Da i 1132 Da. Zaproponowano wiec mechanizm utleniania, w wyniku ktérego
prawdopodobnie tgczg sie trzy czasteczki TGE z jednoczesng modyfikacjg w strukturze.
Zaobserwowano réwniez na widmie oderwanie grupy karbonylowej przy m/z 1132 Da.
W literaturze opisano przypadek, w ktérym utlenienie genisteiny polega na tworzeniu
dimerdow i trimerow w pozycji orto pierscienia B. Opisane w pracy [H6] badania wskazujg na
prawdopodobng polikondensacje/polimeryzacje tiogenisteiny jako wynik utlenienia
z jednoczesnym utlenieniem pierscienia B.

Na rycinie 17 zestawiono trzy widma IR: tiogenisteiny (widmo transmisyjne prébki
anizotropowej zarejestrowane dla pastylki z KBr) oraz tiogenisteiny na elektrodzie Au przed
i po utlenieniu (widma IR-ATR). Obecnos¢ grup hydroksylowych w czgsteczce tiogenisteiny
(TGE) potwierdza wyraZne pasmo przy 3439 cm™. Pierwsza charakterystyczna réznica miedzy
widmem TGE i obu widmami TGE na elektrodzie Au przed i po utlenieniu jest widoczna
w charakterystyce pasma pochodzagcego od drgan rozciggajgcych grup —OH.
W przeciwienstwie do widma anizotropowej prébki TGE na dwdch pozostatych widmach
widoczne jest szerokie pasmo w zakresie od 3600 do 3200 cm™. Biorac pod uwage,
ze w czgsteczce TGE dwie grupy hydroksylowe moga uczestniczy¢ w wigzaniach wodorowych
miedzy- i wewnatrzczgsteczkowych, poszerzenie pasma na obu widmach TGE na elektrodzie
Au przed i po utlenianiu sugeruje zmiany w obrebie wigzan wodorowych. Pasma pochodzace
od drgan rozciggajgcych C-H z pierscieni aromatycznych i grupy metylenowej czgsteczki TGE
obserwuje sie w zakresie od 3085 do 2817 em™t Zmiane w wartosciach liczb falowych tych
drgan zastosowano do rozrézinienia konformacji tahcuchéw alkilowych pomiedzy
konformacjg all-trans - quasi krystaliczng, kiéra wystepuje w $cisle uporzadkowanych
monowarstwach a konformacjg wynikajacg z nieuporzadkowania taficuchéw w fazie ciektej
z defektami typu gauche. Ogdlnie obserwowanym trendem dla alkanotioli zawierajgcych
wiecej niz dziesie¢ atoméw wegla w tancuchach jest wzrost wartosci liczb falowych
przy ktérych wystepuja asymetryczne i symetryczne drgania rozciggajgce grupy
metylenowej, odpowiednio od okoto 2918 do 2924 em™ i od okoto 2851 do 2855 cm™
podczas przejécia z nieuporzadkowanego stanu do stanu quasi krystalicznego. Krotsze
taricuchy réwniez wykazujg charakterystyke widma jak dla stanu nieuporzadkowanego.

38



Dr n. farm. Elzbieta U. Stolarczyk Autoreferat

TGE TGE-Au TGE-Au after oxidtion e

g,

- W=y 7.4
A \ Y (ot | 2
A"'\'\V\,\\ - - J2926I{ s ;

2579

Transmittance, [%]

ss00 340  sw0  se00 2800 2600

] \ il f "I\Ii4032 865 I.-739
\1 5 / U1 =
M 1;1{:::11433 1350 \J> 1256 A \’“591064 S s51J '
1611
736 1655 16111573 1519 ) 1303,237 1211) 174 ‘ﬁ}; — \ﬂ/J 726703671
M\ A ﬁm/;;sv e
Y 1574 1303

§ 1738

1211
s 1518 17 123?256 1168 p J
\~ , 1180 g
Doy Nes Y\ ) y ) 839
Do J‘5731507 J ey iy
i 622
1261 1255 1183 1168
1664/
1600 1400 1200 1000 800

Wavenumbers, [em'"]

Rycina 17. Zestawienie widm IR: TGE (w pastylce z KBr), TGE na elektrodach Au
przed i po utlenienie (ATR). Okno gérne 3600400 cm™; okno dolne 1800-650 em ™

Na widmach TGE na elektrodach Au przed i po utlenieniu widoczne sg dwa
charakterystyczne, bardzo intensywne pasma przy 2927 i 2855 cm™, ktére pochodzg
od drgan asymetrycznych i symetrycznych grupy metylenowej. Pasma te sg przesuniete
01 cm™ w kierunku wiekszych wartosci liczb falowych w odniesieniu do ich odpowiednikéw
na widmie TGE. Ta zmiana nie dowodzi uporzadkowania quasi krystalicznego, jak
w przypadku modelowych alkanotioli, poniewaz czasteczka TGE charakteryzuje sie krotkim
taricuchem alkilowym. Aby oszacowac katy obrotu molekut wokét wiasnej osi i ich nachylenia
wzgledem normalnej do powierzchni ziota, poréwnano wartosci intensywnosci dla pasm
pochodzgcych od drgan asymetrycznych i symetrycznych grupy metylenowej oraz drgan
rozciggajgcych asymetrycznych grupy C-O-C z widm TGE (pastylka z KBr) i TGE na Au (IR-ATR).
Katy obrotu i nachylenia wynosity odpowiednio 43 i 77°.

Pasmo pochodzace od drgan rozciggajgcych S-H w czgsteczce TGE obserwuje sie przy
2579 cm™ zaréwno na widmie IR jak i ramanowskim. Brak tego pasma na obu widmach TGE
na elektrodach wskazuje na utworzenie nowego wigzania bezposrednio przez atom siarki
do powierzchni elektrody Au.

W czgsteczce TGE obecne sg dwie grupy karbonylowe, jedna w fancuchu, a druga
w pierscieniu. Porownanie dwdch wartosci 1736 i 1655 cm™ z wartoscig odniesienia
1647 cm™ dla grupy karbonylowej z czasteczki genisteiny (GE) pozwala przyporzadkowac
pasmo przy 1655 cm™ do pierécienia i pasmo przy 1736 cm™ do faficucha. Przypuszcza sie,
ze grupa karbonylowa z pierécienia uczestniczy w wewnatrzczgsteczkowym wigzaniu
wodorowym z sgsiadujgcy grupa hydroksylowg. Pasmo pochodzgce od drgan rozciggajgcych

grupy karbonylowej z taficucha na widmie TGE na elektrodzie Au jest lekko przesuniete
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w kierunku wiekszych wartosci liczb falowych od 1736 cm™ do 1738 ¢cm™ co moze
wskazywac na zerwanie wigzania C = 0..H-S. Ale na widmie TGE na elektrodzie Au
po utlenieniu, pasmo od drgan rozciggajacych grupy karbonylowej jest przesuniete
w przeciwnym kierunku do wartosci 1732 cm™. Pasmo drgan rozciggajgcych grupy
karbonylowej przyporzadkowanej pierscieniowi na widmie TGE na elektrodzie Au jest
przesuniete w kierunku wiekszych wartosci liczb falowych z 1655 na 1661 cm™ co wskazuje
na osfabienie wewngtrzczgsteczkowego wigzania wodorowego C=0-0-H, ktére mozie by¢
spowodowane wzmocnieniem interakcji miedzyczgsteczkowych z sgsiednimi czgsteczkami.
Jednoczesnie obserwuje sie jednak wzrost intensywnosci wzglednej tego pasma. Na widmie
TGE na elektrodzie Au po utlenieniu pasmo to jest przesuniete do wartosci 1664 cm™.
Przypuszcza sie, ze ta znaczgca zmiana w kierunku wiekszych wartosci jest spowodowana
przez rozerwanie wewnatrzczgsteczkowego wigzania C=0-0-H pierscienia C podczas reakgji
utleniania.

Pasma pochodzgce od drgan rozciggajgcych C=C na widmach IR i ramanowskim TGE
widoczne sg w zakresie od 1611 do 1496 cm™. Pasmo przy 1611 cm™ na widmie TGE jest
przesuniete w kierunku wiekszych liczb falowych do 1615 cm i 1622 cm™ na widmach TGE
na elektrodzie Au odpowiednio przed i po utlenianiu. Warto zaznaczyé, ze wieksze
przesuniecie pasma C=C jest w odniesieniu do widma TGE po utlenieniu oraz zmniejszyta
sie wzgledna intensywnos$¢ tego pasma. Podobne zachowanie obserwuje sie dla pasm:
1573 cm™ (TGE), 1574 cm™ (TGE na Au elektrodzie przed utlenieniem) i 1576 cm™
(po utlenieniu) oraz dla dubletu pasm przy 1519 em™i 1496 cm™ (TGE). Obserwacje catego
zakresu drgan rozciggajacych C=C wskazujg na gtebokie zmiany w trzech pierscieniach
utlenionego zwigzku TGE na powierzchni Au. Na widmach [R i ramanowskim TGE
w zakresach drgan deformacyjnych grupy metylenowej i hydroksylowej obserwuje sie dwa
oddzielne dublety odpowiednio przy 1451 cmti 1433 em™ oraz przy 1372 em™i 1359 em™,
Na obu widmach TGE na elektrodzie Au przed i po utlenieniu, widoczne sg szerokie pasma
od drgan deformacyjnych grup metylenowych odpowiednio przy 1447 cm™ i 1445 cm™.
Na tych widmach obserwuje sie réwniez szerokie pasma od grup hydroksylowych przy 1375
em™ 1378 em™. Na widmach IR i ramanowskim TGE widoczny dublet przy 1174 cm™ i 1159
cm™ pochodzi od asymetrycznych drgan rozciggajacych C-O-C i drgan rozciggajacych C-OH.
Pasma od symetrycznych drgan rozciggajacych grupy C-O-C obserwuje sie na widmie
ramanowskim przy 993 em™ i 877 em™. Natomiast na widmie IR dla TGE na elektrodzie Au
przed utlenieniem dublet wystepuje przy 1180 cm™ i 1158 cm™ a na widmie TGE po
utlenieniu dublet jest znacznie przesuniety o okoto 10 cm™ do wartodci 1183 cm™
i 1166 cm™. Na widmie IR dla TGE pasma od drgan deformacyjnych C-H poza ptaszczyzng
od pierscieni aromatycznych sg widoczne przy 851 em™? i 825 cm™. Na widmach TGE
na elektrodach Au przed i po utlenieniu te pasma wystepujg przy ok. 841 cm™ i 839 ecm™.
Ponadto warto zauwazy¢, ze pasmo przy 839 cm™ jest bardzo szerokie i ma mniejszg
intensywnos¢ niz pasmo przy 841 cm™, co moze Swiadczy¢ o tym, ze utlenianie TGE wptywa
na pierscienie czgsteczki.

40



Dr n. farm. Elzbieta U. Stolarczyk Autoreferat

Réwnolegle do badan eksperymentalnych wykonano obliczenia metodami chemii
teoretycznej i modelowania molekularnego dla uktadéw modelowych. Obliczenia kwantowe
wykonano przy pomocy teorii funkcjonatu gestosci w wersji B3LYP z $redniej wielkosci
bazami atomowymi 6-31G(d), 6-31G(d,p) oraz 6-311++G(d,p) dla atoméw H, C, N, O, S
zaleznie od wielkosci badanego uktadu. W przypadku modelowania duzych uktadow
(ok. 800 atomow), skorzystano z poétempirycznej metody chemii kwantowej PM7.
Zaprojektowano model monowarstwy TGE na powierzchni ztota odpowiadajacy fragmentowi
elektrody Au lub fragmentowi zewnetrznej powierzchni nanoczastki ztota. Model tworzyto
81 atomdéw Au o geometrii powierzchni Au(111) oraz 26 czgsteczek TGE. Po czesciowej
optymalizacji metodg PM7 uzyskano niemal réwnolegte utozenie czgsteczek TGE wzgledem
siebie i ktore rownoczesnie byly prostopadte do powierzchni Au. Pofozenia atoméw Au
nie podlegaty optymalizacji. Na podstawie geometrycznych rozmiarow czgsteczek TGE
oceniono gruboéé monowartwy o wartosci ok. 21 A. Najkrétsza dolegtoéé miedzy atomami
siarki wynosita ok. 5 A, zaé miedzy sasiednimi czasteczkami TGE ok. 8 A.

Nastepnie obliczono niektére wiasnosci spektralne bioczasteczki w oddziatywaniu
z powierzchnig ztota w celu poréwnania z widmami eksperymentalnymi. Na podstawie
obliczen kwantowych w ramach teorii funkcjonatu gestosci (B3LYP/6-31G(d,p))
zinterpretowano w widmie IR niewielkie, ok. 6 cm™ przesuniecie pasma karbonylowego
C(4)=0 w kierunku wyzszych czestosci obserwowane po utworzeniu monowarstwy TGE
na nanoczastkach Au. Poprzez pordwanie czestosci drgan grupy C(4)=0 w czasteczce TGE
z wewnatrzmolekularnym wigzaniem wodorowym i bez takiego wigzania wykazano,
ze obserwowany empirycznie wzrost czestosci drgania grupy karbonylowej pochodzi z efektu
ostabienia wewnatrzczgsteczkowego wigzania wodorowego, ktdére najprawdopodobniej jest
konsekwencjg zblizenia sie sgsiednich czasteczek TGE wskutek utworzenia monowarstwy
na powierzchni Au i utworzenia dodatkowych oddziatywan miedzymolekularnych z udziatem
grupy C(5)-OH.

Poniewaz w trakcie pomiaréw technika MALDI-MS powierzchni elektrody Au pokrytej
monowartswg TGE i po jej elektrochemicznym utlenieniu stwierdzono obecnos¢ zwigzku
o zdecydowanie wigkszej masie, a z kolei widma ATR-IR wskazywaty, ze widmo nieznanego
zwiazku nie moze by¢ sumg widm monomerdw TGE, przypuszczano zatem,
ze nieznany zwigzek powstat z potaczenia min. trzech czgsteczk TGE. Otwartg kwestig byt
sposob potgczenia trzech czgsteczk TGE wigzaniami chemicznymi. W tej sytuacji
zaproponowano badania modelowe. Najpierw zbadano rozktad gestosci spinowej utlenionej
czasteczki TGE, ktéra byta pozbawiona jednego atomu wodoru grupy (C-4')-OH. Na tej
podstawie oceniono prawdopodobne miejsca w czasteczce TGE podatne na utworzenie
wigzah chemicznych, przypuszczalnie C-C lub C-O. W trakcie opracowania modelu
zaproponowano kilka struktur quasi-trimeréw TGE (rycina 18), m.in. pofgczonych wigzaniem
dwusiaczkowym jak i potgczonych wigzaniami aryl-O-aryl. Odlegtos¢ miedzy atomami siarki
w sgsiednich quasi-trymerach TGE wynosi ok. 13 A, natomiast wewnatrz quasi trimeréw
odlegto$¢ S-S wynosi ok. 11 A .
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Rycina 18. Molekularny model dwdéch quasi-trimeréw TGE na powierzchni Au81.

W artykule zweryfikowano wifasciwosci przeciwnowotworowe zmodyfikowanej
struktury czasteczki genisteiny opierajgcej sie na podstawieniu w miejscu C7-OH fgcznika
etylowego i reszty kwasu tioglikolowego. We wstepnych badaniach biologicznych
stwierdzono, ze TGE wykazuje wyzszg aktywnos¢ cytotoksyczng wobec komoérek raka
prostaty DU145 niz sama genisteina (GE). Ponadto, wydedukowana w niniejszej pracy forma
trimerédw TGE po utlenieniu moze zwieksza¢ odpowiedz biologiczng w poréwnaniu z lekiem
macierzystym ze wzgledu na synergizacje tej odpowiedzi. Najczesciej leki
dimeryczne/trimeryczne nie sg uwalniane (lub rozszczepiane) w komdrce, wiec mogg dziatad
jako zupetnie nowa jednostka molekularna wewnatrz komérek docelowych.

Przebiegajgce procesy utleniania i redukcji oraz wyniki badan biologicznych $wiadcza
o tym, ze tiogenisteina moze mieé¢ ciekawe zastosowanie biomedyczne réwniez jako czesc
koniugatu AuNPs-TGE. Zasadne jest wiec zaprojektowanie i przeprowadzenie syntez
zmierzajacych do wytworzenia nanoczgstek ztota z tiogenisteing [HO - manuskrypt
przygotowywany do druku]. Szerszy aspekt tego spojrzenia wskazuje, ze tworzenie tiolowych
pochodnych APl jest procesem czasochtonnym i przebiegajagcym ze stabg wydajnoscia
z koniecznoscig blokowania grupy —SH (trytylowanie grupy). Etap ten mozina omingé
przytaczajgc linker tiolowy do nanoczastki ztota. Nastepnie opracowaé metode tworzenie
wigzania estrowego z wybranym APl na nanoczastce ztota, dlatego planowana jest
kontynuacja prac.

Najwazniejsze osiggniecia prowadzonych przeze mnie prac / podsumowanie publikacji /

whnioski

Wiekszo$¢ stosowanych lekow to zwigzki o niskiej masie czasteczkowej, ktore
charakteryzujg sie szybkim metabolizmem i szybkim wydalaniem z organizmu, niekorzystng
biodystrybucjg oraz niewielkg wybidrczoscig dziatania terapeutycznego. Medycyna ma juz
szeroki wachlarz $rodkdw do leczenia réinych chordb, natomiast problemem jest ich
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wiasciwe uzycie i wybidrcze ich dostarczenie w celu zapewnienia optymalnego efektu
terapeutycznego. Nowoczesne systemy dostarczania lekéw, a nie jedynie sama substancja
czynna, umozliwiajg zwiekszenie skutecznosci leczenia. Selektywno$¢ oraz skutecznosé lekow
istotnie zwieksza potencjat nanoczgstek stosowanych w terapii nowotworowej jako nosniki
lekéw przeciwnowotworowych i przeciwzapalnych. W opisywanych pracach przedstawitam
koncepcje nanoczagstek ziota i ptaskich powierzchni ziota z przytgczonymi, wybranymi
substancjami farmaceutycznymi i ich nowymi analogami (tiogenisteing, tioabirateronem).

Moim osiggnieciem naukowym stanowigcym podstawe ubiegania sie o stopien
doktora habilitowanego jest opracowanie syntez oraz zaprojektowanie multidyscyplinarnych
badan analitycznych w celu otrzymania szerokiej charakterystyki unikalnych koniugatow
AuNPs-APl o przewidywanych wiasciwosciach przeciwnowotworowych i zastosowaniach
biomedycznych. Zaproponowatam nowg forme leku dla genisteiny potgczonej
z nanoczgstkami ztota (AuNPs-GE), pemetreksedu (AuNPs-PE), abirateronu (AuNPs-AB),
tioabirateronu (AuNPs-TAB) oraz nowe monowarstwy z tioabirateronem (SAMs — TAB)
i tiogenisteing (SAMs — TGE).

W artykutach przedstawitam proste i szybkie sposoby otrzymywania koniugatéw,
ktére nie zostaty opisane dotychczas w literaturze. Opracowatam syntezy stabilnych
koniugatéw o oczekiwanych rozmiarach nanoczgstek i zoptymalizowatam sposéb
ich oczyszczania. Wytworzone koniugaty zostaty scharakteryzowane pod wzgledem
tozsamosci, czystosdci, rozmiaru i tadunku, zaproponowanymi przeze mnie metodami
analitycznymi, ktére potwierdzity ich odpowiednia jakos¢.

Podczas syntez otrzymywatam prébki polidyspersyjne i monodyspersyjne
nanoczgstek ztota. Kierunek prac zmierzat do otrzymania nanoczastek ziota
monodyspersyjnych, o jak najbardziej zblizonych rozmiarach. Rozmiary nanoczastek
obrazowano za pomocg technik TEM, XRPD i mierzono za pomocg DSL oraz opracowang
przeze mnie nowg metodg ICP-MS [HO]. Podczas optymalizacji oczyszczania istotne byto
kontrolowanie wolnej (niezwigzanej) substancji czynnej. Opracowatam metode UV-Vis
do oznaczenia pozostatoéci substancji czynnych w mieszaninach reakcyjnych i odciekach.
Technike UV-Vis stosowatam nie tylko do okreslenia wtasciwosci otrzymanych koniugatéw
ale réwniez do kontroli tworzenia nanoczastek ztota w mieszaninach reakcyjnych oraz
do badania stabilnosci otrzymanych osadéw w buforze PBS. Do interpretacji wykorzystatam
widma absorpcji nanokrysztatéw metali, ktére wystepujg w zakresie widzialnym i sg one
zdominowane przez pasma plasmonu (SPR). W celu okreslenia stopnia naftadowania
otrzymanych koniugatéw wyznaczano potencjat zeta technikg ELS. Zaproponowatam
rowniez mechanizmy powstawania  otrzymanych  koniugatéw na  podstawie
przeprowadzonych metod obliczeniowych, widm IR, ramanowskich i badan
elektrochemicznych. Analiza widm oscylacyjnych otrzymanych przy zastosowaniu techniki
spektroskopii IR jak réwniez komplementarnej do niej spektroskopii ramanowskiej, pozwolita
na analize zaréwno struktury badanych czgsteczek, jak i ich oddziatywan z otoczeniem.
Tym samym byfa odpowiednig technikg do detekcji tworzacych sie wigzan nosnik -
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substancja czynna. Otrzymane widma IR i ramanowskie koniugatow cechowaty sie zmiang
potozenia wybranych pasm w poréwnaniu z widmami przytagczanych substancii,
co wskazywato na powstawanie wigzan pomiedzy tymi substancjami, a nanoczgstkami ztota.
Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego byta réwniez z powodzeniem
stosowana do detekcji substancji czynnej w koniugatach, wymagato to jednak
wczedniejszego doktadnego oczyszczenia nadmiaru substancji czynnej, niezwigzanej
z nanoczgstkami ztota. Do badania nanoczgstek ztota stosowano réwniez techniki
elektrochemiczne aby potwierdzi¢ obecnos$¢ przytaczonej, elektroaktywnej substancii
farmaceutycznej do nanoczastek ztota. Badania te pozwolity rowniez na wyznaczenie
stezenia powierzchniowego substancji na nanoczastkach ztota, jak réwniez potwierdzenia
mechanizméw reakcji  utleniania/redukcji. Zaproponowane przeze mnie metody
elektrochemiczne stuzyty do badania wiasciwosci redoks tworzenia nanoczgstek. Dodatkowo
prace elektrochemiczne zastosowane zostaty do badania oddziatywan APl na ptaskich
powierzchniach  ztota, badania oddziatywah pomiedzy APl zaadsorbowanymi
na elektrodach, gestosci upakowania, proceséw redoks, w tym oddziatywarn monowarstwy
z jonami ztota.

Zgodnie z moimi zatozeniami, modelowanie molekularne stanowito pomoc,
wzmochienie i uzupetnienie badan eksperymentalnych. Analiza wynikdw badan
eksperymentalnych i teoretycznych doprowadzity do wyboru opisanej metodyki badan
opartej o podejscie hybrydowe, ktére fgczy metody chemii kwantowej oraz mechaniki
molekularnej do przewidzenia struktury przestrzennej i niektérych wtasnosci
fizykochemicznych biokoniugatdéw sredniej wielkosci zbudowanych z klastréw atoméw ztota
Au oraz bioczgsteczek. Klastry atomoéw zfota stanowily model fragmentu zewnetrznej
powierzchni nanoczgstek ztota. Wybrane bioczasteczki stanowity model sktadnikéw
monowarstwy otaczajgcej nanoczastki. W wyniku przeprowadzonych badan teoretycznych
uzyskano oceny najbardziej korzystnych miejsc przytgczenia bioczgsteczek do nanoczgstek,
site wigzania i geometrie dopasowania. Oceniono réwniez mozliwos¢ zajscia wybranych
reakcji chemicznych zwigzanych z rdéwnolegle prowadzonymi eksperymentami
laboratoryjnymi.

Otrzymane wyniki badan biologicznych wykonanych na wybranych liniach
komérkowych, $wiadczg o duzo lepszych parametrach nowych analogéow jak
i otrzymanych koniugatéw w poréwnaniu z wolnymi API.

Moim osiggnieciem naukowym stanowigcym podstawe ubiegania sie o stopien
doktora habilitowanego byto réwniez wykazanie zbioru metod analitycznych, ktére nalezy
zastosowac, aby dokonaé petnej charakterystyki tworzonych w nanotechnologii potgczen
nanoczgstek z substancjg czynng. W swoich badaniach wykazatam koniecznos¢ stosowania
szerokiego spektrum metod analitycznych, w celu opracowania petnej charakterystyki
nowych koniugatéw, co jest niezbedne do okreslenia jakosci stosowanych koniugatow,
a w konsekwencji bezpieczenstwa ich stosowania. Zastosowanie tak szerokiego spektrum
komplementarnych technik pozwolito na opracowanie charakterystyki nanokoniugatéw
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zgodnej z wymaganiami i wytycznymi EMEA, ICH dotyczacych substancji czynnych
i produktéw leczniczych. Charakterystyka ta wykracza daleko poza ramy opisywanych
w literaturze metod stosowanych dla tego typu potgczen. Wyniki badan zostaty
opublikowane w pracach prezentowanych w cyklu osiggniecia naukowego jak i w pracach
poza cyklem. Dodatkowo bycie koordynatorem tych badan pozwolito mi na catosciowe
spojrzenie na postawiony cel prac i jego realizacje oraz pokazato koniecznos¢ poszukiwania
nowych rozwigzan w farmacji.

Prowadzone przeze mnie prace byty interdyscyplinarne i dotyczyly badan
syntetycznych i analitycznych. Do najwazniejszych rezultatéw wchodzgcych w sktad mojego
osiggniecia naukowego nalezy:

- optymalizacja i opracowanie warunkow syntezy koniugatéw nanoczgstek ztota z genisteing,
pemetreksedem, abiarteronem i tioabirateronem;

- opracowanie metod kontroli miedzyoperacyjnej, wydajnosci procesu syntezy i oczyszczania;
- opracowanie metod badania stabilnosci otrzymanych koniugatéw;

- opracowanie metod badania tozsamosci i czystosci otrzymanych koniugatow;

- zaproponowanie mechanizméw oddziatywania nowych analogéw substancji czynnych
na powierzchniach ptaskich elektrod ztotych i na nanoczgstkach ztota;

- opracowanie alternatywnej koncepcji, w stosunku do obecnie stosowanych,
kompleksowego, farmaceutycznego podejscia, a wiec analizy jakosciowej i ilosciowej
w nanotechnologii;

- opracowanie multidyscyplinarnej koncepcji w celu uzyskania petnej charakterystyki
unikalnych nanokoniugatéw do zastosowania w terapii onkologicznej.

Wyniki moich badan, opublikowane w cyklu wchodzacym w sktad osiggniecia
naukowego, dokumentujg zrealizowanie postawionego celu naukowego. Dajg jednoczesnie
odpowied? na wymagania stawiane wspodfczesnej analizie farmaceutycznej oraz wskazujg
na ich znaczenie i potencjalne zastosowanie w nanoterapii. Nanotechnologia moze by¢
bowiem z powodzeniem stosowana jako rozwigzanie problemu biodostepnosci dla
substancji czynnych, ktére zostaly wstrzymane w badaniach przedklinicznych i klinicznych
z powodu nieoptymalnych wiasciwosci farmakokinetycznych lub biochemicznych np. stabej
rozpuszczalnosci w wodzie. Prowadzone przeze mnie badania podstawowe sg niezwykle
istotne z punktu widzenia zdrowia pacjenta. Réwniez sg bardzo waine z punktu widzenia
rozwoju polskiej farmacji i tacza wiedze z zakresu fizyki, chemii, medycyny i nanotechnologii.

Kontynuacja prac

Dokonany przeze mnie, kilkanascie lat temu, wybér nanotechnologii jako kierunku
przysztosciowego w badaniach farmaceutycznych, okazat sie trafny. Moja praca
w tej tematyce rozpoczyna sie publikacjami przegladowymi w latach 2007 - 2008, a koriczy
sie pracami oryginalnymi z ostatnich lat (2017-2021). Obecnie kontynuuje moje badania
w kierunku przytgczenia nowych tiolowych substancji czynnych do nanoczgstek ziota.
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Prowadze prace zwigzane z syntezg przez sprzeganie APl na nanoczastce oraz synteze
z zastosowaniem wymiany z roztworu. Wstepne wyniki badan na liniach komdrkowych
wskazujg, ze nowe koniugaty wykazujg wyiszg cytotoksyczno$¢. Dodatkowo prowadze
utlenianie nowych analogoéw APl w roztworze i na powierzchniach ptaskich ztota stosujgc
rézne sondy w celu oceny wiasciwosci przeciwutleniajgcych. Do wygenerowania
metabolitéw/produktéw degradacji nowych zwigzkéw stosuje system Roxy i prowadze
identyfikacje powstatych produktéw technika LC-MS/MS. System Roxy jest komplementarny
do klasycznych technik badania metabolizmu (lekéw, narkotykéw, produktéow naturalnych,
dopalaczy) i daje mozliwos¢ prowadzenia reakcji utleniania/redukcji/aktywacji przy
praktycznie zerowej adsorpcji prébki. Obecnie powstaje publikacja podsumowujgca
uzyskane wyniki [HO].

Moje wieloletnie badania majg stuzy¢ gtebszemu zrozumieniu witasciwosci
nanoczgstek ztota, ich biodystrybucji oraz oddziatywan w organizmie do przysztych
zastosowan biomedycznych. Prowadzone przeze mnie badania sg wiec wielokierunkowe,
poniewaz angazujg kompetencje réinych zespotéw badawczych z wielu pokrewnych
dziedzin. Skuteczna terapia to bowiem wykorzystanie synergicznego dziatania kilku
czynnikéw od nanoczastek ztota jako nosnikéw lekdw, poprzez ich wiasciwosci do tworzenie
reaktywnych form tlenu, do aktywnosci samej substancji czynne;j.

5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscia naukowg albo artystyczng
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegblnosci zagranicznej.

e Ekspert w Programie PO IR od wrzesnia 2018 roku - Fundacja na rzecz Nauki Polskiej

e Wspdtpraca z Wydziatem Farmaceutycznym Uniwesytetu Jagiellonskiego z Katedra
Farmakobiologii Zaktadu Cytobiologii — dr Elzbieta Menaszek

e Wspdtpraca z Wydziatem Chemii Uniwersytetu Warszawskiego z Pracownig Teorii
i Zastosowan Elektrod — prof. dr hab. Renata Bilewicz, dr hab. Krzysztof Stolarczyk

e Wspdtpraca z Wydziatem Chemii Uniwersytetu Warszawskiego z Pracownig Chemii
Kwantowej - prof. dr hab. Andrzej Les

e Wspdtpraca z Wydziatem Chemii Uniwersytetu Warszawskiego z Laboratorium Badan
Strukturalnych (LBS) — prof. dr hab. Krzysztof Wozniak

e Wspétpraca z Wydziatem Farmaceutycznym Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
z Zaktadem w Katedrze Biochemii i Chemii Klinicznej - Prof. dr hab. n. farm. Danuta
Zapolska-Downart

e Projekt miedzynarodowy - wspotpraca z firmg GLG Pharma S.A. Projekt POIR.01.02.00-
00-0036/15, "Rozwdj terapii celowanej wobec potréjnie negatywnego raka piersi
w oparciu o innowacyjne inhibitory biatka STAT-3 tj. czasteczki GLG-805 lub GLG-302
oraz rozwdj testéow diagnostycznych opartych na metodach immunochemicznych
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do szybkiej diagnostyki nowotworu TNBC spowodowanego obecnoscig zaktywowanego
biatka STAT-3, a takze préby monitorowania stezenia biatka w odpowiedzi na terapie
za pomocg czasteczek GLG-805 lub GLG-302". W miedzynarodowym projekcie IF
wspotpracowat z firmg GLG Pharma S.A Dla opracowanej rowniez w IF formy
farmaceutycznej - dozylnej i/lub doustnej — przygotowano wnioski patentowe
wynikajgce z przeprowadzonych prac. W ramach tego projektu otrzymano kilka nowych
postaci substancji czynnej, z ktérych najlepszg zastrzezono w patencie WO 2019/182463
Al (22.03.2019) pt. "Acid addition salt of pyrimethamine”, autorzy: t. Kaczmarek,
M. taszcz, G. Huszcza, M. Skaznik, M. Zezula, A. Groman, E. Stolarczyk, M. Kubiszewski,
K. Trzcinska, K. Kuziak.

e Projekt miedzynarodowy - projekt Nr 778051 o akronimie ,ORBIS” (Open Research
Biopharmaceutical Internship Support), ktory uzyskat 5 lipca 2017 roku dofinansowanie
Komisji Europejskiej w konkursie Research and Innovation Staff Exchange w ramach
Dziatania Marii Sktodowskiej Curie Programu Ramowego Horyzont 2020 (H2020-
MSCARISE-2017). Zasadniczym celem Projektu byta miedzynarodowa integracja
akademickich i przemystowych badan nad lekiem. W projekcie uczestniczyly cztery
europejskie i jeden amerykanski osrodek naukowy oraz cztery europejskie firmy
farmaceutyczne. Projekt wychodzi naprzeciw aktualnym oczekiwaniom spotecznym
dotyczgcym koniecznosci zintensyfikowania procesu wprowadzenia do terapii coraz
lepszych lekéw. Badania w projekcie zmierzajg do poprawy skutecznosci badarn nad
lekiem. Zakfada sie, ze poprawe tg3 mozna uzyskac poprzez podwyiszenie efektywnosci
prac naukowych na wczesnych etapach badan nad lekiem. Zintegrowane
miedzynarodowe dziatania osrodkéw naukowych i firm farmaceutycznych dotyczyty,
m.in. podwyzszenia biodostepnosci i przenikalnosci lekdw, szczegdlnie z Il i IV klasy
systemu klasyfikacji Biopharmaceutics Classification System. Projekt jest realizowany
poprzez miedzynarodowg i miedzysektorowg wymiane naukowg mtodych
i doswiadczonych badaczy pomiedzy oSrodkami naukowymi i przemystowymi. Staze
naukowe i technologiczne przyczyniajg sie réwniez do rozwoju naukowego wykonawcéw
Projektu i do wzrostu ich umiejetnosci technologicznych. Projekt umacnia
dotychczasowe i stwarza nowe kierunki dfugofalowej wspdtpracy wykonawcow
w dziedzinie badan nad lekiem. Upowszechnienie wynikow badan w s$rodowisku
naukowym i w domenie publicznej przyczynia sie do szerszego zrozumienia znaczenia
wczesnych etapéw badan nad lekiem dla podwyzszenia skutecznosci procesu tworzenia
leku i jego dostepnosci dla spoteczeristwa. Rezultatem stazy pracownikéw z osrodkéw
konsorcjantow bylo pozyskanie zlecen dla Instytutu na analizy substancji czynnych
za pomocg NMR oraz GC-MS.

e Program Ramowy UE (7PR), akronim: DECIDE, "Decision-making within cells and
differentiation entity therapies". Lata realizacji 2013-2017. Wykonawca prac
analitycznych w zakresie opracowania metod GCMS i MS.

e Wspédtpraca z firmami farmaceutycznymi (informacje poufne) w zakresie opracowania,
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walidacji, transferéw metod GC-FID, GC-HS, GC-MS, LC-MS/MS analiz oraz identyfikacji
zanieczyszczen za pomoca techniki LC-MS/MS.

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujgcych
nauke lub sztuke.

Osiggniecia dydaktyczne

Od 2000 do 2020 roku bytam zatrudniona w Instytucie Farmaceutycznym
w Warszawie, w jednostce badawczo-rozwojowe] ukierunkowanej na dziatalno$¢ naukowa,
badawczg i wdrozeniowg, z ograniczong funkcjg dydaktyczng. Ze wzgledu na specyfike pracy,
moja dziatalno$¢ dydaktyczna w Instytucie byta skierowana giéwnie na szkolenia nowych
pracownikdw, praktykantéw, stazystéw w zakresie metod chromatograficznych oraz
zastosowania spektrometrii mas w badaniach substancji czynnych i produktéw leczniczych.
W latach 2007-2021 prowadzitam dodatkowo prace dydakiyczne wymienione ponizej:

e Wygtositam wyktad szkoleniowy na zaproszenie ,V Akademia Chemii Analitycznej”,
19.09-22.09.2021 r. Jachranka, ,Spektrometria mas w chromatografii cieczowej -
praktyczne zastosowania”. Tytut wyktadu: ,Spektrometria mas w aplikacjach
farmaceutycznych ze szczegélnym uwzglednieniem N-nitrozoamin”.

e Jestem promotorem pomocniczym pracy doktorskiej mgr Anny Witkowskiej w ramach
V edycji programu "Doktorat wdrozeniowy" realizowanego pod promotorstwem
dr hab. Joanny Giebuttowicz, na Woydziale Farmaceutycznym Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego. Tytut pracy doktorskiej: ,Analiza zwigzkéw azoto-
organicznych w probkach farmaceutycznych i przemystowych ze szczegélnym
uwzglednieniem N-nitrozoamin”. Opracowane w ramach doktoratu innowacyjne
metody chromatograficzne dla oznaczania nitrozoamin oraz innych lotnych zwigzkow
azotoorganicznych w substancjach czynnych APl beda mogty by¢ uzywane rutynowo
w analizach zwolnieniowych API, zapewniajac bezpieczenstwo lekowe w Polsce.

e Wspodtkierowatam pracg dyplomowa pani Katarzyny Kofeckiej w semestrze letnim

2020/2021 r., numer indeksu: 40878, kierunek studiéw: Wydziat Chemii UW.
Celem badan bylo  monitorowanie  wifasciwosci  pochodnych  tiolowych
przeciwnowotworowych i przeciwzapalnych substancji czynnych zaadsorbowanych
na elektrodach ztotych lub nanoczgstkach ztota (AuNPs) oraz okreslenie mechanizmoéw
oddziatywan tego typu uktadéw w organizmach biologicznych. Przedmiotem badan
w tym projekcie byta diosgenina i jej pochodna tiolowa.

e Przeprowadzitam szkolenia i bylam opiekunem merytorycznym stazystow
i stypendystéw ORBIS w Zaktadzie Analitycznym.

e Bytam opiekunem praktykantow z Uniwersytetu Warszawskiego, Wydziat Chemii,
2016r.

e Zorganizowatam i wygtositam cykl wyktadéow w ramach szkoleni wewnetrznych
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dla pracownikéw w Instytucie Farmaceutycznym w latach 2005-2015 np.:
»Zastosowanie spektrometrii mas w badaniu profilu zanieczyszczen substancji
farmaceutycznych”,
»,Badanie zanieczyszczen w substancjach farmaceutycznych (API)”,
,Strategie w badaniu struktur i identyfikacji zanieczyszczen”,
»Statystyka w chemii analitycznej”.

e Wygtositam wykiad na zproszenie pt. ,Spektrometr QTRAP 3200” - spotkanie
uzytkownikoéw: AB SCIEX; Warszawa 2007 r.

e Wyglositam wykiad na zaproszenie pt. ,Wykorzystanie tandemowego spektrometru
mas QTRAP sprzezonego z wysokosprawnym chromatografem cieczowym w badaniu
profilu zanieczyszczen substancji farmaceutycznych” - Wydziat Chemii UW; Warszawa
2007 r.

¢ Przygotowatam seminarium szkoleniowe pt. ,Spektrometria mas a metody
chromatografii cieczowej” zorganizowane w Instytucie Farmaceutycznym; Warszawa
2007 r.

e Whygtositam wyktad pt. ,Pomiary metodg LC-MS/MS” — otwarcie Laboratorium Badan
Strukturalnych: Wydziat Chemii UW; 2007 r.

e Wyglositam wykiad pt. ,,Nowe podejscie do syntazy tymidylanowej jako gtéwnego celu
molekularnego w chemioterapii” w Instytucie Farmaceutycznym; 2001 r.

Dziatalnos¢ organizacyjna

e Komitet organizacyjny Trzeciej Multidyscyplinarnej Konferencji Nauki o Leku, Pita 2002 r.

e Wspoétorganizator warsztatow pt. ,Piaskownica chemiczna” w Przedszkolu nr 103
(29.09.2009 r., 07.10.2015 r.), Przedszkolu nr 106 (27.03.2017 r.) w Warszawie i Szkole
Podstawowej nr 114 w Warszawie (20.04.2012 r., 04.06.2018 r., 13.06.2018 r.)

Dziatalnos¢ popularyzujgca nauke
W ramach dziatalnos$ci popularyzujgcych nauke bytam recenzentem grantu NCN w roku 2017
oraz recenzowatam prace naukowe dla ponizszych czasopism:

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis

Acta Poloniae Pharmaceutica & Drug Research

Biomedical Chromatography
Analytica Chimica Acta

Publikacje konferencyjne popularyzujagce nauke z publiczng prezentacja w formie
wystapien ustnych i plakatéw na krajowych i migdzynarodowych konferencjach. Wykaz
konferencji w zatgczniku: ,,Wykaz osiggnie¢ naukowych albo artystycznych, stanowigcych
znaczny wkiad w rozwadj okreslonej dyscypliny”.

Publikacje popularyzujace nauke w polskich czasopismach nieposiadajacych IF:
o E.U. Stolarczyk*", K. Stolarczyk, M. Kubiszewski, Wfasciwosci i zastosowanie
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nanoczgstek zfota jako selektywnych nanonosnikéw lekéw w transporcie
antynowotworowych substancji czynnych, Farm. Pol., 71(2) (2015) 111

e P.J. Rudzki, E.U. Stolarczyk”, | Konferencja Polskiego Towarzystwa Spektrometrii Mas,
Farm. Pol., 13 (2008) 616

e E.U. Stolarczyk™, K. Stolarczyk, Perspektywy nanotechnologii w medycynie i farmacji i jej
wplyw na przemyst farmaceutyczny, Przem. Farm., 8 (2008) 59

e E.U. Stolarczyk’, A. Kutner, Nowe strategie w badaniu profilu zanieczyszczer substancji
farmaceutycznych, Farm. Pol. 64 (2008) 646

e E.U. Stolarczyk’, A. Kutner, Zastosowanie spektrometrii mas w analizie farmaceutycznej
zanieczyszczen organicznych, Farm. Pol. 65 (2009) 586

7. Inne osiagniecia naukowo-badawcze.

7.A. Omoéwienie dziatalnosci naukowo-badawczej przed uzyskaniem stopnia naukowego
doktora. Wykaz publikacji w zatgczniku: ,Wykaz osiggnie¢ naukowych albo artystycznych,
stanowigcych znaczny wkiad w rozwdj okreslonej dyscypliny”.

Swojg dziatalno$¢ naukowa, ktéra zakonczyta sie obrong pracy magisterskiej,
rozpoczetam na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego. W Pracowni Analizy
Przeptywowej i Chromatografii u prof. dr hab. Marka Trojanowicza prowadzitam prace
z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej, badatam kolumny zawierajace
faze stacjonarng z unieruchomionym na Zelu krzemionkowym kompleksem Fe (lil)
z protoporfiryng (Prop) i tetrafenyloporfiryng (TPP). Badatam przydatno$¢ wspomnianych
kolumn do rozdzielenia aniondéw i okreslitam mechanizmy oddziatywan wptywajacych
na retencje analitdw. Moje zainteresowania uktadami biologicznymi, ktére natura wybrata
jako centra aktywne wielu enzymoéw i biologicznie wainych zwigzkéw, a podstawg wielu
procesow zyciowych jest rozpoznawanie anionéw, miaty na celu sprawdzenie mozliwos¢
potaczenia tych dwdch aspektéw i wykorzystania nowych faz stacjonarnych do rozdzielania
anionow. Promotorem mojej pracy magisterskiej pt.: ,Zastosowanie kolumn porfirynowych
do chromatografii anionow” byfa prof. dr. hab. Krystyna Pyrzynska. Wyniki badan zostaty
opublikowane w postaci artykutu [A1].

Moje zainteresowania analityczne nie tylko koncentrowaty sie wokdt technik
separacyjnych, ale i spektrometrii mas na poczatku w eko-analityce, pdzniej w analityce
farmaceutycznej. Dlatego jeszcze bedac studéntka zostatam zatrudniona na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego w celu opracowania metod specjacyjnego oznaczania zelaza
w wodach naturalnych z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
oraz uktadu przeptywowego (FIA-AAS). Nastepnie duzy wptyw na moje zainteresowania
miaty badania i wykfady prowadzone przez prof. dr hab. Witolda Danikiewicza. W 2004 roku
uczestniczytam w semestralnych wykiadach dla doktorantéw ICHO PAN w zakresie
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zastosowania spektrometrii mas w chemii organicznej i biochemii organizowane przez
Instytut Chemii Organicznej Polskiej Akademii Nauk.

W trakcie pracy w Instytucie Farmaceutycznym w Warszawie, bedac referentem
analitycznym i wykonawcg prac analitycznych, stosowatam chromatografie gazowg (GC)
potgczong z réznymi metodami detekcji: GC-FID, GC-FID (HS), GC-MS do badania lotnych
zwigzkéw organicznych, do analizy ilosciowej i jakosciowej substancji farmaceutycznych
i produktéw leczniczych. Prace dotyczyly opracowania metod analitycznych i ich walidacji
zgodnie z wytycznymi farmaceutycznymi (ICH, Q2R1, Q2R2). Nie wszystkie wyniki z tych prac
mogtam opublikowad ze wzgledu na umowy o poufnosci z kontrahentami. Wyniki dotyczgce
oznaczania lotnych zwigzkdéw substancji farmaceutycznej kwetiapina zostaty opublikowane
w artykule [A2].

W tym okresie pracy rozszerzatam zakres wykorzystywanej przeze mnie aparatury,
oraz zdobytam szerokag wiedze w dziedzinie stosowania najnowszych technik analitycznych,
takich jak chromatografia cieczowa wyposazona w rdzne uktady detekcji, w tym tandemowg
spektrometrie mas i inne techniki faczone. Wynikiem tego etapu prac byt artykut
przegladowy na temat najnowszych osiggnie¢ technicznych w spektrometrii mas w badaniu
profilu zanieczyszczen [A3] oraz opis najciekawszych doniesiert z | Konferencji Polskiego
Towarzystwa Spektrometrii Mas [A5]. W spektrometrze mas substancja ulega jonowym
reakcjom chemicznym, a jak w przypadku kazdej reakcji chemicznej jej wynik jest zalezny
od wielu czynnikow, takich jak matryca, stezenie, temperatura itp. | to wiasnie stanowi
o stopniu komplikacji tej metody i tworzeniu nowszych rozwigzan konstrukcyjnych, w celu
uzyskania jak najlepszych wynikéw. Nowe metody wytwarzania, rozdzielania i detekgc;i
jondw, zbierania i przetwarzania danych stanowig o szybkim postepie w spektrometrii mas,
oraz prowadzg do rozwoju technologii catkowicie nowych instrumentéw. Dzieki swojemu
doswiadczeniu oraz zainteresowaniom naukowym w dziedzinie najnowszej aparatury
badawczej bytam wspdttwdrcg nowoczesnego, specjalistycznego Laboratorium Badan
Strukturalnych Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego, ktérego najwazniejszym
elementem byt nowoczesny, wysokiej klasy aparat LC-MS/MS. W laboratorium tym
wykonatam zasadniczg czes¢ badan, opisanych w ramach pracy doktorskiej.

Réwnolegle zainicjowatam w Instytucie stosowanie metody LC-MS/MS do badania
substancji czynnych (API, ang. Active Pharmaceutical Ingredient), produktow leczniczych
i ich zanieczyszczen. Opisatam nowe strategie w badaniu profilu zanieczyszczert substancji
farmaceutycznych [A7] oraz zastosowanie spektrometrii mas w analizie farmaceutycznej
zanieczyszczen organicznych [A8], nie tylko starszej techniki GC-MS ale wtasnie rozwijajace;j
sie woéwczas w Polsce chromatografii cieczowej potgczonej ze spektrometria mas.
W 2000 roku, gdy zaczynatam prace w Instytucie Farmaceutycznym analiza zanieczyszczen
polegata gtéwnie na badaniu czystosci metodg HPLC (ang. purity profile). Takie podejscie
okazato sie jednak niewystarczajace. Zaostrzajgce sie wytyczne EMEA i ICH zmusity firmy
farmaceutyczne oraz jednostki badawcze do identyfikacji zanieczyszczer powstajgcych w API
czy produktach leczniczych oraz oznaczanie np. zanieczyszczen genotoksycznych na coraz
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nizszym poziomie. Obecnie w badaniach analitycznych API nalezy przedstawi¢ petne badanie
profilu zanieczyszczend (ang. impurity profile). Definicja profilu zanieczyszczenn substancji
farmaceutycznych zostata podana przez Miedzynarodowa Konferencje ds. Harmonizacji
Wymagan dla Lekéw (ICH) jako ,opis zidentyfikowanych i niezidentyfikowanych
zanieczyszczen obecnych w nowej substancji leczniczej”. Jest to wspdlna nazwa dla catej
dziatalnosci analitycznej, w ktérej waznym punktem jest identyfikacja i okreslanie struktur
zanieczyszczen, a nie tylko ich oznaczenie iloSciowe. Transformacja, ktdra nastgpita
w przemysle farmaceutycznym, spowodowata, ze spektrometria mas okazata
sie niezastgpiona w tej gatezi przemystu.

W grudniu 2009 r. otrzymatam tytut doktora nauk farmaceutycznych na podstawie
przedstawionej i obronionej rozprawy doktorskiej pt. , Opracowanie metod oznaczania
profilu  zanieczyszczen  substancji farmaceutycznych latanoprost i kwetiapina
z zastosowaniem chromatografii i spektrometrii mas”. Promotorem pracy byt
prof. dr hab. Andrzej Kutner, prace obronitam na Wydziale Farmaceutycznym
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Badania opisane w pracy doktorskiej stanowig
cze$¢ prac badawczych realizowanych w Instytucie, a cze$¢ z nich réwniez zostata
opublikowana w artykule [A9].

Juz w tym okresie zauwazytam, Ze badanie jakosci substancji farmaceutycznych
to tylko jeden z punktow potrzeb przemystu farmaceutycznego. Moim kolejnym naukowym
zainteresowaniem stato sie zastosowanie nanotechnologii w medycynie i w przemysle
farmaceutycznym [A4, A6], co jest uzasadnione poszukiwaniem lekdw o mniejszej
toksycznosci oraz przede wszystkim lekéw ograniczajgcych swoje dziatanie tylko do ogniska
chorobowego. Tak zaczeta sie moja przygoda z nanotechnologia.

7.B. Omoéwienie dziatalnosci naukowo-badawczej po uzyskaniu stopnia naukowego
doktora bez pozycji wymienionych w punkcie 4. Wykaz publikacji w zatgczniku: ,Wykaz
osiggnie¢ naukowych albo artystycznych, stanowigcych znaczny wkiad w rozwdéj okreslonej

dyscypliny”.

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora bytam samodzielnym referentem
analitycznym  kilku projektéw badawczych realizowanych w ramach krajowych
i zagranicznych projektéw i umoéw z firmami farmaceutycznymi. We wszystkich tych
opracowaniach rozwigzywatam skomplikowane problemy analityczne, a wyniki tych prac
spetniaty najwyisze wymagania partneréw badawczych Instytutu. Moje prace dotyczyly
jakosci substancji farmaceutycznych. Nie wszystkie wyniki z tych prac mogtam opublikowac
ze wzgledu na umowy o poufnosci podpisywane z kontrahentami.

Droga powstania leku jest bardzo dtuga. Dtuzsza w przypadku lekéw oryginalnych niz
generycznych i sktada sie z kilku etapéw: od badan modelowych, ktérych celem jest wybor
odpowiedniej molekuty spetniajgcej wysokie wymagania dla substancji farmaceutycznej,
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poprzez synteze w skali laboratoryjnej, technologie wytwarzania substancji, technologie
formy leku, opracowanie metod analitycznych do charakterystyki substancji i produktu,
po metody bioanalityczne, ktére majg zastosowanie w dalszych etapach (badania
farmakokinetyczne, badania przedkliniczne, badania kliniczne). W wigkszosci tych etapéw
zastosowanie ma spektrometria mas. Na jakos¢ i trwato$¢ substancji czynnej i produktu
farmaceutycznego wptywa okreélenie rodzaju zanieczyszczerh i ustalenie jego profilu
(za pomocg analiz jakosciowych i ilosciowych), badania stabilnosci a do tego wszystkiego
opracowanie odpowiednich metod analitycznych. Elementem zarzadzania jakoscig jest
bowiem ocena narazenia i identyfikacja zagrozen. Pacjenci chcg wiedzieé jak lek wptywa
na ich organizm. Jezeli juz muszg zazywac leki to chcg zazywac leki bezpieczne.

Wiele potencjalnych zanieczyszczern pochodzi z procesu syntezy substancji
farmaceutycznej i obejmuje materiaty wyjsciowe, produkty posrednie, odczynniki,
rozpuszczalniki, katalizatory i produkty uboczne. W wyniku dziatania niekorzystnych
czynnikdw w procesie syntezy lub podczas przechowywania, substancja farmaceutyczna
moze ulec degradacji dajac produkty rozktadu. Wiele potencjalnych zanieczyszczern moze
pochodzi¢ réwniez z procesu wytwarzania leku i obejmuje zanieczyszczenia wprowadzane
z API, zanieczyszczenia wprowadzane z placebo, produkty rozktadu na réznych etapach,
produkty uboczne jako wynik reakcji nawet z materiatem opakowaniowym.

Strategie kontroli jakosci farmaceutykéw obejmujg wiec kontrole poziomoéw
zanieczyszczen w surowcach, rozpuszczalnikach i reagentach, kontrole miedzyoperacyjng
na etapach posrednich, kontrole jakosci produktéw do zwolnienia i to wszystko skiada sie
na tzw. profil zanieczyszczen, o ktérym pisatam juz wczesniej. To wszystko sktada sie réwniez
na opisywany charakter mojej pracy.

W trakcie badan naukowych, po doktoracie, jednoczesnie kontynuowatam prace
zwigzane z zastosowaniem chromatografii gazowej [B5] jak i rozwijatam prace
z zastosowaniem chromatografii cieczowej i gazowej z detekcjg spektrometrii mas
do badania profilu zanieczyszczen substancji farmaceutycznych [B4] podczas opracowywania
technologii w projektach badawczych oraz w celowych tematach realizowanych w Instytucie
Farmaceutycznym jako referent analityczny i wykonawca analiz. Zapewniato to odpowiednig
kontrole prac syntetycznych i gwarantowato otrzymanie produktu o odpowiedniej jakosci.
Przygotowana przeze mnie dokumentacja byta nastepnie wykorzystywana do dokumentacji
rejestracyjnej substancji czynnej.

W ramach realizacji projektow, ktdére czesciowo opisatam w punkcie 7.C., badatam
pozostatosci rozpuszczalnikow i lotnych substancji organicznych oraz przeprowadzatam
walidacje opracowanych metod zgodnie z wytycznymi ICH. Wyniki z tych prac nad
nastepujgcymi substancjami czynnymi byty tematam publikacji, ktdérych jestem
wspotautorem: latanoprost [B1], kwetiapina [B3], bosentan [B6], imatinib [B8], dutasteryd
[BY], prasugrel [B13] i travoprost [B14]. Prace prowadzone byty nie tylko dla substancji API
ale zgodnie z wytycznymi rowniez dla materiatéw wyjsciowych, czego przyktadem jest
publikacja [B12].
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Niezaleznie od rodzaju badanych zanieczyszczen, zakres moich badan technikami
LC-MS/MS obejmowat: opracowanie metodyki, okreslenie struktury i badanie profilu
zanieczyszczen. Opracowanie metodyki obejmowato dobér faz ruchomych umozliwiajgcych
detekcje zanieczyszczenn technika MS, dobdr odpowiednich trybow skanowania
i optymalizacje parametréw MS zaleznych od zwigzku i fazy ruchomej. Zastosowanie
spektrometrii mas do identyfikacji zanieczyszczen w substancjach i produktach
farmaceutycznych opisatam w artykule przegladowym [B4]. Prowadzone przeze mnie
badania profilu zanieczyszczen obejmowaty identyfikacje zanieczyszczenn pochodzgcych
z drogi syntezy, identyfikacje zanieczyszczen powstajgcych w badaniach stabilnosci [B2, B10]
i stresowych oraz oznaczenia ilosciowe na ustalonym poziomie stezen zgodnie z wytycznymi
ICH Q3A(R2), Q3B(R2). Szczegdlnie istotne jest okreslenie zanieczyszczen genotoksycznych,
ktére opisatam wraz z wspotautorami w publikacji [B8], poniewaz zwigzki te uszkadzajg
w sposéb bezposredni lub posredni DNA. Limity dla tych zanieczyszczern obliczane
sg na podstawie koncepcji TTC, ktdrg przyjeto na poziomie 1,5 pg/dzien [64]. Dla zwigzkdéw
genotoksycznych obowigzujg duzo nizsze limity niz dla standardowych zanieczyszczen.
Dlatego w dokumentacji rejestracyjnej nalezy wyszczegdlni¢ wszystkie substancje
o potencjalnym dziataniu genotoksycznym i rakotwérczym.

Proces identyfikacji zanieczyszczen polega na poszukiwaniu znanych i nieznanych
zwigzkéw poprzez skanowanie kwadrupolem, skanowanie putapkg jonowg, wykorzystywanie
widm fragmentacyjnych (Pl). W przypadku znanych zwigzkéw stosowatam tryby MRM i PI,
ktére zapewniajg jednoczes$nie wysokg czutos¢ oznaczen. W pierwszej kolejnosci
interpretowatam widma fragmentacyjne badanej substancji. Nastepnie poréwnywatam
widma fragmentacyjne substancji gtéwnej z widmem fragmentacyjnym badanego
zanieczyszczenia w celu znalezienia fragmentéw wspolnych i wspdlnych réznic w utracie
czgsteczek obojetnych. Nastepnie interpretowatam strukture badanego zanieczyszczenia.
Badania dotyczgce szeroko rozumianych organicznych zanieczyszczen, w tym zanieczyszczen
genotoksycznych, sg przeze mnie kontynuowane.

Technike LC-MS/MS wykorzystatam rowniez do analiz, ktére miaty na celu
identyfikacje alkaloidéw w glistniku jaskétcze ziele (Chelidonium majus L.). ldentyfikacja
substancji niebiatkowych, ktére towarzyszg biatkom o aktywnosci nukleolitycznej byta
bardzo istotna podczas realizacji projektu. Badania te byty prowadzone w ramach grantu
2011/03/B/NZ9/01335 w konsorcjum z Wydziatem Biologii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza
w Poznaniu. Wyniki analiz zostaty opublikowane w artykule [B18].

Inny projekt, w ktérym bratam udziat dotyczyt badania form polimorficznych
abirateronu, czego wynikiem jest publikacja [B17].

Kolejny nurt moich badan obejmuje N-nitrozaminy (NA), dla ktérych limity ustalono
na poziomie 30 ppb [65-69] — duzo nizszym niz nawet dla zanieczyszczen genotoksycznych.
Oznaczanie NA jest bardzo trudne, poniewaz sg matymi, polarnymi zwigzkami i czesto
wspotwymywajg sie z innymi zanieczyszczeniami z probki badanej. Pierwsze doniesienia
o potencjalnym zagrozeniu i toksycznosci N-nitrozoamin pojawity sie juz w latach 50. XX w.,
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ale to w lipcu 2018 r. szczegblng uwage zwrdcono na te grupe zwigzkéw za sprawg
N-nitrozodimetyloaminy (NDMA). Jej wykrycie w partii produktéw farmaceutycznych
zawierajgcych walsartan zapoczatkowato najwieksze na skale $wiatowg badania oraz
wprowadzenie nowych regulacji dotyczacych tej grupy zwigzkéw. Doprowadzito to do
wycofania niektérych produktéw farmaceutycznych, dokonania kontroli procesow
technologicznych wytwarzania substancji czynnych i produktéw leczniczych oraz przegladu
i aktualizacji przepisow regulujgcych kontrole NA. Konsekwencjg tych dziatan byto
ustanowienie nowych wytycznych, a takie kontrola i analiza ryzyka powstawania NA
w innych substancjach czynnych. Wynikiem tych analiz byto wykrycie podobnych
zanieczyszczen (NDMA) w lekach stosowanych w leczeniu zgagi i wrzodéw zotgdka
(ranitydyna) oraz w terapii cukrzycy {metformina). Okazato sie wiec, ze nowe wytyczne
nie beda obejmowaty tylko zwigzkéw z grupy sartandw, ale bedg dotyczy¢ szerszej grupy
lekow. Restrykcyjne spojrzenie na N-nitrozoaminy w przemysle farmaceutycznym przetozyfo
sie rowniez na inne gatezie przemystu. Nowe aspekty metodyki oznaczania N-nitrozoamin
opisano w artykule, w ktérym jestem wspdtautorem i autorem korespondencyjnym [B16].
Badania sg kontynuowane przez Panig mgr Anne Witkowska w ramach doktoratu
wdrozeniowego, w kidérym jestem promotorem pomocniczym.

Moje kolejne zawodowe zainteresowania dotyczg nanonosnikéw lekéw
w szczegolnosci przeciwnowotworowych i przeciwzapalnych. Nowoczesne systemy
dostarczania lekéw do leczonego organu na bazie nanoczgstek umozliwiajg zwiekszenie
skutecznosci leczenia w poréwnaniu z zaaplikowaniem samej substancji czynnej leczonemu
pacjentowi. Tego typu badania sg niezwykle waine z punktu widzenia rozwoju farmagji
i moga przynies¢ znaczny postep w leczeniu i diagnostyce wielu choréb, w tym réwniez
nowotworowych. Wtfasciwosci i zastosowanie nanoczgstek ztota jako selektywnych
nanonosnikdw lekdw w transporcie antynowotworowych substancji czynnych zostaty
opisane w publikacji [B7]. Badania przedstawione w pracy [B19] dowodzg, ze nanoczastki
modyfikowane cytrynianami (AuNPs-citr) tak samo zachowujg sie w roztworze
jak i w matrycy zelowej. Spektroskopia Ramana i obrazy SEM wyraZnie pokazujg brak
agregacji i jednorodne, homogeniczne rozmieszczenie AuNPs-citr w zelu C12ALA, co jest
réwniez istotne z punktu widzenia mozliwosci zastosowania C12ALA-AuNPs jako medium
transportujacego leki do celowanego miejsca w organizmie. Kolejne prace w tej tematyce
sg przedmiotem cyklu habilitacyjnego.

Nastepng czescig powyiszego zagadnienia byta moja koncepcja zastosowania
elektroforezy kapilarnej (CE) i spektroskopii UV-Vis do kontroli miedzyoperacyjnej procesu
syntezy koniugatéw nanoczgstek ztota z substancjami czynnymi (API), genisteing
i pemetreksedem. W badaniach przedstawionych w publikacji [B11] zastosowano CE
do badanie pozostatosci niezwigzanych substancji czynnych jako elementu badania czystosci
produktu koncowego, a wiec badania stopnia oczyszczania poprzez analize odciekéw.
Metody te zostaly réwniez zastosowane do potwierdzenia tozsamosci koniugatéw, przy
dtugosciach fal charakterystycznych dla otrzymanych koniugatéw i wyznaczonych podczas
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syntezy.

Moja kolejna koncepcja dotyczyta otrzymania bardziej stabilnych koniugatow poprzez
synteze tiolowych analogéw wybranych substancji czynnych, co zostato opisane w publikacji
[B15]. Prace nad syntezg i charakterystyka tiolowych pochodnych substancji
farmaceutycznych oraz unieruchomieniem ich na powierzchni dwuwymiarowej (elektrodach
ztotych) i tréjwymiarowej (nanoczastach ztota) za pomocg silnych, stabilnych
kowalencyjnych wigzan, sg kontynuowane.

7.C. Udziat w projektach badawczych.

Bytam lider tematu ,Nanoczastki ztota jako nos$niki” w ramach dziatalnosci
statutowej, w trakcie realizacji ktérego przygotowatam Grant do Narodowego Centrum
Nauki (NCN) i otrzymatam z niego finansowanie. Grant pt. Nanomateriaty kompozytowe -
Synteza, charakterystyka oraz badanie oddziatywann nanoczgstek ztota z przytgczonym
abirateronem realizowatam w latach 2017/2018. Numer rejestracyjny dziatania
to 2017/01/X/ST4/01182, w ramach konkursu MINIATURA 1 na pojedyncze dziatania
naukowe.

Bratam udziat w opracowaniu technologii i w projektach badawczych oraz w celowych
tematach realizowanych w Instytucie Farmaceutycznym jako referent analityczny
i wykonawca analiz technikami GC-FID, GC-FID (HS), GC-MS i LC-MS/MS. Funkcja referenta
analitycznego polegata na nadzorowaniu wszystkich prac analitycznych w ramach realizacji
projektu. Zapewniato to odpowiednig kontrole prac syntetycznych i gwarantowato
otrzymanie produktu o odpowiedniej jakosci. Przygotowywatam i sprawdzatam opracowania
analityczne oraz raporty z walidacji metod analitycznych opracowanych w ramach Pracowni.
Przygotowana dokumentacja byta nastepnie wykorzystywana do dokumentacji rejestracyjnej
substancji czynnej. Ponadto przygotowuje sprawozdania dotyczace badania pozostatosci
rozpuszczalnikdw i lotnych substancji organicznych. Wykonuje analizy identyfikacji
zanieczyszczen organicznych w substancjach czynnych w tym réwniez zanieczyszczen
genotoksycznych z projektdw realizowanych w Instutucie jak réwniez na zlecenia
zewnetrzne. Ponizej wymienitam projekty, w ktorych wktad mojej pracy ocenitam jako
znaczacy.

e Projekt statutowy realizowany w £-ICHP w 2021 r., ,,Synteza, modelowanie molekularne
i analiza powierzchni nanoczastek ztota funkcjonalizowanych za pomoca
przeciwnowotworowych i przeciwzapalnych substancji czynnych do zastosowan
biomedycznych” — gtéwny wykonawca.

e Projekty statutowe realizowane w IF w lata 2013-2018, , Nanoczgstki ztota jako nosniki”
— lider projektéw.

e Grant NCN 2017/01/X/ST4/01182, lata realizacji 2017-2018, ,Nanomateriaty
kompozytowe - Synteza, charakterystyka oraz badanie oddziatywan nanoczgstek
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ztota z przytaczonym abirateronem” — lider projektu.

e Projekt UDA-POIG.01.03.01-14-068/08-00, NCBiR, lata realizacji 2009-2015,
»Opracowanie innowacyjnych technologii lekdw oftalmicznych o szczegélnym znaczeniu
terapeutycznym i spotecznym”. Zadanie pt. ,Opracowanie technologii substancii
farmaceutycznej bimatoprost oraz postaci farmaceutycznej preparatu — krople oczne
0,3 mg/mL, do stosowania w leczeniu jaskry pierwotnej. Referent analityczny w latach
2009/2010 odpowiedzialny za koordynacje prac analitycznych i przygotowanie
dokumentacji w zakresie technologii substancji czynnej. Wykonawca prac
analitycznych w zakresie opracowania i walidacji metod GC, GCHS, GCMS, LC-MS/MS.

e Projekt UDA-POIG.01.03.01-14-068/08-00, NCBiR, lata realizacji 2009-2015,
»Opracowanie innowacyjnych technologii lekéw oftalmicznych o szczegélnym znaczeniu
terapeutycznym i spotecznym”. Zadanie pt. ,,Opracowanie technologii syntezy substancji
farmaceutycznej trawoprost oraz postaci farmaceutycznej preparatu - krople oczne
40 pg/mL, do stosowania w leczeniu jaskry. Referent analityczny w latach 2009/2010
odpowiedzialny za koordynacje prac analitycznych i przygotowanie dokumentacji
w zakresie technologii substancji czynnej. Wykonawca prac analitycznych w zakresie
opracowania i walidacji metod GC, GCHS, GCMS, LC-MS/MS.

e Projekt INNOTECH-K1/IN1/14/159003/NCBR/12; NCBIR, lata realizacji 2012-2015,
»Opracowanie technologii wytwarzania preparatu stosowanego w terapii chordb uktadu

III

krgzenia — Olmesartan medoxomil”. Projekt realizowany przez Konsorcjum w skfadzie:
Przedsiebiorstwo Farmaceutyczne Lek-Am Sp.zo.o — Lider, Instytut Farmaceutyczny.
Referent analityczny w 2012 r. odpowiedzialny za koordynacje prac analitycznych
i przygotowanie dokumentacji w zakresie technologii substancji czynnej. Wykonawca
prac analitycznych w zakresie opracowania i walidacji metod GC, GCHS, GCMS,
LC-MS/MS.

e 6 P05 2004 C/06533, Ministerstwo Nauki i Informatyzacji, potem MNiSW, lata realizacji
2005-2008; ,Uruchomienie produkcji substancji czynnej leku antypsychotonicznego —
Quetiapine”, projekt celowy. Referent analityczny odpowiedzialny za koordynacje prac
analitycznych i przygotowanie dokumentacji w zakresie technologii substancji czynnej.
Wykonawca prac analitycznych w zakresie opracowania i walidacji metod GC, GCHS,
GCMS, LC-MS/MS.

e 6 ZR7 2005 C/06662, Ministerstwo Edukacji i Nauki, lata realizacji 2006-2007;
»Uruchomienie produkcji substancji czynnej leku przeciwjaskrowego — Latanoprost”,
projekt celowy. Referent analityczny odpowiedzialny za koordynacje prac
analitycznych i przygotowanie dokumentacji w zakresie technologii substancji czynnej
oraz dokumentacji rejestracyjnej w formacie CTD. Wykonawca prac analitycznych
w zakresie opracowania i walidacji metod GC, GCHS, GCMS, LC-MS/MS.

e Umowa z przemystem 23/2003, lata realizacji 2003-2005; ,Opracowanie syntezy
substancji Quetiapine w skali laboratoryjnej”. Referent analityczny odpowiedzialny
za koordynacje prac analitycznych i przygotowanie dokumentacji w zakresie
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technologii substancji czynnej. Wykonawca prac analitycznych w zakresie opracowania
i walidacji metod GC, GCHS, GCMS, LC-MS/MS.

e 6 PO5 0012 2002 C / 05829, lata realizacji 2002-2005; ,Uruchomienie produkcji
substancji czynnej leku onkologicznego, odpowiednika preparatu Aromasin”, projekt
celowy. Referent analityczny odpowiedzialny za koordynacje prac analitycznych
i przygotowanie dokumentacji w zakresie technologii substancji czynnej. Wykonawca
prac analitycznych w zakresie opracowania i walidacji metod GC, GCHS, GCMS,
LC-MS/MS.

e Umowa z przemystem nr 31/2002, lata realizacji 2002-2003; ,Synteza pochodnych
chinoksalinonéw”. Referent analityczny odpowiedzialny za koordynacje prac
analitycznych i przygotowanie dokumentacji w zakresie technologii substancji czynne;j.
Wykonawca prac analitycznych w zakresie opracowania i walidacji metod GC, GCHS,
GCMS.

e Projekt UDA-POIG.01.03.01-14-068/08-00, pt. "Opracowanie innowacyjnych technologii
lekéw oftalmicznych o szczegdlnym znaczeniu terapeutycznym i spotecznym". Zadanie
pt. "Opracowanie technologii substancji farmaceutycznej olopatadyna oraz postaci
farmaceutycznej preparatu - krople oczne 1mg/mL, do stosowania w leczeniu objawéw
ocznych sezonowego alergicznego zapalenia spojowek". Lata realizacji 2008-2015.
Wykonawca prac analitycznych w zakresie opracowania i walidacji metod GC, GCHS,
GCMS.

e Projekt UDA-POIG.01.03.01-14-069/08-00, pt. "Innowacyjne technologie lekdw
onkologicznych o szczegélnym znaczeniu terapeutycznym i spotecznym"”, zadanie
"Opracowanie technologii substancji farmaceutycznej temozolomid oraz postaci
farmaceutycznej preparatu - kapsutki DC a 5 mg, 20 mg, 100 mg, i 250 mg,
do stosowania w chemioterapii glejaka zfosliwego". Lata realizacji 2008-2015.
Wykonawca prac analitycznych w zakresie opracowania i walidacji metod GC, GCHS,
GCMS.

e Projekt POIR.01.02.00-00-0036/15, pt. "Rozwdj terapii celowanej wobec potrdjnie
negatywnego raka piersi w oparciu o innowacyjne inhibitory biatka STAT-3 tj. czgsteczki
GLG-805 lub GLG-302 oraz rozwdj testow diagnostycznych opartych na metodach
immunochemicznych do szybkiej diagnostyki nowotworu TNBC spowodowanego
obecnoscig zaktywowanego biatka STAT-3, a takze préby monitorowania stezenia biatka
w odpowiedzi na terapie za pomocy czasteczek GLG-805 Ilub GLG-302".
W miedzynarodowym projekcie Instytut Farmaceutyczny wspéipracowat z firmg GLG
Pharma S.A. Wykonawca prac analitycznych w zakresie opracowania i walidacji metod
GC, GCHS, GCMS.

e Umowa z przemystem nr 6/2017, lata realizacji 2017-2019. Informacje majg charakter
poufny. Wykonawca prac analitycznych w zakresie opracowania i walidacji metod GC,
GCHS, GCMS.

e Umowa z przemystem nr 9/2017, lata realizacji 2017-2019. Informacje majg charakter
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poufny. Wykonawca prac analitycznych w zakresie opracowania i walidacji metod GC,
GCHS, GCMS.

INNOTECH-K2/IN2/65/182982/NCBR/13, lata realizacji 2013-2018, ,Synteza i nowa
technologia produkcji leku zawierajgcego inhibitor 5 - a reduktazy”. Projekt realizowany
w ramach konsorcjum Jagielloiskie Centrum Innowacji Sp. z o.0. - Lider, Instytut
Farmaceutyczny, F1 Pharma sp. z o.0. - Partner. Wykonawca prac analitycznych
w zakresie opracowania i walidacji metod GC, GCHS, GCMS.

Umowa z przemystem nr 1/2016, lata realizacji 2016-2020. Informacje majg charakter
poufny. Wykonawca prac analitycznych w zakresie opracowania i walidacji metod GC,
GCHS, GCMS.

Umowa z przemystem nr 2/2016, lata realizacji 2016-2017. Informacje majg charakter
poufny. Wykonawca prac analitycznych w zakresie opracowania i walidacji metod GC,
GCHS, GCMS.

Umowa z przemystem nr 5/2011, lata realizacji 2011-2014 Informacje majg charakter
poufny. Wykonawca prac analitycznych w zakresie opracowania i walidacji metod GC,
GCHS, GCMS.

INNOMED/I/10/NCBR/2014, lata realizacji 2014-2019, ,Opracowanie innowacyjnej
technologii wytwarzania przeciwnowotworowego produktu leczniczego hamujgcego
biosynteze androgendw”. Projekt realizowany przez Konsorcjum w sktadzie: Vipharm
S.A. — Llider, Instytut Farmaceutyczny. Wykonawca prac analitycznych w zakresie
opracowania metod GCMS i MS.

Grant: 2011/03/B/NZ9/01335: Badania wiasciwosci farmakologicznych sktadnikéw soku
mlecznego i ekstraktow z glistnika jaskdfcze ziele (Chelidonium majus L.). Projekt
realizowany przez: Wydziat Biologii Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu (2012-2015).
Instytut Farmaceutyczny realizowat Zad. 4. Identyfikacja substancji niebiatkowych, ktére
towarzyszg biatkom o aktywnosci nukleolitycznej zawartych we frakcjach po rozdzieleniu
metodg LC-MS/MS. Wykonawca prac analitycznych metodg LC-MS/MS.

Program Ramowy UE (7PR), akronim: DECIDE, "Decision-making within cells and
differentiation entity therapies". Lata realizacji 2013-2017. Wykonawca prac
analitycznych w zakresie opracowania metod GCMS i MS.

Uzyskane i zgtoszone patenty.

195728B1 (P-361347) (2007) ”Sposéb wytwarzania
11-(1-piperazynylo)dibenzol[b,f][1,4]tiazepiny”, . Kaczmarek, K. Badowska-Rostonek,
E. Stolarczyk, W. Szelejewski), PL

EP 1660469 B1 (2007) “Process for the preparation
of 11-(1-piperazinyl)dibenzo[b,f}[1,4]thiazepine, an intermediate in the synthesis
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of the antipsychotic drug Quetiapine” (t. Kaczmarek, K. Badowska-Rostonek,
E. Stolarczyk, W. Szelejewski)

P-424999 (22.03.2018) ,Farmaceutycznie akceptowalna sél 5-(4-chlorofenylo)-6-etylo-
2,4-pirymidynodiaminy”, t. Kaczmarek, M. taszcz, G. Huszcza, M. Skaznik, M. Zezula,
A. Groman, E. Stolarczyk, M. Kubiszewski, K. Trzciriska, K. Kuziak.

Nagrody za dziatalnos¢ naukowsa.

Srebny Medal na Miedzynarodowej Wystawie Wynalazkéw, IWIS 2016, “Synthesis
and characterization of genistein conjugated with gold nanoparticles”, E.U. Stolarczyk,
K. Stolarczyk, M. taszcz, M. Kubiszewski, W. Maruszak, W. Olejarz, D. Bryk, A. Groman,
K. Kuziak, J. Zagrodzka, D. Lasek, D. Zapolska-Downar, P.Wroczyriski, R. Bilewicz.

I nagroda: Dyplom X MKNOL 2016, ,Synteza, charakterystyka oraz badania
cytotoksycznodci nanoczastek zlota z przylagczong genisteing” E.U. Stolarczyk,
K. Stolarczyk, M. taszcz, M. Kubiszewski, W. Maruszak, W. Olejarz, D. Bryk.

»Technologia wytwarzania aktywnej substancji latanoprost i leku stosowanego w terapii
jaskry” - laureat Xl edycji Konkursu ,Polski Produkt Przysztosci” 2008 r.; twércy
rozwigzania: dr Jacek Martynow, dr Julita Szyc, doc. dr Wiestaw Szelejeswki i inni,
E.U. Stolarczyk.

Dyplom Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, 2008, za projekt pn. ”“Latanoprost —
nowa oryginalna technologia wytwarzania substancji aktywnej leku”; twércy: dr Jacek
Martynow, prof. dr hab. Osman Achmatowicz i inni, dr E. Stolarczyk.

Srebny Medal na Miedzynarodowej Wystawie Wynalazkéw, IWIS 2007, za wynalazek pn.
"Process of preparation of 11-(1-piperaziny)dibenzo[b,f][1,4]tiazepine, an intermediate
in the synthesis of the antipsychotic drug Quetiapine”; twodrcy: prof. dr hab.
t.Kaczmarek, K. Badowska-Rostonek, mgr inz. U.Fraczek, dr E. Stolarczyk.

Ztoty Medal na Miedzynarodowej Wystawie Wynalazkéw, IWIS 2007, za projekt
pn. “Latanoprost — nowa oryginalna technologia wytwarzania substancji aktywnej leku”;
tworcy: dr Jacek Martynow, prof. dr hab. Osman Achmatowicz i inni, dr E. Stolarczyk.
Srebny Medal na 55 Swiatowej Wystawie Wynalazkéw, Badari Naukowych i Nowych
Technologii w Brukseli (2006) za wynalazek pn. ”Preparation proces of 13,14-dihydro-
PGF2a derivatives”; tworcy: dr Jacek Martynow, prof. dr hab. Osman Achmatowicz i inni,
dr E. Stolarczyk.
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