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AUTOREFERAT

do wniosku 0 nadanie stopnia naukowego doktora habilitowanego
Osiagnigcia naukowe zgtoszone do postgpowania habilitacyjnego przedstawia cykl siedmiu
publikacji naukowych wydanych po uzyskaniu stopnia doktora

1. Dane osobowe

Beata Miksa
nazwisko rodowe: Miksa
imiona rodzicéw: Edward, Jadwiga

adres: Cmentarna 1 m 23
91-068 L.6dz

e-mail: miksa@cbmm.lodz.pl

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

Stopnie naukowe:
doktor nauk chemicznych — 13.06.2005 r. Centrum Badan Molekularnych
i Makromolekularnych PAN, praca

doktorska  pt.: »Otrzymywanie i

wtasciwosci uktadow mikrosfer
polimerowych”
pod kierunkiem Prof. dr hab. Stanistawa
Stomkowskiego

magister inz. chemii —25.01.1989r. studia na  Wydziale Chemicznym

Politechniki L.6dzkiej na kierunku Chemia
i Technologia Organiczna, w Instytucie
Barwnikéw, praca magisterska na temat:
wynteza monoazowych lakow barwnych
pochodnych kwasu
3-hydroksy-2-naftoesowego”

pod kierunkiem Prof. dr hab. inz. Jana
Kraski
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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Miejsce zatrudnienia

2017- do chwili obecnej

2010-2017

2009-2010

1990-2006

Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych
PAN, Sienkiewicza 112, £.6dz 90-363

lider grupy utworzonej w Dziale Chemii Strukturalnej,
CBMiM PAN

stanowisko  badawczo-techniczne w  Samodzielnej
Pracowni Badan Strukturalnych CBMiM PAN

stanowisko techniczne w Pracowni Spektrometrii Mas
funkcjonujacej w  strukturze Srodowiskowego
Laboratorium Badan Fizykochemicznych Zwigzkéw
Organicznych i Polimeréw CBMiM PAN

chemik, nastepnie asystent w Zakladzie Chemii
Polimeréw CBMiM PAN

Staze w zagranicznych oSrodkach naukowych

2007-2008

2006-2007

staz podoktorski; The University of Memphis,
Department of Chemistry, Mempbhis, TN, USA

staz podoktorski; Kansas State University, Department
of Chemistry, Manhattan, KS, USA.

4. Wskazanie osiagnig¢cia naukowego wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zkresie sztuki (Dz. U. nr. 65, poz. 595 ze zm.)

4.1. Tytul osiagnig¢cia naukowego

Rodzajem osiagnigcia naukowego jest monotematyczny cykl publikacji zatytulowany:
»Synteza fluorescencyjnych no$nikow lekéw przeciwnowotworowych dedykowanych
optycznym metodom obrazowania molekularnego”
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4.2. Wykaz publikacji stanowiacych osiggnig¢cie naukowe

Osiagnigcie naukowe stanowi cykl siedmiu monotematycznych publikacji H1-H7.

Mo6j wklad w powstanie kazdej pracy dokladnie opisatam w wykazie dorobku. W jedne;
z prac jestem drugim wspolautorem, ale mdj wklad intelektualny jest bardzo znaczacy
i rownorzedny z osoba, ktéra wymieniona zostala jako pierwszy wspdtautor.

W pozostatych publikacjach jestem autorem korespondencyjnym, a prace te powstaly
w wyniku realizowanego i kierowanego przeze mnie projektu uzyskanego z KBN
(Komitetu Badan Naukowych MNiSW) w 2011 r. (nr. grantu: NN 209 762 440).
Opracowanie nie zawiera pelnego omowienia otrzymanych wynikéw a jedynie opis
najwazniejszych osiagnieé. Wszystkie szczegéty dotyczace danych spektroskopowych,
metodologii i sposobu przeprowadzenia do$wiadczen biologicznych zawarte sa w
zalaczonych publikacjach. Prace wchodzace w sktad rozprawy habilitacyjnej oznaczytam
symbolami H przypisujac im numery od 1 do 7.

Pkt. | 1F .| N
] - MNISW S-letni oyt
H1 | S.A. Dergunov, B. Miksa, B. Ganus, E. Lindner, E. Pinkhassik 40 | 6.064 33

Nanocapsules with invisible wall

Chemical Communication Int. Ed. 46, 1485-1487, 2010.
H2 | M. Sierant, P. Paluch, M. Florczak, A. Rozanski, B. Miksa* 35 4,294 7
Photosensitive nanocapsules for use in imaging from [
poly(styrene-co-divinylbenzene)cross-linked  with  coumarin

derivatives
Colloids and Surface B: Biointefaces 111, 571-578, 2013. 1
H3 | M. Sierant, S. Kazmierski, A. Rozanski, P. Paluch, U. Bienias, | 30 3.181 7
B.J. Miksa*
Nanocapsules for 5-fluorouracil delivery decorated with a
poly(2-ethylhexyl methacrylate-co-7-(4-
trifluoromethyl)coumarin acrylamide)cross-linked wall [
| New Journal of Chemistry 39, 1506-1516, 2015. ] |
H4 | Beata Miksa 35 3.096 9
Recent progressin designing shell cross-linked polymer capsules
Jor drug delivery
| | RSC Advances 5, 87781-87805, 2015. 1
| H5 | Beata Miksa [0 0 4%
Fluorescent dyes used in polymer carriers as imaging agents in
anticancer therapy

Medicinal Chemistry(Los Angeles) 6, 611-639, 2016
(ISSN: 2161-0444)
H6 | B. Miksa', M Sierant, E. Skorupska, A. Michalski, S. Kazmierski, | 35 4.294 1
U. Steinke, A. Rozanski, P. Uznanski
Chlorambucil labelled with the phenosafranin scaffold as a new
chemotherapeutic for imaging and cancer treatment
Colloids and Surface B: Biointerfaces 159, 820-828, 2017. )
H7 | K. Rozga-Wijas, M. Sierant, E. Wielgus, B.J. Miksa* 40 3.572 0
Polyhedral octasilsesquioxanes labelled with the photosensitive
cationic phenosafranin dye as a new nanocarrier for therapy
and cellular imaging
Dyes and Pigments 161, 261-266, 2019.

poniewaz czasopismo nie jest zarejestrowane na stronie Web of Science, dlatego podaje
cytowania dost¢pne na stronie ResearchGate



zalacznik 2a dr inz. Beata Miksa

Sumaryezny IF dla siedmiu przedstawionych publikacji wynosi 24.501, sr. z publikacji: 3.50.
Suma pkt. MNiSW 215, §r. z publikacji: 30.7

Publikacje wchodzace w sklad osiggnigcia naukowego:

1. Sergey A. Dergunov, Beata Miksa, Bill Ganus, Em0 Lindner, Eugene Pinkhassik, 2010,
Nanocapsules with “invisible walls”, Chemical Communication Int. Ed. 46, 1485-1487. (IF
6.064, liczba cytowan 33, punkty MNiSW 40)

Mo} udzial w powstanie tej pracy polegal na przeprowadzeniu syntezy nanokapsutek
polimerowych z enkapsulowanym blekitem bromofenolowym i pomiarach szybkosci dyfuzji
jonéw (H+) przez utworzonq membrane syntetyczng stosujqc metode stopped-flow. Wyniki
moich bada# sq umieszczone na rys. 2 i 3. Wykonatam réwniez pomiary wielkosci srednic
nanokapsutek metodq DLS. Obrazy mikroskopowe nanostruktur rejestrowatam technikq TEM.
Bratam udzial w interpretacji wynikéw badan. Méj wklad pracyw caloksztalt tej publikacji

szacuje na 50%. % f,@A% M\{,OJL,

2. M. Sierant, P. Paluch, M. Florczak, A. Rozanski, B. Miksa*, 2013, Photosensitive
nanocapsules for use in imaging from poly(styrene-co-divinylbenzene)cross-linked with
coumarin derivatives, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 1/7, 571-578. (IF 4.294,
liczba cytowan 7, punkty MNiSW 35)

Mo6j whkiad intelektualny w powstanie pracy polegal na pomysle wprowadzenia czqsteczek
kumaryny-6 do warstwy polimerowej nanokapsulek z sieciowanq powlokq polistyrenowq,
ktére nadaly jej wlasciwosci fluorescencyjne. Samodzielnie wykonatam wszystkie syntezy
nanokapsutek wraz z pelnq ich charakterystykq stosujqc metody: spekirofotometryczng
UV-Vis, fluorometrycznq, FTIR, DLS. Dobralam enkapsulowane barwniki pod wzgledem ich
wlasciwosci  fizyko-chemicznych takich jak fotostabilnos¢ i budowa strukturalna.
Samodzielnie zinterpretowatam eksperymenty, ktorych wyniki umieszczone sq na rys.: 3, 4, 5,
6, 7. Publikacja zostala przeze mnie napisana, zredagowana i edytowana, a bedqc autorem
korespondencyjnym ponosze odpowiedzialno$¢ za opublikowane w niej wyniki badan.
Projekt, w ktérym petnitam role kierownika i wykonawcy finansowany byt przez KBN.
NN 209 762440. Moj wkiad pracy w caloksztalt tej publikacji szacuje na 80%.

Booha talna
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3. M. Sierant, S. Kazmierski, A. Rézanski, P. Paluch, U. Bienias, B. J. Miksa*, 2015,
Nanocapsules for 5-fluorouracil delivery decorated with a poly(2-ethylhexyl methacrylate-co-
7-(4-trifluoromethyl)coumarin acrylamide)cross-linked wall, New Journal of Chemistry 39,
1506-1516. (IFsetni 3.181, liczba cytowan 7, punkty MNiSW 30)

Mo6j wktad intelektualny w powstanie pracy polegat na doborze odpowiednich akrylanéw
tj. analogu kumaryny i akrylanu o niskiej temperaturze zeszklenia do syntezy polimerowych
nanokapsutek. Zaplanowatam warunki przeprowadzanych eksperymentéw i samodzielnie
wykonatam wszystkie syntezy oraz pelnq charakterystyke otrzymanych nanobiektéw
polimerowych stosujqc metody: UV-Vis, fluorometryczng, FTIR, NMR i DLS. Zbadalam
proces enkapsulacji 5-fluorouracylu oraz jego uwalnianie w warunkach in vitro.
Samodzielnie zinterpretowatam wyniki doswiadczalne, ktére umieszczone sq narys. 2, 4, 7, 8.
Publikacja zostala przeze mnie napisana i zredagowana, a bedgc autorem
korespondencyjnym ponosze odpowiedzialnosé za opublikowane w niej wyniki badan.
Projekt, w ktérym pelnitam role kierownika i wykonawcy finansowany byt przez KBN.:
NN 209 762440. Mdj wkiad pracy w caloksztalt tej publikacji szacuje na 80%.

E“(M M/t\C S

4. Beata Miksa. 2015, Recent progress in designing shell cross-linked polymer capsules for
drug delivery RSC Advances 5, 87781-87805. (IF 3.096, liczba cytowan 9, punkty MNiSW
35)

Publikacja jest wynikiem mojej w 100%-ach indywidualnej i samodzielnej pracy.

PN o

5. Beata Miksa, 2016, Fluorescent dyes used in polymer carriers as imaging agents in
anticancer therapy, Medicinal Chemistry (Los Angeles) 6, 611-639. DOL: 10. 4172/2161-
0444.1000406

Publikacja jest wynikiem mojej w 100%-ach indywidualnej i samodzielnej pracy.

("))C;\)\"J -
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6. Beata Miksa, Malgorzata Sierant, Ewa Skorupska, Adam Michalski, Stawomir
Kazmierski, Urszula Steinke, Artur R6zanski, Pawel Uznanski, 2017, Chlorambucil labelled
with the phenosafranin scaffold as a new chemotherapeutic for imaging and cancer treatment,
Colloid and surface B: Biointerfaces /59, 820-828. (IFsiemi 4.294, liczba cytowan 7, punkty
MNiSW 35)

Mdj wkiad intelektualny w powstanie pracy polegat na zaprojektowaniu nowego aktywnego
czynnika cytotoksycznego 0 wlasciwosciach alkilujqcych
i fluorescencyjnych. Wybranym przeze mnie barwnikiem byla molekula fenosafraniny
obdarzona tadunkiem dodatnim, majqca cechy interkalatora DNA. Wykorzystatam ja do
wyznakowania czqsteczki chlorambucylu stosowanego w terapii przeciwnowotworowej.
Samodzielnie wykonalam synteze tego koniugatu i scharakteryzowatam jego strukture
metodami: UV-Vis, fluorometryczng, FTIR, NMR. Dobratam warunki enkapsulacji koniugatu
w liposomach oraz przeprowadzitam pomiary szybkosci jego uwalniania w warunkach in
vitro, a wyniki tych badan sq zamieszczone na rys.3. Wykorzystujqc metode FTIR
zanalizowatam strukture otrzymanego koniugatu podajqc przypisania do poszczegdlnych
sygnatéw (na rys. 3) w tab. 1 i tab. 2. Publikacja zostala przeze mnie napisana
i zredagowana, a bedac autorem korespondencyjnym ponosze odpowiedzialnos¢ za
opublikowane w niej wyniki badan. Projekt, w ktorym petnitam role kierownika i wykonawcy
finansowany byt przez KBN: NN 209 762440. Mdj wkiad pracy w caloksztalt tej publikacji

szacuje na 80%. ?71/0’&/‘2' M\( e

7. K. Rozga-Wijas, M. Sierant, E. Wielgus, B. J. Miksa*, 2019, Polyhedral
octasilsesquioxanes labelled with the photosensitive cationic phenosafranin dye as a new
nanocarrier for therapy and cellular imaging, Dyes and Pigments /61, 261-266. (IF 3.572,
brak cytowan, punkty MNiSW 40)

Mé6j wkiad intelektualny w powstanie pracy polegal na zaprojektowaniu nowego,
biokompatybilnego markera o wilasciwosciach fluorescencyjnych majqgcego cechy
interkalatora DNA. Zinterpretowatam i opisatam wyniki analiz otrzymanego koniugatu
silseskwioksanu wyznakowanego fenosafraning metodami: UV-Vis, fluorometrycznq, FTIR,
NMR. Wyniki przeprowadzonych przeze mnie pomiaréw sq zilustrowane na rys.l, 2, 4.
Publikacja zostala przeze mnie napisana i zredagowana, a bedgc autorem
korespondencyjnym ponosze odpowiedzialnos¢ za opublikowane w niej wyniki badan.
Projekt, w ktérym peinitam role kierownika i wykonawcy finansowany byt przez KBN:
NN 209 762440. Moj wkiad pracy w catoksztalt tej publikacji szacuje na 80%.
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4.3. Omowienie celu naukowego ww. publikacji i osiggnietych wynikow
wraz z omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania

4.3.1. Celem pracy byla synteza fluorescencyjnych nosnikéw lekow przeciwnowotworowych
dedykowanych optycznym metodom obrazowania molekularnego. Zaprojektowanymi przeze
mnie nos$nikami sa liposomalne kapsulki polimerowe (LKP) oraz funkcjonalizowane
fenosafraning leki i klatki silseskwioksanowe, ktore moga znalez¢ praktyczne zastosowanie w
terapii i diagnostyce medyczne;.

Przedmiotem moich badan jest:

- wykorzystanie struktur liposoméw do syntezy LKP z porowata powloka polimerowa
umozliwiajaca kontrolowany proces dyfuzji jonéw migdzy wnetrzem kapsutek a ich
otoczeniem i zdolnych do enkapsulacji indykatoréw przeznaczonych do monitorowania zmian
pH srodowiska. (H1)

- synteza LKP zaopatrzonych w membrang polimerowa spelniajaca funkcj¢ emitera
fluorescencji w optycznym obrazowaniu molekularnym komoérek. Kapsulki stanowia nowy
rodzaj sondy przeznaczonej do enkapsulacji zwiazkéw hydrofilowych (np.: lekéw),
poszerzajac mozliwos$¢ ich detekcji metoda fluorometryczng oraz spektrofotometryczng w
zakresie nadfioletu i §wiatla widzialnego UV-Vis. Fluorescencyjne wlasciwosci powtoki LKP
pozwalaja na precyzyjne monitorowanie ich kumulacji w komoérkach metoda in vitro oraz
in vivo. (H2)

- synteza LKP zaopatrzonych w odwracalnie sieciowana, fotoczula powlok¢ polimerowa
dzieki wprowadzonym czasteczkom kumaryny. Sa one zdolne do enkapsulacji lekéw
przeciwnowotworowych (np.: 5-fluorouracylu) przeznaczonych do terapii fotodynamiczne;j.
(H3)

- synteza nowego koniugatu cytotoksycznego o wlasciwosciach fluorescencyjnych, zlozonego
z czasteczki sensybilizatora - fenosafraniny Zwigzanej kowalencyjnie
z chlorambucylem (lekiem przeciwnowotworowym  stosowanym W leczeniu
np.: bialaczki), ktéry spelnia wymagania wspolczesnej chemioterapii umozliwiajac
diagnostyke w zakresie podczerwieni oraz wzmocnienie efektu cytotoksycznego. (H6)

- synteza nowego typu nosnika fluorescencyjnego o wielkosci kilku nanometréw
zbudowanego z Kklatki silseskwioksanu (POSS) i fenosafraniny, ktéry spelnia rolg
innowacyjnego markera i interkalatora oddziatywujacego z DNA komorek, mogacego znalez¢
zastosowanie w terapii fotodynamicznej. (H7)

Na uwage zasluguja rowniez dwie opublikowane przeze mnie prace przegladowe H4 i HS,
w ktdrych szeroko omawiam problemy zwiazane z synteza polimerowych kapsulek oraz
wyjasniam idee nowoczesnej terapii przeciwnowotworowej wykorzystujacej optyczne
obrazowanie molekularne (theranostic agents).
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4.3.2. Wprowadzenie

W ostatnich latach nauka o materiatach stala si¢ dziedzing interdyscyplinarna, ktéra laczac
chemie organiczng z chemia polimeréw obejmuje m.in. gléwne sktadniki tworzace membrany
biologiczne, do ktérych naleza lipidy (tj. fosfolipidy, glikolipidy, sfingolipidy). Przyroda
dostarcza inspiracji w projektowaniu polimerowych struktur opartych na naturalnych formach
biozwiazkéw, przyczyniajac si¢ do rozwoju funkcjonalnych materiatéw syntetycznych
speltniajacych wymagania “zielonej chemii”. Polimerowe nanoczastki o r6znorodnym skladzie
i budowie strukturalnej znajdujg szerokie zastosowanie w medycynie, w tym réwniez jako
nosniki lekéw,['*®! jednak ich ograniczone przenikanie przez blony komérkowe zmniejsza
efektywny transport zawartych w nich zwiazkéw biologicznie czymych.'*? Polimerowe
nanostruktury moga wystepowaé takze w formie nanoagregatéw tworzac micele i liposomy.
Syntetyczne liposomy wyposazone w membrany biomimetyczne nasladujace wlasciwosci
blon biologicznych stuza jako uproszczone modele organelli komoérkowych.”! Modele bton
biologicznych (plynny - mozaikowy Singera-Nicolsona z 1972 r. oraz rafowy Simons’a
i Brown’a z 1997 r. oparty na separacji mikrodomen) opisuja zmiany dynamiczne zachodzace
w membranie w fazach zol-zel i cieklokrystalicznej, ktére zwiazane sa z ruchem
molekularnym lipidéw (rotacyjnym prostopadtym do plaszczyzny, lateralnym-bocznym
w plaszczyznie oraz izomeryzacja trans-gauche).[3“] Na ostateczny ksztatt amfifilowych
agregatow wplywa stosunek wielkosci powierzchni wyznaczonej przez grupy polarne
fosfolipidéw do powierzchni utworzonej przez tancuchy alkilowe i inne skladniki (np.: sterole
— glownie cholesterol).2” O morfologii agregat(’)w[4"] decyduje wigc réwnowaga miedzy
sitami wzajemnego oddzialywania hydrofobowych tancuchéw alkilowych i stabych
oddzialywann van der Waals’a, a elektrostatycznym odpychaniem grup polarnych oraz
redukcja stopnia swobody ruchéw translacyjnych i rotacyjnych chiralnych lipidow. W
wielosktadnikowej dwuwarstwie lipidowej organizacja mikrodomen wyplywa na separacje
faz powodujac deformacj¢ membrany i wyznacza ksztalt geometryczny formowanych
nanoobiektow.!*”! W membranach w ktérych wystepuje koegzystencja faz, naprezenie liniowe
jest waznym parametrem wyznaczajacym rozklad, wielko$¢ i ksztalt polidyspersyjnych
mikrodomen okres$lajacych teksture membrany."?  Amfifilowos¢ lipidéw ulatwia ich
samoorganizacj¢ w §rodowisku wodnym, jednak formowane nanoobiekty cechuje brak
stabilno$ci zar6wno w podwyzszonej temperaturze, jak i w zmiennych warunkach pH
srodowiska o duzej sile jonowe] roztworu.”! Integralnosé liposoméw zalezy wiec od rodzaju
lipidéw oraz warunkéw otaczajacego je srodowiska. Liposomy tworza wypelnione pltynem
nanoskopowe zbiorniczki, ktorych powloka (utworzona z dwuwarstwy lipidowej) ma
zblizone  wlasciwosci do  naturalnych ~membran komoérkowych.l®!  Identyfikacje
heterogenicznosci dwuwarstwy lipidowej (jej fazy cieklokrystalicznej - uporzadkowanej oraz
fazy zelu - nieuporzadkowanej) ulatwilo wprowadzenie do niej fluorescencyjnych markeréw
o zdefiniowanej hydrofilowo-hydrofobowej budowie, ktére moga wyznaczy¢ rodzaj domen
dzigki réznicy w ich przenikaniu i kumulacji. Trwalo§¢ membran oraz stabilnosé
powstajacych z nich struktur przestrzennych (liposoméw) moze by¢ badana w wyniku
wprowadzenia chromofor6w do domen utworzonych z réznych fosfolipidéw, ktére sa

analizowane technika mikroskopii fluorescencyjnej.!”
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Liposomy, ze wzgledu na ich zdolnos¢ do efektywnej penetracji przestrzeni
miedzykomérkowej i binarny system enkapsulacji (hydrofobowo-hydrofilowy) spetniaja
wymagania stawiane nos$nikom lekéw i sq wykorzystywane w procesach putapkowania
substancji bioaktywnych w farmakologii.***“¥ Ich uzytecznosé wynika z mozliwosci: (a)
enkapsulacji hydrofilowych substancji w wodnej przestrzeni pecherzykéw, (b) inkluzji
hydrofobowych zwiazkéw do dwuwarstwy lipidowej oraz (c) przylaczania molekut za
pomocg oddzialywan elektrostatycznych do cz¢sci polarnej lipidow (giowy).[g"] Badania blon
naturalnych (dotyczace ich uporzadkowania, homogenicznosci oraz zachodzacych procesow
fizyko-chemicznych) przyczynity si¢ do rozwoju metod syntezy biomimetycznych
nanokapsulek formowanych na chimerycznych strukturach liposoméw.>?! Ograniczenia
wynikajace z mechanicznej wrazliwosci plynnej dwuwarstwy lipidowej zostaty
wyeliminowane przez wprowadzenie do niej monomeréw, ktére poddane procesowi
polimeryzacji in situ pod wptywem promieniowania UV utworzyly powloke polimerowa
o grubosci kilku nanometréw (od 4 do 10 nm).[IO] Wytworzona inkluzyjna warstwa
syntetyczna pozwolila stworzy¢é nowa generacj¢ hybrydowych polimerowych membran
imitujacych dziatanie $ciany organelli komoérkowych.!'! Ponadto, sieciowanie polimerowe;
powtoki nadaje trwalos¢ sferycznym kapsutkom, ktére nie ulegaja rozpadowi nawet ponizej
krytycznego stezenia micelarnego lipidow.

Tak wiec, gléwna idea polegajaca na odwzorowaniu morfologii liposoméw utworzonych
przez zwiazki zdolne do samoorganizacji w roztworach wodnych (tj. lipidow i surfaktantow),
a uzytych jako szablony do przeprowadzenia reakcji polimeryzacji wewnatrz dwuwarstwy
lipidowej, doprowadzita do otrzymania ich polimerowych replik. Powstale analogiczne
supramolekularne nanoskopowe struktury wykazywaly wigksza stabilno$¢ chemiczng
i mechaniczng.'’® Roéznorodne monomery z aktywnymi grupami funkcyjnymi
(np.: -COOH, -NH,, -OH, -SH) stwarzaja mozliwo$¢ syntezy membran o pozadanych
wlasciwosciach fizyko-chemicznych. Sa one wykorzystywane w strategii “inteligentnego” —
aktywnego transportu lekow (smart drug delivery systems, DDS). Aktywny transport
czynnik6w cytotoksycznych polega na zastosowaniu no$nikéw wyposazonych w specyficzne
przeciwciala monoklonalne oraz w inhibitory angiogenezy lub interkalatory DNA (inhibitory
transkrypeji i translacji), ktore poprawiaja ich wychwytywanie w komoérkach, a wige
zwigkszaja dzialanie lekow wplywajac na efektywnos¢ terapii.l"*) Inteligentne - bo precyzyjne
- dostarczanie lek6w przez nosnik moze by¢ regulowane dzialaniem bodzcéw zewnetrznych
(np.: $wiattem) lub wewngtrznych (np.: zmianami -pH, temperatury) stymulujacych ich
dozowanie. Ze wzgledu na réznice odczynu pH w tkankach zdrowych (pH = 7,4)
i patologicznych (pH = 6.0 - 6,5) kontrolowane uwalnianie lekéw nast¢puje pod wptywem
hydrolizy nosnika w $rodowisku kwasnym. Ponadto, znacznie podwyzszony poziom
glutationu (GSH) w komoérkach nowotworowych ( 0100% do 500%) powoduje redukcje
mostkéw disufidowych (-S-S-) obecnych w dostarczanych prolekach, a w konsekwencji
uwalnianie zwigzkow cytotoksycznych w chorych miejscach tkanek. Terapia onkologiczna
wymaga spelnienia dodatkowych warunkow tj. kierowania i zwigkszenia skutecznosci
pasywnego wnikania no$nikow lekéw do komorek patologicznych wskutek dyfuzji oraz
przedtuzonego uwalniania zgromadzonej substancji czynnej (ewhanced permeability and
retention, EPR efekt).["*?]
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Cele te sg realizowane przez zastosowanie nowoczesnej nanotechnologii, w ktorej
projektowane nosniki lekéw majq $rednice od kilku do kilkunastu nanometréw (0,1-100
nm).!"**¥ Najwazniejszym jednak warunkiem, ktéry musza speinia¢ nosniki polimerowe
stosowane w badaniach klinicznych, jest brak toksycznosci produktéw ich rozkladu oraz
metabolitow, a takze biokompatybilnosé, definiowana jako oboj¢tnos¢ uktadu
immunologicznego wobec obcego materialu dostarczanego do organizmu. Strategia
“inteligentnego” transportu i regulowanego dawkowania lekéw wymaga wigc, aby nosniki
polimerowe spetnialy powyzsze oczekiwania. Do polimeréw stosowanych w badaniach
klinicznych dopuszczonych przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekow (Food and
Drug Administration (FDA, U.S)! naleza biodegradowalne poliestry alifatyczne (estry
kwasow: glikolowego, mlekowego oraz s-hydroksy kapronowego) wraz z ich kopolimerami
(np.: polilaktyd-co-poliglikolid).[151’] Szeroko stosowane jest nietoksyczny, silnie hydrofilowy
poliglikolid (PGA) oraz poli(tlenek etylenu) (PEG) o niskiej masie molowej (M, = 2000)
latwo wydalany z organizmu.[16“] Ponadto, kopolimery kwasu akrylowego i metakrylowego
z N-izopropyloakrylamidem (np.: NIPAAm-MAA) tworzace materialy o wlasciwosciach
termoczutych (kurcza si¢ w podwyzszonej temperaturze),[16b] takze znajduja szerokie
zainteresowanie w projektowaniu inteligentnych no$nikéw lekéw.!"%1  Hydrofilowe
polimerowe bio-nano materiaty zwigzane z lekami stosowanymi w onkologii np.: kopolimery
NIPAAm z doksorubicyna, kamptotecyna, paklitakselem oraz platyng zostaty wprowadzone
do terapii przeciwnowotworowej w 1990 r.1748¢1 Dodatkowo, modyfikacja prolekow
z wykorzystaniem poli(glikolu etylenowego) (tzw. PEGylacja) zwigksza czas cyrkulacji
lekéw w krwiobiegu poprawiajac wydajno$¢ ich wchianiania (wzrost efektu EPR).[”d’e]
PEGylacje¢ stosuje si¢ rowniez w celu stabilizacji liposomow i kapsulek polimerowych.[”ﬂ
Kontrolowana dyfuzje lekéw umozliwiaja nanopory wytworzone w powloce polimerowe;j
kapsutek, ktére pozwalaja na transport molekularny migdzy wnegtrzem kapsulki, a jej
otoczeniem. Sterowanie procesem dyfuzji“sl ulatwiaja wprowadzone grupy funkcyjne
wrazliwe na bodzce zewnetrzne!™ tj.: swiatto,?] temperaturq,[m zmiany pH srodowiska.*!
Polimerowe kapsulki dzigki przedtuzonej cyrkulacji in vivo w obwodowym systemie naczyn
krwiono$nych uwalniaja cato$¢ zawartego w nich leku ograniczajac jednoczesnie jego
gwaltowne wydzielanie oraz kardiotoksycznos¢, wynikajaca z nadmiernego gromadzenia sig
wolnego leku w tkance migénia sercowego. Dodatkowym celem enkapsulacji jest
zabezpieczenie postaci aktywnej leku przed niepozadanym rozkladem enzymatycznym
i plynami ustrojowymi organizmu. Strategia nowoczesnej terapii przeciwnowotworowej
polega wigc na wybidrczym kierowaniu skoncentrowanej dawki leku do komdrek
patologicznych w celu zwigkszenia efektywnosci ich dziatania i minimalizacji efektow
ubocznych w zdrowych tkankach. Znane w diagnostyce medycznej barwniki fluorescencyjne
wykorzystywane jako ligandy do obrazowania komorek nowotworowych znajduja
zastosowanie w projektowaniu prekursorow lek6w.?! Sprzezenie funkcji terapeutycznej z
diagnostyczng (okreSlone terminem theranostic) pozwala w nowoczesnych prolekach
monitorowa¢  ich  dystrybucj¢ wewnatrzkomorkowa.?*!  Ponadto, w  terapii
przeciwnowotworowej i diagnostyce fotodynamicznej stosowane sa $wiatloczute zwiazki
organiczne bedace pochodnymi tetrapiroli cyklicznych (tj. porfiryn) Ilub biekitu
metylenowego, ktore pod wplywem naswietlania wskutek absorpcji fotonow generuja wysoce
reaktywny tlen singletowy (10, 0y) niszczacy tkanki zmienione chorobowo.?”!
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Integracja fluorescencyjnych barwnikéw z membrang (np.: pochodnych kumaryny,[26’27]

spiropyranu,[zs] azo-benzenu®) reagujacych na $wiatlo i/lub pH, spehiajacych role
molekularnych foto-przelacznikéw” w polimerowych nanokapsutkach, umozliwia regulacje
procesu dyfuzji enkapsulowanych lekéw w wyniku dynamicznych zmian wiazaf
kowalencyjnych zachodzacych w ich strukturze.*¥ Projektowanie nosnikéw o regulowanej
wielkosci poréw do kontrolowanego uwalniania lekow jest jednym z podstawowych celow
farmakoterapii. W niniejszym opracowaniu podsumowuj¢ wyniki swoich badan dotyczacych
syntezy polimerowych nanokapsutek wykorzystujacych struktur¢ liposoméw do enkapsulacji
zwiazkéw cytotoksycznych (np.: 5-fluorouracylu), ktére moga znalez¢ zastosowanie w terapii
fotodynamicznej. Cel jaki sobie postawitam to opracowanie metod syntezy fluorescencyjnych
no$nikéw lekéw przeciwnowotworowych - biomimetycznych polimerowych nanokapsutek,
ktére umozliwiaja monitorowanie transportu czynnika aktywnego farmaceutycznie (4PI)
w zywych komoérkach, utatwiajac diagnostyke medyczna. Omawiam réwniez nowa koncepcje
syntezy  koniugatu przeciwnowotworowego, zlozonego z fotoczulej molekuly
fluorescencyjnej fenosafraniny z kowalencyjnie przylaczona czasteczka chlorambucylu (4P/1
o wlasciwosciach alkilujacych). Po raz pierwszy przedstawiam idee zastosowania
innowacyjnego API laczacego wiasciwosci interkalatora i czynnika alkilujacego DNA,
spelniajacego wymagania stawiane przed nowoczesna terapia fotodynamiczna, wykazujacego
zarbwno wilasciwosci diagnostyczne jak i terapeutyczne (theranostic agent). Podkreslam
réwniez znaczenie klatek silseskwioksandéw funkcjonalizowanych fenosafraning, ktére ze
wzgledu na swoja nanometrowa wielko$¢ i tatwos¢ przenikania przez blony komorkowe,
moga znalezé zastosowanie w terapii fotodynamicznej. Szczegélowe opisy celow
badawczych sa przedstawione w dotaczonych publikacjach. W swoim autoreferacie omawiam
najwazniejsze osiagni¢cia wynikajace z przeprowadzonych bada.

4.4. Omowienie osiggnietych wynikow
4.4.1. Metody stabilizacji liposomalnych nanostruktur (H4)

Elastyczna membrana liposoméw utworzona z dwuwarstwy fosfolipidowej podlega
dynamicznym zmianom, wlatwiajac swobodne przechodzenie molekut z wngtrza liposoméw
do ich otoczenia i vice versa. Strategia dostarczania zwiazkow cytotoksycznych do komérek
patologicznych wymaga wiec modyfikacji konwencjonalnych liposoméw, ktére wykazuja
ograniczony do kilkudziesigciu minut (60 min.) polowiczny czas zycia (f12) w surowicy krwi
i sa usuwane z organizmu przez uklad siateczkowo-§rédblonkowy.?!!  Dezintegracja
liposoméw nastepuje pod wplywem lipoprotein obecnych we krwi oraz procesow fagocytozy,
dlatego wydluzenie czasu cyrkulacji liposoméw w krwioobiegu jest podstawowym
zagadnieniem. Stabilizacje ich struktur mozna uzyska¢ w wyniku zastosowania nastgpujacych
strategii:

a) wykorzystania srodkéw powierzchniowo-czynnych zawierajacych wigzania winylowe
ulegajace procesowi polimeryzacji, czyli tzw. aktywnych surfaktantéw spelniajacych
role monomerow! 24 (tworza one tzw. sztuczne membrany poli(lipidowe))
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b) adsorpcje polimeréw na powierzchni formowanych liposomow
(layer-by-layer deposition, LbL)*9 lub dyspersie polimeréow do dwuwarstwy
lipidowej (membrany inkluzyjne) [336]

c) sieciowanie dwuwarstwy lipidowej pecherzykéw wskutek wprowadzenia do niej
: [34]

hydrofobowych monomeréw poddanych nast¢pnie polimeryzacji.
Ad. a) Stabilizacje liposoméw z poli(lipidowa) membrang (np.: z poli(akrylanu oleinowego),
poli(metakrylanu oleinowego)) otrzymano w wyniku polimeryzacji pod wplywem
naswietlania promieniowaniem ultrafioletowym UV monomeréw lipidowych zawierajacych
w lafcuchu hydrofobowym lub w czgéci hydrofilowej grupy reaktywne: winylowe,
metakrylanowe, diacetylenowe lub styrenowe.mb] Jednak bezposrednia polimeryzacja
zwiazkéw amfifilowych hamuje ruchliwos¢ ich tancuchow, redukujac proces samoorganizacji
spolimeryzowanych lipidéw, a tym samym utrudnia utworzenie liposoméw.

Ad. b) W metodzie LbL przepuszczalno$¢ otrzymanej powloki zalezy od liczby naniesionych
warstw polimerdéw bedacych polielektrolitami.[35"] Stosowane s
np.: chlorowodorek poli(alliloaminy)/s6]1 sodowa poli(sulfonianu styrenu)[35b] oraz
chitozan/alginiany,*® ktére osadzane kolejno w sposéb przemienny w wyniku oddziatywan
elektrostatycznych 1 kompleksowania jonowego (metoda sekwencyjnej adsorpeji
polielektrolitéw) wzmacniaja membran¢ liposoméw utrwalajac ich ksztalt. Wzajemne
interakcje zostaja jednak ostabione przez sole obecne w §rodowisku, ktére wptywaja na ich
ckranowanie i dysocjacje, a takze wskutek splatania tancuchéw polimerowych powodujacych
obnizZenie gestosci fadunku powierzchniowego.[37’38] Modyfikacja metody LbL polegajaca na
zastosowaniu karbodiimidu N-etylo-N’-(3-dimetyloaminopropylu) (EDC) do sieciowania
warstwy utworzonej z kwasu poliakrylowego/poli(lizyny) doprowadzita do otrzymania
stabilnych kapsutek czulych na zmiany pH srodowiska.P**"! Inna metoda tzw. inkluzyjna
polegajaca na pulapkowaniu w dwuwarstwie lipidowej liniowych polimeréw o tadunku
obojetnym powoduje defekty membrany i dezintegracj¢ liposoméw. Wprowadzanie do
liposoméw amfifilowych kopolimeréw réznigcych si¢ diugoscia lafcuchéw ma wady,
poniewaz w tym procesie powstajg rozne formy multilamelarnych struktur zawierajace
adsorbowane oraz inkludowane kopolimery, a takze oddzielne micele polimerowe. Liposomy
modyfikowane kopolimerami pH- i termoczulymi w warunkach ﬁzjologicznych[“]
np.: poli(N-izopropyloakrylamid-co-akrylan pirolidyny), poli(N-izopropyloakrylamid-co-
akrylan propylu) zostaly wykorzystane do enkapsulacji leku przeciwnowotworowego
(doksorubicyny).[*! Zmiany pH srodowiska reguluja wzrost lub zmniejszenie sit oddziatywan
elektrostatycznych miedzy czasteczkami i powoduja kurczenie lub rozprezenie tancuchow
kopolimeru wplywajac na deformacj¢ i reorganizacj¢ konformacji dwuwarstwy lipidowe;j
(zmieniajac  jej izomeryzacj¢ trams/gauche) indukujac uwalnianie leku. Ponadto,
wprowadzenie amfifilowego, termoczutego kopolimeru triblokowego zwanego poloksamerem
zlozonego z [politlenku etylenu-(PEO)os-politlenku propylenu-(PPO)¢7- politlenku etylenu-
(PEO)og] (tj. Pluronic F127, My. 12,600) z dtugimi tancuchami modyfikujacymi dwuwarstwe
lipidowa, zmniejsza wychwytywanie liposomow przez uklad siateczkowo-§rédblonkowy
organizmu.*!
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Ze wzgledu na silng hydratacj¢ struktur zawierajacych ugrupowania PEO nastepuje redukcja
adhezji biatek obecnych w krwioobiegu do powierzchni kapsutek, powodujac wydtuzenie
czasu ich cyrkulacji w warunkach in vivo.3?9 Dodatkowo, w terapii przeciwnowotworowej
dostarczanie leku dawkowanego w sposob termiczny redukuje ryzyko uszkodzenia zdrowych
tkanek. Synteza biomimetycznych kapsutek o kontrolowanej wielkosci i ksztalcie jest
szczegblnie trudna, dlatego bezposrednie budowanie struktur w wyniku spontanicznej
samoorganizacji zwiagzk6w amfifilowych, ktore nast¢pnie wzmacniane sa blokami polimeréw
powiazanymi ze soba kowalencyjnie jest bezcenna i niezawodna metoda projektowania
stabilnych form nanoskopowych. Bezposrednie pokrycie powierzchni liposoméw
kilkuwarstwowa powloka polimerowa pozwala zmniejszy¢é szybkos¢ uwalniania
enkapsulowanych zwiazkéw oraz ogranicza utlenianie lipidow. Ponadto, utworzone metoda
LbL nanokapsulki posiadaja asymetryczna powlok¢ zlozona z dwoch odrgbnych czesci,
z ktérych wewnetrzna membrana lipidowa jest kompatybilna z enkapsulowanymi czynnikami
aktywnymi farmaceutycznie (4PI) i biomolekutami.

Nanokapsulki syntezowane metoda inkluzyjna zawierajace membrang¢ polimerows otoczong
biokompatybilng warstwa fosfolipidow wykazuja natomiast tatwa penetracj¢ przez blony
komoérkowe. Przepuszczalnosé powloki polimerowej kapsutek o nanometrowej grubosci jest
kluczowym zagadnieniem przy projektowaniu nosnikow lekéw, ktorych uwalnianie
determinowane jest wielkoscia pordw wytworzonych w membranie. Nanopory dzialaja jak
sita molekularne i umozliwiaja selektywne rozdzielenie zwiazkéw na podstawie ich
wielkosci. Czasteczki mniejsze od srednicy poréw pokonujac opornosé scianki polimerowe;j
moga by¢é wychwytywane z otoczenia oraz uwalniane z kapsulek z szybkoscia dyfuzji.

Ad. ¢) Zagadnienia dotyczace polimeryzacji monomeréw zgromadzonych w dwuwarstwie
lipidowej liposoméw w celu otrzymania LKP sa tematem moich badaf przedstawionych
szczegbtowo w autoreferacie.

4.4.2. Synteza LKP z powloka polistyrenowa przeznaczonych do
diagnostyki i obrazowania

Jak wspomniatam, lipidy oraz surfaktanty (mieszanina kationowych i anionowych Srodkow
powierzchniowo czynnych) o wilasciwosciach amfifilowych wulegaja spontanicznej
samoorganizacji w §rodowisku wodnym tworzac agregaty*** wykorzystywane jako szablony
do syntezy stabilnych polimerowych nanostruktur, ktére moga przyja¢ form¢: nanokapsutek,
nanodyskow i nanorurek. %! W swojej pracy syntezowatam liposomalne nanokapsulki
z sieciowana powloka z poli(4-tert-butylostyrenu-co-diwinylobenzenu), w ktorej podstawnik
tert-butylowy generujacy zawade przestrzenng indukowal nanopory rozmieszczone
statystycznie w warstwie polimerowej.[46"'b] Grubo$¢ wytworzonej warstwy polimerowej byta
poréwnywalna z grubo$cia dwuwarstwy lipidowej (od 4 do 7 nm) bedacej srodowiskiem
polimeryzacji dla zgromadzonych w niej hydrofobowych monomeréw fert-butylostyrenu
i diwinylobenzenu, a otrzymane LKP odwzorowywaly sferyczng architekture liposoméw.
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Proces polimeryzacji rodnikowej byt indukowany promieniowaniem UV o dlugosci fali
A = 254 nm, a otrzymane polistyrenowe LKP miaty waski rozrzut $rednic w zakresie
od 100 nm do 140 nm."*? Grubos¢ warstwy polimerowej wptywa na jej trwatos¢ ale
ogranicza réwnoczesnie jej przepuszczalno$é i jest parametrem krytycznym decydujacym o
wlasciwoéciach i strukturze LKP. Badania przeprowadzone metoda rozpraszania
neutronowego pod matym katem (small-angle neutron scattering, SANS) wykazaly, ze
grubo$¢ sieciowanej warstwy polistyrenowej utworzonej pomigdzy listkami dwuwarstwy
lipidowej wynosi od 1.0 do 2.0 nm = 0.1 nm.”*”) Tak wiec monomery hydrofobowe
wykazujace powinowactwo do lfaficuchéw alkilowych fosfolipidow migruja do granicy
wyznaczonej przez listki dwuwarstwy lipidowej liposoméw okreslajacej topologie
powstajacych agregatdw, wykorzystanych jako tymczasowe szablony do przeprowadzenia
reakcji polimeryzacji.*® Sieciowanie na granicy separacji faz pomigdzy listkami”
surfaktantu nadaje LKP stabilno$é, a utworzona membrana polimerowa pozwala zachowaé
ksztatt sferyczny (np.: podczas procesu suszenia). Ponadto, cienka i porowata polimerowa
membrana wyznacza optymalng pojemno$é wewngtrzng liposomalnych kapsutek w stosunku
do ich catkowitej objetosci sprawiajac, ze mogg one znalezé zastosowanie w wielu
dziedzinach np.: w biosensorach przy wymianie jonéw i ich transporcie przez nanopory na
drodze dyfuzji[49] oraz w nanoreaktorach w procesie réwnoczesnej co-enkapsulacji kilku
komponentdéw w celu przeprowadzenia syntezy.[SO] Szybkos¢ dyfuzji przez polimerowa
membrang jest odwrotnie proporcjonalna do jej grubosci bedacej parametrem krytycznym
i decydujacej o kinetyce transportu. Grubos$¢ powloki polimerowej wpltywa takze na
transparentno$é LKP i warunkuje ich zastosowanie do enkapsulacji barwnikéw spetniajacych
funkcje indykatoréw pH-metrycznych oraz katalizatoréw wykorzystywanych w sensorach
optycznych i nanoreaktorach.®!! Selektywna przenikalno$é powloki LKP moze byé
kontrolowana przez nanopory o wielkosci (0.8 £ 0,2 nm lub 1.3 + 0.2 nm) wytworzone w
wyniku putapkowania hydrofobowych porogenéw np.: czasteczek analogéw winylowych
pentaoctanu lub pentabezoesanu glukozy[52] lub tez modulowana jest doborem monomerow
zawierajacych np.: metakrylan tert-butylu.[53] Wprowadzenie porogenéw do dwuwarstwy
lipidowej zwigksza zakres metod molekularnego drukowania (tzw. imprintingu) stosowanych
do otrzymywania nanoporowatych powlok polimerowych. Transport przez nanopory
o zdefiniowanych rozmiarach jest ograniczony wielkoscia molekut, ktore selektywnie wnikajg
lub sq uwalniane z LKP z szybkoscig dyfuzji.

Szybkos$é procesu dyfuzji jondw przez syntetyczng membrang zostala przeze mnie
zmierzona metodg stopped-flow aparatem (Aviv Model 410, CD spektometr) wyposazonym
w detektor fluorescencji i absorpcji UV.PY Enkapsulowane barwniki hydrofilowe
tj.: czerwony procion MX (M, = 615; Aapmax = 538 nm), piranina (My, = 524; w srodowisku
kwasnym Aapmax = 400 nm, w zasadowym Aapmax = 450 nm; Agmmax = 510 nm), oraz
blekit bromofenolowy (My = 670; Aabmax = 430 nm lub Aapmax = 598 nm, pK, = 3.85-4.20)
lokowaty sie w wodnej przestrzeni LKP nie wydostajac si¢ do otoczenia, a indykatory ulegaty
odwracalnej reakcji protonowania pod wplywem zmian pH S$rodowiska zewngtrznego.
Z nachylenia krzywej opisujacej kinetyke reakcji deprotonacji piraniny natywnej w roztworze
i enkapsulowanej w LKP wynikalo, ze sa one tego samego rzedu, a czas potrzebny do
catkowitej zmiany widma emisji byt zblizony (Rysunek 1A).
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Podobna jest réwniez szybko$¢ konwersji czasteczek bigkitu bromofenolowego do formy
protonowanej dla barwnika natywnego w wodnym roztworze HCl oraz enkapsulowanego
(Rysunek 1B). Pélprzepuszczalna, ultracienka “niewidzialna” powloka polimerowa pozwala
na transfer masy z szybkoscia dyfuzji i nie ogranicza kinetyki transportu jonéw z otoczenia
zewnetrznego do $rodka kapsutek, umozliwiajac ich szybka partycypacje w reakcjach ze
zwiazkami enkapsulowanymi. Tak wigc, warstwa polimerowa o nanometrowej grubosci
zawierajaca statystycznie rozmieszczone nanopory o duzej gestosci upakowania nie blokuje
komunikacji chemicznej miedzy zatrzymanym w LKP indykatorem a srodowiskiem
zewnetrznym oraz nie ogranicza szybkosci wymiany jonoéw. Dzigki porowatosci warstwy
syntetycznej, ktéra spelnia role selektywnej membrany o wlasciwosciach separacyjnych, LKP
z enkapsulowanymi barwnikami jonoselektywnymi sg idealnymi nanoobiektami dla sensorow
optycznych[ss] i moga by¢ wykorzystane przy projektowaniu sensoréw elektrochemicznych.
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Rysunek 1. Zmiany intensywnosci fluorescencji (A) oraz absorpcji (B) w funkcji czasu
w doswiadczeniach stopped-flow przeprowadzonych z wolnymi i enkapsulowanymi barwnikami.
(A) Wyniki otrzymane dla natywnej piraniny (1) i piraniny enkapsulowanej (2) w srodowisku NaOH.
Intensywno$¢ emisji (A, = 450 nm) zawiesiny LKP z 0.2 % Tritonem X-100 byla zmierzona przy
wzbudzeniu $wiattem o dlugosci Agx = 366 nm. (B) Wyniki otrzymane dla blgkitu bromofenolowego
w roztworze (2,4) i enkapsulowanego (1,3) z dodatkiem 1 mM (1,2) i 5 mM (3,4) HCI. [H1]

Réznorodne zastosowanie LKP stuzacych jako np.: nanoreaktory, > nanosensory,[57] nos$niki

lek6w® oraz nanokontenery przeznaczone do obrazowania w diagnostyce medycznej
sprawiaja, ze struktury te skupiaja zainteresowanie wiodacych grup badawczych
na $wiecie.’”! Szczegélowe badania dotyczace omawianych zagadnien, w ktérych aktywnie
uczestniczylam 1 wniostam znaczacy wklad intelektualny zostaly opublikowane
w prestizowym czasopi$mie. [H1]
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Kierunek dalszych badan samodzielnie przeze mnie prowadzonych (przedstawionych
w publikacji H2) jest silnie zorientowany na syntez¢ biokompatybilnych LKP spelniajacych
rolg sond w optycznym obrazowaniu molekularnym komdrek, ktdére moglyby znalezé
zastosowanie w diagnostyce medycznej i terapii przeciwnowotworowe;j.®”! Nowatorstwo
stabilnych  makromolekularnych  systemow  przeznaczonych do  obrazowania
i wykorzystujacych LKP z fluorescencyjng powloka polimerowa polega na zastosowaniu
podwdjnej detekcji optycznej (umozliwiajacej przeprowadzenie pomiar6w z uzyciem
fluorymetru oraz spektrofotometrycznie w zakresie promieniowania widzialnego Vis), ktéra
zwicksza precyzje analiz wykorzystujacych metody spektralne.[61] W celu otrzymania LKP
z silnie fluorescencyjna powlokg o neutralnym tadunku powierzchniowym zastosowalam
czasteczki hydrofobowej kumaryny-6 tj. 3-(2-benzotiazolyl)-7-(dietylamino)kumaryny,
My =350, Agm = 502 nm, Aap, max = 444 nm), ktora wyroéznia si¢ bardzo dobrg fotostabilnoscia
(dtugim czasem zycia w stanie wzbudzonym). Molekuly hydrofobowej kumaryny-6 zostaty
putapkowane w warstwie polistyrenu sieciowanego diwinylobenzenem.® W wodnej
przestrzeni LKP enkapsulowatam czasteczki barwnikéw hydrofilowych (tj. zéity lucyfer
(Mw = 521, hgx = 428 nm, Agm = 540), czerwony procion-MX (Myw = 615, Aspmax = 538 nm)
i blekitny porocion MX-R (Mw = 637, Aabmax = 630 nm), ale zasadnicza funkcje czynnika
kontrastujacego spelniala wytworzona fluorescencyjna kumarynowa powloka polimerowa.
Czasteczki fotoczutej kumaryny-6 pod wptywem promieniowania UV o dtugosci A = 310 nm
ulegaja dimeryzacji w trakcie prowadzonego procesu polimeryzacji, tworzac hydrofobowe
mikrodomeny w warstwie poli(styren-co-diwinylobenzen). Zwiazek ten putapkowany
w matrycy polimeru o wysokim stopniu sieciowania nie traci swoich witasciwosci
fluorescencyjnych zachowujac neutralna forme czasteczki. Molekuta kumaryny-6 zawierajaca
ugrupowanie benzotiazolu, ktéry decyduje o jej silnej fluorescencji stosowana jest
w okulistyce w leczeniu plamki z6tej.'”®] Poniewaz proces fotodimeryzacji kumaryny-6
polega na wytworzeniu pierscienia cyklobutanu mig¢dzy dwiema molekutami kumaryny,
dlatego nie wplywa on na zanik fluorescencji pochodzacej od wbudowanego w czasteczke
benzotiazolu. Ponadto, fluorescencja chromoforu zalezy silnie od lokalnego srodowiska
w ktérym on si¢ znajduje. Molekula kumaryny-6 w matrycy sieciowanego polimeru ma
zahamowang ruchliwo$¢ ze wzgledu na wzrost lepkosci lokalnej otoczenia. Widma
fluorescencyjne nanokapsulek z kumarynowa powtoka poli(styren-co-diwinylobenzen)
wzbudzane przy réznej dtugosei fali: Agx = 330 nm, Agx = 370 nm i Agx = 400 nm wskazuja
maksimum emisji przy dhugosci Agm = 502 nm, ktoére jest o 10 nm przesunigte w kierunku fal
dluzszych (efekt batochromowy) w stosunku do natywnej molekuly kumaryny-6.
Przesunigciu towarzyszy rowniez poszerzenie widma emisji, ktére sugeruje powstanie
ekscymeréw (utworzonych w wyniku zderzen mie¢dzy molekutami barwnika w stanie
wzbudzonym i podstawowym) wskutek kumulacji i wzrostu st¢zenia barwnika w lokalnych
domenach matrycy polimerowej. Naswietlanie kapsulek promieniowaniem UV o dlugosci
A = 250 nm nie spowodowalo rozerwania mostkow cyklobutanu wytworzonych w reakcji
dimeryzacji molekul kumaryny-6, poniewaz kumarynowa sonda zostatla unieruchomiona
w sieci polimerowej wytworzonej w wyniku sieciowania lancuchéw z poli(styrenu-co-
dywinylobenzenu) majacych ograniczong ruchliwosé.
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Enkapsulowane barwniki hydrofilowe zachowaly swoje optyczne wlasciwosci nie ulegajac
degradacji (wyblaknigciu) w trakcie naswietlania promieniowaniem UV (A = 310 nm)
inicjujacym proces polimeryzacji wolnorodnikowe;j.

aqueous cave
with dyes

Rysunek 2. Ilustracja procesu syntezy LKP otrzymanych w wyniku polimeryzacji monomeréw
styrenu i diwinylobenzenu wraz z dimeryzacja molekut kumaryny-6 pod wptywem promieniowania
UV (310 nm), Monomery zgromadzone sa w dwuwarstwie lipidowej liposoméw. [H2]

Wybrane barwniki (o zblizonych masach molowych ale rézniace si¢ zakresem absorpcji
$wiatla) zostaly w sposob trwaly zatrzymane w LKP. Po raz pierwszy czasteczka kumaryny-6
zostala zastosowana w procesie polimeryzacji rodnikowej monomeréw styrenu i
diwinylobenzenu w celu wytworzenia sieciowanej warstwy polimerowej o silnie
fluorescencyjnych wiasciwosciach. Kumaryna-6 nie ulegta destrukcji w trakcie syntezy LKP
dlatego otrzymane kumarynowe nanokapsulki moga stuzy¢ jako optycznie trwate sondy
molekularne stosowane w badaniach biologicznych. Przyktadowe obrazy LKP wykonane
metodami skaningowej oraz transmisyjnej mikroskopii elektronowej: (scanning electron
microscopy, SEM,; transmission electron microscopy, TEM) z kumarynowa warstwa
poli(styren-co-diwinylobenzenu) przedstawiam na Rysunku 3.

Przeprowadzone eksperymenty in vifro wykonane na linii komérkowej Hela wykazaty
skutecznos¢ LKP w obrazowaniu molekularnym. Doswiadczenia wykonane z uzyciem
cytometrii przeptywowej potwierdzily niska cytotoksycznos¢ LKP. Komérki HeLa
inkubowane z LKP w zakresie stezen (1-100 mg/L) po uplywie 48 godzin wykazaly
przezywalno$¢ na poziomie 80%.
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Wynik ten potwierdza dobra biokompatybilno$¢ LKP udowodniong takze przez inne zespoty
badawcze, ktore sprawdzily dziatanie polistyrenowych nanokapsutek na trzech ludzkich
liniach komoérkowych: nerek (HEK293), ptuc (A549) i T limfocytéw (Jurkat) nie powodujac
apoptozy.[64] Poniewaz zewngtrzna powierzchnia LKP wyposazona jest w fosfolipidy
ulatwiajace penetracje blon biologicznych, dlatego syntezowane nanokapsutki stanowia nowa
oferte hybrydowych nanomateriatéw polimerowych, ktére moga spetnia¢ funkcje czynnikow
diagnostycznych w badaniach medycznych. Ich przydatnos¢ polega na fluorescencyjnym
znakowaniu membran Dbiologicznych i monitorowaniu biodystrybucji makromolekut
w organellach komérkowych. [H2]

Lucifer Yellow
+ Procion Red

9

~ TN Luciter Yellow \Vis uv

Y Coumarin 8
N[ _/Frockon Red

( Prociorn
g Y4 .

300 400 500 500 700 00O
Wavelength {nm)

Rysunek 3. Fotografie LKP z kumarynowa warstwa poli(styren-co-diwinylobenzenu) wykonane
metodami SEM i TEM: (A) LKP wytracone z metanolu po usunigciu otoczki fosfolipidowe;j, (B) LKP
zawieszone w wodzie. Panel z prawej strony ilustruje wodna zawiesing kapsutek oraz kapsulki po
wytraceniu metanolem z enkapsulowana mieszaning barwnikow: (A) procion czerwony i blgkitny,
(B) czerwony procion i z6tty lucyfer, (C) blgkitny procion z kumaryna-6 putapkowana w powloce, (D)
kumarynowe polistyrenowe kapsutki. Ponizej przedstawione sa widma absorpcyjne kapsulek B i C
wykazujacych silng fluorescencje pod wplywem UV (330 nm). [H2]
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4.4.3. Synteza $wiatloczulych kapsulek z odwracalnie sieciowang powloka z
poliimetakrylanu 2-etyloheksylu-co-akrylamidu
7-(4-trifluorometylo)kumaryny]

W projektowaniu stabilnych nanokapsutek spehiajacych role nosnikéw lekow
(drug delivery system, DDS) nalezy uwzgledni¢ uplastycznienie oraz przepuszczalno$¢
powloki polimerowej. Elastyczna powloka utatwia dopasowanie ksztaltu w trakcie przepltywu
przez naczynia wlosowate ukladu krwionosnego i przeciwdziata gwaltownemu pekaniu
kapsulek pod wplywem cisnienia fizjologicznego, hamujac nadmierne uwalnianie zbyt duze;j
dawki enkapsulowanego leku. Poulain opisala synteze kapsulek z anionowego srodka
powierzchniowo czynnego tj. fosforanu sodu bis(2-etyloheksylu) i akrylanu izodecylu
(H,C=CHCO,(CH,),(CH3),), ktére zostaly przeprowadzona na drodze polimeryzacji
wolnorodnikowej inicjowanej nadsiarczanem potasu (K;S,0s) lub azoizobisbutyronitrylem
(AIBN) w temperaturze 60 °C.18%9 polimeryzacja akrylanu izodecylu prowadzi do otrzymania
elastomeru (7, < 10 °C). W strukturze molekularnej obu wymienionych zwiazkéw
(surfaktantu i monomeru) wystepuja rozgal¢zione tancuchy alkilowe ulatwiajace wzajemne
ich dopasowanie. Ograniczenie srodowiska polimeryzacji do czg¢sci lipofilowej pgcherzykow
pozwolilo na homogeniczny rozktad poli(akrylanu izodecylu) w domenach hydrofobowych
dwuwarstwy pecherzykéw i utworzenie kapsulek bedacych ich replika o $rednicy 0O 50
nm.%?  Zastosowanie = perfluorowanych  fosfolipidow  (np.:  perfluoroalkilowe;
fosfatydylocholiny) prowadzi do otrzymania liposoméw o wigkszym stopniu uporzadkowania
- wynikajacym ze $cistego upakowania dwuwarstwy lipidowe;j, ktére wymuszone jest silnymi
oddziatlywaniami lipofilowymi mig¢dzy laficuchami bogatymi w atomy fluoru.[%®) Dziataja one
jak “linaktanty” (line active molecules) redukujac naprezenie liniowe miedzy nanodomenami
weglowodorowymi 1 fluoroweglowodorowymi w  warstwie tworzacej polimerowa
membrane.'”) Wiasciwosci fluoru wykorzystywane sa réwniez przy projektowaniu lekéw
przeciwnowotworowych, poniewaz jego obecno$¢ wzmacnia dziatanie farmakologiczne.
Powszechnie stosowanymi w selektywnej terapii przeciwnowotworowej[68’69] s
np.: 5-fluorouracyl, fludarabina i klofarabina. Wystgpowanie fluoru w postaci tylko jednego
izotopu PF ufatwia pomiary technika magnetycznego rezonasu jadrowego NMR (nuclear
magnetic resonace) oraz umozliwia obrazowanie technika MRI (magnetic resonance image)
a zwigzki znakowane promieniotworczym izotopem 18 (np.: fludeoksyglukoza 18F-FDG)
stosowane sg w pozytonowej emisyjnej tomografii komputerowej (PET). Tak wigc obecnosé
atomoéw fluoru w czgsteczkach lekéw zwigksza ich aktywnos¢ bilogiczng oraz pozwala na
wygodne “skanowanie” i monitorowanie dostarczanych fluorowanych API. %1 Uwzgledniajac
wlasciwosci fluoru, po raz pierwszy opracowatam syntezg nanokapsulek polimerowych z
monomerdéw metakrylanu 2-etyloheksylu (EHMA) oraz fluorowanego analogu kumaryny
zawierajacego ugrupowanie akrylamidowe tj. akrylamidu 7-(4-trifluorometylo)kumaryny
(FMCA) spelniajacego funkcje czynnika sieciujacego. Obecnos¢ atomoéw fluoru Pp
(pochodzacych od podstawnikéw -CF3; kumaryny) utatwia pomiar i wizualizacj¢ nanostruktur
bedacych czynnikami kontrastujacymi tzw. “hotspots” w komdrkach organizméw zywych.["!
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Oba monomery wraz z inicjatorem (2,2-dimetoksy-2-fenyloacetofenonem) zostaly
wprowadzone do dwuwarstwy lipidowej na etapie formowania liposoméw utworzonych
z DPC (1,2-dimyristoyl-sn-glicero-3-fosfatydylocholiny). Zastosowane przeze mnie
monomery akrylowe (FMCA oraz EHMA) byly tak dobrane aby warunki polimeryzacji
akrylanéw!"> pod wplywem promieniowania UV o dlugosci fali A = 350 nm uwzgledniaty
dimeryzacj¢ monomeréw kumaryny, ktéra odgrywa decydujaca rol¢ w procesie sieciowania
warstwy polimerowej LKP. Obecnos¢ jednostek kumaryny, ktéra w sposob odwracalny ulega
dimeryzacji wytwarzajac pierscien cyklobutanu wskutek [2 + 2] cykloaddycjim] umozliwita
in situ sieciowanie wytworzonych tancuchéw kopolimeru poli(EHMA-co-FMCA)
tworzacych elastyczna membrang polimerowa. Czasteczka EHMA ma rozgaleziona strukture
zlozong z dwdch tafcuchéw alkilowych, a otrzymany homopolimer poli(EHMA)
charakteryzuje si¢ niska temperaturg zeszklenia (T ~ -10 °C)."™ Oznacza to, ze powyzej T, o
polimer przestaje by¢ materialem sztywnym -  szklistym, zmieniajac si¢ w migkki
i rozciagliwy wskutek pojawienia si¢ ruchéw segmentowych w lancuchach polimeru
(tzw. micro Brownian movements). Wprowadzone do polimeru molekuly FMCA wyposazone
w sztywny i wigkszy objetosciowo podstawnik kumaryny uczestniczacy aktywnie w procesie
sieciowania, wzmacniaja termomechaniczne wilasciwosci kopolimeru, poniewaz nast¢puje
wzrost energii aktywacji ruchow segmentowych w jego lancuchach oraz podwyzszenie
temperatury 7,. Fotodimeryzacja pochodnych kumaryny w kopoliakrylanach o niskiej
temperaturze T, przebiega szybciej w obrebie tego samego laficucha (intermolekularnie)
w przeciwienstwie do polimeréw majacych wyzsza temperatur¢ 7, w ktorych
intramolekularna dimeryzacja jednostek kumaryny mig¢dzy réznymi lancuchami kopolimeru
jest bardziej efektywna.m'm Whasciwosci fizyczne kopoliestru (EHMA-co-FMCA) sa
réwniez modyfikowane w wyniku oddzialywan niekowalencyjnych - wielokrotnych wigzaf
wodorowych pochodzacych od analogéw amidowych kumaryny (FMCA) i grup estrowych
(EHMA).[78'8°] Tak wiec, molekuly kumaryny maja fundamentalne znaczenie w tworzeniu
sferycznych polimerowych kapsulek. Sieciowana warstwa polimerowa o nanometrowej
grubosci reguluje wymiang molekularng migdzy $rodowiskiem wewngtrznym, a otoczeniem
LKP, spemiajac istotnag role w kontrolowanym uwalnianiu enkapsulowanych lekow
w procesie powolnej dyfuzji. Zastosowanie promieniowania o dlugosci fali A = 254 nm
powoduje rozerwanie pierScieni cyklobutanu wytworzonych miedzy dimerami kumaryny,
ktore prowadzi do gwaltownego uwolnienia enkapsulowanych zwiazkéw aktywnych
farmaceutycznie. Innowacyjno$¢ opracowanej przeze mnie metody syntezy LKP polega na
otrzymaniu fluorescencyjnych nanopg¢cherzykéw z odwracalnie sieciowang porowata
powloka polimerowa, stuzacych do kontrolowanego uwalniania enkapsulowanych zwigzkéw
cytotoksycznych (np.: fluorouracylu) [H3]. Obrazy mikroskopowe syntezowanych przeze
mnie LKP o wielkosci od 200 do 250 nm z warstwa poli(EHMA/FMCA) przedstawiam
ponizej na Rysunku 4B Wybranym przeze mnie lekiem przeciwnowotworowym poddanym
enkapsulacji byl 5-fluorouracyl stosowany powszechnie w leczeniu nowotworéw: jelita
grubego, zotadka, raka piersi, prostaty, jajnika i innych zmian chorobowych.[® W badaniach
in vitro przeprowadzonych w wodzie (pH = 6.0) porowata powtoka LKP umozliwila powolny
transfer S5-fluorouracylu z kapsutek do ich $rodowiska zewngtrznego na drodze dyfuzji,
a wyznaczony czas potowicznego uwalniania leku wynosit t;, = 40 godzin.
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Wielko$¢ nanoporéw optymalna dla molekut 5-fluorouracylu o promieniu Stokes’a réwnym
3.72 A pozwolita na dyfuzje leku, blokujac uwalnianie czasteczek co-enkapsulowane;j
hydrofilowej fenosafraniny — fluorescencyjnego barwnika wykazujacego tendencj¢ do
agregacji.®’! Selektywno$é nanoporéw polegata wiec na separacji czasteczek rozniacych sig
wielko$cig, a LKP z warstwa, poli(EHMA/FMCA) moga spelniaé rol¢ no$nikow lekéw oraz
molekularnych narzedzi fluorescencyjnych stuzacych do obrazowania komorek
(tzw. kontrastéw). Nowa koncepcja nosnikow lekdéw przeznaczonych do obrazowania
(theranostic) oparta jest na syntezie fluorescencyjnych LKP z sieciowana membrang
polimerowa zwierajaca selektywne nanopory - spelniajace role sit molekularnych, ktdre
reguluja proces dyfuzji enkapsulowanych czasteczek w sposéb wybidrczy uwzgledniajac ich
wielko$é. Naswietlanie kapsutek z poli(EHMA-co-FMCA) powlokg promieniowaniem UV
o dlugosci A = 254 nm powoduje pekanie LKP i gwaltowne uwalnianie enkapsulowanych
sktadnikéw.
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Rysunek 4. Panel (I) ilustruje: (I-A) schemat kopolimeryzacji monomeréw: FMCA i EHMA.
Naswietlanie molekul kumaryny promieniowaniem o dlugosci A = 350 nm prowadzi do ich
fotochemicznej dimeryzacji z utworzeniem pierscienia cyklobutanu i w rezultacie usieciowania
kopolimeru poli(EHMA-co-FMCA), oraz (I-B) schemat ideowy liposoméw z hydrofobowymi
monomerami zgromadzonymi w $rodowisku dwuwarstwy lipidowej, ktére poddane polimeryzaciji
utworzyly LKP. Panel (II) przedstawia szybkos¢ uwalniania S-fluorouracylu z LKP zmierzong
metodami: fluorescencyjna (II-A) oraz spektrometryczna w zakresie UV-vis (II-B) a wyznaczony czas
polowicznego uwalniania leku wynosit t,, = 40 godzin. [H3]
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Opracowalam wiec innowacyjny model nosnika (DDS, drug deliver systems)
w postaci LKP stuzacy do enkapsulacji lekéw przeciwnowotworowych, z ktorych proces
uwalniania moze by¢ sterowany impulsami $wiatla w zakresie promieniowania UV. Chce
podkresli¢, ze zar6wno 5-fluorouracyl jak i fenosafranina sa odporne na promieniowanie
UV-Vis® i nie ulegaja deaktywacji w trakcie procesu syntezy LKP, zachowujac swoje
wlasciwosci fizyko-chemiczne oraz aktywno$¢é biologiczna. Dzigki silnej fluorescencji
fenosafraniny (barwnika o wysokiej wydajnosci kwantowej) otrzymane LKP
z enkapsulowanym sensybilizatorem i S-fluorouracylem mogg shuzy¢ do optycznego
obrazowania molekularnego i monitorowania efektéw prowadzonej terapii. Przeprowadzone
badania biologiczne in vitro wykonane na liniach komérkowych ssakéw: HeLa oraz Neuro2a
(mouse, brain neuroblastoma) wykazaly po 96 godzinnej inkubacji niska (10-20%)
cytotoksyczno$¢ pustych nanokapsulek z poliEHMA/FMCA) powloks. Cytotoksycznosé
LKP zawierajacych 5-fluorouracyl sprawdzona na tych samych liniach komérkowych byta
najwyzsza po 24 godzinnej inkubacji i wynosita 50%, poniewaz w tym czasie nastgpito
catkowite uwolnienie leku. Ponadto, sieciowana warstwa polimerowa zapewnita hybrydowym
LKP integralno$¢ strukturalna, a molekuly enkapsulowanej fenosafraniny funkcj¢ emitera
fluorescencji w pomiarach obrazowania komorek. [H3]

4.4.4. Synteza nowej generacji koniugatu o wlasciwosciach cytotoksycznych
zawierajacego  chlorambucyl  wyznakowany  fluorescencyjng
fenosafraning

Rozwéj wspdlczesnej medycyny wymaga prowadzenia badan w kierunku terapii
spersonalizowanej tj. zindywidualizowanej terapii przeciwnowotworowej o wysokiej
skutecznosci.®’  Terapia spersonalizowana polega na zastosowaniu przeciwcial
monoklonalnych do rozpoznania zmian nowotworowych w wyniku silnych oddzialywan typu
antygen-przeciwciato wystepujacych w miejscach patologicznych tkanek. W przypadku
pozytywnej odpowiedzi przeciwciata te moga zosta¢ wprowadzone do organizmu, ale juz w
formie koniugatéw zwigzanych z lekiem przeciwnowotworowym i znacznikiem utatwiajacym
monitorowanie skutkéw zastosowanej metody leczenia. Czynnik aktywny farmaceutycznie
(API) powinien dzialaé jak “theranostic agent” wyposazony w element diagnostyczny
spelniajacy funkcje sondy (w emisyjnej tomografii pozytonowej-PET i radioizotopowej oraz
w obrazowaniu metodg MRI i fluorescencyjna) a takze zawieraé¢ czgs$é terapeutyczna (np.:
wektor terapii genowej, radioizotopy, cytotoksyczny lub $wiatloczuly lek). W badaniach
obrazowania in vivo stosowane sa sSwiatloczute zwiazki fluoryzujace (np.: zielen
indocyjaninowa) spelniajace funkcj¢ sondy molekularnej, ktérych emisja fluorescencyjna
wystepuje w zakresie bliskiej podczerwieni. Ponadto, czynnik kontrastowy moze mieé
wlasciwosci fotosensybilizatora (fotouczulacza jak np.: analogi porfiryn, psolaren) spelniajace

wymagania stawiane wspotczesnej terapii fotodynamiczne'.[86]
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Obrazowanie optyczne umozliwia detekcje leku oraz jego lokalizacj¢ w komoérkach
patologicznych, ulatwiajac wizualizacj¢ skutkéw zastosowanej terapii w celu dobrania
optymalnych warunkéw leczenia. Fotouczulacze sa gromadzone w komdrkach
nowotworowych w wigkszym stezeniu w poréwnaniu z komoérkami prawidlowymi
ze wzgledu na zwigkszone unaczynienie i przenikalno$§¢ guzéw. Z tego wzgledu
intensywnos$¢ fluorescencji emitowanej przez komoérki nowotworowe wyznakowane
$wiattoczutym zwiazkiem jest wigksza i w trakcie postgpu leczenia zanika po zniszczeniu
chorych komorek. Terapia fotodynamiczna jest bezinwazyjna metoda leczenia nowotworéw
skérych, wykorzystujaca wiasciwosci zwiazkow $wiatloczutych generujacych reaktywne
molekuly tlenu w stanie singletowym ( 10,), ktére indukuja w komorkach kaskade reakcji
chemicznych i powoduja lokalne zniszczenie tkanek (apoptoz¢ i nekrozg). Toksyczne
dzialanie fotosensybilizatora jest ograniczone do miejsca i czasu naswietlania, dlatego terapia
fotodynamiczna jest metode mniej szkodliwa w poréwnaniu z chemioterapia i radioterapia.
Terapia fotodynamiczna jest dobrze tolerowana przez pacjentéw poniewaz daje minimalne
efekty uboczne i mozna ja wielokrotnie powtarza¢. Barwniki fenazynowe i ich strukturalne
analogi (np.: blekit metylenowy, safranina O, fenosafranina) pod wplywem na$wietlania
przechodza w stan elektronowego wzbudzenia, ktéry charakteryzuje dlugi czas zycia
(10® = 10° s.) dlatego moga by¢ stosowane w terapii fotodynamicznej.*”? W mojej pracy
wykorzystatam fenosafraning (chlorek 3,7-diamino-5-fenylofenazynowy) z dwiema wolnymi
grupami aminowymi zdolnymi do dalszej funkcjonalizacji. Molekula barwnika zbudowana na
szkielecie fenazyny ma plaska strukture i zdelokalizowany ladunek dodatni (Rysunek 5).
Wiasciwosci te utatwiajg interkalacje molekul fenosafraniny z kwasami nukleinowymi (DNA
i RNA) komorek.®® Barwnik ten wykazuje silna absorpcje (Aap = 503 - 530 nm)
i fluorescencje (Agx = 520 nm, Agm = 570 nm). Przylaczony kowalencyjnie za pomocg
wigzania amidowego do czasteczki chlorambucylu (leku przeciwnowotorowego stosowanego
w leczeniu biataczki) pozwala monitorowaé lek w komoérkach. Widmo UV-Vis czystego
chlorambucylu (Chl) w wodzie charakteryzuja dwa maksima absorpcji (Aap = 258 nm
oraz Aap = 303 nm), ktore wystepuja w zakresie autofluorescencji komérek. Wprowadzenie
hydrofilowej czasteczki fenosafraniny obdarzonej tadunkiem dodatnim poprawia penetracje
koniugatu PSF-Chl w komorkach oraz umozliwia jego obrazowanie redukujac zjawisko
interferencji wywotane ttem z autofluorescencji komérek. Metodg t¢ mozna zastosowaé takze
dla szerszej gamy lekéw przeciwnowotworowych o wlasciwosciach alkilujacych
(np.: melfalanu) (Rysunek 5) [H6]. Wigkszo$¢ hydrofobowych lekéw cytotoksycznych (oraz
fotosensibilizatorow) ze wzgledu na ich ograniczong rozpuszczalno$é i niepozadane efekty
uboczne wymaga enkapsulacji w dopasowanym nosniku. Jak dotad, najczesciej stosowana
jest metoda formulacji liposomalnej zatwierdzona przez U.S. FDA.®! Otrzymany koniugat
PSF-Chl enkapsulowany w liposomach (utworzonych z fosfolipidéow DMPC) zostal
wprowadzony (w zakresie stezen 50-500 uM) do komdrek HeLa poddanych 72 godzinnej
inkubacji. Badania wykazaty, ze $miertelno$¢ potowy komorek (ICso — lethal concentration)
nastapita dla ICsp = 52.3 £ 3 uM. Trudno przenikajacy przez blony biologiczne Chl zostal
przeksztatcony w koniugat fluorescencyjny majacy cechy markera.
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Rysunek 5. Gory panel ilustruje schemat reakcji syntezy koniugatu fenosafraniny (PSF)
z chlorambucylem (Chl). Ponizej, przedstawione sa obrazy mikroskopowe komoérek HeLa
inkubowanych ze zwiazkami enkapsulowanymi w fosfolipidach (DMPC): (A) koniugat (PSF-Chl),
(B) barwnik PSF, (C) zwiazek cytotoksyczny Chl. Fluorescencja komoérek zostata zarejestrowan w
warunkach: (Agx = 540/25, Agn = 605/55) typowych dla barwnika. Cytotoksycznos¢ zwiazkéw
inkubowanych z komérkami wyznaczona metoda kolorymetryczna MTT byla najwyisza dla
koniugatu PSF-Chl, dla ktorego wartos$é ICso zmierzona po 72 godzinach wynosita 52,3 + 3 uM. [H6]

Wyjasnienie mechanizmu internalizacji czynnika cytotoksycznego na drodze endocytozy oraz
monitorowanie kolejnych etapéw szlaku sygnalowego w cytoplazmie i jego dystrybucji
w r6znych organellach komérkowych, stalo si¢ wige mozliwe dzigki jego fluorescencyjnym
wlasciwosciom.
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Fotostabilny koniugat moze dziata¢é w komorkach jak emiter fluorescencji umozliwiajac
monitorowanie aktywnosci cytotoksycznej Chl w chorych tkankach. Zaprojektowany przeze
mnie innowacyjny koniugat PSF-Chl o wlasciwosciach cytotoksycznych zawierajacy
czasteczki chlorambucylu zwiazane z diagnostyczna molekuta fenosafraniny spelnia
wymagania nowoczesnej terapii przeciwnowotworowej i moze by¢é stosowany jako
innowacyjna posta¢ leku opisywana w literaturze jako “theranostic agent”. [HS, H6]

Po raz pierwszy zostal zsyntezowany fluorescencyjny koniugat zawierajacy
chlorambucyl zwigzany kowalencyjnie z matrycq fenosafraniny (PSF-Chl). Innowacyjnosé
otrzymanego przeze mnie nowego Srodka o wiasciwosciach cytotoksycznych spelniajacego
wymagania nowoczesnej terapii (przeznaczonego do leczenia z jednoczesna diagnostyka)
polega na potaczeniu whasciwosci alkilujacych chlorambucylu ze zdolnos$ciami fenosafraniny
do interkalacji DNA komorek. Przeprowadzone badania in vitro na linii komérkowej HeLa
udowodnity zwigkszony efekt cytotoksyczny koniugatu PSF-Chl w poréwnaniu
z chlorambucylem natywnym. Czasteczka Chl wzbogacona wlasciwosciami interkalacyjnymi
dodatnio natadowanej molekuty PSF wykazywata w badaniach in vitro wyzsza
cytotoksycznos$é.

4.4.5. Synteza Koniugatu fenosafraniny zwigzanej kowalencyjnie z klatka
silseskwioksanu (POSS) spelniajacego role markera i innowacyjnego
interkalatora oddziatywujacego z DNA komoérek

Poliedryczne oligosilseskwioksany (POSS-y) o regularnej budowie symetrycznej klatki sa
materiatami hybrydowymi tj. organiczno-nieorganicznymi. Najczg¢sciej stosowany jest
oktaedryczny silseskwioksan (Tg) zbudowany z o$miu tréjfunkcyjnych jednostek (T = [R-
Si(0-);], w ktérych R oznacza grup¢ organiczng) o rozmiarach nanometrycznych (6 Ad),
majacy symetryczng strukture przestrzenna zblizong do szescianu foremnego.®” Ze wzgledu
na biokompatybilno$¢ i zdolno$¢ penetracji blon komoérkowych?®!! struktury te moga by¢
wykorzystywane jako nosniki lekow (ibuprofenu, acetaminofenu, doksorubicyny,
daunorubicyny).”? Ponadto, ulegaja one hydrolitycznej degradacji do obojetnego
biologicznie kwasu ortokrzemowego.”*! Uwzgledniajac mozliwo$¢ zastosowania POSS-6w
jako nanokropek spelniajacych funkcje sondy fluorescencyjnej w optycznym obrazowaniu
komoérek!® oraz w terapii fotodynamicznej (po przytaczeniu porfiryny IX lub chloryny e6)P]
sq one rozpatrywane jako material medyczny nowej generacji. W moich badaniach
wykorzystatam POSS-y z grupa bezwodnikowa (np.: 3[(3-bezwodnik bursztynowy
propylu)tiopropylheptaisobutyl oktasilseskwioksan, iBu-POSSAn), ktéra wyznakowatam
fotosensybilizatorem — molekulg fenosafraniny.

Celem mojej pracy byla synteza bezpiecznych $rodkéw kontrastowych
(fluorescencyjnych kropek) przeznaczonych do obrazowania optycznego komoérek. Na
podstawie przeprowadzonych badan in vifro na linii komérkowej HeLa udowodnitam,
ze koniugat POSS-PSF swobodnie przenikajac przez blony komorkowe nie wykazuje
wiasciwosci cytotoksycznych lecz dziata jak interkalator kwaséw nukleinowych (DNA),
a wiec moze znalezé zastosowanie w fotodynamicznej terapii przeciwnowotworowe;.
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Ponadto, dzieki przytaczonej hydrofilowej fenosafraninie (PSF') obdarzonej tadunkiem
dodatnim koniugaty iBu-POSS-PSF (z hydrofobowa klatka) ulegaja w Srodowisku wodnym
samoorganizacji tworzac sferyczne nanoagregaty o srednicy 250 nm (SD + 20 nm). W terapii
fotodynamicznej miejscowa kumulacja zwiazku $wiattoczutego (tj. PSF) jest wskazana ze
wzgledu na uzyskanie wigkszego stezenia czynnika aktywnego (tlenu singletowego 'O,)
powstajacego w procesach metabolicznych komérek w wyniku naswietlania barwnika.
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Rysunek 6. Panel prawy przedstawia widma masowe wykonane technika fotojonizacji (APPI-MS,
atmospheric  pressure photoionization mass spectra) dla (A) iBu-POSS-PSF oraz (B)
(iBu-POSS),-PSF. Sygnal o najwyzszej intensywnosci m/z 2378 jest suma wartosci
m/z 1347 (iBu-POSS-PSF) i m/z 1031 (iBu-POSS). Panel lewy opisuje widma absorpcyjne w zakresie
UV-Vis (czarna linia) oraz emisyjne (niebieska linia) koniugatéw POSS-PSF i POSS-PSF-POSS
rozpuszczonych w metanolu. Wzbudzenie koniugatéw fala o dlugosci Az, = 500 nm wywoluje
maksimum emisji fluorescencji przy Agxmaxy = 594 nm dla POSS-PSF i Aggmaxy = 566 nm dla
POSS-PSF-POSS. Linia pomaranczowa (panel A) i rézowa (panel B) ilustruja widma emisyjne
POSS-PSF i POSS-PSF-POSS otrzymane przy wzbudzeniu fala o dtugosci Az, = 370 nm. Fotografie
z uzyciem lampy UV (Ag = 365 nm) uwidaczniaja zmiang¢ barwy mono- i di-podstawionej czasteczki
PSF. [H7] Réznica polarnosci czasteczek POSS-PSF oraz PSF-POSS-PSF wynika z dodatniego efektu
indukcyjnego  (+/)  generowanego  przez  klatkg POSS  bedaca  podstawnikiem
o wihasciwos$ciach elektronodonorowych. Polaryzacja wiazan ¢ w czasteczkach koniugatow wplywa na
ich oddzialywania z rozpuszczalnikiem organicznym (np.: metanolem) wywotujac efekt
solwatochromowy, generujacy zmiany w widmie emisyjnym fluorescencji.
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Nowatorstwo zaprojektowanych przeze mnie nanostruktur POSS-PSF polega na
wprowadzeniu nowego typu interkalatora DNA i RNA, ktéry moze znalezé zastosowanie
w celowanej terapii fotodynamicznej i diagnostyce medycznej. Analizy koniugatéw
przeprowadzone metodami spektralnymi (FTIR, NMR, UV-Vis oraz fluorometryczng)
potwierdzily kowalencyjne przylaczenie barwnika do klatki POSS z utworzeniem wiazania
amidowego. Ponadto, do symetrycznej molekuly PSF zawierajacej dwie grupy aminowe
z ktérych jedna zwiazana jest z klatke POSS mozna przylaczy¢ czasteczke aktywna
biologicznie (np. przeciwciato). Podkresli¢ nalezy, ze asymetryczna czasteczka POSS-PSF
ma interesujace wlasciwosci ze wzgledu na silne wiazanie z kwasami nukleinowymi jader
komérkowych wykazujac zwiekszong intensywnosé fluorescencji, dlatego tez moze by¢
szeroko stosowana jako marker DNA. Szczegélowe wyniki badan dotyczace budowy
strukturalnej i charakterystyki czasteczek POSS-PSF (z zastosowaniem metod FTIR i NMR)
wraz z analiza ich wlasciwosci optycznych i fluorescencyjnych zostaly przeze mnie opisane w
publikacji [H7]. Wtiasciwoéci optyczne syntezowanych nanoobiektow POSS-PSF
przedstawiam ponizej na Rysunku 6, natomiast ich szczegdlowa charakterystyka
zamieszczona jest w publikacji [H7].

4.5. Podsumowanie i wnioski

Przedstawione przeze mnie badania mogtam zrealizowaé dzigki wsparciu finansowemu, ktére
uzyskalam =z Komitetu Badan Naukowych MNiSW na kierowanie projektem
(nr. NN 209 762 440). Wszystkie oryginalne publikacje w ktérych jestem autorem
korespondencyjnym powstaty wedtug moich autorskich pomystéw i sa efektem wieloletniej
pracy naukowej oraz do§wiadczenia zawodowego.

Ponizej omawiam najwazniejsze swoje osiagniecia wynikajace z prowadzonych badan.

1. Opracowalam metod¢ syntezy liposomalnych kapsulek polimerowych (LKP) z warstwa
polistyrenowa sieciowana diwinylobenzenem, wykorzystujac liposomy jako szablony do
otrzymywania trwatych nanoobiektéw o strukturze pecherzykow. [H1, H2]

- Po raz pierwszy zastosowany zostal monomer fert-butylostyrenu modyfikujacy usieciowang
powloke polimerowa kapsutek w celu wytworzenia w niej nanoporéw umozliwiajacych
ultra-szybka wymiang jon6w z otoczeniem. [H1]

- Otrzymane polistyrenowe nanokapsutki z putapkowanymi indykatorami (tj. bigkitem
bromofenolowym lub piraning) wykazywaly wrazliwos¢ enkapsulowanych barwnikéw na
zmiany pH $rodowiska. Ze wzgledu na czulo$¢ wyznakowanych LKP s3 one cennym
materialem, ktéry mozna wykorzystaé przy konstruowaniu nowych sensoréw optycznych.
[HI1]
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- Opracowalam metode syntezy kapsutek z silnie fluorescencyjna powloka polimerowg
wprowadzajac po raz pierwszy do procesu kopolimeryzacji styrenu z diwinylobenzenem
molekuly kumaryny-6. Wybrany przeze mnie $wiattoczuly analog kumaryny zawierajacy
w czasteczce grupg benzotiazolu zachowal swoje wlasciwosci fluorescencyjne podczas
procesu polimeryzacji monomerdw inicjowanej promieniowaniem UV (310 nm).
Dimeryzacja in situ molekul inkorporowanej kumaryny-6 nie zahamowala procesu
polimeryzacji. [H2]

- Wykazatam biokompatybilnosé i przydatnosé¢ nanokapsutek
z kumarynowa powloka poli(styren-co-diwinylobenzen) do obrazowania biologicznego
komoérek. Neutralna powltoka polimerowa dzigki inkorporowanej kumarynie-6 spetnia rolg
emitera fluorescencji. [H2]

2. Po raz pierwszy zostala opracowana metoda syntezy nanokapsutek polimerowych
z odwracalnie sieciowana pod  wplywem = promieniowania UV  powloka
z  poli(metakrylanu  2-etyloheksylu-co-akrylamidu  7-(4-trifluorometylo  kumaryny).
W procesie sieciowania kopolimeru (UV = 350 nm) wykorzystatam wtasciwosci czasteczek
kumaryny do dimeryzacji z utworzeniem mostka cyklobutanu. [H3]

- Zaprojektowalam nowy typ kapsulek polimerowych przeznaczonych do enkapsulacji
aktywnego czynnika przeciwnowotworowego S-fluorouracylu. W trakcie syntezy kapsutek
lek nie ulegt degradacji zachowujac swoje wlasciwosci cytotoksyczne. [H3]

- Otrzymane przeze mnie fototoczule “inteligentne” kapsutki z porowata powtoka stuza do
kontrolowanego uwalniania lekéw. LKP umozliwiaja powolna dyfuzje S-fluorouracylu
(tip = 40 godz.) lub gwaltowne jego uwalnianie w wyniku promieniowania UV o dlugosci
A = 254 nm, ktére indukuje pekanie pierscieni cyklobutanu. [H3]

- Opracowalam metod¢ co-enkapsulacji fotoczutego barwnika fluorescencyjnego -
fenosafraniny z S5-fluorouracylem. Oba zwiazki nie ulegaja degradacji w trakcie syntezy
polimerowych kapsulek, ktére spelniajg funkcj¢ markera, ulatwiajac ich monitorowanie
w komérkach. [H3]

- Badania in vitro przeprowadzone na linii komodrkowej HeLa wykazaly dobrg
biokompatybilnos¢ i brak toksycznosci materialu tworzacego polimerowy nosnik.
Zachowana cytotoksyczno$¢ uwalnianego z nanokapsutek S-fluorouracylu umozliwia
zastosowanie ich w terapii przeciwnowotworowej. [H3]

- Opracowalam metod¢ syntezy nowego zwigzku cytotoksycznego bedacego koniugatem
fenosafraniny i chlorambucylu (PSF-Chl) majacego wlasciwosci interkalatora i aktywnego
czynnika alkilujacego. [H6]

3. Po raz pierwszy molekuly chlorambucylu zostaly kowalencyjnie zwiazane z plaskg
czasteczka fluorescencyjnej fenosafraniny, ktéra obdarzona tadunkiem dodatnim utatwia
interkalacj¢ koniugatu z kwasami nukleinowymi (DNA, RNA) komérek. [H6]
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- Przeprowadzone badania cytotoksyczne PSF-Chl na liniach komérkowych Hela wykazaly
silniejsza cytotoksyczno$¢ koniugatu (wartos¢ ICsp = 52,3 = 3 puM) od natywnego
chlorambucylu. Otrzymatam wigec innowacyjny zwiazek cytotoksyczny nowej generacji
o bardzo dobrej aktywnos$¢ biologicznej, tatwy do monitorowania w komoérkach, majacy
potencjalne zastosowanie w fotodynamicznej terapii przeciwnowotworowej (np.: w leczeniu
czerniaka). [H6]

4. Po raz pierwszy nanoklatka silseskwioksanu wyznakowana czasteczka fenosafraniny
(POSS-PSF) stuzaca jako model markera i interkalatora oddzialywujacego z DNA i RNA
komérek moze by¢ potencjalnie wykorzystany w  fotodynamicznej terapii
przeciwnowotworowej (w leczeniu nowotworowych zmian skornych). [H7]
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych i wykaz
innych (nie wchodzgcych w sklad osiagnig¢cia) opublikowanych prac
naukowych oraz wskazniki dokonan naukowych

5.1. Omowienie osiggnie¢ naukowo-badawczych po uzyskaniu stopnia
doktora

W latach 1990-2006 pracowalam w CBMiM PAN Zaktadzie Chemii Polimeréw kierowanym
przez Prof. dr hab. Stanistawa Peczka w zespole Profesora dr hab. Stanistawa
Stomkowskiego, ktory byl promotorem mojej pracy doktorskiej dotyczacej
?Uktadéw mikrosfer polimerowych”.
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Po uzyskaniu stopnia doktora nauk chemicznych (2005 r.) odbylam roczny staz
(15.02.2006 to 25.02.2007) pracujac na Uniwersytecie w Kansas State, Manhattan KS (USA)
w grupie Profesora Ryszarda Jankowiaka. Badania w ktérych uczestniczylam dotyczyty
separacji enancjomeréw dioli epoksybenzo(a)pirenu (BPDE) bedacych pochodnymi
adduktéw DNA (deoksyguanozyny, dG) za pomoca monoklonalnych przeciwcial (mAb,
8E11) ktére silnie oddzialywuja z BPDE-NV’-dG. Stosujac technike przeptywowej
elektroforezy kapilarnej (free flow capillary electrophoresis, FFCE) rozdzielitam cztery
diasteroizomery: (+) i (-)-anty—trans-BPDE-Nz-dG oraz (+) 1 (-)-anty-cis-BPDE-Nz-dG,
wykorzystujac réznice w powinowactwie przeciwciat 8E11 do badanych ligandow. Szybkosé
migracji zwiazkow w trakcie przeptywu przez kapilar¢ pod wplywem przylozonego napigcia
wynikala z wielkosci fadunku powierzchniowego wplywajacego na ruchliwos¢ mAb
i ligandow oraz z trwatosci utworzonych kompleksow. Badania wykazaty, ze wszystkie cztery
ligandy ulegaly kompleksowaniu z 8Ell lecz konformacja cis-adduktéw byla
uprzywilejowana pod wzgledem wiazania z tzw. “kieszenia” mAb. Tego rodzaju badania
majg istotne znaczenie w przewidywaniu oddzialywan waznych biologicznie molekut
(metabolitow) indukujacych uszkodzenie DNA komorek. Wyniki analizy zostaty
opublikowane w czasopiémie (Chem. Res. Toxicol. 2007, 20, 1192-1199) dokument
potwierdzajacy autentyczno$¢ mojego udziatu w pracy zataczylam w o§wiadczeniach autora.

Po odbyciu stazu podoktorskiego (01.10.2007 r. do 30.11.2008 r.) na Uniwersytecie
w Memphis (TN, USA) w grupie Prof. dr. Eugene Pinkhassik ponownie rozpoczelam
w 2009 r. prace w CBMiM PAN w Pracowni Spektrometrii Mas.

Pracujac pod opieka dr Marka Sochackiego miatam mozliwos$¢ poglebienia wiedzy z zakresu
metod analitycznych, a w szczeg6lnosci spektrometrii mas i techniki jonizacji MALDI-TOF
MS  (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-time-of-flight). Technika ta jest
powszechnie wykorzystywana w analizie zwiazkéw wysokoczasteczkowych (polimerow
syntetycznych i naturalnych), w celu okreslenia ich mas molowych. Analizowane zwiazki
wzbudzane sg laserowo, a proces desorpcji/jonizacji jest wspomagany matryca, ktéra
poczatkowo adsorbujac energie lasera przekazuj¢ ja do analizowanego zwiazku. W swoich
badaniach jako matryce MALDI wykorzystalam ciecze jonowe drugiej generacji otrzymane w
wyniku N-diizopropyloetyloaminy (DEA) i kwasow: 2,5-dihydroksybenzoesowego (DHB),
2-(4-hydroksyfenyloazo)benzoesowego (HABA) oraz 3-trans-indoloakrylowego (IAA).

Gtéwnym celem badan byto okreSlenie wplywu krystalicznosci ukladu matryca-analit na
jako$¢ uzyskanych widm MALDI analizowanego polilaktydu (PLLA) o $redniej masie
molowej M, 2800. Wyniki otrzymane metoda MALDI-TOF MS byly komplementarne z
danymi uzyskanymi z pomiaréw wykorzystujacych spektroskopi¢ magnetycznego rezonansu
jadrowego w fazie stalej (SS NMR). Obie techniki potwierdzily wysoki stopien
homogeniczno$ci otrzymanego ukladu podczas krystalizacji polilaktydu z zastosowanymi
cieczami jonowymi, wynikajaca z réwnomiernego rozproszenia oligomeréw PLLA w
matrycy. W efekcie zaobserwowatam znaczaca popraweg jakosci widm MALDI w poréwnaniu
z tymi uzyskanymi w analogiczny sposob lecz wykorzystujacych matryce standardowe
(zwigkszenie doktadnosci pomiar6w masy molowej PLLA, wyzsza wartos¢ S/N).
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Chce podkresli¢, ze przeprowadzone badania wykorzystujace technik¢ MALDI-TOF MS oraz
spektroskopie SS NMR zostaly po raz pierwszy skorelowane w celu wyjasnienia wplywu
krystaliczno$ci  analizowanych prébek na precyzj¢ pomiar6w mas molowych
makroczasteczek. Wyniki badan zostaty opublikowane w czasopi§mie Anal. Methods (2012,
4, 377-383).

Praca w laboratorium spekrometrii mas umozliwita mi prowadzeniem badan nad
wlasciwosciami  powierzchni  pokrytych parylenem-N. Polimer ten dzigki swej
hydrofobowo$ci wzmacnia desorpcj¢ analizowanej probki, umozliwiajac wyznaczenie jej
masy molowej technika ELDI-TOF (Erhanced Laser Desorption/Ionization-time-of-flight)
bez udzialu matrycy. Eliminacja matrycy ma istotne znaczenie, poniewaz jej obecnosé moze
wptywaé na degradacj¢ np.: polilaktydow, a wige zanizy¢ wyznaczang $rednia warto$¢ M,
polimeréw. Wyniki badan zostaly opublikowane w monografii zatytulowanej ”Application of
parylene for surface (polymer) enhanced laser desorption/ionization of synthetic polymers”
w czasopi$mie Rapid Commun. Mass Spectrom. 2013, 27, 767-772.

Pelnitam funkcje opiekuna pracy magisterskiej pani Angeliki Adamus, realizowane;j
w CBMiM PAN w Samodzielnej Pracowni Badan Strukturalnych kierowanej przez
Prof. dr hab. Marka Potrzebowskiego bedacego promotorem pracy. Drugim promotorem byt
Prof. dr hab. Zbigniew Kudzin z Katedry Chemii Organicznej, Wydzial Chemii Uniwersytetu
Lodzkiego. Praca magisterska  dotyczaca: “Syntezy i badan  strukturalnych
nanolipopolimersomow” zostala zrealizowana w 2012 r. 1 bardzo dobrze oceniona.

5.2. Wykaz monografii opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora
nie wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego

Publikacje po uzyskaniu stopnia doktora znajdujace sie¢ w bazie (JRC).

1. Beata Miksa, Raja Chinnappan, Nhan C. Dang, Mike Geppert, Brock Master, Natalia
Tretyakova, Nenad M. Grubor, Ryszard Jankowiak, 2007, Electrophoresis Separation of
Enantiomeric Benzo(a)pyrene Diol Epoxide-Derived DNA adducts, Chemical Research in
Toxicology 20, 1192-1199. (IFsjet,; 3.867, liczba cytowan 9, punkty MNiSW 40)

M0 udziat w tej pracy polegal na wykonaniu wszystkich eksperymentow wykorzystujgcych
technike FFCE i opracowaniu nowej metodologii pomiardow, a takze na czynnym udziale w
dyskusji i opracowaniu zamieszczonych danych. Moj wktad pracy w caloksztalt tej publikacji
szacuje na 50%.

2. Beata Miksa, Marek Sochacki, Jan Libiszowski, Andrzej Duda, Wtodzimierz Ciesielski,
Marek J. Potrzebowski, 2012, Application of ionic liquids matrices in spectral analysis of
poly(lactide) — solid state NMR spectroscopy versus matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF) mass spektrometry, Analytical Methods
4, 377-383. (IFsieti 2.0, liczba cytowan 10, punkty MNiSW 25)

Moj udzial w powstanie tej pracy polegal na wykorzystaniu czwartorzedowych soli
amoniowych jako matryc jonowych do wyznaczania masy molowej polilaktydow stosujac
technike MALDI-TOF. Wykonalam wszystkie eksperymenty i opracowatam wyniki
zamieszczone w publikacji oraz uczestniczylam w pisaniu i redagowaniu manuskryptu. Moj
wklad pracy w catoksztatt tej publikacji szacuje na 70%.
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3. Marek J. Potrzebowski, Stawomir Kazmierski, Hassan Kassassir, Beata Miksa, 2010,
Phosphorus-31 NMR Spectroscopy of Condensed Matter, Annual Reports on NMR
spectroscopy 70, 114-235. (IFsjemi 2.205, liczba cytowan 10)

MGdj udziat w powstanie tej pracy polegat na zebraniu literatury i czynnym udziale w pisaniu i
redagowaniu monografii. Moj wklad pracy szacuje na 25%.

4. Beata Miksa*, Marek Sochacki, Anna Sroka-Bartnicka, Pawel Uznanski, Andrzej Nosal,
Marek Potrzebowski', 2013, Application of parylene for Surface (polymer) enhanced laser
desorption/ionization of synthetic polymers, Rapid Communication in Mass Spektrometry
27,767-772. (IFsjern; 1.989, liczba cytowan 1, punkty MNiSW 25)

Mdéj wktad w powstanie tej pracy polegal na wykonaniu wszystkich eksperymentow
wykorzystujqcych  technike MALDI-TOF i calosciowym opracowaniu  wynikow
zamieszczonych w publikacji. Manuskrypt zostal przeze mnie samodzielnie zredagowany. Moj
wkiad pracy w caloksztalt tej publikacji szacuje na 80%.

Publikacje po uzyskaniu stopnia doktora inne niz znajdujace si¢ w bazie (JRC)

1. Beata Miksa*, Marek Potrzebowski, 2014, Analiza syntetycznych polimeréw
biodegradowalnych metoda spektrometrii mas z udzialem matrycy (MALDI-TOF) kontra
pomiary za pomoca Wwzmocnienia laserowej desorpcji/jonizacji (ELDI-TOF) z
wykorzystaniem  parylenu. Przetwérstwo Tworzyw (styczen-luty) 1, 50-55.
(punkty MNiSW 7)

MGJj udziat procentowy w tej publikacji szacuje na 90%, poniewaz praca zostata  przeze
mnie napisana

2. Malgorzata Sierant, Beata Miksa*, 2014, Fluorescencyjne nanolipopolimersomy jako
bezpieczne kontrasty w diagnostyce medycznej. Przetwérstwo Tworzyw (styczen-luty)
1, 88-91. (punkty MNiSW 7)

MG0j udzial procentowy w tej publikacji szacuje na 90%, poniewaz praca zostata przeze mnie
napisana.

5.3. Wykaz monografii opublikowanych przed uzyskaniu stopnia doktora
nie wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego

Publikacje przed uzyskaniem stopnia doktora_znajdujace si¢ w bazie (JRC).

1. Miksa B., Wilczynska M., Cieniewski C., Basinska T., Slomkowski S., 1995, Composit
poly(metyl methacrylate acid-2-hydroxyethyl methacrylate) latex for immunoassy. The case
of plasminogen, J. Biomaterial Science Polimer Edn. 7, 503-513. (IFsjemil.902, liczba
cytowan 18, punkty MNiSW 25)

Bytam wykonawcq wszystkich przeprowadzonych eksperymentéw, ktérych wyniki zostaly
zamieszczone na rys. 3, 4, 5, 6. Moje doswiadczenia polegaly na syntezie mikrosfer i ich
kowalencyjnym wiqzaniu z plazminogenem oraz na przeprowadzeniu testow agregacyjnych.
Praca zostata zrealizowana w ramach grantu KBN nr. 2 0624 91 01, w ktorym bylam
glownym wykonawcq. Moj wklad pracy w catoksztalt tej publikacki szacuje na 70%.
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2. Miksa B., Slomkowski S., 1995, Adsorption and covalent immobilization of human serum
albumin (HSA) and gamma globulins (yG) onto poly(styrene/acrolein) latex with pyrene,
dansyl, and 2,4-dinitrophenyl labels) J. Biomaterial Science Polymer Edn. 777-96
(IFs51et0i1.902, liczba cytowani 10, punkty MNiSW 25)

Bytam wykonawcq wszystkich przeprowadzonych eksperymentéw, ktorych wyniki zostaly
zamieszczone na rys.1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 11, oraz zebranych w tabeli 5. Przeprowadzitam
synteze wszystkich typow mikrosfer poli(styren/akroleina), ktore nastepnie znakowatam
barwnikami i oplaszczalamalbuming ludzkq Ilub globuling. Wykonalam rowniez testy
aglutynacyjne. Praca zostala zrealizowana w ramach grantu KBN nr. 2 0624 91 01, w ktérym
bytam gliéwnym wykonawcq. Mdj wkiad pracy w caloksztalt tej publikacji szacuje szacuje na
70%.

3. Miksa B., Slomkowski S., 1995, Polypyrrole core/polyacrolein Stell latex for protein
immobilization, Colloid and Polymer Science, 273, 47-52. (IFsjetn; 1.854, liczba cytowan 55,
punkty MNiSW 30)

Bylam wykonawca wszystkich przeprowadzonych eksperymentow polegajqcych na syntezie
mikrosfer polipirolowych oraz immobilizacji albuminy ludzkiej i globuliny. Wyniki moich
badan sq zamieszczone na rys.3, 4, oraz w tabeli 1. Mdj wkiad pracy w caloksztalt tej
publikacji szacuje szacuje na 70 %.

4. Basinska T., Kowalczyk D., Miksa B., Slomkowski S.,1995, Interaction of Proteins with
Polymeric Latexes. Polymers for Advanced Technology, 6, 526-533. (IFsimi 1.962, liczba
cytowan 13, punkty MNiSW 30)

Bytam wykonawcq eksperymentow polegajacych na syntezie mikrosfer poli(styren/akroleina)
wyznakowanych zwiqzkiem fluorescencyjnym (dansylem) z ktorymi kowalencyjnie wiqzatam
biatka (albumine ludzkq i globuline). Wyniki moich badan sq zilustrowane na rys. 3, 4, oraz
w tabeli 1. Pracowalam jako wykonawca w grancie KBN nr. 2 0624 91 01. Mdj wkiad
pracy w caloksztalt tej publikacji szacuje na 50 %.

5. Miksa B., Slomkowski S., Massault J, 1998, Surfaces morphology of polypyrrole
core/polyacrolein Stell latex by atomic force microscopy (AFM). Colloid and Polymer
Science 276, 34-39.(IFsemi 1.854, liczba cytowan 5, punkty MNiSW 30)

Wykonatam synteze mikrosfer poliprolowych pokrytych warstwq poliakroleiny. Pracowatam
Jjako wykonawca w grancie otrzymanym z KBN nr. 3 TO9A4 033 11. Moj wkitad pracy w
catoksztalt tej publikacji szacuje na 50%.

6. Miksa B., Slomkowski S., Chehimi M., Majoral J., Caminade A., 1999, Tailores
modification of quartz surfaces by covalent immobilization of small molecules
(y-aminopropyltriethoxysilane), = monodisperse  macromolecules  (dendrimers), and
poly(styrene/acrolein/divinylbenzene) microspheres with narrow diameter distribution.
Colloid Polymer Science 277, 58-65. (IFsct; 1.854, liczba cytowan 38, punkty MNiSW 30)
Mb6j udzial w tej publikacji polegal na osadzeniu dendrymerow rozniqcych sie grupami
Sfunkcyjnymi oraz generacjq na powierzchni kwarcu, w celu sprawdzenia ich wzajemnych
oddzialywan. Pracowatam jako wykonawca w grancie otrzymanym z KBN nr. 3 TO94 033 11.
Moj wktad pracy w catoksztatt tej publikacji szacuje na 50%.
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7. Slomkowski S., Miksa B, Chehimi M., Delamar M., Cabe-Deliry E., Majoral J., 1999,
Inorganic-organic systems with tailored properties controlled on molecular, macromolecular
and microscopic level. Reactive polymers 41, 45-57. (IFsimi 2.843, liczba cytowan 37,
punkty MNiSW 30)

Moj udzial w tej publikacji polegal na osadzeniu dendrymerow rozniqcych sie grupami
Sfunkcyjnymi oraz generacjq na powierzchni kwarcu, w celu sprawdzenia ich wzajemnych
oddziatywan. Pracowatam jako wykonawca w grancie otrzymanym z KBN nr. 3 TO94 033 11.
Mwdj wklad pracy w caloksztalt ttej publikacji szacuje na 50%.

8. Perruchot C., Chehimi M. M., Delawar M., Cabet-Deliry E., Miksa B., Slomkowski S.,
Khan M. A., Armes S. P., 2000, Chemical deposition and characterization of thin polypyrrole
films on glass plate: role of organosilane treatment. Colloid and Polymer Science 278,
1139-1154. (IFs5¢ni 1.854, liczba cytowan 42, punkty MNiSW 30)

Przeprowadzitam synteze zwiqzanq z wytworzeniem in situ warstwy polipirolu na powierzchni
kwarcu, ktéra nastepnie byfa analizowana metodq XPC. Badania w ktérych uczestniczylam
byly zrealizowane w ramach programu POLONIUM i wspdlpracy Polsko-Francuskiej. Mdj
whkiad pracy w caloksztalt tej publikacji szacuje na 50%,

9. Azioune A., Chechimi M., Miksa B., Basinska T.,Slomkowski S., 2002, Hydrophobic
Protein-Polypyrrole interactions: The role of van der Waals and Lewis Acid-Base Forces as
determined by contact angle measurements. Langmuir, /8, 1150-1156. (IFsjem; 4.139, liczba
cytowan 71, punkty MNiSW 35).

Moj udzial w tej publikacji polegal na immobilizacji albuminy ludzkiej na powierzchni
pokrytej warstwq polipirolu i pomiarach kaqtéw zwilzania, w celu okreslenia hydrofobowosci
powierzchni. MJj wkilad pracy w catoksztalt tej publikacji szacuje na 50%.

10. Gambir A., Kumar A., Malhotra B. Miksa B., Slomkowski S., 2002, Covalent
immobilization of Urease on polypyrrole microspheres for application as a urea biosensor.
e-Polymers, No. 052, 1-9. (IFse,i= 0.841, liczba cytowan 5, punkty MNiSW 15)

Mbj udziat w tej publikacji polegatl na syntezie mikrosfer polipirolowych oraz na adsorpcji
lub kowalencyjnym zwiqzaniu ureazy z ich powierzchniq. Projekt byl zrealizowany w ramach
wspotpracy Polsko-Indyjskiej nr. INTPOL/015.00. Mdj wkiad pracy w caloksztalt tej
publikacji szacuje na 60%.

11. Slomkowski S., Basinska T., Miksa B., 2002, New type of microspheres and
microsphere-related materials for medical diagnostics. Polymer for Advanced Technologies
23, 1-14. (IF5¢1n; 1.962, liczba cytowan 39, punkty MNiSW 30)

Mo6j udzial w tej publikacji polegal na syntezie mikrosfer poli(styren/akroleina), ktore
zastosowalam do przylqczenia kowalencyjnego enzymu oksydazy glukozy. Ponadto,
przeprowadzitam synteze mikrosfer poliakrylowych ktore zwiqzatam z plazminogenem.
Wyniki moich doswiadczen sq zilustrowane na rys.10 i 12. Praca byla zrealizowana w
ramach grantu uzyskanego z KBN nr. 3T094 07016, w ktérym bytam wykonawcq. Moj wkiad
pracy w catoksztalt tej publikacji szacuje na 50%.
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12. Kayastha A., Srivastava P., Miksa B., Slomkowski S., 2003, Unique activity of ureases
immobilized on poly(styrene-co-acrolein) microspheres. J. Bioactive and Compatible
Polymers 18, 113-124. (IFs5iil 564, liczba cytowani 12, punkty MNiSW 25)

M6j udziat w tej publikacji polegal na przylqczeniu ureazy do powierzchni mikrosfer
polistyrenowych i sprawdzeniu jej aktywnosci biologicznej. Wyniki przeprowadzonych przeze
mnie eksperymentéw sq umieszczone na rys. 1, 2, 3, 4, 5. Moj wklad pracy w caloksztalt tej
publikacji szacuje na 80%.

13. Bousalem S., Yassar A., Basinska T., Miksa B., Slomkowski S., Azioune A., Chehimi M.
M., 2003, Synthesis, characterization and biomedical applications of functionalized
polypyrrole-coated polystyrene latex particles. Polymer for Advaced Technology 1[4,
20-825. (IF siemi 1.962, liczba cytowan 21, punkty MNiSW 30)

Bratam udzial w merytorycznej dyskusji dotyczqcej otrzymanych wynikow. MJj udzial w tej
publikacji szacuje na 20%.

14. Bousalem S., Mangeney C., Chehimi M., Basinska T., Miksa B., Slomkowski S., 2004,
Synthesis, characterization and potential biomedical applicatopns of

N-succinimidyl ester functionalized, polypyrrole-coated polystyrene latex particles. Colloid
Polymer Science 282, 1301-1307. (IFsjem; 1.854, liczba cytowan 14, punkty MNiSW 30)

Bratam udziatl w merytorycznej dyskusji dotyczqcej otrzymanych wynikow. Mdj udziat w tej
publikacji szacuje na 20%.

15. Azioun A., Siroti F., Tangu J., Jogini M., Chehimi M., Miksa B., Slomkowski S., 2005,
Interaction and conformational changes of human serum albumin at the surface of
electrochemically synthesized thin polypyrrole films. Electrochimica Acta 50, 1661-1667.
(IF s1etn; 4.857, liczba cytowan 44, punkty MNiSW 40)

Bratam udzial w merytorycznej dyskusji dotyczqcej otrzymanych wynikéw. Moj udzial w tej
publikacji szacuje na 20 %.

Publikacje przed uzyskaniem stopnia doktora inne niz znajdujace si¢ w bazie (JRC)

1. Miksa B., Slomkowski S. 1993, Chemically induced aggregation of microspheres,
Macromolecules Ed. J. Kahovec, VSP International Science Publisher 15-28.

Bytam wykonawcq wszystkich przeprowadzonych eksperymentéw zwiqzanych z syntezq
mikrosfer oraz analizq proceséw ich agregacji. Moj wkiad pracy w catoksztalt tej publikacyi
szacuje na 70%.

2. Slomkowski S., Miksa B., Kowalczyk D., Basinska T., Chehimi M., Delawar M., 2002,
Polymeric microspheres and related material for medical diagnostics, 24, 393-412. Edited by
Wai Tak Law, Naim Akmal, Arthur M. Usmani. Publisher: New York, Marcel Dekker.

Mdj udzial tej pracy polegat na syntezie polipirolowych mikrosfer. Mdj wktad pracy
w caloksztalt tej publikacji szacuje na 40%.
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3. Gambhir A., Kumar A., Malhotra B. D., Miksa B., Slomkowski S., 2003, Enhanced
loading and stability of Urease covalently attache to polypyrrole microspheres for application
to urea biosensor. 01, 153-161. Edited by Roussos S., Soccol C. R., Pandey A., ISBN: 978-
90-481-6468-4. Publisher: Springer.

Przeprowadzitam synteze polipirolowych mikrosfer i przylqaczylam do ich powierzchni ureaze.
MGoj wkiad pracy w caloksztatt rozdziatuzamieszonego w tej ksiqzce szacuje na 40 %.

5.3. 'Wskazniki bibliometryczne

Zgodnie z raportem z dnia 05.12.2018r.

Sumaryczny impact factor (IF) wedhug listy Journal Citation Report (JCR)
Liczba wszystkich cytowanych publikacji z bazy (WoS): 28

Suma IF dla 28 publikacji (wlaczajac 11 publikacji po uzyskaniu Ph.D.) = 55.743

Suma IF dla 7 publikacji wchodzacych w sklad osiqgniecia naukowego = 24.501

Liczba cytowan publikacji wedtug bazy (WoS):

Suma cytowan dla 28 publikacji: 513,
Suma cytowan dla 28 publikacji bez autocytowan: 485

Indeks Hirscha h-index: 13

Liczba punktow dla 28 publikacji z MNiSW: 710

5.5. Kierowanie projektami krajowymi

1. Kierowatam projektem zatytulowanym: Synteza i badania strukturalne liposomalnych
nanopgcherzykéw  polimerowych z  enkapsulowanymi  substancjami  czynnymi
farmakologicznie. Grant uzyskalam z Komitetu Badan Naukowych (KBN) MNiSW,
o numerze: NN 209 762440 i realizowalam od 6.04.2011 r. do 5.04.2014 r. Projekt zostat
W wyznaczonym terminie pozytywnie rozliczony.

5.6. Wygloszenie referatow na miedzynarodowych i krajowych
konferencjach tematycznych

1. Wykiad na temat: Nanolipopolymersomes with a fluorescent wall as imaging agents in
medical diagnostcs wyglositam na IV Mig¢dzynarodowej Konferencji Naukowo-Technicznej
zorganizowanej we Wloszech w miejscowosci Aprica w dniach 2-7 lutego 2014 r.
Konferencj¢ zorganizowata Politechnika Slaska (Gliwice) pod hastem: Diagnostyka
materialow polimerowych.
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2. Wyktad na temat: Analiza syntetycznych polimerow biodegradowalnych metodq
spektrometrii mas 7 udzialem matrycy (MALDI-TOF) kontra pomiary za pomocq
wzmocnienia laserowej desorpcji/jonizacji (ELDI-TOF) 7 wykorzystaniem parylenu,
wygtlositam na IV Migdzynarodowej Konferencji Naukowo-Technicznej zorganizowanej we
Wiloszech w miejscowosci Aprica w dniach 2-7 lutego 2014 r. Konferencje zorganizowata
Politechnika Slaska (Gliwice) pod hastem : Diagnostyka materiatéw polimerowych.

3. Komunikat na temat: Kumarynowe nanokapsutki z odwracalnie sieciowanq
i  fluorescencyjnq powloka polimerowq przeznaczone do transportu lekow i diagnostyki
medycznej wyglositam na 58 Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Chemicznego w Gdansku w
sekcji Chemii Medycznej i Farmaceutycznej, SO7KS10)

5.7. Staze naukowe w osrodkach zagranicznych

02.2006-03.2007 — staz podoktorski w Kansas State University, Manhattan KS, USA

10.2007-11.2008 — staz podoktorski w The University of Memphis, Memphis, TN, USA

5.8. Opieka nad studentami

Pelnitam funkcj¢ opiekuna pracy magisterskiej pani Angeliki Adamus, realizowanej
w CBMiM PAN w Samodzielnej Pracowni Badan Strukturalnych kierowanej przez
Prof. dr hab. Marka Potrzebowskiego begdacego promotorem pracy. Drugim promotorem byt
Prof. dr hab. Zbigniew Kudzin z Katedry Chemii Organicznej, Wydziat Chemii Uniwersytetu
1.6dzkiego. Praca magisterska dotyczaca: “Syntezy i badan  strukturalnych
nanolipopolimersomow” zostala zrealizowana w 2012 r. i bardzo dobrze oceniona.

5.9. Recenzowane prace w czasopismach migdzynarodowych

¢ Dyes and Pigments (ELSEVIER) manuskrypt ID: DYPI 2018 2170.

e Chemical Science International Journal, manuskrypt ID: Ms_CSIJ 30467.

¢ International Journal of Pharmaceutics (ELSEVIER) DOI:
10.1016/.ijpharm.2013.12.050

e Rapid Communication in Mass Spectrometry DOI: 10.1001/rcm.6782

Bole Jylons.
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