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Wykaz stosowanych skrótów 

4-pep – tetrapeptyd leucyna–alanina–glicyna–glicyna (ang. tetrapeptide leucine–alanine–

glycine–glycine) 

8-pep – oktapeptyd glicyna–prolina–leucyna–glucyna–leucyna–alanina–glicyna–glicyna (ang. 

octapeptide glycine–proline–leucine–glycine–leucine–alanine–glycine–glycine) 

AFM – mikroskopia sił atomowych (ang. atomic force microscopy)  

ASO – antysensowne oligonukleotydy (ang. antisense oligonucleotides) 

Bcl-2 – heterogenna grupa białek regulująca proces apoptozy (ang. B-cell leukemia/lymphoma-

2) 

C60 – fuleren C60 (ang. fullerene C60) 

DBU – 1,8-diazabicyklo[5.4.0]undek-7-en (ang. 1,8-diazabicyclo[5.4.0]-7-ene) 

DCC – N,N’-dicykloheksylokarbodiimid (ang. N,N’-dicyclohexylcarbodiimide) 

DCM – dichlorometan (ang. dichloromethane) 

DDS – systemy dostarczające leki (ang. drug delivery systems)  

DFT – teoria funkcjonału gęstości (ang. density functional theory) 

DLS – dynamiczne rozpraszanie światła (ang. dynamic light scattering)  

DMF – dimetyloformamid (ang. dimethylformamide) 

DNA – kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)  

DOX – doksorubicyna (ang. doxorubicin) 

FDA –Agencja Żywności i Leków (ang. Food and Drug Administration) 

Fmoc – grupa fluorenylometoksykarbonylowa (ang. fluorenylmethyloxycarbonyl group)  

HPLC – wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high performance liquid 

chromatography) 

HT-1080 – linia komórkowa włókniakomięsaka (ang. human fibrosarcoma) 

IC50 – stężenie związku, przy którym proliferacja komórek jest zahamowana o 50% w stosunku 

do komórek kontrolnych (ang. half-maximal inhibitory concentration) 

ITC – izotermiczna kalorymetria miareczkowa (ang. isothermal titration calorimetry) 

LNP – nanocząstka lipidowa (ang. lipid nanoparticle) 

MALDI/TOF – laserowa jonizacja wspomagana matrycą z detektorem czasu przelotu (ang. the 

matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight)  

MDA MB 231 – linia komórkowa potrójnie ujemnego gruczolakoraka piersi (ang. triple 

negative breast adenocarcionoma) 

MCF-7 – linia komórkowa estrogenozależnego raka sutka (ang. luminal A breast 

adenocarcinoma) 
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MeOH – metanol (ang. methanol)  

MMPs – metaloproteinazy macierzy zewnątrzkomórkowej (ang. matrix metalloproteninases) 

MTT – bromek 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolowy (ang. 3-[4,5-

dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 

NMR – spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego (ang. nuclear magnetic resonance) 

NHS – N-hydroksysukcynoimid (ang. N-hydroxysuccinimide) 

PC3 – linia komórkowa ludzkiego raka prostaty (ang. prostate adenocarcinoma) 

PEG – poli(tlenek etylenu) (ang. polyethylene glycol)   

RISC – indukowany przez RNA kompleks białkowy (ang. RNA-induced silencing complex)  

SD – odchylenie standardowe (ang. standard deviation) 

SDS-PAGE – poliakrylamidowa elektroforeza w warunkach denaturujących (ang. sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) 

siRNA – mały interferujący kwas rybonukleinowy (ang. small interfering rybonucleic acid) 

SRB – sulfrodamina B (ang. sulforhodamine B) 

T47D – linia komórkowa estrogenozależnego raka sutka (ang. luminal A breast 

adenocarcinoma) 

TEA – trietyloamina (ang. triethylamine)  

TEM – elektronowy mikroskop transmisyjny (ang. transmission electron microscopy) 

TFA – kwas trifluorooctowy (ang. trifluoroacetic acid) 

WHO – Światowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)  

WST-1 – sól tetrazolowa 2-(4-jodofenylo_3-(4-nitrofenylo)-5-(2,4-disulfofenylu) (ang. 2-(4-

iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H tetrazolium monosodium salt) 
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Streszczenie 

Ukierunkowane dostarczanie leków przy udziale biomateriałów cieszy się w ostatnich 

latach znacznym zainteresowaniem, szczególnie w odniesieniu do chemioterapii nowotworów. 

Stanowi ono ciekawą strategię pokonywania barier biologicznych, w tym chemiooporności 

komórek nowotworowych oraz pozwala na dostarczenie i kontrolowane lokalne uwalnianie 

zwykle cytotoksycznego leku bez jednoczesnego uszkadzania zdrowych komórek i tkanek. Na 

przestrzeni kilku ostatnich dekad obserwowany jest imponujący postęp w dziedzinie 

biomateriałów. Wysiłki badaczy zmierzają do opracowania nośnika wykazującego się 

biokompatybilnością oraz zwiększoną efektywnością działania. Nośniki wykorzystywane 

obecnie różnią się m. in. wielkością, ładunkiem, jak również sposobem wiązania leku. Do 

najczęściej stosowanych należą nanocząstki polimerowe i ich koniugaty oraz liposomy, czy 

nanocząstki lipidowe. Pomimo istnienia szerokiego spektrum inteligentnych biomateriałów  

o korzystnym działaniu, wykazują one również wiele cech niepożądanych, tj. niską 

efektywność w dostarczaniu i uwalnianiu leku lub toksyczność względem zdrowych komórek. 

Uzasadnione więc wydaje się poszukiwanie kolejnych, lepszych nośników, ukierunkowanych 

ponadto na wybrane rodzaje nowotworów. Nośniki charakteryzujące się tą ostatnią cechą 

posiadają znaczny potencjał kliniczny, przy czym ich opracowywanie nadal stanowi niemałe 

wyzwanie.   

 

Celem niniejszej pracy doktorskiej było zaprojektowanie, scharakteryzowanie  

i zbadanie aktywności biologicznej nośników leku przeciwnowotworowego – doksorubicyny, 

jako potencjalnych narzędzi do ukierunkowanego dostarczania substancji aktywnej do komórek 

nowotworowych. W ramach pracy doktorskiej opracowano trzy układy służące do przenoszenia 

doksorubicyny: (1) koniugat fuleren–doksorubicyna połączony kowalencyjnie poprzez 

poli(tlenek) etylenu, (2) koniugat wrażliwy na działanie metaloproteinaz macierzy 

zewnątrzkomórkowej, których wzrost aktywności jest obserwowany w komórkach 

zmienionych nowotworowo, oraz (3) nanocząstkę lipidową z doksorubicyną połączoną 

kowalencyjnie z jej powierzchnią i enkapsulowanym małym interferującym RNA, w celu 

represji genu bcl-2 prowadzącego do deregulacji ekspresji antyapoptycznego białka Bcl-2. 

Wszystkie nośniki zostały zsyntezowane i poddane badaniom eksperymentalnym in vitro przy 

wykorzystaniu kilku linii komórek nowotworowych. W przypadku najbardziej obiecującego 

układu wykonano również badania in vivo. Dodatkowo, w celu dokładniejszej charakterystyki 

badanych układów posłużono się obliczeniami teoretycznymi, których wyniki pozostają  

w dobrej zgodności z danymi eksperymentalnymi. Wykonane eksperymenty in vitro i in vivo 
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dotyczące potencjalnych efektów cytotoksycznych i terapeutycznych sugerują, że koniugat 

wrażliwy na działanie enzymów oraz nanocząstki lipidowe są obiecującymi kandydatami na 

efektywne nośniki doksorubicyny. Podjęta tematyka i analizowane zagadnienia wydają się 

być istotne z punktu widzenia wiedzy o biomateriałach jako układach stosowanych w terapii 

przeciwnowotworowej, jak również ich zastosowania w aspekcie potencjalnych aplikacji  

i badań klinicznych. 
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Abstract  

Recently targeted drug delivery, in cancer chemotherapy in particular, has received 

considerable attention. It seems to be an interesting strategy to overcome biological barriers, 

including the chemoresistance of cancer cells which provides a controlled local release of 

usually cytotoxic drug without damaging healthy cells and tissues.  

 

The last few decades have seen impressive progress in the field of biomaterials. 

Researcher’s efforts are aimed at developing a delivery platform that exhibits biocompatibility 

and increased drug transportation efficiency. The currently used carriers differ in size, charge, 

as well as the way how a drug is coupled to the carrier. The most commonly used cargo 

platforms include polymer nanoparticles and their conjugates, liposomes, and lipid 

nanoparticles. Despite the wide range of intelligent biomaterials, they suffer from numerous 

drawbacks, i.e. low efficiency of drug delivery and release or toxicity to healthy cells. 

Therefore, there is a need for new, more effective carriers, in addition selectively targeting 

diverse types of cancer cells. The latter feature has significant clinical potential, but 

development of such carriers still remains a challenge. 

 

The present dissertation aimed at designing, characterizing, and studying the biological 

activity of targeted drug carriers as potential tools for the delivery of an anticancer drug, 

doxorubicin, to cancer cells. As a result of the current doctoral project, three systems for 

doxorubicin transportation have been developed: (1) fullerene-doxorubicin conjugate linked 

covalently via polyethylene glycol, (2) a conjugate sensitive to the increased activity of matrix 

metalloproteinases, that is observed in neoplastic cells, and (3) lipid nanoparticles covalently 

linked with doxorubicin and encapsulated small interfering RNA to repress the bcl-2 gene, 

resulting in downregulation of the anti-apoptotic protein Bcl-2. All carriers were synthesized 

and subjected to in vitro experimental studies, utilizing several cancerous cell lines. Then, the 

most promising systems were additionally studied in vivo. Moreover, theoretical calculations 

were performed to characterize the developed systems in a more detailed way. The results of 

modeling were in agreement with the experimental data. The outcomes coming from the in vitro 

and in vivo experiments, evaluating the potential cytotoxic and therapeutic effects of the 

analyzed systems, suggest that the enzyme-sensitive conjugate and lipid nanoparticles are 

promising doxorubicin carriers. The results of this doctoral dissertation contribute to our 

knowledge regarding biomaterials as delivery systems used in anti-cancer therapy, as well as 

suggest their potential role in medical applications and future clinical trials. 



 13 

I. Cele i zakres pracy  

 

Systemy dostarczające leki w sposób kontrolowany dają wiele korzyści. Leki uwalniane 

miejscowo z takich nośników pozwalają na zredukowanie skutków ubocznych wynikających  

z prowadzonej terapii oraz zwiększenie jej efektywności. Co najważniejsze, systemy te stają 

się coraz bardziej precyzyjne, wykorzystując zaawansowane biomateriały, jak również nowe 

generacje leków, co w przyszłości może przyczynić się do powstania nowych form leczenia. 

 

Głównym celem niniejszej rozprawy doktorskiej było zaprojektowanie i otrzymanie nośników 

doksorubicyny, będących potencjalnymi układami do zastosowania w terapii 

przeciwnowotworowej.  

 

Zakres pracy obejmuje przegląd literaturowy, ze szczególnym uwzględnieniem 

informacji zawartych w pracy przeglądowej, wchodzącej w skład rozprawy doktorskiej [P5], 

rozszerzony o obecny stan wiedzy. Główna część rozprawy opiera się na otrzymanych 

wynikach eksperymentalnych, które dodatkowo poparte zostały wynikami obliczeń 

teoretycznych. Rezultaty składające się na niniejszą pracę zostały przedstawione w formie 

dwóch prac oryginalnych [P1-P2] oraz dwóch manuskryptów w recenzji [P3-P4]. 

 

W toku prac badawczych zrealizowano poniższe cele: 

• Synteza koniugatu fuleren C60–doksorubicyna połączonego kowalencyjne poprzez 

poli(tlenek etylenu) [P1]. 

• Synteza koniugatu wrażliwego na działanie metaloproteinaz macierzy 

zewnątrzkomórkowej [P2, P3]. 

• Synteza nanocząstki lipidowej z kowalencyjnie połączoną doksorubicyną  

i enkapsulowanym małym interferującym kwasem rybonukleinowym [P4]. 

• Charakterystyka fizykochemiczna otrzymanych nośników i identyfikacja kluczowych 

parametrów do wydajnego dostarczania doksorubicyny [P1-P4]. 

• Badanie in vitro toksyczności nośników wobec ludzkich linii komórkowych [P1-P4]. 

• Badanie in vivo efektów terapeutycznych najlepiej rokującego nośnika [P4]. 
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II. Przegląd literaturowy 

1. Systemy dostarczania leków  

 
XX wiek przyniósł ogrom zmian w dziedzinie farmakologii, chemii materiałów  

i inżynierii biomedycznej. Obserwowano coraz częstsze użycie systemów kontrolowanego 

uwalniania leków (DDSs) przy stopniowej miniaturyzacji projektowanych układów.1,2  

29 grudnia 1959 roku podczas dorocznego spotkania Amerykańskiego Towarzystwa 

Fizycznego w Caltech, Richard Feynman wygłosił jeden z najbardziej inspirujących i 

wizjonerskich wykładów połowy XX w., pt. There’s Plenty of Room at the Bottom.3 

Rozważania Feyman’a dotyczące możliwości manipulacji materią i otrzymywania materiałów 

o rozmiarach rzędu nanometrów miały znaczący wpływ na rozwój dziedziny jaką jest 

nanotechnologia. Jednak koncepcja użycia nanomateriałów jako DDSs, została wykorzystana 

dopiero wiele lat później.  

 

Historia DDSs sięga roku 1960, kiedy to Judah Folkman opracował kapsułki z gumy 

silikonowej (Silactic®) o przedłużonym uwalnianiu leku nasercowego.4,5 Dekadę później, Alza 

Corporation, firma założona przez Alejandro Zaffaroniego wprowadziła na rynek wkładkę do 

oka zawierającą lek przeciw jaskrze (Ocusert®) oraz wkładkę domaciczną uwalniającą 

steroidowy lek antykoncepcyjny.6 W kolejnych latach, na rynku pojawił się podskórny implant 

antykoncepcyjny Norplant® wykorzystujący poli(dimetylosiloksan), a także kapsułka 

osmotyczna zbudowana z octanu celulozy i niewielkiej ilości poli(tlenku etylenu) (PEG).7,8 

Przełomowym odkryciem było opracowanie przez Roberta Langer’a i wspomnianego już 

Folkman’a makroskopowych niedegradowalnych układów polimerowych umożliwiających 

dostarczanie leków wielkocząsteczkowych, jak białka, w postaci aktywnej.9 Jednak z czasem 

koncepcja ta ewoluowała w stronę polimerów biodegradowalnych, co zaowocowało 

wprowadzeniem na rynek preparatu Depot®, stosowanego w leczeniu raka prostaty i terapii 

hormonalnej.10  

 

 W jednym ze swoich wystąpień w roku 2016 Robert Langer, który uznawany jest za 

autorytet w dziedzinie biomateriałów przedstawił uwagi krytyczne recenzentów, oceniających 

jego aplikacje grantowe na przestrzeni 1980–1993 roku. Brzmiały one następująco:  

 

„This approach will not work because… 

• The polymers cannot be synthesized (1981) 
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• The polymers will react with encapsulated drug (1983) 

• The polymers are fragile (1985) 

• The polymer–drug system would be toxic (1986) 

• The drug will not diffuse far enough to kill remaining tumor (1988) 

• Even if it does, it is a very poor drug (1990) 

• The drug delivery systems cannot be manufactured (1993)” 

 

Przytoczone uzasadnienia recenzentów doskonale pokazują jak długą drogę 

przeszliśmy podczas ostatnich czterech dekad prac nad DDSs. Po rozwiązaniu pierwszego 

zasugerowanego przez recenzenta problemu badawczego i udowodnieniu, że zaproponowane 

polimery można zsyntezować, pojawił się kolejny argument przeciwko pomysłowi 

zastosowania polimerów jako DDSs. Przełomem był rok 1996, gdy Agencja Żywności i Leków 

(FDA) zaakceptowała implant Gliadel® jako pierwszą w historii terapię dostarczającą lek 

przeciwnowotworowy bezpośrednio w okolicy guza, glejaka wielopostaciowego.11  

 

Systemy DDS zbudowane zarówno z naturalnych jak i syntetycznych polimerów, 

wykazują szereg właściwości fizykochemicznych, które umożliwiają celowany transport 

leków.12 Szerokie zastosowanie znalazły polikaprolakton, poliakrylamid, poli(metakrylan 

metylu), czy wcześniej wspominany PEG, wchodzące w skład polimerów syntetycznych.13 

Natomiast wśród polimerów naturalnych najczęściej wyróżniany jest chitozan i algininian.14 

Obecnie syntezowanych jest coraz więcej DDSs, które różnią się architekturą, modyfikacją 

powierzchni i specyficznością, co wynika z konieczności dostosowania nośnika do leku, który 

ma być transportowany. Idealne DDSs powinny charakteryzować się wysoką stabilnością  

i rozpuszczalnością, oraz w sposób kontrolowany uwalniać lek z nośnika, np. poprzez dyfuzję 

czy dysocjację.15 Z biologicznego punktu widzenia, DDSs powinny wydłużać okres półtrwania 

leku, być biodegradowalne i biokompatybilne, a dodatkowo posiadać zdolność do gromadzenia 

się w tkankach nowotworowych, czyli wykazywać tzw. efekt zwiększonej przepuszczalności  

i retencji (EPR).16  

 
Na przestrzeni lat polimerowe DDSs stawały się coraz bardziej złożone, tworząc np. 

kopolimery, koniugaty polimer–lek i koniugaty polimer–białko.17,18 Dodatkowo, wszystkie 

wspomniane podklasy polimerowych DDSs zaczęły stawać się układami o rozmiarach 

nanometrycznych. Zgodnie z ogólną definicją, za nanomateriały uznaje się materiały 

posiadające w co najmniej jednym wymiarze rozmiar od 1 do 100 nm.19 Stąd też badania nad 
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nanomateriałami skupiały się nie tylko na wspomnianych polimerowych DDSs, ale i na 

cząstkach o innym pochodzeniu lecz o rozmiarach w skali nanometrów (Rys. 1). Innymi 

stosowanymi nanocząstkami według doniesień literaturowych, które znajdują się w centrum 

uwagi naukowców jako potencjalne DDSs są nanocząstki pochodzenia węglowego (fuleren 

C60, nanorurki), nanocząstki metaliczne (nanocząstki srebra czy złota) oraz nanocząstki 

magnetyczne (magnetyt Fe3O4).  

 

 W roku 1996 Harold Kroto, Robert Curl i Richard Smalley zostali uhonorowani 

Nagrodą Nobla za wkład w odkrycie alotropowej odmiany węgla – fulerenu C60 (Rys. 2).20  

Z chemicznego punktu widzenia cząsteczka fulerenu C60 składa się ze sprzężonych dwunastu 

pierścieni pentagonalnych i dwudziestu pierścieni heksagonalnych, które tworzą pustą  

w środku bryłę geometryczną.21 Właśnie ze względu na strukturę chemiczną fulerenu C60 

wykazuje on właściwości fizykochemiczne zbliżone do sprzężonych węglowodorów 

aromatycznych. Fuleren C60 charakteryzuje się wysokim powinowactwem elektronowym, stąd 

wynika jego łatwość do redukcji. Ponadto fuleren C60 łatwo ulega reakcji addycji.22,23 

Stosunkowo łatwa możliwość modyfikowania powierzchni fulerenu C60 skłoniła naukowców 

do poszukiwania nowych zastosowań tej odmiany alotropowej węgla w naukach 

farmaceutycznych i bioinżynieryjnych. Liczne badania naukowe wskazują na potencjalne 

wykorzystanie fulerenu C60 jako środka kontrastowego do łatwego obrazowania tkanek 

Rysunek 1. Historyczna oś czasu przedstawiająca zmiany zachodzące w dziedzinie DDSs wraz z 

przykładami komercyjnie dostępnych leków. 
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zmienionych chorobowo, czy też nośnika leków przeciwnowotworowych  

i przeciwbakteryjnych.24  

 

 Dalsze badania pokazały, że nanocząstki polimerowe, węglowe czy też nieorganiczne 

w połączeniu z ligandami czy przeciwciałami mogą prowadzić do otrzymania DDSs 

wykorzystywanych w terapiach celowanych.25 Wśród stosowanych ligandów dużym 

zainteresowaniem cieszy się kwas foliowy, aptamery i transferryna, które oddziałują  

z receptorami znajdującymi się na powierzchni komórek nowotworowych.26 Interesujące jest 

również wykorzystanie przeciwciał monoklonalnych, np. trastuzumab i alemtuzumab, 

rozpoznających specyficznie antygeny.27 Ponadto, ciekawą koncepcją modyfikacji DDSs jest 

zmiana struktury chemicznej nośników w taki sposób, aby stały się one wrażliwe na bodźce 

zewnętrzne lub środowisko charakterystyczne dla komórek nowotworowych.  

 

Liczne dane literaturowe oraz powszechnie dostępna wiedza w zakresie biologii 

molekularnej nowotworów wskazują, iż komórki te wytwarzają środowisko odróżniające je od 

środowiska charakteryzującego zdrowe tkanki. Mikrośrodowisko guzów litych odgrywa istotną 

rolę w progresji, przerzutowaniu i oporności na terapie przeciwnowotworowe. Bez wątpienia, 

do charakterystycznych cech nowotworów należą hipoksja, wysokie ciśnienie śródmiąższowe 

oraz zaburzenia w działaniu pompy jonowej.28 Te ostatnie powodują znaczny wyrzut jonów 

H+, co skutkuje wzrostem pH wewnątrz komórki nowotworowej (7.3–7.6), a jego spadek do 

Rysunek 2. Laureaci Nagrody Nobla w dziedzinie 

chemii nagrodzeni w 1996 roku za odkrycie 

fulerenów. 
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pH 6.8 w macierzy pozakomórkowej.29 W związku z powyższym zaczęto wcielać do struktury 

DDSs wiązania wrażliwe na środowisko kwaśne, jak np. wiązanie hydrazonowe.30 Doskonałym 

przykładem zastosowania tego wiązania jest Aldorubicyna, inaczej nazywana INNO-206. 

Aldorubicyna jest klinicznie przebadanym prolekiem doksorubicyny (DOX), posiadającym  

w swojej strukturze wiązanie hydrazonowe oraz dodatkową grupę maleimidową.31 Związek ten 

po podaniu dożylnym wiąże się z albuminą przedłużając okres półtrwania DOX  

w krwioobiegu, a następnie uwalnia ją w środowisku kwaśnym poprzez hydrolizę wiązania 

hydrazonowego.32  

 

W niektórych przypadkach nowotworów obserwowana jest wzmożona ekspresja 

metaloproteinaz macierzy zewnątrzkomórkowej (MMP).33 MMP należą do grupy 

metalozależnych (Zn2+) enzymów proteolitycznych należących do endopeptydaz odkrytych  

w 1962 roku.34 Do tej pory opisano 22 rodzaje MMP występujących u człowieka, które ze 

względu na różnice w budowie domenowej i swoistości substratowej zostały podzielone na 

kilka grup, jak matrylizyny (MMP–7) czy żelatynazy (MMP–2/–9).35 MMP biorą udział  

w wielu procesach fizjologicznych i wytwarzane są przez większość prawidłowych komórek, 

m. in. przez fibroblasty oraz komórki dendryczne. Zwiększoną aktywność MMP obserwuje się 

w procesach patologicznych, takich jak nowotworzenie.36 Zgodnie z literaturą przedmiotu 

łańcuchy peptydowe wrażliwe na działanie MMP wprowadzone do struktury nośników ulegają 

hydrolizie, a co za tym idzie uwalniają lek bezpośrednio do komórek nowotworowych.37 Sam 

mechanizm uwalniania leku z nośników wrażliwych na MMP odbywa się dwuetapowo.  

W pierwszym etapie następuje hydroliza wiązania peptydowego przy udziale MMP, 

prowadząca do produktu pośredniego, którego dalsza degradacja, katalizowana działaniem 

dodatkowych wewnątrzkomórkowych proteaz, skutkuje uwolnieniem leku (Rys. 3).38  

W ostatnich latach opracowano sondę zawierającą fragment peptydowy wrażliwy na MMP–2 

do obrazowania guzów, prolek będący koniugatem albuminy i DOX, jak również micele 

obniżające efekty uboczne stosowanej terapii ze względu na celowane uwalnianie 

cytostatyku.39 

 

 

Rysunek 3. Schemat dwuetapowego uwalniania leku z nośnika wrażliwego na działanie metaloproteinaz 

macierzy zewnątrzkomórkowej (MMP). 
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Prawdziwy przełom w badaniach nad efektywnym dostarczaniem leków nastąpił w roku 

2020, kiedy to dopuszczono, w zaledwie kilka miesięcy, do awaryjnego użytku szczepionkę 

przeciw wirusowi SARS-Cov2 (COMIRNATY®), która swoje działanie opiera na dostarczaniu 

mRNA poprzez nanocząstki lipidowe (LNP).40 Historia DDS pochodzenia lipidowego sięga lat 

90. XX wieku, kiedy otrzymywano nowe formy lipidowych DDS: układy polimerowo–

lipidowe, liposomy z enkapsulowaną DOX (Doxil®), immunoliposomy oraz lipidy 

kationowe.41 Liposomy zbudowane z fosfolipidów ulegają spontanicznej samoorganizacji  

w pęcherzyki, umożliwiając umieszczenie leku wewnątrz ich struktury.42 Dodatkowo, lipidy 

kationowe, różniące się strukturą od liposomów, umożliwiają przenoszenie kwasów 

nukleinowych, jednak wykazują pewne ograniczenia w zastosowaniu in vivo ze względu na 

toksyczność w miejscu podania.43 Alternatywą dla lipidów kationowych są LNP zbudowane  

z czterech komponentów pełniących różne funkcje: jonizowalnego lipidu, fosfolipidu, 

cholesterolu i PEG połączonego z łańcuchem alkilowym zakotwiczonym w dwuwarstwie 

lipidowej (PEG-lipid; Rys. 4).44 Cholesterol, ze względu na sztywną strukturę stabilizuje LNP, 

a fosfolipid przyczynia się do fuzji z błonami komórkowymi i endosomalnymi, co sprzyja 

wychwytowi komórkowemu. Ponadto, PEG-lipid zmniejsza opsonizację (zjawisko oporności 

swoistej) i poprawia rozpuszczalność. Najważniejszy komponent – jonizowalny lipid – 

odpowiada za odpowiedź LNP na zmianę pH. LNP są stosunkowo stabilne w pH 

fizjologicznym, jednak w warunkach kwasowych panujących między innymi w endosomach 

ulegają jonizacji umożliwiając ucieczkę endosomalną.45 Mimo że mechanizm ten nie jest do 

końca poznany, zakłada się, że LNP po sprotonowaniu ułatwiają oddziaływania 

elektrostatyczne i fuzję z ujemnie naładowaną błoną endosomu. Fuzja powoduje destabilizację 

struktury LNP i wyrzut kwasu nukleinowego do cytoplazmy.46 Najnowsze doniesienia 

literaturowe oraz liczba raportowanych badań klinicznych nad LNP wskazują na wykorzystanie 

tych nośników w wydajnym dostarczaniu kwasów nukleinowych i ich znaczący potencjał 

aplikacyjny.47 

Rysunek 4. Schemat struktury nanocząstki lipidowej (LNP). 
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2. Terapie przeciwnowotworowe 

 
 Światowa Organizacja Zdrowia odnotowała w roku 2020 dziesięć milionów zgonów, 

których przyczyną były choroby nowotworowe.48 Jest to znaczny wzrost w porównaniu do roku 

2018, w którym zarejestrowano 9,4 milionów przypadków.49 Dlatego istotne wydaje się lepsze 

zrozumienie podłoża genetycznego i mechanizmów molekularnych promujących 

kancerogenezę, co może przyczynić się do opracowania nowych metod leczenia chorób 

nowotworowych. Nowotwory pełnoobjawowe są łatwe do zdiagnozowania, jednak wykazują 

niski wskaźnik wyleczalności i nierzadko wymagają zastosowania kilku terapii, tzw. terapia 

skojarzona.50 Wśród powszechnie stosowanych i łączonych ze sobą metod leczenia chorób 

nowotworowych wyróżnia się radioterapię, chemioterapię i leczenie chirurgiczne.51  

 

 Sztandarowym przykładem leku stosowanego w chemioterapii jest DOX, należąca do 

grupy antybiotyków antracyklinowych, wyizolowanych ponad 50 lat temu ze szczepu 

Streptomyces percentus var. caesius.52 DOX stosowana jest w leczeniu wielu typów 

nowotworów, tj. białaczki i chłoniaków Hodgkin’a, jak również w przypadku nowotworów 

litych piersi.53 Złożony mechanizm działania przeciwnowotworowego DOX zdeterminowany 

jest poprzez jej strukturę chemiczną. DOX składa się aglikonu połączonego wiązaniem 

glikozydowym z daunozaminą (Rys. 5).54 Jedną z propozycji wyjaśniających działanie DOX 

jest mechanizm oparty o interkalację części aglikonu do dwuniciowego DNA, co prowadzi do 

zahamowania procesów replikacyjnych i biosyntezy makromolekuł.55 Dodatkowo, DOX może 

generować wolne rodniki, które powadzą do uszkodzenia DNA oraz utleniania lipidów, 

sieciować międzyłańcuchowo DNA i hamować działanie topoizomerazy II.56,57 Najsilniejsze 

działanie DOX obserwowane jest w fazie G2/M cyklu komórkowego, prowadząc do apoptozy, 

czyli kontrolowanego procesu śmierci komórkowej. Pomimo skuteczności klinicznej, DOX 

wykazuje wiele skutków ubocznych, jak wysoka kardiotoksyczność, może wywierać 

niekorzystny wpływ na wątrobę i nerki oraz powodować martwicę tkanek ze względu na 

Rysunek 5. Struktura chemiczna doksorubicyny (DOX). 
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dożylną/dotętniczą formę podawania cytostatyku.58 Ponadto coraz częściej obserwowana jest 

wielolekowa oporność komórek nowotworowych (MDR, ang. multiple drug resistance) na 

cytostatyki poprzez hamowanie procesów apoptycznych, co skutkuje obniżeniem skuteczności 

działania chemioterapii pomimo zwiększania dawki leku lub zastosowania kombinacji różnych 

chemioterapeutyków.59  

 

 Dane literaturowe wskazują, że zjawisko oporności komórek nowotworowych na 

apoptozę zachodzi poprzez kilka mechanizmów, w tym przez mechanizmy naprawy DNA oraz 

nadekspresję białek antyapoptycznych.60 Jednym z kluczowych czynników regulujących 

apoptozę są białka należące do rodziny Bcl-2 (ang. B-cell leukemia/lymphoma-2) odkryte 

ponad 30 lat temu w wyniku badań nad chłoniakami nieziarnicznymi.61 Stwierdzono również, 

że w przypadku pacjentów leczonych według schematu CHOP (cyklofosfamid, winkrystyna, 

doksorubicyna i prednizon) ekspresja białka Bcl-2 wiąże się z gorszym rokowaniem.62 Białko 

Bcl-2 odpowiada za regulację mitochondrialnego szlaku apoptozy, hamując uwalnianie 

cytochromu c i szlaku kaspaz (Rys. 6).63 Ze względu na ważną rolę białka Bcl-2  

w szlakach apoptycznych zaczęto poszukiwać nowych strategii hamowania lub deregulacji 

ekspresji białka Bcl-2.64 Dużym sukcesem okazało się zastosowanie antysensownych 

oligonukleotydów (ASO, ang. antisense oligonucleotides), np. Oblimersen, SPC2996 LNP czy 

PNT2258, testowanych klinicznie przeciwko szpiczakom mnogim i białaczkom.65,66 Działanie 

ASO opiera się na tworzeniu kompleksu z mRNA, aktywacji RNAzy H, a następnie 

enzymatycznemu pocięciu heterodupleksu, prowadzącemu do degradacji mRNA.67 W roku 

2016 otrzymano selektywny inhibitor białka Bcl-2 – wenetoklaks, który został zatwierdzony 

przez FDA do monoterapii w leczeniu przewlekłej białaczki limfocytowej.68 Ze względu na 

Rysunek 6. Schemat mitochondrialnego szlaku apoptozy 

regulowanego przez białko Bcl-2. 
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ograniczone korzyści wspomnianych monoterapii, coraz więcej trwających obecnie badań 

klinicznych łączy monoterapię z cytostatykami takimi jak DOX.69,70 Ekspresja 

antyapoptycznego białka Bcl-2 może jednak przeciwdziałać farmakologicznemu efektowi 

DOX. Dlatego w ostatnich latach skupiono się również na wykorzystaniu Bcl-2 siRNA i DOX 

w terapiach skojarzonych ukierunkowanych m. in. na raka jajnika czy glejaka.71,72 siRNA jest 

dwuniciowym fragmentem RNA o długości około 21-23 par zasad indukującym wyciszanie 

ekspresji wybranego genu.73 Mechanizm wyciszania genów przy użyciu siRNA zachodzi 

kilkuetapowo. W pierwszym etapie egzogenny dsRNA poddany zostaje hydrolizie przy udziale 

rybonukleazy Dicer, co skutkuje powstaniem siRNA. Następnie, siRNA wiąże się  

z efektorowym kompleksem białkowym RISC, w skład którego wchodzą białka AGO2, Dicer 

i TRBP (Rys. 7). W kolejnym etapie, z kompleksu usuwana jest tzw. nić pasażerska,  

a pozostawiona zostaje nić wiodąca, której koniec 5’ wiąże się z obecnym w kompleksie 

białkiem AGO2. Pojedyncza nić siRNA włączona w kompleks RISC przyłącza 

komplementarne mRNA, powodując jego przecinanie, co skutkuje zahamowaniem ekspresji 

odpowiedniego transkryptu.74  

 

Na przestrzeni ostatnich lat poczyniono ogromny progres w badaniach nad 

zastosowaniem siRNA w leczeniu. Pierwszym lekiem opierającym swoje działanie na siRNA, 

który został dopuszczony przez FDA do użytku w sierpniu 2018 roku był Onpattro®.75 

Wskazaniem do stosowania tego leku była dziedziczna amyloidoza transtyretynowa  

Rysunek 7. Sposób działania interferujących RNA (opis w 

tekście). 
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u pacjentów z polineuropatią. W listopadzie 2019 roku, FDA dopuściło do użytku Givosiran®, 

jako drugi zaakceptowany lek na bazie siRNA i pierwszy używany w leczeniu ostrej porfirii 

wątrobowej.76 Natomiast Komitet Europejskiej Agencji Leków dopuścił do obrotu Givosiran® 

w marcu 2020 roku. Jednak efekty terapeutyczne i sukces kliniczny stosowania RNA wymaga 

pokonania kilku głównych barier biologicznych, jak np. degradacja RNA w wyniku działania 

RNAz. Ponadto, egzogenny RNA charakteryzuje się silną immunogennością oraz może być 

łatwo wydalany przez nerki. Wyzwaniem jest również dostarczenie ujemnie naładowanego  

i stosunkowo dużego RNA przez hydrofobową błonę cytoplazmatyczną.77  

 

Badania kliniczne przeprowadzone w ciągu ostatnich kilku lat wskazują, że możliwe 

jest bezpieczne i skuteczne stosowanie siRNA w celu wyciszania wybranego genu. Terapia ta 

jest potężnym i wszechstronnym narzędziem do walki z chorobami różnego pochodzenia, 

prowadzącym tym samym do polepszenia obecnych standardów leczenia. Faktycznie, liczba 

nowych leków RNA będących w trakcie opracowywania i poddanych badaniom klinicznym 

gwałtownie wzrosła, co jest spowodowane stopniowym rozwiązywaniem problemu stabilności, 

dostarczania i immunogenności RNA.  Otrzymywanie zaawansowanych platform do transportu 

RNA w celu pokonania barier biologicznych wydaje się zatem obiecującym kierunkiem badań.  
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III. Badania własne  

 
1. Dostarczanie doksorubicyny przy użyciu fulerenu C60 jako nośnika [P1] 

 
 Na podstawie inspirujących doniesień literaturowych, postanowiłam otrzymać koniugat 

fulerenu C60 z DOX (Ful–DOX), do stosowania w potencjalnej terapii przeciwnowotworowej 

(Rys. 8 oraz Schemat 1 w P1). W pierwszym etapie prac badawczych otrzymałam malonian 

bis(14,14-dimetylo-12-oxo-3,6,9,13-tetraoxopentadekanowy) 1, który stanowił łańcuch 

łączący fuleren C60 z DOX. Struktura otrzymanego związku 1 została potwierdzona metodą 

spektrometrii mas (MALDI-TOF) oraz magnetycznego rezonansu jądrowego (NMR). 

Obecność w strukturze fulerenu C60 atomów węgla związanych wiązaniem podwójnym czyni 

go podatnym na reakcję cykloaddycji. W celu sprzęgnięcia 1 z C60 zastosowałam więc reakcję 

Bingela-Hirsha, która polega na cykloaddycji [2+1] przy udziale bromopochodnej kwasu 

malonowego w obecności zasady, np. DBU.78 Tak otrzymany malonian–C60 bis(14,14-

dimetylo-12-oxo-3,6,9,13-tetraoxopentadekanowy 2 poddałam hydrolizie przy użyciu TFA. 

Następnie, grupy karboksylowe produktu hydrolizy 3 aktywowałam stosując układ DCC/NHS. 

W kolejnym kroku ester aktywny 4 sprzęgałam z DOX, otrzymując produkt końcowy Ful–

DOX 5. Wszystkie produkty przejściowe 1-4 oraz ostateczny koniugat Ful–DOX 5 oczyściłam 

przy użyciu kolumnowej preparatywnej chromatografii cieczowej z wykorzystaniem 

DCM/MeOH jako eluentu i żelu krzemionkowego jako fazy stacjonarnej. Otrzymane związki 

zidentyfikowałam przy użyciu metody MALDI-TOF. Fachowa literatura sugeruje, iż, układy 

zawierające w swojej strukturze fuleren C60 ulegają fragmentacji podczas jonizacji próbki, co 

również ma miejsce w przypadku związków zawierających cząsteczkę DOX.79,80 

Rzeczywiście, na wszystkich zarejestrowanych widmach masowych obserwowałam szereg 

pików powstających w wyniku fragmentacji otrzymanych produktów, głównie na drodze utraty 

1-oxy-2-hydroksyetylu lub daunozaminy. 
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 Otrzymany koniugat Ful–DOX scharakteryzowałam kilkoma metodami 

fizykochemicznymi, jak również przy użyciu obliczeń kwantowochemicznych DFT. 

Początkowo, za pomocą spektroskopii UV-vis porównałam widma absorpcyjne Ful–DOX, 

wolnej formy DOX oraz samego fulerenu (Rys. 9A oraz Rys. 3A w P1). Widmo zarejestrowane 

dla DOX przyjęło typowy dla tego związku kształt z maksimum absorpcji przy 484 nm.  

W przypadku fulerenu obserwowałam dwa charakterystyczne piki przy długości fal 387 nm 

oraz 493 nm. Widmo absorpcyjne Ful–DOX 5 wydaje się być nałożeniem obu wcześniej 

wspomnianych widm, co może świadczyć o udanym sprzęgnięciu fulerenu C60 z DOX. 

Eksperymentalne dane spektralne pozostają w bardzo dobrej zgodności z wynikami obliczeń 

DFT, dodatkowo sugerując silne oddziaływania pomiędzy cząsteczką DOX a fulerenem C60 

(Rys. 9B-9E oraz Rys. 2A-2C i Rys. 3B w P1). 

 

Ponieważ cząsteczka DOX należy do molekuł fluoryzujących, zdecydowałam się na 

przeprowadzenie pomiarów intensywności fluorescencji w funkcji wzrastającego stężenia Ful–

DOX. Eksperyment ten miał umożliwić zaobserwowanie agregacji koniugatu, możliwej ze 

względu na obecność hydrofobowej cząsteczki fulerenu w molekule Ful-DOX. Faktycznie, 

początkowo intensywność fluorescencji wzrastała liniowo, jednak po przekroczeniu stężenia 

53 µM zaobserwowałam spadek jej intensywności i zmianę kształtu widma (Rys. 9G oraz Rys. 

Rysunek 8. Schemat syntezy koniugatu Ful–DOX 5. 
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4 w P1). Wynik ten może sugerować powstawanie agregatów Ful–DOX skutkujących 

wygaszaniem fluorescencji. Obecność agregatów potwierdziłam dodatkowo przy użyciu 

techniki DLS. Wyniki eksperymentu dynamicznego rozpraszania światła wskazują, że  

w badanym roztworze najlepiej reprezentowane są agregaty o promieniu hydrodynamicznym 

około 800 nm (Rys. 9F oraz Rys. 5 w P1). Tak duży rozmiar Ful-DOX jest niekorzystny dla 

wychwytu komórkowego i może zaburzać działanie przeciwnowotworowe DOX.   

 

 Kolejnym celem projektu było wyjaśnienie czy pomimo dużego rozmiar koniugatu 

kowalencyjne związanie DOX ze stosunkowo nietoksycznym nośnikiem prowadzi do układu  

o właściwościach terapeutycznych. Badania in vitro przeprowadzono na różnych liniach 

komórkowych raka piersi (MCF-7, T47D i MDA MB 231) oraz raka prostaty (PC3) przy 

zastosowaniu dwóch testów cytotoksyczności – SRB i WST-1 (Rys. 10A-H oraz Rys. 9A-F  

i Rys. 7 w P1). Wyniki otrzymane dla poszczególnych linii komórkowych sugerują brak 

aktywności przeciwnowotworowej koniugatu. Dla porównania, wolna forma DOX 

powodowała wyraźny spadek żywotności komórek wraz ze wzrostem stężenia. Przy 

najwyższym stosowanym stężeniu redukowała żywotność do około 40%. Natomiast w całym 

zakresie badanych stężeń Ful–DOX obserwowałam żywotność w zakresie 95–100% dla 

wszystkich użytych linii komórkowych. Przypuszczałam, iż może być to efekt powstających 

Rysunek 9. Charakterystyka fizykochemiczna koniugatu Ful–DOX. A. Eksperymentalnie otrzymane 

widmo absorbancji dla DOX, fulerenu C60 oraz koniugatu Ful–DOX, zarejestrowane w zakresie 

długości fal 350-700 nm. B. Teoretyczne widmo absorbancji otrzymane dla DOX, fulerenu C60 oraz 

koniugatu Ful–DOX przy użyciu metod kwantowochemicznych DFT. C. Zoptymalizowana struktura 

fulerenu C60 PM6 D.  Zoptymalizowana struktura DOX. E. Zoptymalizowana struktura koniugatu Ful–

DOX. F. Rozkład średniego promienia hydrodynamicznego zarejestrowany dla koniugatu Ful–DOX. 

G. Widmo fluorescencji rejestrowane wraz ze wzrastającym stężeniem koniugatu Ful–DOX. 

Szczegółowy opis zaprezentowanych wyników znajduje się w publikacji P1. 
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agregatów. Aby to potwierdzić komórki linii MCF-7 inkubowałam z DOX oraz Ful–DOX,  

a następnie wizualizowałam stosując mikroskopię konfokalną (Rys. 10I oraz Rys. 8 w P1). Jak 

oczekiwałam, wolna forma DOX akumulowała się w jądrze komórkowym, czego nie 

obserwowałam w przypadku koniugatu Ful–DOX. Zarejestrowane obrazy mikroskopowe 

pokazują, iż koniugat Ful–DOX nie wnikał do jądra komórkowego, lecz agregował na błonie 

jądrowej, co pozostaje w zgodzie z faktem, iż rozmiar porów znajdujących się w błonie 

jądrowej nie przekracza 25 nm.81 Akumulacja Ful–DOX na błonie jądrowej i brak penetracji 

do wnętrza jądra komórkowego uniemożliwiają cytotoksyczne działanie DOX, jakim jest  

m. in. jej interkalacja pomiędzy pary zasad DNA. Dalsze badania i ewentualne modyfikacje 

koniugatu Ful–DOX zostały więc zaniechane. 

 

 

Rysunek 10. Analiza biologiczna in vitro koniugatu Ful–DOX. A, B. Żywotność komórek MDA MB 

231 inkubowanych przez 28 godzin wolną formą DOX (lewy panel) oraz koniugatem Ful–DOX (prawy 

panel) w zakresie stężeń od 0 do 4 µM. C, D Żywotność komórek MCF-7 inkubowanych przez 28 godzin 

wolną formą DOX (lewy panel) oraz koniugatem Ful–DOX (prawy panel) w zakresie stężeń od 0 do 4 

µM.E, F Żywotność komórek T47D inkubowanych przez 28 godzin wolną formą DOX (lewy panel) oraz 

koniugatem Ful–DOX (prawy panel) w zakresie stężeń od 0 do 4 µM.G, H Żywotność komórek PC3 

inkubowanych przez 28 godzin wolną formą DOX (lewy panel) oraz koniugatem Ful–DOX (prawy 

panel) w zakresie stężeń od 0 do 4 µM. I Obrazy otrzymane przy wykorzystaniu mikroskopii konfokalnej 

dla komórek MCF-7 inkubowanych wolną formą DOX oraz koniugatem Ful-DOX. Jądro komórkowe 

zostało wybarwione przy użyciu Hoechst 33342. Szczegółowy opis zaprezentowanych wyników znajduje 

się w publikacji P1. 
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2. Dostarczanie doksorubicyny poprzez nośnik wrażliwy na działanie metaloproteinaz 

macierzy pozakomórkowej [P2, P3] 

 
 Wyniki otrzymane w pierwszym etapie projektu i opisane w pracy P1 nadały nowy 

kierunek dalszym badaniom. W kolejny etapie postanowiłam wykorzystać nośnik wrażliwy na 

działanie wybranej klasy enzymów, których nadekspresja jest obserwowana w przypadku 

komórek nowotworowych. W tym celu wytypowałam MMP–2 oraz MMP–9 (MMP–2/–9) jako 

jedne z ciekawszych i dobrze opisanych markerów nowotworowych. Dane literaturowe 

proponują szereg sekwencji peptydowych specyficznych względem MMP–2/–9, których 

degradacja odbywa się dwuetapowo, prowadząc do uwolnienia transportowanego leku.82,83  

Kratz i współpracownicy zaprezentowali szereg danych jakościowych i ilościowych, 

charakteryzując uwalnianie DOX w funkcji czasu z nośnika wrażliwego na MMP.84 

Początkowo obserwowany jest produkt pośredni jako wynik działania MMP na DDSs,  

a dopiero w drugim etapie następuje całkowite uwolnienie DOX. Produkt pośredni (powstający 

w pierwszym etapie trawienia) obserwowany jest nawet do 10 godzin po rozpoczęciu inkubacji 

z MMP. Obserwacje Kratza’a skłoniły mnie do głębszych rozważań nad molekularnym 

mechanizmem działania produktu pośredniego na DNA.  

 

Ponieważ jednym z głównych mechanizmów działania DOX jest jej interkalacja do 

dwuniciowego DNA postanowiłam zbadać zachodzenie tego procesu dla produktu 

pośredniego.85 W tym celu, zaproponowałam oktapeptyd (8–pep) o sekwencji glicyna1–

prolina2–leucyna3–glicyna4–leucyna5–alanina6–glicyna7–glicyna8, jako substrat ulegający 

hydrolizie w obecności MMP. W pierwszej kolejności zbadałam czy zaprojektowany 8–pep 

ulega hydrolizie w obecności MMP. Z punktu widzenia badań nad nośnikami wrażliwymi na 

działanie MMP istotne jest, aby substrat był wydajnie trawiony przez wybrany enzym. Dzięki 

wykorzystaniu wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) i analizie MALDI-TOF 

wykazałam, iż hydroliza wiązania peptydowego zachodzi w pozycji …–glicyna4–leucyna5–….. 

Dokładna analiza ilościowa potwierdziła, że zaproponowany 8–pep jest odpowiednim 

substratem do opracowania nośnika DOX wrażliwego na MMP. Po 12 godzinach inkubacji 8–

pep z MMP obserwowałam mniej niż 20% substratu (Rys. 12A,B oraz Rys. 2A,B w P2). Aby 

scharakteryzować zachowanie produktu przejściowego przeprowadziłam jego dwuetapową 

syntezę (Rys. 11 oraz Rys. 3 w P2) stosując tetrapeptyd (4–pep) leucyna5–alanina6–glicyna7–

glicyna8 (produkt trawienia 8–pep), posiadający dodatkowo osłonę Fmoc w celu tymczasowej 

ochrony grupy α-aminowej N-końcowego aminokwasu (Fmoc–4–pep).86  
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W pierwszym etapie chroniony 4–pep sprzęgałam z DOX używając metody mieszanych 

bezwodników, która polegała na kondensacji chloromrówczanu isobutylu (ClCOOiBu) z N-

chronionym 4–pep w obecności trietyloaminy (TEA) w DMF.87 Następnie, do otrzymanej 

mieszaniny dodałam DOX otrzymaną w wyniku osobnej reakcji chlorowodorku DOX z TEA 

w DMF. Otrzymany produkt Fmoc–4–pep–DOX 6 oczyszczałam z wykorzystaniem 

kolumnowej preparatywnej chromatografii cieczowej. Drugim krokiem, była deprotekcja 

Fmoc–4–pep–DOX 6 przy zastosowaniu 50% roztworu morfoliny w DMF. Otrzymany produkt 

końcowy 4–pep–DOX 7 oczyszczałam za pomocą HPLC.  

 

 

Do scharakteryzowania oddziaływań 4–pep–DOX oraz wolnej formy DOX  

z fragmentem DNA o długości 20 par zasad zastosowałam szereg technik instrumentalnych, 

włączając w to spektrofotometrię UV-vis, spektrofluorymetrię, i izotermiczną kalorymetrię 

miareczkową (ITC, ang. isothermal titration calorimetry). Spektrofotometria UV-vis pozwoliła 

na zidentyfikowanie oddziaływań DOX i 4–pep–DOX z DNA poprzez porównanie widma 

ligandów (DOX i 4–pep–DOX) z widmem powstałego kompleksu ligand/DNA w trakcie 

miareczkowania ligandów wzrastającą ilością DNA (Rys. 12C,D oraz Rys. 4A,B w P2). 

Według literatury, cechą charakterystyczną powstawania kompleksów jest przesunięcie 

maksimum absorbcji kompleksu w kierunku fal dłuższych.88 Faktycznie, w przypadku 

miareczkowania DOX wodnym roztworem DNA zaobserwowałam nieznaczne przesunięcie 

widma w tym kierunku. W przypadku spektrofluorymetrii, do badania wspomnianych wyżej 

Rysunek 11. Schemat syntezy 4-pep-DOX. 
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oddziaływań stosuje się miareczkowanie fluorescencyjne. Fluorofory, tutaj DOX i 4–pep–DOX 

były miareczkowane kolejnymi porcjami DNA, a następnie dokonywano pomiaru 

intensywności fluorescencji (Rys. 12E,F oraz Rys. 5A,B w P2). Unieruchomienie fluoroforów 

w kompleksie z DNA może powodować wygaszenie wraz ze wzrostem stężenia wygaszacza 

(DNA) w mieszaninie. Otrzymane dane jednoznacznie wskazują na mechanizm gaszenia 

statycznego, które w przeciwieństwie do gaszenia dynamicznego polega na natychmiastowym 

odebraniu energii wzbudzenia DOX i 4–pep–DOX przez DNA. Interesującą metodą 

pomiarową dającą informacje o pełnym profilu termodynamicznym reakcji oddziaływania 

liganda z DNA jest ITC.89 Zachodzący proces wiązania liganda do DNA powoduje efekty 

cieplne – ciepło może być wydzielane lub pochłaniane w zależności od obserwowanego 

oddziaływania.  

 

W każdym z powyższych eksperymentów wodne roztwory DOX oraz 4–pep–DOX 

miareczkowano roztworem DNA. Wykorzystując odpowiednie równania obliczono stałe 

wiązania/asocjacji (KA) i dysocjacji (KD) oraz energię swobodną (∆G) procesu interkalacji 

DOX i 4–pep–DOX do DNA. Dodatkowe parametry termodynamiczne jak entalpia (∆H)  

i entropia (∆S) zostały wyznaczone na podstawie izoterm otrzymanych z pomiarów 

kalorymetrycznych. Uzyskane dane, pozwoliły stwierdzić, że produkt pośredni hydrolizy jest 

w stanie oddziaływać z DNA. Przykładowo, ∆GITC obliczona na podstanie danych 

kalorymetrycznych wynosi odpowiednio -8,26 kcal/mol dla układu DOX…DNA  

i -5.78 kcal/mol dla 4–pep–DOX. Ujemne wartości ∆GITC świadczą o spontanicznym 

zachodzeniu procesu interkalacji dla obu związków. Godnym podkreślenia jest fakt, że stałe 

termodynamiczne otrzymane eksperymentalnie, zarówno dla procesu interkalacji DOX, jak  

i 4–pep–DOX są porównywalne z danymi teoretycznymi. Stosując dynamikę molekularną, 

przeanalizowano profile energii swobodnej wiązania ligandów z DNA (∆G), które dodatkowo 

ujawniły różne miejsca interkalacji wolnej formy DOX i 4–pep–DOX (Rys. 12G oraz Rys. 

10A,B w P2). Może być to wynik modyfikacji DOX poprzez wprowadzenie do struktury 

łańcucha peptydowego, który ukierunkował wiązanie się 4–pep–DOX do DNA  

w dużym rowku, tak jak zachodzi to w przypadku większych molekuł (np. białka, Rys. 12H 

oraz Rys. 11 w P2).90 Oddziaływania tego typu nie obserwowano dla wolnej formy DOX, która 

interkaluje w małym rowku.91 Ponadto zgodnie z literaturą, DOX tworzy kompleksy 

interkalacyjne z DNA w miejscach zawierających sekwencję 5’-GC-3’ i 5’-CG-3’, co wpływa 

bezpośrednio na elastyczność podwójnej helisy, powodując jej relaksację.92 Dlatego wszystkie 
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opisane pomiary przeprowadziłam dla dwuniciowego oligonukleotydu zawierającego 

powtarzające się pary zasad 5’-CG-3’.  

 

Na podstawie otrzymanych wyników można przypuszczać, że uwolnienie DOX  

z produktu przejściowego nie jest konieczne do efektywnego działania cytotoksycznego 

związku i już sam 4–pep–DOX może znacząco zaburzać procesy komórkowe. Dlatego  

w kolejnym etapie postanowiłam otrzymać nośnik wrażliwy na działanie MMPs, posługując 

się wcześniej opisanym 8–pep (PEG–8–pep–DOX, P3).  

 

Po nieudanej próbie otrzymania aktywnego biologicznie nośnika Ful–DOX opisanego 

w publikacji P1, wykazującego tendencję do agregacji ze względu na obecność hydrofobowego 

fulerenu, zdecydowałam nie wykorzystywać go do dalszych modyfikacji łańcuchem 

peptydowym. Za nośnik posłużył natomiast wcześniej otrzymany ester aktywny 3 (nie 

zawierający w strukturze cząsteczki fulerenu C60; Rys. 8). W celu otrzymania koniugatu PEG–

8–pep–DOX przeprowadziłam trzyetapową syntezę (Rys. 13 oraz Rys. 1 w P3). Początkowo, 

oktapeptyd (8–pep) chroniony Fmoc sprzęgałam z DOX przy użyciu wcześniej opisanej 

metody mieszanych bezwodników. W drugim kroku, otrzymany Fmoc–8–pep–DOX 8 

traktowałam 50% morfoliną w celu usunięcia osłony Fmoc, a następnie otrzymany 8–pep–

DOX poddałam reakcji z estrem aktywnym 3, otrzymując końcowy produkt PEG–8–pep–DOX  

9. Koniugat PEG–8–pep–DOX oczyszczałam przy użyciu metody HPLC. Ponadto, koniugat 

PEG–8–pep–DOX zidentyfikowałam za pomocą techniki MALDI-TOF. Otrzymane widmo 

MALDI-TOF było w dobrej zgodności z widmami obserwowanymi w przypadku fragmentacji 

koniugatu Ful–DOX 5 i rozpadem cząsteczki doksorubicyny. 
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Rysunek 12. Analiza fizykochemiczna oraz teoretyczna procesu interkalacji DOX i 4-pep-DOX 

do DNA. A. Chromatogramy HPLC zarejestrowane dla 8-pep inkubowanego z MMP w czasie 12 

godzin. B. Wydajność trawienia 8–pep w funkcji czasu. C. Zmiany widma absorpcyjnego DOX w 

trakcie miareczkowania roztworem DNA zarejestrowane w zakresie długości fal 350-600 nm. D. 

Zmiany widma absorpcyjnego 4–pep–DOX w trakcie miareczkowania roztworem DNA 

zarejestrowane w zakresie długości fal 350-600 nm. E. Intensywność flurescencji DOX 

miareczkowania roztworem DNA. F. Intensywność flurescencji 4–pep–DOX miareczkowania 

roztworem DNA. G. Interkalacja DOX i 4–pep–DOX do DNA wraz z profilem energii swobodnej 

tworzenia kompleksu ligand/DOX. H. Miejsca interkalacji DOX i 4–pep–DOX do DNA. 

Szczegółowy opis zaprezentowanych wyników znajduje się w pracy P2. 
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 W celu scharakteryzowania koniugatu PEG–8–pep–DOX zdecydowałam się na pomiar 

potencjału zeta, który daje informację o ładunku powierzchniowym. Koniugat PEG–8–pep–

DOX wykazywał ujemny ładunek, co może osłabiać wychwyt komórkowy ze względu na 

również ujemnie naładowaną błoną komórkową. Morfologię koniugatu scharakteryzowałam 

przy użyciu mikroskopii sił atomowych (AFM, ang. atomic force microscopy) Zarejestrowałam 

szereg obrazów AFM, przedstawiających agregaty o kształcie fibryli (Rys. 14B-F oraz  

Rys. 3B-F w P3). Wysokość obserwowanych fibryli wynosiła 6, 12, 15 i 24 nm, i odpowiadała 

wielokrotności wysokości pojedynczej cząsteczki koniugatu wynoszącej około 3 nm (Rys. 14A 

oraz Rys. 3A w P3), co świadczy o silnych oddziaływaniach pomiędzy cząsteczkami 

koniugatu.93 Obserwowana zdolność do agregacji sugeruje obniżoną aktywność biologiczną 

PEG–8–pep–DOX. Postanowiłam zatem zbadać mechanizm agregacji, tak aby określić czy 

wiązanie peptydowe ulegające hydrolizie w wyniku działania MMP jest dostępne dla enzymu 

pomimo tworzenia fibryli. W tym celu wykorzystałam symulacje dynamiki molekularnej dla 

monomeru, dimeru, tetrameru oraz oktameru PEG–8–pep–DOX (Rys. 15A,B oraz Rys. 4  

i Rys. 5A-C w P3 ). Wyniki obliczeń MD sugerują, że cząsteczki wykazują wysoką tendencję 

do tworzenia fibryli. Dla wszystkich układów wyznaczono procentowy udział fragmentu DOX, 

8–pep i łańcucha PEG w zewnętrznej warstwie agregatów (Rys. 15C oraz Rys. 6A,B w P3).  

W przypadku DOX jest to około 39%, dla peptydu 37%, a fragment PEG to jedynie 24% 

powierzchni zewnętrznej fibryli. Taka struktura agregatów i eksponowanie fragmentu 

peptydowego może świadczyć o tym, że pomimo agregacji fragment peptydowy wrażliwy na 

działanie MMP jest dostępny dla efektywnego działania enzymu. W celu dokładniejszej analizy 

Rysunek 13. Schemat syntezy PEG–8–pep–DOX (oznaczonego jako DOX–8–pep–PEG–8–pep–DOX).  
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mechanizmu agregacji zidentyfikowano fragmenty koniugatu mające największy udział 

podczas zachodzenia tego procesu. Analiza kontaktów wykazała, że proces ten zachodzi 

poprzez oddziaływania pomiędzy cząsteczkami DOX oraz fragmentu peptydowego z DOX.  

 

 Otrzymane wyniki sugerują, że pomimo agregacji koniugatu PEG–8–pep–DOX 

powinien on nadal być aktywny biologicznie, ze względu na ekspozycję wrażliwego na MMP 

fragmentu peptydowego. Zdecydowałam się więc na przeprowadzenie testu MTT, w celu 

określenia działania cytotoksycznego koniugatu w stężeniach 0, 0,1 i 1 µM (Rys. 15D oraz Rys. 

7 w P3). Test przeprowadziłam dla trzech wybranych linii komórek nowotworowych: 

włókniakomięsaka HT-1080, raka piersi MDA-MB-436 (linia wykazujące wysoką ekspresję 

MMP) oraz raka piersi MCF-7 (linia komórkowa wykazująca niską ekspresję MMP). PEG–8–

pep–DOX przejawiał właściwości cytotoksyczne względem linii HT-1080 i MDA-MB-436, 

skutkując obniżeniem żywotności o 25% dla najwyższego stężenia koniugatu. Efekt ten nie był 

obserwowany w przypadku linii MCF-7 (żywotność >100%), co może być bezpośrednio 

związane z brakiem wzmożonej ekspresji MMP. Dodatkowo, zaskakujący efekt wzrostu 

żywotności komórek MCF-7 można wytłumaczyć potencjalnym rozpoznawaniem peptydu 

przez inne receptory błony komórkowej, co skutkuje promowaniem wzrostu komórek. Wyniki 

te mogą wskazywać, iż koniugat redukuje wzrost komórek wykazujących nadekspresję MMP 

Rysunek 14. Analiza AFM koniugatu PEG–8–pep–DOX. A. Obraz pojedynczej cząsteczki koniugatu 

PEG–8–pep–DOX (lewy panel) wraz z przekrojem poprzecznym (prawy panel). B-F. Obrazy 

zarejestrowane dla obserwowanych fibryli (lewy panel). Wraz z ich przekrojami poprzecznymi (prawy 

panel). Szczegółowy opis zaprezentowanych wyników znajduje się w manuskrypcie P3. 



 35 

i wykazuje tym samym selektywność, jednak efekt cytotoksyczny jest niższy niż spodziewany. 

Tak niski efekt można tłumaczyć niewystarczającym stężeniem enzymu  

w badanym układzie lub za krótkim czasem inkubacji. 

 

 Podsumowując, koniugat PEG–8–pep–DOX pomimo obserwowanej agregacji 

wykazuje umiarkowaną aktywność biologiczną względem linii komórkowych 

charakteryzujących się nadekspresją MMP. Doniesienia literaturowe oraz przeprowadzone 

przeze mnie analizy sugerują, że DDSs wrażliwe na działanie MMP są interesującym  

i dynamicznie rozwijającym się kierunkiem badań, które w przyszłości mogą zaowocować 

nową grupą terapeutyków.94,95  

 

3. Dostarczanie doksorubiciny oraz siRNA za pomocą nanocząstek lipidowych [P4] 

 

 Nanocząstki lipidowe (LNP), posiadające dobrze zorganizowaną sferyczną strukturę  

i pożądane właściwości wymagane do wydajnego wychwytu komórkowego, są idealnymi 

systemami do dostarczania kwasów nukleinowych.96,97 Dodatkowe wprowadzenie do LNP 

zawierającego RNA (RNA–LNP) leku przeciwnowotworowego, np. DOX, może zaburzać 

Rysunek 15. Analiza procesu agregacji koniugatu PEG-8-pep-DOX. A. Przykładowe struktury 

agregatów zawierające kolejno 2, 4 i 8 cząsteczek koniugatu PEP–8–pep–DOX. B. Średnia wartość 

promienia żyracji oraz moment bezwładności względem głównych osi wraz z przykładową strukturą 

agregatu dla 16 cząsteczek koniugatu PEP–8–pep–DOX. C. Pole powierzchni agregatów koniugatu 

PEP–8–pep–DOX dostępne dla rozpuszczalnika oraz liczba kontaktów pomiędzy DOX, PEG i 8–pep. 

D. Żywotność komórek MCF-7, MDA-MB-436 oraz HT-1080 inkubowanych koniugatem PEP–8–pep–

DOX w czasie 72 godzin. Szczegółowy opis zaprezentowanych wyników znajduje się w manuskrypcie 

P3. 
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strukturę LNP i zmniejszać wydajność enkapsulacji RNA oraz bezpośrednio wpływać na 

destabilizację struktury.98 W związku z powyższym zaproponowałam i otrzymałam RNA–

LNP, która następnie została zmodyfikowana powierzchniowo poprzez wprowadzenie DOX. 

Ze względu na coraz częstszą oporność komórek nowotworowych na działanie 

chemioterapeutyków i na sukcesy terapii przy użyciu siRNA, zdecydowałam się na użycie 

siRNA powodującego represję genu bcl-2 i deregulację ekspresji antyapoptycznego białka  

Bcl-2.  

 

W pierwszym etapie badań zoptymalizowałam proces otrzymywania LNP, stosując 

siRNA wyciszający gen lucyferazy (siLuc). LNP otrzymałam przy użyciu techniki mieszania 

mikroprzepływowego, polegającej na połączeniu fazy wodnej zawierającej RNA z fazą 

etanolową w składzie: jonizowalny lipid (C12-200), fosfolipid posiadający grupę tiolową 

(PTE), cholesterol oraz PEG-lipid (C14-PEG2000).99,100 Mieszanie odbywało się przy użyciu 

systemu pomp podłączonych do jednokanałowej płytki wykonanej z poli(dimetylosiloksanu), 

posiadającej dwa wejścia, odpowiednio na fazę wodą i etanolową, oraz jedno wyjście 

umożliwiające zebranie utworzonej mieszaniny (Rys. 16 oraz Rys. 1A w P4). Jednym  

z najistotniejszych parametrów podczas procesu otrzymywania LNP jest stosunek molowy 

jonizowalnego lipidu i siRNA, ponieważ wpływa on na wydajność enkapsulacji. Zastosowane 

przeze mnie stosunki molowe wytypowane zostały na podstawie danych literaturowych  

i wynosiły 5:1 (LNP1) oraz 15:1 (LNP2). Wszystkie LNP scharakteryzowałam przy użyciu 

DLS i pomiaru potencjału zeta. Średni promień hydrodynamiczny otrzymanych LNP mieścił 

Rysunek 16. Schemat otrzymywania LNP2 oraz w dalszym etapie LNP2–DOX przy 

zastosowaniu mieszania mikroprzepływowego oraz reakcja addycji przy wykorzystaniu PTE i 

Aldorubicyny.  
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się w zakresie od 65 do 95 nm, a nanocząstki charakteryzowały się niewielkim ładunkiem 

ujemnym. Następnie zbadałam otrzymane LNP in vitro. Aby ocenić potencjalne efekty 

cytotoksyczne oraz wydajność wyciszania genu lucyferazy zastosowałam linię komórkową 

chłoniaka Burkitt’a (Raji) wykazującą wysoką aktywność genu reporterowego lucyferazy. 

Traktowanie komórek Raji LNP1 prowadziło do znaczącego spadku żywotności, jednak tego 

efektu nie obserwowałam dla nanocząstek LNP2 (Rys. 17A oraz Rys. 2A w P4). 

Zaprojektowane LNP wyciszały ekspresję lucyferazy w komórkach Raji (Rys. 17B oraz Rys. 

2B w P4). W przypadku LNP1 obserwowałam nieznaczne obniżenie luminescencji natomiast 

dla LNP2 obniżenie intensywności fluorescencji wynosiło aż 58% względem kontroli (Rys. 

17C oraz Rys. 2C w P4). Na podstawie powyższych wyników do dalszych badań 

wytypowałam LNP2 jako układ o najkorzystniejszych parametrach fizykochemicznych, nie 

wywołujący efektów cytotoksycznych oraz prowadzący do wydajnego wyciszania genu 

lucyferazy.  

 

W celu przyłączenia DOX do powierzchni LNP2 użyłam klinicznie przebadanej Aldorubicyny, 

posiadającej w swojej strukturze grupę maleinową oraz wiązanie hydrazonowe, które może 

sprzyjać selektywnemu uwalnianiu DOX w obniżonym pH. Ze względu na obecność grupy 

maleinowej w strukturze Aldorubicyny zdecydowałam się na zastosowanie reakcji addycji typu 

Michaela. Reakcja Michaela polega na addycji nukleofilowej do α,β-nienasyconego wiązania 

C=C występującego, np. w grupie maleimidowej.101 Należy wspomnieć, iż nukleofilem  

w przypadku tej reakcji jest anion tiolowy powstały w wyniku odszczepienia atomu wodoru  

z grupy tiolowej.102 Dlatego w pierwszym kroku, otrzymaną wcześniej LNP2 zawierająca grupę 

tiolową (obecną w strukturze użytego PTE) traktowałam Aldorubicyną i inkubowałam przez  

2 godziny (Rys. 16 oraz Rys. 1A w P4). Następnie mieszaninę poddałam dializie w PBS  

Rysunek 17. Analiza biologiczna in vitro zaprojektowanych LNP. A. Żywotność 

komórek Raji traktowanych otrzymanaych LNP w stężeniu 50 nM w czasie 48 godzin. 

B. Ekspresja lucyferazy obserwowana w komórkach Raji inkubowanych otrzymanymi 

LNP w stężeniu 50 nM. C. Wydajność wyciszania genu lucyferazy obliczona na 

podstawie intensywności luminescencji. Szczegółowy opis zaprezentowanych wyników 

znajduje się w manuskrypcie P4. 
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i przefiltrowałam przy użyciu filtrów strzykawkowych, otrzymując produkt końcowy LNP2–

DOX. LNP2–DOX charakteryzował się zbliżonym promieniem hydrodynamicznym oraz zeta 

potencjałem do LNP2. Kolejnym etapem, była analiza widm absorpcyjnych LNP2, wolnej 

formy DOX oraz produktu końcowego LNP2–DOX (Rys. 18A oraz Rys. 3A w P4). Widmo 

absorpcyjne LNP2–DOX przypomina sumę widma LNP2 oraz DOX z ich charakterystycznymi 

maksimami, przy czym pasma te charakteryzują się obniżoną intensywnością w porównaniu do 

widm LNP2 i DOX. Wynik ten świadczy o udanej koniugacji LNP2 z Aldorubicyną. Oprócz 

pomiarów DLS zastosowałam również transmisyjną mikroskopię elektronową (TEM, ang. 

transmission electron microscopy) (Rys. 18B oraz Rys. 3B w P4). Obrazy TEM przedstawiały 

pojedyncze sferyczne struktury o średnim rozmiarze około 70 nm, co było w dobrej zgodności 

z wynikami DLS (Rys. 18C oraz Rys. 3B w P4). Ponieważ LNP2–DOX posiada w strukturze 

wiązanie hydrazonowe, wrażliwe na środowisko kwaśne zbadałam profil uwalniania DOX  

z LNP2–DOX w warunkach fizjologicznych oraz przy pH 5.1, które odpowiada pH 

obserwowanemu w endosomach lub późnych lizosomach. Tak jak oczekiwałam, profil 

uwalniania DOX z LNP2–DOX zależał od wartości pH buforu w którym się znajdował badany 

nośnik (Rys. 18D oraz Rys. 3D w P4). Wyniki eksperymentu dla pH 5.1 wskazały, że 80% 

DOX zostało uwolnione z nośnika już po 8 godzinach inkubacji, natomiast w przypadku pH 

fizjologicznego było to jedynie 40%. Otrzymane rezultaty badania uwalniania leku z LNP2–

DOX, pozwalają przypuszczać, że LNP2–DOX może zredukować systemową toksyczność 

DOX i zwiększyć akumulację leku w komórkach nowotworowych.  

 Ocenę wychwytu komórkowego i uwalniania DOX in vitro przeprowadziłam  

z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej (Rys. 19A oraz Rys. 4A w P4). Komórki Raji  

z wybarwionym jądrem komórkowym traktowałam LNP2–DOX w czasie 0, 3, 6 oraz  

10 godzin. Uzyskane wyniki wskazują, iż po upływie 6 godzin DOX stopniowo akumuluje się 

w jądrze komórkowym, przy jednoczesnym pojawianiu się sygnału fluorescencji DOX  

Rysunek 18. Charakterystyka fizykochemiczna LNP2. A. Widma absorpcyjne zarejestrowana dla 

LNP2, DOX oraz LNP2–DOX w zakresie długości fal 350-650 nm. B. Rozkład średniego promienia 

hydrodynamicznego dla LNP2–DOX. C. Obraz LNP2–DOX zestresowany przy użyciu TEM. Skala:  

200 nm. D. Profil uwalniania DOX z LNP2–DOX w buforach o pH 5.1 oraz 7.4 zarejestrowany w czasie 

24 godzin. Szczegółowy opis zaprezentowanych wyników znajduje się w manuskrypcie P4. 
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w cytoplazmie. Obrazy otrzymane po 10 godzinach inkubacji jednoznacznie wskazują na 

całkowitą akumulację DOX w jądrze komórkowym.  

 Ważną kwestią do rozważenia przy zastosowaniu LNP2–DOX jest zwiększenie 

cytotoksyczności DOX, gdy komórkowe antyapoptyczne mechanizmy są osłabione ze względu 

na wyciszanie genu bcl-2 poprzez wprowadzenie do komórki siRNA. Dlatego wymagane było 

potwierdzenie wygaszenia genu bcl-2, a tym samym obniżenie ekspresji białka Bcl-2. W tym 

celu zastosowałam metodę Western Blot. Zastosowanie tej metody pozwoliło mi na analizę 

ilościową eksprymowanego białka Bcl-2 w komórkach Raji traktowanych LNP2, które 

transportowały siRNA wyciszający gen bcl-2 (siBcl2 LNP2). Obserwowałam znaczące 

obniżenie poziomu ekspresji białka Bcl-2 wynoszące 55% w porównaniu do siLuc LNP2 (Rys. 

19B oraz Rys. 4B w P4). Jednakże, wyciszenie genu bcl-2 było niewystarczające do osiągnięcia 

Rysunek 19. Analiza biologiczna in vitro LNP2–DOX. A. Wychwyt komórkowy 

i uwalnianie DOX w komórkach Raji inkubowanyach LNP2–DOX w czasie 3, 6  

i 10 godzin. Obrazy zarejestrowane przy użyciu mikroskopii konfokalnej. Skala: 

10 µm. B. Ilość białka Bcl-2 w komórkach Raji traktowanych siBcl2 LNP2 oraz 

siLuc LNP2 wyznaczona przy użyciu metody Western Blot. C. Żywotność komórek 

Raji inkubowanych siBcl-2 LNP2 i siBcl-2 LNP2–DOX w zakresie stężeń od 0 do 

100 nM w czasie 24 i 48 godzin. D. Wyznaczenie aktywności kaspazy 3  

w komórkach Raji przy użyciu cytometrii przepływowej. Szczegółowy opis 

zaprezentowanych wyników znajduje się w pracy P4. 
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efektów cytotoksycznych, co wykazały wyniki testu CellTirer-Glo (Rys. 19C oraz Rys. 4C  

w P4). siBcl2 LNP2 nawet po upływie 48 godzin nie hamowały proliferacji komórek Raji  

w całym spektrum użytych stężeń. Dopiero siBcl2 LNP2 z przyłączoną DOX (siBcl2 LNP2–

DOX) przejawiały właściwości cytotoksyczne. siBcl2 LNP2–DOX po inkubacji z komórkami 

Raji przez dwie doby obniżały żywotność do 60% już przy stężeniu 25 nM. Spadek żywotności 

obserwowałam wraz ze wzrostem stężenia siBcl2 LNP2–DOX. Przy najwyższym użytym 

stężeniu nanocząstek żywotność komórek Raji wyniosła jedynie 6%.   

 Wcześniejsze doniesienia literaturowe wskazują, że DOX jest skutecznym czynnikiem 

proapoptycznym, inicjującym apoptozę komórek nowotworowych.103 Kluczową rolę w tym 

procesie odgrywają kaspazy, w tym kasapaza 3, która indukuje apoptozę poprzez szlak 

mitochondrialny.104 W celu oceny proapoptycznych właściwości siBcl2 LNP2 oraz siBcl2 

LNP2–DOX zastosowałam cytometrię przepływową (Rys. 19D oraz Rys. 4D w P4). siBcl2 

LNP2 nie powodowały istotnych statystycznie zmian aktywności kaspazy 3. Największe 

zmiany w aktywności kaspazy 3 obserwowałam w przypadku komórek traktowanych siBcl2 

LNP2–DOX. Tutaj aktywność kaspazy 3 była 1,5 razy większa w porównaniu do pozostałych 

badanych grup. Otrzymane wyniki sugerują, iż siBcl2 LNP2–DOX może wpływać na 

aktywność kaspazy 3 i wywoływać apoptozę w linii komórkowej Raji.  

 Kluczowym etapem badań była analiza potencjału terapeutycznego siBcl2 LNP2–DOX 

na modelu mysim. Na przeprowadzenie badań uzyskano zgodę University of Pennsylvania 

Institution of Animal Care and Use Committee. W badaniach tych posłużyłam się dojrzałymi 

samcami myszy szczepu NSG (ang. NOD scid gamma) charakteryzującymi się niedoborem 

immunologicznym. Dwa tygodnie po podskórnej inokulacji w prawą kończynę miedniczną 

komórek linii nowotworowej Raji wykazującej aktywność genu reporterowego lucyferazy 

osobniki zostały podzielone na odpowiednie grupy: kontrola (podawano PBS), siLuc LNP2, 

siBcl2 LNP2 oraz siBcl2 LNP2–DOX. Badane związki, w ilości 1 µg/mysz, były wstrzykiwane 

bezpośrednio do guza co trzy dni (Rys. 20A oraz Rys. 5A w P4). Badania zakończono 11 dni 

po rozpoczęciu terapii. Wielkość guza przez cały okres trwania eksperymentu monitorowałam 

poprzez pomiar bioluminescencji, a następie otrzymane dane znormalizowałam względem dnia 

0 (Rys. 20B oraz Rys. 5B w P4). Otrzymane wyniki pokazują znaczący wzrost guza w grupie 

kontrolnej. Zarejestrowany ostatniego dnia badań sygnał luminescencji pochodzący z guza był 

10-krotnie intensywniejszy w porównaniu do dnia 0 (Rys. 20C oraz Rys. 5C w P4). Grupa 

poddana terapii przy użyciu siLuc LNP2 wykazywała podobny trend w przyroście guza, co 

sugeruje brak aktywności przeciwnowotworowej. Interesującą obserwacją było spowolnienie 
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wzrostu guza w grupie poddanej terapii z siBcl2 LNP2. Wynik ten znacząco różni się od 

otrzymanych przeze mnie rezultatów badań in vitro. Przeprowadzona analiza in vitro nie 

wskazywała na jakiekolwiek efekty cytotoksyczne względem linii komórkowej Raji, jednak 

efekt taki obserwowałam w przypadku badań in vivo. Ta jakże ciekawa obserwacja może być 

tłumaczona potencjalnym brakiem dodatkowych czynników proapoptycznych w badaniach in 

vitro, jak np. hipoksja.105 Co istotne, po 11 dniach terapii z użyciem siBcl2 LNP2-DOX rozmiar 

guza nie wykazywał przyrostu, sugerując, iż terapia skojarzona z zastosowaniem siBcl-2 i DOX 

jest najefektywniejszą formą leczenia. Dodatkowo, podczas całego okresu trwania terapii nie 

zaobserwowałam spadku masy ciała osobników oraz żadnych niepokojących zmian w ich 

zachowaniu (Rys. 20D oraz Rys. 5D w P4).  

 

 Podsumowując, opracowany system siBcl2 LNP2–DOX, wykazujący silne efekty 

terapeutyczne poprzez zastosowanie terapii skojarzonej, w przyszłości może być obiecującym 

kandydatem w terapiach przeciwnowotworowych. Zaprojektowany układ może posłużyć do 

transportu innych rodzajów kwasu nukleinowego, jak również zostać ukierunkowany na inne 

geny.  

 

 

Rysunek 20. Analiza biologiczna in vivo LNP2–DOX. A. Oś czasu zastosowana podczas badań in 

vivo. B. Przykładowe obrazy myszy NSG podczas pomiaru luminescencji na początku i końcu 

prowadzonej terapii. C. Krzywe wzrostu guza podczas 11 dni terapii. Dane znormalizowane 

względem dnia 0. D. Średnia masa osobników w trakcie trwania terapii. Szczegółowy opis 

zaprezentowanych wyników znajduje się w manuskrypcie P4.  
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IV. Podsumowanie 

  

 Tematyka przedłożonej rozprawy doktorskiej obejmuje zagadnienia związane  

z projektowaniem i otrzymaniem potencjalnych DDSs, służących do wydajnego dostarczania 

DOX oraz siRNA. Podjęta tematyka badań wpisuje się w obecne trendy opisywane  

w literaturze. Przeprowadzone badania miały na celu wyselekcjonowanie DDSs, który 

wykazuje najlepsze właściwości fizykochemiczne, efekty terapeutyczne i potencjał 

aplikacyjny. 

  

 Uzyskane w toku badań wyniki wykazały, że: 

• Badane DDSs charakteryzowały się różnorodną aktywnością biologiczną, wynikającą 

z ich struktury chemicznej i właściwości. 

• Koniugat Ful–DOX cechował się wysoką tendencją do agregacji, co skutkowało jego 

akumulacją w błonie jądrowej i brakiem efektów cytotoksycznych względem 

badanych linii nowotworowych.  

• Produkt przejściowy potencjalnego trawienia DDSs przez MMP (4–pep–DOX) 

posiada właściwości umożliwiające interkalację do DNA. 

• Interkalacja 4–pep–DOX odbywa się w dużym rowku DNA, co jest charakterystyczne 

dla makromolekuł i odróżnia ten układ od wolnej formy DOX, interkalującej w małym 

rowku.  

• Koniugat PEG–8–pep-DOX tworzy fibryle w wyniku agregacji zachodzącej poprzez 

oddziaływania DOX z DOX oraz fragmentu peptydowego z DOX.  

• Efekty cytotoksyczne dla koniugatu PEG–8–pep–DOX były obserwowane  

w przypadku linii komórkowej wykazującej wzmożoną ekspresję MMP.  

• Uwalnianie DOX z LNP2–DOX zachodzi wydajniej w pH 5.1 niż w pH 

fizjologicznym, co może skutkować zwiększoną akumulacją leku w komórkach 

nowotworowych.  

• siBcl-2 LNP2–DOX wykazuje znaczące efekty cytotoksyczne względem badanej linii 

komórkowej, nawet przy najniższym zastosowanym stężeniu.  

• siBcl-2 LNP2–DOX hamuje ekspresję antyapoptycznego białka Bcl-2 oraz podwyższa 

aktywność kaspazy 3.  

• Terapia skojarzona przy użyciu DOX i Bcl-2 silnie hamuje wzrost guza w modelu 

mysim chłoniaka Burkitt’a. 
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Podsumowując, przeprowadzone przeze mnie badania i uzyskane wyniki uzupełniają 

dotychczasowy stan wiedzy na temat DDSs stosowanych w transporcie DOX i siRNA. Ponadto 

stanowią one doskonały punkt wyjściowy do dalszych badań, zwłaszcza nad nośnikiem LNP2 

opisanym w manuskrypcie P4, który charakteryzuje się znakomitymi właściwościami 

terapeutycznymi względem chłoniaka Burkitt’s.  

 

Zastosowanie DDSs w transporcie leków niesie za sobą wielki potencjał i w przyszłości 

platformy te zostaną zapewne wykorzystane jako skuteczna forma terapii 

przeciwnowotworowych. 
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VI. Wykaz rysunków i tabel 

Rysunek 1. Historyczna oś czasu przedstawiająca zmiany zachodzące w dziedzinie DDSs wraz 

z przykładami komercyjnie dostępnych leków. 16 

Rysunek 2. Laureaci Nagrody Nobla w dziedzinie chemii nagrodzeni w 1996 roku za odkrycie 

fulerenów. 17 

Rysunek 3. Schemat dwuetapowego uwalniania leku z nośnika wrażliwego na działanie 

metaloproteinaz macierzy zewnątrzkomórkowej (MMP). 18 

Rysunek 4. Schemat struktury nanocząstki lipidowej (LNP). 19 

Rysunek 5. Struktura chemiczna doksorubicyny (DOX). 20 

Rysunek 6. Schemat mitochondrialnego szlaku apoptozy regulowanego przez białko Bcl-2. 21 

Rysunek 7. Szlak działania interferujących RNA (opis w tekście). 22 

Rysunek 8. Schemat syntezy koniugatu Ful-DOX 5. 25 

Rysunek 9. Charakterystyka fizykochemiczna koniugatu Ful–DOX. A. Eksperymentalnie 

otrzymane widmo absorbancji dla DOX, fulerenu C60 oraz koniugatu Ful–DOX, zarejestrowane 

w zakresie długości fal 350-700 nm. B. Teoretyczne widmo absorbancji otrzymane dla DOX, 

fulerenu C60 oraz koniugatu Ful–DOX przy użyciu metod kwantowochemicznych DFT. C. 

Zoptymalizowana struktura fulerenu C60 PM6 D.  Zoptymalizowana struktura DOX. E. 

Zoptymalizowana struktura koniugatu Ful–DOX. F. Rozkład średniego promienia 

hydrodynamicznego zarejestrowany dla koniugatu Ful–DOX. G. Widmo fluorescencji 

rejestrowane wraz ze wzrastającym stężeniem koniugatu Ful–DOX. Szczegółowy opis 

zaprezentowanych wyników znajduje się w publikacji P1. 26 

Rysunek 10. Analiza biologiczna in vitro koniugatu Ful–DOX. A, B. Żywotność komórek 

MDA MB 231 inkubowanych przez 28 godzin wolną formą DOX (lewy panel) oraz 

koniugatem Ful–DOX (prawy panel) w zakresie stężeń od 0 do 4 µM. C, D Żywotność komórek 

MCF-7 inkubowanych przez 28 godzin wolną formą DOX (lewy panel) oraz koniugatem Ful–

DOX (prawy panel) w zakresie stężeń od 0 do 4 µM.E, F Żywotność komórek T47D 

inkubowanych przez 28 godzin wolną formą DOX (lewy panel) oraz koniugatem Ful–DOX 

(prawy panel) w zakresie stężeń od 0 do 4 µM.G, H Żywotność komórek PC3 inkubowanych 

przez 28 godzin wolną formą DOX (lewy panel) oraz koniugatem Ful–DOX (prawy panel) w 

zakresie stężeń od 0 do 4 µM. I Obrazy otrzymane przy wykorzystaniu mikroskopii konfokalnej 

dla komórek MCF-7 inkubowanych wolną formą DOX oraz koniugatem Ful-DOX. Jądro 

komórkowe zostało wybarwione przy użyciu Hoechst 33342. Szczegółowy opis 

zaprezentowanych wyników znajduje się w publikacji P1. 27 
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Rysunek 11. Schemat syntezy 4-pep-DOX. 29 

Rysunek 12. A. Chromatogramy HPLC oktapeptydu inkubowanego z MMP w czasie 12 

godzin. B. Wydajność trawienia oktapeptydu w czasie. Widma absorpcyjne DOX (C) i 4-pep-

DOX (D) miareczkowanych wzrastającym stężeniem DNA. Intensywność fluorescencji DOX 

(E) i 4-pep-DOX (F) miareczkowanego wzrastającym stężeniem DNA. G. Interkalacja 

ligandów do DNA i profil energii swobodnej tworzenia komplesku ligand.DNA. H. Miejsca 

interklacji ligandów do DNA w zależności od rowka DNA. Szczegółowy opis 

zaprezentowanych wyników znajduje się w publikacji P2. 32 

Rysunek 13. Schemat syntezy PEG-8-pep-DOX. 33 

Rysunek 14. Analiza AFM koniugatu PEG–8–pep–DOX. A. Obraz pojedynczej cząsteczki koniugatu 

PEG–8–pep–DOX (lewy panel) wraz z przekrojem poprzecznym (prawy panel). B-F. Obrazy 

zarejestrowane dla obserwowanych fibryli (lewy panel). Wraz z ich przekrojami poprzecznymi (prawy 

panel). Szczegółowy opis zaprezentowanych wyników znajduje się w manuskrypcie P3. 34 

Rysunek 15. Analiza teoretyczna procesu agregacji koniugatu PEG-8-pep-DOX. A. 

Przykładowe struktury agregatów zawierające kolejno 2, 4 i 8 cząsteczek koniugatu PEP–8–

pep–DOX. B. Średnia wartość promienia żyracji oraz moment bezwładności względem 

głównych osi wraz z przykładową strukturą agregatu dla 16 cząsteczek koniugatu PEP–8–pep–

DOX. C. Pole powierzchni agregatów koniugatu PEP–8–pep–DOX dostępne dla 

rozpuszczalnika oraz liczba kontaktów pomiędzy DOX, PEG i 8–pep. D. Żywotność komórek 

MCF-7, MDA-MB-436 oraz HT-1080 inkubowanych koniugatem PEP–8–pep–DOX w czasie 

72 godzin. Szczegółowy opis zaprezentowanych wyników znajduje się w manuskrypcie P3. 35 

Rysunek 16. A. Schemat otrzymywania LNP2 oraz w dalszym etapie LNP2–DOX przy 

zastosowaniu mieszania mikroprzepływowego oraz reakcja addycji przy wykorzystaniu PTE i 

Aldorubicyny. 36 

Rysunek 17. Analiza biologiczna in vitro zaprojektowanych LNP. A. Żywotność komórek Raji 

traktowanych otrzymanaych LNP w stężeniu 50 nM w czasie 48 godzin. B. Ekspresja 

lucyferazy obserwowana w komórkach Raji inkubowanych otrzymanymi LNP w stężeniu 50 

nM. C. Wydajność wyciszania genu lucyferazy obliczona na podstawie intensywności 

luminescencji. Szczegółowy opis zaprezentowanych wyników znajduje się w manuskrypcie P4. 

37 

Rysunek 18. Charakterystyka fizykochemiczna LNP2. A. Widma absorpcyjne zarejestrowana 

dla LNP2, DOX oraz LNP2–DOX w zakresie długości fal 350-650 nm. B. Rozkład średniego 

promienia hydrodynamicznego dla LNP2–DOX. C. Obraz LNP2–DOX zestresowany przy 

użyciu TEM. Skala: 200 nm. D. Profil uwalniania DOX z LNP2–DOX w buforach o pH 5.1 



 54 

 
oraz 7.4 zarejestrowany w czasie 24 godzin. Szczegółowy opis zaprezentowanych wyników 

znajduje się w manuskrypcie P4. 38 

Rysunek 19. Analiza biologiczna in vitro LNP2-DOX. A. Wychwyt komórkowy i uwalnianie 

DOX w komórkach Raji inkubowanyach LNP2-DOX w czasie 3, 6  

i 10 godzin. Obrazy zarejestrowane przy użyciu mikroskopii konfokalnej. Skala: 10 µm. B. 

Ilość białka Bcl-2 w komórkach Raji traktowanych siBcl-2 LNP2 oraz siLuc LNP2 wyznaczona 

przy użyciu metody Western Blot. C. Żywotność komórek Raji inkubowanych siBcl-2 LNP2 i 

siBcl-2 LNP2-DOX w zakresie stężeń od 0 do 100 nM w czasie 24 i 48 godzin. D. Wyznaczenie 

aktywności kaspazy 3 w komórkach Raji przy użyciu cytometrii przepływowej. Szczegółowy 

opis zaprezentowanych wyników znajduje się w pracy P4. 39 

Rysunek 20. A. Analiza biologiczna in vivo LNP2–DOX. A. Oś czasu zastosowana podczas 

badań in vivo. B. Przykładowe obrazy myszy NSG podczas pomiaru luminescencji na początku 

i końcu prowadzonej terapii. C. Krzywe wzrostu guza podczas 11 dni terapii. Dane 

znormalizowane względem dnia 0. D. Średnia masa osobników w trakcie trwania terapii. 

Szczegółowy opis zaprezentowanych wyników znajduje się w manuskrypcie P4. 41 
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1. 1H NMR and MS analysis 

 

 

 

Fig. S1 1H NMR spectrum of compound 3 
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Fig. S2 MALDI-TOF mass spectrum of compound 3 in negative ionization mode; for ion identities see the table 

below 
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Fig. S3 MALDI-TOF mass spectrum of compound 4 in negative ionization mode; for ion identities see the table 

below 
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Fig. S4 MALDI-TOF mass spectrum of compound 5 in negative ionization mode; for ion identities see the table 

below 

 

Compound Chemical structure 
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Fig. S5 MALDI-TOF mass spectrum of compound 6 in positive ionization mode; for ion identities see the table 

below 
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6a 

 

M = 719.9752 

 

 

Fig. S6 MALDI-TOF mass spectrum of compound 7 in negative ionization mode; for ion identities see the table 

below 
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2. TLC analysis 

 

 

Fig. S7 TLC plates visualized with UV light. A) the preparative TLC plate from the coupling reaction between 

compound 6 and doxorubicin (after 24 h), B) purified compound 7 (right lane), the mixture before purification 

(middle lane) unidentified contamination (the left lane). 
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3. TD-DFT calculations 

 

Table S1 Most important (oscillator strength > 0.05) electronic transitions as calculated by the TD-

DFT/B3LYP/def2-SVP method 

Compound Wavelength [nm] Energy [eV] Oscillator 

strength 

Main contribution 

DOX 465.67 2.6624 0.29 HOMO → LUMO 

FUL-DOX 483.56 2.564 0.06 HOMO → LUMO+4 

480.52 2.5802 0.07 HOMO-1 → LUMO+3 

HOMO → LUMO+4 

HOMO-2 → LUMO+3 

476.07 2.6043 0.10 HOMO-2 → LUMO+3 

HOMO-1 → LUMO+3 

Fullerene - - - - 
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Fig. S8 The most important molecular orbitals taking part in the electronic transitions for DOX and Ful-DOX as 

calculated by the TD-DFT/B3LYP/def2-SVP methods (isosurface value equal to 0.02 a.u.-3/2) 
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Compound Chemical structure 

A  

 
[M + Na+]exp = 2831.5730; [M + Na+]the = 2831.94 

B  

 
 

[M + K+] exp = 583.2577; [M + K+]the = 583.54 

C  

 
 

[M + K+] exp = 1286.3788; [M + K+]the = 1286.37 

D  

 
[M + K+] exp = 1682.3717; [M + K+]the = 1682.72 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S1. MALDI-TOF mass spectrum of compound 8 in positive ionization mode and ion

identities (exp-experimental mass; the-theoretical mass).
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Figure S2. AFM images of representative large scan area (10x10 µm) of PEG-pep-DOX 

deposited on mica surface, presenting structures formed by this conjugate; both aggregated, 

fibrillar forms and small, singular objects. 
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Table S1. Details of simulated systems. 

 

No. of PEG-pep-DOX No. of water molecule Ions Unit cell len. (a × b × c) [nm] 

1 17655 

 

K+: 43 

Cl−: 43 

9.22 × 9.22 × 6.28 

2 28079 K+: 68 

Cl−: 68 

10.69 × 10.69 × 7.56 

4 31137  K+: 76 

Cl−: 76 

11.12 × 11.12 × 7.86 

8 54028 K+: 132 

Cl−: 132 

13.32 × 13.32 × 9.42 

16 67965 K+: 168 

Cl−: 168 

14.45 × 14.45 × 10.22 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figure S3. Viability of MCF-7, MDA-MB-436 and HT-1080 cell lines incubated for 72 h with

free DOX (0,1 and 1 µM). Results are shown as the mean ± SD of at least three independent

experiments performed in triplicate. Effect of DOX for cell growth was compared to control –

untreated conditions, * p< 0,1, ** p <0,01, *** p<0,001.
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IX. Spis dorobku naukowego 
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• [P6] D. O. Zavodovskiy, N. V. Bulgakova, I. Sokołowska, Y. Pryluskyy, U. Ritter,  

O. O. Gonchar, A. I. Kostyukov, O. V. Vlasenko, K. Butowska, J. Piosik, A.V. Maznychenko, 

Water-soluble pristine C60 fullerenes increase in force of isometric muscle contraction in 

inflammatory pain model in rats. Scientific Reports, 2021, przesłana 

Współczynnik wpływu: 4.379 

 

• [P7] H. Zhang, X. Han, M. G. Alameh, M. S. Padilla, L. Xue, K. Butowska, D. Weissman,  

M. J. Mitchell, Rational design of anti-inflammatory lipid nanoparticles for mRNA delivery. 

Journal of Biomedical Materials Research -Part A, 2021, w recenzji 

Współczynnik wpływu: 4.396 

 

• [P8] X. Han, H. Zhang, K. Butowska, K. L. Swingle, M.-G. Alameh, D. Weissman,  

M. J. Mitchell, An ionizable lipid toolbox for RNA delivery. Nature Communications, 2021,  

w recenzji  

Współczynnik wpływu: 14.919 

 

• [P9] O. O. Gonchar, A.V. Maznychenko, O.M. Klyuchko, I.M. Mankovska, K. Butowska,  

A. Borowik, J. Piosik, I. Sokołowska, C60 fullerene reduces 3-nitropropionic acid-induced 

oxidative stress disorders and mitochondrial dysunction in rats by modulation of P53, Bcl-2 

and Nrf2 targeted proteins. International Journal of Molecular Sciences, 2020, 21, 6923.  

Współczynnik wpływu: 5.923 

 

• [P10] A.V. Maznychenko, N.V. Bulgakova, I. V. Sokołowska, K. Butowska, A. Borowik,  

O.P. Mankivska, J. Piosik, T. Tomiak, O.O. Gonchar, V.O. Maisky, A.I. Kostyukov, Fatigue-

induced Fos immunoreactivity within the lumbar cord and amygdala decreases after C60 

fullerene pretreatment, Scientific Reports, 2020, 10, 1–12. 

Współczynnik wpływu: 4.379 

 

• [P11] H. Myszka, D. Grzywacz, M. Zdrowowicz, P. Spisz, K. Butowska, J. Rak, J. Piosik,  

M. Jaśkiewicz, W. Kamysz, B. Liberek, Design, synthesis and biological evaluation of betulin-

3-yl 2-amino-2-deoxy-B-D-glycopyranosides. Bioorganic Chemistry, 2019, 30, 2327–2338.  

Współczynnik wpływu: 5.275 

 

• [P12] A. Borowik, K. Butowska, K. Konkel, R. Banasiuk, N. Derewonko, D. Wyrzykowski, 

M. Davydenko, V. Cherepanov, V. Styopkin, Y. Pryluskyy, P. Pohl, A. Królicka, J. Piosik, The 

impact of surface functionalization on the biophysical properties of silver nanoparticles. 

Nanomaterials, 2019, 9, 973.   

Współczynnik wpływu: 4.034 

 

• [P13] J. Ameixa, E. Arthur-Baidoo, R. Meisser, S. Makurat, W. Kozak, K. Butowska,  

F. Ferreira da Silva, J. Rak, S. Denifl, Low-energy electron-induced decomposition of  

5-trifluoromethanesulfonyl-uracil: a potential radiosensitizer. The Journal of Chemical 

Physics, 2018, 149, 164–307.  

Współczynnik wpływu: 3.488 

 

Sumaryczny współczynnik wpływu: 46.339 

 

Sumaryczny współczynnik wpływu publikacji [P1] – [P13]: 72.438 
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2. Rozdziały w monografiach 

• [R1] M. Zdrowowicz, L. Chomicz-Mańka, K. Butowska, P. Spisz, K. Falkiewicz, A. Czaja,  
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• [G1] Narodowe Centrum Nauki, Maestro (2015 – 2016): Od modelu molekularnego in silico do 

odpowiedzi komórkowej in vitro. Modyfikowane nukleozydy jak radio- bądź/i fotosensybilizatry 
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Rola: Wykonawca 
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5. Konferencje 
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Chemii "Chemia wydobyta wiedzą", Pokrzywna, Polska, 2015. 
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F. Ferreira da Silva, J. Rak, S. Denifl, Electron attachment of OTfU: a potential radiosensitizer, 

MD-GAS WG1 & WG2 Meeting, on-line, 2021.  

 

• [PS3] I. Mruk, K. Butowska, J. Piosik, Influence of platinum nanoparticles on the biological 

activity of doxorubicin, e-Zjazd Zimowy SSPTChem, on-line, 2020. 

 

• [PS4] P. Bełdzińska, K. Butowska, D. Wyrzykowski, J. Piosik, Interactions of platinum 

nanoparticles with cisplatin and their influence on the biological activity of the analyzed 

substance, e-Zjazd Zimowy SSPTChem, 2020. 
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• [PS5] I. Mruk, K. Butowska, D. Wyrzykowski, Modulation of doxorubicin biological activity 

by platinum nanoparticles, I Studenckie Sympozjum Chemiczne, on-line, 2020. 

 

• [PS5] P. Bełdzińska, K. Butowska, D. Wyrzykowski, J. Piosik, Interactions of platinum 
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• [PS6] K. Butowska, A. Borowik, K. Konkel, D. Wyrzykowski, J. Piosik, Functionalized silver 

nanoparticles interactions with model mutagen ICR-191, Intercollegiate Biotechnology 

Symposium "Symbioza", Warszawa, Polska, 2019. 

 

• [PS7] K. Konkel, K. Butowska, D. Wyrzykowski, J. Piosik, Functionalized silver nanoparticles 
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Konferencja Naukowa Wydziału Farmaceutycznego z OML, Gdańsk, Polska, 2018. 

 

• [PS10] K. Butowska, M. Zdrowowicz, J. Rak, Metronidazole - a potential radiosensitizer,  
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PKCM Conference on Reaction Kinetics in Condensed Matter, Łódź, Polska, 2018. 

 

• [PS11] A. Woziwodzka, A. Borowik, K. Butowska, J. Piosik, Assessing caffeine impact on cell 
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experimental studies, Bioinnovation International Summit, Gdańsk, Polska, 2017. 

 

• [PS13] K. Butowska, M. Zdrowowicz, P. Wityk, J. Rak, Na drodze do rozwiązania zagadki 

radiosensybilizujacego działania metronidazolu, XLIV Ogólnopolska Szkoła Chemii "Poznaj 

nasza chemie", Poznan, Polska, 2016. 

 

• [PS14] K. Butowska, M. Zdrowowicz, P. Wityk, M. Żyndul, K. Stoknicki, K. Bobrowski,  

J. Rak, Influence of metronidazole on DNA damage induced by ionizing radiation. Is 

metronidazole a radiosensitizer or radioprotector? 55 Zjazd Polskiego Towarzystwa 

Chemicznego, Gdańsk, Polska, 2015. 

 

• [PS15] K. Butowska, P. Wityk, L. Chomicz, J. Rak, Oxygen-mimetic radiosensitizers for use 

in radiotherapy, International Science Conference-Chemistry, Environmental and 

Nanotechnology, Gdańsk, Polska, 2015. 

 

• [PS16] K. Butowska, P. Wityk, L. Chomicz, J. Rak, Jak działaja radiosensybilizatory? 

Badania metoda teorii funkcjonału gestości (DFT), Ogólnopolskie Mikrosympozjum 

Chemików "Chemia-zaczyna sie dziś", Białystok, Polska, 2015. 

 

• [PS17] P. Wityk, L. Chomicz, M. Wieczor, J. Czub, K. Butowska, J. Rak, A DFT study of 
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• [PS18] P. Wityk, K. Butowska, L. Chomicz, J. Rak, How do oxygen-mimetic radiosensitizers 

work? A DFT study, 22nd Young Research Fellows Meeting Chemistry and Biology:  
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• [PS19] K. Butowska, Radiosensibilizatory o wysokim powinowactwie do elektronu, XVII 
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2014. 

 

Sumaryczna ilość konferencji: 25 
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• Narodowa Agencja Wymiany Akademickiej, Program im. Iwanowskiej (2020 – 2021): 

Multifunctional lipid nanoparticles for overcoming biological barriers to drug delivery. 
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