W UNIWERSYTET SLASKI

W KATOWICACH

Autoreferat przedstawiajacy opis dorobku 1 osiggni¢¢ naukowych w zwigzku z
ubieganiem si¢ 0 nadanie stopnia doktora habilitowanego

SYNTEZA ORAZ ZASTOSOWANIA
NANOMATERIAEOW FULLERENOWYCH W CHEMII
MEDYCZNEJ

Zalacznik nr 3

Dr inz. Maciej Serda

Dziedzina nauk Scistych i przyrodniczych
Dyscyplina naukowa: nauki chemiczne

Instytut Chemii
Wydziat Nauk Scistych i Technicznych
Uniwersytet Slaski w Katowicach

Katowice, 2023



SPIS TRESCI

1. INfOrmMacje O QULOIZE ...........eeeueeeeeneeeencereencereeneereeneeressessesssssesssssnsssssnsssnses 3
W 1 T4 Y/ 7.4 1 | (o1 1 - N 3
3. Zatrudnienie i Staze ZAGraNiCZNe...........cceeveeereeierensreesirnssreesssassssssssnsosnssnns 3

4. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego z art. 219 ust. 1 pkt 2 ustawy z dnia
20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478

ZPOZN. ZIM.) cuueaeeeeenereeneerenniereensesessesrnsessesssssnsssssesssssnsssssssssssssssssnssssssssssnnsans 4

4.2 Cykl powiqzanych tematycznie artykutow naukowych opublikowanych w

czasopismach z listy filadelfijskiej sktadajgcych sie na osiggniecie naukowe 4
4.3 Opis 0siqgniecia NAUKOWE(GO...........cccceeerireeiirnnireeiirnsirenissnsosnssssesssnssssnnes 8

5. Informacja o wykazywaniu sie istotnqg aktywnoscig naukowq albo
artystycznq realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub

instytucji kultury, w szczegolnosci zagraniczneg. ...............ceeeeeeeeecereencevennennn. 33

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz

popularyzujgcych nauke Iub SZLUKE.............cceueeueeeeeeneeeireneeeirenereseenereseesernnennns 34
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Informacje o autorze

Maciej Serda

Data urodzenia: 18 marzec 1985
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Dane kontaktowe:

Telefon: 323591514

E-mail: maciej.serda@us.edu.pl

ORCID ID: 0000-0003-4926-5782

2.

Wyksztalcenie

Dyplom magistra inzyniera nauk chemicznych, nadany przez Politechnike Slaska,
Wydziat Chemiczny w dniu 07/07/2009 roku. Tytut pracy dyplomowej: Badania nad
syntezq pochodnych o-aminokwasow z wigzaniem C,-P z pochodnych o-
benzotriazolilo-a-aminokwasow, (promotor: prof. dr hab. inz. Roman Mazurkiewicz) -
praca obroniona z wyr6znieniem, indywidualny tok studiow.

Dyplom doktora nauk chemicznych, nadany przez Uniwersytet Slaski, Instytut Chemii,
w dniu 26/11/2013 r. w Katowicach. Tytul pracy doktorskiej: Synteza i aktywnosé
biologiczna nowych analogow tiosemikarbazonowych chelatorow zelaza (promotor:
prof. dr hab. inz. Jarostaw Polanski) - praca doktorska obroniona z wyrdznieniem.

Zatrudnienie i staze zagraniczne

Studia doktoranckie (pazdziernik 2009 — wrzesien 2013) — Uniwersytet Slaski w
Katowicach, Wydzial Matematyki, Fizyki i Chemii, Instytut Fizyki.

Staz naukowy, Wydzial Farmaceutyczny Uniwersytetu Karola w Pradze (filia Hradec
Kralove, Czechy), pazdziernik 2010-luty 2011, grupa prof. Martina Dolezala, program
Erasmus.

Starszy wykladowca w Instytucie Chemii Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach,
listopad 2013-wrzesien 2014.

Adiunkt w Instytucie Chemii Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, Pazdziernik
2014- obecnie.

Stanowisko typu postdok, Wydzial Chemiczny, The University of Chicago, Stany
Zjednoczone Ameryki, luty- listopad 2015, grupa prof. Viresha Rawala.
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e Stanowisko typu postdok, Wydzial Chemiczny, Rice University, Stany Zjednoczone
Ameryki, listopad 2015- luty 2017, grupa prof. Lona Wilsona, stypendium The Welch
Foundation.

e Wizyta naukowa na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Komenskiego w
Bratystawie, czerwiec 2018, grupa prof. Josefa Jampilka, finansowanie z programu
Erasmus.

e Stanowisko typu visiting scholar, Wydziat Chemiczny, The University of Chicago,
Stany Zjednoczone Ameryki, luty- lipiec 2022, grupa badawcza prof. Viresha Rawala,
stypendium Fundacji Kos$ciuszkowskie;j.

4. Wskazanie osiagni¢cia wynikajacego z art. 219 ust. 1 pkt 2 ustawy z
dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021
r. poz. 478 z p6zn. Zm.)

4.1 Tytul osiagni¢cia naukowego:

SYNTEZA ORAZ ZASTOSOWANIA NANOMATERIAtOW FULLERENOWYCH W
CHEMII MEDYCZNEJ

4.2 Cykl powiazanych tematycznie artykulow naukowych opublikowanych w
czasopismach z listy filadelfijskiej skladajacych si¢ na osiagniecie naukowe

*autor korespondujqgcy

IF —wskaZnik Impact Factor wg JCR zgodnie z rokiem opublikowania; punkty MNiSW — liczba punktéw zgodnie

z wykazem czasopism naukowych MNiSW dla danego okresu.
H1. Maciej Serda, Matthew J. Ware, Jared M. Newton, Sanchit Sachdeva, Martyna
Krzykawska-Serda, Lam Nguyen, Justin Law, Andrew O Anderson, Steven A. Curley, Lon J
Wilson*, Stuart J. Corr*, Development of photoactive Sweet-Cs for pancreatic cancer stellate
cell therapy, Nanomedicine, 2018, 13, 23, 2981-2993. DOI: 10.2217/nnm-2018-0239.

1F2018= 4,717; MNISW: 100 punktow (lista 2018)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu oraz
wykonaniu syntez i oczyszczaniu nanomateriatu fullerenowego wraz z jego charakterystykq
fizykochemiczng. Dodatkowo napisatem wersje koncowq artykutu wraz z omowieniem i analizg
wynikow chemicznych i biofizycznych, korespondencjq z edytorem i recenzentami,
przygotowaniem odpowiedzi na uwagi recenzentow. Ponadto bytem kierownikiem projektu
SONATA obejmujgcym badania opisane w tej pracy, a takZie gwarantujgcym finansowanie
zadan eksperymentalnych.



H2. Maciej Serda®, Katarzyna Malarz, Anna Mrozek-Wilczkiewicz, Marcin Wojtyniak,
Robert Musiol, Steven A Curley, Glycofullerenes as non-receptor tyrosine kinase inhibitors-

towards better nanotherapeutics for pancreatic cancer treatment, Scientific Reports, 2020, 10,
1, 1-11. DOI: 10.1038/s41598-019-57155-7

1F2020= 4,38; MNISW: 140 punktow (lista 2018)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu glownej hipotezy badawczej
dotyczqcej inhibicji kinaz tyrozynowych przez nanomaterialy fullerenowe. Zaprojektowatem
Sciezki syntetyczne otrzymywania glikofullerenow, wraz z wykonaniem syntezy, oczyszczania
i pelng charakterystykq spektralng. Ponadto bylem kierownikiem projektu SONATA
obejmujgcym badania opisane w tej pracy a takze gwarantujgcym finansowanie zadan
eksperymentalnych.

H3. Pawel Nalepa, Robert Gawecki, Grzegorz Szewczyk, Katarzyna Balin, Mateusz Dulski,
Mieczystaw Sajewicz, Anna Mrozek-Wilczkiewicz, Robert Musiot, Jaroslaw Polanski, Maciej
Serda”, 4 [60]fullerene nanoconjugate with gemcitabine: synthesis, biophysical properties and
biological evaluation for treating pancreatic cancer, Cancer Nanotechnology, 2020, 11:2.
DOI: 10.1186/s12645-020-00058-4

1F2020=5,095; MNISW: 100 punktow (lista 2020);

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji otrzymania nanokoniugatu
fullerenu z gemcytabing, zaplanowaniu eksperymentow, nadzorowaniu prac mgr Pawta Nalepy
oraz udziatem w wykonaniu eksperymentow, analizq i interpretacjq otrzymanych wynikow.
Napisatem ostatecznej wersje publikacji, wraz z korespondencjq z edytorem i recenzentami,
przygotowaniem odpowiedzi na uwagi recenzentow. Kierowalem projektem naukowym
SONATA obejmujgcym wszystkie badania opisane w tej pracy.

H4 Maciej Serda“, Grzegorz Szewczyk, Olga Krzysztynska-Kuleta, Julia Korzuch, Mateusz
Dulski, Robert Musiol, Tadeusz Sarna, Developing [60]Fullerene Nanomaterials for Better
Photodynamic Treatment of Non-Melanoma Skin Cancers, ACS Biomaterials Science &
Engineering, 2020, 6, 10, 5930-5940. DOI: 10.1021/acsbiomaterials.0c00932

1F2020= 4,749; MNISW: 140 punktow

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan porownawczych
dotyczgcych fotochemii a takze biofizyki wybranych gliko- oraz aminofullerenow oraz ich
zastosowania w terapii nowotworow skory. Bytem odpowiedzialny za opracowanie i wykonanie
prac eksperymentalnych, w tym syntezy i analizy fizykochemicznej otrzymanych



aminofullerenow oraz sprawowatem opieke nad doktorantkg mgr Julig Korzuch.
Przygotowatem wersje finalng manuskryptu, bytem odpowiedzialny za korespondencje
z edytorem oraz edytowanie tekstu w czasie i po recenzjach. Kierowatem projektem naukowym
SONATA obejmujgcym wszystkie badania opisane w tej pracy.

H5. Julia Korzuch, Monika Rak, Katarzyna Balin, Maciej Zubko, Olga Glowacka,
Mateusz Dulski, Robert Musiot, Zbigniew Madeja, Maciej Serda®, Towards water-soluble
[60]fullerenes for the delivery of siRNA in a prostate cancer model, Scientific Reports, 2021,
11:10565. DOI: 10.1038/s41598-021-89943-5

IF2021= 4,996; MNISW: 140 punktow

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji transfekcji siRNA
z uzyciem aminofullerenow, syntezie nanomateriatow fullerenowych a takze nadzorowaniu
prac doktorantki Julii Korzuch. Bylem rowniez odpowiedzialny za napisanie koncowej wersji
artykutu, wraz z omowieniem wynikow biochemicznych, a takze korespondencjg z edytorem
i przygotowaniem odpowiedzi na recenzje jak autor korespondencyjny. Ponadto, kierowatem
projektem naukowym OPUS obejmujgcym wszystkie badania opisane w tej pracy.

H6 Maciej Serda®, Robert Gawecki, Mateusz Dulski, Mieczystaw Sajewicz, Ewa Talik,
Magdalena Szubka, Maciej Zubko, Katarzyna Malarz, Anna Mrozek-Wilczkiewicz, Robert
Musiol, Synthesis and applications of [60]fullerene nanoconjugate with 5-aminolevulinic acid
and its glycoconjugate as drug delivery vehicles, RSC Advances, 2022, 12, 6377-6388. DOI:
10.1039/D1RA08499B

1F2022=3,9; MNISW: 100 punktow

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegal na zaprojektowaniu struktur nanomateriatow
fullerenowych, opracowaniu i wykonaniu ich Sciezki syntetycznej, a takze metod oczyszczania
oraz charakterystyki spektralnej i chromatograficznej. Ponadto bytem odpowiedzialny za
przygotowanie wersji ostatecznej manuskryptu, a takie prowadzitem korespondencje
z edytorem oraz recenzentami jako autor korespondencyjny. Dodatkowo, bylem kierownikiem
projektu SONATA obejmujgcym badania opisane w tej pracy a takze gwarantujgcym
finansowanie zadan eksperymentalnych.

H7 Maciej Serda®, Katarzyna Malarz, Julia Korzuch, Magdalena Szubka, Maciej Zubko,
Robert Musiol, In Situ Cellular Localization of Nonfluorescent [60] Fullerene Nanomaterial in
MCF-7 Breast Cancer Cells, ACS Biomaterials Science & Engineering, 2022, 8, 8, 3450-3462.
DOI: 10.1021/acsbiomaterials.2c00542

1F2022=5,8; MNISW: 140 punktow



Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan wizualizacji
fullerenow w komorkach nowotworowych, zaprojektowaniu partnerow azydkowych oraz petnej
charakterystyki spektralnej otrzymanych zwigzkow. Dodatkowo napisatem wprowadzenie do
artykutu, wraz z omowieniem i analizq wynikow chemicznych i analizy chemicznej,
korespondencjq z edytorem i recenzentami, przygotowaniem odpowiedzi na uwagi recenzentow
jako autor korespondencyjny. Ponadto bytem kierownikiem projektu SONATA obejmujgcym
badania opisane w tej pracy a takze gwarantujgcym finansowanie zadan eksperymentalnych.

HS8. Dominik Dreszer, Grzegorz Szewczyk, Magdalena Szubka, Anna Maron, Anna Urbisz,
Karol Malota, Justyna Sznajder, Magdalena Rost-Roszkowska, Robert Musiol, Maciej Serda”,
Uncovering nanotoxicity of a water-soluble and red-fluorescent [70]fullerene nanomaterial,
Science of The Total Environment, 2023, 879, 163052.

DOI: 10.1016/j.scitotenv.2023.163052
1F2022=9,8; MNISW: 200 punktow

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na zaprojektowaniu fluoroscencyjnego nanomateriatu
fullerenowego wraz z jego syntezq, metodami oczyszczania oraz analizq fizykochemiczng.
Nadzorowatem prace mgr Dominika Dreszera wraz z wykonywaniem eksperymentow.
Dodatkowo napisatem ostateczng wersje artykutu, wraz z korespondencjq z edytorem
i recenzentami, przygotowaniem odpowiedzi na uwagi recenzentow jako  autor
korespondencyjny.

H9. Maciej Serda*, Julia Korzuch, Dominik Dreszer, Martyna Krzykawska-Serda, Robert
Musiol, Interactions between modified fullerenes and proteins in cancer nanotechnology, Drug
Discovery Today, 2023, 28, 9, 103704.

DOI:10.1016/j.drudis.2023.103704
1F2022= 7,4; MNISW: 200 punktow

Moj wkiad w powstanie tej pracy przeglgdowej polegal na zaproponowaniu tematyki
badawczej, krytycznej analizie aktualnych doniesien literaturowych dotyczqcych odziatywan
nanomateriatow fullerenowych z biatkami. Zredagowatem wszystkie podrozdzialy w pracy, a
takze przygotowatem wersje koncowq artykutu, wraz z odpowiedziami dla recenzentow. Moj
wklad polegal rowniez na kierowaniu projektem naukowym OPUS, obejmujgcym badania
opisane w tej pracy.

Podsumowanie cyklu publikacji

We wszystkich wyzej wymienionych pracach jestem gléwnym autorem (pierwszym lub/i
autorem korespondencyjnym)

Suma IF: 50,837
Sredni IF: 5,65
Liczba punktow MNISW: 1260



4.3 Opis osiagniecia naukowego
4.3.1 Wprowadzenie

W klasycznym uje¢ciu naukowym chemia medyczna opisuje problemy badawcze
zwigzane z projektowaniem, synteza oraz badaniem wilasciwosci biologicznych zwigzkow
maloczasteczkowych, jak rowniez ztozonych zwiazkéw naturalnych oraz biopolimerow.
W tym kontek$cie nanomateriaty fullerenowe sga bardzo ciekawa grupa zwiazkéw oraz
inspiracja do dalszych badan!. Jest to spowodowane tym, ze sg one doskonatym tgcznikiem
pomiedzy zwigzkami niskoczasteczkowymi a $wiatem odziatywan nanometrycznych-
niemodyfikowane fullereny sa wielkosci 0,7 nm (Ceo). Co ciekawe, moga by¢ one dogodnym
substratem do szeregu reakcji chemicznych pozwalajacych na ich praktycznie dowolna
modyfikacje strukturalng, a nawet otwarcie klatki fullerenowej iumieszczenie wewnatrz
dodatkowych czgsteczek (przyktadowo wody)? >.

Moje badania naukowe koncentruja si¢ na modyfikacji strukturalnej
nanomaterialow fullerenowych tak, aby otrzymac ich nowe, rozpuszczalne w wodzie
pochodne wykazujace dzialanie przeciwnowotworowe.

Od czasu swojego odkrycia w 1985 roku nanomateriaty fullerenowe stanowig obiekt
zainteresowania naukowcow zajmujacych si¢ fizykochemia materiatdéw, a takze chemig
syntetyczng. Ich inspirujaca, architektoniczna struktura (fulleren Ceo to dwudziesto$cian $cigty
o hybrydyzacji wszystkich atomow wegla sp?), a takze interesujace wlasciwosci
spektroskopowe i elektrochemiczne wydawaly si¢ by¢ gwarancja szybkich 1 atrakcyjnych
zastosowan. Jednakze z perspektyw badan biologicznych, gtéwna wada tych nanomateriatow
byla skrajnie niska rozpuszczalno$¢ w wodzie i brak rozwini¢tych metod syntetycznych
pozwalajacych na otrzymanie duzej biblioteki pochodnych*. Poczatkowe problemy syntetyczne
zostaty do$¢ szybko przezwycigzone poprzez odkrycie trzech gltownych typow reakeji,
utatwiajacych otrzymanie rozpuszczalnych w wodzie nanomateriatow fullerenowych (Rysunek

1):

e reakcji substratu fullerenowego z mocng zasada (NaOH, KOH) lub tez kwasem
(H2SO4), czgsto w obecnos$ci katalizatora przeniesienia miedzyfazowego,
pozwalajacej na otrzymanie odpowiedniego fullerenolu (zwiazek 1) 6,

e reakcji Bingela-Hirscha-cyklopropanacji klatki fullerenowej w obecnosci silnej
zasady oraz z uzyciem pochodnych kwasu malonowego (zwiazek 2)’,

e reakcji Prato- cykloaddycji 1,3-dipolarnej, z uzyciem odpowiedniego zwigzku
karbonylowego oraz pochodnej N-metyloglicyny (zwigzek 3)8.

Udoskonalenie metod produkcji przemystowej fullerenow Ceo oraz Cro, jak i metod ich
oczyszczania chromatograficznego, zaowocowalo zwigkszong dostepnoscia syntetyczng oraz
przyspieszyto opracowanie nowych pochodnych fullerenéw wykazujacych aktywnos¢
biologicznanp.in. jako inhibitorow wirusa HIV-1 (pochodne N-metylopirolidynofullerenu) oraz



zwigzkéw o dziataniu neuroprotekcyjnym (kwasy karboksyfullerenowe, w tym kwas Cs-
trismalonowy)’.

Badania dotyczace dziatania przeciwnowotworowego pochodnych fullerenéw mozna
rozpatrywac¢ w kilku podkategoriach: (1)- w kontekscie ich cytotoksycznosci ,,ciemniej”, (2)-
studiujgc ich fototoksycznos¢, a takze (3)- badajac ich zastosowania w aktywacji uktadu
immunologicznego.

x= 24, 36, 44
n=1-6; X=N, O;
m=1-6
R, R'- podstawnik alifatyczny/aromatyczny

Rysunek 1

Gléwne rodzaje nanomateriatow fullerenowych, uszeregowane wedtug rodzaju modyfikacji
chemicznej (zwiazki 1-3).

Pionierskie badania dotyczace cytotoksycznosci pochodnych fullerenéw zostaly
przeprowadzone w grupie profesora Wilsona, ktory juz w roku 2004 opisat réznice w dziataniu
przeciwnowotworowym czterech r6znych nanomateriatow fullerenowych, w tym jego formy
zagregowanej '°. Rozpoczeto to seri¢ prac dotyczacych syntetycznych modyfikacji szkieletu
fullerenowego bedacego facznikiem z odpowiednio zmodyfikowanymi lekami cytostatycznymi
(np. Paclitaxel), a takze mozliwo$ci uzywania nanomateriatow fullerenowych jako nosnikow
lekow!" 2. W tym kontek$cie, niezwykle fascynujgcym odkryciem bylo studium nad
wlasciwo$ciami biologicznymi znakowanego fluorescencyjne nanomateriatu fullerenowego
CesoserPF(jako znacznika uzyto barwnika PromoFluor-633). Potwierdzalo one preferencyjne
lokowanie otrzymanego nanomaterialu w guzach nowotworowych, a takze mozliwo$¢
przekraczania przez niego bariery krew-mozg'3.

Warto podkresli¢, ze inspiracja dla prowadzacych przeze mnie badan dotyczacych
problematyki chemii medycznej pochodnych fullerendéw, byly poczatkowe odkrycia dokonane
podczas mojego stazu podoktorskiego w Rice University 1 polegajace na optymalizacji syntezy



pochodnej fullerenu CgoserPF. Podczas przeprowadzonych badan biologicznych udowodniono,
ze wycieka on efektywnie z naczyn krwiono$nych do tkanki guza (nowotwor piersi 4T1),
wykorzystujac prawdopodobnie zjawisko zwane efektem wzmocnione] przepuszczalnosci
i retencji (ang. EPR effect, enhanced permability and retention effect)'*. Wykorzystuje on
swoista perforacj¢ naczyn krwiono$nych nowotworu- w przestrzenie ktorych moga si¢
dostawa¢ jedynie nanomaterialy o odpowiedniej wielkosci. Moje dalsze eksperymenty
potwierdzity, iz modyfikowane nanomaterialy fullerenowe moga by¢ atrakcyjnymi no$nikami
wykorzystywanym do badan biomedycznych zwigzanych z tematyka nanotechnologii choréb
nowotworowych.

)
)
SO; Na

i 7 [
‘\j
PR

Rysunek 2
Struktura chemiczna nanomateriatu fullerenowego CgoserPF.

Teoria wzmocnionej przepuszczalnosci 1 retencji opisujagca wchtanianie oraz
biodystrybucje nanomateriatéw budzi obecnie wérdod naukowcoOw pewne kontrowersje; krytycy
przywotuja jej ograniczenia tylko do modeli zwierzgcych, jak rowniez i brak zaobserwowanych
efektow klinicznych w przypadku terapii celowanych!> 16, W zwigzku z tym zaproponowano
kilka rozwazan teoretycznych pozwalajacych zaprojektowa¢ innowacyjne nosniki lekéw na
poziomie nanometrycznym. Przykladami moze by¢ tutaj reguta 2R2SP (ang. drug retention vs
release 2R;surface stealthy vs sticky 2S and tumor penetration P) lub tez tzw. kaskada CAPIR
(ang. circulation in blood, accumulation and penetration into the tumor, cellular
internalization, and intracellular drug release), przypominajace w swoich zatozeniach reguly
Lipinskiego znane w chemii medycznej i pozwalajace skutecznie projektowaé biologicznie
aktywne nanomateriaty celowane, w tym pochodne fullerenow dla zwalczania chordb
nowotworowych!”.
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W niedlugim czasie po odkryciu i wyizolowaniu fullerenéw, udato si¢ zaobserwowac
ze moga one katalizowa¢ powstawanie reaktywnych form tlenu (ang. Reactive Oxygen
Species), wedhug kilku roznych mechanizmow!'8. Warto tutaj zauwazy¢, iz, fullereny z ich
potrojnie zdegenerowanymi, nisko potozonymi orbitalami LUMO sa doskonatymi akceptorami
elektrondow, zdolnymi do przyjecia az szesciu elektrondw. Klasyczne prace Hamblina
1 wspotpracownikéw udowodnity, iz naswietlanie fullerendw rozpuszczonych w
rozpuszczalnikach organicznych i w obecnos$¢ tlenu prowadzi do wydajnego wytwarzania
wysoko reaktywnego tlenu singletowego (102). Ma to miejsce w wyniku procesu transferu
energii ze wzbudzonego stanu trypletowego fullerenu!®. Dodatkowe eksperymenty wykazaty,
ze w rozpuszczalnikach polarnych, zwlaszcza tych zawierajacych czynniki redukujace (takie
jak NADH), naswietlanie nanomaterialow fullerenowych powoduje gtownie produkcje
anionorodnika ponadtlenkowego (0>)*°. Przedstawione powyzej obserwacje majg istotne
implikacje praktyczne, zwigzane z mozliwym wykorzystaniem nowych pochodnych fullerenéw
jako fotosensybilizatorow w celowanej terapii fotodynamicznej. Mozemy tutaj rozrdzni¢ dwa
glowne kierunki badawcze- terapi¢ przeciwdrobnoustrojowa oraz przeciwnowotworowa, przy
czym w przedstawionym powyzej cyklu prac skupig si¢ na tej drugiej aktywnosci biologiczne;.

Dopetnieniem opisu dziatania przeciwnowotworowego pochodnych fullerenow jest ich
zastosowanie jako czynnikow aktywujacych uktad immunologiczny. W wigkszo$ci
przypadkoéw powyzsze efekty zostaty zaobserwowane dla rodziny fullerenow endohedralnych,
zawierajacych w $rodku klatki fullerenowej atom gadolinu, tak zwanych gadofullerenow,
przyktadowo Gd@Cs>(OH)»?!. Zwigzek ten hamuje wzrost guzow mysiego nowotworu ptuc
(LLC) wykazujac specyficzne dzialania immunomodulujgce na limfocyty T oraz makrofagi M1
oraz M2.

AcO o?”
SHUN ST B ee W)
I L\ 0
0 < 0 N (o e A |OH
VAR H [ I HO J, HPthC /j::\]\ ]22
Ph~ NH I = ———C\ \
Ph” S0 ° M_/ed /O
\ va \;;\/ /( )
A B C

Rysunek 3

Wybrane nanomateriaty fullerenowe o dziataniu przeciwnowotworowym: (A)-nanokoniugat

fullerenu Ceo z Paklitakselem; (B) aminofulleren TAPC-4; (C)-gadofulleren Gd@Cs2(OH)22 2>
24

4.3.2 Omowienie glownych tez osiagniecia naukowego w Swietle istniejacego
stanu wiedzy
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Choroby nowotworowe sg jednym z gléwnych wyzwan badawczych dla osob
zajmujacych si¢ chemig medyczng. Aktywnos$¢ biologiczna pochodnych fullerenéw jest
tematyka stosunkowo stabo poznang i opisang w literaturze, zwlaszcza w poréwnaniu do
klasycznych zwigzkow matoczasteczkowych. Nowe terapie oparte na innowacyjnych
strukturach wiodacych s3 obecnie intensywnie poszukiwane, gtownie z powodu nasilajagcych
si¢ probleméw z lekoopornos$cig oraz biodystrybucja substancji bioaktywnych. Celem
prowadzonych przeze mnie badan oraz osiagni¢ciem naukowym stanowiacym podstawe
powyzszego wniosku habilitacyjnego bylo otrzymanie rozpuszczalnych w wodzie
nanomaterialow fullerenowych wykazujacych dzialanie przeciwnowotworowe, poprzez
inhibicj¢ wybranych celow molekularnych, a takze poprzez wytwarzanie reaktywnych
form tlenu. Dodatkowym problemem badawczym byla proba wizualizacji otrzymanych
nanomaterialow fullerenowych w komorkach nowotworowych, kluczowa dla zrozumienia
ich interakcji w Srodowisku komorkowym oraz bardziej skomplikowanych modelach
zwierzecych. Prowadzone przeze mnie badania naukowe maja charakter interdyscyplinarny,
na styku chemii organicznej, biologii molekularnej a takze chemii materialow 1 wymagaja
koordynacji dziatah duzej grupy badawczej z pokrewnych dziedzin nauki. Czgsé¢
eksperymentalna prowadzonych badan zostala wykonana na Wydziale Nauk Scistych i
Technicznych Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach (prace H2-H8), natomiast badania nad
synteza i aktywnos$cig biologiczng glikofullerenu ,,SweetCsp” zostaty przeprowadzone podczas
mojego stazu podoktorskiego na Wydziale Chemicznych Uniwersytetu Rice w USA (praca
H1). Wspotpraca z ekspertami z biologii molekularnej, zoologii oraz medycyny (dr hab. Anna
Mrozek Wilczkiewicz, dr Katarzyna Malarz, prof. Magdalena Rost-Roszkowska oraz prof.
Steven Curley), zaowocowala okre§leniem aktywnosci biologicznej dla szeregu
nanomateriatow fullerenowych. Dzigki tej wspotpracy postawiono nowe hipotezy badawcze,
opisano podstawy molekularne aktywnos$ci biologicznej nanomateriatow fullerenowych,
okreslano ich lokalizacj¢ komoérkowsa, a takze toksykologiec w modelu Drosophila
melanogaster.

Opisane badania byly finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w programie SONATA
(Nowe Glikofullereny Dla Terapii Przeciwnowotworowych) oraz OPUS (Srodek teranostyczny
oparty o strukture [60]fullerenu dla leczenia i diagnozy nowotworow trzustki), a takze w
ramach stypendium Fundacji Welcha (praca H1).

Modyfikacje strukturalne nanomaterialow fullerenowych

Zastosowanie roznych S$ciezek syntetycznych do funkcjonalizacji nanomateriatow
fullerenowych pozwolilo na otrzymanie szeregu nowych pochodnych o niezwykle
interesujacych wlasciwosciach fizykochemicznych i biologicznych. Ze wzgledu na sposob
otrzymywania mozna podzieli¢ otrzymane zwigzki na dwie podgrupy:

e Produkty reakcji cyklopropanacji Bingela-Hirscha (prace H1-HS, H7-H8) fullerenow
Coo 1 Cro

e Produkty bezposredniej addycji aminokwasu do klatki fullerenowej w obecnosci silnej
zasady (praca H6).
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W trakcie prowadzenia przeze mnie badan nad synteza rozpuszczalnych w wodzie
nanomateriatow fullerenowych otrzymywanych w reakcji Bingela-Hirscha, udato mi si¢
opracowa¢ techniki pozwalajace na regioselektywne otrzymywanie mono- oraz
heksakisadduktéw fullerenowych. Przedstawione powyzej nazewnictwo okresla ilos¢
pochodnych kwasu malonowego dotaczonych w struktury fullerenu, w wyniku reakcji
cyklopropanacji. Tylko w przypadku monoadduktéw oraz heksakisadduktow fullerenowych,
mozemy mowi¢ o pojedynczych regioizomerach, natomiast w przypadku, bis-, tris-, tetrakis-
oraz pentakis-adduktéw mamy do czynienia ze skomplikowang mieszalnig regioizomerow,
ktérych rozdzielenie chromatograficzne oraz rozréznienie technikami spektralnymi jest
niezwykle trudne®. Z punktu widzenia chemii medycznej, obecno$é tylko jednego
regio(stereo)izomeru jest rOwniez niezwykle istotna- od dawna jest wiadome, iz rozne izomery
moga wywotywac¢ odmienne odpowiedzi biologiczne, co zostato tragicznie potwierdzone na
przyktadzie talidomidu. W praktyce laboratoryjnej wszystkie monoaddukty fullerenowe
otrzymywano stosujac ograniczony czas reakcji i odpowiedni stosunek reagentéw (wg ogolnej
metodyki wynosit on 1/1,25/1,25/2 ekwiwalentow dla uktadu Ceso/malonian/DBU/CBry).
Natomiast w przypadku otrzymywania heksakisadduktow fullerenowych, reakcje prowadzono
w wydtuzonym czasie (do 72 godzin) oraz przy znacznym nadmiarze substratéw w stosunku
do fullerenu (stosunek Cso/malonian/DBU/CBrs, wynosit 1/12/12/20 ekwiwalentow).
Dodatkowym atutem przemawiajacym za dalszym wykorzystaniem otrzymanych
regioizomerdow [60]fullerenu jest tatwo$¢ ich rozrozniania za pomocg spektroskopii *C-NMR.
I tak, w przypadku monoadduktu [60]fullerenowego zazwyczaj mozemy zaobserwowac
obecno$¢ 16 sygnatow wegli sp? klatki fullerenowej w przedziale 150-130 ppm oraz jeden
sygnal wegla sp® mostku cyklopropanowego, wystepujacy okoto 70 ppm. Natomiast w
przypadku otrzymanych heksakisadduktow fullerenowych, ze wzglgdu na ich wysoki stopien
symetrii (produkty addycji oktahedralnej, Ts), mozna zaobserwowa¢ na widmie 3C-NMR
redukcje sygnatow klatki fullerenowej do trzech (dwa sygnaly wegli sp? w zakresie 150-135
ppm, oraz jeden sygnat wegla sp® w okolicy 70 ppm). Przyktadowe widma '*C-NMR
otrzymanych pochodnych [60]fullerenu przedstawiono na Rysunku 4.

W przypadku nanomaterialu fullerenowego otrzymywanego poprzez bezposrednia
addycje aminokwasu (kwasu 5-aminolewulinowego), ilo$¢ fragmentow aminokwasu
podtaczonych do klatki fullerenowej ustalono za pomocg analizy elementarnej (stosunek C/N).
Natomiast ilo§¢ grup hydroksylowych dotaczonych do Ceo zostata okreslona analizujac widmo
spektrometrii masowej (ESI-MS) dla otrzymanego nanokonstruktu, dzieki czemu uniknigto
btednego przypisania struktury, wynikajacemu z mozliwej adsorpcji wody na powierzchni
fullerenu (publikacja H6).

W celu dodatkowego potwierdzenia struktur otrzymywanych pochodnych fullerenow,
przeprowadzano analizy spektrometrii masowej typu ESI oraz MALDI, potwierdzajace
struktury zaprojektowanych zwigzkow, a takze ukazujace w niektérych przypadkach ich
fragmentacj¢. Dalsza analiza spektralna polegata na wykonaniu analiz UV-VIS oraz badaniu
mozliwej fluorescencji, co byto niezwykle wazne w aspekcie terapii fotodynamicznej a takze
lokalizacji komoérkowej. Aby potwierdzi¢ obecnos$¢ charakterystycznych grup funkcyjnych
(NH, OH, COOH, C=C) w koncowych produktach, przeprowadzano analizy widm
spektroskopii w podczerwieni (FT-IR), a takze rentgenowskiej spektrometrii fotoelektronéw
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(XPS). Podczas badania morfologii oraz stabilno$ci w wodzie otrzymanych nanomateriatow
weglowych, wykonywano pomiary wielko$ci czastek uzyciem techniki DLS, mikroskopii
skaningowej (SEM) i transmisyjnej (TEM), okreslajac dodatkowo ich potencjat zeta.

Analizujac cykl publikacji opisujacych moje osiagni¢cie naukowe, mozna je podzieli¢ na trzy
podgrupy:
1. Fullereny jako fotosensybilizatory w terapii fotodynamicznej nowotworow
(obejmuje artykuty H1, H3, H4, oraz H6).
2. Fullereny jako inhibitory enzymow oraz no$niki siRNA (obejmuje artykuty H2, H5
oraz H9).
3. Opracowanie metod pozwalajacych na lokalizacj¢e komorkowa nanomaterialow
fullerenowych (obejmuje artykuly H1, H7 oraz HS8).

TERAPIA FOTODYNAMICZNA NOWOTWOROW

Fullereny jako fotosensybilizatory w terapii
fotodynamicznej nowotworow

Terapia fotodynamiczna nowotworow (ang. photodynamic therapy of tumors) to szybko
rozwijajaca si¢ metoda walki z guzami nowotworowymi, polegajaca na podawaniu do komorek
lub tkanek nietoksycznego zwigzku chemicznego zwanego fotosensybilizatorem (PS).
Nastgpnie sg one naswietlane $wiattem o odpowiedniej dlugosci fali, co skutkuje
wytworzeniem reaktywnych form tlenu (RTF) i dalszg aktywacja proceséw $mierci
komorkowej (apoptoza, nekroza, autofagia)®®. Swiatto uzyte podczas terapii jest pochtaniane
przez fotosensybilizator, ktorego stany elektronowe wzbudzane s3 do pierwszego stanu
singletowego, mogacego dalej (zgodnie z Diagramem Jabtonskiego) przechodzi¢ do
dlugotrwatego stanu trypletowego, w wyniku przejécia miedzysystemowego. Wzbudzony stan
trypletowy fotosensybilizatora moze nast¢gpnie oddzialywac z tlenem czasteczkowym w stanie
podstawowym, tworzac w konsekwencji reaktywne formy tlenu (RFT), takie jak tlen
singletowy ('0,), anionorodnik ponadtlenkowy (O>™), nadtlenek wodoru (H,0) oraz rodnik
hydroksylowy (*OH). Rozwazajac szczegétowe mechanizmy kierujace procesami
biofizycznymi w trakcie terapii PDT, mozna wyr6zni¢ dwa rodzaje utleniania
fotosensybilizowanego: Typ I (generowanie rodnikéw) oraz Typ II (generowanie tlenu
singletowego). Mechanizm Typu I polega na transferze elektronu ze stanu trypletowego
fotosensybilizatora na czasteczke substratu i utworzeniu tzw. wolnych rodnikow tlenowych,
w wyniku oddzialywania z tlenem czasteczkowym. W przypadku reakcji Typu I, nastgpuje
transfer energii ze stanu wzbudzonego PS bezposrednio na czasteczke tlenu, co wigze si¢ z
wytworzeniem tlenu singletowego'®.
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W powyzszym kontek$cie modyfikowane nanomateriaty fullerenowe sa ciekawym
przyktadem fotosensybilizatora w skali nanometrycznej. Obserwacja ta wynika bezposrednio
z ich unikalnych wlasciwosci fotochemicznych. Analizujac strukture elektronowa fullerenu,
mozna zaobserwowac, ze posiada on potrojnie zdegenerowane i nisko polozone orbitale
LUMO, bedace doskonatymi akceptorami, zdolnymi do przyjecia az szesciu elektronéw. Co
ciekawe, niemodyfikowany fulleren Cgo charakteryzuje si¢ wysoka wydajno$cia generowania
stanébw trypletowych, o stosunkowo dtugich czasach zycia (50-100 ps) oraz wysoka
odpornoscig na proces fotowybielania?’. Klasyczne prace Hamblina oraz Wilsona opisuja
syntez¢ oraz zastosowania nanomateriatow fullerenowych (gtownie tzw. aminofullerenéw), o
silnym dziataniu przeciwnowotworowym oraz przeciwdrobnoustrojowym (bakterie Gram
dodatnie/ujemne oraz grzyby)?® #. Przeprowadzone w grupie profesora Hamblina badania
mechanistyczne, potwierdzaja fakt wytwarzania tlenu singletowego podczas naswietlania
roztworow fullerendw rozpuszczalnikach niepolarnych. Natomiast w przypadku uzycia
rozpuszczalnikow takich jak woda oraz alkohole, zaobserwowano wytwarzanie form
rodnikowych (anionorodnik ponadtlenkowy oraz rodnik hydroksylowy)!. Najczesciej, w
przypadku uzycia rozpuszczalnych w wodzie nanomateriatlow fullerenowych mozemy mowic¢
o mieszanym mechanizmie generowania RTF, w ktéorym mozemy zaobserwowaé zar6wno
formy rodnikowe tlenu, jak tez tlen singletowy. W warunkach laboratoryjnych obecno$¢ tych
form jest zazwyczaj potwierdzana przy uzyciu techniki pulapkowania spinowego EPR jak
réwniez poprzez detekcje fosforescencji tlenu singletowego.

Swoja prace badawcza nad fotosensybilizatorami fullerenowymi rozpoczatem
projektujac rozpuszczalny w wodzie glikofulleren (nazywany tutaj wg pracy H1 jako
SweetCso). Jego synteza (patrz Schemat 1), charakterystyka fizykochemiczna wraz z badaniem
jego fotoaktywnosci na poziomie komorkowym zostaly opisane w pracy H1. Na etapie
projektowania celowanego fotosensybilizatora [60]fullerenowego, wykorzystano doniesienia
literaturowe, wskazujace iz komorki nowotworowe maja zwigkszone zapotrzebowanie na
glukoze, w celu wygenerowania energii niezbednej do szybkiej proliferacji*’. Ponadto, bazujac
na weczesniejszych raportach dotyczacych wysokiej aktywnos$ci biologicznej cukrowych
pochodnych fullerendw, zaproponowano uzycie D-glukozaminy jako fragmentu wiodacego,
obecnego strukturze glikofullerenu SweetCess®!. Dodatkowa hipoteza badawcza zaktadata, iz
dzieki zwickszonej obecno$ci transporterow glukozy (ang. GLUTs, glucose transporters)
w nowotworach trzustki, otrzymany nanomateriat weglowy bedzie wychwytywany przez
komorki nowotworowe w wigkszym stopniu.

Zaproponowana $ciezka otrzymywania glikofullerenu zaktadala wykorzystanie
malonianu D-glukozaminy w reakcji cyklopropanacji Bingela-Hirscha, otrzymujac koncowy
heksakisaddukt o wysokiej rozpuszczalnosci w wodzie (obecno$¢ 24 grup hydroksylowych
w koncowym nanomateriale).
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Schemat 1

Synteza glikofullerenu SweetCso, wedtug pracy [H1].

Synteze pochodnej [60]fullerenu rozpoczeto od otrzymania peracetylowanego malonianu
zawierajacego fragment D-glukozaminy. W kolejnym etapie opracowano synteze
monoadduktu [60]fullerenowego, ktory nastgpnie reagowat dalej z tym samym malonianem
w kolejnej reakcji Bingela-Hirscha, doprowadzajac finalnie do otrzymania odpowiedniego
heksakisadduktu fullerenowego (Schemat 1). Zaproponowana procedura syntetyczna
(podwdjna cyklopropanacja) zagwarantowata wyzsza wydajno$¢ otrzymania finalnego
heksakisadduktu, co zwigzane jest z wyzsza reaktywnoscig monoadduktu [60]fullerenowego
w reakcji Bingela-Hirscha, w poroéwnaniu z niemodyfikowanym fullerenem Ceo.

Dalsze badanie fotoaktywnos$ci nanomateriatu SweetCsp zostaly przeprowadzone na
komorkach gwiezdzistych trzustki (ang. PCS, pancreatic stellate cells), bedacych dobrym
modelem klinicznym do badania gruczolaka przewodowego trzustki (probki pobrane od
pacjentow kliniki MD Anderson, USA). W tym celu okreslono profil cytotoksyczno$ci ciemniej
(warunki bez naswietlania) fullerenu Sweet-Cso (W zakresie stezen 0,01-1 mg/mL), uzywajac
komorek linii PSC oraz Panc-1. Nastgpne badania fototoksyczno$¢ z uzyciem specjalnie
zaprojektowanego naswietlacza LED, ujawnity silny efekt fotodynamiczny glikofullerenu przy
naswietlaniu komorek linii PSC zarowno $§wiatlem niebieskim (450 nm) jaki i zielonym (530
nm). Podobny, ale nieznacznie zmniejszony efekt zaobserwowano réwniez dla komorek Panc-
1, co mogto by¢ spowodowane podwyzszonym poziomem bialek szoku cieplnego (HSP) w
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badanej linii komodrkowej. Co ciekawe, dalsze badania biochemiczne glikofullerenu SweetCso
prowadzone we wspotpracy z dr Krzykawska-Serda (UJ), potwierdzily, ze powodowat on
nadekpresje receptora GLUT-1 oraz wplywat na aktywacje procesu glikolizy w komoérkach
Panc-1.

Kolejnym etapem w syntezie nowej generacji fotosensybilizatorow fullerenowych byto
stworzenie nanokoniugatu [60]fullerenu z chemoterapeutykiem gemcytabing, w celu
otrzymania hybrydowego nanomateriatu fullerenowego. Jego synteza i aktywno$¢ biologiczna
na komoérkach nowotworu piersi (MCF-7) oraz trzustki (PAN02) zostaty opisane w pracy H3.
Jako zwigzek modelowy w powyzszych badaniach zostata uzyta gemcytabina- antymetabolit
stosowany w leczeniu nowotwordw trzustki. Niestety jego skuteczno$¢ jest ograniczona, ze
wzgledu na procesy chemoodpornosci oraz niekorzystny profil farmakologiczny. Na etapie
projektowania hybrydowego nanomateriatu fullerenowego zatozono, ze powinien on uwalniaé
gemcytabing po przenikni¢ciu do komoérek nowotworowych (koniugacja poprzez wigzanie
amidowe hydrolizowane poprzez peptydazy), aby nastgpnie mogt by¢ aktywowany $wiattem
dziatajac jako fotosensybilizator.

Rysunek 5
Struktura nanokoniugatu (nanoCsoGEM) [60]fullerenu z gemcytabing [praca H3].

W trakcie opracowywania $ciezki syntetycznej fullerenu nanoCsoGEM zaproponowano
przedhuzenie tancucha kwasu malonowego fragmentem glicyny, tworzac odpowiedni
malonian, bedacy substratem do reakcji cyklopropanacji (Schemat 1, praca H3). Postulowano,
iz grupy karboksylowe w tak utworzonym malonianie, b¢da znacznie bardziej reaktywne
wzgledem amin aromatycznych (takich jak fragment cytozyny w gemcytabinie). Pomyst ten
bazowal na wcze$niejszych doniesieniach literaturowych opisujacych proste kwasy
metanofullerenowe, ktérych grupy karboksylowe wykazywaly niska zdolno$¢ do dalszej
koniugacji*?. Zaprojektowany heksakisaddukt [60]fullerenowy, otrzymano dwuetapowo:
poczatkowy diglicynowy monoaddukt [60]fullerenowy poddano kolejnej reakcja Bingela-
Hirscha z uzyciem peracetylowanego malonianu diserinolu, w celu zapewnienia wysokiej
rozpuszczalnosci fullerenu w wodzie. Proces odbezpieczania grup etylowych oraz acetylowych
przeprowadzono wg procedury dwuetapowej, poprzez hydrogenolize z zuzyciem wodorku
sodu z nastepczg hydroliza grup acetylowych w 1,4-dioksanie i w obecno$ci HCI. Ostatni etap
koniugacji z gemcytabing przeprowadzono przy uzyciu rozpuszczalnego w wodzie
karbodiimidu EDCI w roztworze buforowym MES (kwas 2-etanosulfonowy).
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Badania biofizyczne dotyczace generowania RFT przez fulleren nanoCeGEM
potwierdzity jego zdolno$¢ produkeji tlenu singletowego (naswietlanie z uzyciem diody LED
o dlugosci $wiatla 440 nm), natomiast sama wydajno$¢ kwantowa generacji tlenu singletowego
wynosita 5%. Dodatkowo zaobserwowano, iz w obecno$ci biatka BSA (roztwér 100 mM)
proces ten jest obnizony, co sugeruje $cistg interakcj¢ miedzy fullerenem a wytworzong otoczka
biatkowa. Podczas gdy sam nanomaterial fullerenowy wykazywal znikomy sygnat aniorodnika
ponadtlenkowego podczas eksperymentéw putapkowania spinowego, to obecno$¢ donora
elektrondow (NADH) wzmacniala jego sygnat o rzad wielkosci. Wyniki cytotoksyczno$¢
ciemnej (parametry ICso) dla dwodch linii nowotworowych (MCF-7 1 PANO02) wynosity
odpowiednio 2,07 + 0,64 1 7,35 + 1,13 uM, za$ sam nanokoniugat hamowat cykl komérkowy
fazie S. W porownaniu z samg gemcytabing dzialanie cytotoksyczne bylo zmniejszone.
Przyczyna tego zjawiska mogl by¢ nieefektywny transport fullerenu nanoCeoGEM do jadra
komoérkowego lub tez problemy 2z uwalnianiem gemcytabiny. Analiza wynikow
fototoksycznosci fullerenu nanoCsoGEM wskazuje, iz komorkowe efekty fototoksyczne byty
umiarkowane (przezywalno$¢ komoérek na poziomie 65 %, przy stezeniu nanokoniugatu 37
uM).

Badania mechanistyczne dotyczace generowania reaktywnych form tlenu przez
wybrane nanomateriaty fullerenowe (glikofullereny oraz aminofullereny) oraz ich
zastosowanie w walce z rakiem kolczystokomorkowym skory, zostaly opisane w pracy H4.
W powyzszej pracy zbadano wiasciwosci biofizyczne neutralnego (polihydroksylowego)
glikofullerenu  MMS49 (modyfikowana pochodna fullerenu SweetCsyp z dodatkowymi
fragmentami malonianem diserinolu) i1 jego peracetylowanym i hydrofobowym analogiem
MMS48. Otrzymane glikofullereny poréwnywano pod wzglgdem witasciwosci biofizycznych
z dwoma aminofullerenami MonoaminoCso oraz HexakisaminoCso (Rysunek 6). Opracowane
w powyzszej pracy $ciezki syntetyczne pozwolily na otrzymanie nowych aminofullerenow
(monoadduktow oraz heksakisadduktéw) z zadowalajaca wydajnoscia, a ich struktury zostaty
potwierdzone spektralnie. Cenne informacja dotyczace rodzaju generowanych RFT po
naswietlaniu nanomaterialow fullerenowych uzyskano w eksperymentach polegajacych na
monitorowaniu produktow utleniania cholesterolu oraz lipidéw, za pomoca wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) potaczonej z detekcja elektrochemiczng. Metoda ta
umozliwila identyfikacj¢ i oznaczenie ilosciowe wodoronadtlenkow cholesterolu, co pozwolito
na okreslenie gldwnego mechanizmy utleniania cholesterolu. I tak, wodoronadtlenek (7af-
OOH)cholesterolu powstawat w wyniku reakcji utleniania cholesterolu z rodnikami tlenowymi,
podczas gdy zaobserwowane wodoronadtlenki cholesterolu (5a-OOH 1 6ap-OOH) §wiadczyty
o reakcji z tlenem singletowym. Dodatkowo, w celu sprawdzenia mozliwos$ci utleniania biatek
podczas terapii fotodynamicznej z otrzymanymi fullerenami, zastosowano test CBA (ang.
coumarin boronic acid test), w ktorym produkty utleniania biatek (wodoronadtlenki) przez
fullereny reagowaty z CBA tworzac fluorescencyjng 7-hydroksykumaryne.
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Struktury chemiczne badanych nanomateriatoéw fullerenowych poddanych analizie dotyczacej
zdolnosci generowania przez nie reaktywnych form tlenu (praca H4).

Przeprowadzone eksperymenty biofizyczne wykazaty, ze wszystkie cztery pochodne
[60]fullerenu byly w stanie wytwarza¢ reaktywne formy tlenu po naswietlaniu (Rysunek 3,
praca H4). Wydajno$¢ procesu generowania anionorodnika ponadtlenkowego zostata znacznie
zwigkszona przez dodanie zewngtrznego donora elektrondw- NADH. Wydajnos¢ kwantowa
generacji tlenu singletowego dla obu aminofullerenéw wynosita odpowiednio 10 %
(HexakisaminoCeo) 1 6,2% (MonoaminoCg). Bardzo ciekawg obserwacja dokonang w trakcie
przeprowadzania opisanych eksperymentow bylo zaobserwowanie, iz tylko w przypadku
fullerenu HexakisaminoCso obecno$¢ albuminy zwigkszata wydajnos¢ tworzenia tlenu
singletowego (Rysunki 3B oraz S22, praca H4). Ponadto, najnowsze doniesienia literaturowe
grupy prof. Calvaresiego wskazuja, iz w przypadku kompleksow fullerenéw z biatkami (np.
Coo@lizozym), zaobserwowano rowniez wzrost w wytwarzaniu tlenu singletowego?®. Analiza
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produktow peroksydacji cholesterolu przez nanomateriaty fullerenowe wykazala, iz jego
glownym utleniaczem jest tlen singletowy (Rysunek 4ABCD, praca H4). Pewnym
dopethieniem przeprowadzonych badan biofizycznych byta analiza wynikéw w tescie CBA,
ktéra potwierdzita, iz fulleren HexakisaminoCso moze z sukcesem utlenia¢ biatka, co ma duze
znaczenie praktyczne. Bazujac na wynikach z badan biofizycznych, okreslono profil
fototoksycznos$¢ fullerenu HexakisaminoCeo wzgledem komorek linii A431 (rak
kolczystokomodrkowy skory). Badania cytotoksyczno$ci ciemniej fullerenu HexakisaminoCso
wykazaly praktyczny brak jego toksyczno$ci, za$ terapia fotodynamiczna przeprowadzona
z uzyciem $wiatla niebieskiego (445 nm) oraz zielonego (500-580 nm) wykazata juz znaczna
fototoksycznos¢, zwlaszcza dla §wiatla niebieskiego.

Kontynuujac badania dotyczace zastosowan nanomaterialow fullerenowych w terapii
fotodynamicznej nowotwordéw, zaproponowalem syntez¢ pochodnych [60]fullerenu
zawierajacych fragmenty kwasu 5-aminolewulinowego (5-ALA). Zwiazek ten jest prolekiem
przemienianym w cyklu biochemicznym w aktywny fotosensybilizator- protoporfiryne IX
(PpIX). Kwas 5-ALA jest szeroko stosowany w praktyce klinicznej, gtéwnie w leczeniu raka
skory oraz do wizualizacji guzéw moézgu w operacjach neurochirurgicznych. Niestety
zastosowania 5-ALA s3 ograniczone przez niekorzystne wlasciwosci farmakologiczne,
zwlaszcza niska lipofilowo$§¢. Zaprojektowany nanomateriat fullerenowy (Cso-ALA)
otrzymano w wyniku bezposredniej addycji kwasu 5-aminolewulinowego w $rodowisku
zasadowym (utworzenie wigzania Ceo-NHaminokwas). Jego struktura zostala okreslona za pomoca
analizy elementarnej (stosunek C/N pozwolil okresli¢ liczbg dotaczonych czasteczek
aminokwasow do fullerenu) w polaczeniu ze spektrometrig mas (okreslenie liczby dotaczonych
grup -OH) i analizg widm *C-NMR. Zwigzek Ceo-ALA zawieral w swojej strukturze wolne
grupy hydroksylowe, ktore zostaty wykorzystane do potaczenia z kwasem D-glukuronowym
za pomocg rozpuszczalnego w wodzie karbodiimidu (EDCI) i w obecnosci DMAP. Gtéwnym
celem otrzymania glikokoniugatu fullerenu Cso-ALA bylo poprawianie jego wlasciwosci
farmakologicznych oraz biodostgpnosci, co w naszym przypadku zostato dodatkowo
zaobserwowane podczas analizy wynikéw pomiaréw wielkosci czastek, ich stopnia
dyspersyjnosci, a takze potencjatu zeta. Badajac zachowanie glikokoniugatu Cgo-ALA
w roztworach wodnych, mozna bylo zauwazy¢ zmiang wielkosci tworzonych przez niego
agregatow (tylko jeden rodzaj agregatéw przy okoto 230 nm, zwigkszona monodyspersyjnosc)
oraz wigksza stabilno$¢ (potencjal zeta utworzonego glikokoniugatu wynosit -38.9 mV w
porownaniu do -26.2 mV dla wyjsciowego fullerenu Cso-ALA).

Efektywnos$¢ uwalniania kwasu 5-aminolewulinowego z otrzymanych nanomateriatéw
fullerenowych okreslano poprzez detekcj¢ jego metabolitu, protoporfiryny IX na poziomie
komoérkowym (uzyto linii nowotworowych: HCT 116, MCF-7 i A549). Opisane w pracy H6
doswiadczenia przeprowadzono przy uzyciu dwoch réznych technik eksperymentalnych:
bezposredniego oznaczania fluorescencji komorkowej protoporfiryny IX (638 nm), a takze przy
uzyciu techniki HPLC (detekcja tzw. pasm Soreta, przy okoto 400 nm) z uzyciem lizatow
komoérkowych. Powyzsze badania potwierdzity zdolno$¢ do uwalniania 5-ALA z obydwoch
nanomateriatow fullerenowych, jednakze bezposrednie okreslenie enzymu odpowiedzialnego
za ten proces (hydroliza wigzania C-N, prowadzona jest w komorkach przez liazy) wymaga
dalszych prac eksperymentalnych. Badania z zakresu biologii molekularnej przeprowadzone
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technikg qRT-PCR na badanych trzech liniach komoérkowych, dostarczyty informacji na temat
aktywacji/dezaktywacji gendw bioracych udziat w przemianie 5-ALA do hemu (badane geny:
PEPTI, ABCG2, HO-1 1 FECH). Ze wzgledu na dramatyczny wzrost poziomu genu ABCG2
po inkubacji z nanomateriatami fullerenowymi (odpowiedzialnego za wydalenie nadmiaru
PpIX z komorek) zaproponowatem uzycie selektywnego inhibitora biata ABCG2- zwigzku
Ko143 w dalszej terapii fotodynamicznej. Przeprowadzone badanie potwierdzity mozliwo$¢
wytwarzania protoporfiryny IX przez otrzymane nanomaterialy fullerenowe w cyklu
biochemicznym, jednakze ze wzgledu na umiarkowane wyniki z terapii fotodynamicznej dalsze
prace badawcze powinny beda prowadzone pod katem obrazowania nowotwordw.

Ceo-ALA-GA

Ceso-ALA+K0143 Ceo-ALA-GA+K0143

Rysunek 7
Zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego dla linii komorkowej MCF-7 inkubowanej

z nanomateriatami fullerenowymi i w obecnosci inhibitora Ko143 (Rysunek 7, praca H6).

INHIBICJA ENZYMOW ORAZ TRANSFEKCJA siRNA

Fullereny jako inhibitory enzymow oraz nosniki siRNA

Pierwsze doniesienia literaturowe dotyczace inhibicji enzymow poprzez rozpuszczalne
w wodzie nanomaterialy fullerenowe zostaly opisane w latach 1993-2010 (np. proteaza czy
odwrotna transkryptaza HIV-1, anhydraza weglanowa czy acetylocholinoesteraza)® 3% 33,
Warto zauwazy¢, iz dalsza krytyczna analiza pisSmiennictwa nie wskazata przyktadow
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opisujacych odzialywania fullerenéw z kinazami tyrozynowymi- grupa enzymow, ktorych
inhibitory s3 obecnie intensywnie wykorzystywane w praktyce klinicznej do walki m.in.
chorobami nowotworowymi. W ciggu prac badawczych nad aktywnoscig biologiczna
pochodnych [60]fullerenu zaproponowatem zbadanie ich aktywno$ci enzymatycznej wzglgdem
szeregu niereceptorowych kinaz tyrozynowych, co zostalo opisane w pracy H2. W tym celu
zsyntezowano dwa rozpuszczalne w wodzie glikofullereny GF1 i GF2 (heksakisaddukty
[60]fullerenowe z fragmentami D-glukozaminy), uzywajac dwuetapowej metodyki
cyklopropanacji Biengela-Hirscha. Otrzymane nanomateriaty fullerenowe wykazywaty bardzo
dobra rozpuszczalnos¢ w wodzie, a nowopowstaty zwigzek GF1 tworzyl stabilne agregaty
o rozmiarach okoto 100 nm, wykazujac potencjat zeta o wartosci -26,7 mV.

Przeprowadzone badania enzymatyczne (Rysunek 8) potwierdzity dziatanie hamujace
glikofullerenow wzglgedem niereceptorowych kinaz tyrozynowych. Badane zwiazki okazaty si¢
hamowa¢ dzialanie bialek Fyn A oraz BTK z warto$ciami parametru ICso w niskim zakresie
mikromolowym- przy najbardziej aktywnym zwiazku na poziomie 39 puM. Co wigcej,
wykazano, iz tworzenie otoczki biatkowej na powierzchni pochodnych [60]fullerenu
(potwierdzone za pomoca techniki SDS-PAGE), zmieniato profil ich aktywnosci, zwigkszajac
selektywno$¢ dziatania uzyskanych nanomateriatéw weglowych w kierunku kinaz Fyn A oraz
BTK. Dalsze eksperymenty z zakresu biologii molekularnej (techniki PCR oraz Western Blot)
nie wykazaly znaczacej cytotoksycznosci fullerenow ani ich wptywu na cykl komorkowy
komorek nowotworu trzustki PANC-1 oraz AsPC-1. W celu zbadania procesu inhibicji
wybranych kinaz tyrozynowych na poziomie komorkowym, przeprowadzono analize
transkryptu oraz poziomu biatka Fyn i Lck w dwdch liniach komérkowych nowotworu trzustki
(PANC-1 oraz ASPC-1) traktowanych glikofullerenami. Dodatkowo, przebadano wpltyw
otrzymanych nanomaterialdow na biatka p21, p51 oraz oksygenaz¢ hemowag HO-1- w celu
okreslenia ich doktadnych mechanizméw dziatania. Analizujac proces inhibicji biatka Fyn A
na poziomie komoérkowym, zaobserwowano prawie 3-krotny wzrost ekspresji Fyn
w komorkach PANC-1 i AsPC-1 po 24-godzinnej inkubacji z glikofullerenem GF2, za$ po 48
godzinach, poziomy biatka Fyn A w linii PANC-1 gwattownie spadaty. Dla linii AsPC-1
zaobserwowali$my podobne efekty, ale w mniejszym stopniu. Podobnie, obnizong ekspresje¢
Fyn zarejestrowano rowniez dla zwigzku GF1 w komodrkach PANC-1. Zalezne od czasu zmiany
w ekspresji Fyn na poziomie komérkowym moga by¢ wyjasniane przez kilka czynnikdw.
Intensywniejsze gromadzenie si¢ powyzszego biatka moze by¢ wynikiem wzmozonej
transkrypcji genu FYN. Dodatkowo, zaobserwowany efekt mogl wynika¢ z interakcji
glikofullerendw z kinaza, co mogto przyczynia¢ si¢ do hamowania jej aktywnosci i blokowania
fosforylacji biatka.

Ciekawa kontynuacja powyzszych badan byl kolejny artykul naszej grupy badajacy
proces inhibicji kinazy BTK (kinazy tyrozynowej Brutona) poprzez cytotoksyczna, glicynowa
pochodng [60]fullerenu. Warto podkresli¢, iz podczas przeprowadzania symulacji
komputerowych zaproponowano model wyjasniajacy wysoka aktywnos$¢ biologiczng
otrzymanego fullerenu. Dokow si¢ on do biatka BTK doktadnie w tym sam miejscu w ktorym
ibrutinib- klinicznie stosowany lek przeciwko biataczce limfocytowej.
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(A) Struktury glikofullerenéow GF1 i GF2; (B) Aktywno$¢ hamujaca glikofullerenow wzgledem
panelu kinaz tyrozynowych (Rysunek 1, praca H2).

Krytyczny przeglad biezacej literatury naukowej (2010-2023) opisujacy odziatywania
nanomateriatow fullerenowych z biatkami zostal przedstawiony w pracy przegladowej H9.
W powyzszym artykule zaproponowano opis interakcji pomiedzy nanomaterialami
fullerenowymi oraz biatkami przedstawiony z perspektywy chemii medycznej nowotworow.
Podczas analizy zrédet literaturowych zauwazono istotng potrzebe bardziej doglgbnego
rozpatrzenia tych odzialywan, gdyz autorzy ograniczyli si¢ jedynie do opisu samej
cytotoksycznosci fullerenow, pomijajac dokladne okreslenie ich konkretnych celéw
molekularnych oraz mechanizméw dziatania. W $wietle przeprowadzonych badan,
zaproponowano podziat odziatywan pomi¢dzy nanomaterialami fullerenowymi a biatkami na
trzy oddzielne podkategorie: (1): tworzenie kompleksow fullerendw z wybranymi biatkami
(albumina, lizozym) w celu poprawienia ich rozpuszczalno$ci w wodzie oraz profilu
farmakologicznego; (2): tworzenie otoczki biatkowej (ang. protein corona), zaadsorbowane;j
na powierzchni fullerenow i determinujacej ich biodystrybucje; (3): bezposrednia inhibicje
wybranych enzymoéw odpowiedzialnych za proces nowotworzenia.

Odchodzac od klasycznego paradygmatu chemii medycznej zwigzanego
z poszukiwaniem nowych 1 coraz bardziej efektywnych inhibitorow enzymow,
zaproponowatem uzycie kationowych pochodnych [60]fullerenu jako no$nikow
wykorzystywanych w procesie interferencji RNA. Co ciekawe, fullerenowe czynniki
transfekcyjne pozwalaja na wyciszanie dowolnie wybranych przez nas bialek, poprzez
zablokowanie syntezy mRNA37. Aby zaspokoi¢ rygorystyczne kryteria transfekcji kwasow
nukleinowych, efektywny nanomaterial powinien dostarcza¢ skutecznie specyficzne siRNA do
cytoplazmy, zapewniajac jednoczesnie jego ochron¢ przed nukleazami.
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Rysunek 9
Schemat odzialywan nanomateriatéw fullerenowych z biatkami (Rysunek 3, praca H9).

Po dostarczeniu do komorki, siRNA faczy si¢ z biatkami z rodziny Argonaute (AGO),
prowadzac do degradacji celowanego mRNA. W konsekwencji dochodzi do stworzenia
kompleksu RISC (ang. RNA-induced silencing complex), ktory indukuje inhibicje ekspresji
wybranych genow.

Szczegdlowy opis syntezy rozpuszczalnych w wodzie aminofullerenow (zwigzki
HexakisaminoCgo oraz JK39), jako no$nikow do transfekcji siRNA zostat opisany w pracy HS.
Efektywno$¢ procesu transfekcji siRNA za pomoca fullerendw zostata przetestowana na
modelu komoérkowym, przy uzyciu modyfikowanej adenowirusami linii nowotworu prostaty
DU145, kodujacej biatko eGFP. Byt to wygodny model eksperymentalny do analizy nowych
no$nikéw transfekcyjnych, gdyz stosunkowo tatwo mozna monitorowaé zanik fluorescencji
biatka eGFP za pomoca technik mikroskopii fluorescencyjnej. Opisane w publikacji HS
badania wskazuja, iz pochodna HexakisaminoCsgo okazata si¢ efektywnym nanomateriatem do
transfekcji siRNA 1 znaczaco zmniejszyta sygnat fluorescencji biatka eGFP w komoérkach
DU145. Dodatkowo, otrzymane aminofullereny (rozpuszczalne w wodzie heksakisaddukty o
symetrii T;) roznily si¢ znaczaco wlasciwosciami fizykochemicznymi, a zwtaszcza jesli chodzi
o zeta potencjat otrzymanych nanokompleksow (siRNA-aminofulleren). Mialo do znaczacy
wpltyw na modulacj¢ wydajnosci procesu transfekcji- glikofulleren JK39 okazat si¢ by¢
nieaktywny w powyzszych eksperymentach, prawdopodobnie z powodu jego wysokiego
potencjatu zeta oraz tworzenia zbyt stabilnego kompleksu z siRNA. Przedstawione wyniki sg
maja wysoki poziom aplikacyjnosci, ze wzgledu na gwattowny rozwoj technik transfekcji RNA
uzywanych w terapiach przeciwwirusowych oraz nowoczesnych metodach modyfikacji
genomu (CRISPR/Cas9).
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Badanie efektywnosci transfekcji siRNA przy uzyciu aminofullerenéw HeksakisaminoCeo oraz
JK39. Komorki nowotworu prostaty DU145 zostaty wczesniej zmodyfikowane plazmidem
kodujacym biato EGFP (Rysunek 4, praca HS).

Opracowanie nowych metod pozwalajacych na
lokalizacj¢ komorkowa i tkankowa nanomaterialow
fullerenowych

Lokalizacja komorkowa sfunkcjonalizowanych nanomateriatow jest jedna
z kluczowych informacji pozwalajacych na lepsze zrozumienie ich interakcji z uktadami
biologicznymi- zar6wno na poziomie komérkowym jak i zwierzgcym. Glownym wyzwaniem
zwigzanym z badaniem efektow komorkowych pochodnych fullerenow jest brak skutecznych
metod ich wizualizacji jak i okres$lania biodystrubucji tkankowej- gtéwnie z powodu braku ich
fluorescencji. Prace wstgpne w tym projekcie dotyczyly kowalencyjnego dolaczenia
czerwonego barwnika fluorescencyjnego (PromoFluor-633) do fragmentu rozpuszczalnego
w wodzie fullerenu-Ceoser!. Tak otrzymany nanomaterial, wykazywat silng fluorescencije
w zakresie $wiatta czerwonego, pozwalajaca na obserwacje jego wyciekania do przestrzeni
intratumorlanych mysiego nowotworu piersi (4T1).
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W ciggu realizacji prac badawczych nad biologiczng aktywno$cig pochodnych fullerenow
zaproponowatem nast¢pujace rozwigzania problemu wizualizacji komorkowej 1 tkankowej
nanomateriatow fullerenowych:

e Uzycie dedykowanego przeciwciata anty-fullerenowego (praca H1),

e Przeprowadzenie reakcji w komorce nowotworowej z wytworzeniem in  situ
fluorescencyjnego nanomateriatu fullerenowego (praca H7),

e Otrzymanie rozpuszczalnej w wodzie fluorescencyjnej pochodnej [70]fullerenu (praca HS)

W pracy H1 podje¢to z sukcesem probe wizualizacji niefluorescencyjnego glikofullerenu
(SweetCep), w komorkach gwiezdzistych trzustki (klinicznie uzyskana hodowla komoérek PSC).
Kluczowym etapem w opisanych eksperymentach bylo wczesniejsze wyznakowanie
przeciwciala monoklonalnego specyficznego dla fulerenow (1-10F-A8) barwnikiem
fluorescencyjnym (Alexa Fluor 647), przy uzyciu mieszaniny koniugacyjnej (NHS/EDCI).
Analizujagc Rysunek 11 (Rysunek 2, praca H1) mozna bylo zaobserwowal, iz badany
glikofulleren byt nietoksyczny dla komorek i lokalizowat si¢ preferencyjnie w jadrze
komoérkowym linii PSC. Wyniki te sa zgodne z wcze$niejszymi raportami dotyczacymi
hydroksyfullerendw 1 wskazujacymi, ze fulleren CeoserPF lokalizowat si¢ rowniez w jadrze
komoérkowym badanych komoérek nowotworowych. Jak pokazano na Rysunku 11 (Rysunek
2D, praca H1) po 24 godzinach inkubacji komorek z pochodng fullerenu, mozna zaobserwowac
znaczacy wzrost sygnatu fluorescencyjnego z obszaru komoérkowego w porownaniu z kontrola.
Porownanie rozkladu sygnatu fluorescencyjnego w obszarze catej komorki wskazato na
dominujacg lokalizacje glikofullerenu w jadrach komoérkowych. Staby sygnal fluorescencyjny
byt obecny rowniez w regionach cytoplazmy, co jest jednak najprawdopodobniej wynikiem
ciagle zachodzacego procesu biotransportu badanego nanomateriatu.

Kolejng proba okreslenia lokalizacji komorkowej sfunkcjonalizowanych fullerendéw byt
szereg doswiadczen z uzyciem pochodnej [60]fullerenu zawierajacej w swojej strukturze dwa
wigzania potrojne (TBCeoser). Zwigzek ten byt substratem uzytym do reakcji typu click
(cykloaddycja 1,3-dipoalrna) z dedykowanymi azydkami organicznymi, prowadzacej do
powstania fluorescencyjnych triazoli fullerenowych. Powyzsze eksperymenty zostaty opisane
w pracy H7 i zawieraly opis metodyki wizualizacji nanomaterialu fullerenowego TBCsoser
w komoérkach nowotworu piersi linii MCF-7. Gléwng ideg projektu bylo stworzenie
rozpuszczalnego w wodzie fullerenu zawierajacego w swojej strukturze wigzania potrojne,
ktory reagowatby dalej ,,w komorce” z niefluorescencyjnym azydkiem organicznym (3-azydo-
7-hydroksykumaryng) tworzac  odpowiedni  fluorescencyjny  triazol  fullerenowy
(HCCgoserTRIAZOLE). Plan syntetyczny dla powyzszych do$wiadczen umieszczono na
Rysunku 12. W celu dodatkowego potwierdzenia lokalizacji komodrkowej nanomateriatu
fullerenowego uzyto komercyjnie dostgpnego barwnika fluorescencyjnego w formie azydku
(azydek sulfocjaniny 5), ktory tworzyt rowniez fluorescencyjny triazol fullerenowy. Co
ciekawe, przeprowadzone eksperymenty z uzyciem azydkowego analogu fullerenu TBCgoser
oraz barwnika fluorescencyjnego opartego na fragmencie cyklooktynu (uktad bioortogonalny,
aktywowany bez dodatku soli miedzi) zakonczyly si¢ niepowodzeniem. Udowodniono, iz
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azydek fullerenowy (analog TBCsoser) nie wnikat przez blong komoérek MCF-7 pozostajac
w medium hodowlanym, stad proby jego lokalizacji komorkowej byly nieskuteczne.

1073 107

. Il CTCF Whole Cell . Il CTCF Whole Cell -
_ "% cTCF Nucleus o CTCF Nucleus
5 105 3 108
3) % -
2 1043 2 10 -
(8] - - - (8]
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Particle Concentration (mg/mL) Particle Concentration (mg/mL)
Rysunek 11

A, B-lokalizacja komodrkowa glikofullerenu SweetCsp (1 mg/mL) w komodrkach
gwiazdzistych trzustki, przy uzyciu mikroskopii konfokalnej. Nanomateriaty fullerenowe
zostaly oznaczone kolorem fioletowym (magenta), jadro komorkowe wybarwione na kolor
niebieski (barwnik DAPI), kolor zielony wskazuje na mitochondria (wybarwione barwnikiem
FITC), za$ obszary czerwone wskazuja na lizosomy (wybarwione tetrametylorodaming); C-
skorygowany catkowity sygnal fluorescencji komoérek PSC traktowanych glikofullerenem
w czasie 3 lub 24 godzin (Rysunek 2, praca H1).

W pracy H7 scharakteryzowano strukturalnie heksakisaddukt fullerenowy (TBCgoser)
1 potwierdzono otrzymanie triazoli fullerenowych za pomoca technik spektroskopowych.
Jednym z kluczowych parametrow, pozwalajagcych na przeprowadzenie reakcji click
w komorce nowotworowej byto okreslenie cytotoksycznosci reagentow: substratu (TBCsoser),
uktadu katalitycznego (siarczan (VI) miedzi(Il) oraz tris(2-karboksyetylo)fosfina), a takze
uzytych azydkoéw organicznych. Badany fulleren TBCgoser uzyty w stezeniu 1 mg/mL nie
wptywal na zywotno$¢ komorek nowotworowych, a podobne wyniki uzyskano dla obu
testowanych barwnikow, gdzie stezenie (25 uM) nie indukowalo efektu cytotoksycznego.
Wyniki obrazowania komorkowego z uzyciem mikroskopii fluorescencyjnej przedstawiono na
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Rysunku 13 (Rysunek 6, praca H7). Zgodnie z oczekiwaniami, fulleren TBCgoser jak i azydek
hydroksykumaryny wykazywaty brak fluorescencji (Rysunek 13). Z kolei dla azydku
sulfocjaniny 5 (wzbudzenie 650 nm) zaobserwowano fluorescencj¢ w obszarze przylegajacym
do jadra komorkowego. Kluczowe reakcje cykloaddycji przeprowadzano inkubujac komorki
MCF-7 z badanym fullerenem w czasie 24 godzin, po czym przez kolejne 2 godziny
inkubowano je z 3-hydroksykumaryng lub barwnikiem SC5, w obecnosci ukladu
katalitycznego (CuSO4/TCEP). Lokalizacje triazoli fullerenowych w komodrkach nowotworu
piersi MCF-7 okre$lono przez ich wspotbarwienie z barwnikami znakujacymi mitochondria
(Mitotracker) oraz lizosomy (LysoTracker). Zaobserwowano, iz oba triazole fullerenowe
(SC5Ces0serTRIAZOLE oraz HCCgoserTRIAZOLE) wykazywaty sktonnos¢ do akumulacji
w lizosomach. Co wazne, opisany protokol eksperymentalny pozwolit na obrazowanie
pochodnych [60]fullerenu w obecnosci biatek FBS w medium hodowlanym 1 tworzacych
otoczke biatkowg zaadsorbowang na powierzchni nanomateriatow.

TRIPLE-BONDED Cggser
(TBCgpser)

HYDORXYCOUMARIN-Cgoser TRIAZOLE SULFOCYANINES-Cgoser TRIAZOLE
(HCCgoserTRIAZOLE) (SC5CgoserTRIAZOLE)
Rysunek 12

Schemat reakcji 1,3-cykloaddycji dipolarnej pomigedzy pochodng fullerenu z wigzaniem
potrojnym (TBCgoser) a azydkami organicznymi prowadzaca do powstania fluorescencyjnych
triazoli fullerenowych (Schemat 2, praca H7).
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Kontynuacja podjetych badan nad lokalizacja nanomateriatow fullerenowych
w komoérkach 1 tkankach zwierzecych bylo opracowanie syntezy fluorescencyjnej
i rozpuszczalnej w wodzie pochodnej [70]fullerenu- C700Me-ser. W pracy H8 syntezowano
i scharakteryzowano spektralnie fulleren (C;00Me-ser), ktory fluoryzowal przy 693 nm,
z wydajnos$cig kwantowa 0,065 oraz niespodziewanie duzym przesunigciem Stokesa (okoto
300 nm). Warto podkresli¢, iz dzigki swojej strukturze elektronowej oraz znaczaco rdznej
symetrii fullerenu C70, mozna zaobserwowa¢ zwigkszona wydajno$¢ jego fluorescencji
w poréwnaniu z fullerenem Coo. Sciezke syntetyczng pozwalajaca otrzymaé fluorescencyjng
pochodng [70]fullerenu przedstawiono na Rysunku 14. Jako substrat do reakcji Biengela-
Hirscha wybrano fulleren C70(OMe)s, za§ malonian diserinolu zostat uzyty w celu zwigkszenia
rozpuszczalno$ci zaprojektowanego nanomaterialu. Wstepne prace Gan i wspotpracownikow
sugerowaly, ze produkty cyklopropanacji fullerenu C;o(OMe)s wykazywaly wlasciwosci
fluorescencyjne- nie byly one jednak rozpuszczalne w wodzie, a ich biodystrybucja
i toksykologia nie zostaty zbadane®®. Opisany w pracy H8 protokot syntetyczny polegal na
traktowaniu fullerenu C7o chlorkiem jodu (ICl) w celu wytworzenia oktakischlorofullerenu
(C70Clg); tak otrzymany nanomateriat traktowano dalej metanolem w obecnosci
niekoordynujacego ligandu AgClO4, uzyskujac analog zwierajacy osiem grup metoksylowych
przytaczonych do klatki fullerenowej C7o. Oktakismetoksy[70]fulleren ulegat nastgpnie reakcji
cyklopropanacji, w wyniku ktorej otrzymano odpowiedni trisaddukt [C70(OMe)s(malonian)s],
poddawany dalszej hydrolizie w $rodowisku kwasnym (1,4-dioksan/HCl) w celu
odbezpieczenia grup hydroksylowych.

B (o3 D + MitoTracker E + LysoTracker
SC5CeoserTRIAZOLE SCSCsesorTRIAZOLE SC5CeoserTRIAZOLE

HCCeoserTRIAZOLE

Rysunek 13

Lokalizacja komérkowej nanomateriatu fullerenowego TBCgoser (A) oraz barwnikow: SCS i
HCA (B) i jego pochodnych triazolowych (C—E) w linii komérkowej nowotworu piersi (MCF-
7). Jadra komoérkowe wybarwiono kolorem niebieskim, mitochondria/lizosomy-zielonym,
a triazole fullerenowe (SC5Cs0serTRIAZOLE i HCCgoserTRIAZOLE) w kolorze czerwonym
(Rysunek 6, praca H7).
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Analizujgc widmo 'C-NMR badanego nanomateriatu fullerenowego C700OMe-ser
(Rysunek 2, praca HS8), mozna zaobserwowaé obecno$¢ 29 sygnalow (2C) wegli sp?
pochodzacych do klatki [70]fullerenowej, a takze cztery pojedyncze sygnaly wegli sp?,
wszystkie w zakresie od 155 do 132 ppm. Obecnos$¢ o$miu wegli C7o potaczonych z grupami
metoksylowymi mozna zaobserwowaé w zakresie od 81 do 79 ppm, zaprezentowanymi na
widmie w postaci czterech sygnatow. W trakcie reakcji cyklopropanacji fullerenu C70(OMe)s
mozliwe byty dwa typu addycji malonianu: w obszary bieguna (ang. pole regions) lub tez pasa
(ang. belt regions) kaltki [70]fullerenu, ktore zostaty rozroznione uzywajgc spektroskopii 13C-
NMR. W przypadku analizowanego nanomateriatu (C700OMe-ser), widoczne byly trzy sygnaty
wegli sp® w obszarze okoto 56 ppm, ktore wskazywaty na addycje malonianu w regionie pasa
(belt region) i sugerujac powstanie produktu o symetrii Cs. Podczas naswietlania zwigzku
C700Me-ser s$wiattem o dlugosci fali 440 nm zaobserwowano fosforescencje tlenu
singletowego (pomiar w D,O, a kwantowa wydajno$¢ generowania tlenu singletowego
wyniosta 0.0877); natomiast nie zaobserwowano tworzenia si¢ aniorodnika ponadtlenkowego
w eksperymentach putapkowania spinowego EPR.

Lokalizacj¢ tkankowa badanego nanomaterialu fullerenowego badano na modelu
muszki owocowej (Drosophila melanogaster), wykorzystujac do jego obrazowania techniki
mikroskopii fluorescencyjnej oraz elektronowej (Rysunek 14). Badania toksykologiczne
wskazaty iz pochodna [70]fullerenu przedostaje si¢ do cytoplazmy komorek jelita sSrodkowego
oraz organelli komoérkowych Drosophila melanogaster na drodze endocytozy. Badany
nanomateriat fullerenowy byl obserwowany na terenie regionu apikalnego, okoto jadrowego
oraz bazalnego komorek trawiennych, a takze blaszki podstawnej nabtonka ukladu
pokarmowego- co sugeruje jego przemieszczanie si¢ w kierunku jam ciala inarzadow
wewnetrznych. Zastosowane stezenie pochodnej [70]fullerenu oraz czas ekspozycji byly
obojetne dla komoérek— nie dochodzito do uszkadzania organelli komorkowych, a takze nie
zaobserwowano aktywacji procesow degeneracyjnych i $mierci komorkowe;.

Podsumowujac, przedstawione w osiggnieciu badawczym badania pozwolily na
opracowanie metod syntezy rozpuszczalnych w wodzie nanomaterialow fullerenowych
o istotnej aktywnosci przeciwnowotworowej. Opisana powyzej aktywnos¢ biologiczna
byla spowodowana poprzez inhibicj¢ okreslonych celow molekularnych (m.in. kinaz
tyrozynowych), badz tez w wyniku przeprowadzenia terapii fotodynamicznej i produkcji
reaktywnych form tlenu. W ciagu przeprowadzonych prac badawczych udalo si¢ rowniez
opracowa¢ metodyke okreslania lokalizacji komorkowej wybranych pochodnych
fullerenéw, zaré6wno na poziomie komorkowym (przeciwcialo antyfullerenowe/reakcje
typu clik), jak rowniez na modelu Drosophila melanogaster.

Dalsze plany badawcze

W swojej najblizszej pracy naukowej planuj¢ rozwijanie nast¢pujacych obszaréw badawczych
zwigzanych z chemig medyczna nanomateriatow fullerenowych jak rowniez ich zastosowaniem
w chemii analitycznej jako nanoadsorbentow:

e Otrzymywanie  nanomateriatow  fullerenowych  shuzacych do  fotoinaktywacji
drobnoustrojéw (wspotpraca z dr. Szewczykiem oraz dr. Kwiecinskim, UJ). Planowane sg
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badania biologiczne nowych pochodnych fullerenéw dziatajacych na lekoodporne szczepy
bakterii oraz grzybow. Wstepne wyniki badan pozwalaja wskazujg na silne dzialanie
bakteriobdjcze wzgledem szczepdéw gronkowca ztocistego- MRSA (ang. methicyllin-
resistant Staphylococcus aureus) oraz enterokokéw opornych na wankomycyne VRE (ang.
Vancomycin-Resistant Enterococcus).

Rysunek 14

Komorki jelita srodkowego D.melanogaster traktowane fullerenem C7;00Me-ser przez miesiac.
Zaznaczone obszary wskazuja na lokalizacje granulek gestych elektronowo (nanomateriat
fullerenowy, Rysunek 10J, praca HS).

e Synteza oraz analiza odzialtywan bialek z fullerenami (wspotpraca z prof. Calvaresim,
University of Bologna, Wtochy oraz prof. Wheeler, Santa Clara Univeristy, USA). W trakcie
prowadzonych badan uzywane beda techniki solubilizacji monoadduktow fullerenowych
z wybranymi biatkami, a takze symulacje komputerowe. Dodatkowo, przeprowadzane
badania skupiaja si¢ na okreslenie sktadu otoczki biatkowej zaadsorbowanej na wybranych
nanomateriatach fullerenowych z uzyciem spektrometrii masowej (Q-TOF).

e Synteza pochodnych fullerenow wykorzystywanych do degradacji biatek w technice
PROTAC (wspotpraca z prof. Tao, Fudan University, Chiny). Planowane jest tutaj
wykorzystanie faktu, iz otrzymane przeze mnie nanomateriaty fullerenowe wykazuja silne
odzialywania z kinazami tyrozynowymi. Obecnie trwaja prace nad przygotowaniem

odpowiednich nanoformulacji fullerenowych zawierajacych ligandy wigzace si¢ z ligazami
E3.

e Synteza 1 badanie aktywno$ci enzymatycznej nanomateriatéw fullerenowych, ze

szczeg6lnym uwzglednieniem ich odziatywan z kinazami tyrozynowymi (wspotpraca z dr
hab. Anng Mrozek-Wilczkiewicz oraz dr Katarzyng Malarz, US).
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e Synteza oraz zastosowania hybrydowych nanomateriatléw fullerenowych (tlenek grafenu-
fulleren) jako nanoadsorbentéw stosowanych w chemii analitycznej (wspdtpraca z prof.
Sitko, US). Prowadzone sa badania dotyczace selektywnej adsorpcji metali (chrom, rtec,
oldw) na otrzymanych nanoadsorbentach oraz ich dalszym wykorzystaniu w analizie
skomplikowanych matryc metodg XRF.

3. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscia naukowa albo
artystyczng realizowanga w wi¢cej niz jednej uczelni, instytucji naukowej
lub instytucji kultury, w szczegolnosci zagraniczne;j.

W trakcie prowadzenia dziatalnos$ci naukowej podjatem wspotprace z szeregiem jednostek
naukowych w kraju i za granicg. Czg$¢ z tych aktywnosci zostala przeprowadzona podczas
odbywania przeze mnie trzech stazy podoktorskich w USA. Ponadto, przedstawione ponizej
tematy badawcze nie wchodza w sktad dziela bedacego podstawa do uzyskania stopnia doktora
habilitowanego:

1. Badanie biotransformacji oraz farmakokinetyki rodnikow tritylowych, majgcych
zastosowanie w obrazowaniu EPR. Prace badawcze polegaly na opracowaniu metodyki
oczyszczania sondy spinowej OX063 oraz ustaleniu jej metabolitow. Badania zostaty
finansowane w ramach projektu NIH (P41 EB002034 oraz ROl CA098575), a wyniki
zostaly opublikowane w czasopiSmie Chemical Research in Toxicology®.
Dos$wiadczenia zostaly wykonane w laboratoriach prof. Rawala oraz prof. Halperna
(University of Chicago).

2. Wplyw  hipertermii  na  biodystrybucje = oraz  farmakokinetyke  lekow
przeciwnowotworowych oraz nanomateriatow weglowych. Prace badawcze dotyczyly
badania interakcji fal radiowych o wysokiej czestotliwosci (RF) z tkankami
biologicznymi i ich wykorzystania jako platformy terapeutycznej w nieinwazyjnej
hipertermii nowotworowow. Badania zostaly sfinansowane przez Kanzius Cancer
Research Foundation oraz NIH (U54CA143837). Powyzsze do$wiadczenia zostaly
wykonane w laboratoriach prof. Curleya (Baylor College of Medicine) oraz prof.
Wilsona (Rice University), a wyniki opisane w czasopismach Scientific Reports oraz
Journal of Controlled Release.’* #°

3. Badanie zdolnosci przechodzenia przez barierg krew-mozg nanokoniugatow rodnikow
tritylowych  z  nanomateriatami  fullerenowymi. Prace badawcze dotyczyly
otrzymywania nanomateriatéw fullerenowych potaczonych z rodnikami tritylowymi
w celu obrazowania cis$nienia parcjalnego tlenu w moézgu. Doswiadczenia byly
finansowane przez Kosciuszko Foundation oraz we wspolpracy z firmg O2M. Opisane
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eksperymenty zostaly wykonane w laboratoriach prof. Rawala oraz prof. Halperna
(University of Chicago).

4. Synteza nanopretow zlota dotgczonych do lekow przeciwnowotworowych. Prace
badawcze dotyczyly syntezy i charakterystyki fizykochemicznej nanoprgtéw zlota
potaczonych z lekiem gemcytabing. Do$wiadczenia byly finansowane w ramach grantu
OPUS (Narodowe Centrum Nauki) i wykonywane w laboratorium prof. Elas
(Uniwersytet Jagiellonski).

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke

W latach 2013-2023 opracowywatem materiaty dydaktyczne oraz prowadzitem zajg¢cia
zwigzane z szeroko pojeta chemia organiczng, medyczng oraz nanomedycyng dla kierunkow:
chemia, technologia chemiczna oraz biotechnologia (Wydziat Biologii US). Omawiane zajgcia
dydaktyczne przedstawiono w ponizszej tabeli:

LABORATORIUM

SEMINARIUM

WARSZTATY

Chemia organiczna A i B

Chemia organiczna™®

Nanofarmakologia*

o  Laboratorium Introduction to organic
specjalizacyjne synthesis
®  Poszerzona chemia Kataliza w chemii
organiczna organicznej I
®  Podstawy farmakologii nieorganicznej
o  Chemia lekow Mechanizmy w  chemii
o Tutoring ekspercki (Szkota organicznej
Doktorska US) e Nowoczesne metody

syntezy organicznej
o Wstep do projektowania
lekow

o Selected topics in general

chemistry

*gtowny koordynator przedmiotu

W latach 2017-2020 ze wzgledu na kierowanie projektem SONATA, prowadzitem jedynie 105
godzin dydaktycznych/rok. W roku 2019 prowadzilem trzy wyktady z kursu Chemii
Organicznej. Ponadto w roku 2023 bylem opiekunem studenta zagranicznego, wykonujacego
eksperymenty w ramach projektu VINCI. W latach 2013-2023 prowadzilem seminaria
licencjackie oraz magisterskie. Jestem promotorem ponizszych prac dyplomowych:

1. Synteza wybranych aminowych pochodnych [60]fullerenu i ich zastosowanie w biologii
molekularnej (Kamila Byra, praca magisterska, 2018).
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2. Synteza pochodnych [60]fullerenu zawierajgcych wigzania potrojne (Dominika
Walerianska, praca licencjacka, 2018).

3. Synteza pochodnych [60] fullerenu zawierajgcych fragment kwasu 5-aminolewulinowego
dla terapii fotodynamicznej nowotworow (Dominik Dreszer, praca licencjacka, 2019).

4. Synteza i obrazowanie pochodnych [60]fulerenow w uktadach biologicznych za pomocq
reakcji cykloaddycji 1,3-dipolarnej (Patrycjusz Cieslak, praca licencjacka, 2019).

5. Synteza aminowych pochodnych [60]fullerenu jako nosnikow sond spinowych
przeznaczonych do obrazowania EPR (Dominik Dreszer, praca magisterska, 2021).

6. Synteza pochodnych [60]fullerenu uzywanych do transfekcji siRNA (Aleksandra Tuszynska,
praca licencjacka, 2021).

7. Synteza  rozpuszczalnych ~w  wodzie  nanokompozytow  [60]  fullerenu  z
superparamagnetycznym tlenkiem zelaza (Daria Polakowska, praca licencjacka 2021).

8. Synteza nanokoniugatow nanopretow ztota z wybranymi lekami nowotworowymi (Patrycja
Fras, praca licencjacka, 2021).

Ponadto bylem promotorem pomocniczym w przewodzie doktorskim dr Pawla Nalepy
(Wybrane  nanotechnologie  dla  syntezy  nowych  terapeutykow o  znaczeniu
przeciwnowotworowym, 2023), promotor: prof. dr. hab. Jarostaw Polanski.

Aktywnos¢ organizacyjna:

1. Organizacja konferencji naukowej Chemistry Towards Biology, 2014 rok
2. Czlonek komisji ds. zapewniania jakoS$ci ksztalcenia, 2013-14

Aktywnos¢ popularyzujaca nauke

1. Bytem wykonawca w szeregu projektéw edukacyjnych dla szkol podstawowych oraz
licedbw/technikow w formie laboratoriow oraz wyktadow. W tym:

o Kreatywny eksperymentator (2017-2018)

o Kreatywny odkrywca (2020-21)

o ChemiK= Chemia+Kompetencje

e Popularyzacja i Nauka: PIN US - kod do przysztosci

2. Wspétautor rozdziatu w ksiazce ‘Chemia w badaniach naukowych i nauczaniu. O roznych
zastosowaniach wegla’ przeznaczonym jako materiat wspierajacy dla nauczycieli chemii i
fizyki w wojewddztwie $laskim.

3. Udziat w organizowaniu Konkursu Chemicznego dla uczniow szkoét srednich w latach 2009-
14 oraz w roku 2018.

4. Recenzent Olimpiady Chemicznej dla szkél ponadgimnazjalnych w wojewddztwie §laskim
(2013-2014, 2017-2023).

Czlonkostwo w Towarzystwach Naukowych

1. Polskie Towarzystwo Chemii Medycznej (od 2012)
2. American Chemical Society (od 2023)
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Stypendia oraz Nagrody

1. Nagroda dla najlepszego absolwenta kierunku chemia (Gliwice, 2009)
Stypendium doktoranckie TWING (Katowice, 2012-14).

Stypendium fundacji Welcha (Houston, 2016)

Stypendium ministra dla wybitnych mtodych naukowcow (Warszawa, 2018)
Stypendium fundacji Kosciuszkowskiej (Chicago, 2021)
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