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Streszczenie

Whnikanie dowolnej czasteczki do wnetrza ludzkich komorek, okreslane mianem internalizacji,
zalezy od wlasciwosci tej molekuly, jak rozmiar, hydrofobowos¢, czy tadunek elektryczny.
Rozwazajac czasteczke o znaczeniu terapeutycznym, a wigc istniejacy lub obiecujacy lek, jej
internalizacja moze by¢ procesem pozgdanym lub nie. Decyduje o tym jej mechanizm dziatania —
sa molekuly, ktore ulegajg zwigzaniu z biatkiem znajdujgcym si¢ wewnatrz komorki. Inne z kolei
oddzialuja z ligandem wystepujacym zewnatrzkomérkowo. Zatem te dwa przyklady to
odpowiednio internalizacja pozadana oraz nie. Proces wnikania leku do komoérki jest szczegdlnie
istotny w ujeciu prezmie rozwijanych i testowanych obecnie terapii celowanych. Ich zadaniem jest
ograniczenie skutkow ubocznych standardowych metod leczenia nowotworéw poprzez
skierowanie leku precyzyjnie na wybrany element komérki nowotworowej. Zatem okreslenie, czy
i w jakim stopniu czasteczka o potencjale terapeutycznym wnika do komoérek wydaje si¢ etapem
poczatkowym jej testowania w ujeciu klinicznym.

W niniejszej pracy przeprowadzono ocen¢ internalizacji réznych czasteczek biologicznych 1
chemicznych (w tym lekéw, dinukloetydéw, biatek i wybranego barwnika) do wnetrza zywych,
pojedynczych komérek nowotworowych. Jako podstawowa metod¢ badawcza zastosowano
spektroskopi¢ korelacji fluorescencji. Precyzyjna, ilosciowa analiza byla mozliwa poprzez
wykorzystanie modelu nanolepkos$ci wnetrza komorek zaleznego od skali dlugosdci. Jako technike
towarzyszaca, jakosciows, stosowano obrazowanie konfokalne/FLIM. Uzyskane wyniki
wykazaly, ze przyj¢te podejscie badawcze pozwala okreslié, co dzieje si¢ z wyznakowana
fluorescencyjnie czasteczkg wewnatrzkomorkowo oraz jakim interakcjom ta molekuta ulega.

Na przykladzie leku olaparib udowodniono, ze stopien wnikania tego zwigzku do komdrek
nowotworowych zalezy od ilosci jego celu molekularnego — biatka PARP1. Technik¢ FCS
zastosowano takze do monitorowania procesu endocytozy leku bewacizumab. Jak wykazano, ten
dzialajacy zewnatrzkomorkowo zwigzek jest pobierany przez komorki na drodze endocytozy
konstytutywnej, ale nie jest uwalniany wewnatrzkomorkowo z endosoméw do cytoplazmy.
Zbadano takze, czy wybrane terapeutyczne dinukleotydy wnikaja do komoérek i sa w nich obecne
w formie swobodnie dyfundujacej oraz okreslono, jakie formy oligomeryczne bialtek ferrytyny i



hemoglobiny dominujg wewnatrz komérek. Przeprowadzone badania pozwolity takze ustali¢, ze
barwnik YO-PRO-1 selektywnie wybarwia czgsteczki tRNA i rRNA w zywych komoérkach. Z
kolei na przyktadzie biatka PRMT1 wykazano uzyteczno$¢ techniki FCS do oceny dystrybucji
zwigzku miedzy kompartmentami komorkowymi.

Na koniec, zbadano zastosowanie roéznic cis$nienia osmotycznego do dostarczania do ludzkich
komorek zwiazkdw, ktdre nie sa przez nie samodzielnie pobierane. Wykazano, Ze uzycie polimeru
w rezimie splatania tancuchéw polimerowych jest parametrem decydujacym o powodzeniu catego
procesu. Na podstawie uzyskanych wynikéw zaproponowano mechanizm wprowadzania
czasteczek do ludzkich komérek szokiem osmotycznym.



