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1. Imie i Nazwisko

Marzena Szwed

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu
nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.
e 2007 — magister biologii w dyscyplinie biofizyka

Praca wykonana w Katedrze Termobiologii Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu

k. 6dzkiego na temat: ,Oddziatywanie aklarubicyny z komoérkami nowotworowymi linii A549” pod
kierunkiem prof. dr hab. Zofii J6zwiak

e 2012 - doktor nauk biologicznych w dyscyplinie biofizyka

Praca wykonana w Katedrze Termobiologii Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
t6dzkiego na temat: ,Oddziatywanie koniugatu doksorubicyny z transferyng na wybrane linie

komorkowe biataczki cztowieka” pod kierunkiem prof. dr hab. Zofii J6zwiak

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub

artystycznych

e 2007 - 2012 doktorantka, Stacjonarne Studium Doktoranckie Genetyki Molekularnej,
Cytogenetyki i Biofizyki Medycznej, Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
tédzkiego

e 2008 - 2012 asystent w Katedrze Termobiologii Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu £édzkiego

e 2012 - 2015 adiunkt w Katedrze Termobiologii Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu t6dzkiego

e 2015 - 2016 adiunkt w Katedrze Biofizyki Medycznej Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu t.6dzkiego (zmiana nazwy jednostki)

e 2016 - 2019 pracownik naukowy/stypendysta w Instytucie Badan nad rakiem przy
uniwersyteckim szpitalu w Oslo, Norwegia

e Od 2019 adiunkt w Katedrze Biofizyki Medycznej Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu £édzkiego

4, Omowienie osiggniec, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20

lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.).



Marzena Szwed Zalgcznik 3a

IA. tytut osiggniecia naukowego:

Nanoterapeutyki w leczeniu raka piersi cztowieka - mechanizmy toksycznosci

nanomateriatéw oraz ocena aktywnosci enkapsulowanych lekow

Powyzsze osiggniecie naukowe zostato udokumentowane w formie cyklu publikacji.

Oswiadczenia wspotautorow publikacji wchodzgcych w skiad osiggniecia naukowego

i kopie publikacji wnioskodawcy zawarte sg w Zatgczniku 5 (o$wiadczenia wspotautoréw)

i 6 (Szwed - Zatgcznik 6 - Kopie publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe).

IB. Publikacje wchodzace w skiad osiggniecia naukowego:

IB-1

IB-2

Szwed M, Sgnstevold T, @verbye A, Engedal N, Grallert B, March Y, Sulheim E,
Iversen TG, Skotland T, Sandvig, Torgerse ML. Small variations in nanoparticle
structure dictate differential cellular stress responses and mode of cell death.
Nanotoxicology, 2019, 13(6):761-782, doi: 10.1080/17435390.2019.1576238.
*IFa019 =4.925, *MNiSWy019= 140 pkt, *IFa020 = 5.913, #MEiNz2= 140 pkt,
cyt. =20

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: I. wspétudziale w dos$wiadczeniach dotyczgcych:
1) oznaczenia przezywalnosci komérek nowotworowych po dziataniu badanych nanoczgstek
z grupy PACA na podstawie pomiaréw wewnatrzkomorkowego poziomu ATP, 2) oceny tempa
catkowitej syntezy biatka w komérkach, 3) pomiaru markeréw stresu oksydacyjnego (indukcja
ROS, spadek wewngtrzkomdrkowego stezenia glutationu, peroksydacja lipidéw btonowych),
4) immunoblottingu,5) transfekcji i wyciszania genéw wyciszania genéw z zastosowaniem
antysensownego SiRNA , 6) wizualizacji zmian morfologii komorek za pomocg mikroskopu
Swietlnego, 7) analizy procesu ferroptozy indukowanej przez nanoczgstki POCA 8) oceny
akumulacji nanoczgstek POCA w komorkach; Il. wspéttworzeniu koncepcji pracy, Il
opracowaniu, interpretacji i dyskusji wynikéw, wykonaniu analizy statystycznej, IV.

wspotprzygotowaniu rycin zamieszczonych w pracy V. uczestniczeniu w pisaniu artykutu.

Szwed M, Torgersen ML, Kumari RV, Yadava SK, Pust S, lversen TG, Skotland T,
Giri J, Sandvig K. Biological response, and cytotoxicity induced by lipid
nanocapsules. Journal of Nanobiotechnology, 2020, 18(1):5. doi: 10.1186/s12951-
019-0567-y.

*IF2020 =10.43, *MNiSWa2019= 140 pkt, *IF2021 = 9.429, #MEiN2021= 140 pkt,
cyt. =16

Méj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: I. udziale w do$wiadczeniach dotyczacych: 1)

oznaczenia przezywalno$ci komorek traktowanych lipidowymi nanokapsutami metodg MTT,

2) oceny tempa catkowitej syntezy DNA w komorkach, 3) transfekcja i wyciszania ekspresji
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IB-3

IB-4

genow antysensownym siRNA, 4) pomiaru wewngtrzkomérkowego poziomu ATP, 5) oceny
tempa catkowitej syntezy biatka w komoérkach, 6) pomiaru indukcji ROS i peroksydaciji lipidow,
7)) oceny akumulacji lipidowych nanokapsut w komoérkach, 8) pomiaréw internalizacji oraz
endocytozy ?51-Tf do komérki, 9) mikroskopowego i cytometrycznego oszacowania indukcji
stresu lizosomalnego, 10) analizy zmian wewngtrzkomérkowego pH, 11) wizualizacji zmian
morfologii komdrek za pomocg mikroskopu $wietlnego; Il. wspottworzeniu koncepcji pracy, Ill.
opracowaniu, interpretacji i dyskusji wynikow, wykonaniu analizy statystycznej, IV.
przygotowaniu wszystkich rycin zamieszczonych w pracy V. uczestniczeniu w pisaniu artykutu

i odpowiedziach na recenzje, wspoftworzeniu koricowej wersji pracy.

Valsalakumari R, Yadava SK, Szwed M, Pandaya AD, Malandsmo G M, Torgersen

ML, Iversen TG, Skotland T, Sandvig K, Giri J. Mechanism of cellular uptake and
cytotoxicity of paclitaxel loaded lipid nanocapsules in breast cancer cells.
International Journal of Pharmaceutics, 2021,15: 597, 120217, doi:
10.1016/j.ijpharm.2021.120217.

*|F2020 =6.510, *MEiN2021= 100 pkt, *IF2023 = 6.510, #*MEiN2021= 100 pkt, cyt. =13
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: I. udziale w do$wiadczeniach dotyczgcych: 1)
oznaczenia parametrow fizykochemicznych charakteryzujgcych lipidowe nanokapsuty
(Srednica hydrodynamiczna, indeks polidyspersyjnosci, potencjat zeta), 2) oceny
przezywalnos$ci komorek traktowanych lipidowymi nanoczgstkami metodg MTT i tempa
catkowitej syntezy DNA w komorkach, 3) analizy mechanizméw endocytozy zaangazowanych
w transport lipidowych nanokapsut do komaérek, 4) oceny procesu apoptozy indukowanej przez
lipidowe nanokapsuty z enkapsulowanym PTX; Il. wspoftworzeniu koncepcji pracy .
opracowaniu, interpretacji i dyskusji wynikéw, wykonaniu analizy statystycznej, IV.
wspoiprzygotowaniu rycin zamieszczonych w pracy, V. uczestniczeniu w pisaniu artykufu i

odpowiedziach na recenzje.

Wigner P, Zielinski K, Michlewska S, Danielska P, Marczak A, Ricci Jr E, Santos-
Oliveira R, Szwed M. Disturbance of cellular homeostasis as a molecular risk
evaluation of human endothelial cells exposed to nanoparticles. Scientific
Reports, 2021, 11(1), 3849, doi: 10.1038/s41598-021-83291-0.

*IF2020 =4.99, #MEiN2021= 140 pkt, *IF2023 = 4.997, cyt. =9

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na: I: koordynowaniu prac badawczych czesci
biologicznej pracy, |l udziale w realizacji cze$ci eksperymentéw: 1) oszacowanie odsetka
komorek, ktore ulegty apoptozie lub nekrozie po dziataniu badanych nanoczgstek za pomocg
podwdjnego barwienia mieszaning fluorochroméw Hoechst 33258/jodek propidyny, 2) analiza
proapoptotycznej fragmentacji DNA metodami TUNEL i drabinki DNA, 3) obserwacje
mikroskopowe zmian morfologii komérek, 4) pomiar poziomu ROS, 5) oznaczenie fosforylacji
histonu  H2AX, 6) oznaczenie poziomu ekspresji gendéw  zaangazZowanych
w apoptoze; Ill zaplanowaniu koncepcji pracy, IV. opracowaniu i interpretacji wynikow oraz ich
dyskusji, analizie statystycznej, V. gtownym udziale w napisaniu i zredagowaniu pracy,

odpowiedzi na recenzje. Autor korespondencyjny.



Marzena Szwed Zalgcznik 3a

IB-5 Szwed M, Michlewska S, Kania K, Szczech M, Marczak A, Szczepanowicz K, New
SDS- based polyelectrolyte multicore nanocarriers for paclitaxel delivery —
synthesis, characterization, and activity against breast cancer cells. Cells, 2023,
(12, 2052 doi: doi.org/10.3390/cells12162052).

*IF2022 = 6.000, #MEiN202:= 140 pkt, cyt.=0

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: I. koordynowaniu prac badawczych, Il udziale w
realizacji czesci eksperymentow: 1) pomiar cytotoksycznosci badanych nanokapsut SDS/PLL
i SDS/PLL/PGA (pustych Ilub wypetnionych PTX) metodami MTT | CellTiter-Glo,
2) oszacowanie odsetka komorek, ktore ulegly apoptozie za pomocg podwdjnego barwienia
mieszaning fluorochroméw Aneksyna V- FITCljodek propidyny, 3) obserwacje mikroskopowe
zmian morfologii komorek, 4) oznaczenie zmian potencjatu btonowego mitochondriéw, 5)
ocena stopnia proliferacji komérek wybarwionych sondg CyQuant, 6) pomiar aktywnoSci
kaspazy 3/7. lll. zaplanowaniu koncepcji pracy; IV. opracowaniu, dyskusji i interpretacji
wynikow wraz z ich analizg statystyczng, V. gtownym udziale w napisaniu i zredagowaniu

pracy, odpowiedzi na recenzje. Autor korespondencyjny.

*Dane dotyczgce wskaznikéw IF pochodzg z Journal Citation Reports z bazy Clarivate (https./jcr.clarivate.com/)
zgodnie z rokiem opublikowania pracy oraz z rokiem ostatniej oceny bazy Clarivate.

#Dane dotyczace wskaznikéw MNiSW pochodzg z wykazu czasopism naukowych i recenzowanych materiatow
z konferencji miedzynarodowych wraz z przypisang liczbg punktéw stanowigcy zatgcznik do Komunikatu Ministra Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego zgodnie z rokiem opublikowania danej pracy.

#Dane dotyczace wskaznikéw MEIN pochodzg z wykazu czasopism naukowych i recenzowanych materiatow
z konferencji miedzynarodowych wraz z przypisang liczbg punktéw z dnia 9 lutego 2021 r. ogfoszonego na podstawie art.
267 ust. 3 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85, 374, 695,
875 1086 oraz z 2021 r. poz. 159) stanowigcy zatgcznik do Komunikatu Ministra Edukacii i Nauki.

Sumaryczny Impact Factor publikacji* wynosi IF= 32,861 (5 prac). Sumaryczna liczba
punktéw MEIN dla wszystkich publikacji (zgodnie z rokiem opublikowania) wchodzgcych

w skfad osiggniecia naukowego wynosi 660.

IC. Omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz

z omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

IC-1. Wprowadzenie

Jednym z powaznych wyzwan jakie stawia sobie za priorytet medycyna XXI wieku jest
skuteczna walka z nowotworami. Sposréd codziennie diagnozowanych, nowych przypadkéw
choréb rozrostowych, najczesciej wystepujgcymi, zarobwno w Polsce, jak i na catym swiecie
sg nowotwory sutka. Zgodnie z danymi statystycznymi Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO,
ang. World Health Organization) w 2020 roku choroba ta dotkneta 2.2 miliona kobiet na Swiecie

[1]. W Polsce, informacje dostarczone przez Krajowy Rejestr Nowotworowy (KRN) dowodza,
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ze w latach 2017-2018 liczba zachorowan na nowotwory ztosliwe wzrosta o 1451 przypadkéw
wsrdd kobiet, a tym samym zwigkszyta sie réwniez liczba zgondw towarzyszgca tym chorobom.
Przenoszgc wartosci liczbowe na obszar bardziej lokalny wiemy, ze w 2018 wojewddztwo todzkie
zajeto 4 pozycje w zestawieniach dla populacji chorych z nowo zdiagnozowanym rakiem piersi i
stosunkowo wysokim odsetkiem zgonéw, gdyz zmarto wtedy 476 kobiet.

Podtoze molekularne rozwoju raka piersi jest zlozone i obejmuje mechanizmy
kontrolujgce ekspresje wielu gendéw, podzialty komérki oraz bodzce $rodowiskowe
i hormonalne. Warto podkresli¢, ze patogeneza nowotworéw sutka pozytywnie Kkoreluje
z uwarunkowaniami dotyczgcymi funkcjonowania catego organizmu kobiety takimi jak: wczesne
miesigczkowanie, pierwsza cigza po 30 roku zycia, bezdzietnos¢ i wydluzenie okresu
prokreacyjnego [2]. Nie bez znaczenie pozostajg réwniez: dieta, aktywno$¢ fizyczna, stosowanie
uzywek, wystepowanie nadwagi lub otytosci [3]. Wszystkie te czynniki stymulujg nagromadzenie
sie w materiale genetycznym wielu nieletalnych mutacji, ktére na trwale wprowadzone do genomu
komorki, mogg prowadzi¢ do btednej ekspresji informacji genetycznej, a tym samym inicjowac
transformacje nowotworowa [4].

Proces kancerogenezy rozpoczyna sie wraz z mutacjg pojedynczego allela
protoonkogenu, czyli takiego genu, ktéory w prawidtowych komérkach bierze udziat
w regulacji procesow ich proliferacji i réznicowania. Literatura naukowa, opisujgca podtoze
molekularne raka piersi najczesciej odnosi sie do onkogendéw cerb2/Her-2/neu, c-myc
i N-myc oraz int2 [3]. W ,molekularnej opozycji” do aktywacji onkogendw, stojg geny supresorowe,
ktérych biatkowe produkty w warunkach prawidlowych rozpoznajg uszkodzenia DNA i
posredniczg w negatywnej kontroli cyklu komodrkowego, kierujgc komodrke na droge
programowanej smierci — apoptozy. Dobrze opisanymi w literaturze sg typowe dla nowotwordw
piersi mutacje np. gendéw supresorowych BRCA1 (ang. BReast CAncer gene 1) i BRCA2 (ang.
BReast CAncer gene 1) oraz genu kodujgcego biatko p53 [2]. Podczas trwajgcego procesu
transformacji nowotworowej, specyficzng funkcje regulowania ekspresji onkogendw
i genow supresorowych petni niekodujgce mikroRNA. Liczne badania wskazujg na udziat krotkich,
okoto 20-nukleotydowych, niekodujgcych, jednoniciowych czgsteczek RNA w procesie
nowotworzenia, przy czym sam mikroRNA moze tez funkcjonowacd jako niezalezny supresor
lub onkogen [5].

Powyzej opisane czynniki uczestniczg w wieloetapowym procesie transformacji
nowotworowej, ktéry dotyczy wszystkich jednostek chorobowych opisanych w literaturze
naukowej jako rak piersi. Zgodnie z kryteriami WHO, opartymi gtdwnie na badaniach
histopatologicznych, wyodrebniono dwadziescia trzy typy raka piersi, wsrdd ktérych dwa gtéwne
typy to raki przedinwazyjne (nienaciekajgce) oraz raki inwazyjne (naciekajace) [6]. Majac jednak
na wzgledzie dodatkowe parametry, takie jak lokalizacje ognisk choroby w weztach chtonnych
oraz wystepowanie przerzutdw, mozna wywnioskowaé, Zze podobne strukturalnie guzy
charakteryzujg sie réznym rokowaniem i zmienng wrazliwoscig na leczenie. Dlatego tez lepszg
klasyfikacje raka piersi, przedstawia ta, ktdra opiera sie na réznicach w profilach molekularnych

komérek nowotworowych.
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Sposrod typow rakoéw piersi, ktérych podziat przedstawiony jest w tabeli nr 1, jedne
z najgorszych rokowan ma rak potréjnie negatywny (TNBC, ang. triple negative breast cancer),
ktory cechuje sie wysokim stopniem ztosliwosci histopatologicznej i duzym ryzykiem wystgpienia
zgonu pacjentki w pierwszych pieciu latach choroby [7]. Dlatego tez wysitki lekarzy
i naukowcéw nakierowane sg na odpowiedni doboér takiego postepowania terapeutycznego, ktore
pozwoli na skuteczng walke z choroba, przy jednoczesnym zniwelowaniu ryzyka wystgpienia

skutkéw ubocznych.

Tabela 1 Klasyfikacja molekularnych podtypdw raka piersi; na podstawie [8].

Podtyp Receptor dla Ludzki receptor Receptor dla
molekularny estrogenu EGFR2 progesteronu
Luminalny A pozytywny negatywny pozytywny

. - pozytywny/ -
Luminalny B minimalny minimalny
negatywny
HER2 negatywny pozytywny negatywny
Potrdjnie negatywny negatywny negatywny negatywny

Zgodnie z wytycznymi Polskiej Unii Onkologii, wykonanie zabiegu chirurgicznego
w skojarzeniu z radioterapig i leczeniem systemowym, tj. hormonoterapig lub chemioterapia, jest
gtdbwnym sposobem dziatania dla przedinwazyjnego i inwazyjnego raka piersi. Warto jednak
zaznaczy¢, ze samo leczenie systemowe (prowadzone gtéwnie w celu zmniejszenia rozmiaréw
guza) moze poprzedza¢ zabieg chirurgiczny, albo moze by¢ zastosowane jako terapia
uzupetniajgca po operacji. Do podstawowych chemioterapeutykéw stosowanych w leczeniu raka
piersi zalicza sie doksorubicyne (DOX, ang. doxorubicin), cyklofosfamid i taksany (w tym
paklitaksel (PTX, ang. paclitaxel lub docetaksel, DTX ang. docetaxel). Leki te sg sktadowymi
skutecznych  schematdéw leczenia  wykorzystywanych ~w  terapii neoadjuwantowej
(przygotowujacej pacjenta do resekcji guza), jak i uzupetniajgcej terapii adjuwantowej. Wsréd 429
kobiet, u ktérych zastosowano schemat leczenia TAC, tj., (T) taksan, tutaj DTX 75 mg/m?, (A)
DOX 50 mg/m?, (C) cyklofosfmid 500 mg/m?, u 60% pacjentek zanotowano catkowitg remisje
choroby [9]. Terapia ta ma jednak jedno powazne ograniczenie, ktorym jest wysokie
prawdopodobienstwo pojawienia sie niepozgdanych skutkéw ubocznych, wynikajgce m.in.
z wysokiej toksycznosci ogdlnoustrojowej i niskiej selektywnosci  stosowanych
chemioterapeutykéw. Szczegdlnie narazone na negatywne skutki chemioterapii sg szybko
proliferujgce komorki szpiku kostnego, nabtonka przewodu pokarmowego i gonad [10]. Innym
czynnikiem ograniczajgcym efektywnosé chemioterapii jest opornos¢ komaérek nowotworowych
na leki. Przyczyng tego zjawiska jest obnizona wewnagtrzkomérkowa akumulacja leku
i w konsekwencji jego zmniejszona cytotoksycznos¢ [11]. Opornos¢ na chemioterapie jest bardzo
czesto skorelowana z obecnoscig w btonach komérek nowotworowych specyficznych biatek,
ktére na drodze aktywnego transportu usuwajg ksenobiotyki z komdrki [12]. Dlatego

w chemioterapii coraz czesciej stosuje sie przenosniki lekéw, gtdéwnie po to, aby lek w wiekszej

7
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ilosci docierat do komérek nowotworowych, pozostawiajgc nienaruszone komoérki prawidtowe.
Idea zastosowania systemow dostarczania lekéw (DDS ang. drug delivery system) do obszaru
niszy nowotworu opiera sie na koncepcji magicznej kuli (ang. magic ball) stworzonej
na poczatku XX wieku przez Paula Ehrlicha. Zgodnie z jej zatozeniem idealny nosnik powinien
charakteryzowac sie optymalnymi parametrami akumulacji i uwalniania leku, mozliwie dtugim
czasem potowicznego rozpadu i niskg toksycznoscig ogolnoustrojowg. Oznacza to, ze tylko
komorki nowotworowe powinny by¢é miejscem docelowym dziatania leku uwalnianego z nosnika,
podczas gdy tkanki zdrowe pozostawatyby nienaruszone.

nanoczastki multirdzeniowe nosniki

metaliczne olielektrolitows™
nanoczgstki
| nie- nanorurki weglowe .
organiczne nanoczastki PACA
nanoczastki
ceramiczne micele Pluronic F127
Ms™*
nanoczastki o mik’
o f modyfikowane
Zroznicowans] przeciwciatem
budowie strukturalnej .
monoklonalnym
_nanoczastkl polimerowe nanoczastki o dendrymery
jako systemy nanoczastki modyfikowanei
) v | PEG
dostarczania powierzchni nanoczastki
lekéw modyfikowane PLA *
PCL nanoczgstki
modyfikowane PLGA *
chitosan
lipidowe nanokapstuty zelatyna
(LNCs) *
nanoczastki polimerosomy
organiczne liposomy
PLGA
lipidowe micele
nanoczastki

Rys. 1 Nanosystemy zaprojektowane dla dostarczenia substancji terapeutycznych do komodrek

nowotworowych raka piersi (*rowniez te, ktére badatam w osiggnieciu naukowym); na podstawie [8],
zmodyfikowany. W przedstawionym osiggnieciu naukowym skupiono uwage na lipidowych i polimerowych
nanoczgstkach, ktérych powierzchnie mogg by¢ modyfikowane: glikolem polietylenowym (PEG, ang.
polyethylene glycol), kwasem poli-L-mlekowo-ko-glikolowym (PLGA, ang. poly(lactic-co-glycolic acid),
polikaprolaktonem (PCL, ang. polycaprolactone), octanem kwasu polimlekowego (PLA, ang. polylactic
acetate). Bezposrednim przedmiotem badan opisywanych osiggnieciu byty: lipidowe nanokapsuty,
nanoczgstki PACA, multirdzeniowe no$niki polielektrolitowe, micele Pluronic F127 Ms, nanoczgstki
modyfikowane przeciwciatem monoklonalnym TRASTUZUMAB (PLA/IMMT/TRA), nanoczgstki kwasu
etylenodiamino-N,N,N',N'  tetrametylenofosfonowego powlekane PLA (PLA/EDTMP), nanoczgstki
krzemionkowe (PLGA/MDP) modyfikowane difosforanem metylenu (MDP) sprzezone z kwasem PLGA.

Narzedzi molekularnych, ktére pozwalajg na stworzenie niespotykanych dotgd czgstek,
0 submikronowych rozmiarach (od 1 do 500 nm) dostarcza nanotechnologia. Nanoczastki
(NPs, ang. nanopatrticles), bedagce wytworem technologii w skali nano, dzieki swoim unikalnym
wiasciwosciom (duza powierzchnia wtasciwa w stosunku do masy oraz wysoka reaktywnosc),
dos¢ szybko zyskaty status kandydatéw na przenosniki lekow, ktére w przysztosci mogg byé
stosowane w chemioterapii réznego typu nowotworéw. Za zastosowaniem nanouktadéw jako

sktadowych chemioterapii przemawia réwniez specyficzna budowa niszy nowotworu, w ktorej
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Srednice szczelin miedzykomorkowych szacuje sie na okoto 100-800 nm. W zdrowych tkankach
(w tym w prawidtowym s$rédbtonku), srednica przestrzeni miedzykomérkowych wynosi jedynie
2 nm [13]. Wykorzystujac te dysproporcje, stwierdzono, ze przenosniki lekow tatwo przedostang
sie do niszy guza, co bedzie sprzyjato ich gromadzeniu sie w srodowisku nowotworu [14].
Zjawisko selektywnego gromadzenia sie nanonos$nikow w obszarze, ktory ulegt transformac;ji
nowotworowej okreslane jest jako efekt zwiekszonej przepuszczalnosci i retencji (EPR, ang.
enhanced permeability and retention). Dysproporcje w budowie nowotworu i tkanki prawidtowej
zostaty takze wykorzystane w projektowaniu takich nanoczgstek, ktére mogtyby znalez¢
zastosowanie w terapii raka piersi.

Obecnie literatura naukowa opisuje rézne, bardziej lub mniej skomplikowane nanouktady,
ktorych gtdwng funkcjg jest dostarczanie substancji terapeutycznych do komorek
nowotworowych. Sposrdd zaprezentowanych na Rys. 1 nanosysteméw, w przedstawionym do
oceny osiggnieciu naukowym, skupitam uwage na wybranych biodegradowalnych nanouktadach,
to jest polimerach alkilocyjanoakrylanu (PACA, ang/ poly(alkyl cyanoacrylate), lipidowych
nanokapsutach (LNCs, ang. lipid nanocapsules) i multirdzeniowych nosnikach polielektrolitowych
opartych na siarczanie dodecylu sodu (SDS, ang. sodium dodecyl sulfate). Ponadto na jednym z
etapow prowadzonych prac badawczych, sprawdzitam jak na nanomateriaty (Rys. 1)
zaprojektowane dla terapii i diagnostyki raka piersi cztowieka (tj. PLA/IMMT/TRA, PLA/EDTMP,
PLGA/MDP, Micele Pluronic F127) reagujg nienowotworowe komorki srédbtonka naczyniowego
in vitro. Badanie te sg niezwykle istotne, gdy rozpatrujemy endotelium jako pierwszg barierg
biologiczng jakg napotykajg na swojej drodze nanomaterialy, jesli bedg podawane drogg iniekcji

dozylnej.

IC-2. Cel naukowy badan, rezultaty osiggniecia naukowego i stosowana metodyka

badawcza.

Gtéwnym celem pracy byla ocena cytotoksycznosci nowosyntetyzowanych
i niebadanych dotychczas nanoform paklitakselu (chemioterapeutyku stosowanego obecnie
w onkologii klinicznej) wobec komérek nowotworowych cziowieka, wywodzgcych
sie z odmiennych subtypdw raka piersi o roznym fenotypie, genotypie, ztosliwosci i wrazliwosci
na terapie hormonalng i chemioterapie oraz nienowotworowych komérek endotelialnych
srédbtonka naczyniowego. Ponadto celem pracy bylo zbadanie odzialywania pustych
nanonosnikow przeznaczonych do transportowania lekéw przeciwnowotworowych
i znacznikéw fluorescencyjnych na komoérki raka piersi cztowieka

Uzyskane wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan dostarczyty istotnych informacji
o0 mechanizmach cytotoksycznosci nanouktadéw, ktére w przysziosci majg szanse byc¢
dopuszczone do wykorzystania w nanomedycynie. Wskazanie molekularnych mechanizmow
dziatania nanomateriatéw na komérki eukariotyczne, zarébwno nowotworowych i prawidtowych,
moze mie¢ duze znaczenie przy projektowaniu nowych systeméw dostarczajgcych

chemioterapeutyki i przewidywaniu odpowiedzi biologicznej. Dodatkowg korzyscig ptynaca

9



Marzena Szwed Zalgcznik 3a

ze zrealizowanych prac doswiadczalnych byto zbadanie cytotoksycznosci lekéw
enkapsulowanych tj. umieszczanych, w nanoprzenosnikach. Prowadzone przeze mnie badania
poszerzyty wiedze na temat wplywu enkapsulowanego w nanonosnikach PTX na
cytotoksyczno$¢ catego ukiadu.

Eksperymenty, ktore sg podstawg omawianego osiggniecia naukowego wykonano
stosujgc  techniki:  spektrofotometryczne, spektrofluorometryczne, cytofluorometryczne,
radiometryczne, immunobloting, mikroskopie fluorescencyjng, konfokalng, elektronowg
i wysokorozdzielczg mikroskopie SIM, elektroforeze DNA w zelu agarozowym, wyciszanie genow
za pomocg antysensownego siRNA, PCR w czasie rzeczywistym (ang. real time PCR). Uzyskane
wyniki badan przedstawiono jako srednia arytmetyczna * odchylenie standardowe (SD), n=3).
Wyliczono wielko$¢ préby badanej i moc testu, sprawdzano normalno$¢ rozktadu oraz
homogennos¢ wariancji W zaleznosci od wariantu eksperymentu przeprowadzano jedno- bgdz
wieloczynnikowg analize wariancji (odpowiednio ANOVA | i ANOVA Il) oraz test post hoc Tukeya
(STATISTICA 2015 StatSoft Inc., Tulsa, USA), a dla danych uszeregowanych w dwoch grupach
(préby zalezne) wykonano test t-Studenta.

Materiatem badawczym w doswiadczeniach in vitro byly komorki, nabyte
w Amerykanskiej Kolekcji Kultur Tkankowych (ATTC, ang. American Type Culture Collection)
bedgce modelami komérkowymi dla:

e ludzkiego raka piersi tj. linia MCF-7 (podtyp Iluminalny A, ER+, PR+,

Her 2-), linia MDA-MB-231 (podtyp z niskg ekspresjg klaudyny, ER-, PR-,

Her 2-) oraz linia MDA-MB-468 (podtyp podstawnokomérkowy ER-, PR- Her 2-)

e Srodbtonka cztowieka (linia HUVEC-ST)
e innych nowotworowych linii komérkowych: SW480, HCT116 (rak jelita grubego), PC3

(nowotwér prostaty), HelLa (rak szyjki macicy), Huh7 (nowotwér watroby).

W niektérych wariantach eksperymentow wykorzystano komoérki HAP-1  typu
CRISPR/Cas9 knockout z inaktywacjg gendéw dla kazdej z czterech kinaz fosforylujgcych czynnik
inicjujgcy translacje (eiF2a, ang. Eukaryotic Initiation Factor 2), tj. AHRI, APERK, AGCN2 i APKR.
Komorki dostarczyt dr Pawel Ivanov z Brigham and Women’s Hospital (Boston, USA). W
badaniach nad mechanizmami endocytozy wykorzystano stabilnie transfekowang
(z wykorzystaniem cDNA dla podjednostki dynaminy dynK44A) linie HeLa K44A, ktéra zostata
udostepniona przez prof. S.L.. Schmid z Katedry Biologii Komoérki, Szpital Uniwersytecki
w Dallas, USA. Czes¢ wynikébw opisanych w osiggnieciu naukowym dotyczy badan
prowadzonych
na poziomie in vivo. Doswiadczenia te zostaty wykonane na atymicznych myszach typu nude
foxnlnu.

Badania prowadzone w ramach osiagniecia naukowego obejmowaty nastepujace

etapy:
Etap 1
1.1. Poznanie molekularnych mechanizméw cytotoksycznosci pustych nanonosnikéw

zbudowanych z polimeréw PACA wobec komérek raka piersi cztowieka.
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1.2. Poznanie interakcji pustych lipidowych nanokapsut z komérkami raka piersi
cztowieka.
Etap 2

2.1. Ocena aktywnosci paklitakselu dostarczanego w nanokapsutach lipidowych

do komérek raka piersi cztowieka.

2.2. Analiza mozliwosci zastosowania w terapii raka piersi multirdzeniowych
nanonosnikow polielektrolitowych opartych na wodorozpuszczalnym
surfaktancie SDS przeznaczonych do enkapsulacji paklitakselu.

Etap 3

3.1. Zbadanie oddzialywania nanoczastek zaprojektowanych do terapii i diagnostyki

raka piersi i raka kosci (scyntygrafia) na komoérki srédbtonka naczyniowego

czlowieka.

Etap 1

1.1. Poznanie molekularnych mechanizmoéw cytotoksycznosci pustych nanonosnikow

zbudowanych z polimeréw PACA wobec komorek raka piersi cztowieka.

Gtéwnym celem zastosowania nanonos$nikéw jako systeméw dostarczajgcych leki
do komérek nowotworowych jest poprawa profilu farmakokinetycznego substancji terapeutyczne;j
i zmniejszenie ryzyka wystgpienia skutkdw ubocznych jakie towarzyszg konwencjonalne;j
chemioterapii [15]. Enkapsulacja, tj. zamykanie wysoce toksycznych lekéw wewnatrz
nanoprzenosnikow moze zwiekszy¢ rozpuszczalnosé i stabilnos¢ terapeutykoéw, umozliwiajgc
wydtuzenie ich czasu poéittrwania i biodostepnosé. Wykorzystujgc unikalne wiasciwosci
nanoczgstek, mozna zaprojektowaé takie nanoukfady, ktére umozliwig zmniejszenie podawanej
dawki chemioterapeutyku, poprawig specyficznos¢ dystrybucjii oming wazne bariery fizjologiczne
[16].

Chociaz poczyniono znaczne postepy w wykorzystaniu nanoczgstek jako
nanoprzenos$nikéw lekéw, to wcigz pozostaje wiele spornych kwestii, ktorych rozwigzanie
przyspieszytoby ich powszechne zastosowanie Kkliniczne. Po pierwsze, po interakcji
z zywymi komodrkami, nanomaterialy zmieniaja swojg reaktywnos¢ powierzchniowag
i przez to mogg prowadzi¢ do niepozgdanych i nieprzewidzianych konsekwenc;ji fizjologicznych.
Po drugie, wiasciwosci fizykochemiczne nanoczgstek takie jak rozmiar, ksztait, tadunek
powierzchniowy i rodzaj materiatu z ktérego jest wykonana zewnetrzna powioka, odgrywajg
kluczowa role w okreslaniu ,biozgodnosci” testowanych nanomateriatéw [17]. Po trzecie, odkryte
juz w 1962 roku przez Leo Vromana [18] zjawisko adsorpcji biatek na powierzchniach
makroczgstek, ktére w nanotechnologii znane jest jako ,efekt korony biatkowej’, definiuje
biologiczng tozsamos¢ nanoczgstek i moze mie¢ istotne znaczenie w biologicznej odpowiedzi
ogolnoustrojowej jaka jest generowana przez substancje w skali nano [19].

Pierwszymi nanostrukturami, ktére zostaty dopuszczone przez amerykanskg Agencje
Zywnosci i Lekéw (FDA, ang. U.S. Food and Drug Administration) do zastosowania klinicznego

byly liposomy. Sg to koliste pecherzyki ztozone z dwuwarstwy lipidowej, wewnatrz ktérych
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znajduje sie faza wodna [20]. Liposomalna forma doksorubicyny (DOX, ang. doxorubicin),
wystepujgca pod handlowg nazwg Doxil ® USA)/ Caelyx® (kraje Unii Europejskiej) poczatkowo
byta zaprojektowana do leczenia miesaka Kaposiego i szpiczaka mnogiego. W poréwnaniu
z wolnym lekiem, Doxil® charakteryzowat sie wigekszg skutecznoscig i nizsza
kardiotoksycznoscig. Jednakze niska trwatos¢ preparatu Doxil® oraz zjawisko ,przeciekania”,
objawiajgce sie niepozadanym uwalnianiem DOX z liposoméw do krwioobiegu znacznie
ograniczyly ich mozliwosci powszechnego zastosowania w medycynie [21]. Dlatego,
alternatywng dla liposoméw, ktéra wzbudzita duze zainteresowanie $rodowiska naukowego

sg nanonos$niki polimerowe, a szczegdlnie biodegradowalne polimerowe nanoczgstki.

A C Pluronic F68
Kolliphor HS15 /
CH,
CH,
BCA N// O~ j pHTAM
“\Q\ /“ N A
EBCA Nf)]\fr \); gt E\.f
ety § A
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Rys. 2. Nanoczgstki PACA opisane w pracy IB-1 zostaly zsyntetyzowane w procesie polimeryzacji
miniemulsyjnej przy uzyciu monomerdéw: cyjanoakrylanu butylu (BCA), cyjanoakrylanu etylu (EBCA)
i cyjanoakrylanu oktylu (OCA) (A). W procesie polimeryzacji anionowej monomeréw BCA (B): grupa
zawierajgca wolny elektron wigze grupe CH-, a wolny elektron jest przenoszony do centralnego atomu wegla
i); nastepnie ujemnie natadowany monomer BCA moze oddziatywac na sgsiednig czgsteczke BCA, ii);
reakcja tancuchowa prowadzi do polimeryzacji i utworzenia czgsteczek PBCA, iii); finalny produkt —
nanoczgstka PACA z barwnikiem pHTAM lub lekiem np. Cabazitaxel, zwigzanym poprzez oddziatywania
hydrofobowe oraz polimery PEG, Kolliphor HS15 i Pluronic F68 stabilizujgce caty nanouktad PACA (C), na
podstawie IB-1.

Ich wysoki potencjat aplikacyjny w farmakologii wigze sie z poprawg skutecznosci
terapeutycznej przy jednoczesnym obnizeniu ryzyka wystgpienia niepozgdanych skutkow
ubocznych. Nanoukitadami o obiecujgcych parametrach biokompatybilnosci, sg te
zsyntetyzowane na drodze polimeryzacji monomerow alkilocyjanoakrylanu, ktore do tej pory byty

stosowane jako sktadowe kleju chirurgicznego. Biodegradowalne nanoczgstki PACA mozna
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uzyska¢ za pomocg technik polimeryzacji i spontanicznej emulsyfikacji (Rys. 2) przy uzyciu
monomerow: cyjanoakrylanu butylu (PBCA, ang. poly(butyl cyanoacrylate), cyjanoakrylanu etylu
(PEBCA, ang. poly(ethylbutyl cyanoacrylate) i cyjanoakrylanu oktylu (POCA, ang. poly(octyl
cyanoacrylate) [22]. Dodatkowo, biodegradowalne nanosystemy PACA sa hydrofobowe, a
poniewaz leki nie sg zwigzane z nimi kowalencyjnie, lecz poprzez oddziatywanie hydrofobowe,
to polimery PACA sg zaprojektowane dla enkapsulowania terapeutykdw o trudnej
rozpuszczalnosci w ptynach biologicznych [23].

W badaniach nad cytotoksycznoscia nanopreparatéw, w ktérych zamykane
sg chemioterapeutyki, nie sposéb pomingé¢ oddziatywania pustych nanonosnikéw na ukfady
biologiczne. Ryzyko wystgpienia trudnej do wyjasniania cytotoksycznosci krzyzowej,
ktéra wynika z interakcji miedzy nanonosnikiem i enkapsulowanym w nanonosniku lekiem
wskazuje na koniecznos¢ poznania reakcji biologicznych jakie wywotuje sam nanosystem
przeznaczony do transportowania terapeutykéw. Duzym atutem jest wiec wykonanie
doswiadczen, ktore skupiajg sie nie tylko na aktywnosci przeciwnowotworowej zamykanych
w nanonosnikach lekéw, ale tez ocenie cytotoksycznosci pustych nanonosnikow [24].

W przedstawionym cyklu publikacji sktadajgcych sie na osiggniecie naukowe, odpowiedz
komoérek raka piersi cztowieka na stres jaki jest generowany przez nanomateriaty rozpoczetam
od poréwnania reakcji biologicznych jakg indukowaty nanoczastki PACA, ktére roznig sie
tancuchami  bocznymi budujgcych je monomerdéw, tj. nanoczgstki PBCA, PEBA
i POCA. Wraz z zespotem prof. Sandvig zbadatam w jaki sposoéb niewielkie zmiany w sktadzie
monomerow nalezgcych do grupy PACA, mogg wplywaé na rodzaj i zakres stresu komorkowego,
procesy $mierci komérki i cytotoksycznos¢ tych nanoczastek (IB-1). Zjawiska te sg o tyle istotng
sprawa, ze reakcje stresowe wywotane przez nanomateriaty moga przyczynia¢ sie do catkowitej
odpowiedzi terapeutycznej stosowanych nanoprzenosnikéw lekéw i co gorsze przeciwdziatac¢
ukierunkowanej terapii przeciwnowotworowej. W prowadzonych badaniach zastosowatam,
wykonane z monomerow alkilocyjanoakrylanu, réznigce sie jedynie alkilowymi tancuchami
bocznymi, nanoczastki: butylowe - PBCA, etylobutylowe - PEBCA i oktylowe — POCA (Rys. 2).
Nanoczastki wykazywaty podobne wiasciwosci fizykochemiczne, takie
jak rozmiar (133-153 nm), polidyspersyjnosé (0,13-0,16) i tadunek powierzchniowy (-2,4 do -3,4
mV). Nie zaobserwowatam istotnych réznic w mechanizmach internalizacji nanoczgstek PACA
do komérek. Wyniki pokazane w suplemencie do pracy IB-1 dowodzg, ze nanoczgstki PACA byly
transportowane do komorki z wykorzystaniem mechanizmu endolizosomalnego, a same
nanoczgstki nie wywolywaly dysfunkcji lizosoméw. Jednakze juz pierwsze pomiary
wewnatrzkomorkowego poziomu ATP, dokonane po 24 godzinach inkubacji z nanoczgstkami
wykazaly duze roznice w cytotoksycznosci tych nanomateriatdw. Wobec wszystkich
przebadanych linii komérkowych, nanoczastki POCA byly najbardziej cytotoksyczne, podczas
gdy nanoczgstki PEBCA byly najmniej toksyczne. Efekt ten byt szczegdlnie widoczny
w komodrkach MDA-MB-231 i dlatego tez dalsze eksperymenty prowadzone byly gtéwnie na tej

linii komoérkowe;.
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Obnizenie przezywalnosci komérek po dziataniu nanoczastek PBCA, PEBCA
i POCA korelowato ze spadkiem syntezy biatka w komérce juz po 4 godzinach od dodania
do hodowli wszystkich badanych nanosysteméw PACA w stezeniu 25 pg/ml. Ponadto
dodatkowym argumentem, potwierdzajgcym hipoteze, Zze nanoczastki PACA zaburzajg
homeostaze komérek nowotworowych byto pojawienie sie znacznej ilosci biatek znakowanych
ubikwityna, co sugerowato, ze po zakonczonej translacji ich duzy odsetek ulegat btednemu
fatdowaniu i przez to nie pehity one odpowiednej, uwarunkowanej np. przez ich trzeciorzedowag
strukture, funkcji w komorce. Reakcje komoérki na masowg akumulacje w cytosolu btednie
sfatdowanych biatek, literatura naukowa okreslita mianem odpowiedzi typu UPR (ang. unfolded
protein response). Do tej pory opisano 3 niezalezne szlaki (Rys. 3), ktérych aktywacja prowadzi

do zatrzymania syntezy biatka w komorce na skutek jego nieprawidtowej struktury [25].
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Rys. 3. U ssakow odpowiedz typu UPR obejmuje trzy oddzielne szlaki transdukcji sygnatu: odpowiedz
zalezna od stresu ER (z udziatem biatek ATF6, IRE1 i PERK), zintegrowana odpowiedz na stres
(z udziatem czterech kinaz PERK, GCN2, HRI i PKR) i odpowiedz antyoksydacyjna, na podstawie [25, 26].

W  swoich rozwazaniach  poczatkowo uwzglednitam, 2ze nagromadzanie
sie w cytosolu duzej ilosci niepoprawnie sfatdowanych biatek po dziataniu nanoczgstek PACA
moze wynika¢ z dysfunkcji organellum komérkowego, w ktérym to fatdowanie sie odbywa, czyli
w retikulum endoplazmatycznym (ER, ang. endoplasmic reticulum) [27]. Sprawdzajgc, ktére
Z nanoczgstek aktywujg kinaze PERK (ang. Protein kinase RNA-Like ER kinase), biatko zwigzane
z retikulum endoplazmatycznym, odpowiedzialne za fosforylacje czynnika inicjujgcego translacje
eiF2a, wykazatam, ze nanoczgstki POCA (stosowane nawet w niskich stezeniach) hamowaty
catkowitg synteze biatka w komorce w sposob zalezny od ER, podczas gdy nanoczgstki PEBCA
i PBCA dawaty podobne wyniki, ale tylko kiedy byty stonowane w wysokich stezeniach i przy
diuzszych czasach inkubacji. Dodatkowo zaobserwowatam, ze nie tylko nanoczastki POCA, ale
réwniez nanoczgstki PEBCA i PBCA indukowaly translokacje do jgdra komérkowego czynnika
transkrypcyjnego ATF4 (ang. Activating Transcription Factor 4), ktéry inicjuje transkrypcje genéw

dla wielu biatek opiekuhczych (chaperonéw), transporteréw aminokwasoéw i enzyméw
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antyoksydacyjnych, przyczyniajgc sie do przywrécenia catkowitej homeostazy komoérki. Choé
wyniki eksperymentéw jasno dowiodly, ze to gtdwnie nanoczastki POCA indukowaty w
komérkach raka piersi MDA-MB-231 stres zalezny od ER, to postanowitam zbadac¢ jakie inne
zaburzenia rownowagi komoérkowej byly inicjowane przez nanoczastki PEBCA i PBCA. Dane
literaturowe dowodza, ze oprécz kinazy PERK, ktéra prowadzi do fosforylacji czynnika eiF2a, w
komorce istniejg jeszcze 3 inne kinazy: GCN2 (ang. general control nonderepressible 2), PKR
(ang. protein kinase R), HRI (ang. eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 1), ktére
inicjujg zintegrowang odpowiedz komorki na stres (ISR, ang. integrated stress response). Kinazy
te sg aktywowane pod wptywem roznych czynnikbw zewnetrznych np.: gtodzenia
metabolicznego, infekcji wirusowej, stresu oksydacyjnego i dysfunkcji proteasomow [26]. Gdy w
prowadzonych badaniach, podczas inkubacji komdérek z nanoczastkami POCA, zastosowatam
ISRIB — inhibitor dla szlaku ISR to fosforylacja czynnika eiF2a wcigz miata miejsce, co
zasugerowato, ze wszystkie 4 kinazy mogg by¢ indukowane przez nanoczgstki. Dopiero
zastosowanie komoérek HAP-1 typu CRISPR/Cas9 knockout z pojedynczg inaktywacjg genéw dla
kazdej z czterech analizowanych kinaz, tj. AHRI, APERK, AGCN2 i APKR pozwolito stwierdzi¢,
ze nanoczgstki PBCA indukuja stres zalezny od kinazy HRI, ktéra jest aktywowana przez
reaktywne formy tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species).

Zréznicowana odpowiedz komérek na stres i ich wrazliwo$¢ na badane nanomateriaty
daly przestanki, aby odpowiedzie¢ na pytanie, jaki typ $mierci komérki byt indukowany przez
nanoczastki PACA. Juz na etapie prowadzenia obserwacji mikroskopowych zauwazytam,
ze nanoczgstki POCA wywolywaty kondesacje chromatyny i formowanie sie ciatek
apoptotycznych. Przypuszczenia co do indukowania przez te nanoczastki apoptozy zostaty
potwierdzone metodg immunoblotingu, w ktérej wykrytam fragmentacje polimerazy poliADP
rybozy (PARP, ang. poly (ADP-ribose) polymerase) i prokaspazy-3. Ponadto, w prowadzonych
badaniach, zmierzytam aktywnos¢ kaspaz 3/7 (casp 3/7, ang. caspase-3/7) po dziataniu
wszystkich testowanych nanoczastek PACA. Zaobserwowatam, ze tylko komorki potraktowane
nanoczgstkami POCA przez 8 godzin w stezeniu 25 pg/ml, indukowaty wzrost aktywnosci
kaspazy-3. Natomiast, w eksperymencie, w ktérym komérki byty poddane dziataniu nanoczgstek
PEBCA i PBCA zauwazytam jedynie przerwanie ciggtosci btony komorkowej
z widoczng frakcjg komoérek wybarwionych jodkiem propidyny. Takie obserwacje zasugerowaty,
ze nanoczgstki PEBCA i PBCA indukowaly inny, nieapoptotyczny typ $mierci komérki.

W ostatnich latach, literatura naukowa opisata kilka podtypéw nekroptotycznej Smierci
komorki, a sposréd nich ferroptoza wydaje sie by¢ rodzajem $mierci charakterystycznym
dla macierzystych komérek nowotworowych (CSC, ang. cancer stem cells). Najnowsze badania
dowodzg, ze ferroptoza jest zalezng od jondéw zelaza programowang $miercig komorki, w ktorej
dochodzi do produkcji ROS, spadku wewnatrzkomérkowego poziomu glutationu (GSH, ang.
glutathione) i nadmiernego nagromadzenia sie produktéw peroksydacji lipidéw. Istniejg
doniesienia, ze ferroptoza jest mechanizmem $&mierci, ktéry moze by¢ indukowany w
lekoopornych, trudnych do wyleczenia nowotworach [28]. Takie, wrazliwe na ferroptoze komorki

nowotworowe cechujg sie duzym zapotrzebowaniem cystyne, aminokwas, ktéry transportowany
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Z przestrzeni zewnatrzkomoérkowej jest konieczny w komérce do syntezy GSH. Poniewaz
prowadzone przeze mnie rozwazania nad toksyczno$cig nanoczgstek PACA dotyczyty gtéwnie
komérek MDA-MB-231, przypominajacych w swoje;j fizjologii komérki typu CSC [28], sprawdzitam
czy ferroptoza jest typem $mierci indukowanym przez nanoczastki PEBCA i PBCA.
W oznaczeniu zywotnosci komorek testem CellTox Green i przy zastosowaniu inhibitorow
specyficznych dla ferroptozy, to jest liprokstatyny, ferrostatyny i DFP (ang. deferiprone)
zaobserwowatam, ze oba typy nanoczgstek indukowaty ferroptoze. Innymi typowymi markerami
dla ferroptozy, ktére takze wykrytam po dziataniu nanoczastek PEBCA i PBCA byty: wysoka
produkcja ROS, peroksydacja lipidéw i spadek wewnatrzkomérkowego stezenia GSH.
Dodatkowo zauwazytam, ze cytotoksycznos¢ nanoczgstek PEBCA i PBCA byla wieksza,
gdy komorki byty hodowane w medium pozbawionym cystyny, aminokwasu, ktéry po konwers;ji
do cysteiny jest kluczowym substratem do syntezy GSH. Znaczenie dostepnos$ci cystyny przy
wglgdzie w mechanizm toksycznosci nanoczgstek PEBCA i PBCA potwierdzitam rowniez
podczas oznaczenia zywotnosci komorek, kiedy komérki MDA-MB-231 byty transfekowane
antysensownym siRNA dla SLC7A1l - btonowego transportera cystyny. Majgc na uwadze,
ze réznigce sie cytotoksycznoscig nanoczastki PEBCA i PBCA, w medium pozbawionym cystyny,
niemalze w takim samym stopniu obnizaly zywotnos¢ komdérek MDA-MB-231, zbadatam czy
nanoczgstki PACA moga inicjowaé translokacje do jadra innych czynnikéw transkrypcyjnych,
poza ATF4, ktére uruchamiajg szlaki przezyciowe komorki. Okazalo — sieg,
ze nanoczgstki PEBCA juz po 4 godzinach od dodania do hodowli w stezeniu 25 pg/ml
powodowatly masowg akumulacje czynnika transkrypcyjnego Nrf2 (ang. nuclear factor erythroid
2-related factor 2), odgrywajgcego istotng role w utrzymaniu homeostazy redoks komorki
i kierujgcego komodrke w momencie nasilenia warunkdéw stresowych na droge ferroptozy.
Ponadto, kiedy komorki byly transfekowane antysensownym siRNA dla czynnika
transkrypcyjnego Nrf2, to toksycznos¢ nanoczgstek PEBCA rosta w funkcji stezenia.

Dlaczego tak podobne nanoczgstki PACA generujg roézne reakcje komorek
na ich dodanie do hodowli in vitro? Zwrécitam uwage na interakcje jakie zachodzg pomiedzy
btong komérkowg, a nanomateriatem. Pomimo, Ze nanoczagstki PACA majg podobny tadunek,
Srednice i indeks polidyspersyjnoéci to monomery je budujgce cechuje rézna hydrofobowos$¢
(POCA>PEBCA>PBCA). Istniejg doniesienia literaturowe, w ktérych dowiedziono, ze polarnosé¢
nanoczgstek definiuje sktad korony biatkowej, jaka tworzy sie na powierzchni nanomateriatéw
w plynach biologicznych [29]. Korona biatkowa moze mie¢ kluczowe znaczenie
w modyfikowaniu fizjologii btony komérkowej przez nanoczastki, na przyktad poprzez zmiany
w plynnosci btony lub skfadu jej mikrodomen [30]. Takie zmiany blony wptywajg na aktywnosé
biatek btonowych, w tym receptoréw, enzyméw, kanatéw jonowych i transporteréw skfadnikéw
odzywczych [31]. Na cytotoksycznosé nanoczgstek PACA wpltywa takze uwalnianie
sie specyficznych produktéw ich degradacji. Nie nalezy zapominaé, Zze podczas degradacji
nanoczgsteczek PACA uwalniany jest kwas cyjanoakrylowy i odpowiadajgce mu (réznigce
sie hydrofobowoscig) alkohole alkilowe, tj. alkohol etylo-butylowy, butanol lub oktanol [32].

Na przyktad wysoce hydrofobowy oktanol najprawdopodobniej wnika do dwuwarstwy lipidowej
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i wplywa na wtasciwosci btony w wiekszym stopniu niz hydrofilowy butanol. Takg hipoteze
popierajg badania Garic-Stankovic, w ktérych pokazano, ze oktanol indukowat uwalnianie wapnia
i apoptoze w neuronach, podczas gdy ten sam efekt wywotywaty dopiero milimolarne stezenia
butanolu [33].

Podsumowujgc, w prowadzonych w pierwszym etapie badaniach wykazatam,
ze alkilocyjanoakrylanowe nanoczgstki PBCA, PEBCA i POCA ktoére réznity sie budujgcymi
j& monomerami, generowaty rézne typy odpowiedzi komoérek na zaburzenia stanu réwnowagi
(Rys. 4). Po pierwsze najbardziej toksyczne nanoczgstki POCA powodowaty destabilizacje
retikulum endoplazmatycznego i indukowaty apoptoze, ktéra byta catkowicie zahamowana przez
z-VAD, inhibitor specyficzny dla kaspazy-3. Po drugie nanoczgstki PEBCA i PBCA indukowaty
stres oksydacyjny, prowadzity do wyraznej akumulacji czynnikéw transkrypcyjnych ATF4 i Nrf2
oraz indukowaty w komérkach ferroptoze. Ponadto nanoczgstki PEBCA i PBCA byta bardziej
cytotoksyczne w warunkach niedoboru cystyny. Nanoczastki PBCA aktywowaly
w komorkach modelowych potréjnie negatywnego raka piersi zintegrowang odpowiedz komorek
na stres poprzez fosforylacje elF2a przez kinaze HRI. Po trzecie, nanoczgstki PEBCA
powodowaty przezyciowg aktywacje czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w wiekszym stopniu

niz nanoczastki PBCA, stymulujgc nadekspresje transportera SLC7A11.

Apoptoza Ferroptoza —
1t 1 1+ 1
POCA wysokie stezenie PEBCA  PBCA  PEBCA
4 l N2 Il
stres zalezny od ER Zaburzenia homeostazy
A ukladu redoks
N {/  nieprawidtowo | uszczuplenie zapaséw ROS
) L /| sfatdowane biatka glutathionu @
“g— ~_/) WER| s &
IRE1 \\ ZintegroWana odpowiedz na stres 4
1 @ PERK GCN2 HRI PKR
N e
XBP1s p-elF2a
,l 4N Zatrzymanie |
translacji |

sy
\““\\

: Odpowiedz

lub  Odpowiedz > : przezyciowa
na poziomie transkrypcji Smierc komorki

\

vl NN
(=== ATF4 \\‘\

Jadro komérkowe STRPURIIOU

Rys. 4 Schemat podsumowujgcy mechanizmy cytotoksycznego dziatania nanosystemoéw PACA [I1B-1].
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1.2. Poznanie interakcji pustych lipidowych nanokapsut z komérkami raka piersi

czlowieka.

Przy projektowaniu nanosystemow przeznaczonych do dostarczania lekdéw do obszaru
nowotworu niezwykle istotny jest sposéb w jaki nanoprzenosniki bedg ostatecznie docieraty
do niszy guza. Wczesniej opisane zjawisko EPR, wykorzystujgce dysproporcje w szczelnosci
sieci naczyn krwionosnych i przestrzeni miedzykomérkowych tkanki prawidtowej i tej, ktéra ulegta
transformacji nowotworowej, zostata wykorzystana przy podawaniu pacjentom liposomalnej
formy DOX (Doxil®/Caelyx®). Akumulacja nanoprzeno$nikéw w $Srodowisku niszy, ktérych
biodystrybucja oparta jest na zjawisku EPR, ma jeszcze jedng dodatkowg zalete. Okazato sie
bowiem, ze nanomaterialty znajdujgce sie w regionach guza rekrutujg w te obszary
przeciwzapalne makrofagi M2 i przeciwnowotworowe makrofagi M1 [34]. Mozliwe, ze liposomy,
jak réwniez inne lipidowe nanoprzenosniki lekéw, mogg dtuzej utrzymywac sie w ustroju dzieki
duzej ilosci makrofagéw w niszy guza. Dlatego tez w przedstawionym do oceny osiggnieciu
naukowym, poswiecitam takze swojg uwage lipidowym nanokapsutom (LNCs, ang. lipid
nanocapsules). Wprawdzie literatura naukowa z powodzeniem opisuje zastosowanie lipidowych
nanokapsut, jako nanouktadéw DDS dla lekéw przeciwnowotworowych zaréwno na modelach
komérkowych, jak i zwierzecych, to wcigz niewiele wiadomo o interakcji pustych nanokapsut
z uktadami biologicznymi. Lipidowe nanokapsuty mogg by¢ wytwarzane przez rézne kombinacje
lipidéw i srodkéw powierzchniowo czynnych. W prowadzonych doswiadczanych, ktére byty
czescig projektu ,Innolndigo” realizowanego w Oslo Radium Hospital, swojg uwage skupitam na
nanokapsutach LNCs zbudowanych z Labrafac™ Lipophile WL1349 (tréjglicerydy, zmieniajgce
Srednice nanokapsut), Lipoid® S75 (fosfolipidy zwiekszajgce stabilno$¢) i Solutol ® HS15
(surfaktant, poprawia parametry fizykochmiczne) [35], ktore charakteryzowaty sie srednicg okoto
90 nm, indeksem polidyspersyjnosci rownym 0.05 i potencjatem zeta wahajgcym sie miedzy od
-7 do -10 mV (Rys. 5).

Parametr Warto$¢ | Pierwsze eksperymenty
Triglycerydy | e |__Srednica |91.921.5 | rozpoczetam od poznania
o (Labrafact) % PDI__10.05+0.01 interakcji  pustych  lipidowych
3 Fosfolipidy potencjat{ | -7.1+1.4 ) 4 wy
(Lipoid®) ©| Srednica| 94.8:1.4 nanokapsut z trzema réznymi
) HSPEG & PDI |0.03+0.01| Jinjami komorkowymi raka piersi
(Solutol HS-15%)|2 |~ o a7 P
— cztowieka, to jest MCF-7, MDA-
_ _ _ MB-231 i MDA-MB-468. W czesci
Rys. 5 Schemat budowy i parametry fizykochemiczne
charakteryzujgce lipidowe nanokapsuty o S$rednicy 90 nm, eksperymentow stosowatam

zarowno puste jak i wyznakowane znacznikiem DID [IB-2]. nanokapsuly 5 zamknietym

w ich wnetrzu, wysoce hydrofobowym znacznikiem fluorescencyjnym DID (ang. 1,1'-dioctadecyl-
3,3,3',3"-tetramethylindocarbocyanine  4-chlorobenzenesulfonate), ktérego widmo emisji
przesuniete jest w kierunku podczerwieni. Prowadzgc pomiary cytotoksycznosci dwoma
metodami, to jest MTT i CellTiterGlo, zaobserwowatam, ze lipidowe nanokapsuty obnizaty

przezywalnos¢ komorek raka piersi w sposob niezwykle zréznicowany, a linig komoérkowa, ktéra
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przejawiata najwiekszg wrazliwos¢ wzgledem nanokapsut LNCs byty komérki MDA-MB-468.
Zapewne zanotowane spadki poziomu aktywnosci metabolicznej komoérek (pomiar redukcji MTT)
jak i ich wewnatrzkomérkowego poziomu ATP (CellTiterGlo) byly bezposrednim nastepstwem
transportu lipidowych nanokapsut do komérek. Dzieki zastosowaniu wysokorozdzielczej
mikroskopii 3D SIM (ang. super resolution 3D SIM microscopy), udowodnitam, ze lipidowe
nanokapsuly juz po 30 minutach znajdowaly sie w lizosomach, ale zawsze blisko btony tych
przedziatéw komorkowych, podczas gdy stosunkowo niewiele nanokapsut mozna byto zobaczy¢
wewnatrz swiatta lizosoméw (Rys. 6). Toksyczne wtasciwosci lipidowych nanokapsut ujawnity sie
takze, kiedy: 1) oszacowatam tempo syntezy biatka na podstawie pomiaru inkorporacji do
komoérek radioaktywnie znakowanej leucyny i 2) oznaczytam frakcje przeznaczonych do
degradaciji biatek, ktére w komodrkach bylty wyznakowane ubikwityng. Cho¢ synteza biatka we
wszystkich testowanych liniach komoérkowych raka piersi cziowieka ulegata redukcji, to proces
ten byt odwracalny. Kiedy komorki byty traktowane lipidowymi nanokapsutami (0.5 mg/ml) przez
4 godziny inkubacji, a potem hodowla byta prowadzona w warunkach wzrostu in vitro, ale juz bez
nanoczastek, to po 20 godzinach catkowita synteza biatka w komérkach wracata do poziomu

kontroli.

Rys. 6 Lokalizacja nanokapsut typu LNCs o $rednicy 90 nm w lizosomach. Zdjecia 3D komérek linii MCF-7
inkubowanych z lipidowymi nanokapsutami (0.5 mg/ml) wyznakowanymi DID (kolor fioletowy) wykonano
stosujgc mikroskopie o wysokiej rozdzielczosci SIM. Przed dodaniem nanokapsut, komérki byty poddane
cafonocnej transdukcji odczynnikiem CellLight™ Lysosomes-GFP co umozliwito zobrazowanie lizosoméw
(kolor zielony). Skala na zdjeciu odpowiada 5 um [I1B-2].
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Widoczna frakcja biatek wyznakowanych ubikwityng i spadek tempa syntezy biatka
w komoérce byty dla mnie sygnatem, ze lipidowe nanokapsuly mogly uszkadzac retikulum
endoplazmatyczne i indukowaé w komoérkach odpowiedz typu ISR. Dlatego swoje rozwazania
rozpoczetam od oznaczenia aktywacji kinazy PERK, ktéra jest wspdlnym markerem
dla integralnej odpowiedzi ISR oraz stresu typu ER. Wyniki eksperymentéw wykonanych metodg
immunoblotingu wskazaty na aktywnos¢ kinazy PERK oraz akumulacje ufosforylowanej formy
czynnika inicjujgcego translacje eiF2a i czynnika transkrypcyjnego ATF4. Te obserwacje
potwierdzity mojg hipoteze, ze lipidowe nanokapsuly indukowaly destabilizacje retikulum
endoplazmatycznego. Zaobserwowatam réwniez, ze stres zalezny od ER byt indukowany tylko
przez wysokie stezenia lipidowych nanokapsut i to w komérkach, w ktérych catkowita synteza
biatka byta najszybciej redukowana, tj. MDA-MB-231 i MDA-MB-438. Kontynuujgc badania,
uwzglednitam, ze inne kinazy, to jest GCN2, PKR i HRI (podobnie jak kinaza PERK) prowadza
do fosforylacji eiF2a, a tym samym inicjujg akumulacje i translokacje do jadra czynnika ATF4.
Dlatego, aby sprawdzi¢, czy ktéras z tych kinaz posredniczy w odpowiedzi typu ISR
zastosowatam wczesniej opisane komorki HAP-1 typu CRISPR/Cas9 knockout z pojedynczg
inaktywacjg gendéw dla kazdej z czterech analizowanych kinaz, tj. AHRI, APERK, AGCN2
i APKR. Wykazatam, ze nanokapsuty LNCs nie powodowaty akumulacji ufosforylowanej postaci
eiF2, gdy traktowanymi komoérkami byty tylko komérki AHRI HAP-1, co zasugerowato, ze
cytotoksyczne witasciwosci lipidowych nanokapsut moglty wynika¢é z indukowania zaburzen
homeostazy redoks (Rys. 7). Posrednim dowodem tej hipotezy byto zaobserwowana przeze mnie
akumulacja i translokacja do jgdra komérkowego, wrazliwego na zaburzenia rownowagi oksydo-
redukcyjnej, czynnika transkrypcyjnego Nrf2. Prooksydacyjne wtasciwosci nanokapsut typu LNCs
zostaty potwierdzone przez pomiary poziomu ROS i peroksydacji lipidow, ktére byly widoczne
tylko w komérkach MDA-MB-231 i MDA-MB-468. Ponadto zastosowanie antyoksydantow, to jest
na NAC i GSH zwiekszato przezywalnos$¢ tych komoérek po dodaniu do hodowli lipidowych
nanokapsut, co dowiodto, ze wolne rodniki odgrywajg istotng role w cytotoksycznosci nanokapsut
LNCs. Podczas prowadzenia tej czesci badan pojawita sie dodatkowa watpliwos¢ — z czego
wynikata réznica we wrazliwosci komérek MCF-7 i MDA-MB-231 na lipidowe nanokapsuty po
zastosowaniu antyoksydantéw? Odpowiedzig na to pytanie moze by¢ fakt, ze w komérkach MCF-
7 obserwuje sie wyjgtkowo wysokag ekspresje peroksydazy glutationowej [36], ktora utleniajgc
GSH do disiarczku glutationu chroni komérke przed nagromadzeniem w niej utlenionych
biomolekut np. lipidow. Proces peroksydacji lipidéw, jednego z markeréw ferroptozy byt
obserwowany gtéwnie w komorkach linii MDA-MB-231. A gdy zastosowano inhibitory tego typu
Smierci komorki, j. lipofilowy przeciwutleniacz liproksatyne i chelator jonéw zelaza - DFP, to tylko
komérki MDA-MB-231 byty chronione przed cytotoksycznym dziataniem nanokapsut LNCs.
Dodatkowo, role réznic profilu oksydoredukcyjnego komérek MCF-7 i MDA-MB-231 w ich
wrazliwosci na lipidowe nanokapsuly potwierdzono takze podczas prowadzenia badan z
wykorzystaniem siRNA. Wyciszenie ekspresji genéw dla czynnikéw transkrypcyjnych kluczowych

dla tworzenia bariery antyoksydacyjnej komérki tji. Nrf2 i ATF4 zwiekszylo cytotoksycznos$é
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lipidowych nanokapsut tylko wobec komdrek MDA-MB-231. Natomiast opornosé linii MCF-7 na
dziatanie nanokapsut LNCs nie zalezata od tych dwdch czynnikéw transkrypcyjnych.

Duzym sukcesem byto wykazanie przeze mnie, ze lipidowe nanokapsuly dostajg sie
do komorki z wykorzystaniem maszynerii endocytarno-lizosomalanej (Rys. 6). Ponadto
w internalizacje do komorki nanokapsut LNCs zaangazowanych jest duzo réznych mechanizméw
zaleznych od ATP. Nanonosniki LNCs konkurujg z innymi biomolekutami, kiére dostajg sie do
komorki na drodze endocytozy i wygrywajg niekiedy te molekularng rywalizacje.

Zaobserwowatam na przykitad, ze 2-godzinna preinkubacja komérek MCF-7
z lipidowymi nanokapsutami zmniejszyta wychwyt transferyny o okoto 30%. Natomiast kiedy
inkubacja komérek z nanokapsutami LNCs byta przedtuzona do 4 godzin to zauwazytam, ze
lipidowe nanokapsuty zmienialy morfologie lizosoméw, powodujgc m.in. ich agregacje
przy jadrze komoérkowym. Takie obserwacje zasugerowaty mi rowniez, ze nanokapsuty LNCs
zmienialy fizjologie lizosoméw np. poprzez podwyzszenie pH tych organelli. Enzymy
proteolityczne dziatajgce w lizosomach sg aktywne tylko w kwasnym srodowisku. Kiedy pH
wewnatrz lizosoméw rosto, to lizosomalne proteazy nie dziataty, a sondy fluorescencyjne,
np. DQ-Red BSA z sekwencjg peptydowg specyficzng dla tych enzymoéw, nie ulegaty
charakterystycznej fragmentacji wraz z uwolnieniem fluoryzujgcego produktu [37]. Podobna
sytuacja, miata miejsce, kiedy po dwéch godzinach inkubaciji z lipidowymi nanokapsutami spadata
fluorescencja znacznika Lysotracker Red, ktéry jest magazynowany w lizosomach tylko wtedy,
gdy stezenie protonéw jest odpowiednio wysokie, to znaczy przy pH miedzy 4.5, a 5.
Ta obserwacja zrodzita kolejne pytanie - w jaki sposéb lipidowe nanokapsuty zmieniaty

gospodarke protonowg w komaérkach?
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Rys. 7 Reakcje komdrek raka piersi na stres jaki indukujg lipidowe nanokapsuty: (a) schemat zintegrowanej
odpowiedzi na stres w komérkach ssakow, (b) immunoblot z rozdziatu elektroforetycznego lizatéw komérek
HAP1 typu CRISPR/Cas9 knockout z pojedynczg inaktywacjg gendow dla  kazdej
z czterech analizowanych kinaz, tj. AHRI, APERK, AGCN2 i APKR, ktére byty inkubowane z nanokapsutami
LNCs, (c) wartosci odczytéw chemiluminescencyjnych dla ekspresji p-elF2a na poziomie biatka w
komorkach HAP-1 [IB-2].
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Prawdopodobnie, dostajgc sie do lizosoméw nanokapsuty LNCs ulegaty hydrolizie,
co prowadzito do uwolnienia z ich lipidowego ptaszcza wolnych grup acylowych, a te mogty ulegaé
protonacji i podwyzsza¢ pH wewnatrz lizosoméw. Nie jest wykluczone takze, iz wolne grupy
acylowe, po penetracji btony lizosomalnej, przemieszczaty sie do cytosolu i tam, dysocjujgc
uwalnialy protony. W konsekwencji dochodzito do obnizenia pH cytoplazmy. Taki przebieg
zdarzen byt wysoce prawdopodobny, poniewaz podczas pomiaru pH cytosolu
z zastosowaniem sondy pHrodo™ Green AM okazalo sie, ze 2 godzinna inkubacja z lipidowymi
nanokapsutami prowadzita do spadku pH cytosolu do wartosci 5.8. Ponadto, zakwaszenie
cytosolu, ktére obserwowatam mogto sprzyja¢ obnizeniu tempa syntezy biatka i zahamowaniu
endocytozy, ktora dla transferyny jest zalezna od klatryny. Na podstawie opublikowanych
wczesniej badan prowadzonych na komoérkach HaCaT i RAW246.7 mozna wnioskowac,
ze skfadniki niejonowego surfaktanta Solutol® HS15 mogg by¢ bezposrednig przyczyng
cytotoksycznosci lipidowych nanokapsut i hamowaé akumulacje w lizosomach barwnikéw
typowych dla tych przedziatdbw komodrkowych, np. czerwieni obojetnej w podobnym zakresie,
tak jak obserwowatam dla znacznikow: Lysotracker Red i DQ-Red BSA. Ponadto duzg role
w cytotoksycznosci nanokapsut LNCs odegrat skiad korony biatkowej, jaka utworzyta sie
po dodaniu nanoczastek do medium wzrostowego. W wielu doswiadczeniach inkubacja
z lipidowymi nanokapsutami byta prowadzona w obecnosci 10% Ilub 1% surowicy.
Zaobserwowatam, ze przy mniejszej dostepnosci sktadnikéw biatkowych, to jest, gdy inkubacja z
lipidowymi nanokapsutami byta prowadzona w medium suplementowanym 1% surowica,
cytotoksyczno$¢ nanokapsut LNCs byta wieksza. Taka obserwacja byla zgodna z wyzszag
akumulacjg nanokapsut w komérce po 2 godzinach inkubacji, niz miato to miejsce przy dostepie

10% surowicy.

Najwazniejszymi osiagnieciami pierwszego etapu badan byto wykazanie, ze:

e nanoczgstki PACA (PBCA, PEBCA, POCA) roznigce sie jedynie alkilowymi fancuchami
bocznymi wykazywaty duze réznice w cytotoksycznosci wobec komoérek potréjnie
negatywnego raka piersi cztowieka; nanoczgstki POCA byty najbardziej cytotoksyczne,
a nanoczgstki PEBCA najmniej cytotoksyczne

e nanoczagstki PACA indukowaty rézne typy zintegrowanej odpowiedZz na stres (ISR):
1) nanoczgstki PEBCA stymulowaly przezyciowg odpowiedz antyoksydacyjng zalezng
od czynnika transkrypcyjnego Nrf2 i ferroptoze
2) nanoczagstki PBCA indukowaly stres oksydacyjny (wzrost poziomu ROS,

uszczuplenie puli GSH) i ferroptoze
3) nanoczgstki POCA powodowaty stres zalezny od ER i apoptoze (fragmentacja
PARP, aktywacja kaspazy 3/7, kondensacja chromatyny)

¢ lipidowe nanokapsuty w wysokich stezeniach (1-2 mg/ml) hamowaty proliferacje komérek
i redukowaty znaczaco ich zywotnos¢, generowaty stres oksydacyjny (wzrost poziomu
ROS i peroksydacje lipidow) zalezny od aktywacji czynnikow transkrypcyjnych ATF4

i Nrf2 oraz indukowalty ferroptoze
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¢ lipidowe nanokapsuty lokowaty sie w lizosomach komérek, w poblizu btony lizosomalnej
zaburzaty funkcjonowanie lizosomow i ich (wzrost pH lizosoméw) oraz destabilizowaty
transport dokomaérkowy i obnizaty tempo endocytozy
e lipidowe nanokapsuty:
1) wywotywaly stres zalezny od ER i odpowiedz UPR komoérek (obnizenie biosyntezy
biatka, zwigekszenie puli nieprawidtowo sfatdowanych biatek, wzrost ekspresiji kinazy
PERK) oraz aktywacje czynnikow transkrypcyjnych ATF4 i Nrf2
2) indukowaly zintegrowang odpowiedz komoérek na stres (ISR): fosforylacje czynnika
eiF2a z udziatem kinazy HRI

3) indukowaty ferroptoze (tylko w komoérkach potréjnie negatywnego raka piersi)

Etap 2
2.1. Ocena aktywnosci paklitakselu dostarczanego w nanokapsutach lipidowych do
komorek raka piersi czlowieka

Opisane powyzej cytotoksyczne wiasciwosci pustych, lipidowych nanokapsut byty
widoczne w komorkach raka piersi tylko wtedy, kiedy stosowane nanoprzenosniki podawane byty
w bardzo wysokich stezeniach. Nalezy jednak pamietaé, ze podstawowym zadaniem nanokapsut
LNCs jest dostarczenie wysoce toksycznych terapeutykéw do komaérek nowotworowych. Dlatego
tez w dalszej czesci prowadzonych badan sprawdzitam, jak wyglgdata aktywnos$é
przeciwnowotworowa paklitakselu (PTX) umieszonego w lipidowych nanokapsutach.
W zastosowaniu klinicznym w Polsce, PTX jest uzywany jako sktadnik chemioterapii dla pacjentek
z potréjnie negatywnym nowotworem piersi, ale czasem réwniez w przypadkach
zdiagnozowanych jako HER2+. Lek najczesciej podaje sie w potgczeniu z cyklofosfamidem
i DOX. Jako monoterapia, PTX jest stosowany w leczeniu uzupetniajgcym raka piersi, w cyklach
leczenia trwajacych od 3 do 6 miesiecy [39].

Lipidowe nanokapsuty petnigce role nanoprzenosnikéw dla PTX byly stosowane
w nietoksycznych stezeniach [IB-3], 1600 razy nizszych od tych opisywanych w etapie 1.2.
i stosowanych w pracy IB-2. Ze wzgledu na wysokg toksycznos¢ ogdlnoustrojowg PTX, niskg
swoistos¢ dziatania wobec komoérek nowotworowych oraz indukowanie zjawiska opornosci
wielolekowej, dostarczenie leku bezposrednio do regionu niszy guza jest zabiegiem wysoce
pozgdanym. PTX bedacy inhibitorem depolimeryzacji mikrotubul hamuje podziaty komérkowe
i indukuje apoptoze. W pracy IB-3 sprawdzitam mozliwosci zastosowania lipidowych nanokapsut,
o trzech $rednicach hydrodynamicznych, tj. 50, 90 i 120 nm jako potencjalnych
nanotransporterow dla PTX. Dodatkowo, w czesci eksperymentéw stosowatam nanokapsuty
LNCs wyznakowane DID. Lipidowe nanokapsuly, syntetyzowane przez zespét prof. Giri
z Indyjskiego Instytutu Technologii w Hyderabad (Indie), cechowaly sie ujemnym potencjatem
zeta (od -9 mV do -5mV), niskim indeksem polidyspersyjnosci oraz rzeczywistg srednicg bardzo
zblizong do oczekiwanych wartosci. Skutecznos¢ enkapsulacji PTX wynosita >98%
w odniesieniu do teoretycznego wypetnienia nanokapsut lekiem, ktéry byt rozpuszczony w 1,5%

(w/w) roztworze fosfolipidow - Labrafac. Wszystkie trzy testowane nanouktady byty stabilne
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w temperaturze 4°C nawet do 2 miesiecy od syntezy. Uwalnianie PTX z lipidowych nanokapsut,
mierzone za pomocg HPLC przy pH 5,01i 7,4, w ciggu pierwszych 12 godzin inkubacji byto szybkie
i wynosito okoto 12%, a potem, przez reszte inkubac;ji trwajgcej az do 72 godzin znacznie spadato.
Jednoczednie, podczas trwania tego doswiadczenia, parametry fizykochemiczne
charakteryzujgce lipidowe nanokapsuty byty niezmienne.

Przenoszgc badania na poziom in vitro, eksperymenty rozpoczeto od pomiaru
internalizacji nanokapsut LNCs do komoérek raka piersi cztowieka. W tym celu zastosowano:
technike HPLC, mikroskopie fluorescencyjng i cytofluorymetrie przeptywowa. Zaobserwowano,
ze akumulacja roznej wielkosci lipidowych nanokapsut byta najwieksza w komaérkach linii MDA-
MB-468 i rosta wraz ze zwiekszeniem sie S$rednicy nanoukfadéw LNCs. Korelacje miedzy
Srednicg nanoczgstek i ich zwiekszonym transportem dokomoérkowym nanokapsut LNCs
zaobserwowali takze inni badacze prowadzac doswiadczenia na komoérkach raka jelita grubego
Caco-2 [38] i neuroblastomy C-6 [39].

Wyniki otrzymane z pomiaréw HPLC potwierdzity, ze lek, ktéry uwalniat sie z lipidowych
nanokapsut po 3 godzinach inkubacji, osiggat w cytosolu komoérek MDA-MB-468 okoto 9-krotne
wyzsze stezenie niz PTX podawany w wolnej formie i zachowywat swoje przeciwnowotworowe
wiasciwosci. Poréwnujac wyniki otrzymane z testu redukcji MTT oraz pomiaru inkorporacji [3H]
tymidyny do DNA, nie zanotowano rdéznic miedzy spadkiem przezywalnosci komorek
traktowanych wolnym PTX lub lekiem enkapsulowanym w nanono$nikach LNCs odpowiednio
o srednicach 50, 90 i 120 nm. Zaobserwowano natomiast, ze PTX, dodany do hodowli w kazdej
badanej formie, wyraznie hamowat aktywnos¢ metaboliczng komodrek, gdy inkubacja
z nanosystemami LNCs-PTX byta wydtuzona do 72 godzin. Na tym etapie badan dowiodtam, ze
przenoszenie PTX w lipidowych nanokapsutach okazato sie skutecznym sposobem
dostarczenia leku do komérek nowotworowych z zachowaniem jego cytotoksycznych
wiasciwosci.

Dla zachowania cytotoksycznosci PTX enkapsulowanego w lipidowych nanokapsutach
duze znaczenie mogg mie¢ mechanizmy transportu nanosysteméw do komodrek raka piersi
cztowieka. Wprawdzie wyniki prowadzonych badan z zastosowaniem techniki HPLC pokazaty,
ze lipidowe nanokapsuty sg stabilne w roztworach, to mogg one by¢ w pewnym stopniu
hydrolizowane po absorpcji do komoérek. W pracy IB-2 wykazatam, Zze nanokapsuty LNCs
wypetnione DID byty endocytowane i transportowane do lizosoméw, ale inkubacja komaérek raka
piersi cztowieka z wysokimi stezeniami tych nanouktadéw hamowata synteze biatek, indukowata
odpowiedz komodrek na warunki stresowe i wplywata (w odwracalny sposéb) na lizosomalne pH.
Majac na uwadze, ze powyzsze zjawiska mogly wptywac¢ na uwalnianie sie leku do cytosolu,
zbadatam mechanizmy endocytozy lipidowych nanonos$nikéw do komoérek MCF-7,
MDA-MB-231, MDA-MB-438 (Rys.8). Ze wzgledu na brak réznic w antyproliferacyjnych
wiasciwosciach nanokapsut o réznej Srednicy wypetnionych PTX, w dalszych doswiadczeniach
zastosowatam nanoprzeno$niki LNCs-DID o srednicy 90 nm. Pierwszym etapem tej cze$ci badan
byto sprawdzenie czy dynamina, tj. GTPaza, ktéra: 1) posredniczy w formowaniu sie kaweoli, 2)

bierze udziat w endocytozie zaleznej od endofiliny (FEME, ang. fast endophilin-mediated
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endocytosis) lub 3) biatka Rho, 4) jest konieczna do zamkniecia sie klatrynowej klatki”;
uczestniczy w transporcie lipidowych nanokapsut do komorki  [40]. Wykorzystujgc linie
komérkowg HelLaK44A, ktéra przy braku tetracykliny w medium hodowlanym wykazuje ekspresje
zmutowanej, niezaangazowanej w endocytoze dynaminy [41], zauwazytam, Ze lipidowe
nanokapsuty byly transportowane do komérek. Ich akumulacja byta nawet wyzsza niz w
macierzystej linii komérkowej HelLa, w ktorej to ekspresiji ulegata prawidtowa dynamina. Wyniki
tego eksperymentu jednoznacznie potwierdzity, ze pomimo braku biorgcej udziat
w endocytozie dynaminy, lipidowe nanokapsuty byty dostarczane do komoérek nowotworowych.
Dowiodtam, ze obecnos¢ dynaminy nie jest konieczna do tego, aby lipidowe nanokapsuty
dostawaly sie do komodrek nowotworowych raka piersi cziowieka. Z kolei kaweole,
ktore sg pecherzykami btonowymi o wymiarach 50 - 80 nm [42], nie mogty byé zaangazowane w
transport lipidowych nanokapsut, ktérych s$rednica byta réwna okoto 90 nm. Ponadto
zastosowanie genisteiny, inhibitora kinazy tyrozynowej [43], ktéry blokuje formowanie
sie kaweoli nie ograniczyto transportu nanokapsut LNCs do komoérek. Zresztg do powstania
kaweoli konieczny jest tez cholesterol [44], ktéry zostat usuniety z biony komoédrkowej
po dziataniu metyl-B-cyklodekstranu. Po dziataniu tego inhibitora, dochodzito do obnizone;j
akumulacji lipidowych nanokapsut w komoérkach. Warto jednak zaznaczy¢, ze cholesterol jest
podstawowym sterolem btony komoérkowej w kazdej komoérce zwierzecej, a zatem musi byé
zaangazowany w wiekszos¢ procesow transportu dokomorkowego, w tym takze makropinocytoze
[45]. Dowodem na to, ze makropinocytoza bierze udziat w wewngtrzkomorkowej akumulacii
lipidowych nanokapsut, gtéwnie w komoérkach MCF-7 i MDA-MB-438, byt widoczny efekt inhibitora
EIPA (ang. 5-[N-ethyl-N-isopropyl] amiloride). Inhibitor ten hamuje wymiane jonéw sodowych i
protonéw oraz obniza rekrutowanie biatka Rac, stuzgcego do utworzenia funkcjonalnych

makropinosomow [46].
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Rys. 8 Szlaki endocytozy w komérce ssakéw i inhibitory stosowane w badaniach [IB-3].
Do utworzenia makropinsoméw potrzebne sg tez aktynowe filamenty [47], ktérych formowanie

zostato zablokowane prze latranukuline B, co w konsekwencji doprowadzito do redukc;ji transportu
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lipidowych nanokapsut do komorek (gtéwnie komorek linii MCF-7 i MDA-MB-438)
w podobnym stopniu jak po dziataniu EIPA. Innym mechanizmem, ktéry byt zaangazowany
w transport lipidowych nanokapsut do komoérek raka piersi byt szlak niezalezny od dynaminy
Cdc42/GRAF1, ktory jest odpowiedzialny za transport do komorki substancji odzywczych
w fazie ptynnej [48]. Swiadczg o tym: po pierwsze widoczny efekty dziatania ML141 - inhibitora
dla GTPazy Cdc42 [49], biatka wspomagajgcego polimeryzacje aktyny i tworzenie sie wypustek
cytoplazmatycznych — filopodiéw. Po drugie, zauwazalny byt efekt inhibitora wortmaniny, ktéra
prowadzita do inhibicji kinazy 3-fosfatydyloinozytolu [48]. Warto jednak podkresli¢, ze zaréwno
kinaza 3-fosfatydyloinozytolu, jak i GTPaza Cdc42 sg konieczne takze do prawidlowego
przebiegu makropinocytozy, a dziatanie wortmaniny i inhibiotra ML141 nie jest w petni
specyficzne. Doswiadczenia prowadzone 2z zastosowaniem lipidowych nanokapsut
wyznakowanych DID dowiodty, ze w dokomérkowy transport nanokapsut LNCs
zaangazowane s3: makropinocytoza i szlak Cdc42/GRAF1, ktore do pelnego
funkcjonowania nie wymagaja udziatu dynaminy.

Ponadto udziat makropinocytozy i szlaku Cdc42/GRAF1 potwierdzitam podczas
oznaczen cytotoksycznosci nanokapsut wypetnionych PTX, wykonanych za pomoca testu
inkorporacji do DNA [3H] tymidyny. Wykazatam, ze 2 godzinna preinkubacja ze stosowanymi
inhibitorami  (poza latrankuling B, kiora dziatata tylko wtedy, kiedy byta obecnha
w medium hodowlanym) obnizata cytotoksycznosc¢ lipidowych nanokapsut z enkapsulowanym
PTX w komérkach MCF-7. Jednakze w komoérkach HelLaK44A cechujgcych sie ekspresjg
zmutowanej (niezaangazowanej w endocytoze dynaminy), zaobserwowatam dziatanie leku
zamykanego w nanokapsutach LNCs. Taki wynik dowodzi, Zze pomimo braku funkcjonalnej
dynaminy, PTX byt dostarczany do komérek raka piersi cziowieka. Na tym etapie badan
pokazatam, ze internalizacja lipidowych nanokapsut jest konieczna do uwolnienia sie
z nich PTX i obnizenia syntezy DNA w komoérkach. Ponadto, moje obserwacje dowodza,
ze szlaki endocytozy, w ktorych bierze udziat dynamina, nie sg konieczne do transportu
nanokapsut LNCs-PTX do komérek i cytotoksycznego dziatania leku, ktéry w tych nanokapsutach
byt transportowany. Zastosowany panel inhibitoréw dla proceséw endocytozy nanokapsut LNCs
jednoznacznie nie wykluczyt mozliwosci zaangazowania szlakéw transportu dokomérkowego
zaleznych od dynaminy (Rys. 8). Gtéwnymi mechanizmami, ktére sprzyjajag akumulowaniu
sie w komérce lipidowych nanokapsutl sa makropinocytoza i endocytoza typu
Cdc42/GRAF.

W kolejnym etapie badan skupitam sie na sprawdzeniu czy lek enkapsulowany
w nanonos$nikach LNCs wykazywat dziatanie proapoptotyczne. Stosujgc metode immunoblotingu,
wykazatam, ze lipidowe nanokapsuty wypetnione PTX indukowaty fragmentacje PARP po 4872
godzinnej inkubacji. Ponadto, w tych samych warunkach eksperymentu, zaobserwowatam
réwniez fragmentacje prokaspazy-3, ale tylko w komoérkach MDA-MB-231 i MDA-MB-438,
poniewaz w komérkach MCF-7 to biatko nie ulega ekspres;ji [50]. Kiedy komorki byty poddane
obserwacjom mikroskopowym zauwazytam charakterystyczne dla apoptozy zmiany

morfologiczne, to jest obkurczanie sie komoérek i uwypuklenia btony komodrkowej. Warto
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zaznaczy¢, ze tych markeréw apoptozy nie zaobserwowatam, gdy komorki byly traktowane
pustymi lipidowymi nanokapsutami, w stezeniach réwnym stezeniom nanomateriatu, ktére byty
wykorzystane do enkapsulacji leku.

Jednym z pierwszych etapéw badan biologicznych, ktére tyczg sie zastosowania nowych
nanoprzenos$nikow lekéow sg doswiadczenia obrazujgce biodystrybucje tych nanosysteméw na
poziomie catego organizmu. Istnieje wiele danych literaturowych dowodzacych, ze tylko 1%
podawanych nanopreparatéw dociera do niszy nowotworu. Juz pierwsze badania prowadzone na
zwierzetach, bez wyindukowanego guza, pozwolity uzyska¢ odpowiedz na pytanie co dzieje sie
z resztg podawanych do ustroju nanoprzenosnikow [51]. W prowadzonych badaniach
wykorzystano samice atymicznych myszy typu nude foxnlnu, ktérym podawano dozylnie
nanokapsuty LNCs-DID o srednicy 90 nm w dwdch stezeniach: 0.4 i 0.8 mg/iniekcje. Pomiary
natezenia fluorescencji catego ciata zwierzat byty prowadzone po 1 i 24 godzinach, natomiast
eksperymenty dotyczagce akumulacji lipidowych nanoprzenosnikéw w réznych organach
przeprowadzono po 2, 4 i 48 godzinach. Wyniki tych eksperymentéw pokazatly, ze nanokapsuty
LNCs akumulowaly sie gtéwnie w watrobie i nerkach, ale i bardzo szybko byly z tych organéw
usuwane. Prowadzone badania byty zgodne z wynikami grupy Lacoeuille i wsp., ktore pokazaty,
ze PTX podawany w formie lipidowych nanokapsut, znakowanych izotopem wegla 4C,
utrzymywat sie w ustroju tak samo dtugo jak monitorowany przez nas znacznik fluorescencyjny
DID, wypetniajgcy nanokapsuty LNCs [52]. Badania prowadzone na poziomie in Vivo
potwierdzily, ze lipidowe nanokapsuly sa dobrymi kandydatami, przeznaczonymi do
dostarczania do ustroju substancji hydrofobowych, w tym lekow przeciwnowotworowych

(np. PTX) lub znacznikéw fluorescencyjnych (np. DID).

2.2. Analiza mozliwosci zastosowania w terapii raka piersi multirdzeniowych
nanonosnikow polielektrolitowych opartych na wodorozpuszczalnym surfaktancie SDS

przeznaczonych do enkapsulacji paklitakselu.

Do grupy opisywanych wczesniej w osiggnieciu naukowym polimerowych
nanomateriatdbw mozna zaliczy¢ takze nanonosniki wytwarzane na bazie polielektrolitéw, ktére w
roztworze wodnym dysocjujg na polianiony i polikationy. Wiele biomakromolekut, takich jak np.
kwasy nukleinowe (DNA, RNA), biatka lub polisacharydy jest polielektrolitami [53]. Ich
zastosowanie w przygotowywaniu nanonosnikow jest wysoce pozgdane, poniewaz moze
spowodowac wzrost akceptacji nanosysteméw przez ukiady biologiczne oraz wydtuzy¢ ich czas
pottrwania w organizmie pacjenta. Wielokrotnie dowiedziono, ze zawiesiny nanoczastek w
plynach ustrojowych ulegajg szybkiej agregacji. Dzieje sie tak na skutek réznicy sit jonowych
ptynéw ustrojowych i nanouktadéw lub adsorpcji biatek surowicy przez podawane nanomateriaty.
Dlatego, aby obnizy¢ ryzyko niepozgdanych reakcji nanonosnik — ptyny biologiczne, powierzchnie
nanomateriatbw powlekane sg hydrofilowymi, elastycznymi i niejonowymi polimerami

polielektrolitowymi. Polielektrolity takie jak poli-L- aminokwasy, np. poli-L-lizyna (PLL, ang. poly-
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I-lysine) i kwas poli - L- glutaminowy (PGA ang. poly-l-glutamic acid) majg podobne wtasciwosci
do tatwo dysocjujgcych w roztworach wodnych biomakromolekut, dlatego z powodzeniem zostaty
wykorzystane do wytwarzania biodegradowalnych nanonosnikéw polimerowych, metoda
sekwencyjnej adsorpcji przeciwnie natadowanych polielektrolitéw (LbL, ang. layer by layer) [54].

Duzym przetomem w badaniach nad technikg LbL byta propozycja zespotu Sukhorukova
[55], w ktorej wykorzystano te metode do tworzenia wielowarstwowych polielektrolitdw na
czgstkach koloidalnych w celu otrzymania nanokapsuty. Czastki koloidalne mogg zawieraé
sktadnik aktywny lub mogg by¢ uzyte jako rdzen kapsuty [56, 57]. Z czasem, zaproponowana
metoda tworzenia wielowarstwowych kapsut powtokowych zostata rozszerzona na inne rodzaje
rdzeni [58], w tym takze rdzenie ciekte [59, 60]. Szczegdlnym przypadkiem ciektych rdzeni
nanokapsut sg wytwarzane metodg saturacyjng i otulone otoczkg polimerowg nanoemulsje.
Nanokapsuty = zawierajgce  ciekly rdzen  nanoemulsji typu olej w  wodzie
i stabilizowane kationowym surfaktantem, czyli np. solg sodowa dokuzanu (AOT, ang. docusate
sodium salt) lub bromkiem dioctadecylodimetyloamoniowym (DODBR, ang.
dioctadecyldimethylammonium bromide) zostaly dobrze scharakteryzowane w badaniach
zespotu prof. Szczepanowicza z IKiIFP PAN w Krakowie [61, 62], z ktérym nawigzatam
wspotprace w 2020 roku. Ponadto, dotychczas opublikowane prace tej grupy dowiodly, ze
technika LbL jest zasadniczo przeznaczona do enkapsulacji lekéw hydrofobowych i materiatow
rozpuszczalnych w fazie hydrofobowej. Do tej pory, surfaktantami stosowanymi podczas syntezy
rdzeni nanokapsut polielektrolitowych byly wytgcznie olejorozpuszczalne srodki powierzchniowo
czynne. Jednakze, ze wzgledu na konieczno$s¢ zastosowania wysoce toksycznych
rozpuszczalnikbw to jest:  chloroformu, cykloheksanu Ilub etyloglikolu, uzycie
olejorozpuszczalnych surfaktantéw podczas syntezy nanokapsut metoda LbL staneto pod wielkim
znakiem zapytania. Prowadzone sg intensywne badania nad takimi uktadami zdyspergowanymi,
ktére dzieki wysokiemu rozdrobnieniu substancji aktywnej pozwalajg osiggng¢ zadowalajgcy
dystrybucje lekbw w organizmie oraz kontrole czasu i miejsca ich uwalniania [63]. Biorgc pod
uwage zastosowanie koncowego produktu, to jest nanonosnika leku do komoérki nowotworowej,
alternatywnym i bezpieczniejszym rozwigzaniem jest wykorzystanie rozpuszczalnych w wodzie
surfaktantéw, ktére to z przeciwnie natadowanym polielektrolitem tworzg kompleks objetosciowy
(micele/polielektrolit). Taki kompleks moze stanowié¢ rowniez rdzeh tzw. multirdzeniowej,
polielektrolitowej nanokapsuty, a wnetrze miceli tworzy dogodne warunki do enkapsulaciji
hydrofobowych lekéw. W realizowanym przeze mnie projekcie Miniatura 4, ktérego efektem byta
praca IB-4 wykorzystatam multirdzeniowe nanokapsutki oparte na wodorozpuszczalnym
surfaktancie dodecylosiarczanie sodu (SDS, ang. sodium dodecyl sulphate), ktérego micele wraz
z przeciwnie natadowanym polielektrolitem — PLL tworzg kompleks SDS/PLL. Kompleks ten
wykorzystano jako rdzen (multirdzeh) nanono$nika. Caty ukfad stabilizowat PGA, ktéry nadawat
nosnikowi fadunek ujemny, poprawiajgc przy tym jego parametry biologiczne. Majac na uwadze
hydrofilowe srodowisko komorki nowotworowej, dodatkowg zaletg stosowanego nanonosnika
byto wyeliminowanie podczas syntezy rozpuszczalnikbw organicznych, np. wspomnianego

wczesniej chloroformu. Takie rozwigzanie znacznie ograniczyto ryzyko wystgpienia
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niepozgdanych efektéw cytotoksycznych samego nanomateriatu, tworzacego nanokapsute
przeznaczong do koncowej enkapsulacji leku przeciwnowotworowego, to jest
nierozpuszczalnego w wodzie PTX. Opisywane w osiggnieciu naukowym multirdzeniowe no$niki
polielektrolitowe SDS/PLL i SDS/PLL/IPGA, zostaty zsyntetyzowane metodg LbL przez zespdt dr

hab. Krzysztofa Szczepanowicza.

A. S N s
o D Q -

SDS micelle PLL PGA 404 * reglon agregacji

[+-]
(e}

~——— SDS/PLL
—— SDS/PLUPGA

Potencjal zeta [mV]
8
Liczba zdarzen

Uy eyl s
% =] [ }% < N 0 1 3 4 5
AN ’% A %"‘g@@ o SDS [ml] N
U ' ——

Y

1 10 100 1000 10000
SDS/PLL SDS/PLL/PGA Srednica [nm]

307 region agregaciji
204
10
0 T T T T

T
[ 10 20 30 40 50

—— PTX-SDS/PLL
——SDS/PLL

Absorbancja

Potencjal zeta [mV]

SDS [mi]

PTX-SDS/PLL PTX-SDS/PLL/PGA 00 R BT

Diugosé fali [m:;m -
4 . Potencjat Stezenie Stezenie
G. Nanouktad  Srednica Jeta nanonosnika o)
SDS/PLL 7990 143mv 1% 10° nanoczastekiml :
SDS/PLL/PGA 90r;r1n10 -33 mV 1 x 108 nanoczgstek /ml -
70 -90
PTX-SDS/PLL nm +49 mV 1 x 108 nanoczgstek /ml 2.07 mg/l
90-110
PTX-SDS/PLL/PGA am -32 mv 1 x 108 nanoczagstek /ml 1.85 mg/l

Rys. 9 Wtasciwo$ci fizykochemiczne multirdzeniowych nanono$nikow polielektrolitowych: (A) schematyczny
model nanokapsut (B-D), zmiany potencjatu zeta multirdzeniowych nanono$nikow syntetyzowanych na
bazie SDS tj. SDS/PLL i SDS/PLL/PGA (C) - optymalne warunki syntezy oznaczono gwiazdkg; Rozktad
$rednicy nanonos$nikow SDS/PLL i SDS/PLL/PGA (E); zmiany potencjatu zeta otrzymanych nanonos$nikow,
widma absorpcji UV-vis pustych nanono$nikéw wielordzeniowych i nanonosnikow zawierajgcych PTX (E);
obrazy TEM dla multirdzeniowych nanono$nikéw wypetnionych PTX (G),wartoSci liczbowe dla parametrow
fizykochemicznych nanouktadow opisanych w pracy |B-4.

Scharakteryzowano wiasciwosci fizykochemiczne dokonujgc pomiaru hydrodynamicznej
Srednicy nanokapsut oraz ich potencjatu zeta. Dodatkowo nanokapsuty zobrazowano za pomocg
mikroskopu elektronowego, a efektywnos¢ przeprowadzonej enkapsulacji PTX sprawdzono
wykreslajgc widma absorpcji UV-Vis dla nanokapsut pustych i tych z lekiem. Wykazano, ze
nanokapsuty SDS/PLL miaty $rednice miedzy 70 a 90 nm i tadunek okoto +43 mV. Kiedy dodano

do tych nanokapsut jeszcze jedng warstwe polielektrolitu, to jest PGA, to ich potencjat zeta osiggat
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wartoéci -32mV, a hydrodynamiczna $rednica wzrastata do 110 nm (Rys. 9). Enkapsulacja PTX
w nanokapsufach SDS/PLLi SDS/PLL/PGA nie zmieniata w istotny sposob ani $rednicy, ani
potencjatu zeta multirdzeniowych nosnikow polielektrolitowych. Poniewaz wielokrotnie
dowiedziono, ze zawiesiny nanoczastek w ptynach ustrojowych ulegajg szybkiej agregacji, warto
zaznaczy¢, ze podczas prowadzonej syntezy tak dobrano warunki reakcji, aby zminimalizowac
prawdopodobienstwo tworzenia sie agregatéw multirdzeniowych nanokapsut.

Eksperymenty opisane w pracy IB-4, dotyczace czesci biologicznej projektu MINIATURA
4 rozpoczetam od sprawdzenia cytotoksycznych wiasciwosci samych nanonosnikow, ktoére
pozniej byty wypetniane lekiem. Badania wykonatam na opisywanych wczesniej, roznigcych sie
wrazliwoscig na estrogen, liniach komérek raka piersi, tj. MCF-7 oraz MDA-MB-231. Stosujgc test
redukcji MTT zanotowatam, ze oba typy nanokapsut, tj. SDS/PLL i SDS/PLL/PGA byly obojetne
dla komorek i nie obnizaty ich przezywalnoéci, nawet kiedy nanonos$niki byty obecne w hodowli
in vitro w stezeniu 107 NPs/ml przez 96 godzin. Jednoczes$nie, monitorujgc tempo wzrostu hodowli
przy zastosowaniu mikroskopii $wietlnej nie zaobserwowatam zmian w morfologii komoérek. Druga
czes¢ doswiadczen dotyczyla oceny aktywnosci przeciwnowotworowej PTX, ktéry byt
enkapsulowany w multirdzeniowych nosnikach polielektrolitowych i dodawany do hodowli
komérkowych in vitro w formie preparatow SDS/PLL/PTX i SDS/PLL/PGA/PTX. Ten etap
doswiadczen rozpoczetam od poréwnania poziomu wewnatrzkomérkowego ATP oraz aktywnosci
metabolicznej mitochondriow (odpowiednio metodami CellTiterGlo i MTT) w komoérkach
traktowanych wolnym PTX i preparatami SDS/PLL/PTX i SDS/PLL/PGA/PTX. Oznaczenia
przeprowadzitam w czasach 24, 48, 72 i 96 godzin, zauwazajgc, ze badane formy leku tj. wolny
PTX i ten zamkniety w nanokapsutach, miaty podobne wtasciwosci cytotoksyczne. Poczgtkowo,
wolny lek wydawat sie by¢ bardziej toksyczny w stosunku do obu form enkapsulowanego PTX.
Jednakze wydtuzenie czasu inkubacji z komorkami sprzyjato utrzymywaniu sie cytotoksycznych
wiasciwosci jego enkapsulowanej formy, co wskazywatoby na to, ze nanokapsuty diugo utrzymujg
sie w srodowisku i nie ulegajg tak szybkiej biodegradaciji.

Wykonane oznaczenia poziomu ATP oraz redukcji MTT postuzyly réwniez do wybrania
stezeh wolnego PTX i leku zamykanego w nanokapsutkach (tj. 12.5, 25 i 50 nM), ktére byly
wykorzystane do dalszych eksperymentéw. Z uwagi na fakt, ze w swoim dziataniu
przeciwnowotworowym PTX cechujg wysokie wtasciwosci cytostatyczne, sprawdzitam réwniez
jak enkapsulowana posta¢ leku wptywa na podziaty komoérkowe. Oznaczytam szybkos$é
proliferacji komoérek potraktowanych wolnym i enkapsulowanym PTX, mierzgc zawartos¢ DNA w
komodrkach. W tym celu wykorzystatam sonde molekularng CyQuant, ktérg cechuje wysoka stata
wigzania do DNA. Wykazatam, ze wolny PTX, jak i ten zamykany w nanos$nikach,
w podobny sposob ograniczaty podziaty komorek. Efektywniejsze wydawaty sie jednak wysokie
stezenia PTX, tj. 50 nM, ktére w znaczacy sposdb obnizaty tempo proliferacji po 72 i 96 godzinne;j
inkubacji. Obnizenie tempa syntezy DNA szybko dzielgcych sie komérek nowotworowych
wynikato réwniez z indukowania przez PTX apoptozy - jednego z typdw programowanej Smierci
komérki. Dlatego, w kolejnym etapie prowadzonych badan sprawdzitam w jakim stopniu

paklitaksel dostarczany do komoérek nowotworowych za pomocg nanonos$nikow SDS/PLL
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i SDS/PLL/PGA powodowat aktywacje kaspaz 3/7. Wiarygodnos¢é uzyskanych rezultatéw
potwierdzitam stosujgc specyficzny inhibitor kaspazy 3 — zZVAD-FMK. Wyniki przeprowadzonych
doswiadczeh wykazaty, ze do autokatalitycznego ciecia kaspaz 3 /7 dochodzito w komérkach
MDA-MB-231. Z uwagi na fakt, ze komérki MCF-7 nie posiadaja aktywnej kaspazy 3, w tej linii
komorkowej nie zanotowatam wzrostu aktywacji tego enzymu. Intersujgcym wydaje sie fakt, ze
wolny paklitaksel i obie jego enkapsulowane formy prowadzity do wzrostu poziomu aktywnosci
kaspaz 3/7 w takim samym stopniu, bez wyraznych réznic miedzy badanymi formami lekéw.

Réwnoczesnie przy monitorowaniu zmian aktywnosci kaspaz 3/7w komorkach
poddanych inkubacji PTX, SDS/PLL/PTX i SDS/PLL/PGA/PTX prowadzitam obserwacje
mikroskopowe Zaobserwowatam, ze do widocznego zmniejszenia sie liczebnosci populacii
komérek dochodzito przy 48 i 72 godzinnej inkubacji, a zmiany morfologii komorek, takie jak ich
obkurczanie sie komodrek i formowanie si¢ ciatek apoptotycznych zanotowatam przy 50 nM
wolnego i zamykanego w obu typach nanonosnikéw PTX. Takie wyniki wykonanych obserwaciji
skionity mnie do zbadania eksternalizacji fosfatydyloseryny, jednego z markeréw programowanej
Smierci komorki. Stosujgc cytofluorymetrie przeptywowg, zmierzytam odsetek komorek
apoptotycznych, ktoéry znacznie przekraczat 50% w hodowli komérek MDA-MB-231, poddanych
ciagtej 72 godzinnej inkubacji wolnym PTX lub SDS/PLL/PTX i SDS/PLL/PGA/PTX w stezeniu 50
nM.

Kontrola PTX SDS/PLL/PTX SDS/PLL/PGA/PTX

MCF-7

10pm

MDA-MB-231

10um 10pm

Rys. 10 Komorki raka piersi cztowieka (MCF-7 i MDA-MB-231) wybarwione mieszaning
Aneksyna V — FITC/DAPI po 72 godzinnej inkubacji z multirdzeniowymi no$nikami polielektrolitowymi
z enkapsulowanym PTX.

Réwnoczesnie, morfologiczne markery charakterystyczne dla komoérek apoptotycznych
(kondensacja chromatyny, formowanie sie ciatek apoptotycznych i intensywna, zielona
fluorescencja wynikajgca z eksternalizacji fosfatydyloseryny) zilustrowano dzieki obrazowaniu
wykonanemu na mikroskopie konfokalnym (Leica microsystems, Niemcy) stosujgc mieszanine
barwnikow Aneksyna-V — FITC i DAPI (Rys. 10). Majgc na uwadze fakt, ze mitochondria sg

waznymi dla apoptozy organellami komorkowymi, w kolejnych etapach badan zmierzytam zmiany
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potencjatu btonowego mitochondridw (Ay), ktére byly indukowane przez obie testowane
nanoformy PTX. Otrzymane wyniki badanh potwierdzity, ze Ay spadat ponizej 50 % jesli badane
komorki nowotworowe byty inkubowane przez 72h z SDS/PLL/PTX oraz SDS/PLL/PGA/PTX.
Okazato sie rowniez, ze zaburzenia homeostazy mitochondriow wynikaty nie tylko
z funkcjonalnych uszkodzen tych organelli, ale takze ze zmian ekspresji proapoptotycznych
genow, ktore sag kluczowe w aktywowaniu zaleznej od mitochondriéw apoptozy. Stosujgc technike
RT-PCR zaobserwowano, ze preparaty SDS/PLL/PTX i SDS/PLL/PGA /PTX zwiekszaty poziom
mRNA dla Bax, AIF, cyt c, casp-3 w podobnym zakresie jak wolna forma leku. Tym samym
potwierdzitam hipoteze, ze PTX enkapsulowany w multirdzeniowych nosnikach

polielektrolitowych indukuje apoptoze podobnie jak sam PTX.

Najwazniejszymi osiggnieciami drugiego etapu badan byto wykazanie, ze:

e lipidowe nanokapsuty mogg byc¢ stosowane jako nanoprzeno$niki lekow

e internalizacja lipidowych nanokapsut do komérek odbywata sie na drodze endocytozy,
bez udziatu dynaminy (makropinocytozy lub endocytozy typu Cdc42/GRAF), a przy
zahamowanej endocytozie enkapsulowany paklitaksel wykazywat mniejszg
cytotoksycznos$¢ wobec komorek raka piersi

e PTX enkapsulowany w lipidowych nanokapsutach zachowywat swoje wifasciwosci
cytotoksyczne wobec komorek raka piersi cztowieka: hamowat proliferacje, obnizat
przezywalnosc¢ i indukowat apoptoze (fragmentacja PARP, aktywacja kaspazy 3)

e nie stwierdzono réznic miedzy spadkiem przezywalnosci komorek traktowanych wolnym
PTX i PTX enkapsulowanym w lipidowych nanokapsutach

e multirdzeniowe nanonosniki SDS/PLL | SDS/PLL/PGA byly nietoksyczne dla komoérek
raka piersi cztowieka

e PTX enkapsulowany w nanonosnikach i stosowany w formie nanopreparatow
SDS/PLL/PTX i SDS/PLL/IPGA/PTX wykazywat podobng cytotoksyczno$¢ wobec
ludzkich komérek raka piersi jak wolny PTX

e PTX zamykany w multirdzeniowych nanokapsutach polielektrolitowych indukowat
apoptoze | charakterystyczne dla niej zaburzenia funkcjonowania komodrek
(eksternalizacje fosfatydyloseryny do zewnetrznej warstwy btony komérkowej, spadek
potencjatu blonowego mitochondriow, wzrost ekspresji proapoptotycznych genéw Bax,
cyt ci AlF).

Etap 3
3.1. Zbadanie oddzialywania nanoczastek zaprojektowanych do terapii
i diagnostyki raka piersi i raka kosci (scyntygrafia) na komoérki srédbtonka

naczyniowego czlowieka.

W prowadzonych do tej pory rozwazaniach naukowych skupitam sie gtéwnie na
oznaczeniu cytotoksycznych wiasciwosci nanosystemoéw wobec modelowych komorek

nowotworowych raka piersi cztowieka. Nie nalezy jednak zapomina¢, ze opisywane
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w osiggnieciu naukowym nanopreparaty, jesli bylyby w przysziodci stosowane klinicznie, beda
prawdopodobnie podawane na drodze dozylnych iniekcji. Totez istotnym elementem
przedstawionego osiggniecia habilitacyjnego byto zbadanie w jaki sposdb $rodbtonek naczyniowy
reaguje na dziatanie nanomateriatbw. Podczas badan nad odpowiedzig indukowang przez
nanomateriaty wobec endotelium cziowieka, nalezy wzigé pod uwage, ze komorki srodbtonka
tworzg w organizmie dynamiczng tkanke pokrywajaca swiatto ludzkich naczyn krwionosnych [64].
Ze wzgledu na heterogennos$¢ fenotypu i obecnosé potgczen $cistych, srodbtonek reguluje
przeptyw substancji rozpuszczonych i przepuszczalno$é ptynédw miedzy krwig, a innymi tkankami.
Jednakze wiele substancji (w tym leki, przeciwciata, hormony) oddziatuje ze $ciang naczynia
krwionosnego i moduluje zaréwno metabolizm, jak i funkcje bariery endotelialnej [65]. Z tego
powodu badania prowadzone na komdrkach $rédbtonka sg niezwykle wazne w ujeciu
nanotoksykologicznym, gtéwnie ze wzgledu na mozliwe interakcje na poziomie endotelium —
nanomateriaty [66]. Ponadto, substancje w skali nano- mogg modulowa¢ szczelnos¢ srédbtonka,
a zjawiska temu towarzyszgce sg coraz czesciej stosowane w celu pokonania barier
naczyniowych i zwiekszenia wychwytu komérkowego substancji terapeutycznych w docelowym
miejscu np. niszy nowotworu piersi.

W odniesieniu do nanoczgstek, zywotnos¢ i proliferacja komérek srodbtonka jest
konsekwencjg wiasciwosci fizykochemicznych stosowanych nanomateriatéw, to jest rozmiaru,
ksztattu, rozpuszczalnosci i ich fadunku powierzchniowego [67]. Nanoczastki mogg indukowaé
sieciowanie receptorow komorkowych, inicjowaé procesy sygnalizacyjne, indukowaé zmiany
strukturalne na powierzchni komérek i zakidécaé prawidlowe funkcjonowanie $rodbtonka [68].
Wptyw nanomateriatéw na funkcjonowanie $rédbtonka jest bardzo czesto pierwszym etapem
badan, ktérych efekt moze by¢ pomocny w zrozumieniu potencjalnego wptywu NPs na uktady
in vivo. W badaniach opisywanych w tej czesci osiggniecia naukowego, podjeto prébe
zweryfikowania hipotezy badawczej, ze nanoczastki mogag ujawnia¢ wtasciwosci cytotoksyczne
i wplywac¢ na homeostaze komodrek srédbtonka, nawet gdy nie zawsze obnizajg zywotnosci tych
komérek. Materiatem biologicznym w prowadzonych rozwazaniach [IB-5] byty immortalizowane
komorki $rodbtonka naczyniowego zyly pepowinowej cziowieka (HUVEC-ST), a w pracach
badawczych wykorzystano cztery rodzaje nanoukfadéw (Rys. 11):

e nanoczgstki polimerowe octanu kwasu polimlekowego (PLA, ang. polylactic acetate)
i montmorylonitu  (MMT, ang. montmorillonite) modyfikowane przeciwciatem
monoklonalnym  TRASTUZUMAB (PLA/MMT/TRA), ktére jest specyficznie
ukierunkowane na zewnatrzkomérkowa domene receptora HER2 [69]

e nanoczgstki PLA/EDTMP bedace polimerami kwasu etylenodiamino-N,N,N',N'
tetrametylenofosfonowego (EDTMP, ang. Ethylene-diamine-tetramethylene-
phosphonate) powlekane kwasem polimlekowym (PLA, ang. polylactic acetate),
ktore sg zaprojektowane do leczenia raka piersi i kosci [70]

e NPs krzemionkowe (PLGA/MDP) modyfikowane difosforanem metylenu (MDP, ang.
methylene diphosphate) sprzezonym z kwasem polimlekowo-glikolowym (PLGA, ang),

ktére mogg by¢ stosowane w scyntygrafii [71]
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¢ nanomicele niejonowego surfaktanta (Pluronic F127 Ms), ktére sg nanosystemami
zaprojektowanymi do transportowania substancji hydrofobowych i przeznaczone

do podania doustnego, podskornego i przez drogi oddechowe [71].
Nanoczastki (Rys. 11) miaty srednice hydrodynamiczng w zakresie od 140 do 278 nm
i fadunek zblizony do neutralnego lub stabo dodatniego (potencjat zeta byt w granicach
od + 0,4 do + 7,9 mV). Indeks polidyspersyjnosci (PDI, ang. polydispersity index) wahajgcy
sie od 0,19 do 0,30 wskazywat na niskie prawdopodobienstwo tworzenia agregatéw przez badane

nanouktady.
A
Pluronic MMT Pluronic
F127 Ms : PLGMDP

o, F127 Ms

SFrors B e
3 e

ST
e,

Srednica Potencjat Efektywnos¢

B Nanopreparaty (nm) zeta (meV) PDI enkapsulacji
(%)
PLA/MMT/TRA 278 +4.2 0.4+0.6 0.21 90
PLA /EDTMP 265.9+ 2.8 0.2+0.1 0.19 70
PLGA/MDP 207 +2.4 46+1.5 0.27 78
NMs 140+ 1.2 7.9+0.2 0.3 100

Rys. 11 Schemat budowy (A) i wfasciwosci fizykochemiczne nanosysteméw opisywanych
w pracy IB-5 (B) .- Srednica hydrodynamiczna, potencjat zeta, PDI i efektywno$¢ enkapsulacji dla
nanoukfadéw PLA/MMT/TRA, PLA/JEDTMP, PLGA/MDP i Pluronic F127 Ms.

Opisywane w pracy IB-5 nanouktady w rézny sposéb zmieniaty przezywalno$é komorek
HUVEC-ST. Oznaczenia wykonano dwoma metodami, tj. wychwytem czerwieni obojetnej
(Neutral Red) i testem redukcji resazuryny (Alamar blue). Omawiajgc réznice
w przezywalnosci komérek srédbtonka po dziataniu nanoczgstek, nie sposéb poming¢ wiekszego
efektu toksycznego dla nanomiceli Pluronic F127, ktéry zaobserwowano w tescie Neutral Red.
Réznice te wynikaty z uszkodzen lizosoméw, w ktérych dochodzi do mierzonej
w tym doswiadczeniu wychwycie czerwieni obojetnej. Toksyczne wilasciwosci nanoczastek
potwierdzitam obserwujgc: spadek szybkosci proliferacji komérek HUVES-ST i obnizenia stopnia
ich konfluencji w hodowli in vitro. Majac na uwadze, ze zahamowanie szybkosci podziatéw

komérkowych moze wynika¢ z uszkodzen DNA jakie sg indukowane przez nanomateriaty,
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sprawdzitam metodg kometowg czy dochodzito do tworzenia jedno-
i dwuniciowych peknie¢ DNA (SSBs, ang single strand breakes, DSBs, ang. double strand
breaks) oraz miejsc alkilolabilnych w komodrkach s$rédbtonka traktowanych nanoczastkami.
Najwiekszg genotoksycznosé (1. okoto 25%) obserwowano dla nanoemulsji Pluronic F127 Ms juz
po 24 godzinach inkubacji. Jednakze, kiedy komorki HUVEC-ST traktowano przez 72 godziny
nanouktadami: PLA/MMT/TRA, PLGA/MDP zanotowano uszkodzenia DNA na poziomie okoto 12
%, ale tylko przy najwyzszych stezeniu 100 pyg/ml. Najmniejsze uszkodzenia DNA powodowaty
nanoczgstki PLA-EDTMP. Rdéznice w genotoksycznosci nanoczgstek zasugerowaty, ze komorki
srodbtonka naczyniowego cziowieka mogty naprawi¢ uszkodzenia DNA indukowane przez
nanomateriaty dzieki m.in. ekspresji genéw dla kinaz ATM (ang. Ataxia-telangiectasia mutated
kinase) lub ATR (ang. Ataxia telangiectasia and Rad3 related kinase). Komorki eukariotyczne
posiadajg w swojej maszynerii genetycznej szlaki przekaznictwa sygnatéw zaangazowane w
naprawe uszkodzen DNA podczas ciggltej ekspozycji na egzogenne i endogenne czynniki
genotoksyczne [72]. Wysoce konserwatywne kinazy ATM i ATR nazywane sg czesto
»Straznikami” stabilno$ci genomu komoérki, totez w dalszych etapach pracy IB-5 ocenitam, czy
ekspresja tych biatek byta indukowana przez nanoczastki. Okazato sie, ze wzrost ekspres;ji dla
obu kinaz zanotowano tylko po podaniu nanomiceli Pluronic F127 Ms, a nanouktad PLA/EDTMP
powodowat az 7 krotny wzrost mRNA dla kinazy ATR, aktywowanej gtéwnie przez jednoniciowe
pekniecia DNA [73]. Réznice w zaangazowaniu kinaz, ktdre biorg udziat w naprawie uszkodzen
DNA zasugerowaty, ze oba typy uszkodzen DNA mogg mie¢ rézne konsekwencje dla dalszej
zywotnosci komorki. Na przyktad miejsca alkailolabilne, oznaczane w alkalicznej wersji metody
kometowej [IB-5], mogg by¢ przeksztatcone w jedno badz dwuniciowe pekniecia DNA. Ponadto,
wiele danych literaturowych wskazuje, ze w kohcowych etapach apoptozy dochodzi do
oligonukleosomalnej fragmentacji DNA [74]. Taka tez fragmentacja byta indukowana, przez
wszystkie badane nanoczastki (stosowane w stezeniu 100 ug/ml), kiedy byty one obecne w
hodowli in vitro komérek HUVEC-ST przez 72 godziny. Podobne wyniki badan, uzyskatam w
metodzie TUNEL, w ktérej oznaczytam odsetek komorek cechujgcych sie internukleosomalng
fragmentacjg DNA z wolnymi grupami 3’ -OH. Okazato sie jednak, ze wsrdd uszkodzen DNA,
nanoczastki indukowaty réwniez dwuniciowe pekniecia DNA, ktérych markerem jest fosforylacja
histonu H2AX. Najwiekszy odsetek komorek, ktdre gromadzity ten typ uszkodzen zanotowatam
po 48 godzinach z nanoczgstkami co korespondowato ze zwiekszong ekspresja mMRNA
dla histonu H2AX po 24 godzinnej inkubacji. Obserwacja oligonukleosomalnej,
charakterystycznej dla apoptozy fragmentacji DNA zasugerowata, aby doktadnie przyjrzeé
sie programowanej $mierci komorki indukowanej przez nanoczastki. Stosujgc podwojne
barwienie Hoechs33258/jodek propidyny nie zanotowatam widocznych réznic w odsetku komérek
zywych, wczesno apoptotycznych, pézno apoptotycznych i nekrotycznych, miedzy stosowanymi
czasami inkubaciji (to jest po 24, 48 i 72 godzinach). Gdy jednak oznaczono aktywnosc¢ kaspazy-
3, to po 24 godzinach enzym ten byt na najwyzszym poziomie, gdy zastosowano inkubacje z
PLA/MMT/TRA, PLA/EDTMP i PLGA/MDP (wyniki zgodne z pomiarem ekspresji mRNA dla

kaspaz-3), podczas gdy dla nanoemulsji Pluronic F127 Ms maksymalng aktywnos¢ kaspaza -3
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osiggneta po 48 godzinach. W tych samych warunkach eksperymentu sprawdzitam takze czy
dochodzito w komérkach HUVEC-ST do zaburzenia funkcjonowania mitochondriow.
Zaobserwowatam, ze Ay inicjowane przez cytotoksyczne nanoemulsje Pluronic F127 Ms byty na
poziomie okoto 70 %. Natomiast juz 24 godzinna inkubacja z nanosystemami PLA/MMT/TRA,
PLA/JEDTMP obnizata parametr Ay do 50%, prowadzgc poézniej do hyperpolaryzaciji blony
mitochondrialnej, obserwowanej po 72 godzinnej inkubacji z nanoczgstkami. Jednoczes$nie juz
po 24 godzinnej inkubacji z nanoczgstkami wzrastata ekspresja mRNA dla cyt c i AlF, ktére sg
markerami wewnetrznej, zaleznej od mitochondriéw $ciezki apoptozy. Prawdopodobnie
zaburzenia homeostazy mitochondriow, do jakich dochodzito gtéwnie po zastosowaniu
PLA/MMT/TRA, PLA/EDTMP, PLGA/MDP oraz nanomiceli Pluronic F127 Ms wynikaty ze wzrostu
poziomu reaktywnych form tlenu, ktére byty indukowane przez wszystkie badane nanoczastki.
Nalezy jednak pamieta¢, ze komorki srodbtonka cechujg sie swoistg wrazliwoscig na wolne
rodniki, ktére petnig w endotelium role wtérnych przekaznikow informaciji dla: kinazy Ras (ang.
rat sarcoma virus), kinazy p-38 aktywowanej mitogenem, biatka c-Src (ang. proto-oncogene
tyrosine-protein kinase Src) lub receptora dla EGF (ang. endothelial growth factor). Ponadto
reaktywne formy tlenu produkowane w nadmiernej ilosci, gtéwnie w tahcuchu oddechowym
mitochondriéw, uczestniczg w patogenezie wielu choréb o podtozu sercowo naczyniowym, co
wydaje sie istotng kwestig przy rozwazaniach dotyczacych zastosowania nanomateriatéw w
medycynie.

Cho¢ opisywane w pracy IB-5 nanoczgstki nie zawsze obnizaty przezywalnosé
endotelium, to jednak w swoim dziataniu cytotoksycznym zaburzaty ich homeostaze. Najbardziej
cytotoksyczne byly nanomicele Pluronic F127 Ms, a najmniejszg cytotoksyczno$cig cechowaty
sie nanoczgstki PLA/EDTMP. Gdzie zatem upatrywac réznic w toksycznoéci testowanych
nanoczgstek? Odpowiedzg na to pytanie mogg byé przemyslenia tyczace
sie wczesnie przedstawionych roznic we wiasciwosciach fizyko-chemicznych nanoczgstek.
Po pierwsze, nanomaterialy, o dodatnim potencjale zeta sg tatwiej internalizowane do komérek
0 ujemnym fadunku biony komérkowej. Po drugie, to w jaki sposdb nanoczastki
sg transportowane do komérek srédbtonka zalezy od $rednicy hydrodynamicznej podawanych
nanomaterialdbw. Na przyktad endocytoza zalezna lub niezalezna od klatryny jest typowa
dla nanoczagstek o srednicy mniejszej niz 150 nm, podczas gdy makropinocytoza jest najbardziej
prawdopodobnym mechanizmem wychwytu nanoczgstek wiekszych niz 150 nm [75]. Z kolei, tak
typowy dla komérek srédbtonka transport dokomérkowy za posrednictwem kaweoli, mozna w tym
przypadku wykluczy¢, poniewaz opisywane w pracy IB-5 nanouktady majg $rednice
hydrodynamiczng niekiedy bliskg 280 nm, a kaweole opisywane sg w literaturze naukowej jako
pecherzyki btonowe nie wigeksze niz 80 nm. Po trzecie s$rednica nanoczgstek,
to wazny parametr przy rozwazaniach dotyczgcych genotoksycznosci nanomateriatéw. Nalezy
pamietaé, ze wraz ze zmniejszaniem sie rozmiaru czgstek wzrasta ich ogdélna powierzchnia,
a atomy budujgce zewnetrze powtoki nanomateriatéw tworzg wigzania chemiczne o wysokiej

energii. Tym samym najwyzsza toksycznos¢ miceli Pluronic F127 Ms (sposrod opisywanych
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w pracy IB-5 nanomateriatdw) moze byé czesciowo zwigzana z niewielkim rozmiarem tych

nanoczgstek i ich stosunkowo duzg reaktywnoscig.

Najwazniejszymi osiggnieciami trzeciego etapu badan byto wykazanie, ze:

e nanoczgstki stosowane w diagnostyce i terapii raka piersi, podawane drogg dozylng, mogag
wykazywac¢ wiasciwosci cytotoksyczne wobec komorek Srédbtonka mikronaczyniowego
cztowieka in vitro, pomimo ze nie obnizajg przezywalno$ci endotelium.

e dla komodrek Srédbfonka naczyniowego cztowieka najbezpieczniejsze byty nanoczgstki
PLA/EDTMP, zaprojektowane do leczenia raka piersi i kosci, a nanomicele Pluronic F127 Ms

byty najbardziej cytotoksyczne

Podsumowanie wynikéw opisanych w osiagnieciu naukowym, ich znaczenie
oraz mozliwosci zastosowania

Przedstawione w cyklu publikacji wyniki doswiadczeh nad nanopreparatami
ukierunkowanymi na leczenie najbardziej agresywnych i lekoopornych nowotworéw piersi
przyczynig sie do stworzenia nowych, lepszych metod terapii tych nowotworéw. Chciatabym tutaj
zaznaczy¢, ze moje badania nad nanosystemami przeznaczonymi do dostarczania
chemioterapeutykéw do obszaru niszy guza to dziedzina interdyscyplinarna tagczaca nauki
chemiczne, biologiczne i medyczne. Nadmieniam, ze wspofpraca naukowa, prowadzona m.in.
z: Oslo University Hospital, Indyjskim Instytutem Technologii w Indiach, Uniwersytetem
w Rio de Janeiro, oraz Instytutem Katalizy i Fizyko-Chemii Powierzchni im. J. Habera PAN
w Krakowie dostarczyta wielu wynikéw badan, ktore poszerzyly dotychczasowa wiedze na
temat nanopreparatéw przeznaczonych do leczenia nowotwordw piersi. W osiggnieciu
naukowym wykazatam, ze budowa stosowanych nanosysteméw i ich wiasciwosci fizyko-
chemiczne dyktujg tozsamos$¢ biologiczng nanoczastek, wptywajgc na to, jak oddziatujg one
z komérkami raka piersi cztowieka i jaki typ stresu w tych komérkach wywotujg. Rezultaty prac
badawczych jakie wykonywatam na poziomie in vitro i in vivo pokazaty, ze juz niewielkie réznice
w skladzie monomeréw, ktére budujg testowane nanosystemy korelowaly z rézng reakcjg
komorek na stres i typem indukowanej $mierci komorki, wywotywanych przez polimerowe
i lipidowe nanouktady. Ponadto, we wszystkich sposréd badanych nanomateriatéw zwrdécitam
szczegoblng uwage na ich prooksydacyjne wiasciwosci. Stres oksydacyjny, jaki byt indukowany
przez opisywane nanoprzenosniki okazat sie kluczowy dla aktywnosci przeciwnowotworowe;j
badanych nanopreparatéw.

Warto podkresli¢, ze réwnoczesnie z prowadzonymi przeze mnie badaniami in vitro nad
nanoczgstki PACA, w fazie badan klinicznych dotyczacych raka watrobowokomdrkowego
(ClinicalTrials.gov NCT01655693) znajdujg sie nanosystemy PEBCA wypetnione doksorubicyng.
Obiecujgce sg réwniez wyniki doswiadczen, bedacych kontynuacjg moich prac badawczych, w
ktérych zastosowano nanoczgstki PEBCA jako nanonosniki dla cabazitakselu (PEBCA-Cbz) i
zbadano toksyczne wiasciwosci tego nanouktadu u myszy z przeszczepem heterogenicznym

typu ,xenograft” pochodzgcym od pacjentek ze zdiagnozowanym potrdjnie negatywnym rakiem
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piersi. W poréwnaniu z wolnym Cbz nanosystem PEBCA-Cbz, cechowat sie m.in. dtuzszym
czasem krgzenia we krwi, zwigkszonym stezeniem leku w guzie i wyzszg infiltracjg
przeciwnowotworowych makrofagéw [34].

Chciatabym takze nadmienic¢, ze po raz pierwszy na swiecie opisalam, w zgtoszeniu
patentowym nr WIPO ST 10/C PL443843 mozliwos¢ wykorzystania multirdzeniowych
nanokapsut polielektrolitowych (o cieklych rdzeniach emulsyjnych zbudowanych z miceli
SDS) jako nanoprzenosnikow dla PTX. Badania, ktére zakonczytam na poziomie in vitro
dostarczajg dowodéw na mozliwe reakcje, jakie mogg by¢ indukowane przez multirdzeniowe
nanoformy PTX na poziomie organizmu i zachecajg mnie do prowadzenia dalszych
eksperymentéw z wykorzystaniem organoidéw i modeléw zwierzecych. Warto podkreslic,
ze badania jakie prowadzitam bedg takze kontynuowane z wykorzystaniem narzedzi medycyny
translacyjnej, dzieki planowanej wspédtpracy ze szpitalami onkologicznymi na terenie
wojewoddztwa todzkiego. Wszystkie te argumenty sprawiaja, ze istniejg realne szanse na to,
ze badane przeze mnie nanoterapeutyki mogg zaistnie¢ jako preparaty stosowane w leczeniu

nowotworow.

Whioski, ktére wynikaja z osiagniecia naukowego:

1) Lipidowe nanokapsuty mogg by¢ stosowane jako nanonosniki substancji hydrofobowych:
lekéw przeciwnowotworowych (PTX) i znacznikéw fluorescencyjnych (DID)

2) Lipidowe nanokapsuty, stosowane jako puste nanoprzenosniki, w wysokich stezeniach
(1 i 2 mg/ml) hamowaty biosynteze biatka oraz powodowafy destabilizacje lizosomow
i spadek pH w cytosolu komérek raka piersi cztowieka in vitro.

3) Multirdzeniowe nanokapsuty polielektrolitowe zbudowane z miceli SDS mogg by¢
stosowane jako nano$niki dla paklitakselu, gdyz enkapsulowany lek wykazywat podobne
wtasciwosci cytotoksyczne

4) Nanoczgstki zaprojektowane do leczenia raka piersi i kosci w niewielkim stopniu obnizaty
przezywalno$¢  komdrek  Srédbtonka  naczyniowego  cztowieka | zaburzaty
homeostaze endotelium.

5) Niewielkie réznice w budowie chemicznej nanoczgstek PACA (PBCA, PEBCA i POCA)

wywolywaty r6zng odpowiedz komdrek na stres i typ indukowanej Smierci.
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5. Informacja o wykazywaniu sie istothg aktywnoscia naukowa realizowang

w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej, w szczegélnosci zagraniczne;j.

5.1. Opis dziatan prowadzonych w ramach stazu po-doktorskiego odbytego w Oslo Radium
Hospital

W latach 2016-2019 odbytam staz podoktorski w zespole prof. Kirsten Sandvig (indeks

H=79, liczba opublikowanych prac 336) w Oslo Radium Hospital w Norwegii,
w Katedrze Biologii Molekularnej Komérki. Grupa kierowana przez prof. Sandvig, jako jedna
z wiodacych na $wiecie od wielu lat zajmuje sie badaniem mechanizmu transportu substancji
niskoczgsteczkowych (w tym trucizn) oraz nanoczgstek do komérek cztowieka.
Podczas 3 letniego pobytu w Instytucie Badan nad Rakiem, ktéry jest integralng cze$ciag jednostki
Oslo University Hospital, pracowatam jako jeden z gtéwnych wykonawcoéw w dwdch projektach
badawczych, to jest: "NANOCAN - Nanoparticles in Cancer Therapy and Diagnosis” oraz
»Innolndigo Nanoplatform-based drug delivery system: combinational therapy against breast and
colorectal cancer”.

Celem pierwszego z projektéw, w realizacje ktérego bytam zaangazowana, byta ocena
mechanizmu toksycznosci nanoczgstek PACA, ktére w przysztosci mogg byé zastosowane jako
nanonosniki dla doksorubicyny i taksanéw. Byty to pionierskie badania, ktére trafnie
zweryfikowaly hipoteze badawcza, Zze nieznaczne réznice w monomerach, budujgcych
nanoczgstki PACA (PBCA, PEBCA, POCA) przektadajg sie na mechanizmy toksycznosci tych
nanoczgstek. Wyniki prowadzonych przeze mnie doswiadczehn dostarczyly przydatnych
informacji m.in. o nanoczgstkach PEBCA przewidzianych do enkapsulacji cabazitakselu, wysoce
toksycznego taksanu stosowanego obecnie w ograniczonych dawkach u pacjentek
ze zdiagnozowanym potrdjnie negatywnym nowotworem piersi. Badania prowadzone
na poziomie in vivo sugerujg, ze nanouktad PEBCA-Cbz poprawia farmakokinetyke Cbz, podczas

gdy stosowany do tej pory w wolnej formie lek, ze wzgledu na swojg hydrofobowo$¢, nie moze
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dawac¢ pozadanych efektéw terapeutycznych. Rezultaty przeprowadzonych przeze mnie
eksperymentéw zostaty opisane w pracy doswiadczalnej, ktéra jest czescig przedstawionego do
oceny osiggniecia naukowego. Pozostate dwa artykuty [IB-2 i IB-3] bedgce efektem mojego
pobytu w Oslo Rhadium Hospital, dotyczyly oddziatywania lipidowych nanokapsut, zaréwno tych
pustych jak i wypetnionych PTX nanonosnikéw z komérkami nowotworowymi raka piersi
cziowieka. W pierwszej z wymienionych prac [IB-2] przedstawitam dowody na cytotoksycznos$é
samych, lipidowych nanokapsut, kiedy badane nanonosniki byly stosowane w wysokich
stezeniach, to znaczy  takich  jakie w ustroju moga by¢ osiggniete
w watrobie, Sledzionie i nerkach. W drugiej dowiodtam, ze lipidowe nanokapsuty sg dobrymi
kandydatami na nanonosniki dla PTX i znacznika fluorescencyjnego DID.

W ostatnich tygodniach pracy w grupie profesor Sandvig, uczestniczytam takze przy
realizacji grantu kierowanego przez dr Marie Lyngaas Torgersen na temat
"nancAUTOPHAGY - health implications of nanoparticle-induced changes in autophagy”.
To praca w tym projekcie wzbudzita moje zainteresowanie tematykg autofagii i mozliwosciami
modyfikacji tego procesu przez nanomateriaty. Wiedza zdobyta podczas dziatarn w ramach grantu

umozliwita mi na kierowanie pracg licencjackg o zblizonych zagadnieniach.
5.2. Wspoétpraca naukowa z innymi jednostkami badawczymi

Wspodtpraca naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora podczas pracy w Ut.:

e prof. Jaques Robert, dr Audrey Laroche-Clary, INSERM U916, Institut Bergonié,
Université Bordeaux Segalen, Francja

e dr llona Marszatek, Pracownia Chemii Biologicznej Jonéw Metali, Srodowiskowe
Laboratorium Spektrometrii Mas Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk,
Warszawa, Polska

e dr Agnieszka  Sliwinska, Klinika  Choréb ~ Wewnetrznych, Diabetologii

i Farmakologii Klinicznej, Uniwersytet Medyczny w todzi, Polska

Wspodipraca naukowa po uzyskaniu stopnia doktora podczas pracy w Ut.:

e prof. Ralph Santos Oliveira, Laboratorium Nanoradiofarmaaceutykow Uniwersytet
Stanowy Zona Oste, Rio de Janeiro, Brazylia

e dr hab. Krzysztof Szczepanowicz, prof. IKiFP PAN, Krakéw, Polska

e dr hab. Agnieszka Majkowska prof. Instytutu IChTJ PAN, prof. dr hab. Aleksander
Bilewicz, Instytut Chemii i Techniki Jgdrowej, Centrum Radiochemii i Chemii Jgdrowej,
Warszawa, Polska

e prof. Kirsten Sandvig — Katedra Biologii Molekularnej Komorki, Instytut Badan
nad Rakiem, Oslo University Hospital, Norwegia

e dr Katarzyna Kania, dr Katarzyna Bednarska — Instytut Biologii Medycznej PAN,
todz, Polska
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e prof. Tomasz Sliwinski, Katedra Genetyki Molekularnej Ut., Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska, Uniwersytet £ 6dzki, £.6dz, Polska
e dr hab. Agnieszka Sliwinska, Katedra Biochemii Kwaséw Nukleinowych,

Uniwersytet Medyczny w todzi, £6dz, Polska

Wspétpraca naukowa po uzyskaniu stopnia doktora podczas pracy naukowej w Olso Rhadium

Hospital:
e prof. Jyotsendu Giri - Wydziat Inzynierii Biomedycznej, Indyjski Instytut Technologii,

Hyderabad, Indie

e prof. Veronique Preat, Katolicki Uniwersytet w Leuven, Instytut Badan nad Lekami,
Wydziat Farmacji i Nauk Biomedycznych Bruksela, Belgia

e prof. Gunhild Mari Melandsmo, Katedra Biologii Nowotworéw, Instytut Badan nad
Rakiem, Oslo University Hospital, Norwegia

e drYrrMorch, Katedra Biotechnologii i Nanomedycyny, SINTEF AS, Trondheim, Norwegia

e dr Einar Sulheime, Wydziat Nauk Przyrodniczych, Katedra Fizyki, Norweski
Uniwersytet Nauki i Technologii (NTNU), Trondheim, Norwegia

5.3. Omoéwienie dziatan naukowych prowadzonych w jednostce macierzystej, poza
badaniami, ktérych tematyka zostata wtagczona w osiggniecie naukowe

Swoje zainteresowania naukowe miatam szanse rozwingé juz w 2004 roku,
na Il roku studibw magisterskich. Dzigki dziataniom prowadzonym w Studenckim Kole
Naukowym Mtodych Biofizykoéw, ktérego opiekunem byt dr tukasz Putaski (obecnie
dr hab., prof. Ut), mogtam towarzyszy¢ mgr Joannie Drzewinskiej (obecnie dr Joanna
Drzewinska — Chanko) w Jej badaniach nad seladyng — 1, kluczowym biatkiem uczestniczgcym
w biosyntezie cholesterolu. Warsztat metod biologii molekularnej wzbogacitam p6zniej w 2005
roku, podczas praktyk zawodowych, realizowanych w Zaktadach: Biochemii Medycznej
i Enzymologii Medycznej na Uniwersytecie Medycznym w todzi.

W roku akademickim 2006/2007, w ramach pracy magisterskiej wykonywanej
w Katedrze Termobiologii pod kierunkiem prof. dr hab. Zofii J6zwiak i pod opiekg mgr Anety Zych
(obecnie dr hab. Aneta Rogalska, prof. Ut) zbadatam wptyw aklarubicyny, leku antracyklinowego
lll generacji, na komdrki niedrobnokomérkowego raka ptuc cztowieka in vitro. Wykorzystujgc
cytofluorymetrie przeptywowsg, spektrofotometrie i mikroskopie fluorescencyjng ocenitam:
przezywalnos$¢ i zmiany morfologii komarek linii A549 po dziataniu aklarubicyny, proapoptotyczne
uszkodzenia DNA, proces akumulacji leku oraz kinetyke jego transportu
do komdrek. Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw przedstawitam w pracy magisterskiej pt.
,Oddziatywanie aklarubicyny z komérkami nowotworowymi linii A549”, w ktérej dowiodtam, ze
aklarubicyne cechujg szerokie wiasciwosci cytotoksyczne wynikajgce miedzy innymi z jej
cytoplazmatycznej lokalizacji. Badania nad aklarubicyng i przetamywaniem zjawiska

lekoopornosci przez te antracykline kontynuowatam takze po uzyskaniu tytutu zawodowego
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magistra. Ostatecznie, wyniki prowadzonych doswiadczen zostaly zawarte w 2 oryginalnych
artykutach: [IIA-8, 1l A-17] oraz w 7 doniesieniach konferencyjnych [IIB-5, IIB-6, 1I1B-7, 1I1B-19, IIB-
20, 1IB-21, 1IB-22]. Z pewnoscig, duzym atutem obu opublikowanych prac byto pozytywne
zweryfikowanie  hipotezy = badawczej, ze  aklarubicyna  wykazywata  witasciwosci
przeciwnowotworowe w warunkach in vitro wobec modelowych komoérek guzéw litych,
a nie tylko wzgledem biataczek, jak do tej pory donosita o tym fachowa literatura naukowa.
Po zakonhczeniu studiéw magisterskich, podjetam studia doktoranckie (2007- 2012) w ramach
Stacjonarnego Studium Doktoranckiego Genetyki Molekularnej, Cytogenetyki i Biofizyki
Medycznej Uniwersytetu tdédzkiego i kontynuowatam swojg prace naukowg w Katedrze
Termobiologii (pézniej w Katedrze Biofizyki Medycznej) pod opiekg prof. dr hab. Zofii Jozwiak.
Prace doktorska, pt: ,Oddziatywanie koniugatu doksorubicyny z transferyng na wybrane linie
komorkowe biataczki cztowieka”, obronitam w 2012 roku. Recenzentami pracy byli: prof. dr hab.
Wanda M. Krajewska z Katedry Cytobiochemii UL oraz prof. dr hab. n.med. Tadeusz Robak
z Kliniki Hematologii Uniwersytetu Medycznego w todzi. Decyzjg Rady Wydziatu Biologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu todzkiego otrzymatam stopien naukowy doktora nauk
biologicznych w dyscyplinie biofizyka uchwatg z dnia 26 czerwca 2012 r. Rada Wydziatu BiOS
przyjeta takze wniosek o wyrdznienie mojej rozprawy doktorskie;.

W 2008 roku zostatam zatrudniona na stanowisku asystenta w Katedrze Termobiologii
Ut. Tematyka badan realizowanych w ramach mojej pracy doktorskiej dotyczyta wptywu
samodzielnie przeze mnie otrzymywanego koniugatu doksorubicyny z transferyng (DOX-TRF) na
trzy linie komérkowe biataczki cziowieka: CCRF-CEM i K562, bedgcych modelami in vitro: ostrej
biataczki T limfoblastycznej i przewlektej biataczki szpikowej. Niewatpliwie duzg zaletg
prowadzonych przeze mnie prac badawczych byty eksperymenty prowadzone na linii opornej na
doksorubicyne (K562/DOX). Linia ta zostata pozyskana dzieki uprzejmosci profesora Jaques'a
Robert z Institut Bergonié, Université de Bordeaux we Francji, w ramach wspodtpracy naukowej
miedzy naszymi osrodkami. Jednoczesnie eksperymenty byly prowadzone na komoérkach
prawidtowych, tj. biatych jednojgdrzastych komérkach krwi cziowieka.

W realizowanym przeze mnie pomysle naukowym wykorzystatam fakt,
ze komérki nowotworowe cechuje nadekspresja receptoréw dla transferyny, bedgcej
w warunkach fizjologicznych nosnikiem dla jonéw Zelaza. Transferyna obecna
w koniugacie peftnita funkcje nosnika dla doksorubicyny, leku przeciwnowotworowego,
wnikajgcego zazwyczaj w sposob nieselektywny zaréwno do komdrek nowotworowych,
jak i prawidtowych. Warto zaznaczy¢, ze zagadnienia zwigzane z cytotoksycznoscig koniugatu
DOX-TRF wzgledem komodrek nowotworowych cztowieka rozpoczeta w Katedrze Termobiologii
dr hab. Dorota tubgan, obecnie prowadzgca badania naukowe na stanowisku ,clinical trial
specialist” w Universitatsklinikum Erlangen, w Niemczech. Dzigki wskazéwkom udzielonym przez
prof. dr hab. Zbigniewa Kudzina z Katedry Chemii Organicznej Ut, synteza koniugatu DOX-TRF
zostata usprawniona, a produkt reakcji koniugacji byt bardziej homogenny. Dodatkowo,
autentycznosé uzyskanego przeze mnie koniugatu, potwierdzitam m.in.

przy zastosowaniu spektrometrii mas. Doswiadczenia byly wykonane w Pracowni Chemii
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Biologicznej Jondw Metali, Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie. Szczegoty syntezy i
charakterystyki fizyko-chemicznej koniugatu DOX-TRF zostaty zastrzezone w patencie,
autorstwa Zofii Jozwiak i Marzeny Szwed [Pat. 231392, data udzielenie prawa 2018-10-19]..
Wyniki badan opisane w mojej rozprawie doktorskiej byly finansowane ze: 1) Srodkéw
MNiSW/NCN w ramach grantu promotorskiego pt. ,Charakterystyka apoptozy indukowanej przez
koniugat doksorubicyny z transferyng w wybranych liniach biataczki cztowieka” oraz z 2) projektu
pt. "Indukcja apoptozy przez koniugat doksorubicyny z transferyng w wybranych komoérkach
biataczki cztowieka”, ktérego zaplecze finansowe stanowito stypendium wspierajgce innowacyjne
badania naukowe doktorantow ze $rodkéw Europejskiego Funduszu Spotecznego i Budzetu
Panstwa. Zdobyte srodki pozwolity mi na dokonanie kompleksowej oceny koniugatu DOX-TRF
pod wzgledem jego: cytotoksycznosci, prooksydacyjnych i proapoptotycznych wiasciwosci,
szybkosci transportu do komérki oraz wplywu na uszkodzenia DNA. W swojej rozprawie
doktorskiej wykazatam, ze:

o koniugat DOX-TRF, w przeciwienstwie do wolnej doksorubicyny, byt bardziej toksyczny
dla komodrek nowotworowych (szczegdlnie opornych na leki) niz dla komorek
prawidtowych

e state szybkosci transportu wolnej DOX do komérek biataczki cztowieka byly wyzsze
niz dla koniugatu DOX-TREF, ale to koniugat cechowat sie dtuzszg wewngtrzkomoérkowg
akumulacja

e indukowana przez koniugat apoptoza byta procesem kaspazo-zaleznym, dominujgcym w
komoérkach nowotworowych

e koniugat doksorubicyny z transferyng, podobnie jak i wolna doksorubicyna, produkowat
reaktywne formy tlenu. Byty one odpowiedzialne za procesy towarzyszgce apoptozie
takie jak: zmiany morfologii komodrek, zaburzenia funkcji mitochondriéw
oraz uszkodzenia jgdrowego DNA.

Bezposrednim  wyznacznikiem  wykonanych  doswiadczen, tematycznie zwigzanych
z pracg doktorskg, bylo opublikowanie (juz po uzyskaniu stopnia doktora, ze wzgledu
na wydtuzong procedure patentowg) 12 artykutéw doswiadczalnych [IIA-15, 11A-18, [IA-19, lIA-
20, 1A-21, 11A-22, 11A-23, 11A-24, 11A-25, 1I1A-27, 1IA-34, 1IA-36], z listy JCR oraz 11 doniesien
konferencyjnych [IIB-2, 1IB-4, 1IB-8, 1IB-9, [IB-12, IB-14, 1IB-15, 1IB-16, IIB-23, [IB-24, lIB-25].
Bedac zatrudniong na etacie asystenta w Katedrze Termobiologii, prowadzitam réwniez
badania w ramach grantu kierowanego przez dr hab. Agnieszke Sliwinskg
pt. ,Okreslenie wptywu gliklazydu na apoptoze indukowang stresem oksydacyjnym”. Projekt
byt finansowany ze srodkoéw Polskiego Towarzystwa Choréb Metabolicznych. Zadania badawcze
realizowane we wspotpracy z Uniwersytetem Medycznym w todzi skupiaty sie na ocenie
antyapoptotycznych  wtasciwosci  gliklazydu, leku przeciwcukrzycowego nalezgcego
do pochodnych sulfonylomocznika Il generacji, ktéry przejawiat réwniez silne dziatanie
przeciwnowotworowe. Eksperymenty byly prowadzone na nienowotworowych komérkach
Srodbtonka wyizolowanych z zyly pepowinowej cztowieka (HUVEC-c) oraz na nowotworowych

liniach komérkowych (Hs578T i PANC-1), bedgcych komérkami modelowymi odpowiednio
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dla: nowotworu ludzkiego gruczotu sutkowego i raka przewodu trzustkowego, dwoch typow
nowotwordw, ktére sg najczesciej diagnozowane u chorych z cukrzycg typu 2. W pracy [IA-9
wykazano, ze gliklazyd chronit badane komorki przed (indukowang nadtlenkiem wodoru)
programowang $miercig, najprawdopodobniej poprzez hamowanie produkcji ROS. Ponadto,
lek zapobiegat spadkom potencjatu btony mitochondrialnej i zmniejszat niekontrolowany wyciek
jonédw wapnia do cytosolu, a preinkubacja komérek z gliklazydem znacznie poprawiata
ich przezywalnosé.

W okresie przed obrong doktoratu uczestniczytam réwniez w badaniach nad
toksycznoscig nalezgcego do bifosfonianéw, alendronianu sodu, leku, ktéry jest powszechnie
stosowany w leczeniu osteoporozy. Substancja ta podawana jest pacjentom najcze$ciej w
tabletkach. W celu poprawy przyswajalnosci leku, zaproponowano, aby alendronian sodu byt
aplikowany takze we wlewach dozylnych. Tym samym, pojawito sie ryzyko wystapienia
niepozadanych skutkéw oddzialtywania tego leku na komorki krwi cztowieka. Byt to jeden z
powodow, dla ktérego zespdt prof. dr hab. Bozeny Bukowskiej z Katedry Biofizyki Skazen
Srodowiska UL, w ktérego pracach uczestniczytam, zbadat interakcje soli sodowej alendronianu
z ludzkimi erytrocytami. W badaniach, ktérych efekty opisano w pracy IIA-10, nie stwierdzono
zmian w: aktywnosci acetylocholinoesterazy, poziomie tioli, jak réwniez w morfologii erytrocytow
inkubowanych z alendronianem sodu przez 24 godziny inkubaciji z lekiem. Zaobserwowano takze,
ze alendronian sodu zwieksza poziom reaktywnych form tlenu, ale dopiero po 24 godzinach od
dodania leku. Dowiedziono tym samym, ze stosowanie bisfosfonianéw nie powinno by¢
niebezpieczne dla erytrocytow u osob leczonych tymi lekami, a ryzyko wystgpienia bezposrednich
interakcji aledronian sodu — krwinki czerwone jest minimalne.

Bytam takze wspétwykonawcg poczatkowych etapoéw projektu pt. ,Indukcja apoptozy
przez epotilon B i analog doksorubicyny WP631 w komérkach raka jajnika wrazliwych
i opornych na leki przeciwnowotworowe” (numer projektu N N405 100939), kierowanego przez
prof. dr hab. Agnieszke Marczak i finansowanego ze $rodkéw MNiISW/NCN. Rak jajnika
charakteryzuje sie najwyzszg smiertelnoscig wsréd ginekologicznych nowotworéw ztosliwych
i jest drugim najczesciej diagnozowanym nowotworem ginekologicznym. W konwencjonalnej
terapii raka jajnika popularnym, ale tez wysoce toksycznym koktajlem chemioterapeutykéw jest
mieszanina doksorubicyny i paklitakselu. Ze wzgledu na liczne skutki uboczne (w tym wysokg
kardiotoksyczno$¢) oraz dos¢ szybkie indukowanie zjawiska opornosci wielolekowej, poszukuje
sie nowych substanciji, ktére by efektywnie ograniczaty namnazanie sie komérek nowotworowych
i jednoczesnie poprawiaty komfort zycia pacjentéw. Epotilony (Epo, ang. epothilone) to grupa
zwigzkdw o mechanizmach dziatania podobnych do taksanéw, podczas gdy WP631 jest
bisinterkalacyjng antracykling o wyzszej statej wigzania do DNA niz antracykliny | lub 1l generacji.
Celem pierwszego modutu zaplanowanych w projekcie badanh byta ocena potencjatu epotilonu A
i B (Epo Ai Epo B) oraz antracykliny WP631 do indukowania apoptozy w komadrkach raka jajnika.
Doswiadczenia byly prowadzone w poréwnaniu z dobrze poznanymi lekami, to jest PTX i DOX.
Zbadano poziom ROS i zmiany A¥Y w komérkach raka jajnika SKOV-3 po dziataniu Epo A, Epo

B i PTX i WP 631. Zmierzono takze antyproliferacyjne wtasciwosci tych lekéw wykorzystujgc
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metode pomiaru redukcji MTT. Dodatkowo odsetek komérek apoptotycznych i nekrotycznych jaki
pojawit sie w hodowli in vitro po dziataniu cytostatykdw oceniono za pomocg podwdjnego
barwienia Hoechst 33258/ jodek propidyny, jak rowniez dzieki znakowaniu komoérek aneksyng V-
FITC. Uzyskane wyniki wykazaty, ze cytotoksycznos¢ Epo A, Epo B i WP 631 w linii komorkowej
SKOV-3 (mierzona jako ICso po 72 godzinnej ciggtej inkubacji z lekami) byta odpowiednio szesc¢,
pie¢ i 2,8 razy wyzsza niz po dziataniu PTX i DOX. Epotilony oraz WP 631 indukowaly takze
zalezng od czasu apoptoze i nekroze. Molekularne markery apoptozy i nekrozy byly czesciowo
blokowane przez antyoksydant N-acetylocysteine (NAC, ang. N-acetyl L-cysteine), wskazujac na
istotng role ROS w indukowaniu przez Epotilony i WP 631 programowanej smierci komoérki. Te
dokonania zespotu profesor Marczak, w ktérych bratam udzial, zostaly opisane w dwéch
artykutach doswiadczalnych, to jest IIA-11, IIA-12, w tym jedna z nich zostata opublikowana w
2013 roku, juz po uzyskania przeze mnie stopnia doktora. Ponadto, moja aktywnosé naukowa w
ramach grantu nr N N405 100939 zostata rowniez zaprezentowana w postaci trzech doniesien
konferencyjnych [lIB-10, 11B-11, IIB-26].

Na moje dokonania naukowo - badawcze przed obrong pracy doktorskiej sktadajg sie
cztery prace doswiadczalne [IIA-8, 11A-9, IIA-10, lIA-11] z listy JCR, cztery prace poglagdowe
spoza listy JCR [lIA-4, IIA-5, IIA-6, 1IA-7] oraz 3 rozdziaty w monografiach [IIA-1, IA-2, IA-3].

Tematyka badan bedacych przedmiotem mojego zainteresowania po uzyskaniu stopnia
doktora, nie wchodzgca w sktad osiggniecia naukowego

Matoczgsteczkowe chemioterapeutyki i biodegradowalne polimery jako nowe sposoby leczenia

neurodegeneracyjnych i rozrostowych choréb cztowieka

Liczne konferencje i szkolenia, w ktorych bratam udziat w trakcie doktoratu i po uzyskaniu stopnia
doktora nauk biologicznych  zachecity mnie do poszerzenia swojej wiedzy
w zakresie nowych trendéw jakie wyznacza zastosowanie substancji matoczgsteczkowych,
jak i wielkoczgsteczkowych biopolimerow w terapii nowotworéw i choréb neurodegeneracyjnych.
Efektem moich zainteresowan byto kilka prac przeglgdowych, ktoére dotyczyly: przeciwciat
monoklonalnych [IIA-4], przenosnikow biatkowych i peptydowych [lIA-5], aptameréw i ich
koniugatow [lIA-13], niskoczgsteczkowych modulatoréw szlaku WNT [lIA-14], bisinterkalacyjnych
antracyklin [lIA-6], epotilonéw [lIA-7] oraz innowacyjnego wykorzystania mitoksantronu w
leczeniu stwardnienia rozsianego [lIA-16]. Ponadto, biorgc udziat w cyklu spotkan pt. ,Doktoranci
i Mtodzi naukowcy dla nauki polskiej” organizowanych przez stowarzyszenie ,Creative time”
bytam wspotautorem trzech rozdziatdw w monografiach naukowych [lIA-1, [IA-2, 11A-3].

Badanie mechanizmoéw cytotoksycznosSci koniugatu DOX-TRF wobec modelowych linii

komodrkowych dla nowotwordw litych i biataczek

Po zgtoszeniu zastrzezenia patentowego i opublikowaniu prac naukowych, ktérych wyniki
przedstawitam w rozprawie doktorskiej, kontynuowatam badania zwigzane tematycznie
z koniugatem DOX-TRF. Dziatania naukowe byly finansowane z grantéw dla mtodych naukowcéw
UL, ktérych bytam beneficjentem (545/756, 505/756, B1511000001026.02,
B1611000001151.02). W czesci artykutdw, w ktérych materialem biologicznym

47



Marzena Szwed Zalgcznik 3a

do prowadzonych doswiadczeh byty modelowe komorki dla nowotwordw ptuc, watroby i piersi
(linie komorkowe: A549, HepG2, MCF-7 i MDA-MB-231) wykazatam wysokg cytotoksycznos¢
potgczenia DOX z TRF w poréwnaniu z wolng formg leku. W trakcie realizacji tych badan, oprécz
doswiadczen zwigzanych ze spadkiem przezywalnosci komoérek potraktowanych koniugatem
DOX-TRF oraz samg DOX, oznaczytam poziom ROS i NOS z wykorzystaniem sond
fluorescencyjnych H2DCF-DA i DAF-FM, oszacowatam zmiany wewnatrzkomoérkowego poziomu
glutationu (zaréwno formy zredukowanej jak i utlenionej) oraz wykazatam obecnos$é
w komorkach molekularnych markeréw charakterystycznych dla stresu oksydacyjnego, to jest:
nadtlenkéw, wolnych grup tiolowych, oraz spadku catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego
komérek [llIA-27], co korelowato ze wzrostami poziomu mRNA dla katalazy, reduktazy
glutationowej, S-transferazy glutationowej i peroksydazy glutationowej. Kolejne, wykonywane
przeze mnie doswiadczenia potwierdzily wieksze wilasciwosci proapototyczne koniugatu
DOX-TRF niz wolnej formy leku. W wykonywanych eksperymentach stosowatam podwdjne
barwienie mieszaning fluorochroméw: oranz akrydyny/bromek etydyny oraz dokonatam pomiaru
aktywnosci kaspaz: - 3 i -9. Obserwowatam takze charakterystyczny obraz drabinki
dla niskoczasteczkowego DNA, ktéry zostat wyizolowany z komorek linii A549 i HepG2
potraktowanych koniugatem. Okazato sie, ze takie fizjologiczne markery dla apoptozy i stresu
oksydacyjnego w komorkach linii A549 i HepG2 poddanych dziataniu koniugatu, przektadaty sie
na zmiany ekspresji kilku gendw tj. AIF, Bax (ang. bcl-2 antagonist X), Bcl2 (ang. B-cell
CLL/lymphoma 2), Casp-3, Calp-1 (ang. calpain-1) zaangazowanych w zaburzenia homeostazy
mitochondriéw, bedgcych gtéwnym zrédiem ROS w komérkach. Tym samym, uzyskane przeze
mnie wyniki doswiadczeh jednoznacznie dowiodly, ze koniugat indukowat w komérkach
nowotworéw litych zalezng od stresu oksydacyjnego apoptoze [lIA-27, [1IA-25].
Warto nadmieni¢, ze podczas dotychczas prowadzonych prac eksperymentalnych szczegodinie
zainteresowat mnie fakt, ze potgczenie DOX-TRF powodowato drastyczny spadek potencjatu
btonowego mitochondridow zaréwno w komdrkach nowotworowych guzéw litych [lIIA-25],
jak i biataczek [IIA-23]. Tym samym sprawdzitam, czy koniugat mégt powodowa¢ uszkodzenia
mitochondriéw. Doswiadczenia prowadzone na dwéch liniach komdrkowych raka piersi cztowieka
to jest: MCF-7 i MDA-MB-231 [lIA- 36] pokazaty, ze nadmierna produkcja ROS pod wptywem
dziatania koniugatu miata miejsce w fancuchu oddechowym mitochondriéw. Generowane tam
wolne rodniki zaburzaty bioenergetyke mitochondriéw indukujgc: spadek wewnagtrzkomérkowego
poziomu ATP, wyptyw cytochromu ¢ do cytosolu i zmiane profilu ekspresji gendéw
zaangazowanych w zalezng od mitochondriéw apoptoze (Bcl2, Bax, Cyt ¢). Réwnolegle, majac
w pamieci swoje wczesniejsze prace, w ktorych dowiodtam, ze komdérkowa biodystrybucja
koniugatu =zalezy od dynamicznej roéwnowagi pomiedzy procesem jego naplywu
i wyptywu z komorki, postanowitam zbada¢ czy ekspresja glikoproteiny P (P-gp, ang. P
glycoprotein) moze mie¢ zwigzek z akumulacjy w  komérce, uwalnianej
z koniugatu DOX i cytotoksyczno$ci leku. W tej czesci badan, niezwykle przydatne okazaty
sie nowotworowe, ludzkie komérki erytromieloblastoidalne oporne na DOX, ktére wykazywaty

nadekspresje P-gp (K562/DOX). Badania prowadzone na poziomie mRNA, jak i biatka wykazaty,
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ze powolne uwalnianie DOX z koniugatu, sprawiato, ze lek nie byt tak efektywnie usuwany z
komérki przez glikoproteine P [IIA-22] co mogto wynika¢ m.in. ze zmian funkcjonalnosci szlaku
sygnatowego Wnt/3-katenina [IIA-24]. Dzigki wykorzystaniu w do$wiadczeniach agonisty (chlorek
litu) i antagonisty (ICG 001) $ciezki Wnt wykazatam, Zze doksorubicyna uwalniana
z koniugatu skutecznie obnizafa transkrypcje genéw: Wnt3a (ang. Wnt family member 3A, DVL-
1 (ang. dishevelled segment polarity protein 1), FZD-3 (ang. frizzled class receptor 3), LRP5 (ang.
LDL receptor related protein 5), B-katenina (ang. catenin beta-1), DKK2 (ang. dickkopf WNT
signaling pathway Inhibitor 2) zaangazowanych w proces transdukcji sygnatéw dla szlaku Wnt/§3-
katenina. Takie zmiany molekularne na poziomie transkryptu miaty bezposrednie przetozenie na
wyzszg cytotoksyczno$¢ i whadciwosci pro-apoptotyczne koniugatu.

W prowadzonych przeze mnie badaniach, do$¢ nietypowg byta obserwacja,
ze koniugat DOX-TRF aktywowat w komdrkach biataczki cztowieka kaspaze-8, bedaca istotnym
elementem zewnetrznego szlaku apoptozy. Totez w dalszych eksperymentach sprawdzitam czy
ligand TRAIL jest zaangazowany w indukowanie przez koniugat programowanej $mierci komoérki,
zaleznej od zewnatrzkomérkowych receptorow smierci. Okazato sie, ze czgsteczka TRAIL
nalezgca go grupy cytokin TNF, nie tylko posredniczyta w indukcji zewnetrznej sciezki apoptozy,
ale przejawiata zwiekszong aktywnos¢ po dziataniu koniugatu DOX-TRF, razem
z innymi prozapalnymi molekutami, np. z interleuking 4 i interleuking 6 [IIA-34]. Dodatkowo,
indukowanie odpowiedzi prozapalnej towarzyszyto apoptozie i nagromadzeniu sie dwuniciowych

peknie¢ DNA, ktére wykrytam poprzez detekcje ufosforylowanej formy histonu H2AX.

Cytotoksycznosc i genotoksycznosci lekow i substancji o zastosowaniu biomedycznym wobec

komorek prawidtowych i nowotworowych cztowieka

Duze znaczenie w rozwoju moich kompetencji naukowych miaty dziata naukowe prowadzone
z zespotem badawczym profesora Tomasza Sliwinskiego. Okres tej wspétpracy mozna podzieli¢
na trzy, tematycznie rézne etapy, kidére zaowocowaty opublikowaniem trzech artykutow
doswiadczalnych [IIA-31, 11A-32, 1IA-35].

Po pierwsze, dotychczasowe umiejetnosci, ktére nabytam przy eksperymentach
wykonanych z wykorzystaniem komdrek biataczki cztowieka, okazaly sie przydatne,
kiedy pomagatam przy realizacji projektu Preludium 3, pt. ,Rola reaktywnych form tlenu
w opornosci komérek BCR/ABL+ na imatynib”, kierowanego przez mgr Sylwestra Gtowackiego
(obecnie doktora). W ramach realizacji tego grantu, weryfikowano hipoteze badawcza, ze stres
oksydacyjny jest jedng z przyczyn opornosci komérek przewlektej biataczki szpikowej
na imatynib. Pomimo dobrze poznanego celu molekularnego jakim jest kinaza serynowo —
treoninowa, terapia przewlektej biataczki szpikowej to wcigz duze wyzwanie, gtéwnie
ze wzgledu na opornos¢ komoérek nowotworowych na inhibitory dla zmutowanej postaci
biatkowego produktu ekspresji genu BCR/ABL. W prowadzonych badaniach zaobserwowano, ze
w warunkach stresu oksydacyjnego indukowanego przez nadtlenek wodoru, komérki oporne na
imatynib wykazywaty wzrost aktywnosci katalazy przy jednoczesnym obnizeniu potencjatu

btonowego mitochondriéw. Dowiedziono, ze ekspresja zmutowanej kinazy serynowo treoninowej
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BCR-ABL zmienia metabolizm ROS, a wytworzeniu fenotypu opornosci na imatynib towarzyszg
zmiany aktywnosci enzymow zaangazowanych w metabolizm glutationu,
jak i obnizenie wewnatrzkomdrkowego poziomu tego antyutleniacza. Wykonujgc eksperymenty
na liniach przewlekiej biataczki szpikowej opornych na imatynib wykazano tym samym, ze stres
oksydacyjny prowadzi w tych komodrkach do niestabilnosci genomowej i rozwoju opornosci
na inhibitory kinaz serynowo — treoninowych [l1A-35].

W drugim etapie wspdipracy z profesorem Sliwiniskim badatam oddziatywania zwigzkéw
niskoczgsteczkowych na prawidtowe komoérki cztowieka in vitro. Praca dotyczyta toksycznosci
polimerow kwasu metakrylowego, to jest dimetakrylanu glikolu etylenowego (EGDMA
ang. ethylene glycol dimethacrylate) i dimetakrylanu glikolu dietylenowego (DEGDMA,
ang. diethylene glycol dimethacrylate) stosowanych do produkcji wypetnieh ubytkéw zebowych.
Substancje te sg uwazane za bezpieczne, jednakze ich monomery, w wyniku dziatania czynnikow
mechanicznych lub enzymatycznych, mogg uwalniaé¢ sie do tkanki dzigsta i osiggaé tam stezenia
nawet milimolarne. W pracy opublikowanej w czasopismie Toxicology in vitro [IIA-31] wraz z
innymi jej wspotautorami dowiodtam, ze oba monomery kwasu metakrylowego: zmniejszaty
przezywalnos¢ ludzkich fibroblastéw dzigsta, indukowaty apoptoze, powodowaly zatrzymanie
cyklu komorkowego w fazie G1/GO i indukowaty nienaprawialne uszkodzenia DNA. Ponadto
monomery EGDMA i DEGDMA powodowaly wzrost poziomu ROS i zwiekszaly ekspresje
enzymoéw antyoksydacyjnych: dysmutazy ponadtlenkowej i peroksydazy glutationowej, co
sugeruje, ze stres oksydacyjny jest jedng z sktadowych, ktéry skiada sie na cytotoksycznos¢ tych
substancji [IIA-31].

Trzecia opublikowana, wspoéinie z zespotem prof. Sliwinskiego, praca dotyczyta
syntetycznej letalnoéci jaka moze by¢ indukowana w komérkach ludzkiego glejaka, poprzez
synergistyczne dziatanie inhibitorow PARP i pochodnych dakarbazyny. Komoérki nowotworowe
czesto gromadzg spontaniczne i indukowane chemioterapig i radioterapig dwuniciowe pekniecia
nici DNA. Ukierunkowanie dziatania na mechanizmy naprawy DSB za pomocg specyficznych
inhibitoréw tego szlaku mogg potencjalnie uwrazliwi¢ komorki nowotworowe na letalny efekt
nagromadzonych DSBs. Obecnie leczenie glejaka wielopostaciowego obejmuje resekcje guza, a
nastepnie radioterapie i chemioterapie z wykorzystaniem temozolomidu (TMZ) $rodka
alkilujgcego, ktéry wywotuje uszkodzenia DNA. W naszych badaniach postawiliSmy hipoteze,
ze potgczone dziatanie inhibitora PARP, to jest BMN673 i TMZ wobec glejaka wielopostaciowego,
obniza ekspresje genéw naprawy DSB i moze wywotac¢ syntetyczng smiertelnosé¢ dla komorek
tego nowotworu. Wyniki prowadzonych eksperymentéw dowiodty, ze kluczowym enzymem, ktory
odgrywa role we wrazliwosci komoérek glejaka na inhibitory PARP jest ligaza 4 DNA,
uczestniczaca w naprawie DNA  typu niehomologiczne taczenie koncow
(N-HEJ). Dodatkowo, dzieki dostepnosci materiatu klinicznego pochodzgcym od pacjentow [lIA-
32], udowodniono, ze inhibitor PARP w potgczeniu z czynnikami indukujgcymi uszkodzenia DNA

moze by¢ stosowany u pacjentéw z glejakiem wykazujgcym defekty w naprawach N-HEJ.
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Zmiany molekularne indukowane przez warunki hiperglikemii podczas formowania sie

adipocytéw
Prace badawcze nad cukrzycg typu 2, rozpoczete w trakcie doktoratu [IIA-9],

kontynuowatam takze poézniej, bedgc wspdtwykonawca dziatan naukowych, ktérymi kierowata
dr hab. Agnieszka Sliwinska. Tym razem, cykl wykonywanych eksperymentéw miat na celu
sprawdzenie czy zmiany metaboliczne zwigzane z hiperglikemig powodujg transformacje
prekursorowych komoérek w komorki ttuszczowe (adipocyty) i jakie mechanizmy molekularne
towarzyszg temu zjawisku. Proces adipogenezy, czyli roznicowania sie komérek ttuszczowych,
w warunkach prawidtowych (normoglikemii) i patologicznych (hiperglikemii), monitorowano
poprzez obserwacje mikroskopowe kropel ttuszczu wybarwianych sondg fluorescencyjng
BODIPY 505/515. Zawartos¢ lipidéw typowych dla normoglikemii i hiperglikemii w adipocytach
analizowano za pomocg spektroskopii ramanowskiej, a ekspresje genetycznych markeréw
adipogennych to jest PPARy i C/EBPa, oznaczono na poziomie mRNA i bialka.
W dalszej czesci badan zatozono, ze proces adipogenezy pod wptywem hiperglikemii moze by¢
regulowany przez mikro RNA, czyli krétkie, niekodujgce, jednoniciowe czgsteczki RNA biorgce
udziat w regulacji ekspresji genéw zaangazowanych w patogeneze wielu choréb, takze tych
o podtozu metabolicznym. Tym samym sprawdzono, czy mikro RNA (odpowiednio: miR-34a-5p i
miR-137-3p) ukierunkowane na geny PPARYy (ang. peroxisome proliferator-activated receptor y)
i C/EBPa (ang. CCAAT enhancer binding protein a), moze regulowa¢ ich ekspresje
na poziomie potranskrypcyjnym. Wykazano, ze hiperglikemia zmieniata morfologie réznicujgcych
sie  komorek  prekursorowych, przyspieszajgc  tworzenie  sie  kropli  tluszczu
oraz powodujgc wzrost ich liczby i objetosci w stosunku do normoglikemii. Profil ekspresji obu
tych genéw zmieniat sie znaczgco zaréwno podczas adipogenezy w warunkach fizjologicznych
i hiperglikemicznych, ale tylko réznice dla genu PPARy korespondowaty ze zmianami ekspresiji
dla miR-34a-5p. Nasze obserwacje opisane w pracy [IIA-33] dowiodly, ze przewlekia
i przerywana hiperglikemia zmieniaty morfologie trzewnych preadipocytéw podczas adipogenezy.
Ponadto, wykazano, ze hiperglikemia jest czynnikiem epigenetycznym, ktéry stymuluje miR-34a-
5p do indukowania zmian w ekspresji w PPARY.

Zastosowanie pochodnych nukleozydow skoniugowanych z klasterami metalokarboranow

w przetamywaniu lekooporno$ci komorek raka jajnika

Doswiadczenie badawcze jakie zdobytam pracujgc na komérkach nowotworu jajnika cztowieka,
w grancie kierowanym przez prof. Agnieszke Marczak mogtam pdzniej wykorzysta¢, bedac
wspoétwykonawca projektu pt. ,Wglagd w mechanizm odpowiedzi komoérek raka jajnika na dziatanie
nukleozydow adeninowych modyfikowanych klasterami metalokarboranow
o potencjalnych wiasciwosciach antyproliferacyjnych i proapoptycznych” (numer projektu:
2015/17/B/INZ3/03764, kierownik, dr Katarzyna Bednarska-Szczepaniak, Instytut Biologii
Medycznej PAN w todzi). Jednymi z podstawowych cytostatykow, ktére sg wykorzystywane
w terapii raka jajnika sg zwigzki platyny. Niestety, nabyta opornos¢ na platyne pozostaje gtéwnym

problemem w onkologii raka jajnika. Biorgc pod uwage unikalne wiasciwosci fizykochemiczne
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metalokarboranéw oraz aktywnos¢ antymetabolitowg pochodnych nukleozydéw, w grancie
prowadzono badania nad nowozsyntetyzowanymi koniugatami tych dwdch rodzajéw substanciji.

Dowiedziono, ze oparty na bazie zelaza koniugat metalakarboranu i adenozyny
uwrazliwit wielokomérkowe sferoidy nowotworowe na cisplatyne, a w komdrkach raka jajnika
hodowanych in vitro indukowat apoptoze i nekroze, hamowat podziat komodrkowe,
oraz generowat ROS [lIA-37]. Wykazano takze, ze obecno$¢ nukleozydéw w strukturze
koniugatow jest niezbedna do ochrony komorek przed rozwojem opornosci krzyzowej
na cisplatyne, karboplatyne, doksorubicyne, paklitaksel lub gemcytabine. Tym samym wyniki
naszych badan jednoznacznie potwierdzity, Zze nukleozyd adeninowy modyfikowany
metalakarboranami moze uwrazliwi¢ komorki raka jajnika na dziatanie chemioterapeutykow
w terapii skojarzonej.

Interakcje substancji w skali nano- z ludzkimi komoérkami prawidtowymi

i nowotworowymi in vitro

Dynamiczny rozwdj nanotechnologii i powszechne zastosowanie nanoczgstek
w przemysle, naukach technicznych i biomedycynie wymusity potrzebe weryfikowania
ich toksycznych wiasciwosci wobec materiatu biologicznego. W prowadzonych przeze mnie
badaniach opr6cz nanoprzenosnikébw dla lekéw w terapii raka piersi, ktore
sg przedmiotem mojego gtéwnego osiggniecia naukowego, zajmowatam sie réwniez réznymi
nanoczgstkami i ich odziatywaniem z materiatem biologicznym. Na poczatku tej czesci badan
zostatam zaproszona do wspétpracy naukowej przez dr hab. Magdalene Labieniec — Watate, prof.
UL. Przedmiotem prowadzonych przez nas eksperymentéw byla ocena wplywu niskich stezenh
dendrymeréw poli(amido)aminowych (PAMAMS ang. polyamidoamine, generacja G2-G4) na
biate jednojadrzaste komorki krwi cztowieka. Dendrymery, znane sg w literaturze jako wysoce
rozgatezione nanopolimery. Obecno$¢ wolnych przestrzeni wewnatrz czgsteczki dendrymeru
pozwala na zamykanie i przenoszenie w ich wnetrzu mniejszych molekut,
na przyktad lekéw. Z drugiej strony, fakt, ze dendrymery posiadajg na swojej powierzchni liczne
grupy funkcyjne czynie je dobrymi kandydatami do przytaczania i transportowania matych czgstek
w ich zewnetrznych warstwach. Niektére prace naukowe dowodzg jednak, ze PAMAMS moga
negatywnie wptywa¢ na funkcjonowanie elementéw morfotycznych krwi, prowadzac
m.in. do zaburzeh w homeostazie mitochondriow tych komérek [76, 77]. Takie doniesienia
literaturowe daty powody ku temu, aby zbada¢ jak dendrymery Kkationowe dziatajg
na podstawowe, fizjologiczne funkcje komorek prawidtowych cztowieka. Materiatem biologicznym
w prowadzonych do$wiadczeniach byty biate jednojgdrzaste komorki krwi izolowane z kozuszka
limfocytarno — ptytkowego. Do monitorowania zmian bioenergetyki mitochondriow wykorzystano
wysokiej rozdzielczosci oksygraf, natomiast morfologie komérek analizowano przy uzyciu
cytofluorymetru przeptywowego i mikroskopu swietinego wyposazonego w obiektyw z kontrastem
fazowym. Wyniki przeprowadzonych pomiaréw wskazujg na zalezne od stezenia i generacji
dendrymerodw ich zréznicowane dziatanie wobec biatych jednojadrzastych komaérek krwi. O ile nie
stwierdzono zmian w rutynowym oddychaniu komoérek, to zastosowanie dendrymeréw

nalezacych do generacji G3 i G4 obnizato oddychanie stymulowanego ADP i FCCP. Markery
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integralnosci btony mitochondrialnej (parametr RCR) i jej funkcjonalnosci (parametr OXPHOS
(P/E)) ulegty istotnemu obnizeniu niezaleznie od zastosowanej generacji dendrymeréw. Nasze
badania prowadzone na poziomie in vitro dowiodly, ze kationowe dendrymery PAMAM,
stosowane w niskich stezeniach i w krotkim czasie (do 1 godziny), zmieniaty wielko$¢ i ziarnistos¢
komorek oraz efektywnie zaburzaty funkcjonowanie ich mitochondriéw [IIA-30].

Biate jednojadrzaste komorki krwi okazaty sie takze dobrym materiatem badawczym,
kiedy rozpoczetam wspoétprace z profesorem Ralphem Santos Oliveira z Brazylii (Uniwersytet
w Rio de Janeiro)nad nanomateriatami, ktére w przysztosci miaty by¢ wykorzystane w radioterapii
nowotworéw. W pracy opublikowanej w 2016 roku [I1A-28] opisano interakcje czterech rodzajéw
réznych nanoczagstek, z prawidtowymi jednojadrzastymi komérkami krwi obwodowej cztowieka.
Do naszych badan zostaly wybrane cztery rodzaje nanoczastek, kitére przeznaczone
do zastosowania terapeutycznego (polimerowe nanoczgstki modyfikowane przeciwciatem
PLA/MMT/TRA oraz nanokuktad PLA/EDTMP) i nanoemulsje ktére miaty byé w przysziosci
stosowane jako skladowe kosmetykow. Zaobserwowatam, ze zywotno$¢ prawidtowych
jednojadrzastych komoérek krwi ani po inkubacji z nanoczastkami PLA/MMT/TRA,
ani z nanoczgstkami PLA/EDTMP nie spadta ponizej 80%. Kiedy analizowatam nanoczastki pod
katem ich mozliwosci indukowania programowanej $mierci komorek, okazato sie,
ze tylko nanoemulsje z chitozanem powodowaly wzrost odsetka komorek apoptotycznych.
Ponadto zaobserwowatam, typowe dla apoptozy zmiany morfologii komorek, to jest formowanie
sie ciatek apoptotycznych oraz kondensacje i marginalizacje chromatyny, ktére pojawiaty
sie w hodowli, kiedy komorki byty traktowane wszystkimi testowanymi nanoczgstkami.
Charakterystyczne dla nekrozy nabrzmiate i powiekszone komédrki obserwowano,
tylko gdy te byly traktowane nanoemulsjami. Wyniki badan opisane w tej pracy [I1A-28] byly dalej
kontynuowane na komdrkach srédbtonka cztowieka, a efekty tych dziatah zostaty wtgczone jako
jedne ze sktadowych dla gtéwnego osiggniecia naukowego. Przedmiot wspbtpracy prowadzonej
z prof. Oliveira nie ograniczat sie tylko do nanoczastek zaprojektowanych do celow
terapeutycznych, ale dotyczyt takze takich nanomateriatéw, ktore mogg by¢ wykorzystane w
diagnostyce nowotwordéw przewodu pokarmowego i piersi. Nasze badania dowiodty [IIA-29], ze
nanoczastki PLA/MMT modyfikowane humanizowanym przeciwcialem monoklonalnym
bevacizumab, skierowanym przeciwko czynnikowi VEGF umozliwito nie tylko wizualizacje w
ustroju miejsc zmienionych chorobowo, ale takze obnizato przezywalnos¢ komorek, ktére
cechowaly sie ekspresjg ligandu dla bevacizumab. Podobne wtasciwosci wykazuje trastuzumab,
ktory nakierowany jest na receptory Her2 i okazat sie skuteczny nie tylko w leczeniu
estrogenozaleznego raka piersi, ale i w jego diagnostyce [IIA-26]. Dowdd na to, ze to przeciwciato
monoklonalne moze by¢ dobrym kandydatem na skladowg dla nanopreparatéw przeznaczonych
do leczenia chorych z ekspresjg receptorow HER2 przedstawiliSmy stosujgc w naszych
badaniach polimerowe nanoczastki PLA/IMMT potgczone z koniugatem Tachnet-99 trastuzumab.
Badany przez nas nanouktad cechowaty: wysoki klirens nerkowy i dobra biodystrybucja. Poza

tym obserwowalismy jego wysokg cytotoksycznosé wobec komoérek raka piersi, co dowiodto, ze
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nanosystemy PLA/MMT/trastuzumab moga by¢ wyznakowane radioizotopami, a caty nanouktad
oparty na trastuzumabie i radioaktywnych izotopach ma wiasciwosci teranostyczne.

W  ostatnim czasie moje prace badawcze skupiajg sie nie tylko
na biodegradowalnych nanomateriatach, ale tez na odziatywaniu nanoczgstek metali
szlachetnych z komoérkami nowotworowymi cziowieka. Efektem tych dziatan naukowych
i niedawno nawigzanej wspotpracy z zespotem kierowany przez prof. Aleksandra Bilewicza
z Instytutem Chemii i Techniki Jgdrowej w Warszawie jest artykut doswiadczalny [lIA-38]
na temat roli stresu oksydacyjnego w cytotoksycznosci nanoczgstek platyny, to jest ultramatych,
2 nm PtNPs i opartych na jonach ztota, rdzeniowo-powtokowych Au@Pt o srednicy 30 nm. Wyniki
doswiadczehn ktére byly prowadzone na komodrkach o réznym statusie oksydacyjnym,
to jest SKOV-3 i HepG2, pokazujg, ze poziom ROS indukowanych przez oba typy nanoczgstek
byt podobny, podczas gdy spadek zredukowanego glutationu byt bardziej widoczny juz po
12 godzinach od zastosowania PtNPs. Ta obserwacja jest bardzo istothna w odniesieniu
do danych literaturowych, ktore opisujg, ze wiasciwosci pro- lub antyoksydacyjne substancji
opartych na jonach platyny zalezg od 1) ich rozpuszczalnosci w wodnym srodowisku komorki 2)
pH srodowiska. Warto zaznaczy¢, ze stres oksydacyjny jaki generowaly nanoczgstki PNPs
i Au@Pt przektadat sie na blokade faz cyklu komérkowego w fazie G2/M oraz eksternalizacje
fosfatydyloseryny. Istotne réznice pomiedzy Au@Pt i PtNPs (z korzyscig dla PiNPs)
zaobserwowano takze, kiedy badano ich wewnatrzjadrowg lokalizacje po 24-godzinnej inkubacji
z komérkami HepG2.

Toksycznos¢ ultramatych PtNPs mozna bylo takze zaobserwowa¢ wobec
wielokomérkowych  sferoidow dla komdrek raka watroby HepG2, co potwierdzito,
ze te nanoczastki sg dobrymi kandydatami na naonoleki dla terapii radionuklidowej. Badania
dotyczgce nonaoczastek metali szlachetnych sg kontynuowane, a obiecujgce wyniki badan
opisane w powyzszej pracy bedg podstawg do aplikowania o grant naukowo badawczy. Dziatanie
te beda poszerzone o} dodatkowa aktywnosé naukowg zaplanowang
na czwarty kwartat 2023 roku, podczas mojego 6 tygodniowego pobytu naukowego
w Universitatsklinikum Erlangen. Srodki finansowe na ten wyjazd zostaty pozyskane w ramach
konkursu dla pracownikéw Wydziatu BiOS UL na finansowanie wyjazdéw zagranicznych, ktérego

jestem beneficjentkg

Podsumowanie dorobku naukowego oraz wskazniki bibliometryczne
Méj dorobek naukowy obejmuje 43 publikacje naukowe (w tym 3 rozdzialy
w monografiach), z czego 36 ukazato sie w czasopismach z listy Journal Citation Reports (JCR).
Sposrod tych prac na moje osiggniecie  naukowe, zgloszone do oceny
w postepowaniu habilitacyjnym, sktada sie z 5 prac opublikowanych w czasopismach
z listy JCR. W 4 z nich jestem pierwszym autorem, a w 2 artykutach dodatkowo petnie role autora
korespondencyjnego. Sumaryczna wartos¢ wspoétczynnikéw oddziatywania Impact Factor (IF)
zgodna z rokiem opublikowania wszystkich opublikowanych prac wynosi 122,249, a liczba
punktéw zgodnie z rokiem opublikowania to 2119. Sumaryczny wspétczynnika

IF zgodny z rokiem opublikowania 5 publikacji, wchodzacych w sktad mojego osiggniecia
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naukowego réwny jest 32,861 (660 pkt MEiN). taczna liczba cytowan moich prac wynosi 353

(389 z autocytowaniami, wg. bazy naukowej ISI Web of Science Core Collection), a Indeks

Hirscha (h-index) ma wartos¢ 12. Oprécz publikacji, w moim dorobku znajduje sie 27

komunikatéw konferencyjnych, 11 zaprezentowanych na konferencjach o zasiegu krajowych

i 16 na konferencjach miedzynarodowych. Caly dorobek naukowy szczegétowo zostat opisany w

zatgczniku nr 4, a jego podsumowanie przedstawia ponizsza tabela.

Dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Liczba Liczba I Punkty
publikacji komunikatéw MEIN
Publikacje w czasopismach
5 10.036 134
zIF
Publikacje bez IF 6 -
Komunikaty konferencyjne 16
Komunikaty konferencyjne
_ ) 1 2,095 70
opublikowane w czasopismach z IF
Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia naukowego doktora
Publikacje w czasopismach
31 112,213 1985
zIF
Publikacje bez IF 1 - 40
Komunikaty konferencyjne 9
Komunikaty konferencyjne
_ ) 1 2.947 70
opublikowane w czasopismach z IF
122,249* 2119*
Sumaryczny dorobek naukowy 43 27
(134,38) ** | (2323) **

Impact Factor (IF) podany jest dla roku opublikowania artykutu
Liczba punktow za publikacje podana zostata zgodnie z wykazem czasopism Ministerstwa Edukacji i Nauki
/ Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego zgodnie z rokiem opublikowania
*IF i punkty MINIE czasopism; **publikacje + komunikaty konferencyjne

6. Informacja o osiagnieciach

popularyzujacych nauke lub sztuke.

6.1. Osiagniecia dydaktyczne

Promotor prac magisterskich:

dydaktycznych,

organizacyjnych

oraz
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e rok akademicki 2015/2016, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
tédzkiego, student: Paulina Wigner, kierunek: biotechnologia, specjalnosé:
biotechnologia medyczna, tytut pracy: ,Ocena genotoksycznego dziatania réznych
nanoczastek na ludzkie komorki srodbtonka w warunkach in vitro” recenzent:
prof. dr hab. Aneta Koceva Chyta, praca wyrézniona w konkursie Fundacji
Uniwersytetu toédzkiego na najlepsza prace magisterska w kategorii nauki
biologiczne

e rok akademicki 2015/2016, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
tédzkiego, student: Krzysztof Zielinski, kierunek: biotechnologia, specjalnosé:
biotechnologia medyczna, tytut pracy: ,Analiza in vitro pro — apoptotycznych wtasciwosci
réznych nanoczastek w modelowych komérkach ludzkiego $rédbtonka” recenzent: dr
hab. Magdalena tabieniec Watata, prof. UL

e rok akademicki 2022/2023, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
toédzkiego, student: Radostaw Justyna, kierunek: biotechnologia, specjalnos$c:
biotechnologia medyczna, tytut pracy: ,Oddziatywanie paklitakselu enkapsulowanego
w multirdzeniowych nanonosnikach polielektrolitowych z komérkami raka piersi
cztowieka in vitro” recenzent: dr hab. Katarzyna Mitowska, prof. UL

Kierujacy pracami licencjackimi

e rok akademicki 2019/2020, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Lédzkiego, student: Amanda Kaczynska, kierunek: biologia, blok licencjacki Biofizyka
medyczna i molekularna, tytut pracy: ,Ferroptoza - nowa forma smierci komérki nadziejg
w terapii nowotworéw” recenzent: dr hab. Anna Pienigzek

e rok akademicki 2021/2022, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
tédzkiego, student: Sofiia Lembirko, kierunek: biotechnologia, tytut pracy: ,Hipertermia
z zastosowaniem nanoczgstek jako innowacyjna metoda wspomagajgca leczenie
onkologiczne” recenzent: dr hab. Anna Pienigzek

e rok akademicki 2022/2023, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
tédzkiego, student: Kacper Wiktorowski, kierunek: biologia, blok licencjacki Biofizyka
medyczna i molekularna, tytut pracy: ,Nanoautofagia — oddziatywanie nanomateriatéw na
konserwatywny ewolucyjnie proces kataboliczny w komérkach eukariotycznych.”
recenzent: dr hab. Aleksandra Rodacka

e rok akademicki 2022/2023, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
toédzkiego, student: Kamila Podsiadto, kierunek: biologia, blok licencjacki Biofizyka
medyczna i molekularna, tytut pracy: ,Indukowanie swoistej odpowiedzi immunologicznej
przez nanomateriaty w immunoterapii chorob nowotworowych cztowieka.” recenzent: dr
hab. Anna Pienigzek

Opiekun czesci doswiadczalnej prac magisterskich i prac licencjackich

e rok akademicki 2009/2010, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu

tédzkiego, student: Monika Jedrzejczyk, kierunek: biologia, specjalnos¢: biofizyka,
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tytut pracy magisterskiej: ,Indukcja apoptozy przez koniugat doksorubicyny
z transferyng w komérkach linii K562” kierujacy praca: prof. dr hab. Zofia Jozwiak

rok akademicki 2009/2010, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Loédzkiego, student: Katarzyna Wisniewska, kierunek: biologia, specjalnosc: biofizyka,
tytut pracy magisterskiej: ,Genotoksyczny efekt oddziatywania koniugatu doksorubicyny
z transferyng na komorki ostrej biataczki limfoblastycznej” kierujgcy praca: prof. dr hab.
Zofia Jozwiak

rok akademicki 2014/2015, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
toédzkiego, student: Dominika Wrona, kierunek: biotechnologia, specjalno$c:
biotechnologia medyczna, tytut pracy magisterskiej: ,Zaburzenia homeostazy uktadu
redoks w komadrkach linii A549 i HepG2 poddanych dziataniu koniugtu doskorubicyny
z transferyng” kierujgcy praca: prof. dr hab. Agnieszka Marczak

rok akademicki 2010/ 2011 Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
tédzkiego, student: Justyna tukasiewicz, kierunek: biologia, specjalnos¢: biofizyka,
tytut pracy licencjackiej: ,Zastosowanie przenosnikow lekéw przeciwnowotworowych

w leczeniu biataczek” kierujgcy praca: prof. dr hab. Zofia J6zwiak

Recenzent prac magisterskich:

rok akademicki 2020/2021, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Loédzkiego, student: Paula Kwapisz, kierunek: biologia, specjalnos¢ biofizyka medyczna
i bioinformatyka, tytut pracy: ,Mechanizm dziatania pochodnych stilbenowych w
kombinacji z promieniowaniem jonizujgcym na komorki raka piersi” kierujgcy praca: dr
hab. Aleksandra Rodacka

rok akademicki 2021/2022, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
tédzkiego, student: Joanna Korszun, kierunek: biotechnologia, specjalnosé
biotechnologia medyczna, tytut pracy: ,Wptyw doksorubicyny i cisplatyny na profil
ekspresiji biatek ABC w komérkach nowotworowych” kierujgcy pracg: dr hab. Agnieszka

Robaszkiewicz, prof. UL

Recenzent prac licencjackich:

rok akademicki 2021/2022, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
toédzkiego, student: Natalia Chrzan, kierunek: biotechnologia, tytut pracy: ,Dieta
ketogeniczna a leczenie raka. Ocena przeciwnowotworowego potencjatu ciat ketonowych
w warunkach in vitro” kierujgcy pracg: dr hab. Aneta Balcerczyk, prof. UL

rok akademicki 2021/2022, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
tédzkiego, student: Jakub Goérski, kierunek: biotechnologia, tytut pracy: ,Leki
immunosupresyjne stosowane w chorobie Lesniowskiego-Crohna” kierujgcy praca:
dr hab. Anna Pienigzek

rok akademicki 2014/2015, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu

tédzkiego, student: Dominika Komorowska, kierunek: biologia, blok licencjacki
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biofizyka, tytut pracy: ,Salinomycyna - antybiotyk dajgcy nadzieje na pokonanie
nowotworowych komérek macierzystych” kierujacy praca: dr Karolina Matczak

rok akademicki 2014/2015, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
toédzkiego, student: Marlena Zygata, kierunek: biotechnologia, tytut pracy:
.Mitochondria jako tarcze dziatania dla terapii przeciwnowotworowej” kierujgcy praca:
dr hab. Magdalena tabieniec Watata, prof. UL

rok akademicki 2013/2014, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
tédzkiego, student: Justyna Kasica, kierunek: biologia, tytut pracy: ,Karbamylacja
lipoprotein u pacjentow z przewlekla niewydolno$cia nerek” kierujgcy praca:
dr hab. Anna Pienigzek

rok akademicki 2013/2014, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
toédzkiego, student: Sylwia Miksa, kierunek: biologia, blok licencjacki biofizyka, tytut
pracy: ,Markery nowotworowe wczesnego wykrywania raka jajnika” kierujgcy pracg: prof.

dr hab. Agnieszka Marczak

Opieka naukowa nad studentami w ramach ich aktywnosci w Kole Naukowym Mitodych

Biofizykow: Paulin Wigner, Krzsztof Zielinski, Sofia Lembirko, Kacper Wiktorowski

Dziatania te zaowocowaly:

publikacjg naukowa

Wigner P, Zielinski K, Labieniec-Watala M, Marczak A, Szwed M. Doxorubicin—transferrin
conjugate alters mitochondrial homeostasis and energy metabolism in human breast
cancer cells. Scientific Reports, 2021, 11(1), 4544, doi: 10.1038/s41598-021-84146-4,
IF2021 =4.996, MEiN2021= 140 pkt, IF2023 = 4.997, MEiN2021= 140 pkt

wystgpieniami na konferencjach krajowych

04. 2015 roku Konferencja Genetyczna ,Genomica” w Krakowie, tytut posteru:
~Antybiotyki antracyklinowe jako popularne leki stosowane w chemioterapii — molekularny
mechanizm dziatania”, Wigner P, Zielinski K, Szwed M

03.2015roku IV Konferencja Biologii Molekularnej Uk, tytut posteru: ,Ocena
toksycznosci doksorubicyny i jej trzech pochodnych w komérkach nowotworowych linii
A549 in vitro” Wigner P, Zielinski K, Szwed M

04. 2023 roku VIII Ogodlnopolska Konferencja Doktorantéw Nauk o Zyciu, tytut posteru:
.Multirdzeniowe  nanokapsuly polielektrolitowe jako nowe nanoprzenosniki
dla paklitakselu niwelujgce kardiotoksycznos¢ leku” Wiktorowski K, Poczta A, Podsiadto

K, Marczak A, Szczech M, Szczepanowicz K, Szwed M
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Opieka naukowa nad krajowym stypendysta:

mgr inz. Kamil Wawrowicz, stuchacz Interdyscyplinarnego Studium Doktoranckiego "RadFarm
- Radiofarmaceutyki dla ukierunkowanej molekularnie diagnostyki i terapii medycznej,
POWR.03.02.00-00-1009/17-00, okres stazu 5 — 30 lipca 2021 roku

Opieka naukowa nad stazystg realizujagcym praktyki zawodowe w Katedrze Termobiologii:
lipiec 2010 roku — student Adrian Szymajda, student 2 roku na kierunku biologia, studia

stacjonarne pierwszego stopnia

Opieka naukowa nad uczniami szkét srednich w ramach programu ,,Zdolny uczen, swietny
student”

Rok akademicki 2022/2023 — uczennice Julia Sujka i Natalia Warawgsowska
z VII Liceum Ogolnoksztalcgcego w todzi im. Adama Asnyka realizujgce projekt
pt. ,Zdolny Uczen Swietny Student” - tytut zakonczonego dziatania naukowego
,0d mikstury w probéwce do leku w strzykawce - jak wyglgda ocena wtasciwosci toksycznych

substancji o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym w warunkach in vitro?"

6.2. Prowadzone zajecia dydaktyczne ze studentami Wydziatu BiOS (od 2008 roku)

W latach 2008-2016 uczestniczytam w opracowywaniu programow nauczania dla kilku nowych
przedmiotéw, ktére w tym okresie zostaty wprowadzone do systemu nauczania dla kierunkéw:
biologia, biotechnologia, mikrobiologia i ochrona Srodowiska na Wydziale Biologii i Ochrony
Srodowiska Ut

Podczas mojej dotychczasowej pracy jako nauczyciel akademicki:

e bylam czionkiem Komisji Rekrutacyjnej dla kierunkéw: biologia, ochrona $rodowiska
i biotechnologia na studia stacjonarne i niestacjonarne, | stopnia, Il stopnia w roku
akademickim: 2009/2010 i 2013/2014

e bylam koordynatorem dla przedmiotu ,Pracownia specjalistyczna” dla kierunku biologia
(studia dzienne, 2 stopnia, specjalnos¢: biofizyka medyczna i bioinformatyka)

e bylam prowadzgcym dla przedmiotu ,Seminarium licencjackie”, kierunek: biotechnologia
[l rok | stopnia, blok licencjacki — studia stacjonarne

e przygotowatam autorski przedmiot pt. ,Mamallian cell culture” ¢wiczenia
i konwersatorium — kurs przeznaczony jest dla studentéw anglojezycznych Il i lll stopnia,
planowane rozpoczecie kursu luty 2024 roku

e prowadzitam réwniez ¢wiczenia z nastepujgcych przedmiotow:
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Genetyka, kierunek biologia, Il rok | stopnia, studia stacjonarne

Podstawy technik hodowli komérek, kierunek: biologia Il rok | stopnia: blok

licencjacki biochemiczny — studia stacjonarne

Podstawy metod hodowli komérek, kierunek: biologia Il rok | stopnia: blok

licencjacki biofizyczny — studia stacjonarne

Pracownia specjalistyczna, kierunek: ochrona srodowiska, studia stacjonarne IV

rok

Genetyka i genom czlowieka, kierunek: biologia | rok Il stopnia, specjalnosé¢

biofizyka medyczna — studia stacjonarne

Podstawy genetyki dla biotechnologow, kierunek: biotechnologia, Il rok, studia

stacjonarne

Matematyka, kierunek: biologia Il rok, studia stacjonarne

Matematyka z elementami statystyki, éwiczenia audytoryjne, kierunek biologia Il

rok, studia stacjonarne

Pracownia kierunkowa, kierunek: biologia IV rok, studia stacjonarne

Genetyka ogélna, kierunek: mikrobiologia Il rok | stopnia, studia stacjonarne

Podstawy metod hodowli komérek i biologii molekularnej, kierunek: biologia Ill

rok, | stopnia specjalnos¢: biofizyka medyczna i bioinformatyka — studia stacjonarne

Zastosowanie kultur tkankowych w badaniach biomedycznych, kierunek:

biologia IV rok — studia stacjonarne

Fizyka z elementami biofizyki dla biologéw, kierunek: biologia I rok | stopnia,

studia stacjonarne

Biofizyka Il, kierunek biologia Il rok | stopnia, studia stacjonarne

Czynnie uczestniczytam w usprawnieniu pracy Katedry Biofizyki Medycznej

i dotychczas zajmowatam sie:

przygotowaniem grantu aparaturowego w ramach srodkéw IDUB (pazdziernik 2021)

UL

koordynowaniem wymiany filtréw HEPA w szafach laminarnych w Katedrze Biofizyki

Medycznej

opiekg nad sprzetem przynalezgcym do katedry to jest: mikroskopem fluorescencyjnym,

fluorescencyjnym mikroczytnikiem ptytek

zamawianiem odczynnikéw chemicznych
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W latach 2014 - 2016 oraz 2019-2023 bytam czionkiem Rady Wydzialu Biologii

i Ochrony Srodowiska z wyboru, jako przedstawiciel nauczycieli akademickich,

nie bedacych samodzielnymi pracownikami naukowymi

6.3. Dziatalnos¢ w zakresie popularyzacji nauki:

pokaz w ramach Nocy Biologéw przeprowadzony na Wydziale Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu t.édzkiego pt. ,Jeszcze w zielone gramy”, 10 stycznia 2020
roku, prowadzacy: dr Karolina Matczak, dr Marzena Szwed, mgr Marzena Pacholska,
mgr Anna Chmurska

wyktad w ramach Instytutu Kreatywnej Biologii przeprowadzony na Wydziale Biologii i
Ochrony Srodowiska Uniwersytetu t.6dzkiego pt.” Co byto pierwsze pszczota czy kwiat —
o zagadkach zycia pszczelego roju?” 28 pazdziernika 2022 roku

wyktad dla stuchaczy Uniwersytetu Trzeciego Wieku w Aleksandrowie £édzkim pt.” Co w
ulu brzeczy?” 13 marca 2023 roku

udziat w akacji ,Ksigzka to Ogréd” — przedstawiciele réznych zawoddéw czytajg
najmtodszym w ramach XXII Ogoélnopolskiego Czytania Dzieciom — 1 czerwca 2023
Aleksandréw todzki

¢wiczenia praktyczne dla ZSP nr 4 w towiczu na temat wplywu lekow
przeciwnowotworowych na komérki oraz sposobéw przeciwdziatania skutkom ubocznym
chemioterapii, maj 2010 roku, prowadzgcy: dr hab. Anna Pienigzek, prof. dr hab.
Agnieszka Marczak, dr Marzena Szwed, mgr Arkadiusz Gajek, mgr Monika Jedrzejczyk
pokaz i zajecia warsztatowe dla SP z Oddziatami Integracyjnymi im. Janusza Korczaka
w Rudzie Bugaj, w ramach Ill Miedzyszkolnego Gminnego Konkursu Przyrodniczo-
Ekologicznego "Kochajmy Przyrode" — pazdziernik 2011 roku, prowadzgcy: dr hab. Anna
Pienigzek, prof. dr hab. Agnieszka Marczak, dr Marzena Szwed, mgr Arkadiusz Gajek.
zajecia warsztatowe ,Czy komorki mogg zyé poza organizmem cziowieka —
o0 prowadzeniu hodowli w warunkach in vitro?” — wydarzenie byto czeécig Festiwalu
Nauki, Techniki i Sztuki w todzi, kwiecien 2010 roku, prowadzacy: dr Marzena Szwed,
dr Anna Pienigzek

wykfad dla uczniéw Liceum Ogodlnoksztatcgce im. Jana Pawta Il w Tuszynie pt. ,Czy

warto by¢é naukowcem w Polsce” - luty 2013 roku

7. Inne informacje, wazne z jego punktu widzenia wnioskodawcy, dotyczace jego kariery

zawodowej

7.1. Odbyte szkolenia i spotkania naukowe:

praktyki zawodowe z wykorzystania metod PCR i Western blot w biologii molekularnej,
Uniwersytet Medyczny w todzi, Zaktad Biochemii Medycznej, Zaktad Enzymologii
Medycznej, ul. Mazowiecka 6/8, 92-215 £6dz, sierpien 2005
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7.2.

e Creative Time - Spotkanie naukowe ,Sniadanie z Naukg” — zaprezentowanie wtasnych
dokonan naukowych - £6dz 2011 roku

e szkolenie z zakresu procedur i doswiadczen wykonywanych na zwierzetach — £6dz 2021

e FEBS Advanced Course pt. “Analysis and Engineering of Biomolecular Systems” —
Spetses, Grecja, 11-17 wrzesnia 2010 roku

e FEBS Advanced Course pt.” Trends in genetics: Genomic instability and pathways
of response” Erywan, Armenia, 20-26 lutego 2011 roku

e pobyt naukowy zwigzany z badaniami nad strukturg i wiasciwosciami koniugatu
doksorubicyny z transferyng; Srodowiskowe Laboratorium Spektrometrii Mas, Instytut
Biochemii i Biofizyki PAN, Pawiriskiego 5A, 02-106 Warszawa, wrzesien 2011 roku

e cykl szkolen, w skfad ktérych wchodzity warsztaty z ochrony wiasnosci intelektualnej,
zarzadzania projektami badawczymi oraz komercjalizacji wynikow badan; KDK Info Sp.
Z 0.0., ul. Mokotowska 14,00-561 Warszawa, Transfer Wiedzy strzatem w dziesigtke —
wspieramy mate i $rednie przedsiebiorstwa — projekt wspoiffinansowany ze srodkéw Unii
Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego, 20 kwietnia-16 czerwca
2013 roku, £6dz, Polska

e warsztaty naukowe =z zakresu nanotechnologii ,Application of nanomaterials
in nanomedicine and bionanotechnology”, organizatorzy: Faculty of Material Sciences,
Technology and Bionics, Rhine-Waal University of Applied Sciences (Niemcy) i Instytut
Biofizyki Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego, w ramach
projektu EU HyNANODend, przy wspotudziale Stacjonarnych Studiéw Doktoranckich
Genetyki Molekularnej, Cytogenetyki i Biofizyki Medycznej i Stacjonarnych Studiow
Doktoranckich Biochemiczno-Biofizycznych na Wydziale BiOS, Uniwersytet £.6dzki, 12-
14 pazdziernika 2015 roku, £6dz, Polska

Otrzymane nagrody i wyréznienia

Przed uzyskaniem stopnia doktora:

e 1999 - 2000, 2000 — 2001, stypendium Prezesa Rady Ministréw

e 2008 — 2009, wyréznienie w konkursie Najlepszy Nauczyciel Akademicki na wydziale
BIOS Ut

e 11 -17 wrzesnia 2010 roku, stypendium wyjazdowe przyznane ze srodkéw Federation
of European Biochemical Societies na FEBS Advanced Course, Analysis and
Engineering of Biomolecular Systems — Spetses

e 20 - 26 lutego 2011 roku, stypendium wyjazdowe przyznane ze srodkéw Federation of
European Biochemical Societies na FEBS Advanced Course pt.”Trends in genetics:
Genomic instability and pathways of response” Erywan.

e 23-27 sierpnia 2011 roku, stypendium wyjazdowe przyznane ze srodkéw EBSA, 8th

European Biophysics Congress, Budapeszt
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e pazdziernik 2011 roku, Nagroda Zespotowa Pierwszego Stopnia Rektora Uniwersytetu
tédzkiego za cykl publikacji pt. ,Badania stresu oksydacyjnego indukowanego
w komodrkach nowotworowych i erytrocytach przez leki przeciwnowotworowe i czynniki
Srodowiskowe”

e 2010 - 2011, 2011 - 2012, stypendium motywacyjne dla doktorantéw za wyniki
W nhauce

e 2012, stypendium projakosciowe dla najlepszych doktorantow

Po uzyskaniu stopnia doktora

e 1 - 4 lipca 2014 roku, stypendium wyjazdowe przyznane ze s$rodkéw Society
for Experimental Biology Annual Meeting of Society for Experimental Biology, Manchester

e 30czerwca-3lipca 2015 roku, stypendium wyjazdowe przyznane ze srodkéw Society
for Experimental Biology Annual Meeting of Society of Experimental Biology, Praga

e pazdziernik 2015 roku, Nagroda Zespotowa Pierwszego Stopnia Rektora Uniwersytetu
Lodzkiego za cykl publikacji pt.” Wplyw antybiotykow przeciwnowotworowych
i przeciwutleniaczy naturalnych i syntetycznych na komorki prawidtowe i nowotworowe
oraz tkanki w uktadach eksperymentalnych in vivo, ex vivo i in vitro oraz w badaniach
modelowych”

e styczen 2015 roku, Nagroda Indywidualna Dziekana Wydziatu BIOS dla pracownikéw
naukowo- dydaktycznych i naukowych posiadajgcych najwieksze osiagniecia w 2014 r.
w zakresie dorobku publikacyjnego

e 24 -27 stycznia 2016 roku, stypendium wyjazdowe przyznane ze srodkéw International
Union of Biochemistry and Molecular Biology na uczestnictwo w zjezdzie naukowym
Miami Winter Sympozjum

e 26 maja 2016 roku, Nagroda Naukowa Fundacji Uniwersytetu tdédzkiego
za szczegolne osiggniecia naukowe w latach 2015 — 2016 w obszarze nauk
przyrodniczych
i geograficznych w grupie miodych pracownikéw nauki Ut

e 26 maja 2016 roku, Nagroda Indywidualna Trzeciego Stopnia Rektora Uniwersytetu
t 6dzkiego za rozprawe doktorska

e 15-17 pazdziernika 2019 roku, stypendium wyjazdowe przyznane ze srodkéw COST
Action 17140 ,Cancer Nanomedicine - from the bench to the bedside” na wystgpienie
ustne prezentowane na konferencji w Rydze

e 24 maja 2022 roku, brgzowa odznaka od prezydenta RP za dtugoletnig stuzbe

e pazdziernik 2022 roku, Nagroda Zespotowa Pierwszego Stopnia Rektora Uniwersytetu
todzkiego za cykl publikacji pt.” Nowe strategie w leczeniu choréb o podtozu

metabolicznym, w tym nowotwordw i cukrzycy”.
AN L, %xf "JC;"\,L

Marzena Szwed
t6dz, 19 wrzesnia 2023 roku
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