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1.
Dane personalne
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2.

Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem podmiotu
nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy
doktorskiej

2014

2010

stopien doktora w dyscyplinie biotechnologia (dziedzina nauk rolniczych)
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Tytut rozprawy doktorskiej: Development of vector nanodelivery system for
transgenesis (Opracowanie system wprowadzania transgenow z
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Promotor: prof. dr hab. Ryszard Stomski

Promotor pomocniczy: dr Anna Wozniak

magister inzynier biotechnologii

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Tytut pracy magisterskiej: Analiza polimorfizmu genu tkankowego inhibitora
metaloproteinaz TIMP-3 w tetniaku aorty brzusznej i niedroznosci aortalno —
biodrowej

Promotor: dr Aleksandra Korcz
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4.

Omadwienie osiggniec, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2

ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce

(Dz. U. 22021 r. poz. 478 z p6in. zm.)

4.1.

Tytut osiggniecia naukowego

Osiggnieciem naukowym, bedacym podstawg ubiegania sie o stopien naukowy doktora

habilitowanego jest cykl siedmiu tematycznie powigzanych publikacji zatytutowany:

4.2.
[A1]

BIOFUNKCJONALIZOWANE NANOCZASTKI HYBRYDOWE
W TERAPII | DIAGNOSTYCE NOWOTWOROW

Publikacje wchodzace w sktad cyklu habilitacyjnego

Zebrowska Klaudia, Grabowska Matgorzata, Coy Emerson, Rolle Katarzyna,
Mréwczynski Radostaw*, Grzeskowiak Bartosz F.*

In vitro anticancer activity of melanin-like nanoparticles for multimodal therapy
of glioblastoma

(2024) Nanotechnology Reviews, 13: 20230206,

» Impact Factor (2023): 6.1; MNiSW: 70

(*autor ko-korespondencyjny)

Wktad w powstanie pracy: zdefiniowanie problemu badawczego, wspoétopracowanie

koncepcji badan, nadzorowanie catosci prac jako lider zespotu, zaplanowanie metodyki
badan, codzienny nadzér merytoryczny nad doktorantkg (pierwszy autor
manuskryptu) w zakresie biofunkcjonalizacji nanoczgstek i prowadzenia badan
biologicznych, przeprowadzenie czesci badan biologicznych (analiza wigzania kwasow
nukleinowych, testy cytotoksycznosci nanomateriatéw, testy z wykorzystaniem lasera
NIR, obrazowanie z wykorzystaniem konfokalnej mikroskopii fluorescencyjnej),
opracowanie, interpretacja oraz analiza statystyczna uzyskanych wynikéw, pisanie
i edycja manuskryptu (autor korespondencyjny odpowiedzialny za catoksztatt
publikacji), przygotowanie wiekszosci rycin (ryciny nr 3, 4, 5, 6, 7), odpowiedzi na uwagi
recenzentéw oraz zapewnienie finansowania badan (badania prowadzono
m.in. w ramach projektu SONATA, ktdrego bytem kierownikiem).



[A2]

[A3]

[A4]

Grzeskowiak Bartosz F.*, Maziukiewicz Damian, Koztowska Agata, Kertmen Ahmet,
Coy Emerson, Mréowczynski Radostaw*

Polyamidoamine dendrimers decorated multifunctional polydopamine nanoparticles
for targeted chemo-and photothermal therapy of liver cancer model

(2021) International Journal of Molecular Sciences, 22 (2), art. no. 738, pp. 1-16.

» Impact Factor (2021): 6.208; MNiSW: 140

» Liczba cytowan: 26 (Scopus), 27 (GS), 20 (WoS)

(*autor ko-korespondencyjny)

Wkiad w powstanie pracy: zdefiniowanie problemu badawczego, wspdtopracowanie

koncepcji badan, nadzorowanie prac dotyczacych biofunkcjonalizacji nanomateriatéw,
zaplanowanie metodyki i przeprowadzenie badan biologicznych (testy
cytotoksycznosci nanomateriatéw, testy z wykorzystaniem lasera NIR, obrazowanie
komoérek z wykorzystaniem konfokalnej mikroskopii fluorescencyjnej), opracowanie,
interpretacja oraz analiza statystyczna uzyskanych wynikéw, pisanie i edycja
manuskryptu (autor korespondencyjny odpowiedzialny za catoksztatt publikacji),
przygotowanie wszystkich rycin oraz odpowiedzi na uwagi recenzentdw.

Jedrzak Artur, Grzeskowiak Bartosz F., Golba Klaudia, Coy Emerson, Synoradzki Karol,
Jurga Stefan, Jesionowski Teofil, Mréowczyriski Radostaw*

Magnetite nanoparticles and spheres for chemo-and photothermal therapy
of hepatocellular carcinoma in vitro

(2020) International Journal of Nanomedicine, 15, pp. 7923-7936.

» Impact Factor (2020): 6.4; MNiSW: 140

» Liczba cytowan: 37 (Scopus), 42 (GS), 32 (WoS)

Wktad w powstanie pracy: opracowanie koncepcji badan biologicznych, nadzorowanie

prac dotyczgcych biofunkcjonalizacji nanomateriatéw, zaplanowanie metodyki
i przeprowadzenie badan biologicznych (testy cytotoksycznosci nanomateriatdw, testy
z wykorzystaniem lasera NIR, obrazowanie komédrek z wykorzystaniem mikroskopii
fluorescencyjnej), opracowanie, interpretacja oraz analiza statystyczna uzyskanych
wynikéw badan biologicznych, pisanie i edycja manuskryptu, przygotowanie czesci
rycin (ryciny nr 5, 6, S5, S6 i S7).

Bigaj-J6zefowska Magdalena J., Zalewski Tomasz, Zateski Karol, Coy Emerson,
Frankowski Marcin, Mréwczynski Radostaw, Grzeskowiak Bartosz F.*

Three musketeers of PDA-based MRI contrasting and therapy

(2024) Artificial Cells, Nanomedicine and Biotechnology, 2024, 52(1), pp. 321-333,

» Impact Factor (2023): 4.5; MNiSW: 70

(* autor korespondencyjny)



[A5]

[A6]

Wktad w_powstanie pracy: zdefiniowanie problemu badawczego i opracowanie

koncepcji badan, nadzorowanie catosci prac jako lider zespotu, zaplanowanie metodyki
badan, codzienny nadzér merytoryczny nad doktorantka (pierwszy autor
manuskryptu) w zakresie syntezy i biofunkcjonalizacji nanoczastek, przeprowadzenie
badan biologicznych (testy cytotoksycznosci nanoczastek), opracowanie i interpretacja
uzyskanych wynikéw, pisanie i edycja manuskryptu (autor korespondencyjny),
odpowiedzi na uwagi recenzentéw oraz zapewnienie finansowania badan (badania
prowadzono w ramach projektu SONATA, ktdrego bytem kierownikiem).

Bigaj-J6zefowska Magdalena J., Grzeskowiak Bartosz F.*

Polymeric nanoparticles wrapped in biological membranes for targeted anticancer
treatment

(2022) European Polymer Journal, 176, art. no. 111427,

» Impact Factor (2022): 6.0; MNiSW: 100

» Liczba cytowan: 15 (Scopus), 19 (GS), 15 (WoS)

(*autor korespondencyjny)

Wktad w powstanie pracy: opracowanie koncepcji oraz sformutowanie gtéwnych tez

pracy, nowatorski sposéb prezentacji i organizacji danych pozwalajgcy na analize
tematu pod niezbadanym dotad katem, zebranie, analiza i interpretacja wiekszosci
zrédet literaturowych, wspotprzygotowanie czesci rycin (zebranie zgdd z wydawnictw
na wykorzystanie rycin nr 2 — 13 w publikacji), przygotowanie tabel, pisanie i edycja
manuskryptu (autor korespondencyjny), odpowiedzi na uwagi recenzentow
oraz zapewnienie finansowania badan (badania przeprowadzono w ramach projektu
SONATA, ktérego bytem kierownikiem).

Bigaj-J6zefowska Magdalena J., Coy Emerson, Zateski Karol, Zalewski Tomasz,
Grabowska Matgorzata, Jaskot Kaja, Perrigue Patrick, Mréwczynski Radostaw,
Grzeskowiak Bartosz F.*

Biomimetic theranostic nanoparticles for effective anticancer therapy and MRl imaging
(2023) Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, 249, 112813,

» Impact Factor (2023): 3.9; MNiSW: 140

» Liczba cytowan: 5 (Scopus), 5 (GS), 4 (WoS)

(*autor korespondencyjny)

Wktad w powstanie pracy: zdefiniowanie problemu badawczego i opracowanie

koncepcji badan, nadzorowanie catosci prac jako lider zespotu, zaplanowanie metodyki
badan, codzienny nadzor merytoryczny nad doktorantkg (pierwszy autor
manuskryptu) w zakresie syntezy i biofunkcjonalizacji nanoczastek, przeprowadzenie
czesci badan biologicznych (testy cytotoksycznosci nanomateriatéw, testy
z wykorzystaniem lasera NIR, obrazowanie komdrek za pomocy konfokalnej



mikroskopii fluorescencyjnej), opracowanie i interpretacje uzyskanych wynikow,
pisanie i edycja manuskryptu (autor korespondencyjny), odpowiedzi na uwagi
recenzentéw oraz zapewnienie finansowania badan (badania przeprowadzono w
ramach projektu SONATA, ktérego bytem kierownikiem).

[A7] Maziukiewicz Damian, Mréwczynski Radostaw*, Jurga Stefan, Grzeskowiak Bartosz F.*
Laser synthesized nanodiamonds with hyper-branched polyglycerol and polydopamine
for combined imaging and photothermal treatment
(2022) Diamond and Related Materials, 128, art. no. 109308,

» Impact Factor (2022): 4.1; MNiSW: 100
» Liczba cytowan: 6 (Scopus), 6 (GS), 6 (WoS)
(*autor ko-korespondencyjny)

Wktad w powstanie pracy: zdefiniowanie problemu badawczego, wspétopracowanie

koncepcji badann, nadzorowanie prac dotyczacych funkcjonalizacji nanomateriatéw,
zaplanowanie metodyki badan biologicznych, przeprowadzenie badan biologicznych
(testy cytotoksycznosci nanomateriatéw, testy z wykorzystaniem lasera NIR,
obrazowanie z wykorzystaniem konfokalnej mikroskopii fluorescencyjnej),
opracowanie, interpretacja oraz analiza statystyczna uzyskanych wynikéw, edycja
manuskryptu (autor korespondencyjny odpowiedzialny za catoksztatt publikacji),
przygotowanie wiekszosci rycin (ryciny nr 2, 3, 4, 5), odpowiedzi na uwagi
recenzentow.

Dane naukometryczne dla publikacji wchodzgcych w sktad cyklu:
Sumaryczny wspoétczynnik oddziatywania (Impact Factor): 37.208
Suma punktow MNiSW: 760

Impact Factor — wspétczynnik oddziatywania z roku opublikowania pracy.
MNiSW — punktacja czasopism wg Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego zgodnie
z wykazem obowigzujgcym w okresie ukazania sie pracy.

4.3. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz
z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Nanobiotechnologia to interdyscyplinarny obszar badan obejmujgcy szeroki
oraz zroznicowany wachlarz technologii z pogranicza fizyki, chemii i biologii, ktéry stuzy
do projektowania, syntezy i modyfikacji materiatdw w skali nanometryczne;j,
a takze ich wykorzystania m.in. w medycynie, rolnictwie czy przemysle spozywczym. Rdzne
biomedyczne zastosowania nanostruktur wynikajg z ich specyficznych witasciwosci
fizykochemicznych i biologicznych, jak chociazby rozmiar, ksztatt, stosunek powierzchni

9



do objetosci, tadunek powierzchniowy, stabilnos¢ w roztworach  wodnych,
biofunkcjonalizacja, biodostepnos¢ czy tez toksyczno$é. Niewatpliwie nanobiotechnologia
zyskuje coraz wieksze znaczenie w dziedzinie medycyny, przyczyniajac sie do poprawy
skutecznosci terapii poprzez inkorporacje réznych biomolekut w strukture nanomateriatow.
Bioczgsteczki, takie jak mate molekuty (leki niskoczgsteczkowe), weglowodany, peptydy,
przeciwciata czy kwasy nukleinowe sg czesto przytaczane do nanoczastek.
Taka biofunkcjonalizacja pozwala na powstawanie unikalnych interakcji na poziomie
komérkowym, w celu rozpoznania danego typu komodrek, a takze wywofania w nich
okreslonego efektu. Bionanomateriaty oferujg wyjgtkowe zalety jako nosniki, $rodki
poprawiajgce detekcje oraz czynniki wzmacniajgce obrazowanie. Celem naukowym moich
badan byto zaprojektowanie, wytworzenie, a takze wykorzystanie biofunkcjonalizowanych
nanoczgstek hybrydowych zaréwno w terapii, jak i diagnostyce nowotworow.

Jednym z gtédwnych problemdéw ograniczajgcych skuteczno$¢ konwencjonalnych
terapii, jak chemioterapia czy radioterapia, jest heterogenny charakter nowotworu, ktéry
utrudnia efektywng eliminacje nieprawidtowych komodrek. Dlatego tez wielofunkcyjne
bionanoczastki cieszg sie coraz wiekszym zainteresowaniem w onkologii, ze wzgledu na ich
zdolno$¢ do specyficznego hamowania aktywnosci komodrek nowotworowych, przy
jednoczesnym zachowaniu zdrowych komdrek w stanie nienaruszonym. Sg to wysoce
funkcjonalne materiaty, ktére integrujg celowanie, obrazowanie i leczenie w jeden system.
Obecnie liczne badania promujg koncepcje tgczenia dwdch, a nawet wiekszej liczby dziatan
opartych na nanoczgstkach, co daje wzmocniony efekt terapeutyczny i diagnostyczny.
W tym kontekscie szczegdlnie istotne wydajg sie cztery gtéwne problemy badawcze:

» Ocena cytotoksycznosci nanoczgstek (analiza zmian biochemicznych i morfologicznych
w komorkach)

» Ocena komoérkowego wychwytu/celowania biofunkcjonalizowanych nanoczgstek
(analiza interakcji komorka — nanoczgstki i ich internalizacji)

» Ocena efektu terapeutycznego biofunkcjonalizowanych nanoczastek (analiza
efektywnosci chemioterapii, fototerapii, terapii genowej)

» Ocena efektu diagnostycznego biofunkcjonalizowanych nanoczastek (obrazowanie
fluorescencyjne i magnetyczne)

4.3.1. Wstep

W ostatnich dekadach nowotwory staty sie jedng z najbardziej wyniszczajgcych choréb
na s$wiecie. Tylko w 2020 r. odnotowano 18,1 min nowych przypadkéw zachorowan
oraz 9,9 min zgondw [1]. W procesie nowotworzenia dochodzi do szeregu zmian na poziomie
molekularnym, ktére sprzyjajg niekontrolowanemu podziatowi komadrek, co ostatecznie moze
prowadzi¢ do przerzutowania. W ciggu minionych kilkudziesieciu lat nastgpit znaczgcy postep
w leczeniu tej choroby, ktéry obejmuje gtéwnie chemioterapie, radioterapie,
a takze chirurgiczne usuwanie tkanki nowotworowej. Niemniej terapie te mogg wywotywac
liczne niepozadane skutki uboczne, tym samym powodujgc uszkodzenie zdrowych tkanek,
jak i niezadowalajgcy efekt terapeutyczny. Nanotechnologia oferuje nowatorskie rozwigzania,
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pozwalajgce sprostaé tym wyzwaniom poprzez dynamiczny rozwdj zaawansowanych metod
leczenia, diagnostyki i monitorowania stanu zdrowia pacjenta oraz tgczenie tych elementéw
w jeden system.

Nanomedycyna to stosunkowo nowa dziedzina nauki, ktéra z powodzeniem stosuje
nanotechnologie w celu obrazowania, diagnostyki, monitorowania, leczenia, naprawy czy
regeneracji uktadéw biologicznych [2]. Wykorzystuje ona wtasciwosci materiatu w jego skali
nanometrycznej (10° m). Ze wzgledu na bardzo mate wymiary i duzy stosunek powierzchni
do objetosci, struktury te charakteryzujg sie innymi witasciwosciami, niz ich wieksze
odpowiedniki. Dzieki temu wzrasta ich aktywnos¢ chemiczna, a takze mozliwe jest wieksze
oddziatywanie z btong komdrkowa oraz tatwiejsze przenikanie do wnetrza komarki.

Nanoczgstki to na ogét struktury o wielkos$ci w zakresie od 1 do 100 nm, w przynajmnie;j
jednym z mozliwych wymiaréw przestrzennych [2]. Chociaz w teorii gérng granice dla
nanoczgstek stanowi 100 nm, to w praktyce nanonauka, jak i nanotechnologia zajmuja sie
uktadami o rozmiarach czesto siegajacych kilkuset nanometréw [3].

W zaleznos$ci od sktadu nanoczastki dzieli sie zwykle na trzy klasy: organiczne, weglowe
i nieorganiczne [4]. Potgczenie unikalnych witasciwosci fizycznych i chemicznych dwdch lub
wiecej klas nanomateriatéw moze doprowadzi¢ do wytworzenia hybrydowych nanoczastek,
ktdre zapewniajg doskonatg uniwersalnos¢ materiatu koricowego [5]. Systemy hybrydowe
pozwalajg na poprawe rozpuszczalnosci hydrofobowych lekéw, zwiekszenie stabilnosci
w Srodowisku biologicznym, wydtuzenie czasu retencji we krwi, koniugacje z docelowymi
ligandami, kontrolowanie zachowania uwalniania leku oraz poprawe biokompatybilnosci
i farmakokinetyki tadunku terapeutycznego [6]. Co wiecej, dzieki potaczonym witasciwosciom
materiatdw hybrydowych mozliwe jest jednoczesne kapsutkowanie wielu lekow
chemioterapeutycznych, fotouczulaczy, kwaséw nukleinowych, biatek i peptyddéw
ukierunkowanych na rézne szlaki metaboliczne nowotwordw [7]. Dlatego tez potgczenie
rozmaitych rodzajéw materiatéw rozszerza funkcjonalnosé systemoéw jednosktadnikowych.

Pojawienie sie technologii wykorzystujgcej nanoczastki umozliwito rozwdj szerokiej
gamy nowatorskich platform terapeutycznych i diagnostycznych przeznaczonych do leczenia
nowotworéw, w tym rowniez dostarczania lekéw/kwaséw nukleinowych, terapii
fototermicznej, terapii fotodynamicznej, hipertermii magnetycznej, radioterapii, terapii
ultradzwiekowej oraz obrazowania [8]. Ponadto potgczenie diagnostyki i terapii w jeden
system z wykorzystaniem nanomateriatéw, zwany teranostykg, otwiera dodatkowe
mozliwosci w walce z nowotworami.

Nanoczgstki stosowane jako systemy dostarczania lekéw wykazujg lepszy potencjat
terapeutyczny, w poréwnaniu z konwencjonalng chemioterapia. Wtasciwosci nanonosnikéw,
w tym ich rozmiary w nanoskali, wysoki stosunek powierzchni do objetosci, a takze
modyfikacje powierzchni, mogg pozwoli¢ im skuteczniej trafi¢ do docelowej tkanki
nowotworowej oraz uwalnia¢ leki w stabilny, kontrolowany sposéb [9]. Nanoczgstki dzieki
swoim unikalnym wtasciwosciom sg takze obiecujgcymi nosnikami kwaséw nukleinowych
[10]. Doskonatym przyktadem ich skutecznosci sg szczepionki mRNA przeciwko COVID-19.
Nanoczgstki chronig kwasy nukleinowe przed degradacjg, utatwiajg ich wewnatrzkomaérkowy
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transport i minimalizujg toksycznos$¢ terapii. Istnieje wiele klinicznie zatwierdzonych
nanonos$nikow lekéw/kwaséw nukleinowych (m.in. Doxil, Vyxeos) do leczenia réznych typdéw
nowotworow [11].

Nanotechnologia umozliwia zastosowanie technik zdalnego transferu ciepta do tkanek
za pomocg nanoczgstek stymulowanych bodZzcem zewnetrznym. Terapia fototermiczna (ang.
photothermal thearapy (PTT)) to eksperymentalna metoda, ktéra wykorzystuje potaczenie
nanoczastek o wiasciwosciach fototermicznych z promieniowaniem elektromagnetycznym
(najczesciej w zakresie podczerwieni) w celu wywotania podwyzszonej temperatury
i nieinwazyjnej eliminacji komdérek nowotworowych [12]. Czynnik fototermiczny absorbuje
energie elektromagnetyczng w obrebie chorej tkanki oraz przeksztatca jg w ciepto.
Indukowana lokalnie hipertermia umozliwia wysoce precyzyjne podgrzewanie tkanki
nowotworowej, a tym samym minimalizuje uszkodzenia otaczajgcych zdrowych tkanek [13].
W terapiach skojarzonych hipertermia moze sprzyja¢ pobieraniu chemioterapeutyku przez
komorki nowotworowe lub zabija¢ komérki z powodu podwyzszonej temperatury.

Nanoczgstki znajdujg takze coraz szersze zastosowanie jako czynniki do obrazowania
komodrek nowotworowych, poniewaz oferujg wysoka precyzje, czuto$é oraz mozliwosc ich
adaptacji do roznorodnych technik diagnostycznych, takich jak rezonans magnetyczny
(ang. magnetic resonance imaging (MRI)), tomografia komputerowa (ang. computed
tomography (CT)), obrazowanie optyczne, pozytronowa tomografia emisyjna (ang. positron
emission tomography (PET)) czy ultrasonografia [14]. Dzieki swoim unikalnym wtasciwos$ciom
optycznym, magnetycznym czy akustycznym, nanoczgstki moga znaczaco poprawic jakos¢
diagnostyki nowotworowej, umozliwiajgc wczesniejsze wykrycie guzow i doktadniejsze
monitorowanie postepu choroby.

Medyczne zastosowanie nanoczgstek stoi jednak przed wieloma wyzwaniami,
takimi jak chociazby potrzeba ich lepszej charakteryzacji, a takie mozliwe problemy
z toksycznoscig, niestabilnoscig w ukfadzie krazenia i nieodpowiednim ukierunkowaniu na
tkanki docelowe [15]. Naukowcy wecigz uczg sie w jaki sposdb wiasciwosci nanoczgstek
(np. tadunek, sktad, rozmiar, ksztatt, oddziatywania powierzchniowe, ztozona architektura)
wptywajg na systemy biologiczne. Wiekszo$¢ z nich jest rozpoznawana i eliminowana przez
uktad odpornosciowy jako substancja obca. Przeglad literatury dotyczacej nosnikéw lekdw na
bazie nanoczastek wskazuje, ze jedynie 0,7% (mediana) podanej dozylnie dawki nanoczastek
trafia bezposrednio do guza [16].

W zwigzku z widocznymi ograniczeniami, ktdore mogg wptywaé na efektywnosc
i bezpieczenstwo zastosowania nanotechnologii w badaniach klinicznych, moim wktadem
w postep w tym obszarze byto opracowanie nowych platform opartych
na biofunkcjonalizowanych nanoczastkach hybrydowych do efektywnej terapii i diagnostyki
nowotworéw, z mozliwoscia precyzyjnego rozpoznawania komorek rakowych.
Zaproponowane przeze mnie biofunkcjonalizacje nanoczastek polegaty
na modyfikowaniu ich powierzchni lekami niskoczgsteczkowymi, kwasami nukleinowymi,
elementami bton komérkowych czy tez biopolimerami, w taki sposéb, aby mogty one
specyficznie oddziatywac z innymi strukturami biologicznymi. Proces ten miat na celu nadanie
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nanoczgstkom unikalnych wfasciwosci, ktére umozliwiajg selektywne i ukierunkowane
dziatanie w srodowisku biologicznym, co jest szczegdlnie istotne w biotechnologii medycznej.

4.3.2. Nanoczastki hybrydowe w terapiach multimodalnych

Ztozonosc i heterogeniczno$¢ nowotwordw znaczgco obnizajg potencjat terapeutyczny
stosowanych obecnie klasycznych metod leczenia. Dlatego tez obecny trend w badaniach
klinicznych stopniowo przesuwa nacisk z monoterapii na terapie skojarzong, w celu
zwiekszenia jej skutecznosci. Co wiecej, terapia tgczona oparta o synergiczne dziatanie
poszczegbdlnych monoterapii moze skutkowac efektami superaddytywnymi, silniejszymi
niz jakakolwiek pojedyncza terapia lub ich teoretyczne kombinacje. W tym rozdziale
przedstawiam badania dotyczgce tgczonych terapii, ze szczegdlnym uwzglednieniem
zastosowania wielofunkcyjnych bionanomateriatéw na bazie polidopaminy
(ang. polydopamine (PDA)).

Polidopamina to inspirowany naturalnym pigmentem (melaning) biopolimer, ktéry
powstaje w wyniku polimeryzacji dopaminy [17]. Wytwarzajg go m.in. matze, aby przytaczac
sie do réznych powierzchni, w tym do kamieni czy drewna. PDA znalazta szerokie zastosowanie
w obszarze nanomedycyny i nanobiotechnologii [18, 19]. Pomysine wykorzystanie
polidopaminy do tworzenia innowacyjnych materiatdw mozna przypisa¢ zestawowi jej
unikalnych cech, takich jak silne wtasciwosci adhezyjne, niski koszt przygotowania, szerokie
spektrum protokotéw funkcjonalizacji powierzchni PDA, zdolnos¢ do kompleksowania prawie
wszystkich metali przejsciowych i radioizotopdw, tatwos$¢ manipulacji rozmiarem,
jak i ksztattem, stabilnos¢ w réinych s$rodowiskach biologicznych, biokompatybilnos¢
oraz silne witasciwosci fototermiczne [20]. Gtdwng przewagg PDA nad innymi czynnikami
fototermicznymi w warunkach naswietlania z zakresu bliskiej podczerwieni (808 nm)
jest wyzszy wspétczynnik absorpcji (7,3 x 108 M~ cm™), wydajno$é konwersji fototermicznej
na poziomie okoto 40% oraz wysoka fotostabilnos¢ [21]. W zwigzku z tym, szczegdlnie
w ostatniej dekadzie, polidopamine uznano za obiecujgce Zrédto wielofunkcyjnych
nanomateriatéw hybrydowych do terapii nowotworow.

4.3.2.1. Nanoczastki PDA do skojarzonej chemioterapii, terapii genowej
i terapii fototermicznej

W artykule Al wykazatem, ze nanonosniki oparte na nanoczastkach polidopaminy
sg obiecujgcy platformg dostarczania lekdw/kwaséw nukleinowych, ktére mogg znaleié
zastosowanie w skojarzonym leczeniu przeciwnowotworowym glejaka wielopostaciowego
(ang. glioblastoma multiforme (GBM)). GBM to najczesciej wystepujacy pierwotny nowotwor
mozgu, o wysokim stopniu ztosliwosci i bardzo ztym rokowaniu [22]. Z uwagi na niskg
skutecznos¢ obecnie stosowanych metod leczenia GBM oraz niski wskaznik przezycia
pacjentéw, konieczne jest opracowanie nowych strategii terapeutycznych. Prezentowana
platforma, poza efektywnym wigzaniem i dostarczaniem leku chemioterapeutycznego
oraz terapeutycznego RNA, moze byé wykorzystana jako wydajny czynnik fototermiczny.
Dzieki temu taki nosnik jest odpowiedni do taczonej foto-, geno- i chemioterapii.

13



W pierwszym etapie zsyntetyzowano sferyczne nanoczastki PDA i skutecznie
sfunkcjonalizowano je za pomocg dendrymerdéw poliamidoaminowych (ang. polyamidoamine
(PAMAM)) generacji 3.0 (DD3.0). Dendrymery PAMAM to klasa polimeréw ztozonych
z powtarzalnie rozgatezionych podjednostek reszt amidowych i aminowych [23]. To doskonaty
przyktad uniwersalnego typu nanonosnika, ktéry mozna inkorporowaé lekami (poprzez
przyfaczenie lekow i zwigzkdéw bioaktywnych do reszt lub poprzez uwiezienie ich w strukturze
dendrymeru). Ogdlny kationowy charakter i funkcjonalnos¢ dendrymeréw PAMAM sprawiajg,
ze mozna je z powodzeniem zastosowa¢ do dostarczania kwaséw nukleinowych.
W celu opracowania wielofunkcyjnego nos$nika wybrano dobrze scharakteryzowane
nanoczgstki PDA o $rednicy okoto 90 nm (ryc. 1A). Pomiary potencjatu zeta potwierdzity
skuteczno$¢ funkcjonalizacji nanoczastek PDA za pomocg dendrymeréw PAMAM,
co spowodowato zwiekszenie tadunku powierzchniowego z -30 mV do +44 mV.

Nastepnie ocenitem wptyw funkcjonalizowanych nanoczgstek PDA@DD3.0
na zywotnos¢ komoérek glejaka (linia komérkowa U-118 MG) oraz fibroblastéw ptucnych (linia
komérkowa MRC-5) w zakresie stezen od 1,125 do 9 pg/ml za pomoca testu proliferacji
komorek WST-1 oraz wieloparametrowej analizy obrazéw (ang. high content analysis (HCA))
opartej na mikroskopowej obserwacji fluorescencyjnie wybarwionych zywych i martwych
komodrek. Do pomiaru zywotnosci komérek powszechnie stosuje sie test kolorymetryczny
WST-1. Opiera sie on na redukcji soli tetrazolowej (WST-1) do rozpuszczalnego formazanu
przez enzym dehydrogenaze mitochondrialng w dzielgcych sie komérkach. Nastepnie oznacza
sie ilosciowo formazan za pomocg pomiaru absorbancji, przy czym ilos¢ utworzonego
barwnika jest proporcjonalna do ilosci zywych komodrek. Wyniki testu WST-1 wykazaty
niewielki spadek zywotnosci obu typdéw komédrek przy najwyzszym stezeniu nanoczgstek
PDA@DD3.0 (9 pg/ml) (ryc. 1B).

Test integralnosci btony komédrkowej (zywe/martwe) postuzyt mi do rozrdznienia
zywych i martwych komdrek na podstawie stanu ich btony komérkowej. Zywe komérki sa
wybarwiane na zielono ze wzgledu na aktywno$¢ esteraz, ktdre przeksztatcajg
niefluorescencyjng acetoksymetylokalceine (kalceina-AM) swobodnie przenikajgcg przez
btony komdérkowe. Rezultatem wzbudzenia jest silny, zielony sygnat fluorescencji. Martwe
komorki sg znakowane barwnikiem (homodimer-2 etydyny (EthD-2)), ktéry przedostaje sie
tylko do tych, z uszkodzonymi btonami i wigze sie z jgdrem komédrkowym, emitujgc czerwony
sygnat fluorescencyjny. Nastepnie za pomocg wieloparametrowej analizy obrazu (HCA)
okresla sie liczbe zywych i martwych komérek, a takze liczbe wszystkich komdrek w populaciji.
HCA to precyzyjna technika oparta na obrazowaniu, ktdra fgczy zautomatyzowang
mikroskopie z zaawansowanymi algorytmami analizy obrazu, w celu ilosciowej oceny
procesow komoérkowych z duzg wydajnosciag. W omawianej technice komadrki lub prébki
biologiczne sg zazwyczaj hodowane i poddawane dziataniu réznych czynnikdéw, takich jak leki
czy nanoczgstki. Fluorescencyjnie znakowane sondy lub barwniki selektywnie barwig
okreslone skfadniki komodrkowe, umozliwiajgc wizualizacje interesujgcych struktur
komodrkowych, jak i celéw molekularnych. Proces obrazowania obejmuje zbieranie duzej ilosci
zdje¢ komodrek Iub obszaréw zainteresowania przy uzyciu mikroskopu o wysokiej
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rozdzielczosci. Zdjecia sg nastepnie poddawane zaawansowanej analizie obrazu w celu
wyodrebnienia z nich danych ilosciowych. Wyniki uzyskane przy uzyciu techniki HCA
nie wykazaty znaczacych zmian w zywotnosci komdrek U-118 MG i MRC-5 po inkubacji
z nanoczgstkami PDA@DD3.0. Na zdjeciach widoczne sg gtdwnie zielone sygnaty fluorescencji
pochodzacy od zywych komérek i tylko kilka czerwonych sygnatéw fluorescencji od martwych
komorek. Nanoczastki PDA@DD3.0 mozna uznac za nietoksyczne, poniewaz w badanym
zakresie stezen nie wptynety negatywnie zaréwno na komoérki prawidtowe, jak
i nowotworowe.

Aby oceni¢ efektywnos¢ chemioterapii GBM nanoczagstki inkorporowano
doksorubicyng (DOX). To powszechnie znany, modelowy lek niskoczgsteczkowy z grupy
antracyklin, ktéry charakteryzuje sie skutecznym dziataniem przeciw wielu nowotworom
ztosliwym. DOX wigze sie z DNA komdrek nowotworowych i blokuje dziatanie enzymu
topoizomerazy Il, ktéry bierze udziat w procesie replikacji. Nanoczastki pomagaja
zoptymalizowac¢ dziatanie doksorubicyny, zwiekszajagc jej skutecznos¢, jednoczesnie
zmniejszajac ryzyko powaznych dziatan niepozgdanych. DOX zatadowano na nanoczastkach
PDA@DD3.0 z wysoka wydajnoscig (99%). Zgodnie z analizg spektrofotometryczng UV-Vis,
DOX uwalniata sie z nanonosnikow w sposéb zalezny od pH. Najwieksze uwalnianie
zaobserwowano w kwasnym pH (4,5), ktére stymulowato srodowisko komérek
nowotworowych, natomiast niskie przy pH obojetnym (7,2). Zjawisko to mozna przypisac
protonowaniu grup aminowych w kwasnym pH, co powoduje uwolnienie leku z przestrzeni
w strukturze dendrymeroéw.

Skutecznos$é dostarczania leku z wykorzystaniem badanych nanonosnikéw do komadrek
glejaka okreslono za pomocy testu proliferacji komoérek Click-iT EdU. W tej analizie
zmodyfikowany analog tymidyny 5-etynylo-2'-deoksyurydyna (EdU) wbudowuje sie w nowo
syntetyzowang ni¢ DNA proliferujgcych komédrek. Natomiast DOX, ktéra hamuje proliferacje
komorek, uniemozliwia inkorporacje EdU podczas procesu replikacji. Nastepnie za pomocg
metody HCA oznacza sie iloSciowo replikujgce komorki wyznakowane barwnikiem EdU
oraz wszystkie komorki w populacji wyznakowane barwnikiem Hoechst 33342 (ryc. 1D).
Traktowanie komoérek glejaka nanoczgstkami PDA@DD3.0@DOX byto bardzo skuteczne,
nawet przy ich najnizszym stezeniu. Wspodtczynnik proliferacji komdérek U-118 MG bez
nanoczastek zatadowanych DOX wynidst prawie 60% po 24-godzinnej inkubacji
z odczynnikiem EdU (ryc. 1C). Zmniejszenie ilosci proliferujgcych komaérek, indukowane przez
nanoczastki PDA@DD3.0@DOX, zaobserwowano w catym zakresie stezen. Ponadto
interpretacja badan wychwytu komorkowego doksorubicyny, ktérg przeprowadzitem przy
uzyciu konfokalnej mikroskopii fluorescencyjnej, potwierdzita skuteczng internalizacje
nanoczastek PDA@DD3.0@DOX po 4 godzinach inkubacji. Obrazy mikroskopowe pozwolity
posrednio udowodnic, ze badane nanoczgstki s3 w stanie zapewni¢ efektywng chemioterapie
poprzez interkalacje dostarczonej DOX w strukture DNA, hamujgc jednoczesnie proliferacje
komorek.

Pozytywne rezultaty zastosowania nanoczgstek PDA@DD3.0 w terapii genowej
potwierdzono poprzez obnizenie poziomu ekspresji biatka tenascyny-C (TN-C) w komdrkach

15



U-118 MG. Glejaki ztosliwe wykazujg nadekspresje szeregu markeréow powierzchniowych,
ktdre mozna wykorzystaé jako cele terapeutyczne [24]. Jednym z takich celéw moze by¢é
glikoproteina macierzy zewnatrzkomérkowej — TN-C, ktdéra bierze udziat m.in. w adhezji,
inwazji, migracji i proliferacji komoérek nowotworowych [25]. Swoiste wobec sekwencji mRNA
hamowanie ekspresji biatka TN-C poprzez interferencje RNA (RNAI) jest obiecujagcg metoda
terapii przeciwko glejakowi. Jednakze wydajne dostarczanie nagiego, dwuniciowego RNA
(ang. double stranded RNA (dsRNA)) komplementarnego do sekwencji mRNA biatka TN-C
(ATN-RNA) jest problematyczne, ze wzgledu na jego szybky degradacje przez nukleazy
oraz staby wychwyt wewngtrzkomérkowy [26]. Wigzanie ATN-RNA z nanoczgstkami
PDA@DD3.0 poprzez oddziatywania elektrostatyczne pomiedzy dodatnio natadowang
powierzchnig dendrymeréw PAMAM a ujemnie natadowanymi grupami fosforanowymi
w dsRNA, potwierdzitem za pomocy elektroforezy zelowej (ryc. 1E). Przy stosunku 30:1
(stosunek wagowo/wagowy nanoczgstek PDA@DD3.0 do dsRNA) nie zaobserwowano sygnatu
z niezwigzanego dsRNA, co wskazuje, ze kwas nukleinowy zostat w petni przytgczony
do badanego nanonosnika. Obecnos¢ DOX w dendrymerach dodatkowo poprawiata wigzanie
dsRNA z nosnikiem. Analiza gRT-PCR wykazata, ze badane nanoczgstki byty w stanie dostarczy¢
dsRNA, a takze obnizy¢ poziom ekspresji biatka TN-C w komédrkach U-118 MG w stezeniach
wyzszych niz 50 nM dsRNA (ryc. 1F). Poziom ekspresji biatka TN-C spadt z 80%
przy zastosowaniu 50 nM dsRNA, do 70% dla komodrek traktowanych 100 nM dsRNA. Nie
zaobserwowano zauwazalnej zmiany w ekspresji TN-C w przypadku zastosowania samych
nanoczgstek bez dsRNA.

Terapia fototermiczna moze by¢ obiecujacg strategia leczenia GBM, poniewaz
umozliwia zniszczenie guza za pomocg ciepta. Otrzymane nanoczastki PDA@DD3.0
charakteryzowaty sie wysokimi wtasciwosciami fototermicznymi. Zaobserwowano zalezng
od stezenia zmiane temperatury przygotowanych roztwordw nanoczgstek podczas
naswietlania swiattem lasera o dtugosci fali 808 nm i mocy 3 W (co odpowiada gestosci mocy
9 W/cm?) (ryc. 1G). Dla najwyzszego badanego stezenia (100 pg/ml) temperatura roztworu
nanoczgstek PDA@DD3.0 wzrosta o prawie 50 °C pod wptywem promieniowania NIR. Wzrost
temperatury naswietlanych nanoczastek potwierdzity takze obrazy z kamery termowizyjne;j.
Materiat ten jest réwniez wysoce stabilny w czasie, czego dowiodty pomiary fotostabilnosci
w pieciu cyklach naswietlania. Koncowym etapem badan byto okreslenie aktywnosc
nanoczastek z przytagczonym dsRNA (PDA@DD3.0@ATN-RNA) w terapii fototermicznej
komodrek glejaka przy uzyciu testu integralnosci btony komodrkowej (zywe/martwe). Po
4-godzinnej inkubacji z analizowanymi nanoczgstkami, komérki U-118 MG naswietlano
nastepnie przez 5 minut laserem o dtugosci fali 808 nm i mocy 3 W (co odpowiada gestosci
mocy 9 W/cm?). Do$wiadczenie przeprowadzitem w komorze $rodowiskowej, utrzymujgc
temperature 37 °C. Zywotno$¢ komodrek oceniono po kolejnych 24 godzinach.
Aby przeprowadzi¢ testy integralnosci btony komdérkowej (zywe/martwe), komorki najpierw
wybarwiono odpowiednimi barwnikami, a nastepnie wizualizowano w mikroskopie
fluorescencyjnym lub analizowano za pomocg cytometrii przeptywowej.
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Rycina 1. Wybrane wyniki zastosowania nanonosnika PDA@DD3.0 w terapii glejaka

wielopostaciowego: zdjecia z mikroskopii TEM (A), ocena Zywotnosci komdrek za pomocq testu WST-1
(C), ocena efektu chemioterapeutycznego w komdrkach za pomocq testu proliferacji EdU (D, E), analiza
wigzania RNA za pomocq elektroforezy agarozowej (F), analiza ekspresji genéw za pomocq qRT-PCR
(G), analiza wtasciwosci fototermicznych (H), ocena Zywotnosci komdrek po naswietlaniu laserem NIR
za pomocq testu integralnosci bfony komadrkowej (1).

Test Count&Viability wykonywany za pomocg analizatora komérek Muse (cytometr
mikrokapilarny) umozliwia rozréznienie zywych i martwych komérek w populacji na podstawie
przepuszczalnosci btony komdrkowej dla dwdch barwnikéw wigzgacych DNA. Jeden barwnik
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wigze sie do DNA komodrek z uszkodzong btong, natomiast drugi, przenikajacy przez btone
barwi jadra wszystkich komdrek w populacji. Analiza uzyskanych danych wykazata, ze nie byto
réznicy w zywotnosci komérek naswietlanych laserem w porédwnaniu z komdrkami
kontrolnymi. Zgodnie z oczekiwaniami, po wspomnianym naswietlaniu komodrek
inkubowanych z nanoczgstkami w dwdch najwyzszych stezeniach, odnotowano znaczny
spadek ich zywotnosci. Potwierdzito to wysoka skutecznosc¢ terapii fototermicznej, ktora przy
najwyzszym stezeniu zmniejszata liczbe zywych komoérek do 20%. Efekt ten zaobserwowano
tez na zdjeciach z mikroskopu fluorescencyjnego (ryc. 1H). Komoérki wybarwione kalceing
oraz EthD-2 wykazywaty czerwony sygnat fluorescencji przy najwyzszym stezeniu nanoczastek
(9 pg/ml). Byta to oznaka uszkodzenia btony komdrkowej podczas naswietlania, poniewaz
EthD-2 jest barwnikiem nieprzepuszczalnym dla komdrek zywych. Przy nizszych stezeniach
nanoczgstek naswietlanych laserem wykazano wyrazny wzrost stosunku komérek zywych
do martwych.

4.3.2.2. Nanoczgstki PDA do celowanej, skojarzonej chemioterapii i terapii
fototermicznej

Nanobiotechnologia to niezwykle szybko rozwijajacy sie obszar badan, ktéry moze
przyczynic¢ sie do opracowania nowych, obiecujgcych strategii terapeutycznych do leczenia
nowotworu watroby (ang. hepatocellular carcinoma (HCC)). Wedtug WHO choroba ta zajmuje
széste miejsce na Swiecie pod wzgledem zachorowalnosci, a Smiertelnos¢ z jej powodu
niestety nadal jest bardzo wysoka. W pracy A2 wykazatem, Zze nanoczastki PDA
o wtasciwosciach fototermicznych mozna z powodzeniem stosowaé w skojarzonej chemio-
i fototerapii HCC. Aby poszerzy¢ swojg prace badawczg skupitem sie takie na ocenie
modyfikacji nanoczgstek wprowadzanych w celu wykazania ich uzytecznosci w terapii
celowanej. Ukierunkowane dostarczanie nanoczgstek do komérek nowotworowych watroby
za posrednictwem receptordw, ktére ulegajg nadekspresji na ich powierzchni moze by¢
alternatywng metoda bezpiecznego i selektywnego dostarczania lekéw
przeciwnowotworowych w terapii HCC.

W badaniach tych kuliste nanoczgstki PDA skutecznie sfunkcjonalizowano
dendrymerami PAMAM generacji 3.0 (G3.0), a nastepnie dodatkowo zmodyfikowano ich
powierzchnie glikolem polietylenowym (PEG) oraz kwasem foliowym (FA). Dendrymery
PAMAM mozna tatwo poddawaé modyfikacji poprzez przytaczenie ligandow specyficznie
rozpoznajacych receptory ulegajgce nadekspresji na komdrkach nowotworowych. Z kolei PEG
jest najpowszechniej stosowanym polimerem stuzagcym do ostaniania nanoczastek,
zapobiegajac ich agregacji oraz wydtuzajgc czas retencji we krwi [27]. Rdzen nanoczgstek PDA
miat ksztatt sferyczny o $rednim rozmiarze okoto 90 nm (ryc. 2A). Skuteczng funkcjonalizacje
powierzchni nanoczastek potwierdzono za pomocg pomiaréw potencjatu zeta oraz
spektroskopii fourierowskiej w podczerwieni (ang. Fourier-transform infrared spectroscopy
(FT-IR)). Srednica nanonoénikéw wynosita okoto 150 nm.

Nanoczgstki PDA charakteryzowaty sie wtasciwosciami pozwalajagcymi na ich
zastosowanie, jako skuteczne, aktywowane sSwiattem narzedzie w terapii fototermiczne;j.
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Dla tych nanoczgstek wykazano zalezny od stezenia i czasu, wzrost temperatury po
naswietlaniu laserem o dfugosci fali 808 nm oraz gesto$ci mocy 2 W/cm? (ryc. 2B).
Temperature roztworu nanoczgstek o najwyzszym stezeniu (200 pg/ml) podwyzszono o 33 °C.
W kolejnych pieciu cyklach naswietlania nie zaobserwowano spadku generowanej
temperatury, co Swiadczy o wysokiej fotostabilnosci analizowanego nanomateriatu.

Toksycznos$¢ nanoczastek zaleze¢ moze od ich wielu parametréw fizykochemicznych.
Poniewaz wielkos¢, ksztatt i sktad chemiczny nanoczastek byty state, zaplanowane badania
pozwolity mi oceni¢ cytotoksycznos¢ nanoczastek na kazdym etapie procesu ich
funkcjonalizacji. W tym celu przeprowadzono kolorymetryczny test WST-1 oraz analize HCA
opartag na fluorescencyjnym barwieniu zywych i martwych komérek z wykorzystaniem
prawidtowych komoérek nabtonka watroby (linia komoérkowa THLE-2) inkubowanych
z nanoczastkami w zakresie stezen od 1,25 do 40 pg/ml. Pomiar aktywnosci metabolicznej
komodrek wykazat toksycznos¢ nanomateriatu zalezng od stezenia. Z kolei w analizie HCA
stosunek komodrek zywych do martwych po inkubacji z testowanymi nanoczastkami byt
podobny do tego, w komdrkach kontrolnych. Stwierdzitem réwniez, ze komoérki pozostaty
zywe, ale ich aktywnos¢ proliferacyjna zostata zahamowana wraz ze wzrostem stezenia
czastek. Przy wyzszych stezeniach rodzaj funkcjonalizacji nanoczgstek wptywat na zywotnos¢
komodrek. Dowiodtem, ze modyfikacja powierzchni nanoczastek PDA dendrymerami PAMAM
zmniejsza zywotnos¢ komodrek. Moze to wynikaé z ich dodatniego tadunku, ktory
w konsekwencji prowadzi do zwiekszonej interakcji z ujemnie natadowanymi btonami
komérkowymi. Funkcjonalizacja nanoczgstek PDA pokrytych dendrymerami za pomoca PEG
i FA dodatkowo obnizyta aktywnosé metaboliczng komoérek, a takze zmniejszyta liczbe zywych
komoérek przy najwyiszym stezeniu nanoczgstek w poréwnaniu do czystych czgstek oraz
nanoczgstek PDA modyfikowanych PAMAM.

Kolejnym etapem byta analiza wptywu terapii fototermicznej z wykorzystaniem
nanoczastek PDA@DG3@PEG@FA na komoérki raka watrobowokomaérkowego linii HepG2.
W tym celu przeprowadzono test proliferacji komorek WST-1, test integralnosci btony
komodrkowej (zywe/martwe), test na obecnosé reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen
species (ROS)) oraz test na obecno$é komorek apoptotycznych. Wyniki moich badan wykazaty
doskonatyg skutecznos¢ analizowanych nanomateriatow w terapii fototermicznej. Komérki
HepG2 zachowywaty wysokg zywotnosé w przypadku braku naswietlania laserem. Natomiast
zaobserwowatem znacznie mniejszg zywotnos¢ komadrek traktowanych wyzszym stezeniem
nanoczastek, po naswietlaniu laserem o dtugoéci fali 808 nm (2 W/cm?) przez 5 minut
(ryc. 2C). Nanoczastki spowodowaty catkowitg eliminacje komodrek dla stezenia 10 pg/ml,
20 pg/ml i 40 pg/ml w grupie traktowanej laserem (+PTT) po 48 godzinach inkubacji.
Znakowanie komoérek kalceing-AM i EthD-2 w potgczeniu z obrazowaniem za pomoca
mikroskopu fluorescencyjnego potwierdzito wptyw naswietlania laserem na komorki
nowotworowe inkubowane z nanoczgstkami PDA@DG3@PEG@FA (ryc. 2D). Uwidocznito
to uszkodzenie btony komdrkowej podczas naswietlania, poniewaz EthD-2 jest barwnikiem,
ktédry moze barwic¢ jedynie martwe komérki. Co wazne, nie zaobserwowano zmniejszenia
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zywotnosci komérek w grupach kontrolnych (bez naswietlania (-PTT) i z naswietlaniem (+PTT)
laserem).

Zgtebiajgc temat mechanizmu $mierci komdrek wywotanej naswietlaniem laserem,
skupitem sie na analizie powstawania ROS oraz analizie profilu komdrek apoptotycznych
za pomocy cytometrii przeptywowej. Badanie stresu oksydacyjnego mozna wykorzystac
do okreslenia poziomu produkcji ROS m.in. 02*, HO® i H,0,, ktére prowadzg do peroksydacji
ttuszczéw, biatek i kwasédw nukleinowych [28], a w konsekwencji do zakiécenia szlakdéw
sygnatowych, aktywacji kaskad enzymatycznych, indukcji apoptozy, a takze alternatywnych
dréog Smierci komoérki. Test ten polega na dodaniu dihydroetydyny, odczynnika
przepuszczalnego dla btony komdrkowej, ktéry w kontakcie z anionami ponadtlenkowymi
ulega utlenieniu i tworzy produkt fluorescencyjny interkalujacy, do DNA. Poziom ROS
mierzono w komérkach HepG2 inkubowanych przez 4 godziny z badanymi nanoczgstkami PDA
bezposrednio po naswietlaniu, a takze 24 lub 48 godzin po traktowaniu laserem NIR. Pozwolito
mi to wyrézni¢ dwie populacje komérek: prawidtowe (ROS-) oraz te, ktére podlegajg stresowi
oksydacyjnemu (ROS+). Znaczacy wzrost wewnagtrzkomdérkowego poziomu ROS
zaobserwowano bezposrednio po naswietleniu komérek wigzkg lasera dla stezen nanoczgstek
powyzej 5 ug/ml (ryc. 2E). Ponadto podwyzszony poziom ROS utrzymywat sie przez
24 i 48 godzin po naswietlaniu laserem NIR. Badania wykazaty, ze nanoczgstki naswietlane
laserem NIR indukowaty cytotoksycznos¢ wywotang stresem oksydacyjnym. Z kolei
traktowanie komodrek tylko wigzkg lasera nie powodowato wytwarzania ROS. Same
nanoczgstki réwniez nie zwiekszaty wewnatrzkomoérkowego poziomu ROS.

Produkcja ROS jest kluczowym czynnikiem biorgcym udziat w procesie apoptozy.
Ze wzgledu na wieloetapowy charakter tego zjawiska, istotne jest jego wykrycie
w jak najwczesniejszej fazie. W zaplanowanym przeze mnie tescie wykorzystano fakt,
ze na wczesnym etapie apoptozy fosfatydyloseryna ulega translokacji przez btone komérkowa,
gdzie moze zostac zwigzana przez znakowang fluorescencyjnie aneksyne V. Jodek propidyny,
marker martwych komoérek, jest wskaznikiem integralnosci strukturalnej btony komérkowej.
Jednoczesne uzycie tych odczynnikdéw pozwolito mi wyrézni¢ cztery populacje komoérek:
komodrki we wczesnym stadium apoptozy (1), komérki pdézno apoptotyczne/martwe (2),
komorki nieapoptotyczne (3) i komorki martwe (4). Nie zaobserwowatem istotnego wzrostu
liczby komérek apoptotycznych po inkubacji z analizowanymi nanoczgstkami w badanym
zakresie stezen. Jednakze 24 godziny po naswietleniu laserem NIR populacja komédrek
apoptotycznych/martwych osiggneta poziom 100% dla wyzszych stezen nanoczastek
(10-40 pg/ml) (Ryc. 2F i G). Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze mechanizmem
odpowiedzialnym za smier¢ komdrek HepG2 wywotang terapig fototermiczng byta apoptoza,
poniewaz wzrost temperatury po naswietlaniu nanoczastek nie przekraczat 50 °C.

W celu zbadania efektu chemioterapeutycznego nanoczgstek PDA zatadowanych
lekiem przeciwnowotworowym DOX przeprowadzono test WST-1 oraz test wykrywania
apoptozy. Zaobserwowatem zalezny od stezenia spadek zywotnosci komérek HepG2
inkubowanych z nanoczgstkami PDA@DG3@DOX. Po 48 godzinach ekspozycji odsetek
komodrek wczesno apoptotycznych powiekszat sie, wraz ze wzrostem stezenia nanoczastek
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w grupie traktowanej PDA@DG3@DOX. Natomiast odsetek komorek pdzno
apoptotycznych/martwych wzrést dla stezenia 40 pug/ml.
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Rycina 2. Wybrane wyniki zastosowania nanonosnika PDA@DG3@PEG@FA w terapii raka
wgtrobowokomdrkowego: zdjecia z mikroskopii TEM (A), analiza wtasciwosci fototermicznych (B),
ocena zywotnosci komdrek po naswietlaniu laserem NIR za pomocq testu WST-1 (C) oraz testu
integralnosci btony komadrkowej (D), analiza stresu oksydacyjnego (E) oraz testu na obecnos¢ apoptozy
(F) w komdrkach po naswietlaniu laserem NIR za pomocq cytometrii przeptywowej, ocena efektu
chemioterapeutycznego w komdrkach za pomocq testu WST-1 (G) oraz testu na obecnosc apoptozy (H),
zdjecia z konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego (1).

W kolejnym etapie sprawdzitem wtasciwosci celujgce badanych nanoczastek. Receptor
folianowy (ang. folate receptor (FR)) ulega nadekspresji w wielu typach nowotwordw, w tym
na komadrkach nowotworu watroby [29]. Dlatego tez moze by¢ wykorzystywany jako wysoce
rokujacy cel w terapii nowotworowej. Nanoczgstki biofunkcjonalizowane kwasem foliowym
i zatadowane lekiem znaczgco obnizaty zywotnos¢ komdrek w porownaniu z wolng
doksorubicyng (ryc. 2H). Dla najwyzszych stezen nanoczastek (10-40 pg/ml) przezywalnosé
komorek spadta ponizej 20%. Stwierdzitem, ze proces apoptozy byt indukowany juz przy
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niskim stezeniu nanoczastek (1,25 pg/ml). Z kolei poziom komédrek wczesno apoptotycznych
byt znacznie nizszy, niz poziom komodrek pdzino apoptotycznych przy wyzszych stezeniach
(ryc. 21iJ). Dane te sugeruja, ze nanoczastki PDA@DG3@PEG@FA mogg skutecznie dostarczac
lek poprzez aktywne celowanie w receptory kwasu foliowego na powierzchni komorek.
W przypadku nanoczastek biofunkcjonalizowanych FA, za Smier¢ komorek odpowiadat proces
apoptozy, a efekt terapeutyczny mozna byto uzyskaé juz przy bardzo niskich stezeniach leku
(0.5 pg/ml). Ponadto interpretacja badan wychwytu komérkowego, ktorg przeprowadzitem
przy uzyciu konfokalnej mikroskopii fluorescencyjnej, potwierdzita skuteczng internalizacje
analizowanych biofunkcjonalizowanych nanoczastek po 4 godzinach inkubacji (ryc. 2K).

Aby sprawdzi¢ aktywnos¢ nanoczgstek PDA@DG3@PEG@FA w skojarzonej chemio-
i fototerapii komdérek nowotworu watroby, komérki HepG2 naswietlano laserem NIR
po 4 godzinach inkubacji z nanoczgstkami z lekiem. Testy zywotnos$ci wykonano po kolejnych
48 godzinach. Wyniki badan wykazaty spadek przezywalnosci komérek po naswietlaniu
laserem, wynikajacy z efektu fototermicznego, w zakresie stezen 5-40 ug/ml. Spadek przezycia
komoérek w zakresie stezen od 1,25 do 5 pg/ml byt z kolei zwigzany ze stosowaniem
nanoczgstek zatadowanych lekiem. Zwiekszony odsetek pdino apoptotycznych komodrek
w zakresie stezen od 1,25 do 5 pg/ml, w poréwnaniu z komérkami nienaswietlanymi (-PTT),
moze wynika¢ ze zwiekszonego uwalniania leku z nanoczgstek, przy nizszych stezeniach
w wyniku naswietlania laserem NIR.

4.3.2.3. Nanoczastki magnetyczne pokryte PDA do celowanej, skojarzonej
chemioterapii i terapii fototermicznej

Nanoczgstki magnetyczne i sfery magnetyczne pokryte biopolimerem polidopaming to
kolejny rodzaj nanomateriatéw wykorzystujgcych dendrymery PAMAM oraz ukierunkowane
dostarczanie, ktore zastosowatem w swoich badaniach jako wielofunkcyjng platforme do
eliminacji komérek nowotworowych (A3). Tak modyfikowane materiaty mogg stuzy¢ jako
skuteczne nosniki lekdow do tgczonej chemio- i fototerapii raka watrobowokomaérkowego.

Mniejsze nanoczgstki magnetyczne typu rdzen/powtoka zsyntetyzowano w drodze
wspotstracania, natomiast wieksze sfery magnetyczne (nanoczastki magnetyczne osadzone
w matrycy polimerowej) otrzymano w wyniku reakcji solwotermicznej. Nastepnie
polidopamine osadzono na nanomateriatach poprzez polimeryzacje oksydacyjng
chlorowodorku dopaminy. Dendrymery PAMAM i kwas foliowy przytgczono do powierzchni
PDA w sposdb opisany w publikacji A2, z tg réznicg, ze w omawianym przypadku zastosowano
dendrymery generacji 5.0. Oba rodzaje nanomateriatéw poddano szczegdtowej
charakteryzacji za pomoca transmisyjnej mikroskopii elektronowej (ang. transmission electron
microscopy (TEM)) (ryc. 3A), spektroskopii FT-IR, analizy termograwimetrycznej
(ang. thermogravimetric analysis (TGA)), a takze pomiardw potencjatu zeta i wtasciwosci
magnetycznych.

Nanoczgstki miaty wielkos¢ w zakresie od 8 do 14 nm, natomiast sfery
od 80 do 120 nm. Zaobserwowano, ze sfery magnetyczne wykazywaty silniejsze wtasciwosci
fototermiczne po naswietleniu wigzkg lasera NIR o mocy 2 W/cm? niz nanoczastki
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magnetyczne o mniejszych rozmiarach. Ponadto ich odpowiedZ fototermiczng mozna
wzmocni¢ poprzez obecnos¢ powtoki PDA. Zmiana temperatury roztworu nanomateriatow
o stezeniu 100 pg/ml wyniosta odpowiednio 16 °C dla nanoczastek i 19 °C dla sfer
naswietlanych laserem o mocy 2 W/cm?. W obu typach materiatéw wzrost temperatury
zarejestrowany dla stezenia 25 pg/ml byt wyzszy, niz w przypadku materiatéw magnetycznych
nie pokrytych polidopaming.

Cytotoksycznos¢ zsyntetyzowanych nanomateriatéw ocenitem na prawidtowych
komadrkach nabtonka watroby (THLE-2) za pomocg testu WST-1 oraz testu integralnosci btony
komodrkowej (zywe/martwe). Wyniki wykazaty zalezng od stezenia toksycznos¢ w obu
wariantach nanomateriatéw, mierzong na podstawie aktywnosci metabolicznej komdrek
w zakresie stezenn od 1,25 do 40 pg/ml. Natomiast w tescie fluorescencyjnym, stosunek
komoérek zywych do martwych po inkubacji z analizowanymi materiatami byt podobny,
jak w komdrkach kontrolnych. Zaobserwowatem, ze komorki pozostaty zywe, jednakze ich
aktywnos¢ proliferacyjna byta hamowana wraz ze wzrostem stezenia czgstek. Wiekszg
zywotnos¢ komorek uzyskano w przypadku nanoczgstek magnetycznych pokrytych wytgcznie
PDA. Jest to zgodne z doniesieniami wskazujgcymi, ze tego typu nanomateriaty charakteryzuja
sie mniejszg toksycznoscig [30]. Przytgczenie dendrymeréw PAMAM zmniejszyto zywotnos¢
komorek, co jest spowodowane dodatnim tadunkiem czastek oraz zwiekszong interakcja
z ujemnie natadowanymi membranami. Dalsza funkcjonalizacja materiatéw z wykorzystaniem
PEG poprawifta ich biokompatybilnos¢. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzitem,
ze efekt cytotoksyczny zalezy od rodzaju funkcjonalizacji czgstek.

Niska toksycznos$¢ w potgczeniu z wysokimi wtasciwosciami fototermicznymi dowiodty,
ze nanoczgstki te mogg znalez¢ zastosowanie w skutecznej fototerapii komarek raka watroby.
Zywotnosé komdrek HepG2 po inkubacji z nanomateriatami, a takze po naéwietlaniu laserem
o mocy 2 W/cm? ocenitem za pomocga testu WST-1, testu integralnosci btony komdrkowej
(zywe/martwe) oraz oznaczenia poziomu ROS. Dla stezen 20 pug/ml i 40 pg/ml cytotoksycznosé
nanoczastek magnetycznych wzrosta odpowiednio o ponad 60% i 80% w grupie traktowanej
laserem (+PTT) (ryc. 3B). Barwienie komodrek kalceing-AM i EthD-2 w pofaczeniu
z obrazowaniem za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego wykazato obecnos¢ czerwonego
sygnatu fluorescencji przy najwyiszym stezeniu (40 pg/ml) (ryc. 3C). Byta to oznaka
uszkodzenia btony komdrkowej podczas naswietlania. Przy nizszych stezeniach
zaobserwowano wyrazny wzrost stosunku ilosci komodrek zywych do martwych.
Wewnatrzkomérkowy poziom ROS mierzony bezposrednio po naswietlaniu nieznacznie
zwiekszyt sie, wraz ze wzrostem stezenia nanoczgstek, osiggajac najwyiszg wartosé dla
stezenia 40 pg/ml (ryc. 3D). W przypadku sfer magnetycznych efekt ten byt jeszcze bardziej
wyrazny, poniewaz w grupie traktowanej laserem (+PTT) zaobserwowano uszkodzenie
wszystkich komarek przy 40 pg/ml i prawie 90% spadek zywotnosci komorek przy 20 pg/mil.
Dane te byly zgodne z wynikami testu integralnosci btony komodrkowej (zywe/martwe),
w ktérym przy najwyzszych stezeniach zarejestrowano wiele martwych komérek. Nalezy
zauwazy¢, ze poziom ROS wzrastat przy nizszym stezeniu czastek (10 pug/ml) inkubowanych
z komodrkami HepG2 naswietlanymi laserem NIR. Same czastki, jak réwniez ekspozycja
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komdrek na wigzke lasera nie zwiekszaty wewngatrzkomérkowego poziomu ROS. Dane te
sugerujg, ze stres oksydacyjny bierze udziat w procesie cytotoksycznym indukowanym przez
badane nanomateriaty naswietlone laserem NIR.
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Rycina 3. Wybrane wyniki zastosowania nanonosnikow NPs@PDA@DD5@PEG-FA oraz
SMAG@PDA@DD5@PEG-FA w terapii raka wgtrobowokomadrkowego: zdjecia z mikroskopii TEM (A),
ocena zywotnosci komdrek po naswietlaniu laserem NIR za pomocq testu WST-1 (B), testu integralnosci
btony komdrkowej (C) oraz testu wykrywania stresu oksydacyjnego (D), ocena efektu
chemioterapeutycznego w komdrkach za pomocq testu WST-1 (E).
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Zatadunek doksorubicyny na funkcjonalizowanych nanomateriatach dodatkowo
umozliwit wykorzystanie opracowanych nosnikdw w skojarzonej chemio- i fototerapii raka
watroby. Skumulowane uwalnianie leku po 120 godzinach wyniosto odpowiednio 19,5% dla
nanoczgstek magnetycznych i 14,5% dla sfer magnetycznych. Wyniki wskazaty
na przedtuzone uwalnianie DOX, co jest pozadang cechg w chemioterapii. Ponadto
zaobserwowano, ze proces ten byt zalezny od pH. Aby oceni¢ efekt chemioterapeutyczny
nosnikdw, komorki linii HepG2 inkubowane z nanomateriatami poddano analizie przy uzyciu
testu WST-1. W przypadku obu materiatéw wykazano zalezne od stezenia zmniejszenie
zywotnosci komodrek, potwierdzajgc jednoczesnie uwalnianie leku z nosnikéw (ryc. 3E).
Jednakze sfery magnetyczne dziataty na komorki silniej niz mniejsze nanoczastki. Efekt ten
mozna przypisaC wiekszemu rozmiarowi czastek, a w konsekwencji zwiekszonemu
zatadunkowi oraz innemu sposobowi dystrybucji leku. Naswietlanie komdrek laserem NIR
spowodowato znaczny spadek zywotnosci komodrek inkubowanych z nanoczgstkami
magnetycznymi w zakresie stezenn od 2,5 do 40 pg/ml, w pordwnaniu z chemioterapig.
Potencjat terapeutyczny naswietlanego materiatu wzrdst czterokrotnie, w pordéwnaniu
z nienaswietlanymi nanoczgstkami. Podobny efekt stwierdzono w przypadku sfer
magnetycznych. Zywotno$é komorek spadta do poziomu 70%, 20% i blisko 0%, gdy
inkubowano je z tym materiatem w stezeniach odpowiednio 5, 10 i 20 pug/ml.

4.3.3. Nanoczastki hybrydowe do teranostyki

Teranostyka integruje terapie i diagnostyke w jeden spdjny system, zapewniajacy
precyzyjne leczenie dopasowane do potrzeb konkretnego pacjenta. Zastosowanie rozwigzan
teranostycznych cieszy sie ogromnym zainteresowaniem i zostato uznane za potencjalny
przetom w pokonywaniu wyzwan konwencjonalnej terapii onkologicznej. U pacjentow
chorych na raka mamy do czynienia z potgczeniem srodkdédw obrazujacych z lekami
chemioterapeutycznymi lub terapeutycznymi kwasami nukleinowymi oraz innymi terapiami
przeciwnowotworowymi. Czynniki obrazujace sg najczesciej stosowane do przewidywania
odpowiedzi pacjenta i monitorowania skutecznosci leczenia w czasie. Mozna je rowniez
wykorzystywaé do antycypowania skutkéw ubocznych u niektérych chorych, dostarczajac
dane o potencjalnych miejscach akumulacji w zdrowej tkance. Nanoczgstki charakteryzujg sie
wyjatkowymi wiasciwosciami fizykochemicznym (rozmiar w skali nanometrycznej, unikalne
wtasciwosci magnetyczne i optyczne), a takze przedtuzong retencjg we krwi, aktywnym
lub pasywnym celowaniem w nowotwér czy zwiekszonym wychwytem komérkowym.
Dlatego tez z powodzeniem mozna je wykorzystaé jako $rodki teranostyczne. Niewatpliwie,
wraz z rozwojem nanotechnologii teranostyka stata sie rzeczywistoscig i obecnie znajduje sie
w fazie wdrazania wiedzy naukowej ,,0d stotu laboratoryjnego do tdzka chorego” (ang. bench-
to-bedside). W tym rozdziale przedstawiam wyniki moich badan, ktére mogg postuzyé
do opracowania nowatorskich platform nanoteranostycznych w leczeniu chordb
nowotworowych.
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4.3.3.1. Porowate nanoczastki PDA modyfikowane jonami metali na
potrzeby terapii i diagnostyki

Artykut A4 prezentuje wyniki badan dotyczacych systemoéw teranostycznych opartych
na mezoporowatych nanoczastkach polidopaminy (MPDA). Opisatem w nim mozliwosc¢
modyfikacji tych nanostruktur réznymi zwigzkami kompleksowymi metali, w celu uzyskania
wiasciwosci kontrastujgcych. Chociaz takie modyfikacje zostaty juz wczesniej pokazane,
nanoczgstki MPDA wzbogacone jonami zelaza (Fe), manganu (Mn) lub gadolinu (Gd) zostaty
po raz pierwszy otrzymane dzieki syntezie jednoetapowe] (ang. one-pot synthesis). Synteza
ta ufatwia jednoczesne tworzenie nanoczastek oraz wigczanie jondw metali w obrebie
jednego naczynia reakcyjnego, co zapewnia ich jednorodng dystrybucje w catej strukturze
nanomateriatéw. Oprécz mozliwosci diagnostycznych, otrzymane nanoformulacje
wykazywaty silne wtasciwosci fototermiczne. Co wiecej, porowata struktura nanoczastek
umozliwita skuteczng inkorporacje lekéw przeciwnowotworowych. Dlatego tez srodki
teranostyczne takie jak nanoczastki MPDA zawierajgce jony metali (Fe, Gd lub Mn) maja
szanse zrewolucjonizowac¢ terapie nowotwordw, zapewniajgc diagnostyke w czasie
rzeczywistym, a takze mozliwo$¢ opracowania spersonalizowanych schematéw leczenia.

Otrzymane nanoczgstki charakteryzowaty sie kulistym ksztattem (ryc. 4A). Obecnos¢
metali w nanoczgstkach potwierdzono za pomocg analizy spektrometrii dyspersji energii
promieniowania rentgenowskiego (ang. energy dispersive spectroscopy (EDS)) (ryc. 4B), ktéra
wykazata ich rwnomierny rozktad w catej strukturze, a nie tylko na powierzchni. Wszystkie
badane materiaty posiadaty widoczne pory (rozmiar ok. 10-20 nm), ktére zwiekszajg zdolnosé
nanonosnikéw do zatadunku lekéw, w poréwnaniu z materiatami nieporowatymi. Nanoczastki
modyfikowane Fe (MPDAFe) miaty najmniejszg $rednice hydrodynamiczng. Jej wartos¢ byta
na poziomie ok. 210 nm. Z kolei te zawierajgce Mn (MPDAMN) osiggnety blisko 250 nm.
Najwieksze (290nm) sposréd trzech uktaddéw okazaty sie nanoczastki modyfikowane Gd
(MPDAGd). Z drugiej strony, nanoczastki z Mn wykazywaty najnizszy potencjat zeta (-26 mV),
podczas gdy te z Fe i Gd posiadaty wartosci potencjatu zeta bliskie 0 mV.

Wiaczenie sktadnikdw metalicznych do syntezy nanoczgstek miato na celu
wykorzystanie ich paramagnetycznej natury, a w konsekwencji podniesienie ich wydajnosci
jako srodkow kontrastujgcych w obrazowaniu MRI. Uzyskane wyniki potwierdzity te
wilasciwosci we wszystkich trzech wariantach nanomateriatow. Krzywe podatnosci
magnetycznej zgodne z prawem Curie oraz krzywe namagnesowania wykazaty typowy profil
obserwowany w tego rodzaju materiatach. Co wiecej, ocena poréwnawcza z niemodyfikowang
polidopaming dowiodta, Ze charakterystyczne sygnatury magnetyczne sg rezultatem
wprowadzenia jondw metali.

Relaksacyjnos¢ jest kluczowym parametrem oceny skutecznosci nanoczastek jako
srodkéw kontrastujgcych w obrazowaniu MRI. Wartosci relaksacyjnosci oparte na pomiarach
szybkosci relaksacji podtuznej w polu o indukcji 0,4 T wyniosty 2,3 st mM™, 4 s mM™
i 19 s mM™* odpowiednio dla nanoczgstek modyfikowanych Fe (ryc. 4C), Gd i Mn.
Eksperymenty obrazowania MRI dodatkowo potwierdzity duzy potencjat kontrastujgcy
badanych nanomateriatéw, zaréwno na obrazach wazonych Ti (ryc. 4D), jak i T2. Nanoczgstki
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modyfikowane Fe i Gd wykazywaty wartosci relaksacyjnosci, ktore sg konkurencyjne, a nawet
przewyzszaja standardowo stosowane Srodki kontrastujgce, takie jak Teslascan, Magnevist
lub Prohance [31]. Z kolei nanoczastki modyfikowane Mn miaty znacznie wyzsze wartosci
relaksacyjnosci, niz powszechnie stosowane formulacje komercyjne. Dlatego tez
z powodzeniem mogga konkurowaé ze srodkami kontrastujgcymi na bazie nanoczastek takimi
jak znakowane Gd nanoczastki tlenku zelaza. Wyniki uzyskane w kierowanej przeze mnie
grupie badawczej sugerujg mozliwos¢ wykorzystania nanomateriatéw z Fe, Gd i Mn w
obrazowaniu MRI, a zarazem przyczyniajg sie do rozwoju technologii obrazowania
diagnostycznego.

W kolejnym etapie badan oceniono witasciwosci fototermiczne otrzymanych platform
teranostycznych opartych na nanoczgstkach polidopaminy modyfikowanej jonami Fe, Gd lub
Mn. Uzyskane wyniki pokazaty zalezny od stezenia wzrost temperatury dla wszystkich trzech
typdw nanomateriatéw (ryc. 4E). Warto zaznaczyé, ze zarejestrowane zmiany temperatury
przekraczaty 20 °C. Swiadczy to o znacznej wydajnosci fototermicznej wszystkich badanych
nanoformulacji. Rezultat ten potwierdza potencjat nanosysteméw do zastosowania ich
w terapii fototermicznej. Zaobserwowany wzrost temperatury naswietlanych nanoczastek
stwarza szanse na precyzyjng i kontrolowang indukcje hipertermii w docelowych tkankach.
Co wiecej, uniwersalnosé nanonos$nikdw PDA otwiera mozliwos¢ tgczenia fototerapii z innymi
metodami terapeutycznymi, takimi jak np. chemioterapia.

Ocene cytotoksycznosci nanoczgstek modyfikowanych Fe, Gd i Mn przeprowadzitem
na nienowotworowych komérkach linii MRC-5 (ludzkich fibroblastach) oraz na
nowotworowych komérkach A549 (komérki ludzkiego niedrobnokomodrkowego raka ptuc) za
pomocg testu WST-1 z 48-godzinnym okresem inkubacji (ryc. 4F). Zakres testowanych stezen
dla kazdego typu nanoczastek wynosit od 1,25 do 40 pg/ml. W przypadku komérek MRC-5,
nanoczastki z Fe, Gd i Mn wykazywaly brak znaczgcej toksycznosci do stezenia
10 pg/ml. Jednak przy najwyzszym testowanym stezeniu (40 pg/ml), zywotnos¢ komorek
zostata zredukowana do okoto 30%. Wyniki te wskazujg na zalezny od stezenia wptyw
na zywotnos¢ komoérek. Jednoczesnie zwracajg uwage na stosunkowo korzystny profil
bezpieczenstwa przy nizszych stezeniach. Co ciekawe, w przypadku komorek A549 uzyskano
podobny efekt dla nanoczgstek modyfikowanych Fe i Mn. Z kolei nanoczastki z Gd wyrazniej
wptywaty na spadek zywotnosci komérek, w poréwnaniu z dwoma innymi typami
nanomateriatdw. Przeprowadzone badania okazaty sie niezbedne do oceny profilu
bezpieczenstwa modyfikowanych nanoczgstek PDA jako potencjalnych platform
teranostycznych. Zaobserwowana zalezna od stezenia odpowiedZ w komdrkach MRC-5 i A549
pozwala na takie dobranie zakresu dawkowania nanoczgstek, ktére minimalizuje efekty
cytotoksyczne, przy jednoczesnej maksymalizacji skutecznosci terapeutycznej. Przedstawione
analizy biokompatybilnosci wnoszg cenne spostrzezenia dotyczace potencjalnej przydatnosc
nanoczgstek PDA modyfikowanych Fe, Gd i Mn jako bezpiecznych i skutecznych platform
do zintegrowanego leczenia i obrazowania komdérek nowotworowych.
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Rycina 4. Wybrane wyniki zastosowania nanoczgstek MPDAFe jako platformy do terapii i diagnostyki:
zdjecia z mikroskopii TEM (A), analiza EDS (B), analiza relaksacyjnosci (C), analiza wtasnosci
kontrastujgcych T, (D), ocena wfasciwosci fototermicznych (E), ocena Zywotnosci komdrek
inkubowanych z nanoczgstkami MPDA modyfikowanymi jonami Fe, Gd i Min za pomocgq testu WST-1

(F).

4.3.3.2. Porowate nanoczgstki
do terapii i obrazowania MRI

PDA pokryte btong komodrkowa

Potgczenie precyzyjnego celowania w komérki nowotworowe, kontrolowanego
uwalniania leku oraz monitorowania efektu terapeutycznego w czasie rzeczywistym oferuje
niespotykane dotgd mozliwosci spersonalizowanych i skutecznych metod leczenia.
Nanoczgstki gromadzg sie preferencyjnie w miejscu guza poprzez pasywne i aktywne
tkanka

nowotworowa koncentruje nanoczastki w szybszym tempie, niz inne tkanki. Wynika

mechanizmy celowania. Zgodnie z gtéwnym paradygmatem nanomedycyny,

to z nieszczelnosci uktadu naczyniowego, a takze dysfunkcji uktadu limfatycznego, ktére
uniemozliwiajg odprowadzanie nanoczgstek z nowotworu. Proces ten, nazywany efektem

28



wzmochionej przepuszczalnosci i retencji (ang. enhanced permeabilization and retention
(EPR)) [32], odpowiada tylko za 3-25% akumulacji nanoczgstek w nowotworze [33]. Dalszy
rozwdj technologii syntezy nanoczastek umozliwit wprowadzenie na ich powierzchnie
aktywnie ukierunkowanych ligandéw, ktére specyficznie wigzg sie z receptorami komodrek
nowotworowych w celu poprawy dostarczania [32]. Modyfikacja powierzchni nanoczgstek
za pomocy (poli)sacharydow, peptydow, aptamerdw, przeciwciat monoklonalnych i matych
czasteczek [34], ktére wigzg sie z receptorami ulegajgcymi nadekspresji na komodrkach
nowotworowych, moze zwiekszy¢ wychwyt komodrkowy poprzez proces endocytozy.
Taki sposdb celowania, z wykorzystaniem ligandu oddziatujgcego z receptorami kwasu
foliowego na powierzchni komodrek raka watroby, zostat przedstawiony przeze mnie
w publikacjach A2 i A3.

W ostatnich latach coraz wiecej badan skupia sie na wykorzystaniu bton komérkowych
jako elementéw poprawiajgcych bezpieczeristwo biologiczne i wiasciwosci celujgce nosnikow
lekéw przeciwnowotworowych opartych na nanoczgstkach. Powtoka z membrany nadaje
syntetycznym nanomateriatom cechy komodrek, co czyni je ciekawg platformg do réznych
zastosowan biomedycznych. W tym celu nanoczastki otacza sie btonami komérkowymi
wyizolowanymi z komérek réznego typu, takich jak np. czerwone i biate krwinki, komaérki
nowotworowe, komdrki macierzyste, ptytki krwi czy inne. Kazdy rodzaj btony, zaleznie
od zrédta pochodzenia, wyposaza nanoczgstki w dodatkowe funkcje biologiczne. Wsréd nich
wymieni¢ mozna m.in. przedfuzong retencje we krwi, ucieczke spod nadzoru uktadu
odpornosciowego lub celowanie w miejsce wystepowania komdérek nowotworowych tego
samego typu. W publikacji przegladowej A5 podsumowatem badania zmierzajace
do opracowania biomimetycznych nanonosnikéw polimerowych w celu skutecznego leczenia
nowotwordéw. Oprdocz wielu przyktadow rézinych platform wielofunkcyjnych pokrytych
btonami komdrkowymi, w pracy zamiescitem tez skondensowany przeglad wybranych
materiatdw polimerowych stosowanych w terapiach nowotworowych z uwzglednieniem
podstawowych metod ich syntezy i charakteryzacji. Ponadto opisatem rézne typy komorek,
ktore moga stanowi¢ zrédto pozyskiwania bton komdérkowych, a takze metody pokrywania
i charakteryzowania tak otrzymanych nanonosnikdw. Zaprezentowatem takze ograniczenia
i wyzwania jakim nalezy sprostaé przy projektowaniu takich systeméw. W mojej ocenie
informacje zawarte w publikacji pozwolity na usystematyzowanie wiedzy dotyczacej
otrzymywania i zastosowania nanoczastek pokrytych btonami komérkowymi. Bez watpienia
mozna jg wykorzystac do projektowania nowych, skutecznych nanonosnikow do dostarczania
srodkdéw terapeutycznych, a takze leczenia i obrazowania nowotwordéw.

Technologie opfaszczania nanoczastek btonami komérkowymi wykorzystatem
w badaniach przedstawionych w artykule A6. Charakteryzuje w nim zaprojektowany przeze
mnie nowatorski system dostarczania leku sktadajacy sie z modyfikowanych zelazem
mezoporowatych nanoczgstek polidopaminy pokrytych btonami wyizolowanymi z komadrek
nowotworowych (MPDAFe@Mem). Badania skupity sie na kompleksowej charakterystyce
fizykochemicznej, ocenie biokompatybilnosci oraz efektu fototermicznego, a takze
skutecznosci chemioterapeutycznej tych nanoczastek na modelu raka watroby. Dodatkowo
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nanonosnik odznaczat sie bardzo dobrymi wfasciwosciami kontrastujgcymi, czego dowiodty
rowniez wyniki zaprezentowane w pracy A4. Uzyskane rezultaty ujawnity ogromny potencjat
tych systemdéw dostarczania lekédw pokrytych btong komdérkowa w zakresie spersonalizowane;j
terapii i diagnostyki nowotwordéw.

Otrzymane nanoczastki MPDAFe miaty okoto 160 nm S$rednicy i widoczne pory
o rozmiarach 10-20 nm (ryc. 5A). Obecnos¢ zelaza w catym przekroju nanoczagstek
potwierdzono mapowaniem pierwiastkowym metodg spektroskopii rentgenowskiej
z dyspersjg energii (ang. energy-dispersive X-ray (EDX) spectroscopy) oraz spektrometrig mas
z plazmg indukcyjnie sprzezong (ang. inductively coupled plasma mass spectrometry
(ICP-MS)). Zatadunek lekiem modelowym DOX nanoczastek MPDAFe byt wysoki i wynosit
okoto 90%, podczas gdy efektywnos¢ enkapsulacji to okoto 46%. Uwalnianie leku byto
najskuteczniejsze dla pH 4,5 oraz w obecnosci glutationu (GSH), czyli w warunkach, ktére
odwzorowujg $rodowisko chemiczne komérek nowotworowych.

Protokot optaszczania nanoczastek MPDAFe btonami wyizolowanymi z komérek linii
HepG2 faczyt dwie najczesciej stosowane techniki. W pierwszej kolejnosci sformowano
pecherzyki blonowe metodg ekstruzji, czyli kilkukrotne przepuszczanie prébki przez porowaty
filtr. Nastepnie pecherzyki zmieszano z nanoczastkami i poddano sonikacji za pomoca
ultradzwiekéw o duzej mocy. W kolejnym etapie ponownie przepuszczono je przez filtr
z porami o wielkosci 800 nm. W ten sposéb otrzymano nanonosnik pokryty membrang
(MPDAFe@Mem). Skutecznos¢ optaszczania potwierdzono poprzez zwiekszenie $rednicy
hydrodynamicznej i potencjatu zeta analizowanych uktadéw. W efekcie wyniki ujawnity wzrost
Srednicy o okoto 10 nm, co jest zgodne z teoretyczng gruboscig btony komérkowej. Ponadto
wartos¢ potencjatu zeta spadtfa po optaszczeniu i byta bliska wartosci pecherzykéw btonowych
(-40 mV). Obecnos¢ biatek btonowych potwierdzono za pomocy elektroforezy w zelu
poliakryloamidowym (ang. sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE)) (ryc. 5C). Wzory biatkowe izolatu btonowego, pecherzykéw btonowych
i nanoczgstek MPDAFe pokrytych btong wykazaty wysoki stopien podobienistwa, co sugeruje
pomysing translokacje biatek btonowych na nanoczgstki. Warstwa membrany wokét
nanoczastek byta réwniez widoczna na obrazach z mikroskopii TEM (ryc. 5B).

Relaksacyjnos¢ potencjalnych srodkdéw kontrastujgcych jest istotnym parametrem przy
ocenie ich skutecznosci w zastosowaniach MRI. Uzyskane wartosci r1 byly zblizone do kilku
klinicznie stosowanych srodkdw kontrastujacych [31]. Nanoczastki MPDAFe@Mem
redukowaty rowniez czas relaksacji T2 (ryc. 5D).

W kolejnym etapie zbadano wtasciwosci fototermiczne nanoczgstek MPDAFe@Mem,
aby ocenié ich zdolno$¢ do przeksztatcania energii Swietlnej w ciepto, co ma fundamentalne
znaczenie w terapii fototermicznej. Otrzymane krzywe zmian temperatury oraz obrazy
z kamery termowizyjnej wykazaly wyrazing zaleznos¢ wzrostu temperatury od stezenia
nanoczgstek oraz od gestosci mocy lasera NIR (ryc. 5E). Zmiany temperatury pozostaty stabilne
w czasie pieciu cykli naswietlania, co wskazuje na powtarzalng odpowiedz fototermiczng
nanoczastek. Zachowanie to ma kluczowe znaczenie dla osiggniecia skutecznej
i kontrolowanej terapii fototermicznej, gdzie wymagana jest powtarzalnos¢ stosowanego
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leczenia. Miejscowe podgrzewanie wywotane efektem fototermicznym nanoczgstek
spowodowato réwniez uwolnienie zatadowanej DOX, zapewniajgc kontrolowane uwalnianie
leku w celowanej terapii przeciwnowotworowej (ryc. 5F).

Internalizacje nanoczgstek MPDAFe i MPDAFe@Mem do komérek linii nowotworowe;j
HepG2 oceniano po 1 i 4 godzinach inkubacji za pomocg cytometrii przeptywowej z funkcja
obrazowania. Cytometria przeptywowa z funkcjg obrazowania to czuta technika badawcza,
ktora taczy wieloparametrowg analize populacji komérek z uzyskiwaniem obrazu
pojedynczych komérek w populacji. Wyniki potwierdzity, ze nanoczgstki MPDAFe@Mem
whniknety do komdérek w wiekszym stopniu, niz nanoczastki MPDAFe (ryc. 5G). Dowodzi to,
ze powtoka btonowa nanoczgstek znaczgco zwieksza ich internalizacje do homotypowych
komérek nowotworowych (komodrki tego samego typu). Zwiekszona internalizacja
obserwowana po 1 godzinie inkubacji sugeruje szybki wychwyt nanoczgstek MPDAFe@Mem
przez komorki, ktory jest utatwiony przez interakcje miedzy btong komdrkowa a powtoka
membranowg nanoczgstek. Wzmocniony trend internalizacji nasilit sie po 4 godzinach,
wskazujgc zalezng od czasu akumulacje nanoczgstek w komérkach. Zwiekszona internalizacja
nanoczastek do komdrek nowotworowych jest kluczowym krokiem do ukierunkowanego
dostarczania lekdw, ktére umozliwi jego miejscowe i specyficzne dziatanie terapeutyczne.

Biokompatybilnos¢ systeméw dostarczania lekdw opartych na nanoczastkach
ma kluczowe znaczenie dla ich potencjalnego zastosowania klinicznego. Cytotoksycznos¢
nanoczgstek MPDAFe i MPDAFe@Mem oceniatem zaréwno na komoérkach prawidtowych
(linia MRC-5), jak i nowotworowych (linia HepG2) za pomocg analizy integralnosci btony
komérkowej (zywe/martwe) oraz poziomu proliferacji komérek. Wyniki testu na integralnos¢
btony komérkowej przy uzyciu wieloparametrowej analizy obrazu wykazaty znikoma
toksyczno$¢ nanoczastek MPDAFe dla komoérek MRC-5 i prawie 100% zywotnosci komorek
obserwowang w zakresie testowanych stezen nanoczastek (w zakresie od 1,25 do 40 ug/ml).
W przypadku komérek linii HepG2 nieznaczng toksyczno$é zaobserwowano przy najwyzszym
stezeniu (40 pg/ml) nanoczastek MPDAFe@Mem. Wyniki testu proliferacji komérek EdU
wykazaty, ze zaréwno nanoczastki MPDAFe, jak i MPDAFe@Mem nie wptywajg znaczaco
na obnizenie tempa proliferacji komoérek MRC-5 w poréwnaniu z grupg kontrolng (ryc. 5H).
Rezultaty te wskazujg na nietoksyczny charakter zaréwno nanoczastek MPDAFe,
jak i MPDAFe@Mem, w stosunku do komérek prawidtowych, jak i nowotworowych. Dowodzi
to ich potencjatu jako bezpiecznych systemdw dostarczania lekdw.

W celu oceny skutecznosci terapii fototermicznej, nanoczgstki MPDAFe@Mem
inkubowano z komérkami nowotworowymi linii HepG2. Do poréwnania wynikow zywotnosci
pomiedzy komdrkami poddanymi naswietlaniu laserem NIR o mocy 3 W/cm? oraz bez
naswietlania, zastosowatem test Count&Viability i test integralnosci btony komdérkowej
(zywe/martwe). Wyniki z cytometru przeptywowego wykazaty niewielki spadek zywotnosci
komodrek nienaswietlanych laserem, co sugeruje niskg toksycznos¢ nanoczgstek
MPDAFe@Mem (ryc. 5/). Natomiast naswietlanie komodrek inkubowanych z wyzszymi
stezeniami nanoczastek prowadzito do ich catkowitej eliminacji. Obrazy mikroskopowe
komérek HepG2 w tescie zywe/martwe dodatkowo potwierdzity znaczng toksyczno$é
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indukowang przez nanoczastki MPDAFe@Mem traktowane laserem (ryc. 5J). llos¢ zywych
komodrek wzrastata, wraz ze spadkiem stezenia nanoczastek. Podkresla to zalezny od stezenia
charakter efektu cytotoksycznego. Wyniki sugerujg, ze naswietlanie laserem wzmacnia
wtasciwosci przeciwnowotworowe nanoczgstek MPDAFe@Mem, co prowadzi do skutecznego
obnizania zywotnosci badanych komodrek. Wykorzystujac efekt fototermiczny, omawiane
nanoczastki mogg selektywnie atakowac¢ komorki nowotworowe i indukowaé ich smier¢.
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Rycina 5. Wybrane wyniki zastosowania nanoczqgstek MPDAFe@Mem jako platformy do terapii
i obrazowania MRI: zdjecia z mikroskopii TEM (A,B), analiza optaszczania za pomocq elektroforezy SDS-
PAGE (C), obrazy T, - wazone (D), ocena wtasciwosci fototermicznych (E), ocena uwalniania DOX (F),
ocena internalizacji nanoczgstek za pomocq cytometrii przeptywowej (G), ocena Zywotnosci komdrek
za pomocq testu proliferacji EJU (H), ocena zywotnosci komdrek po naswietlaniu laserem NIR za
pomocq testu Count&Vibility () oraz testu integralnosci bfony komdrkowej (J), ocena efektu

chemioterapeutycznego w komadrkach za pomocq testu WST-1 (K), zdjecia internalizacji z konfokalnego
mikroskopu fluorescencyjnego (L).
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Potencjat chemioterapeutyczny optaszczonych btonami nanoczastek inkorporowanych
doksorubicyng (MPDAFe@DOX@Mem) oceniatem na komdrkach nowotworowych linii
HepG2 przy uzyciu kilku testow. Wyniki testu WST-1 wykazaty minimalny wptyw nanoczgstek
MPDAFe na zywotno$¢ komodrek w wiekszosci testowanych stezen (1,25-20 ug/ml) (ryc. 5K).
Jednakze przy najwyiszym stezeniu (40 pg/ml) zaobserwowatem umiarkowany spadek
zywotnosci komorek, wynoszgcy okoto 20%. Z kolei nanoczastki MPDAFe@DOX@Mem
wykazaty silne dziatanie chemioterapeutyczne, powodujgc catkowitg eliminacje komérek przy
stezeniu 20 pg/ml. Nanoczgstki MPDAFe@DOX wykazywaty znaczng cytotoksycznosc,
aczkolwiek mniej wyrazng, niz nanoczastki MPDAFe@DOX@Mem z okoto 10% zywotnoscia
komorek przy najwyzszym stezeniu. Ponadto analiza poréwnawcza nanoczgstek na podstawie
testu EdU ujawnita spadek odsetka proliferujgcych komérek w obu przypadkach. Warto
zauwazy¢, ze nanoczgstki MPDAFe@DOX@Mem odznaczaty sie wyzszg cytotoksycznoscia
w porownaniu z nanoczgstkami MPDAFe@DOX i wolng DOX. Sugeruje to wysoka skutecznosc
terapeutyczng, ktéra osiggnieto dzieki synergistycznemu dziataniu nanonosnika i powtoki
z btony komérek nowotworowych. Dodatkowo obrazy z mikroskopii konfokalnej potwierdzity
wyzszg internalizacje nanoczastek MPDAFe@DOX@Mem po 4 godzinach inkubacji
z komodrkami linii HepG2 (ryc. 5L). Intensywny wychwyt komérkowy i wewngtrzkomorkowa
lokalizacja zatadowanych DOX nanoczastek wskazuje na skuteczne dostarczanie leku
do docelowych komdérek nowotworowych. Badania dotyczgce mezoprowatych nanoczgstek
PDA modyfikowanych jonami metali i optaszczonych btonami komdérkowymi przeprowadzono
w ramach projektu SONATA 14, ktérego bytem kierownikiem.

4.3.3.3. Nanodiamenty pokryte PDA do terapii fototermicznej
i obrazowania fluorescencyjnego

Nanodiamenty (ang. nanodiamonds (NDs)) dzieki swoim unikalnym wtasciwosciom
fizyko-chemicznym, a takze doskonatej biokompatybilnosci mogag znalez¢ zastosowanie
zarébwno w terapii, jak i diagnostyce nowotwordow m.in. jako wielofunkcyjna platforma
do obrazowania fluorescencyjnego oraz terapii fototermicznej. Jednym ze sposobdw
bioobrazowania z uzyciem NDs jest wykorzystanie centréw barwnych, czyli naturalnych badz
wprowadzonych sztucznie defektéw krystalicznej struktury, ktére zapewniajg wtasciwosci
fluorescencyjne. Kluczowym etapem umozliwiajgcym wykorzystanie NDs w teranostyce jest
rowniez biofunkcjonalizacja ich powierzchni. Duza powierzchnia wtasciwa NDs
oraz wystepowanie na niej grup funkcyjnych zawierajacych tlen utatwia proces modyfikacji.
Poniewaz nanodiamenty wykazujg niskg wydajnos¢ konwersji fototermicznej, muszg byé
modyfikowane odpowiednimi materiatami, jak np. PDA, aby moina je byto uznaé
za skuteczny Srodek fototermiczny. Biofunkcjonalizacja NDs polidopaming pozwala
dodatkowo na przytaczanie bioaktywnych czasteczek, ktére mogg byé efektywne dostarczane
do docelowych tkanek i komdrek.

We wczesniejszych badaniach korzystatem z nanodiamentéw otrzymywanych metoda
kontrolowane] detonacji z grupami karboksylowymi na powierzchni, ktére nie dawaty jednak
zadowalajgcego sygnatu fluorescencji. Wyniki zaprezentowane w publikacji A7 dotycza
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zastosowania NDs wytworzonych w procesie ablacji laserowej jako bazy do syntezy wysoce
biokompatybilnego uktadu bimodalnego, zaréwno o wifasciwosciach fluorescencyjnych,
jak i fototermicznych. Nanodiamenty dziataty jako znacznik fluorescencyjny do obrazowania
komérkowego, z kolei polidopaminowa otoczka zapewniata efekt fototermiczny.
Wprowadzenie hiperglicerolu (hPG) na powierzchne poprawito stabilnos¢ NDs w wodzie,
a takze pomogto w ich dezagregacji. Niemodyfikowane NDs o wielkosci ok. 5 nm szybko
wytracaty sie w postaci duzych agregatéw, osiagajac zwykle rozmiary powyzej 2 pm.
Po funkcjonalizacji hPG, rozmiar NDs ulegt zmniejszeniu, a rozktad srednicy hydrodynamicznej
byt znacznie wezszy. Nastepnie przeprowadzono polimeryzacje dopaminy na nanodiamentach
funkcjonalizowanych hPG. Do dalszych eksperymentéw wybrano prébki z najnizszg
(NDs@hPG@PDA (1)) i najwyzszg (NDs@hPG@PDA (10)) (ryc. 6A) iloscig prekursora PDA
uzytego w procesie powlekania. Powtoka polidopaminowa w prébce NDs@hPG@PDA (10)
byta blisko 4 razy grubsza, niz w prébce NDs@hPG@PDA (1) (odpowiednio 20 nm
w poréwnaniu z 5 nm). Rozmiary czgstek w tych prébkach byty poréwnywalne ze srednicg
hydrodynamiczng, wynoszgcg okoto 400 nm.

Dzieki obecnosci powtoki PDA, NDs wykazywaty wzmocnione wiasciwosci
fototermiczne (ryc. 6B) i mogty byé z powodzeniem zastosowane w fototerapii. Zgodnie
z oczekiwaniami zmiana temperatury byta widoczna w sposéb zalezny od stezenia
nanomateriatdw i wzrastata wraz z uptywem czasu naswietlania laserem NIR. Prébka
NDs@hPG@PDA z grubszg otoczka PDA dawata lepsze wyniki jako czynnik fototermiczny,
poniewaz przy stezeniu 50 pg/ml temperatura roztworu wzrosta powyzej 10 °C,
po naswietleniu laserem o mocy 6 W/cm?. Taka temperatura jest wystarczajaca, aby wywotaé
efekt terapeutyczny w komodrkach nowotworowych. Zwiekszone wtasciwosci fototermiczne
zwigzane ze wzrostem grubosci PDA byty zgodne z wartosciami wydajnosci konwers;ji
fototermicznej nanodiamentéw NDs@hPG@PDA (1) i NDs@hPG@PDA (10), obliczong
odpowiednio na blisko 14% i 30%. Dodatkowo analiza fotostabilnosci probek wykazata, ze
mozna je stosowa¢ w co najmniej 5 cyklach naswietlania laserem. Wzrost temperatury
roztworéw NDs pod wptywem naswietlania laserem NIR potwierdzono takze za pomoca
kamery termowizyjnej.

Mimo obserwacji, iz PDA przyczynia sie do ttumienia emisji fluorescencji, znaczniki
NDs@hPG@PDA zachowaty swoje wtasciwosci i mozna byto je tatwo Sledzi¢ za pomoca
obrazowania z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej. Mozliwos¢ uzyskania silnego
sygnatu sprawia, ze nanoczgstki te mogg odgrywac kluczowa role w diagnozowaniu choréb
nowotworowych. Aby potwierdzi¢ wtasciwosci optyczne NDs modyfikowanych PDA,
przeprowadzitem eksperymenty wychwytu komdrkowego na komérkach glejaka
wielopostaciowego (linia U-118 MG) przy uzyciu skaningowej mikroskopii konfokalnej
(ryc. 6C). Nanoczgstki NDs@hPG@PDA wnikaty do komédrek z wysokg wydajnoscia,
rozprzestrzeniajgc sie nastepnie po cytoplazmie, bez wnikania do jgdra komodrkowego.
Ciemniejsze obszary pokazane na obrazach uzyskanych w swietle przechodzgcym
odpowiadaty klastrom nanodiamentdéw pokrytych PDA, ktérych sygnat byt stabszy na obrazach
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fluorescencyjnych. Jednakze sygnat fluorescencji NDs byt na tyle silny, ze pozwalat na $ledzenie
otrzymanych nanomateriatéw wewnatrz komoérek.
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Rycina 6. Wybrane wyniki zastosowania nanodiamentéw NDs@hPG@PDA (10) jako platformy
do terapii fototermicznej i obrazowania fluorescencyjnego komdrek glejaka wielopostaciowego:
zdjecia z mikroskopii TEM (A), ocena wiasciwosci fototermicznych (B), zdjecia internalizacji

z konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego (C), ocena zywotnosci komdrek za pomocq testu
integralnosci btony komdrkowej (D).

Do oceny zywotnosci komdrek wyselekcjonowatem probke wykazujgcg najlepsze
wilasciwosci  fototermiczne i odpowiednie wtasciwosci  fluorescencyjne. Wptyw
nanodiamentow NDs@hPG@PDA na integralnos¢ btony komodrkowe] fibroblastéw MRC-5
oraz komodrek glejaka wielopostaciowego (U-118 MG i T98G) ocenitem za pomocg testu
Count&Viability z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Zaobserwowatem wysokg
biokompatybilno$é NDs, z niewielkim, niekorzystnym wptywem na analizowane komdrki. NDs
pokryte PDA wykazaty zalezny od stezenia spadek zywotnosci fibroblastow,
jak réwniez komorek glejaka (T98G), podczas gdy zywotnos¢ komérek U-118 MG nie ulegta
zmniejszeniu. Komorki glejaka inkubowane z NDs@hPG@PDA naswietlano nastepnie laserem
NIR o mocy 6 W/cm? W efekcie zaobserwowano ich wysokg $miertelno$é, zwigzana
z generowaniem wysokiej temperatury. W przypadku komodrek T98G, inkubacja w stezeniu
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12,5 pug/ml z NDs i naswietlanie laserem skutkowaty znacznym spadkiem zywotnosci. Podobny
rezultat byt widoczny dla komérek U-118 MG w stezeniu 25 pug/ml. Na podstawie barwienia
zywych i martwych komodrek zwizualizowatem uszkodzenie btony komodrkowej wywotane
naswietlaniem lasera (ryc. 6D). llo$¢ martwych komdrek w znacznej mierze byta zaleina
od stezenia NDs w dotku ptytki hodowlanej. Obrazy z mikroskopu fluorescencyjnego
potwierdzity wyniki uzyskane metoda cytometrii przeptywowej, tj. wykazaty, ze nawet niskie
stezenia probki NDs@hPG@PDA (12,5 pg/ml) mogg by¢ skuteczne w terapii fototermicznej
glejaka wielopostaciowego.

4.3.4. Podsumowanie

Nanoczastki cieszg sie szerokim zainteresowaniem jako inteligentne narzedzie
w terapii przeciwnowotworowej. W efekcie nanobiotechnologia jako nauka moze
zrewolucjonizowad wspoétczesng medycyne, szczegdlnie na etapie wczesnej diagnozy i leczenia
nowotwordw. Najnowsza generacja bionanomateriatdw pozwala tgczy¢ tradycyjne terapie
z tymi eksperymentalnymi, jak np. terapia fototermiczna, fotodynamiczna, celowane
dostarczanie lekéw/kwaséw nukleinowych czy magnetyczna hipertermia. Przyczynia sie
to do osiggniecia synergistycznego efektu leczenia. Zastosowanie bionanoczgstek pozwala
takze na zwiekszenie czutosci detekgcji, jak rowniez umozliwia szybkie wykrywanie i bardziej
precyzyjng diagnostyke komoérek nowotworowych.

Nanoczagstki to niezwykle obiecujgce srodki teranostyczne, jednakze ich staba
dostepnosc biologiczna, niestabilnos¢ w ukfadzie krazenia oraz niedostateczna biodystrybucija
w tkankach i toksycznos¢ stanowig pewne ograniczenia ich praktycznego zastosowania.
Zaprezentowane przeze mnie biofunkcjonalizacje nanoczastek umozliwiajg celowane
dostarczanie s$rodkow terapeutycznych oraz zwiekszenie efektywnosci terapii. Dzieki
selektywnemu kierowaniu nanoczgstek do komodrek nowotworowych, ogranicza sie
toksycznosé systemowg i negatywne skutki uboczne takie jak uszkodzenia zdrowych tkanek.
Biofunkcjonalizacja zwieksza stabilnos¢ nanoczastek w srodowisku biologicznym, co chroni
przenoszone substancje (leki, kwasy nukleinowe) przed degradacjg, jak réwniez umozliwia
kontrolowane i aktywne ich uwalnianie w odpowiedzi na specyficzne warunki w
mikrosrodowisku guza. Opisane prace pokazuja moéj znaczacy wkiad w rozwdéj biotechnologii
medycznej, ktéory polega na opracowaniu zaawansowanych  nanoczastek
o ulepszonych wiasciwosciach biologicznych. Tego typu modyfikacje w potgczeniu z takimi
nanomateriatami nie byty wczesniej wykorzystywane w terapii i diagnostyce danych
nowotwordéw. Dzieki tym badaniom otwierajg sie nowe mozliwosci tworzenia innowacyjnych
produktdw i rozwigzan biotechnologicznych, ktére mogg wydtuzy¢ i poprawi¢ jakosé zycia
pacjentéw onkologicznych. Dowiodtem, ze sferyczne nanoczastki PDA (Al i A2) oraz
nanomateriaty magnetyczne pokryte PDA (A3) mogg by¢ z powodzeniem stosowane
w skojarzonej, celowane] terapii réoznych typéw nowotworéw. Z kolei wielozadaniowe
platformy teranostyczne na bazie porowatych nanoczgstek PDA modyfikowanych jonami
metali (A4), jak rédwniez optaszczanych btonami komodrkowymi (A6) czy nanodiamenty
z otoczka z PDA (A7) mozna wykorzystac do zintegrowanego leczenia i obrazowania komaérek
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nowotworowych. W celu dalszego potwierdzenia skutecznosci i bezpieczenstwa
opracowanych nanonosnikéw, kolejny etap moich badan bedzie obejmowat badania
na modelach zwierzecych.

Terapie oparte na wielozadaniowych bionanoczgstkach charakteryzujg sie wysoka
skutecznoscig leczenia, mozliwosciag personalizacji, a jednoczesnie znacznie ograniczaja
wystepowanie ewentualnych skutkéw ubocznych. Wszystko to czyni je idealnym materiatem
do budowy zaawansowanych platform teranostycznych. Rezultaty moich doswiadczen maja
ogromne znaczenie w dalszych badaniach nad tego typu bionanomateriatami, a zarazem
rzucajg nowe Swiatto na ich charakterystyke, funkcjonalizacje i wykorzystanie
W zaawansowanej terapii przeciwnowotworowej. To krok w kierunku potencjalnego
zastosowania w praktyce klinicznej. Terapia dostosowana do potrzeb konkretnego pacjenta,
z uzyciem nanoczastek optaszczonych btonami komérkowymi wyizolowanymi z komadrek
chorego, pozwala na ,,maskowanie” nanoczgstek, co moze umozliwia¢ im swobodne krgzenie
w organizmie bez wykrycia przez uktad odpornosciowy. Dzieki swoim unikalnym
wtasciwosciom zaprojektowane uktady mogg réwniez znalez¢ zastosowanie podczas eliminacji
komodrek nowotworowych pod kontrolg obrazowania. Takie potaczenie moze zmniejszyé
ryzyko przerzutéw, a takzie pozytywnie wptyng¢ na okreslenie bezpiecznych margineséw
chirurgicznych. Daje to nadzieje na  mozliwos¢ skutecznego, a przede wszystkim
spersonalizowanego leczenia nowotwordéw.

Do najwazniejszych osiggnie¢ w omawianym obszarze tematycznym zaliczam:

1. Opracowanie nanonosnika na bazie nanoczastek polidopaminy modyfikowanych
dendrymerami PAMAM o niskiej toksycznosci, efektywnym zatadunku i kontrolowanym
uwalnianiu doksorubicyny, silnym wigzaniu dwuniciowego ATN-RNA oraz wysokich
wtasciwosciach fototermicznych do skutecznej chemio-, geno- i fototerapii glejaka
wielopostaciowego. Potwierdzenie efektu terapeutycznego nanoczgstek PDA uzyskatem
poprzez zmniejszenie tempa proliferacji komérek glejaka, spadek ich zywotno$é po
naswietlaniu laserem NIR oraz zmniejszenie ekspresji biatka TN-C.

2. Opracowanie nanonosnika na bazie hybrydowych nanoczastek (nanoczastki
polidopaminy, nanomateriaty magnetyczne pokryte polidopaming) modyfikowanych
dendrymerami PAMAM o niskiej toksycznosci, efektywnym zatadunku i kontrolowanym
uwalnianiu doksorubicyny oraz wysokich wtasciwosciach fototermicznych do fgczonej
chemio- i fototerapii nowotworu watroby. Efekt celowania w komérki nowotworu
watroby uzyskatem poprzez zastosowanie kwasu foliowego na powierzchni nanoczastek
modyfikowanych dendrymerami PAMAM. Udowodnitem, ze biofunkcjonalizacja kwasem
foliowym znaczgco wptyneta na poprawe efektu chemioterapeutycznego badanych
nanomateriatdw. Wykazatem, Zze generowanie reaktywnych form tlenu podczas
naswietlania laserem NIR byto gtdéwnym mechanizmem prowadzacym do apoptozy
komédrek nowotworu watroby. Potwierdzitem, ze terapia tgczona oparta o synergiczne
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dziatanie poszczegdlnych monoterapii skutkowata efektami silniejszymi niz oddzielnie
stosowane metody.

Opracowanie platformy teranostycznej na bazie porowatych nanoczastek polidopaminy
modyfikowanych jonami metali (Fe, Gd, Mn) o niskiej toksycznosci, wysokich
wiasciwosciach  fototermicznych oraz o wysokim potencjale kontrastujgcym
w obrazowaniu MRI, przewyzszajagcym standardowo stosowane $rodki kontrastujgce.
Wykazatem efektywny zatadunek doksorubicyny na nanoczgstkach polidopaminy
modyfikowanych jonami zelaza (MPDAFe) oraz jej uwalnianie pod wptywem bodzcéw
zewnetrznych (pH, GSH, laser).

Uzyskanie efektu celowania w komodrki nowotworu watroby poprzez opracowanie
procedury optaszczania porowatych nanoczgstek polidopaminy modyfikowanych jonami
zelaza (MPDAFe) btong komoérkowg wyizolowang z komérek tego samego typu.
Potwierdzitem, ze internalizacja nanoczastek MPDAFe do komdrek homotypowych byta
wzmocniona dzieki powlekaniu ich powierzchni btong komérkowga. Wykazatem zdolnos¢
tych nanoczastek do skutecznej eliminacji komérek nowotworowych w wyniku
zastosowania terapii fototermicznej i chemioterapii.

Opracowanie platformy teranostycznej na bazie nanodiamentdéw pokrytych polidopaming
o niskiej toksycznosci, silnych wiasciwosciach fluorescencyjnych i wysokich wtasciwosciach
fototermicznych do obrazowania i fototerapii nowotworu mézgu. Wykazatem mozliwosé
obrazowania fluorescencyjnego nanodiamentéw pokrytych polidopaming
internalizowanych przez komorki glejaka wielopostaciowego oraz potwierdzitem ich efekt
terapeutyczny poprzez spadek zywotnos¢ komorek po naswietlaniu laserem NIR.
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5.
Istotna aktywnos¢ naukowa realizowana w wiecej niz jednej uczelni
lub instytucji naukowej, w szczegdlnosci zagranicznej

5.1. Opis dorobku naukowego nie zwigzanego z tematem habilitacji
Biomedyczne zastosowanie nanomateriatow

Moje zainteresowania badawcze skupiajg sie wokdt wykorzystania réznych typow
nanomateriatdw w biomedycynie. Obecnie zajmuje sie badaniem cytotoksycznosci
nanoczgstek konwertujacych energie w goére (ang. up-converting nanoparticles (UCNPs))
domieszkowanych jonami lantanowcéw (Ln3*). Materiaty te moga przeksztatcaé¢ fotony
o niskiej energii z zakresu bliskiej podczerwieni (NIR), w fotony o wyzszej energii w procesie
absorpcji dwufotonowej. Materiaty konwertujgce energie w goére moga miec¢ rdine
zastosowania, takie jak np. wyswietlacze, ogniwa stoneczne, czujniki, lasery, biosensory,
nosniki lekéow itp. Szczegdlnie interesujagce wydaje sie zastosowanie nanoczgstek
konwertujgcych energie w goére jako biomarkerdw. Jest to mozliwe dzieki ich wzbudzeniu
w tzw. oknach optycznych (pierwsze (NIR-1, 750-900 nm), drugie, (NIR-II, 1100-1350 nm) oraz
trzecie (NIR-IIl, 1500-1700 nm)). Stosujac wzbudzenie w przedstawionych zakresach, mozliwa
jest gteboka penetracja tkanek, przy zmniejszonym rozpraszaniu fotondéw i minimalne;j
autofluorescencji. Dzieki tej wtasciwosci, szkodliwe skutki zastosowania promieniowania
podczerwonego dla zdrowych komérek sg mniejsze, niz w poréwnaniu do wzbudzenia UV.
W publikacjach B1, B6, B8 i B1l odpowiadatem za ocene toksycznosci nanoczastek
konwertujgcych energie w gére. Co wiecej, wiasciwosci fluorescencyjne tych uktadéw zostaty
przeze mnie wykorzystane do ich obrazowania w komaérkach i wiekszych organizmach, takich
jak rozwielitka wielka (Daphnia magna).

Prowadze réwniez badania w zakresie oceny toksycznosci takich nanomateriatéw jak
nanoczastki ztota, nanoczastki krzemionki, nanoczastki magnetyczne i nanoczastki tlenku
cynku, ktore znajdujg coraz szersze zastosowanie w bionanotechnologii. Do moich
kompetencji nalezy takze obrazowanie penetracji nanoczgstek oraz ich lokalizacji
wewnatrzkomérkowej z wykorzystaniem konfokalnej mikroskopii skaningowej. Wyniki tych
badan przedstawiono w publikacjach B3, B4, B5, B7, B9, B10, B12, B13, B15, B16, B18, B19,
B20, B22 i B24.

Badanie modyfikowanych powierzchni i powtok w zakresie ich aktywnosci biologiczne;j
to kolejny obszar moich zainteresowan naukowych. W ostatnim czasie duzg uwage
naukowcow, zwtlaszcza w obszarze medycyny regeneracyjnej i dostarczaniu lekéw, budzi
technika elektroprzedzenia i jej modyfikacje. Publikacja B14 skupia sie na analizie profilu
uwalniania, a takze cytotoksycznosci materiatéw elektroprzedzonych z hydrofobowych
i hydrofilowych polimeréw biodegradowalnych z inkorporowanym, stabo rozpuszczalnym
cilostazolem. Aby uzyskac lepszy wglad w ich potencjalne zastosowanie w chorobach uktadu
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sercowo-naczyniowego, dokonatem oceny wifasciwosci biologicznych pojedynczych wtdkien
otrzymanych na kolektorach stacjonarnych oraz struktur 3D. Uzyskane materiaty
elektroprzedzone poddano analizie wptywu na przezywalnosc¢ i fizjologie komdrek oraz ich
geometrie rozwoju. Przedstawione w publikacji B23 elektroprzedzone maty zawierajgce
antybiotyk, zastosowano jako potencjalny opatrunek na rany stomatologiczne o dziataniu
antybakteryjnym utatwiajacy wzrost fibroblastdw dzigstowych. Cienkie warstwy ZnO znalazty
zastosowane w szerokiej gamie urzadzen, takich jak tranzystory, diody
elektroluminescencyjne, czujniki czy biosensory. Z badan przedstawionych w publikacji B17
wynika, ze powtoka ZnS nie wptywata negatywnie na wtasciwosci antybakteryjne warstw ZnO,
a nawet nieznacznie je zwiekszata. Z kolei Artykut B21 miat na celu zbadanie wptywu
domieszkowania  powtok Ti-Si-N jonami Cu, na wilasciwosci fizyczne i biologiczne,
do potencjalnych zastosowan biomedycznych. Natomiast w publikacji B2 cementy kostne,
ktdre sg przeznaczone do stabilizacji skomplikowanych ztaman, a takze wypetniania ubytkéw
kostnych zostaty zmodyfikowane eugenolem, w celu poprawy ich wiasciwosci
bakteriobdjczych. We wspomnianych powyzej publikacjach odpowiadatem za wykonanie
testow antybakteryjnych, testéw adhezji komdrek eukariotycznych do podtoza, badania
wzrostu komodrek na podtozach za pomocg testéw zywotnosci oraz obrazowania za pomocg
mikroskopii fluorescencyjne;j.
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Badania prowadzone przed uzyskaniem stopnia doktora

W ramach realizacji pracy doktorskiej prowadzitem badania nad otrzymywaniem
genetycznie modyfikowanych komdrek z zastosowaniem nanoczgstek magnetycznych
na potrzeby transgenezy. Proces transgenezy umozliwia uzyskanie genetycznie
modyfikowanych zwierzat, ktére mogg by¢ wykorzystywane m.in. jako bioreaktory
do produkcji rekombinowanych biatek, modele chordb cztowieka, Zrédio organdow
w ksenotransplantacji, jak réwniez takich, ktére posiadajg lepsze cechy uzytkowe. Celem
rozprawy doktorskiej byto opracowanie technologii wprowadzania plazmidowego DNA
do komdrek fibroblastow myszy i Swini za pomocy nanoczgstek magnetycznych
oraz zewnetrznego pola magnetycznego, czyli metodg magnetofekcji. Genetycznie
modyfikowane fibroblasty mozna wykorzysta¢ jako komérki donorowe w klonowaniu
somatycznym. Wynikiem tych badan byty dwie publikacje (C1 i C2) oraz dwie kolejne (C3 i C4)
dotyczace transgenezy.
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(2015) Pharmaceutical Research, 32 (1), pp. 103-121.

> Impact Factor (2015): 3.260; MNiSW: 40

» Liczba cytowan: 21 (Scopus), 19 (WoS), 33 (GS)

Grzeskowiak B.F.*, Hryhorowicz M., Tusnio K., Grzeszkowiak M., Zateski K., Lipifski D.,
Zeyland J., Mykhaylyk O., Stomski R., Jurga S., Wozniak A.
Generation of Transgenic Porcine Fibroblast Cell Lines Using Nanomagnetic Gene
Delivery Vectors
(2016) Molecular Biotechnology, 58 (5), pp. 351-361.

> Impact Factor (2016): 1.634; MNiSW: 20

» Liczba cytowan: 2 (Scopus), 2 (WoS), 5 (GS)

Hryhorowicz M., Grzeskowiak B., Mazurkiewicz N., Sledziriski P., Lipiski D., Stomski R.
Improved Delivery of CRISPR/Cas9 System Using Magnetic Nanoparticles into Porcine
Fibroblast
(2019) Molecular Biotechnology, 61 (3), pp. 173-180.

» Impact Factor (2019): 2.022; MNiSW: 70

» Liczba cytowan: 47 (Scopus), 45 (WoS), 45 (GS)

Grzeskowiak B.F.*, Tusnio K., Wozniak A., Szalata M., Lipinski D., Jurga S., Slomski R.
Transgenic plant detection using an AuNPs based SPR biosensor
(2019) Biosensors, 9 (4), art. no. 116,

» Impact Factor (2019): 3.240; MNiSW: 70

» Liczba cytowan: 7 (Scopus), 7 (WoS), 9 (GS)
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Wspétpraca miedzynarodowa:

Prof. Sergio Moya (CiC BioMaGUNE — San Sebastian — Hiszpania) — wspotpraca
w ramach projektu NCN OPUS 17 ,Badania losu zaawansowanych nos$nikéw
polimerowych in vitro i formowania sie korony biatkowej na ich powierzchni”
(2019/33/B/ST5/01495).

Rezultat — publikacje B3, B5, B7

Prof. Christian Plank (Institute of Molecular Immunology and Experimental Oncology,
Uniwersytet Techniczny w Monachium — Niemcy) — wspodtpraca podczas studidow
doktoranckich dotyczgca zastosowania nanoczgstek magnetycznych jako nosnikéw
kwaséw nukleinowych.

Rezultat — publikacja C1i C2

Dr Erika Porcel (Univiersite Paris-Saclay — Paryz — Francja) — wspotpraca dotyczaca
zastosowania nanoczgstek up-konwertujgcych w radioterapii.

Wspotpraca krajowa:

Prof. dr hab. Ewa Florek (Katedra i Zaktad Toksykologii, Uniwersytet Medyczny
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu) — wspdtpraca w ramach projektu NCN
SONATA 14 Zastosowanie biomimetycznych pokry¢ w zaawansowanej terapii raka
waqtroby (2018/31/D/ST8/02434) dotyczaca eksperymentdéw na zwierzetach.
Rezultat — publikacja B4 oraz manuskrypt w recenzji:
» M. Szukalska, B. F. Grzeskowiak, M. Bigaj-Jozefowska, M. Witkowska, E. Cicha,
P. Sujka-Kordowska, I. Miechowicz, M. Nowicki, R. Mréwczynski, E. Florek,
Biomarkers of oxidative stress in the organs of mice treated with mesoporous
polydopamine nanoparticles modified with iron and coated with cancer cell
membrane, International Journal of Nanomedicine

Prof. ICHB PAN dr hab. Katarzyna Rolle (Instytut Chemii Bioorganicznej PAN) —
wspotpraca w ramach projektu NCN OPUS 11 Nowe, wielozadaniowe nanoczgstki
w skojarzonej geno- i fototerapii (2016/21/B/ST8/00477) dotyczaca zastosowania
terapii interferencji RNA w leczeniu glejaka wielopostaciowego.

Rezultat — publikacja Al, B10, B12

Prof. UAM dr hab. Radostaw Mréwczynski (Wydziat Chemii, UAM) — wspodtpraca
dotyczaca syntezy polimerowych nanoczastek polidopaminy w ramach projektow
NCBIR LIDER oraz NCN SONATA 14, OPUS11 i OPUS16

Rezultat — publikacje Al, A2, A3, A4, A6, A7, B4, B9, B10, B12, B13, B15, B16, B19

Prof. UAM dr hab. Tomasz Grzyb (Wydziat Chemii, UAM) — wspétpraca dotyczaca
syntezy nanoczgstek up-konwertujgcych.
Rezultat — publikacje B1, B6, B8, B11
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e Dr inz. Magdalena Hryhorowicz (Katedra Biochemii i Biotechnologii, Uniwersytet
Przyrodniczy w Poznaniu) — wspodfpraca dotyczgca zastosowania nanoczastek
magnetycznych jako no$nikdw kwaséw nukleinowych w transgenezie.

Rezultat — publikacje C2, C3 oraz manuskrypt w przygotowaniu:
» M. Hryhorowicz, B. Grzeskowiak, D. Lipinski, P. Olejnik, J. Zeyland, Magnetic
nanoparticles as a tool to increase the efficiency of CRISPR/Cas9 delivery in RNA
format into porcine primary fibroblasts

5.3. Staze zagraniczne

W roku akademickim 2007/2008 dzieki programowi ERASMUS odbytem roczne studia
na kierunku biotechnologia na University of Natural Resources and Applied Sciences
(Wieden, Austria). Pobyt na austriackim uniwersytecie pozwolit mi na zdobycie wiedzy
i praktycznych umiejetnosci z zakresu najnowszych technik biotechnologicznych. Dodatkowo,
studia w zagranicznym osrodku wptynety na udoskonalenie moich umiejetnosci jezykowych
oraz zaowocowaty nawigzaniem kontaktow ze studentami z innych krajow.

W toku kariery zawodowej odbytem 4 staze w zagranicznych osrodkach naukowych.

W 2009 roku uczestniczyfem w 2-miesiecznym stazu na University of Natural
Resources and Applied Sciences (Wieden, Austria) w grupie prof. Floriana Riikera. Bratem
aktywny udziat w badaniach zwigzanych z klonowaniem i ekspresjg zmodyfikowanych
fragmentow Fab przeciwciat 1gG, a takze ich oczyszczaniem i wstepng charakterystyka
biochemiczna.

W 2012 roku odbytem 12-miesieczny staz na Technical University of Munich, Klinikum
rechts der Isar, Institute of Experimental Oncology and Therapy Research (Monachium,
Niemcy) w grupie prof. Christiana Planka. W trakcie stazu, w ramach studiéw doktoranckich,
zajmowatem sie badaniami nad zastosowaniem magnetofekcji do wprowadzania konstrukcji
genowych do komdérek fibroblastow. Dodatkowo w roku 2013 wzigtem udziat
w 1-miesiecznym stazu w tej samej grupie badawczej. Wymiernym efektem tego stazu
sg publikacje C1i C2.

W 2015 roku w ramach stazu podoktorskiego przebywatem na 1-miesiecznym stazu
w Elettra Sincrotrone (Triest, Wtochy) w grupie dr Loredany Casalis. Przedmiotem moich
badan byta synteza nanoczastek ztota pokrytych jednoniciowymi DNA oraz ich zastosowanie
do monitorowania reakcji enzymatycznych.

5.4. Stazie krajowe

W swoim dorobku posiadam 6-miesieczne praktyki laboratoryjne (2009 r.)
w Katedrze Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu
w grupie prof. Marka Switonskiego. W ramach praktyk doskonalenia zawodowego
zapoznatem sie z szeregiem technik z zakresu badan cytogenetycznych i molekularnych, takich
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jak: prowadzenie hodowli limfocytéw i fibroblastow in vitro, przygotowanie preparatéw
cytogenetycznych, barwienia prgzkowe chromosoméw, izolacjia DNA genomowego
i plazmidowego, prowadzenie hodowli bakteryjnych, znakowanie DNA, barwienie
immunofluorescencyjne oraz technika fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH).

W roku 2009 odbytem réwniez 1-miesieczny staz w Instytucie Chemii Bioorganicznej
Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu w grupie dra hab. Michata Sikorskiego. Podczas tej
praktyki zapoznatem sie z najwazniejszymi metodami inzynierii biatek obejmujgcymi ich
produkcje w systemie bakteryjnym, techniki oczyszczania oraz analize czystosci frakcji
biatkowych.

6.

Osiagnieciach dydaktyczne, organizacyjne
oraz popularyzujace nauke

6.1. Osiagniecia dydaktyczne

W trakcie mojej kariery zawodowej pracowatem na stanowisku naukowo-badawczym,
co sprawito, ze nie miatem obowigzku prowadzenia zaje¢ dydaktycznych ze studentami.
Uwazam jednak, ze przekazywanie wiedzy mtodym ludziom oraz wspieranie ich w rozwoju
osobistym jest istotnym elementem pracy naukowca. Przygotowanie zaje¢ to takze Swietna
okazja do uporzadkowania wtasnej wiedzy. Pomimo braku obowigzku dydaktycznego udato
mi sie zgromadzi¢ dorobek w tym zakresie obejmujgcy szeroki wachlarz aktywnosci,
od prowadzenia zaje¢ w ujetych w programie studiéw doktoranckich oraz studiow
podyplomowych, poprzez kierowanie pracami studentéw w ramach praktyk indywidualnych,
po promotorstwo prac licencjackich, magisterskich i doktorskich.

Opieka naukowa nad studentami i doktorantami w charakterze promotora, promotora
pomocniczego i opiekuna naukowego

Doktoranci, nad ktorymi petnitem opieke naukowq w charakterze promotora pomocniczego

e Magdalena J. Bigaj — J6zefowska (2019 — 2024, obrona pracy doktorskiej 12.02.2024),
promotor: prof. UAM dr hab. Radostaw Mréwczynski (Wydziat Chemii), praca
realizowana w ramach projektu NCN SONATA 14

e Klaudia Zebrowska (2019 — 2023, obrona pracy doktorskiej 09.05.2023), promotor:
prof. UAM dr hab. Emerson Coy (Centrum NanoBioMedyczne UAM), praca realizowana
w ramach projektu PO WER "Srodowiskowe interdyscyplinarne studia doktoranckie
w zakresie nanotechnologii" (03.02.00-00-1032/16)
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e Konrada Kuczynski (2019 — 2023, obrona pracy doktorskiej 08.02.2023), promotor:
prof. ICHB PAN dr hab. Katarzyna Rolle (Instytut Chemii Bioorganicznej PAN), praca
realizowana w ramach projektu PO WER "Srodowiskowe interdyscyplinarne studia
doktoranckie w zakresie nanotechnologii" (03.02.00-00-1032/16)

Doktoranci, nad ktérymi petnitem opieke naukowqg w ramach wykonywania prac
doktorskich

e Damian Maziukiewicz (2018 — 2022), praca realizowana w ramach projektu NCN
OPUS 11
e Agata Henschke (2020 - 2024), praca realizowana w ramach projektu NCN OPUS 17

Studenci, nad ktorymi petnitem opieke naukowq w charakterze promotora

e Marcin Ryczek (magister biotechnologii, obrona pracy magisterskiej 12.06.2018,
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu)

e Zofia Borowska (licencjat z biotechnologii, obrona pracy licencjackiej 12.07.2021,
Wydziat Biologii UAM)

Studenci, nad ktorymi petnitem opieke naukowqg w ramach wykonywanych prac
magisterskich

e Agata Koztowska (magister biotechnologii, 2019, Wydziat Biologii UAM, promotor:
prof. UAM dr hab. Radostaw Mréwczynski)

e Weronika Szczepanska (magister biotechnologii, 2022, Wydziat Biologii UAM,
promotor: prof. UAM dr hab. Radostaw Mréwczynski)

e Adrian Turowski (magister biotechnologii, 2024, Wydziat Biologii UAM, promotor:
prof. UAM dr. hab. Emerson Coy)

e Alicja Aniota (magister biotechnologii, 2024, Wydziat Biologii UAM, promotor:
prof. UAM dr. hab. Emerson Coy)

Studenci, nad ktorymi petnitem opieke naukowq w ramach stazu

e Wiktoria Karasiewicz (2019) — letni staz naukowy, studentka Wydziatu Chemii,
Uniwersytet im. Mikotaja Kopernika w Toruniu

Aktywnos¢ dydaktyczna
Wyktady

e Biochemia (5-godzinny kurs dla doktorantéw w ramach programu PO WER
"Srodowiskowe interdyscyplinarne studia doktoranckie w zakresie nanotechnologii"
(03.02.00-00-1032/16)), 2019, Centrum NanoBioMedyczne UAM
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Cwiczenia

e Cwiczenia laboratoryjne ,System InCell Analyzer 2000” (20-godzinny kurs dla
doktorantéw w ramach programu PO WER "Srodowiskowe interdyscyplinarne studia
doktoranckie w zakresie nanotechnologii" (03.02.00-00-1032/16)), 2019, Centrum
NanoBioMedyczne UAM

e Cwiczenia laboratoryjne ,Cytometria przeptywowa” (20-godzinny kurs dla
doktorantéw w ramach programu PO WER "Srodowiskowe interdyscyplinarne studia
doktoranckie w zakresie nanotechnologii" (03.02.00-00-1032/16)), 2019, Centrum
NanoBioMedyczne UAM

e Cwiczenia laboratoryjne “Mikroskopia fluorescencyjna” i “System InCell Analyzer
2000” (20-godzinny kurs dla studentéw podyplomowych w ramach projektu POKL
"Zaawansowane materiaty i nanotechnologia w praktyce” (POKL.04.03.00-00-152/12-
00)), 2015, Centrum NanoBioMedyczne UAM

6.2. Dziatalnos¢ popularyzujaca nauke
Wyktady popularyzujgce nauke

e Strach ma wielkie oczy - wptyw nanoczgstek na organizmy zywe, LabsExpo — Targi
wyposazenia i technologii laboratoryjnych, Poznan, Polska, 27.04.2023

e Nanotechnologia w stuzbie medycyny, Ogdlnopolski Dzien Inzynierii Materiatowej —
Materiaty inspirowane naturg, Poznan, Polska, 22.03.2024

Warsztaty popularyzujace nauke

e organizacja warsztatéw dla ucznidow szkét ponadpodstawowych w ramach
Ogolnopolskiego Dnia Inzynierii Materiatowej — Materiaty inspirowane naturg, Poznan,
Polska, 22.03.2024

Aktywnosci w ramach drzwi otwartych w Centrum NanoBioMedycznym

e zajecia, podczas ktérych  uczniowie lokalnych  szkét  podstawowych
i ponadpodstawowych odwiedzajg osrodki badawcze, zapoznajg sie z prowadzonymi
badaniami oraz przeprowadzajg eksperymenty naukowe

Cztonkostwo w stowarzyszeniu naukowym NanoTrivium
e realizowanie zadan naukowo-badawczych w obszarze nanobiomedycznym

e organizacja wydarzen popularyzujgcych nauke takich jak m.in. Noc Naukowcdw,
Poznanski Festiwal Nauki i Sztuki w Centrum NanoBioMedycznym UAM

e organizacja wydarzen i warsztatdw edukacyjno-szkoleniowych na terenie lokalnych
szkot
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Aktywnos¢ medialna

6.3.

artykut prasowy na tamach Zycia Uniwersyteckiego, miesiecznika wydawanego przez
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, dot. zespotéw badawczych dziatajacych
w Centrum NanoBioMedycznym UAM, 24.05.2024

Osiggniecia organizacyjne

Aktywnos¢ organizacyjna w ramach jednostki naukowej

Opiekun Laboratorium Biologicznego w Centrum NanoBioMedycznym UAM - do
moich obowigzkdéw nalezy zapewnianie sprawnego i bezpiecznego funkcjonowania
laboratorium poprzez dbanie o utrzymanie sprzetu, zarzadzanie zasobami
laboratoryjnymi, przestrzeganie i wdrazanie procedur BHP, prowadzenie
dokumentacji, zarzgdzanie odpadami biologicznymi oraz prowadzenie szkolern nowych
pracownikéw, studentéw lub stazystow.

Wspottworca oraz kierownik Zaktadu Inzynierii Genetycznej (wg nomenklatury
Ministerstwa Klimatu i Srodowiska) w Centrum NanoBioMedycznym UAM — do moich
obowiazkéw nalezy przestrzeganie przepiséw MKiS dotyczacych prowadzenia badan
z wykorzystaniem genetycznie modyfikowanych mikroorganizmoéw (GMM).

Przygotowanie wniosku o zamkniete uzycie GMM kat. Il dla Zaktadu Inzynierii
Genetycznej w CNBM UAM, ktére dotyczyto prowadzenia prac z uzyciem
modyfikowanych szczepow bakteryjnych oraz linii komdrkowych, wprowadzania
kwaséw nukleinowych w celu uzyskania Ilub wyciszenia ekspresji gendw,
charakteryzacji bakteryjnych systemow naprawy DNA.

Cztonek Rady CNBM — organ doradczy dyrektora Centrum NanoBioMedycznego UAM
(kadencja 2023-2024 oraz 2024-2028).

Organizacja konferencji

Cztonek komitetu organizacyjnego miedzynarodowej konferencji NanoTech Poland
w latach 2011 - 2024, Poznan, Polska,

Przewodniczacy jednej z sesji w roku 2023 i 2024

Cztonek komisji oceniajgcej wystgpienia ustne mtodych naukowcéw w sekcji ,Young
Research’s Forum” (2023 r.i2024r.)

Cztonek komisji oceniajgcej plakaty (2023 r.i2024r.)

Cztonek komitetu organizacyjnego szkoty letniej The AMPERE Nuclear Magnetic
Resonance School w latach 2011-2014, Zakopane, Polska
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7.

Pozostate informacje dotyczace kariery zawodowej

7.1.

Kierowanie i udziat w projektach badawczych

Kierownik projektu

Selection of catalytic antisense oligonucleotides targeting BCL-2 protein family for
acute myeloid leukemia treatment, Wsparcie zarzadzania talentami - powstrzymanie
drenazu mdzgéw — projekt ID-UB, (038/04/NS/0013).

Okres trwania projektu: 30 miesiecy (03.2022 — 09.2024).

Miejsce: Centrum NanoBioMedyczne, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu.

Budzet projektu: 50 000 PLN.

Zastosowanie biomimetycznych pokry¢ w zaawansowanej terapii raka wgtroby,
Projekt SONATA 14, Narodowe Centrum Nauki, (2018/31/D/ST8/02434).

Okres trwania projektu: 60 miesiecy (06.2019 —05.2024).

Miejsce: Centrum NanoBioMedyczne, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu/Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Budzet projektu: 1 132 600 PLN.

Wykonawca w projektach badawczych

Ocena potencjatu terapeutycznego syntetycznego analogu miRNA-223-3p na modelu
astmy ciezkiej u szczura, Projekt SONATA 19, Narodowe Centrum Nauki,
(2023/51/D/NZ4/01095/R).

Okres trwania projektu: 36 miesiecy (07.2024 — 06.2027).

Kierownik projektu: dr Wojciech Langwinski.

Kierownik po stronie UAM: dr inz. Bartosz Grzeskowiak (budzet projektu: 416 020 PLN).
Miejsce: Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu/Centrum
NanoBioMedyczne, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Hybrydowe nanokompozyty na bazie nanoczgstek zfota jako obiecujgce materiaty
fotoaktywne do skojarzonej terapii fototermicznej/fotodynamicznej - HyPhoto2,
Projekt SONATINA 7, Narodowe Centrum Nauki, (2023/48/C/ST4/00067).

Okres trwania projektu: 36 miesiecy (12.2023 — 11.2026).

Kierownik projektu: dr Paulina Btaszkiewicz.

Miejsce: Centrum NanoBioMedyczne, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu.
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Zrozumienie roli miedzywierzchni nanostruktur polidopaminy i pdtorzewodnika
w procesie fotokatalitycznego rozszczepiania wody, Projekt OPUS 18, Narodowe
Centrum Nauki, (2019/35/ST5/00248).

Okres trwania projektu: 48 miesiecy (07.2020 — 06.2024).

Kierownik projektu: prof. UAM, dr hab. Emerson Coy.

Miejsce: Centrum NanoBioMedyczne, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu.

Opracowanie wielofunkcyjnych nanosystemow do teranostyki choréb niedokrwiennych
serca (nanoHEART), Drugi polsko-chinski konkurs bilateralny, Narodowe Centrum
Badan i Rozwoju, (DWM/WPC2/285/2020).

Okres trwania projektu: 48 miesiecy (04.2021 —03.2025).

Kierownik projektu: Prof. dr hab. Stefan Jurga/dr Grzegorz Nowaczyk.

Miejsce: Centrum NanoBioMedyczne, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu.

Badania losu zaawansowanych nosnikdw polimerowych in vitro i formowania sie
korony biatkowej na ich powierzchni, Projekt OPUS 17, Narodowe Centrum Nauki,
(2019/33/B/ST5/01495).

Okres trwania projektu: 48 miesiecy (02.2020 — 01.2024).

Kierownik projektu: prof. UAM, dr hab. Emerson Coy/Dr. Sergio Moya.

Miejsce: Centrum NanoBioMedyczne, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu.

Opracowanie  nowoczesnych nanomateriatow dla potrdjnej terapii raka
wqtrobokomdrkowego,  Projekt OPUS 16, Narodowe Centrum  Nauki,
(2018/31/B/ST8/02460).

Okres trwania projektu: 66 miesiecy (09.2019 — 03.2025).

Kierownik projektu: prof. UAM, dr hab. Radostaw Mréwczyniski.

Miejsce: Centrum NanoBioMedyczne, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu.

Synteza i wtasciwosci nowych, hybrydowych magnetycznych nanoczgstek oraz ocena
ich zastosowania jako wielozadaniowych nosnikéow lekéw w tqczonej terapii
przeciwnowotworowej, Projekt LIDER, Narodowe Centrum Badan i Rozwoju,
(LIDER/11/0055/L-7/15/NCBiR/2016).

Okres trwania projektu: 36 miesiecy (01.2017 — 12.2019).

Kierownik projektu: prof. UAM, dr hab. Radostaw Mréwczyniski.

Miejsce: Centrum NanoBioMedyczne, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu.

Nowe, wielozadaniowe nanoczqgstki w skojarzonej geno- i fototerapii, Projekt OPUS 11,
Narodowe Centrum Nauki, (2016/21/B/ST8/00477).
Okres trwania projektu: 54 miesiecy (04.2017 — 10.2021).
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7.2.

Kierownik projektu: prof. dr hab. Stefan Jurga.
Miejsce: Centrum NanoBioMedyczne, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu.

Nanomateriaty o potencjalnym zastosowaniu w biomedycynie (NanoMatBio), Projekt
PBS, Narodowe Centrum Badan i Rozwoju, (PBS1/A9/13/2012).

Okres trwania projektu: 36 miesiecy (01.2012 — 10.2015).

Kierownik projektu: prof. dr hab. Stefan Jurga.

Miejsce: Centrum NanoBioMedyczne, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu.

Opracowywanie innowacyjnej technologii wykorzystania tkanek transgenicznych swin
dla celéw biomedycznych (MEDPIG), Projekt INNOMED, Narodowe Centrum Badan
i Rozwoju, (INNOMED/I/17/NCBR/2014).

Okres trwania projektu: 48 miesiecy (2014 —2018).

Kierownik projektu: prof. dr hab. Ryszard Stomski.

Miejsce: Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu.

Nanoguide - Nanoparticle-based targeting of gene and cell based therapies, Deutsche
Forschungsgemeinschaft (DFG) Research Unit FOR917 (Project PL 281/3-1).

Kierownik projektu: prof. Christian Plank.

Miejsce: Uniwersytet Techniczny w Monachium.

Uzyskanie transgenicznych swin jako dawcow tkanek i narzqdow do transplantacji
u ludzi oraz ich biotechnologiczna, fizjologiczna i medyczna charakterystyka. Zadanie
1. Przygotowanie modyfikujgcych, regulujgcych i inaktywujgcych konstrukcji genowych
dla potrzeb ksenotransplantacji oraz wielotransgenicznych komdrek sSwin
do klonowania somatycznego. Narodowe Centrum Badan i Rozwoju, Projekt
rozwojowy Nr: N R12 0036 06/2009.

Okres trwania projektu: 48 miesiecy (2009 —2012).

Kierownik projektu: prof. dr hab. Ryszard Stomski.

Miejsce: Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu.

Zgtoszenia patentowe

Jestem wspotautorem dwéch zgtoszen patentowych

Wielozadaniowe nanoczgstki polidopaminy, sposdb ich wytwarzania
oraz zastosowanie w dostarczaniu leku przeciwnowotworowego do komérek
rakowych zwtaszcza terapii raka watroby.

Numer zgtoszenia: P.430512 [WIPO ST10/C PL430512]
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7.3.

Modyfikowane dendrymerami PAMAM nanoczgstki polidopaminy, sposéb
ich wytwarzania i ich zastosowanie w terapii przeciwnowotworowej zwtaszcza terapii
raka watroby.

Numer zgtoszenia: P.430511 [WIPO ST10/C PL430511]

Udziat w konferencjach i sympozjach

Podczas mojej kariery naukowej bratem aktywny udziat w 27 konferencjach krajowych

i miedzynarodowych (10 przed uzyskaniem stopnia doktora, 17 po uzyskaniu stopnia doktora)

w Polsce, Niemczech, Wtoszech, Portugali oraz Francji, w tym 7-krotnie w formie prelekcji

oraz wielokrotnie w formie prezentacji wynikéw na sesjach plakatowych (szczegoty zatgcznik
4A, punkt 11.7).

Wystapienia ustne:

Nucleic acid delivery to mouse fibroblasts using nonviral vectors associated with
magnetic nanoparticles, Young scientists Meeting of the DFG (German Research
Foundation), Berlin, Niemcy, 27.02.2013

Nanomagnetic gene delivery vectors for transgenesis, Sharing Advances on Large
Animal Models (SALAAM), Monachium, Niemcy, 16.12.2014

Establishment of transgenic fibroblasts using magnetic nanoparticle-based gene
delivery vectors, 5th Summer Symposium on Nanomaterials and their application
to Biology and Medicine, Zakopane, Polska, 18.06.2015

Establishment of transgenic fibroblast cell lines using nanomagnetic gene delivery
vectors, 7th Polish Conference on Nanotechnology, Poznan, Polska, 25.06.2015

mMRNA technology as a way to establish porcine induced pluripotent stem cells, Final
Conference of the COST Action BM 1308 Sharing Advances on Large Animal Models —
SALAAM, Halle, Niemcy, 29.09.2017

Nanomaterials for biomedicine, 7th Young Polymer Scientists Conference and Short
Course (7th YPSCSC), todz, Polska, 28.09.2021

Cell membrane coated polymeric nanoparticles for targeted anticancer therapy,
NanoTechPoland 2022, Poznan, Polska, 02.06.2022
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7.4.

Aktywnos¢ recenzencka

Recenzent w czasopismach

llos¢
Nazwa czasopisma zrecenzowanych Impact Factor
. (2023)
artykutow

Acta Biomaterialia (Elsevier) 1 9.4
BioTechnologia 1 -
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces (Elsevier) 3 5.4
Heliyon (Elsevier) 1 3.4
HerbaPolonica 1 -
International Journal of Molecular Sciences (MDPI) 2 4.9
International Journal of Nanomedicine (Dovepress) 3 6.6
International Journal of Pharmaceutics: X (Elsevier) 1 5.2
Journal of Drug Delivery Science and Technology 1 4.5
(Elsevier)

Journal of Pharmaceutical Analysis (Elsevier) 1 6.1
Materials and Design (Elsevier) 1 7.6
Omega (ACS) 1 3.7
Pharmaceutics (MDPI) 4 4.5
Reproductive Biology and Endocrinology (Elsevier) 1 4.2
World Journal of Surgical Oncology (Elsevier) 1 2.5

Recenzent w projektach

7.5.

» Woykonanie oceny projektu w ramach Poddziatania 1.3.2 Dofinansowanie procedury

patentowej dotyczgcej sposobu otrzymywania roslin transgenicznych o ulepszonych
cechach uprawnych, ktéry zostat zrealizowany przez Instytut Biochemii i Biofizyki PAN.
Ocena wykonana dla Osrodka Przetwarzania Informacji — Panstwowego Instytutu
Badawczego w ramach projektu Badania i rozwdj nowoczesnych technologii Program
Operacyjny Innowacyjna Gospodarka 2007 — 2013. Data realizacji: sierpier 2015

Wykonanie oceny zagranicznego projektu Biosensing and specific targeting of cancer
cells by innovative photothermal MoOx nanoparticle platform, 9th Call for Bilateral
Projects SAS — TUBITAK (projekt stowacko — turecki). Data realizacji: sierpien 2024

Nagrody

Zespotowa Nagroda Rektora | stopnia za wybitne osiggniecia naukowe w 2023 roku,
dotyczgce zastosowan wielofunkcyjnych nanomateriatéw na bazie materiatow
hybrydowych w obszarach wytwarzania energii oraz biomedycyny, Poznan 2024.

Stypendium Rektora Uniwersytetu im. Adam Mickiewicza w Poznaniu za wybitne
osiggniecia naukowe w 2019 roku, Poznan 2020.
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7.6.

Nagroda Miasta Poznania za wyrdzniajgcg sie prace doktorskg, Poznan 2015.

Nagroda Poznanskiego Oddziatu Polskiej Akademii Nauk za najlepszg oryginalng prace
twodrczg, ktorej wiodgcym autorem jest doktorant w obszarze nauk biologicznych
i rolniczych, Poznan 2015.

| nagroda za plakat Magnetic field assisted nucleic acid delivery into primary fibroblasts,
konferencja NanoPL 2014, Kielce, 16.10.2014.

Il nagroda za plakat Magnetic nanoparticles based non-viral vectors for gene therapy,
VI Kongres Wspoftczesnej Onkologii Next Generation, Poznan, 27-29.03.2014.

| nagroda za plakat Nanomagnetic actuation as a method to enhance transfection
efficiency of primary fibroblasts, 3rd Summer Symposium on Nanomaterials and their
application to biology and medicine, Poznan, 16-19.06.2013.

Udziat w specjalistycznych szkoleniach i warsztatach naukowych

Szkolenie organizowane przez Polskie Towarzystwo Nauk o Zwierzetach
Laboratoryjnych (PolLASA), 2-6.11.2015
o dla oséb odpowiedzialnych za planowanie procedur i doswiadczen
oraz za ich przeprowadzanie
dla oséb wykonujgcych procedury
dla oséb usmiercajacych zwierzeta wykorzystywane w procedurach

Szkolenie Principles of Enterpreneurship — how to start a Biotech Company in Poland
zorganizowane przez Centrum NanoBioMedyczne UAM, 2-3.02.2015

Szkolenie  Business principles introduction zorganizowane przez Centrum
NanoBioMedyczne UAM, 26.01-06.02.2015

Szkolenie z komunikacji naukowej (20-godzinny kurs) zorganizowany przez Katedre
Biochemii i Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, 5-8.05.2014

Studium nowoczesnej metodyki ksztatcenia realizowane w ramach projektu
Zintegrowany program wspierajgcy rozwoj Uniwersytetu im. A. Mickiewicza
w Poznaniu w zakresie nauk fizycznych: ,Proinnowacyjne ksztafcenie, kompetentna
kadra, absolwenci przysztosci”, 2012/2013

Szkolenie przeznaczone dla mtodych naukowcdw Developing enterpreneurial skills for
future career: moving from science toward practice zorganizowane przez Centrum
Integracji Europejskiej UAM we wspotpracy z Elettra Synchrotron Light Source (Triest,
Wrtochy), 17-22.10.2010
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7.7. Dane naukometryczne

Dane naukometryczne wedtug baz Web of Science (WoS)™, Scopus™ i Google Scholar (GS)™
na dzien 15 pazdziernika 2024.

Web of Science | Scopus Google Scholar
Liczba publikacji 35 35 35
Liczba cytowan 869 973 1167
Liczba cytowan (bez samocytowan) 828 926 -
Indeks Hirscha (h) 18 18 20
Indeks i10 20 21 21

» Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (Impact Factor) dla wszystkich publikacji:
154.775
e przed uzyskaniem stopnia doktora: 4.894
e po uzyskaniu stopnia doktora: 149.881

» Suma punktéw MNiSW dla wszystkich publikacji: do 2019 (335); od 2019 (2480)
e przed uzyskaniem stopnia doktora: do 2019 (60)
e po uzyskaniu stopnia doktora: do 2019 (275); od 2019 (2480)
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