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1. Dane osobowe.

Imig¢ i nazwisko: Julita Kulbacka

Adres stuzbowy: Katedra 1 Zaktad Biochemii Lekarskiej, Wydziat Lekarski

Uniwersytet Medyczny im. Piastow Slaskich
ul. Chatubinskiego 10, 50-367 Wroctaw
tel.: 071 784 13 87, fax.: 071 784 00 85

e-mail: julita.kulbacka@umed.wroc.pl

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

09.07.2001 r.

23.06.2006 r.

2012 -2013

magister inzynier w zakresie inzynierii biomedycznej — fizyki
technicznej uzyskany na Wydziale Podstawowych Probleméw Techniki
Politechniki Wroctawskiej. Temat pracy: “Wplyw bliskiej podczerwieni
na oddziatywanie Czerwieni Kongo z fenyloalaning — spektroskopia

UV/Vis”, promotor prof. dr hab. n. techn. Matgorzata Komorowska.

doktor nauk medycznych w zakresie biologii medycznej uzyskany na
Wydziale Lekarskim Akademii Medycznej im. Piastow Slaskich we
Wroctawiu. Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Stres oksydacyjny
w komorkach nowotworowych (LoVo i LoVoDX) poddanych terapii

fotodynamicznej”, promotor prof. dr hab. n. med. Teresa Banas.

studia podyplomowe w Wyzszej Szkole Ekonomii i1 Innowacji

w Lublinie: ,,Menedzer projektow badawczych”.
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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

2001 -2006 doktorant w Katedrze i Zaktadzie Biochemii Lekarskiej, Uniwersytetu
Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu.

01.10.2004 — asystent naukowo-dydaktyczny w Katedrze 1 Zaktadzie Biochemii

28.02.2007 Lekarskiej, Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we
Wroclawiu.

01.03.2007 —do  adiunkt naukowo—dydaktyczny w Katedrze 1 Zaktadzie Biochemii
chwili obecnej Lekarskiej, Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we

Wroctawiu.

4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki

(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):
a) tytul osiagni¢cia naukowego

Zastosowanie elektroporacji do wspomagania efektu przeciwnowotworowego

wybranych fotouczulaczy i cytostatykéw na modelu in vitro

b) publikacje skladajace si¢ na osiagni¢cie naukowe (autor/autorzy, tytul/tytuly

publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci wydawniczy)

Podstawe postepowania habilitacyjnego stanowi cykl dziewieciu petnotekstowych,
oryginalnych artykutow naukowych (4.1 — 4.9) opublikowanych w czasopismach z listy JRC
w latach 2010 — 2016. Artykuly osiagnigcia naukowego zostaly uszeregowane zgodnie
z realizowanym w nich celem naukowym. Komentarz do cyklu publikacyjnego przedstawiony
w autoreferacie stanowi podsumowanie najwazniejszych naukowych osiggni¢¢ wilasnych,
bedacych podstawg przedstawionej rozprawy habilitacyjnej. Sumaryczny wspotczynnik
wptywu (Impact Factor) czasopism, w ktéorych opublikowany zostat cykl publikacji
wchodzacych w sktad rozprawy habilitacyjnej wynosi: [F=25.152 (242 pkt MNiSW, wedtug

listy JRC, zgodnie z rokiem opublikowania).
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4.1. Saczko J, Nowak M, Skotucka N, Kulbacka J, Kotulska M': The effects of the electro-
photodynamic in vitro treatment on human lung adenocarcinoma cells, Bioelectrochemistry

2010 Vol.79 no.1; s.90-94 (IF: 3.520; Pkt. MNiSW/KBN: 32)

Moj udzial procentowy, ktory szacuje na 50%, pracy polegat na aktywnym wspottworzeniu
koncepcji calej pracy i merytorycznej opiece nad prawidtowqg realizacjq catosci
eksperymentow, optymalizacji czesci doswiadczalnej dotyczgcej zastosowania elektroporacji
z reakcjq fotodynamiczng, opracowaniu wynikow, rysunkow i redagowaniu pracy oraz

opracowaniu odpowiedzi w korespondencji z edytorem.

4.2. Kulbacka J, Nowak M, Skotucka N, Saczko J, Kotulska M': The influence of
electroporation on in vitro photodynamic therapy of human breast carcinoma cells, Folia

Biol.(Praha) 2011 Vol.57 no.3; s.112-118 (IF: 1.151; Pkt. MNiSW/KBN: 20)

Moj udzial procentowy, ktory szacuje na 60%, pracy polegat na aktywnym wspottworzeniu
koncepcji calej pracy i merytorycznej opiece nad prawidlowq realizacjq catosci
eksperymentow, optymalizacji czesci doswiadczalnej dotyczqcej zastosowania elektroporacji
z reakcjq fotodynamiczng, opracowaniu wynikow, rysunkow i redagowaniu pracy oraz

opracowaniu odpowiedzi w korespondencji z edytorem.

4.3. Kotulska M!, Kulbacka J, Saczko J: Advances in photodynamic therapy assisted by
electroporation, Curr. Drug Metab. 2013 Vol.14 no.3; s.309-318 (IF: 3.487; Pkt.
MNiSW/KBN: 40)

Moj udzial procentowy, ktory szacuje na 40%, polegal na aktywnym zaangazowaniu we
wspotltworzeniu merytorycznej koncepcji catej pracy oraz na samodzielnym opracowaniu czesci

dotyczqcej substancji fotouczulajgcych i mechanizmow terapii fotodynamicznej.

4.4. Kulbacka Ji, Kotulska M, Rembiatkowska N, Choromanska A, Kaminska I, Garbiec A,
Rossowska J, Daczewska M, Jachimska B, Saczko J: Cellular stress induced by photodynamic
reaction with CoTPPS and MnTMPyPCls in combination with electroporation in human colon
adenocarcinoma cell lines (LoVo and LoVoDX), Cell Stress Chaperones 2013 Vol.18 no.6;
$.719-731 (IF: 2.537; Pkt. MNiSW/KBN: 20)

Moj udzial procentowy pracy, ktory szacuje na 50%, polegat na tworzeniu koncepcji calej

pracy, optymalizacji i wykonaniu czesci doswiadczalnej dotyczqcej zastosowania

"autor korespondencyjny
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elektroporacji z nowymi zwigzkami z grupy porfiryn, opracowaniu wynikow, rysunkow

i napisaniu pracy oraz opracowaniu odpowiedzi w korespondencji z edytorem.

4.5. Kulbacka Jii, Daczewska M, Dubifiska-Magiera M, Choromanska A, Rembiatkowska N,
Surowiak P, Kulbacki M, Kotulska M, Saczko J: Doxorubicin delivery enhanced by

electroporation to gastrointestinal adenocarcinoma cells with P-gp overexpression,

Bioelectrochemistry 2014 Vol.100; s.96-104 (IF: 4.172; Pkt. MNiSW/KBN: 35)

Moj udziatl procentowy, ktory szacuje na 60% polegat na stworzeniu koncepcji catej pracy,
optymalizacji i wykonaniu czesci doswiadczalnej dotyczqcej zastosowania elektroporacji
z doksorubicyng, opracowaniu wynikow, rysunkow i napisaniu pracy oraz opracowaniu

odpowiedzi w korespondencji z edytorem.

4.6. Zielichowska A, Saczko J, Garbiec A, Dubinska-Magiera M, Rossowska J, Surowiak P,
Choromanska A, Daczewska M, Kulbacka Ji, Lage H: The photodynamic effect of far-red
range phthalocyanines (AIPc and Pc green) supported by electropermeabilization in human

gastric adenocarcinoma cells of sensitive and resistant type, Biomed. Pharmacother. 2015

Vol.69; s.145-152 (IF: 2.326; Pkt. MNiSW/KBN: 20)

Moj udziat procentowy, ktory szacuje na 30% polegat na wspottworzeniu koncepcji catej pracy,
optymalizacji i wykonaniu czesci doswiadczalnej dotyczqcej zastosowania elektroporacji
z fotouczulaczami z zakresu podczerwieni, opracowaniu wynikow, rysunkow i napisaniu pracy

oraz opracowaniu odpowiedzi w korespondencji z edytorem.

4.7. Kulbacka Jii: Nanosecond pulsed electric fields (nsPEFs) impact and enhanced Photofrin
11 delivery in photodynamic reaction in cancer and normal cells, Photodiagn. Photodyn. Ther.

2015 Vol.12 no.4; 5.621-629 (IF: 2.412; Pkt. MNiSW/KBN: 20)

Moj 100% wudzial polegt na stworzeniu koncepcji calej pracy, wykonaniu czesci
eksperymentalnej, opracowaniu wynikow i napisaniu manuskryptu oraz prowadzeniu

korespondencji z edytorem.

4.8. Kulbacka Ji, Pucek A, Kotulska M, Dubifiska-Magiera M, Rossowska J, Rols M-P,
Kazimiera Anna Wilk KA: Electroporation and lipid nanoparticles with cyanine IR-780 and

flavonoids as efficient vectors to enhanced drug delivery in colon cancer, Bioelectrochemistry

2016 Vol.110; s.19-31 (IF: 3.556; Pkt. MNiSW/KBN: 35)

i autor korespondencyjny
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Moj udzial procentowy, ktory szacuje na 65% polegal na opracowaniu koncepcji manuskryptu,
optymalizacji czesci badan dotyczqcej elektroporacji komorek w obecnosci nanonosnikow,
wykonaniu czesci dotyczgcej badan biologicznych, opracowaniu wynikow z czesci biologicznej,

napisaniu manuskryptu, prowadzeniu korespondencji z edytorem.

4.9. Kulbacka Jii, Pucek A, Wilk KA, Dubinska-Magiera M, Rossowska J, Kulbacki M,
Kotulska M: The Effect of Millisecond Pulsed Electric Fields (msPEF) on Intracellular Drug
Transport with Negatively Charged Large Nanocarriers Made of Solid Lipid Nanoparticles
(SLN): In Vitro Study. ] Membr Biol. 2016, 249(5): 645-661. (IF: 1.991; Pkt. MNiSW/KBN:
20)

Moj udzial procentowy, ktory szacuje na 65% polegal na opracowaniu koncepcji manuskryptu,
optymalizacji czesci badan dotyczqcej elektroporacji komorek w obecnosci nanonosnikow,
wykonaniu czesci dotyczgcej badan biologicznych, opracowaniu wynikow z czesci biologicznej,

napisaniu manuskryptu, prowadzeniu korespondencji z edytorem.

Przedstawiona rozprawa habilitacyjna omawia monotematyczny materiat, obejmujacy
wyniki badan opublikowane w dziewigciu publikacjach na temat analizy zjawiska
elektroporacji stosowanego do efektywnego dostarczania leku w formie wolnej
1 enkapsutowanej w warunkach in vitro. Proponowany cykl publikacji stanowi nowos$¢
naukowa w zakresie eksperymentalnej biologii medycznej. Do realizacji badan wykorzystatam
réznorodne techniki obrazowania komorek: klasyczng mikroskopi¢ $wietlng, mikroskopie¢
fluorescencyjng, konfokalng oraz mikroskopi¢ elektronowg. W celu scharakteryzowania
nanoczastek zastosowano mikroskopie sit atomowych (AFM, ang. Atomic Force Microscopy)
oraz skaningowa mikroskopi¢ elektronowa (SEM, ang. Scanning Electron Microscopy). Efekty
oddziatywan lekéw 1 elektroporacji ocenialam testami proliferacyjnymi (MTT, test
klonogenny, barwienia  bigkitem trypanu), metodami immunocytochemicznymi
1 immunofluorescencyjnymi oraz cytofluorymetrig przeptywowa (FACS, ang. Fluorescence-
Aactivated Cell Sorting). Przedstawione prace maja interdyscyplinarny charakter badan

1 wymagaly podjecia wspolpracy ze specjalistami z réznych dziedzin.

Prace 4.8 1 4.9, w cze$ci dotyczacej syntez nanonos$nikow 1 weryfikacji ich pod katem
dostarczania leku finansowane byly przez Wroclawskie Centrum Badan EIT+ z zadania
,Nanokapsutowanie farmaceutykow” realizowanego w ramach programu badawczego

,Biotechnologie 1 zaawansowane technologie medyczne — BioMed” (POIG 01.01.02-02-

il autor korespondencyjny



Zalgcznik 2a

003/08-00), finansowanego z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego (Program

Operacyjny Innowacyjna Gospodarka 1.1.2), w ktorym bytam wykonawca.

Prace 4.3, 4.5, 4.6 1 4.7 finansowane byly przez Narodowe Centrum Nauki (grant
2011/01/D/NZ4/01255, w ktérym bytam kierownikiem)

Prace 4.5 — 4.9 zrealizowano we wspotpracy w ramach w projektu COST Action
TD1104, w ktorym bylam zastepca przedstawiciela z Polski (vice MC). Informacje

popularyzujace publikacje umieszczono na stronie projektu www.electroporation.net.

¢) omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Pytanie czy istniejg skuteczne metody leczenia nowotwordw, jest ciaglym wyzwaniem.
Postgp nauki i dostep do najnowszych technologii powoduje, ze szanse wyleczenia choréb
nowotworowych ciaggle rosng. Wymaga to jednak przeprowadzania wielu badan
w celu zrozumienia mechanizméw powstawania 1 rozwoju nowotwordw oraz pomystow na
nowe rodzaje terapii. Istotnym problemem terapii przeciwnowotworowej jest kwestia
skutecznego dostarczania leku do wngtrza komorki tak, by osiagnac jego cytotoksyczne
stezenie przy minimalnych skutkach ubocznych. Majac to na uwadze, podjelam tematyke
zastosowania elektroporacji (EP) do wspomagania terapii przeciwnowotworowych. Technika
ta pozwala na przetamanie bariery przenikalnosci blony cytoplazmatycznej 1 wydaje si¢ by¢
obiecujacg do efektywnego transportu wybranych fotouczulaczy i cytostatykow.

Blona komoérkowa tworzy bariere, ktora oddziela wnetrze komorki od $rodowiska
zewnatrzkomorkowego. Ta naturalna bariera umozliwia kontrolowany transport czasteczek
1jest istotnym czynnikiem wptywajacym na skutecznos¢ terapii, ktore zaktadaja dostarczenie
leku do wnetrza komorek. Krotkie impulsy elektryczne o wysokim nat¢zeniu pola
elektromagnetycznego moga indukowa¢ tymczasowag permeabilizacj¢ btony komodrkowej,
inaczej zwang elektroporacjag. Po raz pierwszy zjawisko to wykorzystat w praktyce do
transportu DNA E. Neumann w 1972 roku [ Neumann i Rosenheck 1972; Neumann 1973]. Efekt
tymczasowej elektroporacji btony stat si¢ podstawa rozwoju wielu nowoczesnych technik,
m.in.: dostarczania czasteczek do wnetrza komorek, bezposredniego transferu gendw do
roznych typow komorek i mikroorganizmow, elektrofuzji komérkowej lub nawet stymulacji

wzrostu komorek 1 ich regeneracji. Zastosowanie impulséw elektrycznych w celu poprawy
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transportu lekoéw cytostatycznych nazywane jest elektrochemioterapig (ECT) [Mir i wsp. 1991,
Domenge i wsp. 1996]. Teoretyczne zrozumienie mechanizmu elektroporacji jest kluczowe
w przypadku planowania i projektowania protokotow dostarczania lekow czy materiatu
genetycznego. W ostatnich czterech dekadach pojawily si¢ liczne doniesienia i1 propozycje
opisu tego zjawiska. Zaktadaja one deformacj¢ lipidow blonowych, ich przejscia fazowe,
rozpad interfaz pomi¢dzy domenami lipidowymi lub denaturacj¢ bialek btonowych.
Najbardziej rozpowszechnionym stanowiskiem jest zalozenie powstawania na skutek EP
hydrofilowego pora o charakterze dynamicznym (Rys.1), przez ktoéry swobodnie mogg
przedostawac si¢ czasteczki leku [Barnett i wsp. 1991; Weaver 1993; Casciola i wsp. 2016].

Sa to jednak hipotezy, gdyz do tej pory nikomu nie udato si¢ zwizualizowac tego zjawiska.

~:)

28Neee, @ (2100090
%%%%W %szw

hydrofilowy por

pulsy elektryczne

W,
=

Ryec. 1. Koncepcja zjawiska elektroporacji, formowanie hydrofilowego pora w btonie komoérkowej [w oparciu

o Weaver 1993].

Elektroporacja ma wiele zastosowan, w zaleznosci od dlugosci trwania impulsu oraz
stosowanych wartosci natgzenia pola elektrycznego. Najbardziej rozpowszechnione jest
zastosowanie elektroporacji, wykorzystujacej milisekundowe impulsy i nizsze wartosci
natezenia pola elektrycznego (do 500 V/cm), w celu wprowadzania materiatu genetycznego do
wnetrza komorek, wbudowywania biatek w blony czy tez fuzji komodrek. Obecnie
najintensywniej rozwija si¢ metoda elektroporacji wykorzystujaca impulsy mikrosekundowe
1 wyzsze wartos$ci natezenia pola elektrycznego (do 2kV/cm). Technologia ta z powodzeniem
stosowana jest do wprowadzania lekow do wnetrza komorek, tak jak w przypadku
elektrochemioterapii (ECT). Do tej pory potwierdzono skuteczno$¢ niewielu lekow

(bleomycyna, cisplatyna), ktére maja zastosowanie w praktyce klinicznej. Ogromnym

9
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powodzeniem cieszy si¢ zastosowanie EP w przemysle spozywczym do bezpiecznej
konserwacji zywno$ci oraz w dziedzinie kosmetyki estetycznej do efektywnego wprowadzania
naturalnych substancji pod skore [Kotnik i wsp. 2015; Skotucka i wsp. 2010]. Nastepny
stosowany zakres impulsow obejmuje ultrakréotkie impulsy (60-300ns) z krotkim czasem
wzrostu 4-30 ns przy wysokim nat¢zeniu pola elektrycznego. Metoda ta zwana elektroporacja
nanopulsowa (nsPEF). NsPEF wyzwala szereg reakcji komoérkowych, powoduje m.in.
translokacje fosfatydyloseryny (PS), permeabilizacje bton komérkowych (w wigkszym stopniu
bton wewnetrznych) oraz utrate mitochondrialnego potencjatu blonowego. Zauwazono
rowniez, ze nsPEF powoduje niewielkie efekty termiczne [Beebe i wsp. 2005, Beebe i wsp.
2002; Nuccitelli i wsp. 2010; Dai i wsp. 2017]. Metoda ta, podobnie jak elektroporacja
wykorzystujagca impulsy mikrosekundowe moze by¢ stosowana w skutecznej eliminacji
komorek nowotworowych, a przy odpowiednio wysokim nat¢zeniu pola elektrycznego, nawet
bez konieczno$ci stosowania lekéw cytostatycznych. Pierwszg probe zastosowania metody
nsPEF przeprowadzono u pacjenta, u ktérego zdiagnozowano raka podstawnokomorkowego,
a po szesciu tygodniach po zabiegu, wykazano catkowita remisj¢ [Garon i wsp. 2007].
Elektroporacja ma ogromny potencjat. Pomimo tego mechanizmy dzialania samej

elektroporacji oraz jej kombinacji z innymi lekami nie do konca sg jeszcze wyjasnione.

Cele badawcze i omowienie najwazniejszych wynikow badan wlasnych

Aktualnie stosowane metody przeciwnowotworowe takie jak chemioterapia 1 terapia
fotodynamiczna charakteryzuje dtuga lista efektow ubocznych leczenia. Na pierwszym miejscu
w przypadku stosowanych chemioterapeutykow, jest wysoka ogodlna toksycznos$¢,
a w przypadku fotouczulaczy dtugotrwata nadmierna wrazliwo$¢ na swiatto [ Wan i wsp. 2014].
Podjeta przeze mnie tematyka badawcza miata na celu skuteczne zredukowanie aktywnego
stezenia stosowanej substancji przeciwnowotworowej w komorkach, poprzez zastosowanie
tymczasowej permeabilizacji bton komoérkowych indukowanej zewngtrznym impulsowym
polem elektrycznym. Dlatego aby pozna¢ i wyjasni¢ mechanizm dziatania elektroporacji na
komorki nowotworowe 1 prawidlowe, przeprowadzitam badania z zastosowaniem
fotouczulaczy, cytostatykow, a takze nanono$nikow z uwzglednieniem ich tadunku, rozmiaru

i kompozycji.
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Glowne cele badawcze:

1. Wykorzystanie techniki elektroporacji mikrosekundowej do efektywnego dostarczania leku
(fotouczulaczy, cytostatykow) do komoérek w szczegdlnosci do komorek opornych na
chemioterapi¢ (prace 4.1 - 4.6).

2. Zastosowanie elektroporacji nanosekundowej w reakcji fotodynamicznej w celu
zwigkszenia aktywnosci przeciwnowotworowej fotouczulacza (praca 4.7).

3. Wykorzystanie elektroporacji milisekundowej w celu dostarczania do komoérek duzych

nanoczasteczek lipidowych (prace 4.8 i 4.9).

[V/em]
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Ryec. 2. Zakres parametrow elektroporacji zastosowany w badaniach.

Terapia fotodynamiczna

Terapia fotodynamiczna (PDT, ang. PhotoDynamic Therapy) zostata odkryta ponad 100
lat temu. Metoda ta wykorzystuje dziatanie zwigzku $wiattoczutego (fotouczulacza), zwykle
nietoksycznego, w celu selektywnej eliminacji komoérek nowotworowych. Fotouczulacz jest
aktywowany $wiatem o odpowiedniej dlugosci fali odpowiadajacej maksimum absorpcji
zwigzku. Zaklada sig¢, ze reakcja fotodynamiczna (PDR, ang. PhotoDynamic Reaction) moze
przebiega¢ wedlug jednego z dwoch mechanizméw. Pierwszy zaktada niskie stezenie tlenu
w §rodowisku reakcyjnym, gdzie zachodza przemiany miedzy wzbudzonym stanem
trypletowym, $wiatloczutego leku a tkanka nowotworowa. W efekcie prowadzi to do
wytworzenia rodnikow 1 anionorodnikdw, ktdre reaguja z tlenem w stanie trypletowym co
prowadzi do wygenerowania reaktywnych form tlenu (RFT). Drugi mechanizm zaklada

wysokie stezenie tlenu w §rodowisku reakcyjnym. Mechanizm ten jest dominujacy ze wzgledu
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na zawarto$¢ tlenu w organizmie ludzkim. W tym przypadku fotouczulacz przechodzi do
wzbudzonego stanu trypletowego i zachodzi przekazanie energii migdzy fotouczulaczem
a tlenem w podstawowym stanie trypletowym. Wowczas powstaje tlen w stanie wzbudzonym
tzw. tlen singletowy o bardzo silnych wlasno$ciach utleniajagcych. W obu przypadkach
obecnos$¢ tlenu wplywa na powstawanie RFT 1 wolnych rodnikéw, ktore niszczg btony
komoérkowe i organelle, tym samym inicjujac $mier¢ komorek nowotworowych. Podaje si¢
réwniez trzeci typ reakcji, ktory dotyczy bezposredniego oddziatywania fotouczulacza w stanie
wzbudzonym z biatkami, lipidami czy weglowodanami, inicjujac zniszczenie tych czasteczek,
modyfikacje ich struktury czy nawet rozpad substancji fotouczulajacej. Do tej pory
mechanizmy reakcji fotodynamicznej (PDR, ang. PhotoDynamic Reaction) zostaly do$¢ dobrze
poznane i s3 stosowane zardwno w zmianach nowotworowych jak i nienowotworowych. Zaleta
stosowanych klinicznie substancji fotouczulajacych jest ich selektywna akumulacja w tkankach
nowotworowych, co rowniez jest wykorzystywane jako diagnostyka fotodynamiczna (PDD,
ang. PhotoDynamic Diagnosis). Wigkszo$¢ stosowanych substancji to zwiazki porfirynowe.
Najbardziej rozpowszechnionymi fotouczulaczami stosowanymi w PDT s3: HPD (mieszanina
hematoporfiryn), Photofrin® (mieszanina oligomeréw zawierajaca do o$miu czasteczek
porfiryn), Levulan (5-ALA, kwas aminolewulinowy, prekursor syntezy porfiryn), Metvixia
(aminolewulinian metylu), Cysview (heksaaminolewulinian), Visudyne (verteporfiryna),
Foscan (meta-tetra(hydroksyfenylo)chloryna, m-THPC). Prowadzone sg réwniez badania nad
fotouczulaczami nowej generacji z grupy cyjanin i ftalocyjanin, ktorych maksima pochtaniania
Swiatla siegaja bliskiej podczerwieni, co umozliwia glgbsza penetracje naswietlanych tkanek.
Pomimo tak zaawansowanego poziomu wiedzy na temat PDT i obiecujacych efektow
terapeutycznych, ciggle poszukuje si¢ nowych fotouczulaczy i lepszych metod ich dostarczania.
Modyfikacje PDT majg na celu zniwelowanie jej efektow ubocznych, takich jak np.
przedtuzona wrazliwos$¢ skory 1 oczu na dziatanie $wiatta (nawet do 6 tygodni po zakonczeniu
leczenia). PDT moze powodowaé oparzenia, obrzgki, bol i blizny w miejscu leczenia
1 otaczajacych tkankach. PDT nie moze by¢ rdwniez stosowana u 0sob z porfiriami lub u oséb
uczulonych na porfiryny. Zwykle te niepozadane dziatania przemijaja, ale wplywaja na
dyskomfort pacjenta. Aby unikna¢ lub zmniejszy¢ obserwowane niekorzystne efekty, stosuje
si¢ proby zamknigcia fotouczulacza w nanonos$niku (liposomy, micele itp.). Zadaniem
fotouczulacza w nanonosniku jest selektywne dostarczenie substancji do docelowego miejsca
leczenia. Jednak absorpcja no$nikow przez komorki nie zawsze jest efektywna. Rowniez tutaj
elektroporacja moze zosta¢ zastosowana, zwigkszajac skutecznos¢ dostarczenia leku do

komorek nowotworowych (Rye.3).
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Ryec. 3. Metody wspomagania terapii przeciwnowotworowych.

Najwazniejsze wyniki badan

Stosujac technik¢ elektroporacji w publikacji 4.1. i 4.2 wykazalam, ze wcze$niejsza
ekspozycja komorek na impulsowe pole elektryczne znaczaco podnosita efektywnos¢ PDT
z zastosowaniem hematoporfiryny (HpD) w ludzkich komérkach niedrobnokomdkowego raka
pluc (A549) oraz w ludzkich komédrkach gruczolakoraka gruczolu sutkowego wrazliwych
(MCF-7/WT) 1 opornych na doksorubicyne (MCF-7/WT). W publikacji 4.1 stosujac
nastgpujace warunki elektroporacji: 1000 V/em, 5 impulsow 100 ps z czgstotliwoscia 1 Hz
wobec komorek A549 uzyskatam 15 krotne zwigkszenie efektywnosci fotodynamicznej HpD
dla dawki 10 ug/mL 1 30 krotne dla stgzenia 20 pg/mL. Dziatanie pola elektromagnetycznego
w polaczeniu z metodg fotodynamiczng na komorkach zostalo réwniez ocenione
i zweryfikowane za pomocg rdwnania opartego na rownaniu van't Hoff’a, zaproponowanego
przez E. Neumann’a [Neumann 2000]. Teoria ta przewiduje okreslenie wielkosci frakcji
zywych komorek w odniesieniu do warto$ci natezenia pola elektrycznego. W przypadku
komorek nowotworowych phuc i gruczotu sutkowego (4.1.i 4.2) wykazalam, ze zastosowanie
terapii elektro-fotodynamicznej z HpD jest bardziej efektywne niz aplikacja samej terapii

fotodynamiczne;.

Problem opornosci na chemioterapi¢

Wspdlng cechg lekéw przeciwnowotworowych jest ich hydrofobowo$¢, dzieki czemu
mogg si¢ przemieszczac przez bton¢ komorkowa w wyniku biernej dyfuzji. Jednak osiagnigcie
odpowiedniego st¢zenia leku w docelowym miejscu wychwytu jest warunkowane wieloma
czynnikami np. poziomem ekspresji i aktywnosci enzymow metabolizujacych leki oraz biatek
btonowych odpowiedzialnych za ich transport. Wszelkie zaburzenia tych mechanizmow
implikujg zjawisko opornosci na chemioterapi¢ (MDR, ang. Multidrug Resistance) co stanowi
problem w procedurach onkologicznych. Czesto mamy do czynienia z opornoscig pierwotna,

ale wigkszym problemem jest oporno$¢ nabyta w czasie leczenia chemioterapeutycznego.
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Zwigkszona ekspresja transporterow blonowych (np. P-pg, biatka z rodziny ABC -ATP-binding
Cassette) w opornych komorkach nowotworowych utrudnia transport leku do wnetrza komorki,
poniewaz wiele ze stosowanych cytostatykow jest substratami dla tych biatek. Zastosowanie
metody elektroporacji umozliwia rozszczelnienie dwuwarstwy lipidowej i1 transport czasteczek
leku poprzez powstate ,,nanopory”. W publikacji 4.2. wykazatam, ze metoda elektroporacji
moze efektywnie wspomaga¢ dziatanie reakcji fotodynamicznej w przypadku komorek
wykazujacych opornos¢ na chemioterapi¢. Uzyskatam 4-krotny wzrost efektywnos$ci terapii
elektro-fotodynamicznej przy 10 minutowej ekspozycji komorek na lek, w poréwnaniu do
standardowych procedur PDT. Publikacja 4.2 po raz pierwszy prezentuje mikrofotografie
komorek ulegajacych elektroporacji (Rye.3), gdzie mozna zaobserwowac rozszczelnienie bton
komoérkowych 1 wydostajacy si¢ materiat komoérkowy. Otrzymane wyniki sg obiecujgce wobec

narastajacego problemu opornosci wielolekowe;.

Ryec. 3. Mikrofotografie komorek gruczolakoraka gruczotu sutkowego (MCF-7/DOX). A) komorki kontrolne;
B) komorki po elektroporacji przy 1000 V/em — pecherzyki w btonie wskazuja na rozszczelnienie membrany;
C) komorki po elektroporacji przy 1200 V/cm — wystrzelenie materiatu wewnatrzkomérkowego przez pory
[publikacja 4.2].

Zastosowanie malo inwazyjnych terapii przeciwnowotworowych jest ukierunkowane
na ich selektywnie dzialanie na komodrki nowotworowe. Moment wzbudzenia
fotosensybilizatora w obecno$ci tlenu w czasie reakcji fotodynamicznej skutkuje
powstawaniem reaktywnych form tlenu (RFT), ktore powoduja uszkodzenie tkanki
nowotworowej. Efektywno$¢ leczenia zalezy od skutecznego transportu fotosensybilizatora
przez bton¢ 1 wewnatrzkomorkowej akumulacji leku. W zalezno$ci od warunkow terapii oraz
mechanizmu wychwytu fotouczulaczy, moga one osigga¢ zroéznicowane st¢zenia
wewnatrzkomorkowe oraz powodowaé rozne efekty w komorkach. W publikacji 4.3 na
podstawie danych literaturowych jednoznacznie wykazano skuteczno$¢ transportu poprzez
zastosowanie zewnetrznych impulséw elektrycznych wobec komoérek nowotworowych. Praca
przegladowa 4.3 opisuje oddzialywanie PDT oraz PDT taczonej z metodg elektroporacji (EP-

PDT) na komorki nowotworowe 1 prawidtowe w badaniach in vitro 1 in vivo. W ramach
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przegladu literaturowego porownano dziatanie réznych fotouczulaczy, ktére dotychczas
stosowano w polaczeniu z elektroporacja. Jak si¢ okazuje do§¢ dobre rezultaty w badaniach in
vitro uzyskuje si¢ stosujac elektroporacje z fotouczulaczami porfirynowymi (HpD, PpIX, ALA)
w przypadku nowotwordéw pluca (A549), chtoniaka (U-937), przewleklej biataczki szpikowe;j
(K-562) oraz ludzkiego gruczolakoraka gruczolu sutkowego (MCF-7/WT i1 MCF-7/DX).
Z kolei zastosowanie elektroporacji z fotouczulaczami z grupy ftalocyjanin (AlPcS4, ZnPc,
CuPcTs) pozwolito uzyskac najwigkszg efektywnos¢ w mysich komorkach raka watroby (MH-
22A), chtoniaka (U-937) oraz przewleklej biataczki szpikowej (K-562). Przeprowadzone
badania in vivo wskazuja na duzy potencjat w stosowaniu EP-PDT z chloryng es (Ce6)
i ftalocyjaning aluminiowg (AlPcS4) w raku watroby. W przegladzie opisano rowniez aplikacje
fotouczulacza ALA na warstwie rogowej §wini, gdzie wykazano, ze elektroporacja wzmaga
dostarczanie fotouczulacza nawet 150-krotnie przy niskich natezeniach pola elektrycznego
(100 V/cm). W pracy 4.3 opisano roéwniez potencjalne zastosowanie elektroporacji do
efektywnego dostarczania kropek kwantowych CdSe/ZnS w terapii fotodynamicznej oraz do
znakowania komorek.

W  publikacji 4.4. zastosowatam dwa nowe zwigzki porfirynowe (CoTPPS
1 MnTMPyPCls), o roznych wiasciwosciach elektrycznych w celu okreslenia ich potencjatu
przeciwnowotworowego w reakcji fotodynamicznej wspomaganej elektroporacja w ludzkich
komorkach nowotworowych. Potencjat zeta porfiryny zawierajacej kobalt wskazywat ujemny
tadunek: -23,5mV. W zwiagzku z ujemnym ladunkiem na powierzchni bton komorkowych,
zgodnie z gradientem elektrochemicznym, transport anionéw do wnetrza komorki byt
utrudniony. Potencjat zeta porfiryny z manganem wskazywat dodatnie natadowanie zwigzku
(49,5 mV).

W przypadku czasteczek natadowanych elektrycznie, nalezy uwzgledni¢ roznice
potencjatow jaka wystepuje w poprzek blon komoérkowych. Roéznice t¢ okresla si¢ jako
potencjat transbtonowy wynikajacy z réznej koncentracji tadunkéw elektrycznych po obu
stronach blony, ktory dziata z okres$long sifg na czasteczkg obdarzong tadunkiem elektrycznym.
Otrzymane wyniki wskazuja, ze metoda elektroporacji znacznie ulatwia transport porfiryny
kationowej 1 umozliwia transport porfiryny anionowej do wnetrza komorek nowotworowych

(Rys.4).
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Ryec. 4. Zastosowanie elektroporacji do transportu czasteczek anionowych.

Do badan wytypowano kilka linii komérkowych: wrazliwe (LoVo) 1 oporne na dziatanie
doksorubicyny (LoVoDX), ludzkie komorki gruczolakoraka gruczotu sutkowego wrazliwe
(MCF-7/WT) i oporne na dzialanie doksorubicyny (MCF-7/DOX) oraz ludzkiego czerniaka
(Me45). Otrzymane wyniki wskazuja na najwiekszy potencjat terapii foto-elektrodynamicznej
wspomaganej elektroporacja w komorkach nowotworowych okreznicy, zar6wno wrazliwych
jak 1 opornych lekowo.

Jednym z wigkszych problemoéw jest pierwotne lub wtérne zjawisko opornosci
wielolekowej. Leki cytostatyczne, ktore stanowig substrat dla biatka MRP1 (ang. Multidrug
Resistant-related Protein 1) sa sprzegane gtéwnie z glutationem i wowczas mogg by¢ aktywnie
usuwane z komorki [Kulbacka i wsp. 2008; Hu i wsp. 2016]. Dlatego do badan wybrano lek
z grupy anrtacyklin doksorubicyne¢. Doksorubicyna jest silnym lekiem cytotoksycznym, ktory
wbudowuje si¢ w strukture DNA, powodujac jego rozerwanie oraz fragmentacj¢. Mechanizm
opornosci komoérek na doksorubicyne wiaze si¢ nie tylko z MRP1, ale réwniez z innymi
transporterami. Jako model badawczy wybrano ludzkie komorki raka jelita grubego wrazliwe
1 oporne na dziatanie doksorubicyne. Ten typ gruczolakoraka jelita grubego charakteryzuje si¢
zaré6wno duza opornoscig immunologiczng jak i opornoscig wielolekowa [Kulbacka i wsp.
2008]. Dlatego zastosowanie metody elektroporacji do wspomaganego dostarczania leku moze
wplywaé na zmniejszenie efektywnosci usuwania lekdw z wnetrza komorki poprzez ominigcie
transporterow lekowych, a ostatecznie na zmniejszenie dostarczanej, skutecznej dawki.
W ramach publikacji 4.5 postanowitam zweryfikowa¢, czy rzeczywiscie doksorubicyng¢ mozna
efektywnie dostarczy¢ do wnetrza komodrek gruczolakoraka jelita grubego (LoVo) i1 raka
zotadka (EPG85-257/P), z uwzglednieniem opornosci lekowej (LoVoDX 1 EPG85-257/RDB).
Przeprowadzitam  ocen¢  przezywalnos$ci  iultrastruktury  komoérek  poddanych

elektrochemioterapii (ECT), ekspozycji na impulsowe pole elektryczne i sama doksorubicyne.
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Ocenitam réwniez immunofluorescencyjnie obecnos$¢ biatka P-pg, ktorego ilo§¢ zmniejszata

si¢ po terapii kombinowanej — ECT, w szczegolnosci w komoérkach LoVoDX (Rye. 5).
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Rye.5. Efektywnos¢ ECT w komoérkach opornych lekowo: A) immunofluorescencyjna ocena biatka P-gp
w komoérkach z opornoscig lekowa poddanych elektrochemioterapii in vitro; B) ilo§ciowa ocena komoérek

martwiczych po elektrochemioterapii w warunkach in vitro [publikacja 4.5]

Otrzymane przeze mnie wyniki wskazuja, ze elektrochemioterapia dziata znacznie
efektywniej niz sam cytostatyk i moze stanowi¢ doskonate narzedzie w przypadku leczenia
nowotworow z nabytg opornos$cig na przeprowadzone wczesniej leczenie.

Kolejnym etapem badan bylo sprawdzenie czy w komoérkach wykazujacych opornosé
lekowg elektroporacja okaze si¢ rownie efektywna w polaczeniu z ftalocyjaninami z zakresu
podczerwieni AlPc 1 Pc-green [publikacja 4.6]. Ocena stopnia permeabilizacji bton
komorkowych wywotana elektroporacja 1 oceniana jodkiem propidyny metoda
cytofluorymetryczng wskazuje, ze efektywnos¢ dostarczania leku wzrasta proporcjonalnie do
wartosci nat¢zenia pola elektrycznego (Rye. 6A). Przeprowadzone przeze mnie badania
wykazaty zwigkszony efekt fotocytotoksyczny ftalocyjanin wprowadzanych metodg EP w obu

liniach komorkowych raka zotadka, ale znacznie silniejszy w komorkach opornych lekowo —

EPG85-257/RD (Ryc. 6 B1iC).
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Ryc.6. Efektywnos¢ ECT w komoérkach raka zotadka: A) ocena stopnia permeabilizacji bton komérkowych
jodkiem propidyny. B) efekt fotocytotoksyczny ftalocyjaniny AlPc wspomagany elektroporacja; C) efekt
fotocytotoksyczny ftalocyjaniny Pc-green wspomagany elektroporacja [publikacja 4.6].
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W przedstawionych do tej pory badaniach proponowatam wiaczenie do terapii
przeciwnowotworowych mikrosekundowych impulséw elektrycznych o maksymalnym
natezeniu pola elektrycznego do 2000 V/cm. Nastepnym etapem badan byla ocena metody
wykorzystujacej impulsy trwajace 10 ns oraz znacznie wyzsze wartosci nat¢zenia pola
elektrycznego od 5 do 100kV/em. W publikacji 4.7 zastosowalam elektroporacje
nanosekundowa w  reakcji fotodynamicznej w celu zwigkszenia  aktywnoSci
przeciwnowotworowej fotouczulacza, poprzez jego lepsze rozmieszczenie w komorkach.
Metoda nsEP wykorzystujagca impulsy nanosekundowe powoduje rozszczelnianie bton
komorkowych znajdujacych si¢ wewnatrz komorki, czyli m.in. blon mitochondrialnych

1 jadrowych. W Tab. 1 przedstawiono proste poréwnanie obu metod.

Tabela 1. Por6wnanie metody mikro- i nanosekundowej elektroporacji.
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W swoich badaniach opublikowanych w publikacji 4.7 zatozytam, ze poprzez
oddziatywanie na wnetrze komoérki uda si¢ dotrze¢ z lekiem do wewngtrznych struktur
komoérkowych. Przeprowadzitam badania wlasne na réznych typach komoérek. Zbadatam linie
pochodzace z raka zotadka: wrazliwe i1 oporne lekowo, ludzkiego czerniaka, raka skory oraz
linie prawidlowe. Moje wczes$niejsze badania wykazaly, ze metoda nsEP w obecnosci
ranelinianu strontu, efektywnie zwigksza cytotoksycznos$¢ leku stosowanego w leczeniu
osteoporozy wobec komodrek nowotworowych. Lek ten ma podwdjne dziatanie — pobudza
kosciotworzenie oraz hamuje niszczenie kosci, a w polaczeniu z metoda nsEP, powoduje
wicksza destrukcje komorek nowotworowych [Kulbacka i wsp. 2015]. Opierajac si¢ na tych
nanosekundowej, w publikacji 4.7

rezultatach 1znajagc juz dziatanie -elektroporacji

zastosowatam te metode w celu zwickszenia efektywnosci reakcji fotodynamicznej
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z zastosowaniem klinicznie stosowanego Photofrinu. Otrzymane wyniki jednoznacznie
wskazuja na wysoka selektywno$¢ nsEP w przypadku ludzkich komoérek raka zotadka
1 komorek czerniaka pochodzacych z przerzutu do weztow chtonnych. Niewrazliwe na metode
okazaly si¢ komorki raka skory oraz komorki prawidlowe. Komorki raka skory (A431)
zareagowaly spowolnieniem proliferacji po zastosowanej procedurze dopiero po 12 dniach po
terapii, na co wskazuja wyniki testu klonogennego.

Nastegpnym krokiem bylo wykorzystanie elektroporacji milisekundowej w celu
dostarczenia do komorek stalych nanoczasteczek lipidowych (SLN. ang. Solid Lipid
Nanoparticles) charakteryzujacych si¢ zrdéznicowanym rozmiarem (ca. 200 nm [publikacja
4.8], a takze okoto dwukrotnie wigkszych [publikacja 4.9]) oraz anionowym fadunkiem
powierzchniowym — wyrazanym przez potencjat zeta. Rozmiar i morfologi¢ obu grup no$nikow
SLN okreslono za pomocg dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS, ang. Dynamic Light
Scattering) oraz obrazowania za pomocg mikroskopii sit atomowej (AFM, ang. Atomic Force
Microscopy). Obie grupy nos$nikow SLN stanowily populacje prawie monodyspersyjne
(wspotczynnik polidyspersyjnosci PdI < 0,3) 1 o dlugoterminowe;j stabilnosci koloidalnej (min.
3 miesigce).

Zastosowanie nanono$nikow w medycynie jest coraz bardziej powszechne.
Nanostruktury stosuje si¢, nie tylko w celu dostarczania cytostatykow, ale rOwniez materiatu
genetycznego oraz naturalnych substancji w kosmetologii. Idealny nanonos$nik powinien
spelnia¢ konkretne wymagania, m.in. powinien charakteryzowaé si¢ wysoka stabilnoscig
chemiczng 1 koloidalng, duzg wydajnoscia enkapsulacji, dobra biodystrybucja
1 biokompatybilno$cia, kontrolowanym uwalnianiem leku po podaniu do organizmu oraz
dobrym wychwytem przez docelowe komorki [Gu i wsp. 2011]. Ponadto dobry nanono$nik
powinien mie¢ okreslony 1 jednorodny rozmiar: 100-200 nm oraz odpowiedni tadunek.
Badania innych autoréw pokazuja, ze dodatnio natadowane czastki sg lepiej wchianiane przez
wickszos$¢ komorek [Morachis i wsp. 2012]. Na podstawie wczesniejszych badan z porfirynami
natadowanymi ujemnie [publikacja 4.4], postawitam hipoteze, ze elektroporacja moze réwniez
wspomagac transport anionowych nanoczastek o $rednicy ok. 200nm (Rye. 8A) [publikacja
4.8]. W publikacji 4.8 polaczytam trzy rozne techniki (Rye. 7): enkapsulacje aktywnego
zwiazku, reakcje fotodynamiczng z cyjaning IR-780 oraz elektroporacje. Dodatkowo, aby
wspomoc efekt przeciwnowotworowy cyjaniny do aktywnego cargo dodatam dwa flawonoidy:
baikaleing 1 fisetyng. Zastosowalam rdwniez nanono$niki o zréznicowanym sktadzie
lipidowym ze zmiennym stosunkiem PH90G (Fosfolipon 90H — lecytyna, pozyskiwana z soi)
do T80 (Tween 80 — surfaktant niejonowy).
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* Ochrona leku w nanonosniku
_ * Nizsza ogdlna toksycznosc
[— ¢ Diuzsze uwalnianie leku w komorce

* Synergistyczna lub addytywna reakcja

Ryec. 7. Potaczenie trzech metod w celu podniesienia efektu przeciwnowotworowego.

Otrzymane wyniki badan przeprowadzonych na komodrkach gruczolakoraka jelita grubego
(LoVo) oraz komodrkach prawidlowych (CHO-K1), wskazuja, ze potaczenie metody PDT,
elektroporacji oraz nanono$nikéw daje synergistyczne lub addytywne efekty. Ponadto, stosujac
flawonoidy uzyskalam wzmocniony efekt przeciwnowotworowy w  komorkach
LoVo (Ryc.8B). Zaobserwowatam, ze potaczenie trzech metod indukowato najwigksze
zaburzenia w strukturze cytoszkieletu i najwigksze obnizenie zdolno$ci proliferacyjnych

komorek nowotworowych.
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Ryec. 8. Terapia kombinowana w komorkach LoVo: A) dostarczanie nanono$nikow do wnetrza komorek;

B) reakcja fotocytotoksyczna po 72h po naswietlaniu.

Wykrylam zwigkszong ilo$¢ biatka p53, ktore odgrywa wazng role¢ podczas aktywacji
programowanej $mierci komorki — apoptozy. Zauwazytam rowniez stymulacje intensywnosci
reakcji immunocytochemicznej mitochondrialnej dysmutazy ponadtlenkowej (MnSOD).
Jednak doniesienia literaturowe pokazuja, ze zwigkszona aktywno$¢ MnSOD moze prowadzié¢
zarowno do uaktywnienia jak 1 hamowania apoptozy [ Plymate SR i wsp. 2003] — proces ten nie
jest do konca wyjasniony. Natomiast zaletg ,,potrojnej” metody przeciwnowotworowej jest
krotki czas jej wykonania. Najwazniejszym elementem stosowanej metody, jest fakt, ze tak

znaczne zmiany w komorkach nowotworowych uzyskano po ekspozycji komorek tylko na
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1 impuls, w dodatku przy niskiej wartosci natezenia pola elektrycznego (500 V/cm), a sam
protokoét terapeutyczny trwal 10 min. Otrzymane wyniki wydaja si¢ by¢ obiecujace wobec
tradycyjnych metod przeciwnowotworowych, gdzie ludzki organizm czgsto jest eksponowany
na dlugotrwatg chemioterapi¢ i hospitalizacjg.

Najwigkszy problem stanowig nanoczastki anionowe o do$¢ duzych rozmiarach
(powyzej 500 nm). Jednak zaleta duzych nanono$nikéw jest mozliwos$¢ ,,upakowania” w nich
mozliwe duzej ilosci aktywnego cargo. W publikacji 4.9 podj¢tam badania anionowych
nanonos$nikéw lipidowych (SLN), o zwigkszonym rozmiarze. State nanoczastki lipidowe GM-
SLN orozmiarze 379,4 nm przygotowano na bazie monostearynianu glicerolu. Stale
nanoczastki lipidowe ATOS5-SLN, o rozmiarze 547 nm przygotowano na bazie
palmitylostearynianu glicerolu.

W celu zweryfikowania mozliwosci dostarczenia nanono$nikow do wngtrza komoérek
zastosowatam standardowy znacznik fluorescencyjny — kumaryne 6 (C6). Majac na uwadze
stosunkowo duzy rozmiar nanono$nikow, zastosowalam 5 impulsow oraz niskie warto$ci
natezenia pola elektrycznego (100 i 500V/cm). Zaréwno badania przeprowadzone metoda
cytometrii przeplywowej, jak 1 obserwacje w mikroskopie konfokalnym wskazuja

jednoznacznie, ze badane nos$niki sg transportowane do komorek przy pomocy elektroporacji
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Ryec. 8. Wptyw elektroporacji na transport nanonosnikow ATO-SLN i GM-SLN, badania metodag FACS
i CLSM.

Co istotne, otrzymane rezultaty pokazuja, ze sama elektroporacja nie powodowala
cytotoksycznosci komorek. Rowniez biatka cytoszkieletu komérkowego (aktyna i tubulina)
pozostaty nieuszkodzone, podobnie morfologia badanych komorek nie wykazata zmian. Zatem
mozna stwierdzi¢, ze anionowe nanoczastki o zwigkszonych rozmiarach mozna wprowadzac
do docelowych komodrek nowotworowych. Przeprowadzone przeze mnie badania umozliwity

réwniez zaobserwowanie wptywu elektroporacji na duze nanonosniki. Stosujac odpowiedni
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protokot mozna uzyskac nie tylko efektywny transport do wnetrza komorki, ale rowniez fuzje

no$nika z btong komoérkowa (Tab.2).

.....

SLN dodane po EP SLN dodane przed EP SLN bez EP
wspomagany transport SLN do ] ) brak transportu
fuzja SLN i komorek
komoérek SLN

rozszczelnienie tylko bton ) )
efekt elektroforetyczny anionowych nosnikow SLN
komérkowych
rozszczelnienie bton SLN i komorkowych oraz

przedwczesne uwolnienie cargo

Podsumowanie najwazniejszych osiagnie¢ badawczych w cyklu prac habilitacyjnych

W ramach cyklu prac habilitacyjnych [4.1 — 4.9] przedstawitam kompleksowe wyniki
badan dotyczace wptywu metody elektroporacji na efektywnos$¢ dostarczania zwigzkow
przeciwnowotworowych do wnetrza komorek. Opublikowane prace pozwalajg na wyciagnigcie

jasno sformutowanych wnioskow:

e Elektroporacja efektywnie wspomaga transport fotouczulaczy i cytostatykow do komorek
podnoszac ich aktywnos¢ przy jednoczesnej redukcji dawki.

e Metoda elektroporacji przyspiesza akumulacj¢ fotouczulaczy i cytostatykow w komorkach —
nawet do 10 minut.

e Zarbwno elektroporacja z zastosowaniem impulséw mikrosekundowych, jak
i nanosekundowych  zwigksza efektywno$¢ transportu  fotouczulacza 1  reakcji
fotodynamiczne;.

e Elektroporacja wspomaga dzialanie lekéw przeciwnowotworowych w komorkach
z opornos$cig na chemioterapig.

e Elektroporacja milisekundowa umozliwia transport duzych (do 500 nm) i negatywnie

natadowanych nanono$nikéw lipidowych do wnetrza komorek.

Podsumowujac, w cyklu prac stanowigcych osiggnigcie naukowe wykazano, ze elektroporacja
znacznie wspomaga transport substancji przeciwnowotworowych oraz nanonos$nikow do
wnetrza komorek, w krotkim czasie, uzyskujac te samg lub wicksza aktywnos¢ leku przy jego
mniejszym stezeniu. Powyzsze wnioski majg znaczenie poznawcze, poniewaz pozwalaja na

zrozumienie wptywu zewngtrznego pola impulsowego na komoérki prawidtowe i nowotworowe
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oraz transport leku do ich wnetrza. Przeprowadzone badania moga mie¢ rowniez znaczenie
aplikacyjne dla rozwoju elektroporacji oraz jej polaczenia z terapiag fotodynamiczna,
chemioterapig, nanotechnologiami oraz innymi metodami wymagajacymi efektywnego

podawania leku.
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5. Omoéwienie pozostalych osiagni¢¢ naukowo — badawczych.

Dzialalno$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Przed uzyskaniem stopnia doktora moje badania dotyczyly podstawowych
mechanizmow reakcji fotodynamicznej, a w szczegolnos$ci, jak zmiany polarnosci srodowiska
moga wptywa¢ na wilasciwosci fotouczulaczy stosowanych w terapii fotodynamicznej
(Photofrin 1 hyperycyna) (publikacja nr 2a, Zalacznik 3a). Uczestniczylam w badaniach
dotyczacych oceny peroksydacji lipidow w ludzkich komoérkach raka niedrobnokomoérkowego
ptuca (publikacja nr 4a, Zatacznik 3a), oraz rodzaju $mierci w komoérkach poddanych reakcji
fotodynamicznej (publikacje nr 1a, 3a, 7a, 8a, Zalacznik 3a). W czasie trwania studiow
doktoranckich odbytam 4-miesigczny staz w ramach programu ERASMUS na Wydziale
Biologii w Katedrze CRIBI i Nauk Biologicznych, w Laboratorium Miologii Stosowanej
Uniwersytetu w Padwie (Wtochy) . Opiekunami stazu byli profesor Fulvio Ursini oraz profesor
Ugo Carraro. Prowadzone przeze mnie badania dotyczyly wplywu elektrostymulacji
impulsowej na odnerwione ludzkie i szczurze migs$nie. Prowadzone w Laboratorium Miologii
Stosowanej badania maja ogromne zastosowanie w medycynie regeneracyjnej,
w szczegblnosci u 0sob po ciezkich wypadkach, gdzie odzyskanie dawnej sprawnosci wymaga
czasu 1 skomplikowanej rehabilitacji. Uzyskane w trakcie stazu wyniki wskazywaty, ze
elektrostymulacja powoduje regeneracje tkanek migsniowych, o czym $wiadczyta zwigkszona

ilos¢ trzech izoform ciezkich tancuchéw miozyny (MHC) (publikacja nr 5a, Zalacznik 3a).

Dzialalno$¢ naukowa po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam dziatalno§¢ naukowg w Katedrze
1 Zaktadzie Biochemii Lekarskiej w zespole dr hab. Jolanty Saczko. Moja tematyka badawcza
zwigzana byla gltéwnie z badaniami nad efektywnoscig reakcji fotodynamicznej w warunkach
in vitro, w szczegolnosci nad oceng mechanizmoéw stresu oksydacyjnego i apoptozy przy
zastosowaniu nowych fotouczulaczy z grupy cyjanin w odniesieniu do klinicznie stosowanych
(Photofrin, HpD). Terapia fotodynamiczna (PDT, ang. PhotoDynamic Therapy) jest metoda
stosowang klinicznie na calym $wiecie, lecz ciagle poszukuje si¢ fotouczulaczy o lepszych
charakterystykach fizykochemicznych i wigkszej wydajnosci w reakcji fotodynamiczne;.
Przeprowadzone w zespole dr hab. J. Saczko badania potwierdzajg efektywno$¢ klinicznie
stosowanego Photofrin’u 1 haematoporfiryny (HpD) w komorkach nowotworowych, a takze
tych opornych na chemioterapi¢. Otrzymane wyniki wskazuja réwniez na obiecujace

zastosowanie cyjanin (1610 15A, RR340, UMK25A 15) jako fotouczulaczy w terapii
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gruczolakoraka gruczotu sutkowego wrazliwego 1 opornego na doksorubicyne (Zatacznik 3a,

publikacje: 2b, 3b, 4b, 12b, 17b, 61b, 63b, 66b).

W 2007 r. rozpoczetam wspotprace z dr hab. Matgorzata Kotulskg z Katedry Inzynierii
Biomedycznej i Pomiarowej Politechniki Wroctawskiej. Od tego czasu prowadzimy badania
dotyczace zastosowania elektroporacji (EP) jako maloinwazyjnej metody dostarczania lekéw
do wnetrza komorek. Metoda transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM, ang.
Transmission Electron Microscopy) sprawdziliSmy jak EP wplywa na morfologi¢ komorek
prawidtowych 1 nowotworowych. ZauwazyliSmy zwigkszong wrazliwo$¢ bezposrednio po
elektroporacji w przypadku ludzkich fibroblastow z hodowli pierwotnej, natomiast w obu
przypadkach efekt byt odwracalny (Zatacznik 3a, publikacja 16b). W dalszym etapie
sprawdziliSmy jak zastosowanie impulsowego pola elektrycznego oddziatuje na kardiomiocyty
(H9C2). Zjawisko to jest wykorzystywane przy defibrylacji migsnia sercowego. Badania
przezywalno$ci komérkowej miocytow wykazaty cytotoksyczno$¢ parametrow EP powyzej
375 V/em (Zatacznik 3a, publikacja 24b). Zatem, jezeli stosowane przy defibrylacji potencjaty
transbtonowe wywotaja duzy wstrzas, to moze to powodowac zniszczenie tkanek, zaburzaé
rytm serca lub nawet indukowa¢ zatrzymanie akcji serca. Ponadto, ocena morfologii komorek,
cytotoksycznosci 1 ilosci komorek apoptotycznych wykazata, ze elektroporacja indukuje
zmiany w btonach komoérkowych oraz powstanie niewielkiej liczby komoérek apoptotycznych

1 nekrotycznych (zatgcznik 3a, publikacja 24b).

Jednym z moich kierunkow badawczych jest rowniez ocena potencjatu reakcji
fotodynamicznej wobec ludzkich komoérek czerniaka. Otrzymane wyniki wskazuja na wigkszy
potencjat fotocytotoksyczny z udziatem Photofrin’u w pierwotnych komodrkach czerniaka
(MeWo) niz tych pochodzacych z przerzutu do weziow chtonnych (Me45) (zatacznik 3a,
publikacja 22b, 28b i 4¢). W dalszym etapie prac zespotu sprawdziliSmy czy elektroporacja
moze wspomagaé reakcje fotodynamiczng z zastosowaniem Photofrin’u w komorkach
ludzkiego czerniaka. Czerniaki wykazujg znaczng heterogeniczno$¢ i opornos¢ na fototerapig,
dlatego zastosowanie metod intensyfikujacych PDT wydaje si¢ zasadne. Nasze badania
uwzgledniaja komoérki zawierajagce melaning (MeWo), komoérki amelanocytarne (C32) oraz
prawidlowe keratynocyty. Wyniki przeprowadzonej dystrybucji fotouczulacza, testu
klonogennego 1 kometowego, oceny biatek apoptotycznych oraz poziomu melaniny wskazuja,
ze terapia fotodynamiczna w potaczeniu z elektroporacjg skutecznie indukuje w obu typach

komorek czerniaka §mier¢ na drodze apoptozy (zatacznik 3a, publikacja 46b).

27



Zalgcznik 2a

Przeprowadzilismy takze badania majace na celu podniesie efektywnos$ci reakcji
fotodynamicznej wobec jasnokomodrkowego raka jajnika (OvBH-1) oraz komorek ludzkiego
gruczolakoraka gruczolu sutkowego (MCF-7). Rak jajnika jest jednym z najbardziej
$miertelnych nowotwordéw u kobiet. Skuteczno$¢ jego leczenia zalezy w duzej mierze od
efektywnosci stosowanych lekéw, dlatego stosuje si¢ leczenie taczone. W badaniach zespotu
uwzglednilismy potaczenie Photofrin’u z 2-metoksyestradiolem (2-Me). Potencjat
przeciwnowotworowy 2-Me nie jest zalezny od receptorow estrogenowych, poniewaz ich
powinowactwo do 2-Me jest bardzo stabe. 2-Me uszkadza cytoszkielet komorkowy, oraz jest
inhibitorem dysmutazy ponadtlenkowej (SOD). W naszych badaniach oceniliSmy
immunocytochemicznie obecnos$¢ biatka HSP70 i iNOS. Metoda immunoblottingu oceniono
zawarto$¢ biatka HSP27 1 HSP70, a metoda immunofluorescencyjng biatek cytoszkieletu.
Uzyskane wyniki wskazujg na zréznicowang odpowiedz komoérek OvBH-1 1 komorek MCF-7.
Zaobserwowano wyzsza ekspresje¢ biatka HSP70 w komodrkach MCF-7, natomiast w obu
przypadkach widoczna byta reorganizacja biatek cytoszkieletu i zmiany w morfologii jadra
komoérkowego. Mozna stwierdzi¢, ze 2-Me wspomaga aktywno$¢ terapii fotodynamicznej
w obu typach komorek, jednak mechanizm dziatania jest odmienny (zalacznik 3a, publikacja
42b). Badania te sg kontynuowane na liniach komérkowych jajnika SKOV-3 (opornych na
cisplatyne) i komoérkach gruczolakoraka gruczotu sutkowego MDA MB-231 z zastosowaniem
cyjaniny IR-775 jako fotouczulacza, w polaczeniu z 2-Me. Rezultaty wskazuja, Ze cyjanina IR-
775 ma wysoki potencjat fotodynamiczny w badanych liniach komorkowych, w szczegolnosci
w komoérkach MDA MB-231. Podobnie jak w poprzednich badaniach wykazano silniejszy
efekt fotodynamiczny po zastosowaniu 2-Me (zatacznik 3a, streszczenie 84; pozostate wyniki

w przygotowaniu do publikacji).
Badania spoza gléwnego nurtu badawczego

Markery stresu oksydacyjnego w badaniach podstawowych

Wspdlpraca interdyscyplinarna z innymi instytucjami zaowocowala rozszerzeniem
mojej tematyki naukowej. Obejmuje ona réwniez badania nad mechanizmami stresu
oksydacyjnego 1 $mierci komorkowej. Uczestniczytam w badaniach prof. Piotra Dziggiela
1 prof. Marzenny Podhorskiej-Okotow z Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, oceniajac
peroksydacje lipidow, aktywnos¢ SOD i1 CT (dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy)
w tkankach pochodzacych od szczurow, ktére wcze$niej poddawano §-tygodniowym

¢wiczeniom fizycznym (zatgcznik 3a, publikacja 1b).
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Uczestniczylam rowniez w badaniach dotyczacych wewnatrzkomorkowej dystrybucji
beta-enolazy — enzymu ze szlaku glikolitycznego, w prawidtowych (H9C2) i patologicznych
(RD) komérkach migsniowych (zatacznik 3a, publikacja 6b). Wykazali§my, ze enzym ten obok
funkcji glikolitycznych pelni réwniez funkcje receptorowa. Dalsze badania miaty na celu
sprawdzenie dystrybucji enolazy w komorkach gruczolakoraka gruczotu sutkowego (MCF-7).
Otrzymane wyniki dowodza, ze enolaza jest obecna na powierzchni komorek MCF-7 oraz we
frakcjach okolojadrowych. Ponadto zbadano, Ze biatko obecne na powierzchni komorek
utrzymywato aktywno$¢ katalityczng, co sugeruje, ze jego lokalizacja w blonie nie zmienia

centrum aktywnego enzymu (zatacznik 3a, publikacja 9b).

W ramach dziatania statutowego Katedry i Zaktadu Biochemii Lekarskiej Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu, podjetam badania dotyczace oceny polaczonego dziatania
markainy ($rodek znieczulenia miejscowego z grupy amidow) z lekoptinem (inhibitor kanatow
wapniowych) na szczurze komoérki migsnia sercowego H9C2. Z przeprowadzonych badan
wynika, ze markaina indukowala stres oksydacyjny w szczurzych kardiomiocytach. Badania
wykazaty wzrost peroksydacji lipidow, podwyzszenie ekspresji iNOS (indukowalnej syntazy
tlenku azotu), wzrost liczby komoérek apoptotycznych oraz jadrowa lokalizacje GSTpi
(peroksydazy glutationowej). Zastosowanie lekoptinu powodowato niwelowanie tych efektow,
co $wiadczy o jego protekcyjnej roli. Wyniki przedstawiono w publikacji 7b (zatacznik 3a)

oraz w ramach doniesien konferencyjnych.

Badania 7 podmiotami klinicznymi

Biorg udziat w badaniach w ramach wspolpracy z Katedra i Klinikg Chirurgii Serca
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. OcenialiSmy markery stresu oksydacyjnego
1apoptozy we fragmentach tkanek pochodzacych z przedsionka sercowego pacjentow
poddawanych zabiegom chirurgicznym, rewaskularyzacji z uzyciem kardioplegii krwistej
(zalacznik 3a, publikacja 14b i 25b). Dalej kontynuujemy badania na hodowlach
komorkowych, linii szczurzych i ludzkich kardiomiocytéw. Cze$¢ wynikow byta prezentowana
na konferencjach i jest aktualnie przygotowywana do publikacji.

W ramach wspoélpracy z prof. Marzeng Dominiak z Wydzialu Stomatologicznego
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, uczestniczyltam w badaniach zwigzanych
z wyprowadzaniem hodowli pierwotnych fibroblastow z tkanek dzigsta pochodzacych od
pacjentow. Otrzymywane hodowle stosowane byly do augmentacji dzigsta (zatgcznik 3a,

publikacja 5b). Postuzyly rowniez do przeprowadzenia szeregu badan zwigzanych z oceng

29



Zalgcznik 2a

preparatow do retrakcji dzigsta. Obecnie stosowane preparaty wykazujg wysoka toksycznos¢
wobec zdrowych tkanek dzigsla brzeznego, zatem pojawia si¢ konieczno$¢ opracowania
nowego, bezpiecznego preparatu o wlasciwosciach retrakcyjnych. Prowadzone badania we
wspolpracy z dr hab. Danutg Nowakowska z Zaktadu Materiatoznawstwa, Wydziatu Lekarsko-
Stomatologicznego, Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu byly podstawa zgloszenia
patentowego P 397 505, publikacji naukowych (zatacznik 3a, publikacja 13b, 23b, 33b, 37b,
52b i 53b) oraz kilku doniesien konferencyjnych.

Naturalne i syntetyczne substancje przeciwnowotworowe

Uczestnicz¢ w badaniach prowadzonych we wspotpracy z prof. Marcinem Dragiem
z Politechniki Wroctawskiej oraz dr Malgorzata Drag-Zalesinska z Uniwersytetu Medycznego
we Wroctawiu. Badania zwigzane s3 z oceng przeciwnowotworowych wtasciwosci nowych
estrow betuliny 1 kwasu betulinowego modyfikowanych aminokwasami. Otrzymane przez nas
wyniki dowodza, Ze otrzymane zwigzki maja nie tylko lepsze wtasciwosci chemiczne jak np.
rozpuszczalno$¢ w wodzie i stabilnos¢, ale rowniez wykazuja si¢ duza selektywno$ciag wobec
badanych komoérek. Najwiekszg aktywnos$¢ obserwowano w przypadku pochodnych Betulina-
Lys-NH;,  Betulina-Dab-NH,,  Betulina-Orn-NH>.  Ich  aktywno$¢  cytotoksyczna
1 proapoptotyczna ujawnita si¢ tylko wobec komoérek nowotworowych raka zotadka i trzustki,
wrazliwych i opornych lekowo (zatacznik 3a, publikacja 8b). Dalsze badania wykazaty duza
aktywno$¢ przeciwnowotworowg wobec komorek raka kolczystokomorkowego A431
w poréwnaniu z prawidlowymi keratynocytami HaCaT (zatacznik 3a, publikacja 43b).
WykazaliSmy znaczny wzrost liczby jader apoptotycznych metoda TUNEL 1 testem
kometowym oraz aktywacje kaspazy 3 i biatka PARP-1 w komdrkach nowotworowych. Nowe
zwigzki nie wplywaly jednak znaczaco na indukcje uszkodzen DNA w komorkach
prawidtowych linii HaCaT, ktore okazaty si¢ niewrazliwe. W dalszym etapie badan badalismy
réwniez aktywno$¢ nowych pochodnych betulinowych wobec komorek czerniaka (Me45).
Otrzymane wyniki badan wskazuja na wysoka aktywno$¢ proapoptotyczng nowych estrow
betuliny oraz =znaczace zahamowanie zdolnosci proliferacyjnej komoérek czerniaka,
w odniesieniu do standardowo dostgpnej betuliny 1 kwasu betulinowego (zatacznik 3a,
publikacja 56b). Badane przez nas zwiazki o dzialaniu antynowotworowym i wykazujace
dziatanie proapoptotyczne na komorki ludzkiego raka kolczystokomérkowego moga mieé
potencjalne zastosowanie w leczeniu stanéw przednowotworowych skéry o charakterze
rogowacenia stonecznego. Ponadto atutem tych pochodnych betuliny jest ich bardzo dobra

rozpuszczalnos¢ w wodzie. Kontynuacja badan wykazata takze regeneracyjne wlasciwosci
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obserwowane w ludzkich fibroblastach pochodzacych z hodowli pierwotnej co zostato ujete
w autorskim zgloszeniu patentowym (P 413 038).

Oceniatam efektywno$¢ nowych mimetycznych inhibitorow ludzkiej neutrofilowej
elastazy wobec komorek ludzkiego raka niedrobnokomoérkowego ptuca (A549). Otrzymane
wyniki wskazuja, na wysoka selektywnos$¢ badanych inhibitorow wobec proteaz serynowych
oraz ich hamujacy wplyw na proliferacj¢ badanych komorek (zalacznik 3a, publikacja 18b).
Prowadzitam takze badania dotyczace ewaluacji modulatoréw opornosci wielolekowej
w ludzkich komoérkach gruczolakoraka gruczotu sutkowego wrazliwych (MCF-7/WT)
1 opornych na dziatanie doksorubicyny (MCF-7/DX). W badaniach oceniany byl potencjat
promazyny 1 trifluopromazyny w hamowaniu opornosci lekowej. Ocena cytotoksycznosci
zwigzkow w potaczniu z modulatorami oraz immunocytochemiczna ocena biatka P-gp
potwierdzity dziatanie hamujgce mechanizm opornosci lekowej (zatacznik 3a, publikacja 20b).
Uczestniczylam w badaniach majacych na celu ocen¢ cytotoksycznosci zwigzkow
o charakterze przeciwnowotworowym (kompleksow jodku miedzi, pochodnych cisplatyny)
wobec wybranych linii ludzkich komoérek nowotworowych (zatacznik 3a, publikacja 21b).
Otrzymane rezultaty pokazuja, ze wszystkie badane kompleksy posiadajg silng aktywnos¢
przeciwnowotworowg wobec komorek raka jajnika (MDAH-2774) oraz komorek raka jajnika
opornych na cisplatyng (SKOV-3).

W naszym zespole w Katedrze i Zaktadzie Biochemii Lekarskiej Uniwersytetu
Medycznego prowadzimy badania dotyczace oceny naturalnych substancji o aktywnosci
przeciwnowotworowej. OcenialiSmy m.in. cytotoksyczno$¢ ekstraktow z Thymus serpyllum
(ExTSs), Thymus vulgaris (ExTv), Majorana hortensis (ExMh) i Mentha piperita (ExMp), oraz
zwigzkéw fenolowych kwasu kofeinowego (CA), kwasu rozmarynowego (RA), kwasu
litospermowego (LA), luteoliny-7-O-glukuronidu (LGR), luteoliny-7-O-rutynozydu (Lr),
eriodiltiolu-7-O-rutynozydu (ER) i arbutyny (AB) wobec komorek gruczolakoraka gruczotu
sutkowego MCF-7/Adr i MCF-7/WT. Otrzymane wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze badane
zwigzki fenolowe wykazywaly najlepsze wlasciwosci przeciwnowotworowe wowczas gdy
byly stosowane w postaci ekstraktow zawierajacych ich mieszaniny (zatacznik 3a, publikacja
30b). Dalsze badania prowadziliSmy nad dzialaniem dlugo- i krotko-czasteczkowego beta-
glukanu z owsa wobec komorek raka skory i czerniaka w poréwnaniu z prawidlowymi
keratynocytami 1 linia makrofagowa (zalacznik 3a, publikacja 43b, 57b, 69b).
Immunocytochemiczna ocena kaspazy-12 wykazata silng barwna reakcje w komorkach

nowotworowych po zastosowaniu obu typow beta-glukanu. Natomiast ocena potencjatu
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cytotoksycznego wykazuje silne dziatanie przeciwnowotworowe beta-glukanu o niskiej masie

czasteczkowej. Prowadzone sg dalsze badania w tym zakresie.

Nanonosniki w strategiach przeciwnowotworowych i bioobrazowaniu

W czasie realizacji projektu ,,Biotechnologie i zaawansowane technologie medyczne”
BioMed w ramach EITplus zapoznalam si¢ z technologiami projektowania i wytwarzania
nanono$nikéw ukierunkowanych na terapie celowane. W tym samym czasie rozpoczetam
wspolprace z prof. Kazimierg A. Wilk 1 jej zespolem z Zaktadu Technologii Organicznej
1 Farmaceutycznej, Wydziatu Chemicznego, Politechniki Wroctawskiej. Profesor K. A. Wilk
jest ekspertem w dziedzinie chemii koloidéw i nanomaterialéow (synteza, charakterystyka
fizykochemiczna, stabilno$¢ fizyczna 1 koloidalna). Wspdlna realizacja projektu
finansowanego z funduszy unijnych umozliwita opracowanie i optymalizacj¢ nanosystemow
do transportu lekéw na poziomie nanoskopowym, otrzymywanych w procesie polimeryzacji
lub precypitacji migdzyfazowej. Nanoenkapsutowanie fotouczulaczy z grupy cyjanin
umozliwilo znaczne podniesienie efektywnosci reakcji fotodynamicznej w komorkach
gruczolakoraka gruczotu sutkowego. Badane nanonos$niki charakteryzuja si¢ wysoka
stabilnoscig oraz znakomita biokompatybilnoscia (zatacznik 3a, publikacja 11b).
Opracowalismy takze doskonaty nanouktad w oparciu o micele polimerowe, zawierajacy
kliniczny fotouczulacz — Photofrin (zatacznik 3a, publikacja 39b) lub ftalocyjanine cynkowsa
(ZnPc) (zatacznik 3a, publikacja 49b 1 55b). Opublikowane wyniki wskazuja, ze otrzymane
przez nas nanokonstrukty sg odpowiednie do docelowego transportu hydrofobowych
farmaceutykow. W warunkach in vitro na komoérkach nowotworowych (raka jajnika, gruczotu
sutkowego 1 czerniaka) iprawidlowych oceniliSmy efektywno$¢ reakcji fotodynamicznej
testami cytotoksycznos$ci oraz pomiarem peroksydacji lipidow 1 uszkodzenia grup tiolowych
biatek. Ponadto nasze badania dowodza, ze leki dostarczane w opracowanych przez nas
nanono$nikach indukuja $mier¢ komodrek na drodze apoptozy, o czym $wiadczy aktywacja
kaspazy-3, kaspazy-7, PARP1, PARP6 oraz obserwowane liczne komorki apoptotyczne po
barwieniu metodg TUNEL.

W dalszych badaniach zastosowali§my kropki kwantowe CdSe/ZnS typu ,,rdzen —
powtoka”, ktore enkapsutlowano w nanono$nikach otrzymanych technikg emulsyjno-dyfuzyjna
(ang. emulsification/solvent-evaporation method). Zastosowano uktady z réznym rdzeniem
olejowym (olej silikonowy, olej mineralny i kwas oleinowy) stabilizowano surfaktantem
niejonowym tj. Cremophorem EL oraz polimerem trojblokowym - Poloxamerem 403.

Nanonos$niki te okazaty si¢ efektywne jako no$niki kropek kwantowych (QD) do
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bioobrazowania w dwufotonowej metodzie fluorescencyjnej (wspotpraca z prof. K.A. Wilk
iprof. M. Samociem — ekspertem z optyki nieliniowej Politechniki Wroctawskie;j).
Opracowane przez nas nanouktady wykazywaty dobre wlasciwosci luminescencyjne zarowno
dla fluorescencji jedno- jak i dwufotonowej. Badane kropki kwantowe CdSe/ZnS wykazaty
silng indukowang dwufotonowo luminescencj¢ po wzbudzeniu w zakresie bliskiej
podczerwieni (NIR). Zaobserwowano bardzo dobry poziom dystrybucji wewnatrzkomorkowej
co wskazuje na dobry potencjat QD do obrazowania fluorescencyjnego jako markery
w obrazowaniu wewnatrzkomorkowej lokalizacji struktur komorkowych (zalacznik 3a,
publikacja 38b). W kolejnej publikacji 48b (zatacznik 3a) prezentujemy wyniki badan
dotyczace opracowania nowego typu nanono$nikow tzw. ukladu teranostycznego, czyli
taczacego w sobie zastosowanie w diagnostyce, terapii, a przy tych charakteryzujacego si¢
wysoka stabilnos$cig. Jako teranostyczne cargo wykorzystaliSmy kolchicyng i kumaryne-6.
Uktady te stabilizowano kationowymi surfaktantami typu: ,,single head — double tail” ("jedna
glowa — dwa ogony"). Badane nanouktady zostaly opracowane metoda nanopercypitacji
migdzyfazowej 1 adsorpcji nastepczej polielektolitow (LbL). Szczegétowe pomiary
i charakterystyka no$nikoéw potwierdzity wielko$¢ nanoczastek ponizej 200 nm. Metoda AFM
sprawdzono morfologi¢ iksztatt nanouktadow. Spektroskopia UV-Vis pozwolita okresli¢
wydajnos¢ profilu uwalniania leku (ok. 90%). Badaniami cytotoksyczno$ci zweryfikowalismy
potencjat nos$nikéw z kolchicyng 1 kumaryng 6 jako znacznikiem fluorescencyjnym, co
umozliwito oceng¢ wewnatrzkomorkowej lokalizacji uktadow teranostycznych w komoérkach
MCF-7/WT, A549 iMeWo. W dalszych badaniach podj¢lisSmy probe enkapsutowania
upkonwertujacych  nanokrysztaldow domieszkowanych pierwiastkami ziem rzadkich
(NaYF4:Tm**, Yb®"). Nanokrysztalty zostaly enakapsutowane w wielofunkcyjnych
nanonos$nikach typu ,,rdzen — powloka” (ang. core shell). Uklady te wytworzono za pomoca
selektywnej adsorpcji polielektrolitow (ang. layer—by—layer, LbL) na statych matrycach z
cieklym rdzeniem olejowym stabilizowanych kationowymi surfaktantami dwufunkcyjnymi
(ang. dicephalic). Otrzymane nanokapsuly polimerowe zawierajace nanokrysztaly
(NaYF4:Tm*', Yb**) okazaty si¢ efektywne w obrazowaniu fluorescencyjnym w badaniach in
vitro. Uzyskali$my ostatecznie bezpieczne biologicznie nanosystemy o wielkosci 150nm, ktore
pozwalaja na efektywne obrazowanie w bliskiej podczerwieni w komdrkach (Zatacznik 3a,
publikacja 54b i 3c¢).

Prowadzac badania wykorzystujace techniki mikroskopowe w hodowlach
komoérkowych uzyskuje wiele danych, ktore umozliwiaja prowadzenie analiz komputerowych

uzyskanych mikrofotografii (Zalacznik 3a, publikacja 6¢ 1 9¢). W swoich badaniach podjetam
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zagadnienie analizy wybarwionych w komorkach struktur komorkowych m.in. jader
komoérkowych. Taka analiza jest niezbedna w prawidtowej ocenie obrazéw zaréwno
immunofluorescencyjnych ale réwniez immunocytochemicznych. Okreslenie cech
morfologicznych jadra prawidtowego 1 nieprawidlowego daje mozliwos¢ wykonania
zmudnych analiz w krotszym czasie, a dodatkowo pozwala unikng¢ btedu, jaki wprowadza
»zmeczone oko” po dhugich obserwacjach mikroskopowych. Opracowana metodyka
z zastosowaniem gotowych i wlasnych rozwigzan, zacheca do odejscia od tradycyjnych metod

opracowywania wynikéw immunocytochemicznych i1 immunofluorescencyjnych.

Aktualnie prowadzone badania i plany naukowe

Elektroporacja w reakcji fotodynamicznej

Nieustannie w tematyce moich biezacych zainteresowan naukowych lezy metoda
elektroporacji, poznawanie mechanizméw jej dziatania w roznych typach komorek,
optymalizacja parametrow EP oraz poszukiwanie nowych substancji, ktore okaza si¢ wysoce
skuteczne w synergicznym dzialaniu z impulsowym polem elektrycznym.

Dalszym celem badan zwigzanych z terapig fotodynamiczng byto sprawdzenie wptywu
elektroporacji na poprawe skuteczno$ci dziatania fotouczulaczy na komorki z wyksztalcong
opornoscia wielolekowg. Jako model badawczy postuzyly ludzkie linie komoérek
nowotworowych gruczolakoraka gruczotu sutkowego MCF-7/WT 1 MCF-7/DX (linia oporna
na doksorubicyn¢). Technika elektroporacji wykorzystana zostala do wspomagania reakcji
fotodynamicznej z zastosowaniem Photofrin’u oraz cyjaniny IR-775. Ta tematyka badawcza
zostala podjeta w rozprawie doktorskiej dr inz. J. Wezgowiec, w ktorej petnitam role promotora
pomocniczego. Odpowiedz komodrek nowotworowych po ekspozycji na elektroporacje
i dziatanie badanych zwigzkéw oceniana byla na poziomie zmian integralnosci btony
komorkowe] (pomiar zewnatrzkomorkowej dehydrogenazy mleczanowej), aktywnos$ci
enzymow zwigzanych z metabolizmem (test MTT), funkcjonowania lizosomow (test NR) oraz
zdolnosci do syntezy biatek (test SRB). W celu okreslenia $mierci komorkowej wykorzystano
metode barwienia z blgkitem trypanu. Zastosowane metody terapeutyczne okazaty sie
skuteczne zarowno w komorkach wrazliwych (MCF 7/WT), jak 1 opornych (MCF-7/DX) na
standardowg terapi¢. Ponadto polaczenie reakcji fotodynamicznej z elektroporacja skutkowato
wzrostem ekspresji GST — enzymu zwigzanego z detoksykacjg ksenobiotykéw (Zatacznik 3a,

publikacja 31b i1 32b; rozprawa doktorska J. Wezgowiec 2016).
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Elektrochemioterapia — badania in vitro

Kolejnym nurtem badawczym jest ocena efektywnosci chemioterapeutykow przy
zastosowaniu impulsowego pola elektrycznego. W naszych badaniach oceniana byla m.in.
efektywnos¢ S-fluorouracylu (5-FU) w reakcji elektrochemicznej w odniesieniu do stosowane;j
juz w tej metodzie cisplatyny. Do badan zostaly wybrane komorki raka jajnika z opornoscia
lekowa (SKOV-3), linia komérkowa raka jajnika jasnokomorkowego z cichg mutacjg genu p53
(OvBH-1) oraz linia prawidlowa fibroblastow izolowana od pacjentki. Obie linie nowotworowe
reprezentujg trudne do wyleczenia typy nowotwordw ze szczegdlna opornoscig na cisplatyne.
Otrzymane rezultaty wskazuja, ze bardziej wrazliwa na EP okazata si¢ linia komoérkowa
SKOV-3. Natomiast w obu przypadkach otrzymano synergistyczny efekt EP z 5-FU.
W przypadku cisplatyny efektywne st¢zenie byto kilkukrotnie wigksze niz dla 5-FU, ale
w potaczeniu z EP, cisplatyna dzialala znacznie bardziej cytotoksycznie niz bez ekspozycji na
impulsowe pole elektryczne (Zatacznik 3a, publikacja 35b). W kolejnych badaniach rowniez
wybrano te same linie komodrkowe raka jajnika (SKOV-3 i OvBH-1). Celem bylo
przeprowadzenie standardowej reakcji elektrochemioterapeutycznej z zastosowaniem
bleomycyny, ktora jest standardowym lekiem w metodzie ECT wobec czerniaka i raka gruczotu
sutkowego. Nasze badania, metodami oceny cytotoksycznosci, potwierdzaja rowniez
skuteczno$¢ tej metody z bleomycyng w obu typach komorek raka jajnika. Rowniez widoczne
zmniejszenie  ekspresji malego biatka szoku cieplnego HSP27 w komorkach
jasnokomorkowego raka jajnika $wiadczy o zmniejszajacej si¢ opornosci na $mierc
apoptotyczng po zastosowanej EP z bleomycyng (Zatacznik 3a, publikacja S0b).

Najnowsze doniesienia wskazuja na mozliwo$¢ uzycia jonéw wapnia w potaczeniu z EP
do skutecznej eliminacji komorek nowotworowych. Regulacja homeostazy wapniowej jest
niezwykle wazna w cyklu komérkowym, indukowaniu $mierci komorkowej, proliferacii,
transkrypcji oraz wtérnym przekazywaniu sygnatow wewnatrzkomorkowych. Ostatnie badania
prof. Julie Gehl z Danii dowodza roéwniez, ze niezwykle skuteczne w polaczeniu
z elektroporacja s3 jony wapnia, ktore przy odpowiednio dobranym st¢zeniu i parametrach pola
elektrycznego, maja zdolno$¢ indukowania apoptozy w komorkach nowotworowych bez
efektow ubocznych dla zdrowych tkanek. Wobec tak obiecujacych wynikow z zastosowaniem
CaClp, postanowilismy potwierdzi¢ ten efekt w komoérkach MCF-7/WT 1 MCF-7/DX.
Zagadnienie stalo si¢ rowniez tematem z sukcesem przeprowadzonej pracy inzynierskiej (inz.
M. Fullen, 2013). Otrzymane wyniki wskazywaty, przeciwnowotworowe zachowanie si¢ CaClz

juz w stezeniu ImM wobec badanych komorek (praca inzynierska M. Fullen 2013 oraz
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Zatacznik 3a, Streszczenia na zjazdach po doktoracie, poz. 43). Kontynuujgc ten nurt
badawczy, zaproponowalam tematyke indukowania apoptozy, metoda -elektroporacji
w obecnos$ci jonéw wapnia w komoérkach migsaka w odniesieniu do prawidtowych komorek
szkieletowych. Zagadnienie to stato si¢ tematem rozprawy doktorskiej mgr Anny Szewczyk
z Uniwersytetu Wroctawskiego, w ktérej jestem promotorem pomocniczym a gtownym
promotorem jest dr hab. M. Daczewska prof. nadzw. Celem naszych badan jest taka
optymalizacja parametrow terapii taczonej: EP+Ca?’, ktora pozwoli na eliminacje komorek
nowotworowych przy jednoczesnej mozliwosci stymulacji komoérek prawidtowych. Modelem
badawczym sg mi¢sniowe linie komoérkowe: C2C12 (mysie prawidtowe komorki miegsni
szkieletowych), L6 (prawidlowe, szczurze komorki miesniowe), linia RD (komorki
nowotworowe, fac. Rhadbomyosarcoma) oraz linia komorkowa WEHI-164 (mysie komorki
nowotworowe, fac. Fibrosarcoma). Otrzymane do tej pory wyniki zostaty juz cze$ciowo
opublikowane (Zatgcznik 3a, publikacja 46b 1 8c). Zastosowana metoda indukowata znaczny
wzrost procentu komoérek nowotworowych wchodzacych na droge apoptozy (metoda TUNEL
ianeksyna V/jodek propidyny) oraz zahamowanie ekspresji prozapalnego enzymu -
wydzielniczej fosfolipazy A2 (sPLA2) z grupy II. Ponadto nawigzatam wspotprace z prof. Julie
Gehl ze Centrum Lekow Eksperymentalnych i Elektrogenotransferu w Klinice Onkologii
Szpitala Herlev Uniwersytetu w Kopenhadze (Dania), a doktorantka mgr A. Szewczyk mogta
kontynuowa¢ swoje badania pod opieka specjalisty w tej dziedzinie w warunkach in vivo na
mysim modelu w czasie stazu ERASMUS. Otrzymane przez nas oraz w ramach nawigzanej
wspolpracy wyniki wskazujg, ze jest mozliwe dobranie warunkow terapeutycznych tak aby,
indukowac¢ $mier¢ komoérek nowotworowych (in vitro 1 in vivo) przy jednoczesnej stymulacji
komorek prawidlowych do zwigkszonej proliferacji.

Od 2015 r. prowadze rowniez wspotprace z dr-em Adamem Rzechonkiem z Katedry
1 Kliniki Chirurgii Klatki Piersiowej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Celem naszych
badan jest opracowanie optymalnej metody hodowli i odpowiedniego wzrostu komodrek
izolowanych z guzéw nowotworowych ptuc w hodowli pierwotnej. Obecnie prowadzimy testy
cytowrazliwo$ci tych komorek na wybrane cytostatyki, dodatkowo 1aczac je z elektroporacia.
W pierwsze] fazie stosowane sg standardowe cytostatyki jak cisplatyna, doksorubicyna,
1 kamptotekan. Otrzymane do tej pory wyniki byly prezentowane na konferencjach i obecnie sg
przygotowywane do publikacji (Zalacznik 3a, Streszczenia na zjazdach krajowych po
doktoracie poz. 69 i 70; Streszczenia na zjazdach mi¢dzynarodowych po doktoracie, poz. 85,
86, 87, 88). Zastosowanie skojarzonej terapii celowanej moze okaza¢ si¢ alternatywnag

1 obiecujacg metoda w leczeniu nowotwordéw ptuc w porownaniu do tradycyjnej chemioterapii.
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Elektrochemioterapia — badania in vivo

Majac juz doswiadczenie w ocenie efektywnosci i optymalizacji elektrochemioterapii
w badaniach in vitro, podjetam wspotprace z zespoltem prof. Zdzistawa Kietbowicza z Katedry
1 Kliniki Chirurgii Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu. Wprowadzilismy wspdlnie zabiegi elektrochemioterapii dla matych zwierzat jako
terapi¢ pierwszego wyboru, w okreslonych przypadkach. W szczegdlno$ci naszym celem staly
si¢ guzy nowotworowe znajdujace si¢ w obrebie jamy ustnej u pséw 1 kotéw. Ten typ
nowotworow stanowi duzy problem terapeutyczny. W obrebie jamy ustnej, czesto
diagnozowane sg zmiany, ktore majg charakter ztosliwy np. wiokniakomigsaki, raki
ptaskonablonkowe czy czerniaki. Takie zmiany cechuja si¢ duza ztosliwoscig biologiczng
1 w standardowym leczeniu wymagaja resekcji chirurgicznej z duzym marginesem usuwanych
tkanek, co dla zwierzecia jest znaczng ucigzliwo$cig. Bardzo czesto guzy sa pozno
diagnozowane 1 w momencie rozpoznania na ogoét maja juz duze rozmiary co dodatkowo
utrudnia lub wrecz uniemozliwia postgpowanie chirurgiczne. Jak si¢ okazuje efekt
kosmetyczny zabiegu w obrebie glowy w przypadku zwierzat towarzyszacych, stanowi istotny
czynnik wplywajacy na decyzje wiasciciela odnosnie metody i1 zakresu leczenia. Dlatego
dodatkowo poza postgpowaniem chirurgicznym stosuje si¢ rowniez radioterapi¢ lub
chemioterapi¢. Alternatywe dla obecnie stosowanych radykalnych metod stanowi
elektrochemioterapia, na ktorg wiasciciele co raz czgsciej si¢ decyduja. W zespole z dr Joanng
Paczuskg Katedry 1 Kliniki Chirurgii przeprowadzam zabiegi u malych zwierzat
towarzyszacych. Nasze badania staty si¢ podstawg do zorganizowania konferencji naukowe;j:
»Elektrochemioterapia w weterynarii i onkologii”, (Wroctaw 13-14.-7.2016). W ramach tego
spotkania zapoznali$my uczestnikow z metoda elektroporacji i jej zastosowaniem w leczeniu
zwierzat 1 ludzi. Nasze obserwacje wskazuja, ze metoda ta doskonale si¢ sprawdza przy
zmianach czerniakowych, fibrosarkomach i1 mastocytomach (Zatacznik 3a, Streszczenia
konferencyjne na zjazdach mi¢dzynarodowych, poz. 68; Streszczenia konferencyjne na

zjazdach krajowych, poz. 66).

Nanoimpulsy i mikrosondy

Od kilku lat w $cistym kregu moich zainteresowan naukowych lezy technologia
wykorzystujaca nanosekundowe impulsowe pole elektryczne (nsPEF). NsPEF w dziedzinie
bioelektrycznosci jest metoda ciggle rozwijajaca si¢ i ma ogromy potencjat w zastosowaniu

terapii przeciwnowotworowych. NsPEF moze znalez¢ zastosowanie jako ,,czysto elektryczna”
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terapia raka, ktora nie wymaga aplikacji dodatkowych $rodkéw farmakologicznych. Do
gtownych czynnikow indukujacych permanentne uszkodzenie komoérek nowotworowych
zaliczamy ultrakrotkie impulsy o wysokim natg¢zeniu pola elektrycznego (do kilkuset kV/cm).
Dotychczasowe dane wskazuja, ze metoda nsPEF indukuje wigkszy stopien permeabilizacji
wewnetrznych niz zewnetrznych blon komoérkowych. Aplikacja nanopulsow o wysokich
warto$ciach nat¢zenia pola elektrycznego powoduje wzrost poziomu jonéw wapnia w cytozolu
oraz translokacje fosfatydyloseryny co prowadzi do uruchomienia szlakéw sygnatowych do
aktywacji apoptozy i zmian aktywno$ci proteasomalnej za posrednictwem indukcji stresu
oksydacyjnego. W ramach swoich badan oceniam wplyw nanosekundowego impulsowego pola
elektrycznego (nsPEF) na mechanizmy komoérkowe ludzkich i mysich komorek
nowotworowych (rowniez wrazliwych i opornych na chemioterapi¢) w odniesieniu do komorek
prawidtowych. Dodatkowo sprawdzitam czy obecno$¢ leku poteguje dzialanie nanopulséw.
W badaniach wykorzystatam fizjologiczne roztwory jonéw wapnia, kwasu betulinowego
a takze ranelinianu strontu (Zalacznik 3a, publikacja 7¢; Streszczenia konferencyjne na
zjazdach mig¢dzynarodowych, poz. 45, 54, 60, 80). Moje badania wlasne wskazuja, ze
kombinacja nanopulsow z lekiem powoduje addytywny lub synergiczny efekt
Przeciwnowotworowy.

Od 2014 r. wspolpracuje z prof. Ryszardem Buczynskim z Instytutu Technologii
Materiatléw Elektronicznych w Warszawie. Prof. R. Buczynski opracowat sondy do precyzyjnej
mikroelektroporacji, ktérych efektywnos$¢ byta testowana po raz pierwszy w laboratorium
Katedry i Zaktadu Biochemii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Majac na
wzgledzie makroskopowe rozmiary dostepnych narzedzi do elektroporacji, s3 one obecnie
ograniczone do do$¢ duzych obszardéw ciata, zwierzat czy hodowli komorkowych. W Zaktadzie
Szkiet prof. R. Buczynskiego opracowano sonde do elektroporacji komorek w skali mikro.
Dzigki takiej sondzie mozliwe bedzie rozszerzenie obszaru zastosowan metody elektroporacji
do precyzyjnego leczenia miejsc zmienionych chorobowo w bezposredniej bliskosci zdrowych
tkanek bez ryzyka ich uszkodzenia. Takim przyktadem moze by¢ leczenie glejakow — trudno
dostgpnych nowotworéw mozgu. Badane przeze mnie sondy do elektroporacji zostaty
zgtoszone do ochrony patentowej (P.409831 1 Ep15183159), zdobyly takze srebrny medal na
wystawie wynalazkow IWIS 2015. Do tej pory otrzymaliSmy wstepne wyniki, ktore
udowadniajg skuteczno$§¢ mikrosond (Zalacznik 3a; Streszczenia konferencyjne na zjazdach
migdzynarodowych nr 59; Streszczenia na zjazdach krajowych nr 67) i staty si¢ podstawa

projektu TANGO 2 ,,Mikrosondy witokniste do elektroporacji narzqdow wewnetrznych oraz
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pojedynczych komorek” (akronim projektu: FIMELIO, aplikowany w ramach NCBiR 1 NCN),

w ktorym jestem wykonawca.

Sonoporacja

Od 2015 roku podjetam wspolprace z zespolem prof. Sauliusa Satkauskas’a
z Uniwersytetu im. Witolda Wielkiego w Kownie na Litwie. Moja wspolpraca z placéwka
naukowa w Kownie byla podstawa do zawarcia w 2016 r. umowy w ramach programu
ERASMUS dotyczaca mobilnosci pracownikéow naukowych. Zespot prof. S. Satkauskas’a
zajmuje si¢ badaniem efektywnosci reakcji fotodynamicznej, elektroporacja oraz zjawiskiem
sonoporacji i1 reakcji sonodynamicznej. Zjawisko sonoporacji komorek nastepuje podczas ich
ekspozycji na ultradzwigki. Kiedy sonoporacja ma miejsce w poblizu zyjacej komorki, jej blona
komorkowa doznaje wstrzasu, staje si¢ bardziej porowata i dochodzi do rozszczelnienia bton
komorkowych, podobnie jak w procesie elektroporacji. Sonoporacja sprawia, ze blona
komorkowa jest bardziej przepuszczalna dla molekut leku. Technika ta moze by¢ stosowana
w biologii molekularnej do terapii genowej w celu umozliwienia absorpcji duzych czasteczek,
oraz w procesie transfekcji lub transformacji. W 2016 r. nadzorowatam staz docenta
Mindaugasa Tamosiiinas’a z zespolu prof. S. Satkauskas’a, w trakcie ktorego badali$my
zastosowanie chloryny Ce6 w sonoporacji i reakcji sonodynamicznej. W procesie sonoporacji
wykorzystaliSmy komercyjne mikrobanki (ang. microbubbles) wypetnione gazem w celu
zwiekszenia absorpcji dawki fotouczulacza przez komoérki czerniaka (Me45). Wypetnione
gazem mikrobanki pekajg w reakcji na cisnienie wywotane impulsem ultradzwigkowym
i znacznie wspomagaja efekt sonoporacji. Swiadczy otym zwickszona dystrybucja Ce6
w komorkach czerniaka. Uzyskane wyniki wskazuja, ze metoda sonoporacji z Ce6 indukuje
w komorkach czerniaka $mier¢ na drodze apoptozy. Ten proces moze okazaé si¢ niezwykle
pozyteczny w zmniejszaniu niezb¢dnych dawek podczas podawania leku w sposob
konwencjonalny. Prowadzone w trakcie stazu badania wykazaty, Ze chloryna Ceb6 jest rowniez
efektywnym sonosensybilizatorem czyli zwigzkiem, ktory ulega wzbudzeniu po ekspozycji na
ultradzwigki. Chloryna Ce6 jest efektywniejszym ,,sonouczulaczem” niz fotouczulaczem,
o czym $wiadczg wyniki fotocytotoksycznosci komorkowej. Dodatkowo fale ultradzwigkowe
maja znacznie wigkszg mozliwo$¢ penetracji tkanek guza niz promieniowanie czerwone.
Otrzymane wyniki zaprezentowano na konferencji PARNAS w 2016r. (Zatacznik 3a,
Streszczenia konferencyjne na zjazdach miedzynarodowych nr 79). W styczniu 2017 r.
zakonczyliSmy badania wstepne, przygotowujemy publikacje 1ibeda one podstawg

kontynuowania wspolpracy i opracowywania dalszych projektow.
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6. Posumowanie calkowitego dorobku naukowego.

Przed uzyskaniem Po uzyskaniu F.acznie
stopnia doktora stopnia doktora &

Publikacje w czasopismach znajdujacych 5 53 63
si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR)

Publikacje w czasopismach recenzowanych

innych niz znajdujace si¢ w bazie Journal 3 15 18
Citation Reports (JCR)

Calkowita liczba publikacji 8 73 81
Sumat.*yczny IF - zgodnie z rokiem 1418 121.87° 123288
opublikowania

Sumaryczna liczba punktéw MNiSW 45 1519 1564
Liczba cytm;van publikacji z wylaczeniem 6 160 368
autocytowan

Indeks Hirscha 1 12 12
Uzyskane patenty/zgloszenia patentowe 0 5 5
Rozdziaty w monografiach 0 6 6
Prace opublikowane w materiatach

g 0 9 9

konferencyjnych ‘

Udziat w konferencjach krajowych 7 95 102
Udziat w konferencjach zagranicznych 7 92 99
Kierownictwo projektéw badawczych 0 S 5
Udzial w projektach badawczych 0 .9 9
*w tym dla publikacji wchodzacych w skiad osiggniecia naukowego: 25.152
**w tym dla publikacji wchodzacych w skiad osiagniecia naukowego: 242
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