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1. INFORMACJE PODSTAWOWE

1.1.  Dane osobowe wnioskodawcy

(Zatgcznik 2)

Imig¢ i nazwisko: Anna Jagusiak

Nazwisko rodowe: Drozd

Miejsce pracy: Uniwersytet Jagiellonski
Collegium Medicum
Katedra Biochemii Lekarskiej
Zaktad Biochemii Nowotworow
ul. Kopernika 7, 31-034 Krakow

E-mail: anna.jagusiak@uj.edu.pl

1.2.  Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

Doktor nauk medycznych w zakresie biologii medycznej

17.12.2015 - tytut doktora nadany uchwatg Rady Wydziatu Lekarskiego (Zatacznik 3).
Rozprawa doktorska zatytulowana: ,,Badanie wtasciwosci komplekséw nanorurek weglowych
i zwigzkow typu czerwieni Kongo jako potencjalnych uktadéw celowanego dostarczania
lekow”, powstala w ramach Interdyscyplinarnych Studiéw Doktoranckich ,,MOL-MED -
Nauki Molekularne dla Medycyny” w Katedrze Biochemii Lekarskiej na Wydziale Lekarskim
Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum oraz w Instytucie Katalizy i Fizykochemii
Powierzchni Panstwowej Akademii Nauk pod kierunkiem promotorow: prof. dr hab. Piotra
Laidlera oraz prof. dr hab. Tomasza Panczyka, obroniona z wyrdéznieniem na Wydziale

Lekarskim Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie.
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Magister biologii ze specjalnoscia biologia molekularna

06.06.2003 — tytul magistra nadany po obronie pracy magisterskiej na Wydziale
Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagicllonskiego w Krakowie. Praca magisterska
zatytutowana: ,,Rola CD44 i HA w tworzeniu nowotwordw i powstawaniu przerzutow”
wykonana w Zakladzie Immunologii Instytutu Biologii Molekularnej Uniwersytetu

Jagiellonskiego pod kierunkiem dr Joanny Cichy.

Kwalifikacje pedagogiczne do pracy nauczyciela
09.09.2003 — dyplom ukonczenia dwuletniego kursu pedagogiki, psychologii i
dydaktyki nauczania chemii, biologii i przyrody w Studium Pedagogicznym Uniwersytetu

Jagiellonskiego w Krakowie i uzyskanie kwalifikacji pedagogicznych do pracy nauczyciela.

Kwalifikacje uzyskane w Studium Zarzadzania i Biznesu
02.10.2003 — dyplom ukonczenia Studium Zarzadzania i Biznesu przy Zakladzie
Ekonomii Stosowanej na Wydziale Zarzadzania i Komunikacji Spotecznej Uniwersytetu

Jagiellonskiego w Krakowie.
Egzamin maturalny

1998 — $wiadectwo ukonczenia klasy o profilu biologiczno-chemicznym i zdania

egzaminu maturalnego w VI1II Liceum Ogolnoksztatcagcym w Krakowie.

1.3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2020 — do chwili obecnej  Katedra Biochemii Lekarskiej UJICM: adiunkt (pracownik
badawczo-dydaktyczny)

2017 — 2020 Katedra Biochemii Lekarskiej UJCM: adiunkt (pracownik
naukowo-dydaktyczny)

2011 — 2017 Katedra Biochemii Lekarskiej UJCM: asystent (pracownik
naukowo-dydaktyczny)

2004 - 2011 Katedra Biochemii Lekarskiej UJCM: starszy referent

techniczny - biolog (pracownik inzynieryjno — techniczny)
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2. OSIAGNIECIE NAUKOWE STANOWIACE PODSTAWE HABILITACJI

2.1.  Tytul osiggniecia naukowego

wAnaliza ukladow nosnikowych utworzonych 7z czgsteczek samoasocjujgcych W
supramolekularne struktury tasmowe oddziatujgce z lekami, jonami metali i biatkami, oraz
ich wykorzystanie do badan nad celowanym dostarczaniem lekow w chemioterapii oraz w
antybiotykoterapii.”

Przedmiotem osiagni¢gcia naukowego jest cykl 4 pehotekstowych artykutow
powigzanych tematycznie (P.1l.; P.2.; P.3. i P.4.). Badania byly prowadzone w ramach
projektow realizowanych w latach 2014 — 2022: grant nr 2016/21/D/NZ1/02763, finansowany
w ramach konkursu Sonata przez Narodowe Centrum Nauki, oraz granty na badania statutowe
UJCM: K/ZDS/001351 i N41/DBS/000715 finansowane przez MNiSW (obecnie MEIN). Prace
opublikowano w angloj¢zycznych czasopismach naukowych o zasiggu migdzynarodowym. We
wszystkich wymienionych pracach jestem pierwszym autorem, a w trzech takze autorem
korespondencyjnym. Wszystkie wymienione prace posiadaja sumaryczny wspotczynnik
Impact Factor rowny 24.006 (odpowiednio: 5.065; 6.525; 6.208 oraz 6.208) oraz sa wliczane
do punktacji MEIN wynoszacej sumarycznie 480 punktow MEIN. Odpowiednio sg to punkty
MEIN dla kolejnych prac: P.1.: 100 (kwartyl Q2, gorny 40 percentyl); P.2.: 100 (kwartyl Q1);
P.3.: 140 (kwartyl Q1); oraz P.4.: 140 (kwartyl Q1).

Zgodnie z analizg bibliometryczng — Zalacznik 4 (przygotowana przez Biblioteke
Medyczng Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum z dnia 04.10.2022) tgczna

punktacja cyklu prac wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego Wynosi:

Dane dotyczace publikacji stanowigcych osiggni¢cie naukowe (na podstawie Bibliografii UJICM
oraz Web of Science Core Collection i Journal Citation Reports z dnia 04.10.2022 r.):

Suma Impact Factor dla czasopism, w ktorych ukazaty si¢ publikacje | 24,006
autora stanowigce osiggnigcie naukowe:
Liczba publikacji:

Liczba publikacji w czasopismach nalezacych do Q1 (wg JCR):
Liczba publikacji w czasopismach nalezacych do Q2 (wg JCR):
w tym: gérny 40 percentyl Q2 (wg JCR):

S P P W b

pozostate z Q2:

Punktacja MEIN cyklu publikacji: 480
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Moj indywidualny wktad autorski w powstanie kazdej z prac wchodzacych w sktad
osiagnig¢cia naukowego jest przedstawiony w Zatacznikach 5.1-5.4, natomiast o§wiadczenia
wspotautorow prac wchodzacych w sktad cyklu publikacji, okreslajace indywidualny wkiad

kazdego z autorOw w powstanie tych prac przedstawione sg W Zatgcznikach 5.5-5.22.

2.2.  Wykaz publikacji wchodzacych w sklad osiggniecia naukowego

P.1. Jagusiak A., Panczyk T. Interaction of Congo Red, Evans Blue and Titan Yellow with
doxorubicin in aqueous solutions. A molecular dynamics study. 2019, J. Mol. Lig., 279, 640—
648, https://doi.org/10.1016/j.molliq.2019.02.012. (IF 6.165, MNiSW 100)

P.2. Jagusiak A., Chtopas K., Zemanek G., Kosécik 1., Roterman I. Interaction of
Supramolecular Congo red and Congo red-Doxorubicin complexes with proteins for drug
carrier design. 2021, Pharmaceutics, 13 (12), 2027,
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics13122027. (IF 6.321, MNiSW 100)

P.3. Jagusiak A., Chtopas K., Zemanek G. Koscik I., Skorek P., Stopa B. Albumin binds
doxorubicin via self-assembling dyes as specific polymolecular ligands. 2022, Int. J. Mol. Sci.,
23, 5033, https://doi.org/10.3390/ijms23095033. (IF 5.924, MNiSW 140)

P.4. Jagusiak A., Gosiewski T., Romaniszyn D., Lasota M., Wisniewska A., Chtopas K.,
Ostrowska B., Koscik 1., Bulanda M. Antibacterial therapy by Ag+ ions complexed with Titan
Yellow/Congo red and Albumin during anticancer therapy of urinary bladder cancer. 2022, Int.
J. Mol. Sci., 23, 26, https://doi.org/10.3390/ijms23010026. (IF 5.924, MNiSW 140)

Kopie powyzszych prac znajduja si¢ w Zatacznikach 6.1-6.4.

2.3.  Jednostki naukowo-badawcze, w ktorych wykonano badania opisane w pracach

stanowigcych gléwne osiagnie¢cie

Duza cze$¢ badan wykonano w Katedrze Biochemii Lekarskiej Uniwersytetu

Jagiellonskiego Collegium Medicum (P.1., P.2., P.3. 1 P.4.).
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Badania z wykorzystaniem technik modelowania molekularnego wykonano we
wspotpracy z Instytutem Katalizy i Fizykochemii Powierzchni Polskiej Akademii Nauk,
Zaktadem Chemii Teoretycznej] UMCS, a takze we wspotpracy z Zakladem Bioinformatyki i
Telemedycyny Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum (P.1.).

Badania z wykorzystaniem techniki Transmisyjnej Mikroskopii Elektronowej (P.2.)
wykonano we wspotpracy z Instytutem Katalizy i Fizykochemii Powierzchni.

Prace badawcze w wyniku ktorych powstata publikacja P.4., zostaly przeprowadzone w
Katedrze Mikrobiologii na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium
Medicum we wspolpracy z zaktadami: Zaktadem Molekularnej Mikrobiologii Medycznej oraz
z Zaktadem Kontroli Zakazen i Mykologii. Podczas tych badan wspotpracowano rowniez z
Katedra Farmakologii na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium
Medicum.

W pracach P.2., P.3. i P.4. wspotpracowatam takze z Oddzialem Klinicznym
Pulmunologii i Alergologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie. Przy prowadzeniu badan
do publikacji P.3. podjeta zostata rowniez wspotpraca z Oddziatem Klinicznym Chorob Serca

i Naczyn Krakowskiego Szpitala Specjalistycznego im. Jana Pawta II.

2.4.  Omowienie celu naukowego i osiagnietych wynikow wraz z omowieniem ich

ewentualnego wykorzystania

2.4.1. Cel przeprowadzonych badan

Celem badan, ktorych wyniki daty podstawe osiggniecia naukowego byto poszerzenie
wiedzy na temat aplikacyjnosci medycznej zwigzkoéw, posiadajacych zdolnos¢ do
samoasocjacji w struktury tasmowe (czerwien Kongo - CR, biekit Evansa - EB, zélcien
tytanowa - TY) jako no$nikow lekdw oraz jonow metali. Celem bylo tez zbadanie oddziatywan
utworzonych komplekséw nosnik-lek lub nosnik-jony srebra z ré6znymi biatkami: natywnymi
(albumina), patologicznymi (tancuchy lekkie), oraz agregowanymi cieplnie (HAI). Celem
badan bylo stworzenie podstaw tworzenia nosnikow dla chemioterapeutykéw oraz dla jonow
metali, co moze w przysztosci stanowic alternatywe dla leczenia przeciwnowotworowego oraz

dla coraz mniej skutecznej antybiotykoterapii.

Cele szczegotowe:

1. Wyjasnienie mechanizmu oddziatywania grupy zwiazkéw supramolekularnych zdolnych
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do samoasocjacji (CR, EB 1 TY) z modelowym chemioterapeutykiem: doksorubicyng
(Dox) poprzez zastosowanie modelowania molekularnego, co daje podstawy
wykorzystania tych zwigzkow jako uktadow nosnikowych i ich docelowego zastosowania
w medycynie (P.1.).

2. Okreslenie mozliwosci oddzialywania CR skompleksowanej z Dox z albuming, oraz
dwoma modelami imitujacymi kompleksy immunologiczne: podgrzanym tancuchem
lekkim przeciwcial, oraz agregowanymi cieplnie immunoglobulinami, co daje podstawy
wykorzystania takich uktadéw jako no$nikow lekow (P.2.)

3.  Wykazanie, czy modelowy uktad no$nikowy ztozony z albuminy i CR skutecznie wigze
Dox, oraz czy obnizenie pH spowoduje asocjacje nosnika i uwalnianie leku (P.3.).

4. Okreslenie wplywu jonoéw srebra zwigzanych z zodlcienig tytanowa (TY), a takze
kompleksem CR-TY na szczepy bakteryjne w ramach poszukiwania w naukach
medycznych alternatywnych dla antybiotykoterapii metod leczenia schorzen, zwigzanych
z zakazeniami bakteryjnymi, w tym infekcji drog moczowych. Okreslenie wptywu takich

uktadow na mozliwos$¢ leczenia chorob nowotworowych pgcherza moczowego (P.4.).

2.4.2. Wprowadzenie

Chemioterapia stosowana w medycynie na szeroka skale w leczeniu nowotworow, jest
w wielu przypadkach skuteczna, jednak niesie duze ryzyko zwiazane z brakiem selektywnosci
stosowanych chemioterapeutykow. Obserwowane skutki uboczne w zdrowych tkankach sg
podstawg do poszukiwania rozwigzan obnizajacych toksycznosc¢ lekow [1].

Globalnym problemem jest tez wzrastajgca antybiotykoopornos¢ drobnoustrojow, 0
czym przypomina Swiatowa Organizacja Zdrowia [2, 3]. W catej Europie rosnie odsetek
szczepow wielolekoopornych lub szczepoéw opornych na powszechnie stosowane antybiotyki.
Actinobacter baumani, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacteriaceae naleza do trzech
najwazniejszych ,krytycznych” patogenow wykazujacych opornos¢ wielolekowa - MDR
(multi drug resistance). Powoduja one ciezkie, czesto $miertelne infekcje i istnieje pilna
potrzeba opracowania nowych lekéw do zwalczania tych patogenow [4-6]. W 2016 roku w
Europie potudniowej i potudniowo-wschodniej odnotowano wigkszo$¢ szczepow — wsrod
Gram-ujemnych gatunkow Enterobacteriacae (w tym Escherichia coli), ktore byly roéwniez
oporne na cefalosporyny trzeciej generacji, fluorochinolony i aminoglikozydy. Staphylococcus
aureus oporny na metycyling (MRSA) nie jest juz problemem zwigzanym jedynie z leczeniem

szpitalnym, poniewaz w wielu czeSciach $wiata, w tym w Europie, wzrasta liczba

9
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pozaszpitalnych zakazen MRSA, tzw. CA-MRSA (community-associated MRSA). Jedng z
przyczyn jest wysokie zuzycie antybiotykow, ktdre znaczaco wzrosto w latach 2010-2014 we
Wspolnocie Europejskiej. Stad poszukiwanie innowacyjnych rozwigzan alternatywnych dla
powszechnie stosowanej antybiotykoterapii stato si¢ niezbednym wymogiem walki z
problemem opornosci drobnoustrojow wielolekowych, nawracajacych infekcji  drog
moczowych oraz raka pgcherza moczowego [7].

Doksorubicyna (Dox) jest jednym z najskuteczniejszych chemioterapeutykow
wykorzystywanych w leczeniu wielu typow nowotwordow [8]. Jednoczes$nie jest lekiem silnie
kardiotoksycznym, a jego stosowanie moze skutkowaé zahamowaniem hematopoezy i
zaburzen zotadkowo-jelitowych [9,10]. Mimo to nadal jest szeroko uzywana ze wzgledu na
wysoka skutecznos$¢ i1 szerokie spektrum dzialania przeciwnowotworowego. Dlatego bardzo
wazne sg dalsze badania no$nikow doksorubicyny, ktéore moga poprawi¢ skuteczno$¢ jej
dostarczania 1 zmniejszy¢ jej toksyczne dzialanie.

Zastosowanie jonow metali cigzkich, np. srebra jest oObiecujacg alternatywa dla
antybiotykoterapii. Niestety srebro w formie jonowej, pochodzace z azotanu srebra jest bardzo
reaktywne. Ponadto w obecnos$ci fosforanow, chlorkow, bromkow, jodkow itp. srebro moze
tworzy¢ trudno rozpuszczalne osady. Dlatego podawanie azotanu srebra bezposrednio do
organizmu nie jest bezpieczne i powoduje argyri¢. Podawanie srebra w postaci nanoczastek lub
kompleksowanie go ze zwigzkiem ochronnym, petnigcym réwnoczesénie role nosnika, podnosi
jego prog reaktywnosci, zwlaszcza w stosunku do grup tiolowych (-SH) [11-13].

W ostatnich latach olbrzymie zainteresowanie budza nosniki lekow i jonow metali, czyli
techniki docelowego dostarczania zwigzkow terapeutycznych (np. chemioterapeutykoéw takich
jak modelowy lek — doksorubicyna wykorzystywany w terapii nowotworow 0raz jony srebra
czy zlota wykorzystywane w terapiach przeciwbakteryjnych). Nosniki wigzac lek nie tylko
moga uzupetniaé jego cechy fizyczne, ale takze moga ostabia¢ cechy niepozadane poprzez
ograniczenie toksycznosci 1 umozliwienie docelowego transportu do komorki. Zapewniaja
rowniez kontrolowane dozowanie leku. W ten spos6b mozna uzyskac rozwigzanie, pozwalajace
na obnizenie toksycznosci lekow, nie tylko poprzez obnizanie dawki, ale z zachowaniem dawki
terapeutycznej poprzez zastosowanie technologii celowanego dziatania. Zwigzki ochronne
moga podnosi¢ prog reaktywnosci, jak ma to miejsce w przypadku kompleksowania jondw
metali. Odpowiedni nosnik pozwala pokona¢ trudnosci, ograniczajgce zastosowanie niektorych
lekéw, zwigzane z brakiem selektywno$ci, stabg rozpuszczalno$cia w warunkach

fizjologicznych, stabym przenikaniem przez blony komorek, a przede wszystkim brakiem
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mozliwosci przezwycigzenia opornosci wielolekowej komoérek nowotworowych, MDR
[14,15]. Porownanie skutkow stosowania leku bez no$nika i z no$nikiem wytania szereg zalet
uktadoéw nosnikowych. Sg to migdzy innymi: selektywna biodystrybucja, duza pojemno$¢ czy
kontrolowane uwalnianie [16-19].

Jednym z bardziej interesujgcych, innowacyjnych uktadow, ktére mogg stanowié
nosniki lekow sg supramolekularne struktury ciektokrystaliczne, powstajace poprzez
samoasocjacj¢ monomeréw w tasmy [20]. Przyktadem dostepnych struktur tego typu jest np.
czerwien Kongo (CR) zsyntezowana w 1883 przez Paula Bottige i stosowana do barwienia
amyloidow. Przyjmowano jednak blednie, ze kompleksy z bialkami tworzone s3 przez
pojedyncze czasteczki, a nie przez ich formy supramolekularne. Innym przyktadem struktur
ciektokrystalicznych jest blekit Evansa (EB), stosowany w testach diagnostycznych,
hematologii, histologii oraz w badaniach nad przepuszczalnoscig bariery krew-moézg [21].
Ciekawym kandydatem jest rowniez zotcien tytanowa (TY), ekstrahowana z kwiatow mimozy
[22]. Zwiazki te, znane sg jako barwniki, jednak ich struktura supramolekularna oraz zdolno$¢
do reagowania ze zwigzkami o charakterze przeciwnowotworowym, czy jonami metali jest
niewatpliwie innowacyjnym podej$ciem w terapii nowotwordéw [23].

Weczesniejsze badania wykazaty, ze tasmowe uktady supramolekularne mozna stosowac
in vivo jako potencjalne no$niki lekow. Proponowane struktury sg tez w tatwy sposob usuwane
z organizmu, co zapewnia rowniez bezpieczne wydalanie leku, co zapobiega kumulacji leku w
tkankach [24].

Czasteczki CR i EB sg symetryczne, posiadajg centralny obszar hydrofobowy oraz
pierscienie naftalenowe, podstawione w ré6znym stopniu grupami aminowymi i sulfonowymi.
Obecnos¢ wigzan azowych tagczacych pier§cienie naftalenowe z uktadem benzydyny stanowi
podstawe do zaliczania tych zwigzkoéw do grupy tzw. barwnikow bisazowych. Czasteczka TY

jest rowniez symetryczna, a w jej centrum wystepuje wigzanie triazenowe (Rysunek 1).
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Rysunek 1. Symetryczne, wydtuzone czgsteczki: A — czerwieni Kongo (Congo red, CR); B — bl¢kitu
Evansa (Evans blue, EB); C — Zé{cieni tytanowej (Tytan yellow, TY)

Uktady utworzone z oddziatujacych ze sobg w roztworach wodnych czasteczek typu CR
stanowig wieloczasteczkowe asocjaty, czyli tzw. struktury supramolekularne, w ktorych
poszczegolne czasteczki barwnika oddziatuja ze sobg tworzac strukture typu tasmy [23]. Do tej
pory nie analizowano szczegotowo charakteru oddziatywan 1 tworzenia asocjatow przez EB 1
TY. Przyjmowano, ze EB w mniejszym stopniu niz CR wykazuje tendencj¢ do tworzenia
taSmowych struktur. Natomiast najmniejszg zdolnos¢ do tworzenia typowych tasm w tej grupie
zwigzkow, wedtug zatozen, wykazuje TY.

Obecnos¢ grup sulfonowych nadaje tasmowym uktadom typu CR i EB charakter
polianionu w obojetnym pH. Hydrofobowy rdzen wydtuzonej struktury supramolekularnej,
utworzony jest z rownolegle ulozonych, plaskich i oddzialujacych ze soba pierscieni o
wlasnosciach aromatycznych, natomiast grupy sulfonowe eksponowane sa na zewnatrz do
srodowiska wodnego. Czasteczki CR oddziatuja ze sobg na zasadzie ,,face to face”, angazujac
elektrony m. W takim uktadzie moze dochodzi¢ do delokalizacji tadunku i mozliwos$ci
tworzenia dipolu w obrebie supramolekularnej tasmy CR [23]. Te taSmowe struktury reagujg z

biatkami w sposob specyficzny, odmienny od znanych ligandéw biatek.

W pracy P.1. podjeto badania, w ktorych dzigki metodzie symulacji dynamiki

12



Dr Anna Jagusiak Autoreferat Zatacznik 1

molekularnej, analizowano mozliwo$¢ tworzenia kompleksow przez CR, EB i TY z
modelowym lekiem - Dox. Motywacja do prowadzenia tych badan z zastosowaniem zwigzkow
typu czerwieni Kongo byta potrzeba zmniejszenia skutkdéw ubocznych, jakie niesie ze sobg
stosowanie chemioterapii.

CR, ale takze podobny do niej w budowie EB oraz TY wigzg czasteczki ,,gosci” (guests
like molecules), w ktérych obecny jest ptaski, pierscieniowy obszar niepolarny. Wigzanie
nastepuje poprzez ich interkalacje w strukturg ta§my. Wczesniejsze badania pokazaly, ze CR
moze wigza¢ m. in.: biekit Evansa — dajac efekt skracania nanorurek weglowych [25], zotcien
tytanowg — wigzgca jony metali [26], czy Rodamine B (RhoB) [27,28]. Do takich czgsteczek —
gosci nalezy rowniez doksorubicyna. Wsrod zalet zwigzkow typu CR mozna wymieni¢ bardzo
duza pojemno$¢ wigzania czgsteczek ,,gos$ci” oraz ochronng rolg tasmy, zapobiegajaca
przypadkowemu uwalnianiu leku. Daje to réwniez podstawy do twierdzenia, ze do
prezentowanego uktadu mozna w tym samym czasie zwigza¢ rownoczesnie wiele zwigzkow,
mogacych petni¢ rézne funkcje.

Czasteczki barwnikoéw sg interesujace rowniez ze wzglgdu na mozliwosci sterowania
uwalnianiem leku. Barwniki moga zmienia¢ rozktad gestosci elektronowej lub po prostu
calkowity fadunek czasteczkowy w zaleznosci od pH. W zwiazku z tym, niektére z ich
wlasciwosci, takie jak sila oddziatywan miedzyczasteczkowych lub adsorpcja zmienia si¢
bardzo mocno. Mozna to wykorzysta¢ w konstrukcji na przyktad nosnikow lekow reagujacych
na bodzce. Panczyk i wsp. [29,30] zaproponowali koncepcje nosnika, 0 kontrolowanym
uwalnianiu Dox regulowanym zmianami pH. W ukfadzie tym lek razem z modelowymi
barwnikami jest kapsutkowany w wewnetrznej przestrzeni nanorurki weglowej. Kluczowym
czynnikiem bylo zastosowanie barwnikéw o wartoéciach pKa bliskich 6, stad zmiana Stanu
protonowania barwnikéw doprowadzata do uwalniania Dox z nanorurki weglowej. CR badano
réwniez w konteks$cie dostarczania lekéw, poniewaz wykazano, ze zmiana pH znaczaco
modyfikuje oddziatywanie CR z nanorurkami weglowymi [31].

Interakcje Dox z CR, EB i TY nie byly dotychczas badane za pomoca symulacji
dynamiki molekularnej. Zastosowanie tej metody pozwolito na szczegétowy wglad w
mechanizm interakcji, energetyki, termodynamiki lecz takze wizualnej prezentacji Struktur

molekularnych.

W pracach P.2. i P.3. poruszono temat oddziatywania uktadow supramolekularnych

(na przyktadzie CR) skompleksowanych z modelowym lekiem (Dox) z wybranymi biatkami.
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Biatka wigzace supramolekularng forme¢ CR to zaréwno biatka natywne (patologiczne i
prawidlowe) jak i biatka poddane dziataniu czynnikow denaturujacych.

Badania z udziatem CR obejmujace biatka patologiczne prowadzone byty do tej pory z
wykorzystaniem oddziatywania z destabilizowanymi biatkami w przebiegu amyloidozy. CR
jest powszechnie znana i stosowana od niemal stulecia jako barwnik histochemiczny, stuzgcy
do wykrywania amyloidow. Amyloidy po wybarwieniu czerwienia Kongo cechuje
charakterystyczna dwoéjlomno$é o zielonkawej barwie (tzw. ,apple-green birefringence”)
widoczna w mikroskopie polaryzacyjnym [32,33]. Innym przyktadem biatek patologicznych
wigzacych CR, wykorzystanych w prowadzonych badaniach sg patologiczne, szpiczakowe
immunoglobuliny [34] oraz tancuchy lekkie immunoglobulin [35,36]. W przypadku tych biatek
wigzanie CR jest wskaznikiem niestabilnosci strukturalnej — czgsto skorelowanej z tendencja
do tworzenia ztogow amyloidowych [37,38].

Natomiast analizy oddziatywania czerwieni Kongo (bez leku) z biatkami prawidtowymi
prowadzone byly do tej pory z wykorzystaniem albuminy [39], oraz przeciwciat zwigzanych z
antygenem, a takze wigzanym do nich uktadem dopetniacza [40].

Do tej pory wykazano, ze barwniki samoorganizujace o strukturze pokrewnej do
czerwieni Kongo (np. bigkit Evansa) tworzg kompleksy polimolekularne z albuming, natomiast
barwniki pozbawione wlasciwosci samoorganizujacych (blekit trypanu, ANS) wiazg si¢ jako
pojedyncze czasteczki. Supramolekularny charakter ligandow barwnikowych zwigzanych z
albuming wykazano poprzez wskazanie na kompleksowanie czasteczek barwnika
przewyzszajacych liczebno$¢ miejsc wigzacych w albuminie oraz pomiar promienia
hydrodynamicznego albuminy, ktory ro$nie po skompleksowaniu barwnika samoasocjujacego
w przeciwienstwie do barwnikow pozbawionych tej wiasciwosci. Udowodniono réwniez
samoorganizujacy si¢ charakter czerwieni Kongo, stosujac ja jako no$nik wprowadzajacy do
albuminy interkalowane zwiazki obce. Supramolekularny, uporzadkowany charakter barwnika
w kompleksie z albuming ujawniono roéwniez poprzez odkrycie, ze samoorganizujace si¢
barwniki staja si¢ chiralne po skompleksowaniu [39].

Jedna ze szczegdlnych cech supramolekularnych struktur tworzonych m.in. przez
czerwien Kongo i biekit Evansa, jest zdolno$¢ celowanego wigzania do przeciwcial zwigzanych
z antygenem (kompleksow immunologicznych), przy réwnoczesnym braku wigzania do
wolnych przeciwciat [23,41]. CR i EB wykazuja rowniez efekt silnego wzmacniania interakcji

stabych przeciwcial z antygenem [42]. Cecha ta wyrdznia no$niki taSmowe 1 zapewnia ich
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medyczne wykorzystanie w immunotargetingu. Moze tez by¢ szczegolnie obiecujgca dla
rozpoznawania komorek nowotworowych.

Czerwien Kongo zostata tez uzyta do zbadania, w jaki sposob wewnatrzczasteczkowe
zmiany strukturalne zachodzace w przeciwciatach po zwigzaniu antygenu prowadza do
aktywacji dopelniacza. Zgodnie z naszymi ustaleniami, wigzanic CR znaczgco wzmacnia
tworzenie kompleksow antygen-przeciwcialo. W rezultacie, w jej obecnosci, nawet
przejsciowo wiazace przeciwciala o niskim powinowactwie moga tworzy¢ kompleksy
immunologiczne. Jednak takie kompleksy immunologiczne, utworzone przez stabe
przeciwciala nie wyzwalajg kaskady dopetniacza. Udowodnilismy, ze dochodzi w nich jedynie
do zmian we fragmencie Fab (co pozwala na zwigzanie CR), ale zmiany te nie obejmuja
fragmentu Fc przeciwcial (brak mozliwosci wigzania clq). W przeprowadzonych
eksperymentach z kompleksem immunologicznym ztozonym z krwinek baranich (SRBC,
sheep red blood cells) i przeciwciat anty SRBC obserwowano wzmocnienie aglutynacji po
dodaniu CR, natomiast dodanie stabych przeciwcial mimo ich zwigzania (pojawiajaca si¢
aglutynacja) nie powodowato hemolizy po dodaniu pelnego dopetniacza. Wskazuje to na fakt,
7Ze samo wigzanie przeciwcial z antygenem nie spelnia warunkéw koniecznych do
wygenerowania sygnalu wyzwalajacego aktywnos$¢ efektorowa. Tylko wigzanie mocnych,
specyficznych przeciwcial prowadzi do zmian strukturalnych, w wyniku ktoérych dochodzi do
poluzowania fragmentu Fc 1 tym samym zwigzania pierwszego elementu dopetniacza — c1q. W
przeprowadzonych testach tylko mocne przeciwciata dawaly efekt zarowno aglutynacji jak i
hemolizy po dodaniu pelnego dopelniacza. Odkrycia te, pozwolity stwierdzi¢, ze do
przekroczenia progu aktywacji dopelniacza nie jest wystarczajace jedynie nagromadzenie
przeciwcial wigzanych z antygenem. Do tej pory niektoérzy badacze uznawali to za jedyny
warunek aktywacji dopelniacza. W naszych badaniach wykazalismy, ze wymagane sa rowniez
wewnatrzczasteczkowe zmiany W strukturze przeciwcial, a zwlaszcza we fragmencie Fc.
Wyniki te potwierdzono w badaniach symulacyjnych dynamiki molekularnej [40]. Odkrycia te
pokazaly, ze aktywacja dopeliacza nie zachodzi w sposob przypadkowy, a jest $cisle
kontrolowana przez zaprezentowany mechanizm.

Z kolei biatka poddane dzialaniu czynnikoéw denaturujacych stanowity modele w
badaniach oddziatywan z tasmowymi uktadami supramolekularnymi typu CR [43,44]. Modele
te zostaty wykorzystane w pracy P.2 do poréwnania oddziatywania z biatkami dwoch uktadow:

wolnego liganda supramolekularnego oraz skompleksowanego z lekiem.
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W pracy P.2. porownano mozliwo$¢ wigzania CR oraz jej kompleksow z lekiem, z
albuming oraz z modelami komplekséw immunologicznych: 1) tancuchem lekkim LA
(podgrzanym do 45°C, warunki subdenaturujagce) i 2) agregowanymi cieplnie
immunoglobulinami: HAI, heat aggregated immunoglobulins (podgrzanymi do 63°C).

Czerwien Kongo, wigze si¢ zwlaszcza z tymi biatkami, ktére posiadaja w swej
strukturze elementy o konformacji . Warunkiem powstania kompleksu jest przynajmniej
czgsciowa destabilizacja plyty B, ktéra moze nastgpowac spontanicznie lub pod wpltywem
czynnikéw denaturujacych, a takze na skutek przegrupowan konformacyjnych zwigzanych z
funkcjg biatka. Powstanie miejsca wigzacego czerwien Kongo nie wymaga daleko posuni¢tego
— obejmujacego centrum hydrofobowe — rozfaldowania czasteczki biatka. Wystarczy
pofaczenie przeciwciala z antygenem jako przyktad wigzania tasmowych uktadow
supramolekularnych z biatkami natywnymi, ktérych struktura ulega zmianie wlasnie ze

wzgledu na petniong funkcje. Model takiego oddziatywania przedstawiono na Rysunku 2.

I

/

Congo red penetration area

@ protein U active group of protein

ligand §
‘ ean % 3y local instability

Rysunek 2. Lokalna zmiana struktury w obszarze grupy aktywnej biatka po zwigzaniu liganda powoduje
destabilizacje czgsteczki biatka poza grupq aktywng i w efekcie stwarza mozliwos¢ wigzania m.in.
uktadow supramolekularnych typu czerwieni Kongo

Samoasocjujace czasteczki organiczne, ktore tworzg taSmowe Struktury micelarne,
mogg, dzigki swoim wiasciwosciom strukturalnym, przenika¢ do wnetrza natywnych,
prawidlowych biatek i tworzy¢ stabilne kompleksy. Taka penetracja jest mozliwa w obszarach
biatka, ktore ulegty destabilizacji, czasowo lub na state - tak jak ma to miejsce w przypadku
kompleksow przeciwciato - antygen.

Poniewaz czerwien Kongo (CR) zostala wykorzystana w badaniach jako najbardziej
typowy supramolekularny ligand biatkowy, w prezentowanej pracy analizy rowniez skupiajg
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si¢c na tym konkretnym zwigzku. Wzajemne powinowactwo CR i kompleksow
immunologicznych stwarza mozliwo$¢ zastosowania celowania immunologicznego, tj.
ukierunkowanego dostarczania lekow (immunotargeting). Dlatego zbadano, nieanalizowang do
tej pory mozliwos$¢ wigzania uktadu no$nik-lek do kompleksow immunologicznych.

Kompleksy immunologiczne sg bardzo ztozonymi systemami, a ich analiza strukturalna

jest trudna. Dlatego jako model tego uktadu zastosowano tancuch lekki immunoglobuliny (L))
podgrzany do 45°C. Do wigzania CR przyczyniajg si¢ zmiany konformacyjne obserwowane w
LA w warunkach subdenaturujgcych, ktore nasladuja te, wystepujace w przeciwciatach
skompleksowanych z antygenem. Dlatego zastosowano taki uktad, jako model kompleksow
immunologicznych. Po podgrzaniu tancuch lekki immunoglobuliny (LA) ulega destabilizacji.
N-koniec jest lokalnie wypetlany, co otwiera domeng V. To samo zjawisko ma miejsce, gdy
przeciwciala wigza sie z antygenem. Na koncach Fab zwigzanych z antygenem odstania si¢
obszar dostgpny dla wigzania CR, zwykle bogaty w struktury beta [43]. W naturze jednak
wystepuja oddzialywania, bedace wynikiem réwnoczesnego wigzania si¢ do antygendéw
wickszej ilosci przeciwcial. Przedstawiony model podgrzanego tancucha lekkiego
immunoglobuliny (LA) to pojedyncze biatka, w ktorych dochodzi do zmian strukturalnych
zblizonych do tych w przeciwciatach zaangazowanych w kompleks immunologiczny, jednak
nie s3 one powigzane ze sobg i nie tworzg zgrupowania.
Dlatego, w celu rozszerzenia badan, jako kolejny uklad modelowy kompleksu
immunologicznego, do ktorego wigzany byt kompleks CR-lek badane byly immunoglobuliny
G agregowane termicznie w temperaturze 63°C (HAI). Po agregacji cieplnej tworzg one
zgrupowania bardziej przypominajagce wicloelementowe kompleksy immunologiczne
wystepujace w naturze.

Zatozono, ze skoro wolna CR wiaze si¢ zard6wno ze zmienionym pod wplywem
temperatury LA jak i HAI, to komicele CR-Dox rowniez bedg wigzaé si¢ w tym samym regionie.
Do tej pory nie bylo badan dotyczacych wigzania CR skompleksowanej z lekami do
podgrzanych tancuchéw LA i podgrzanych HAL.

Kolejnym przyktadem natywnego biatka, ktére mozna stosowaé w terapiach
celowanych, poniewaz wigze supramolekularne ligandy typu CR, jest albumina.

Ten uniwersalny nos$nik wielu zwigzkow hydrofobowych (zwlaszcza anionowych),
dzicki swojej budowie z charakterystyczng szczeling, moze wigza¢ CR jako pojedyncze

czasteczki, a takze jako supramolekularny ligand [23,45-50]. Albumina to biatko
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przystosowane do transportu roznych anionowych zwigzkow. Czasteczka albuminy surowicy
wigze do 16 czasteczek CR i okolo 9 czasteczek EB, ktory ma podobng budowe do CR, ale
wykazuje stabsze wlasciwosci autoasocjacyjne [39].

Niektore srodki lecznicze, zwlaszcza o charakterze kationowym (jak szeroko stosowana
chemioterapeutyczna doksorubicyna) nie mogg wigza¢ si¢ bezposrednio z albuming. Jednak,
gdy leki sa wigzane przez taSmowe uktady supramolekularne typu CR, tworzg si¢ struktury
komicelarne. Zatozono, ze struktury te moga wchodzi¢ w interakcje z albuming, co moze
pozwoli¢ na skuteczne dostarczanie leku, a takze ochroni¢ organizm przed niekontrolowanym
wigzaniem CR np. ze $ciang naczyn [23].

Weczesniej nie prowadzono badan zdolno$ci albuminy do wigzania kompleksow CR-
lek. Nie prowadzono rowniez badan dotyczacych transferu lekow z nosnika, takiego jak

albumina, do kompleksu immunologicznego (przedstawionego w pracy P.2. jako model HAL).

W pracy P.3. kontynuowano badania nad zastosowaniem albuminy, powigzanej z
supramolekularnym uktadem tasmowym typu CR, jako potencjalnego no$nika lekow. Opisano
szczegotowo mozliwosci kompleksowania uktadu CR-Dox przez albuming. Czasteczki
albuminy gromadzg si¢ preferencyjnic w tkankach nowotworowych oraz w miejscach
zapalnych, co jest istotng zaleta dla jej zastosowania jako nos$nika lekéw [51]. Thumaczy si¢ to
zwigkszonym metabolizmem komoérek nowotworowych i ich zwiekszonym zapotrzebowaniem
na biatka. Nanoczasteczki albuminy gromadza si¢ w tkance guza zarowno poprzez bierne, jak
1 aktywne celowanie, dlatego nanoczasteczki albuminy maja wysoki potencjat terapeutyczny.
Wigkszos¢ guzow jest ukrwiona, a ich sie¢ naczyn krwionosnych jest chaotycznie rozgateziona
1 znacznie bardziej przepuszczalna. Ponadto guzy nie maja drenazu limfatycznego, ktory
normalnie usuwalby albuming, ktéra opuscita tozysko naczyniowe. Tkanki zapalne i
nowotworowe s3a bogate w ostabione i nieszczelne naczynia krwionosne w wyniku szybkiej 1
chaotycznej angiogenezy. W takich naczyniach wlosowatych zachodzi zjawisko zwigkszone;j
przepuszczalnosci i retencji (EPR, enhanced permeability and retention), ktorego nie obserwuje
sie w naczyniach zdrowych tkanek. Srednica szczelin miedzy komoérkami $roédbtonka w
naczyniach wlosowatych guza wynosi 100-1000 nm, natomiast $rednica szczelin w
prawidlowym nablonku 2-6 nm. Przyczynia si¢ to do zwigkszonego wychwytu nanoczastek
przez tkanke nowotworowa [52]. Opisane wielkos$ci szczelin pozwalajg rowniez na zwigkszong
penetracj¢ makroczasteczek drogg biernego transportu do tkanki nowotworowej. Dzieki temu

zjawisku albumina polaczona z lekiem tatwo penetruje tkanke nowotworowa z pominigciem
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tkanek zdrowych. Dodatkowym czynnikiem utatwiajgcym akumulacj¢ albuminy w komorkach
nowotworowych jest wysoka ekspresja glikoproteiny SPARC, gp60 (secreted protein acidic
and rich in cysteine), czyli osteonektyny — kwasnego biatka wydzielniczego, bogatego w
cysteing. Jest to biatko o wysokiej homologii do albondyny (receptor gp60 dla albuminy
znajdujacy sie na komorkach $rodbtonka) [53].

Albumina, zarowno albumina surowicy ludzkiej (HSA), jak i zwierzeca, np. albumina
surowicy bydlecej (BSA) to obiecujace, dobrze opisane biatka stosowane jako sktadnik
budulcowy nanonosnikow [54-56]. Albumina to biatko o stosunkowo niskiej masie
czasteczkowej (66kDa) 1 wysokim st¢zeniu we krwi. Albumina jest wysoce biodostepna,
biokompatybilna, nietoksyczna i wykazuje niskg immunogenno$¢ [57]. Albumina dobrze
sprawdza si¢ jako no$nik, chronigc zdrowe tkanki przed toksycznym dziataniem przenoszonych
przez nig lekow. Wydtuza okres pottrwania leku w organizmie. Jednocze$nie tatwo gromadzi
si¢ w tkance nowotworowej poprzez zjawisko transportu biernego. Ponadto albumina moze by¢
tatwo poddawana powierzchniowym modyfikacjom (dodawanie polipeptyddéw, przeciwcial lub
ich fragmentéow), co spowoduje, ze lek bedzie dostarczany w transporcie aktywnym
(endocytoza zalezna od receptora) [58].

Jednak metody wigzania Dox z albuming opisane w literaturze wymagajg
czasochtonnych i kosztownych procedur. Dlatego tez bardzo pozadane sg prace zmierzajace do
stworzenia tatwego do syntezy, taniego i1 bezpiecznego systemu nos$nikowego, ktory
jednoczesnie zapewni efektywne dostarczanie leku do tkanki nowotworowej i umozliwi jego
uwalnianie w miejscu docelowym. Przykladem takich systemow sa tasmowe uktady
supramolekularne, ktorych przedstawicielem jest CR, jako micelarny uktad nosnikowy wigzany

przez albuming.

W pracy P.4. opisano badania nad wykorzystaniem tasmowych uktadow
supramolekularnych jako no$nikow jonow metali, stanowigcych alternatywng forme leczenia
dla antybiotykoterapii.

Motywacja do prowadzenia badan w tym zakresie byty raporty Swiatowej Organizacji
Zdrowia z 2014 i 2015 roku pokazujace rosngca antybiotykooporno$¢ drobnoustrojow, jako
jeden z najwigkszych globalnych probleméw zdrowotnych [2,3]. Jest to bardzo niebezpieczne
zjawisko, poniewaz czeste 1 nawracajace infekcje moga by¢ przyczyna wielu chordb
nowotworowych, w tym raka pecherza moczowego. Szybko ro$nie odsetek szczepow

bakteryjnych wykazujacych oporno$¢ wielolekowa na powszechnie stosowane antybiotyki.
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Dlatego istnieje pilna potrzeba opracowania nowych lekéw do ich zwalczania [4-6]. Niestety
sam nadzor nad szczepami alarmowymi, ich rejestracja, a takze system kontroli spozycia
antybiotykdw nie wystarcza w walce z wielolekooporno$cig drobnoustrojow.

W przypadku pacjentow z rakiem urotelialnym statystyki pokazuja, ze stosowanie
antybiotykow przyczynia si¢ do gorszej przezywalnosci niz u osob, ktore nie otrzymuja
antybiotykow [59]. Rak pgcherza moczowego jest diagnozowany co roku u ponad 430 000
pacjentdw na calym $wiecie, co czyni go dziewiagtym najczestszym nowotworem ztosliwym.

Powotujgc si¢ na dane dla Stanow Zjednoczonych z 2020 r. na portalu www.cancer.net, prawie

trzykrotnie czeSciej wystepuje u mezczyzn niz u kobiet [60].

Alternatywa dla antybiotykow staly si¢ w ostatnich latach jony metali, np. srebro.
Jednak niski prog reaktywnosci w przypadku jonowego srebra sprawia, ze jony srebra
niespecyficznie wigzg si¢ z grupami aminowymi, fosforanowymi, tiolowymi itp. Poszukiwane
sa wiec zwigzki kompleksujace jony metali, ktoére podwyzszaja prog reaktywnosci, zwiekszaja
specyficznos¢ dziatania i mogg petni¢ role nosnika. Do zwigzkéw kompleksujacych srebro
nalezy zoélcien tytanowa (TY) oraz jej potaczenie z albuming (BSA-TY). Reaktywnos¢ tak
skompleksowanego srebra jest zwigkszona (stala dysocjacji kompleksu szacowana jest na
10-13), poniewaz aniony o Kd < 102 nie usuwaja srebra z kompleksu [61]. Dzigki temu mozna
zastosowac nizsze stgzenie srebra, co znacznie zmniejsza jego toksycznos$¢ i dodatkowo
zapewnia ochrong. Co wazne, srebro oddziatuje z grupami tiolowymi, ktére sa obecne na
powierzchni wielu bakterii lub ujawniajg si¢ na powierzchni bakterii podczas ich podziatu.
Wielu autoréw twierdzi, ze jony srebra (Ag") oddziatuja z grupami funkcyjnymi bialek, np.
grupami tiolowymi biatek obecnych w btonie komoérkowej, powodujac ich dezaktywacje [62-
63].

W pracy P.4. porownano dziatanie wolnego srebra (AgNQ3), srebra skompleksowanego
zTY (TY-Ag), jego kompleksu z albuming (BSA-TY-Ag) oraz kompleksow z CR (CR-TY-
Ag, BSA-CR-TY-Ag). We wczeséniejszych naszych badaniach wykazano, ze CR zapewnia
lepsza rozpuszczalno$¢ kompleksu TY-Ag. CR zmniejsza toksyczno$¢ srebra 1 wigze si¢ z
przeciwcialami zwigzanymi z antygenem, co mozna wykorzysta¢ w immunoterapii.
Nanokompleksy TY-Ag i CR-TY-Ag zostaty cze$ciowo opisane w [23]. Natomiast kompleksy
BSA-TY-Ag nie zostaty do tej pory szczegdtowo opisane.

Albumina zwigksza ochron¢ przenoszonych zwiazkéw przed niekontrolowanym

uwolnieniem, co powinno zmniejszy¢ ich toksyczno§¢. Do analiz mikrobiologicznych
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przeprowadzonych w niniejszym badaniu wybrano dwa szczepy referencyjne: Escherichia coli
(E. coli; EC, ATCC® 35218™) i Staphylococcus aureus (S. aureus; SA, ATCC® 29213™),
Wolne jony Ag® wykazuja wysoka aktywnos$¢ przeciwbakteryjng wobec bakterii Gram-
dodatnich i Gram-ujemnych, ale takze wobec wirusow i grzyboéw [64]. E. coli jest gtdéwnag
bakterig izolowang z przypadkow infekcji drog moczowych (80%) [65]. Natomiast S. aureus
moze by¢ patogenem uktadu moczowego wsrdd pacjentow przebywajacych w placowkach
opieki dlugoterminowej, noszacych cewniki na state, z niedrozno$cig drog moczowych i/lub
nowotworami ztosliwymi, z oprzyrzagdowaniem [66]. Dlatego te dwie grupy bakterii zostaty

wybrane jako szczepy modelowe w niniejszych badaniach.

2.4.3. Opis wynikow zawartych w cyklu prac stanowiacych osiagniecie naukowe

Publikacja P.1.

Praca ta dostarczyta nowych wynikow zwigzanych z procesami zachodzacymi w
mieszaninach barwnikéw CR, EB i TY z roztworami Dox oraz w ukladach czystych
barwnikéw. Uzyskana wiedza pozwolita przewidzie¢, w jaki sposob barwniki mogg wpltywac
(lub nie) na stan czasteczki Dox, gdy dodatkowo oddziatuja z biatkami.

Stad praca przedstawiana jako osiagnigcie badawcze stanowi istotny wktad w badania
nad problemem mechanizmu oddzialywania CR, EB 1 TY z doksorubicyna.

Czerwien Kongo zostala przeanalizowana zard6wno w postaci nieprotonowanej (NH2),
jak i protonowanej (NHs*), ktora nasladuje neutralne i niskie pH roztworéw. Analiza zostala
oparta na symulacjach dynamiki molekularnej drugiej generacji ogdlnego pola sitowego
AMBER (gafel2). Wyniki obliczen pokazaly, ze roztwory barwnikow (bez dodatku leku) i
wolnej doksorubicyny wystepuja w postaci kilku agregatow czasteczek. Rozmiary tych
agregatOw sg raczej mate, wliczajac w to pojedyncze molekuly, a rozmiary najwigkszych
zaobserwowanych nie przekraczaly 12 molekut. Z kolei wszystkie czgsteczki protonowanej
CR, tworzg pojedynczy duzy, ztozony z wielu czasteczek agregat.

Natomiast w przypadku mieszanin barwnikow z doksorubicyng zaobserwowaliSmy
tworzenie Kkilku wigkszych agregatow skladajacych si¢ z barwnikéw 1 czgsteczek
doksorubicyny, ktore zawieraja wszystkie czasteczki Dox obecne w roztworze. Towarzyszy im
kilka klastrow molekut lub pojedyncze molekuty pozostatych barwnikdéw. Sg znacznie wigksze
niz w przypadku czystych barwnikow i zawierajg od 15 do ok. 27 czasteczek barwnika. To

zachowanie jest zwigzane z kompensacja fadunkow elektrostatycznych barwnikoéw (ujemnych)
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przez dodatnio natadowane czasteczki Dox (Rysunek 3).

DX ‘ 4

CRn

CRnDX

CRp

EBDX

TYDX

Rysunek 3. Snapshoty symulacyjne badanych uktadow przed i po zmieszaniu barwnikéow (CR, EB i TY)
z doksorubicyng (DX). CRn — CR w neutralnym pH; CRp — CR w niskim pH. Snapshoty wykonane po 6
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ns obliczen w stalej temperaturze 310 K i statym cisnieniu 1 atm oraz w 0,145 mol L' roztworze NaCl.

W obrebie agregatow czasteczki barwnikow wykazuja tendencje do rownoleglego
ulozenia, jednak gltéwnie na krotkich dystansach. Natomiast, co ciekawe najsilniejszg tendencjg
do tworzenia struktur przypominajacych wstegi ujawnit biekit Evansa, na stosunkowo duzych
odlegtosciach. Wszystkie czgsteczki barwnika preferujg stosunkowo ptaskie konformacije,
chociaz formalnie mogg wystepowac rowniez w postaci skreconej (Rysunek 4).

Wsréd badanych systeméw najsilniejsze wigzanie doksorubicyny stwierdzono w
przypadku nieprotonowanej czerwieni Kongo, natomiast najstabsze — dla protonowanej
czerwien Kongo. Jest to istotna obserwacja, potwierdzajagca mozliwo$¢ wykorzystania zmian

pH w procesie uwalniania leku z no$nika.

Rysunek 4. Snapshoty CR-Dox i EB-Dox pokazujgce réownoleglq orientacje czgsteczek barwnika.
Czgsteczki Dox sq reprezentowane jako czarne czgsteczki.

Okreslenie energii wigzania Dox w agregatach doprowadzito do wniosku, ze Dox jest
dos¢ silnie absorbowana przez agregaty barwnikow, a spontaniczna desorpcja jest raczej malo
prawdopodobna w normalnych warunkach. Efekt ten mozna wykorzysta¢ w celowanym
dostarczaniu tego leku do kompleksow immunologicznych, gdzie moze by¢ uwalniany z

agregatow.
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Publikacja P.2.

Przedstawione wyniki dostarczaja nowych informacji o wtasciwosciach kompleksu
ztozonego z supramolekularnego nosnika tasmowego zwigzanego z lekiem i mozliwosci jego
interakcji z biatkami, a tym samym o jego mozliwej roli w dostarczaniu lekow.

Wyniki uzyskane przy uzyciu metody DLS oraz chromatografii metoda filtracji zelowej
pokazaly powstawanie duzego kompleksu CR-Dox, tym wigkszego, im wicksze st¢zenia
poszczegblnych sktadnikéw kompleksu oraz im wigksza zastosowana sita jonowa.

Wykazano, stosujgc analiz¢ elektroforetyczng i chromatograficzng, ze podgrzany
tancuch LA tworzy kompleksy z wolng supramolekularng CR, ale nie wigze si¢ z kompleksami
CR-Dox (utworzonymi w stosunku molowym 2:1). Nalezy jednak podkresli¢, ze sg to tylko
uktady modelowe, a rzeczywisty mechanizm wigzania komiceli CR-Dox z kompleksami
immunologicznymi moze by¢ inny niz ten opisany dla wolnej CR.

W przypadku albuminy kompleksy moga by¢ tworzone zaréwno z CR, jak i z CR-Dox.
Komicele CR-RhoB (Rodamina B — jako model leku) byly rowniez wigzane przez HAI, a
dodatkowo obserwowano przenoszenie czgsci Rodaminy B, zwigzanej z komicela z kompleksu

BSA-CR-RhoB do HAI.

Publikacja P.3.

We weczeséniejszej pracy wykazano, ze samoorganizujace si¢ struktury tasmowe typu
czerwieni Kongo wchodza w interakcje z niektorymi biatkami, w tym z albuming. tacza si¢
rébwniez z niektorymi lekami o plaskiej, pierScieniowej strukturze o wilasciwos$ciach
aromatycznych, interkalujac je W swojg wstegowa strukture. Potaczenie interakcji z biatkami i
wigzania lekow przez uklady taSmowe umozliwia wykorzystanie takich systemow do
docelowego dziatania. Jest to szczegélnie interesujace w przypadku lekow
chemioterapeutycznych.

Przedstawione wyniki pochodzg z badan takich kompleksoéw r6znigcych sig stosunkiem
molowym CR do Dox. Do analizy wykorzystano nastepujace metody: elektroforeza, dializa,
filtracja Zelowa, analiza spektralna oraz analiza wielkos$ci promienia hydrodynamicznego
metoda DLS. Zastosowane metody potwierdzily powstanie duzego kompleksu CR-Dox o
duzych wymiarach i zmienionych wlasciwosciach w porownaniu z wolng CR. Przedstawione
wyniki potwierdzity, ze albumina wigze zaréwno CR, jak i kompleks CR-Dox. Analizowano
rozne stosunki molowe CR-Dox: 5:1, 2:11 1:1.

Wyniki wykazaty, ze kompleks CR-Dox mial poréwnywalng wielkos¢ do utworzonego
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kompleksu potrojnego BSA-CR-Dox. Wykazano, ze im wigecej Dox dodaje si¢ do CR zwigzanej
z BSA, tym wigkszy jest kompleks potrdjny (BSA-CR-Dox) (o czym $wiadcza wyniki
pomiarow $rednic hydrodynamicznych metodg DLS). Wynik ten mozna interpretowaé w ten
sposob, ze kompleks CR-Dox wigzany w szczelinie BSA, w przypadku duzej ilo$ci zwigzanej
Dox zaczyna wystawac poza szczeling albuminy, zwiekszajac jej hydrodynamiczng $rednice.
Jednak dodanie nadmiaru dodatkowej BSA nie powoduje mostkowania przez CR dwoéch
czasteczek BSA. Daje to podstawe, do twierdzenia, ze podanie do organizmu leku zwigzanego
z CR i albuming nie spowoduje powstania dodatkowych agregatow z albuming krwi przy
fizjologicznym pH. Uzyskano réwniez potwierdzenie mozliwosci uwalniania leku z tak
utworzonych nos$nikéw. Przedstawione badania sa wazne ze wzgledu na poszukiwanie
optymalnych rozwigzan zastosowania supramolekularnych uktadow tasmowych w

immunotargetingu lekow, ze szczegdlnym uwzglednieniem $rodkéw chemioterapeutycznych

(Rysunek
)
A
NORMAL TUMOR A
ENDOTHELIAL ENDOTHELIAL 4 L.
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Rysunek 5. Komorki srodblonka zdrowego naczynia scisle przylegajq do siebie (lewa strona

rysunku) w poréwnaniu do naczyn wlosowatych

w tkance guza z rozluznionym nablonkiem” (EPR) (transport pasywny BSA-CR-Dox) (prawa strona
rysunku). W aktywnym transporcie posredniczy wigzanie BSA-CR-Dox z glikoproteing SPARC (gp60),
ktora penetruje komorki nowotworowe. Dodatkowo widoczne jest tworzenie si¢ agregatow po obnizeniu

pH w srodowisku guza, co utatwia uwalnianie Dox.

Publikacja P.4.
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W pierwszej czgsci pracy przeprowadzono charakterystyke uktadow TY-Ag i ich
kompleksow z albuming (BSA) i CR (BSA-TY-Ag i BSA-CR-TY-Ag). Kompleksy
scharakteryzowano pod wzgledem wielkosci i stabilno$ci wykorzystujac elektroforeze, filtracje
zelowa, spektrometrie UV-VIS i metody DLS. Oceniono rzeczywisty wpltyw dodanej CR i
albuminy na wielko$¢ systemow oraz ich wplyw na bakterie i komorki nowotworowe.
Wykorzystujac metodg elektroforezy w zelu agarozowym ustalono optymalny stosunek
molowy TY-Ag = 1:0.5 stosowany w dalszych analizach mikrobiologicznych, gdyz zapewnia
on catkowite zwigzanie dodanego srebra i uzyskanie silnego kompleksu, ktory nie ulega
rozktadowi pod wptywem elektroforezy. Tym samym jest pewne, ze unikni¢to podania
nadmiaru wolnego srebra w dalszych testach mikrobiologicznych. Testy wykorzystujace
filtracj¢ zelowa, spektrometri¢ UV-VIS i metody DLS potwierdzily wigzanie kompleksu TY-
Ag przez albuming. W literaturze czesto analizowany jest zwigzek migdzy wielkoscia
nanosystemow a ich skuteczno$cig przeciwdrobnoustrojowa (komorki prokariotyczne).
Podobnie jak w komorkach prokariotycznych, w komoérkach eukariotycznych wielko$¢ AgNPs
jest kluczowym czynnikiem decydujacym o ich penetracji do komorek na drodze dyfuzji
(translokaciji), endocytozy lub fagocytozy, a tym samym o skutecznosci przeciwnowotworowej
[67,68]. Przeprowadzone w niniejszej pracy analizy z wykorzystaniem DLS wykazatly, ze
srednica hydrodynamiczna kompleksu TY-Ag wynosi okoto 40 nm, natomiast agregatu BSA-
TY-Ag okoto 40-50 nm. W efekcie powstaja nanosystemy zawierajace albuming i srebro, ktore
sg stosunkowo niewielkich rozmiardéw, co jest bardzo korzystne w kontekscie dostarczania
srebra do tkanek.

Przeprowadzono nastepnie analizy w celu sprawdzenia, czy proponowany system
oparty na srebrze zwigzany z nosnikiem w postaci TY lub dodatkowo zwigzany z BSA moze
by¢ wykorzystany do skutecznego usunig¢cia filmu bakteryjnego, przy jednoczesnym dziataniu
terapeutycznym na nowotwor.

Celem badan mikrobiologicznych byto wyznaczenie wartosci MIC i MBC
analizowanych systeméw. Wykazano brak hamowania wzrostu bakterii Escherichia coli (EC,
ATCC® 35218™) i Staphylococcus aureus (SA, ATCC® 29213™) przez wolny TY i

zwigkszone hamowanie wzrostu bakterii po skompleksowaniu TY z Ag* (Rysunek 6).
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Rysunek 6. Zdjecia piytek dla bakterii E. coli: (A): brak stref zahamowania wzrostu po dodaniu 7.5 mM
TY, lub (C): 0.03 mM TY; (B): strefy zahamowania wzrostu po dodaniu 7.5 mM Ag™ skompleksowanego
z7.5mM TY lub (D): 0.03 mM Ag* skompleksowane z 0.03 mM TY.

Wyznaczono wartosci minimalnego stezenia hamujacego (MIC), ktore jest
najmniejszym stezeniem srodka biobdjczego hamujgcym wzrost drobnoustrojow. MIC wyniost
0.019 mM (dla E. coli i dla S. aureus) dla stosunku molowego TY-Ag (1:0.5), przy ktorym
srebro byto catkowicie zwigzane. Obecnos¢ albuminy w kompleksie podwaja wartos¢ MIC do
0.039 mM dla Gram-dodatniego S. aureus, ktory ma gruba otoczke bakteryjna. Natomiast nie

obserwowano wzrostu wartosci MIC dla Gram-ujemnej E. coli (Tabela 1).

Tabela 1. Minimalne stezenie hamujgce (MIC) srebra w kompleksach z TY lub BSA-TY dla dwdch
szczepow referencyjnych: E. coli i S. aureus okreslone metodq dyfuzji agarowej.

Antibacterial Agents E. coli S. aureus
8 (EC, ATCC® 35218M) (SA, ATTC® 29213™)
TY-Ag (1:0.5) MIC pg;: 0.019 mM MIC pg;: 0.019 mM
BSYTY-Ag MIC ag,: 0.019 mM MIC Ag.: 0.039 mM

(TY-Ag =1:0.5; BSA-TY = 1:10)

Okreslono wartosci minimalnego st¢zenia bakteriobojczego (MBC), czyli najmniejsze
stezenia $rodkow bakteriobojczych, przy ktorych ginie 99.9% bakterii. MBC dla E. coli
okreslono jako odpowiednio 0.036 mM i 0.07 mM dla TY-Ag i BSA-TY-Ag (Tabela 2). Dla S.

aureus nie okreslono MBC w ocenianym zakresie stezen.

Tabela 2. Minimalne stezenie bakteriobdjcze (MBC) srebra w kompleksach z TY lub BSA-TY dla dwoch
szczepow referencyjnych: E. coli i S. aureus okreslone metodq dyfuzji agarowe;j.
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Antibacterial Agents E. coli S. aureus
8 (EC, ATCC® 35218™) (SA, ATTC® 29213T)
TY-Ag (1:0.5) MBC pg.: 0.036 mM MBC A, : above 1.12 mM
BSY-TY-Ag _ o
(TY-Ag =105, BSA.TY = 1:10) MBC Ag:: 0.07 mM MBC ag.: above 1.12 mM

Zaobserwowano takze zwigkszenie rozpuszczalnosci TY-Ag po zastosowaniu CR i/lub
BSA ktore zapewnity ochrone i poprawe aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej srebra (na

przyktadzie E. coli i S. aureus)

W badaniach komorkowych oceniono wptyw kompleksow TY-Ag lub BSA-TY-Ag na
proliferacj¢ komorek nowotworowych linii komoérkowej raka pgcherza moczowego T24 (test
MTS), migracj¢ (test zarysowania), a takze zywotno$¢/przezycie i indukcje apoptozy (test
kaspazy 3, cytometria przeptywowa). Uzyskano wyniki redukcji proliferacji i zywotnos$ci
komorek T24 pod wptywem Ag* skompleksowanego z TY (TY-Ag) podobne do wynikéw dla
BSA-TY-Ag (widoczna ochronna rola albuminy).

Analiz¢ proliferacji komorek przeprowadzono za pomocg testu MTS po 24, 48 1 72
godzinach po dodaniu czynnikow. Ekspozycja komoérek T24 na TY-Ag spowodowala
znaczace, zalezne od dawki zahamowanie proliferacji, w porownaniu z hodowlami kontrolnymi
(tj. nietraktowanymi badanymi czynnikami komorkami).

Zastosowano stale stezenie TY, natomiast stezenie srebra bylo zmienne. St¢zenia srebra
skompleksowanego z TY wynosito 15 uM i 30 uM (w stosunkach molowych TY-Ag: 1:0.25 i
1:0.5) i powodowato aktywacje kaspazy 3, co wskazuje na indukcj¢ apoptozy. Nizsze stezenia
srebra skompleksowanego z TY, nie mialy wplywu na aktywacj¢ kaspazy 3, podobnie jak
wolny TY (Rysunek 7).

Caspase-3 activation
4

TY (60 M)  TY(60 uM)- TY(60 uM)- TY(60 uM)- TY(60 uM)-
Ag(3.75 M) Ag(75uM) Ag(l5uM) Ag(30 uM)

[

Fold increase
—

H24h W48h

Rysunek 7. Aktywacja kaspazy 3 po 24 i 48 h w komérkach T24 po stymulacji TY-Ag
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Stosujac metode cytometrii przeptywowej (aneksyna/jodek propidyny) oceniano
apoptoze¢ w komorkach linii T24 po dodaniu kompleksu TY-Ag (stezenie srebra: 15uM). Po 48
godzinach od dodania czynnika - srebra skompleksowanego z TY, w stgzeniu 15 pM,
obserwowano prawie catkowita apoptoze 96,6%. Wynik ten potwierdzit, Ze to stgzenie, bliskie
wartosci MIC = 19 uM (dla obu analizowanych szczepoéw E. coli i S. aureus) dla srebra w
kompleksie TY-Ag (1:0,5), moze indukowac catkowita apoptoze komorek T24.

Wyniki analizy migracji komorek wskazaly, ze ruchliwo$¢ komoérek linii T24 byta
znaczgco hamowana przez obecno$¢ kompleksu TY-Ag po 24 godzinach.

Podsumowujgc, po raz pierwszy wykazaliSmy, ze kompleks TY-Ag reguluje
proliferacje, przezycie i migracje komorek pecherza moczowego T24, a takze hamuje wzrost
bakterii dwoch szczepdéw referencyjnych E. coli i S. aureus, wykazujac silne dziatanie
przeciwbakteryjne w stosunkowo niskim stezeniu (19 uM). Kompleksy TY-Ag
scharakteryzowano 1 przeanalizowano pod katem ich aktywno$ci przeciwbakteryjnej i
cytotoksycznej. Moga wchodzi¢ w interakcje z biatkiem, w szczeg6lnosci albuming, ktora
zwigksza biokompatybilnos¢ i pelni funkcje ochronng. Mogg tez oddziatywac z czerwienig
Kongo, no$nikiem supramolekularnym, ktory moze zapewnié¢ ukierunkowany transport.
Kompleks TY-Ag jest obiecujacym czynnikiem do zastosowania w medycynie do leczenia raka
pecherza moczowego oraz infekcji bakteryjnych i moze otworzy¢ nowe mozliwosci dla nowych

nieantybiotykowych strategii leczenia infekcji.

2.4.4. Wnioski i podsumowanie

Przedstawiony cykl publikacji stanowi calo$¢ osiagnigcia naukowego, bedacego
podstawa wniosku o przyznanie stopnia naukowego doktora habilitowanego. Najwazniejsze
whnioski, ktére stanowig osiggnigcie naukowe obejmuja:

1. Okreslenie whasciwosci zwigzkow CR, EB i TY (oraz ich kompleksow z Dox),
majacych potencjalne zastosowanie w medycynie jako nosniki chemioterapeutykow,
(analiza dynamiki molekularnej) (Publikacja P.1.):

e Zaobserwowano, ze wszystkie zwiazki (z wyjatkiem protonowanej CR), a takze

Dox tworza w roztworach wodnych asocjaty 0 matych rozmiarach. Najwicksze
obserwowane asocjaty nie przekraczaty 12 czasteczek.

e Tylko w przypadku protonowanej CR wszystkie czasteczki barwnika utworzyty
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duze asocjaty.

e Mieszanie CR, EB i TY z Dox prowadzi do powstawania ich agregatow z Dox,
zawierajaCych czasteczki Dox obecne w roztworze. Agregaty te sa znacznie
wigksze niz w przypadku czystych zwiazkow i zawieraja od 15 do okoto 27
czasteczek. To =zachowanie jest zwigzane =z kompensacja ladunkow
elektrostatycznych badanych zwigzkow (ujemny) przez dodatnio natadowane
czasteczki Dox.

e W ramach agregatow wykryto dobrze zachowane réwnolegle ustawienie
czasteczek, gtéwnie na krotkich dystansach; tylko EB jest w stanie zachowac
rownolegle utozenie czasteczek na stosunkowo duzych odlegtosciach.

e Okreslenie energii wigzania Dox w agregatach doprowadzito do wniosku, ze Dox
jest silnie absorbowana przez CR, EB, TY i spontaniczna desorpcja jest raczej mato
prawdopodobna. Efekt ten mozna wykorzysta¢ w celowanym dostarczaniu tego
leku w agregatach z badanymi zwigzkami do kompleksow immunologicznych, z
ktérych po zwigzaniu agregatu lek moze by¢ uwalniany. Interesujacg cechg CR jest
energia swobodna absorpcji Dox w agregatach, ktora zalezy od pH; przy
neutralnym pH, Dox jest silnie zwigzana z CR, podczas gdy przy niskim pH
wigzanie jest najstabsze.

2. Wykazano, ze supramolekularna CR po zwigzaniu modelowego leku — Dox dziata jako
ligand i wigze si¢ z albuming oraz agregowanymi cieplnie immunoglobulinami ale nie
wigze si¢ z tancuchem lekkim (Publikacja P.2.).

e Wykazano, ze oddziatywanie dodatnio natadowanej Dox z ujemnie natadowanymi
czasteczkami CR prawdopodobnie zmienia regularng, tasmowa strukture
supramolekularnego kompleksu CR.

e Silne oddziatywanie migedzy CR 1 Dox skutkuje zwigkszong ruchliwo$cia
elektroforetycznag CR-Dox w poréwnaniu z wolng CR. Wyjas$nieniem tego zjawiska
jest ustawienie typu ,face-to-face” czgsteczek CR w supramolekularnych
tasmowych strukturach. W polu elektrycznym uktady te stajg si¢ dipolami (dzigki
delokalizacji elektronow pi z utozonych w stos pierScieni aromatycznych).
Relokacja elektronéw wptywa na grupy polarne CR, zmieniajac ich stale
dysocjacji, a w konsekwencji ich tadunek. Obserwuje si¢ zatem przyspieszong
migracj¢ elektroforetyczng w kierunku anody po wzroscie stezenia CR, co

wskazuje na zalezny od stezenia wzrost kwasowosci CR. Kompleksy CR-Dox
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powstajg przez interkalacje doksorubicyny miedzy czasteczki CR tworzace tasme.
Mechanizm powstawania dipola jest taki sam, a co za tym idzie przyspieszenie
migracji kompleksu CR-Dox w kierunku anody [69,70].

e Struktura uporzadkowanej miceli czerwieni Kongo zmienia si¢ znaczaco pod
wplywem interkalacji innych czgsteczek (np. Dox). Liniowy uktad struktury tasmy
czerwieni Kongo prawdopodobnie ulega zmianie, na co wskazuja uzyskane wyniki
analizy z wykorzystaniem DLS i saczenia molekularnego.

e Kompleks CR-Dox jest prawdopodobnie zbyt duzy i by¢ moze zbyt zwarty, aby
wejs¢ W miejsce wigzania w czeSciowo rozwinietym tancuchu LA. To miejsce
wigzania moze pomie$ci¢ supramolekularng tasme¢ CR ztozong z zaledwie 4
czasteczek CR [23] i wymaga plastycznosci, ktora jest charakterystyczna dla samej
CR, ale jest ograniczona (lub nieobecna) w kompleksie CR-Dox. Dlatego tez nie
mozna bylto przeprowadzi¢ pelnej analizy kompleksow biatkowych z duzym
kompleksem CR-Dox, stosujac jako model cze¢$ciowo rozfaldowany tancuch LA.

e Potwierdzono wigzanie CR i kompleksoéw CR-lek z HAI, oraz przekazywanie
zwigzanego kompleksu CR-lek z albuminy na HAI. Model ten potwierdza
mozliwo$¢ przekazywania leku z albuminy do kompleks6w immunologicznych.

e Ligandy supramolekularne, takie jak CR i CR-Dox, moga oddzialywa¢ z biatkami
tworzac kompleksy, w ktorych niektore czasteczki liganda oddziatuja bezposrednio
z biatkiem, podczas gdy inne s3 zwigzane posrednio, jak np. oddalone w ta§mie
czasteczki supramolekularne CR. Taki rodzaj interakcji jest mozliwy w przypadku
HAI, gdzie CR lub CR-Dox mogltyby by¢ zlokalizowane roéwniez pomiedzy
immunoglobulinami. Jest zatem mozliwe, ze CR tworzy rodzaj struktury
rusztowania zdolnej do przyjmowania CR-Dox i moze dziata¢ w taki sam sposob
jak w przeciwcialach zwigzanych z antygenem.

e Albumina ma znacznie wigkszy potencjat do wigzania duzych ligandow (takich jak
kompleks CR-Dox) niz tancuch lekki. Wynika to z obecno$ci Kieszeni wigzacej

ligand w albuminie, ktéra ma wigksza zdolnos¢ adaptacji do duzych ligandow [71].

3. Wykazano, ze supramolekularna CR wigzac modelowy lek — Dox dziata jako ligand |
wigze si¢ z albuming w sposdb odwracalny, zapewniajgc uwalnianie leku z tak
utworzonego kompleksu (Publikacja P.3.).

e Potwierdzono kompleksowanie doksorubicyny przez CR i wigzanie kompleksow
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CR-Dox przez albuming (analizy elektroforetyczne i chromatograficzne);
Potwierdzono, ze po zwigkszeniu ilosci leku w tworzonym kompleksie zwigksza
si¢ wielko$¢ kompleksow

Potwierdzono wplyw obnizonego pH na mozliwo$¢ uwalniania leku z
analizowanych kompleksow (analizy metoda chromatografii zelowej, DLS i

dializy). Albumina zwigksza potencjat uwalniania leku z kompleksu.

4. Wykazano, ze TY-Ag i BSA-TY-Ag (rowniez w potgczeniu z CR) sg obiecujgcymi

kompleksami w terapii przeciwdrobnoustrojowej i jednocze$nie w leczeniu ludzkiego

raka pegcherza moczowego (Publikacja P.4.).

Udowodniono, ze prezentowane kompleksy moga by¢ skuteczne w usuwaniu
bakterii.

TY-Ag lub BSA-TY-Ag to nowe potencjalne leki, ktore moga stac si¢ w przysztosci
waznymi opcjami terapeutycznymi w leczeniu raka pgcherza moczowego u ludzi
lub/i waznymi $rodkami przeciwdrobnoustrojowymi stanowigcymi alternatywe dla
antybiotykow.

Kompleks TY-Ag moze by¢ potencjalnym $rodkiem cytotoksycznym przeciwko
komoérkom nowotworowym i bakteriom.

Wykazano, ze traktowanie komorek T24 takimi inhibitorami zmniejsza proliferacje
1 migracj¢ komorek T24 oraz indukuje apoptozg.

Pokazano, ze zdolno$§¢ do wigzania TY-Ag z BSA chroni lek przed

niekontrolowanym uwalnianiem i moze zapewni¢ ukierunkowane dostarczanie.

Podsumowujac aplikacyjny charakter przedstawionych badan w naukach medycznych:

zaprezentowano mozliwo$¢ tworzenia kompleksow nosnikow dziatajacych w sposob docelowy

(CR, EB i TY) z modelowym lekiem — doksorubicyng (Publikacja P.1.). Kompleksy takie

moga by¢ wigzane przez albuming, a nastepnie przekazywane na kompleksy immunologiczne,

ktorych modelem byty agregowane cieplnie immunoglobuliny - HAI (Publikacja P.2.).

Zapewnione jest kontrolowane zmianami pH uwalnianie leku z no$nika zbudowanego na bazie

albuminy i tasmowych uktadow supramolekularnych (Publikacja P.3.). Zapewniona jest takze

kontrola dozowania srebra, jako leku w obecnosci TY (Publikacja P.4.). Wyniki te daja

podstawy do dalszych szczegoétowych badan nad wykorzystaniem takich uktadow w naukach

medycznych.
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3. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH
W tej czeSci przedstawitam informacje o aktywnosci naukowej realizowanej w wigcej

niz jednej uczelni, instytucji naukowej, w tym zagranicznych.

3.1.  Ogodlna charakterystyka dorobku naukowego (z wylaczeniem publikacji

stanowiacych osiagni¢cie naukowe)

Obecnie m¢j dorobek naukowy obejmuje (z wylaczeniem publikacji stanowiagcych
osiggnigcie naukowe) 36 oryginalnych petlnotekstowych publikacji naukowych, z czego 23 w
czasopismach posiadajacych Impact Factor oraz 7 prac pogladowych, z czego 3 w
czasopismach posiadajacych Impact Factor. Jestem takze wspolautorem 6 rozdzialow w
monografii w jezyku angielskim oraz 42 doniesien zjazdowych (32 migdzynarodowych oraz 10
krajowych). Szczegotowa analiza bibliometryczng mojego dorobku naukowego (przygotowanag
przez Biblioteke Medyczng Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum z dnia
04.10.2022) przedstawiona zostata w Zatgczniku 4. Zawiera on podsumowanie dorobku
naukowego z podziatem na okres Sprzed doktoratu, publikacji zwigzanych z doktoratem oraz

po doktoracie z wyodrgbnieniem publikacji stanowigcych podstawe habilitacji.

Dane z wylaczeniem publikacji stanowiacych osiagniecie naukowe (na podstawie Bibliografii
UJCM oraz Web of Science Core Collection i Journal Citation Reports z dnia 04.10.2022 r.):
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Suma Impact Factor: 91,317
Liczba publikacji w czasopismach nalezacych do Q1 (wg JCR): 8
Liczba cytowan (dot. wszystkich publikacji): 706
Liczba cytowan bez autocytowan (dot. wszystkich publikacji): 615
Wspoétczynnik Hirscha (dot. wszystkich publikacji): 10

3.2.  Dzialalno$¢ naukowo — badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

W pazdzierniku 1998 roku rozpoczetam studia magisterskie na kierunku Biologia na
Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagiellonskiego. Studia zakonczylam w
czerwcu 2003 roku bronigc prace magisterska pt. ,,Rola CD44 i HA w tworzeniu nowotworow
I powstawaniu przerzutow” wykonang w Zakladzie Immunologii Instytutu Biologii
Molekularnej Uniwersytetu Jagiellonskiego pod kierunkiem dr Joanny Cichy i uzyskujac tytut
zawodowy magistra biologii w zakresie biologii molekularnej. W trakcie studiow odbytam
dwuletnie szkolenie w Studium Pedagogicznym UJ, zakonczone uzyskaniem certyfikatu
kwalifikacji do pracy nauczycielskiej. Ukonczylam réwniez Studium Zarzadzania i1 Biznesu
przy Zakladzie Ekonomii Stosowanej na Wydziale Zarzadzania i Komunikacji Spolecznej
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.

W latach 2004-2011 wspotrealizowatam pie¢ projektow naukowych, finansowanych
ze srodkow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego:

1. CR 102/2004 ,,Ocena mobilizacji nerwowych komoérek macierzystych do krwi obwodowe;j
ze szpiku kostnego podczas urazow czaszkowo-mozgowych” 2004-2005 (kierownik dr
med. Stanistaw Kwiatkowski)

2. WL/265/P/L  ,Poszukiwanie procedury umozliwiajacej segregacj¢  populacji
komoérkowych pod wzgledem aktywnos$ci ich receptorow adhezyjnych, przy uzyciu
supramolekularnych barwnikéw bisazowych” 2006-2007 (kierownik dr Grzegorz
Zemanek)

3. K/PBW/000075 ,,Nanostruktury w poszukiwaniu techniki docelowego transportu lekow”
2007-2010 (kierownik: dr Barbara Piekarska)

4. P/[235/L ,Analiza mechanizmu wigzania barwnikow supramolekularnych przez
rozpuszczalne kompleksy antygen-przeciwciato” 2007-2008 (kierownik: dr Barbara
Piekarska)

5. K/ZBW/000423 ,Modulowanie przez czerwien Kongo aktywno$ci komorek linii
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monocytarnej i dziatania TNF na komorki nowotworowe” 2009-2011; (kierownik

projektu: dr Grzegorz Zemanek).

W 2003 roku podjetam wspotprace z Uniwersyteckim Szpitalem Dzieciecym w
Krakowie, z prof. dr hab. Stanistawem Kwiatkowskim (Oddziat Neurochirurgii Kliniki
Chirurgii Dziecigcej) oraz z prof. dr hab. Mariuszem Ratajczakiem z Zaktadu Transplantologii
(Wydziat Lekarski UICM), a takze z Zaktadem Immunologii Klinicznej (Wydziat Lekarski
UJCM) przy realizacji projektu badawczego: ,,Ocena mobilizacji nerwowych komérek
macierzystych do krwi obwodowej ze szpiku kostnego podczas urazéw czaszkowo-
moézgowych” (2004-2005). Badania prowadzitam w ramach wspotpracy z Kotem Naukowym
Neurochirurgicznym Studentéw Medycyny UJCM. Wspotprace te kontynuowatam do 2005
roku, a dotyczyta ona wykazania ekspresji markerow na specyficznych nerwowych komorkach
macierzystych we krwi obwodowej pacjentdow ze stluczeniem mozgu. ldentyfikacja tych
komoérek pozwalata na otwarcie nowej drogi w poszukiwaniach skutecznych sposobow
leczenia powiktan urazéw glowy i rdzenia kregowego. Dzialalno$¢ ta zaowocowata aktywnym
udziatem w trzech konferencjach: (1) International Students’ Conference of Medical Sciences
w Krakowie (kwiecien 2005 roku — prezentacja autorstwa Drozd A. i wsp. ,,Ocena mobilizacji
nerwowych komorek macierzystych do krwi obwodowej ze szpiku kostnego podczas urazow
czaszkowo-maozgowych — doniesienie wstgpne”), (2) The first annual meeting of stem cells
therapeutics excellence centre w Krakowie (pazdziernik 2003) oraz w (3) 11th Congress of the
Euroacademia Multidisciplinaria Neurotraumatologica w Warszawie, (marzec 2006 -
prezentacja autorstwa Kwiatkowski S. i wsp. ,, Mobilization of TCSC in the peripheral blood
of patients after brain injury”).

We wrzesniu 2004 roku rozpoczetam prace na etacie Starszy Referent Techniczny -
Biolog (pracownik inzynieryjno — techniczny) w zespole prof. dr hab. Leszka Koniecznego, w
Instytucie Biochemii Lekarskiej (obecnie Katedra Biochemii Lekarskiej Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum). Do 2011 roku pracowatam na tym stanowisku.
Tematyka badawcza, w ktora zostalam zaangazowana koncentrowata si¢ na badaniach
kompleksow biatek 1 ligandow cieklokrystalicznych. Byly to badania nad metodami
wykrywania zmian w sktadzie biatkowym zmienionej chorobowo surowicy ludzkiej. Ligandy
supramolekularne, wiazg si¢ poza grupg czynna biatka. Dzieje si¢ tak, poniewaz koresponduja
strukturalnie z tancuchem polipeptydowym o konformacji beta, a dzigki swojej plastycznosci

dopasowuja si¢ do niego w utatwiony sposob. Takie wlasnosci ligandow ciektokrystalicznych
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wykorzystalismy w  badaniach nad wyjasnieniem mechanizmu tzw. sygnatlu
immunologicznego. UstaliliSmy, ze sygnal generowany wigzaniem antygenu przez
przeciwciala, wyzwalajacy aktywnosci efektorowe, inicjowany bezposrednio przez fragment
Fc jest blokowany przez ligandy supramolekularne, podczas gdy sama reakcja przeciwciata z
antygenem jest silnie wzmacniana. Trzeba podkresli¢, ze takie oddzialywanie ligandow
supramolekularnych z przeciwcialami zwigzanymi z antygenem stworzyto olbrzymie
mozliwosci interwencji farmakologicznej w procesy mediowane przez przeciwciala.
Wykorzystujac niezwykte cechy uktadow supramolekularnych w kolejnych latach podjelismy
ostatecznie badania nad opracowaniem techniki docelowego transportu lekow.

Od poczatku mojej pracy w Katedrze Biochemii Lekarskiej wspolpracowatam z
Zaktadem Bioinformatyki i Telemedycyny na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie przy tworzeniu analiz teoretycznych
dotyczacych uktadéw biologicznych badanych w eksperymentach laboratoryjnych.

Pierwszy rok mojej pracy w Katedrze Biochemii Lekarskiej zaowocowat
wspoélautorstwem trzech prac pogladowych, wydanych w 2005 roku. W pracach
opublikowanych w Polish Jounal of Environmental Studies (Spélnik P. i wsp. “Congo red —
derived supramolecular dyes as probes for disclosure of the aggregation tendency of
abnormal monoclonal immunoglobulins”) oraz Bio-Algorithms and Med-Systems
(Rybarska J. i wsp. ,,Tworzenie i rozdzial kompleksow bialek surowicy z barwnikami
supramolekularnymi w elektroforezie dwukierunkowej — préba opracowania komputerowej
techniki analizy rozdzialu elektroforetycznego”) opisano elektroforetyczne metody
diagnostyczne dotyczgce wczesnego rozpoznawania za pomocg uktadow supramolekularnych

niestabilnych biatek surowicy, biatek ostrej fazy oraz agregatow (Rysunek 8).

v

’ ® ‘A

Albumin ol a2 P v Albumin ol a2 P

CR

©)

Rysunek 8. Interakcja niestabilnych biatek surowicy z czerwieniqg Kongo: dwukierunkowe obrazy

elektroforetyczne: (4) etap I, rozdzial elektroforetyczny biatek surowicy (migracja w lewo: kierunek

wskazany strzatkq), (B) etap II, elektroforeza w drugim kierunku (od dotu do gory: kierunek wskazany
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strzatkq) biatek surowicy rozdzielonych w etapie I, ale z dodatkiem czerwieni Kongo (czerwona linia
ponizej). Normalne, niewigzqce CR biatka sq widoczne na czarnej przerywanej linii. Biatka powyzej
kropkowanej linii (zaznaczone zielonym kotkiem) to biatka, ktorych dotyczy problem, ktore
przemieszczajq sie szybciej po zwigzaniu z CR. Wstawka: zdjecie elektroforetycznego rozdziatu biatek

surowicy pacjenta ze szpiczakiem mnogim

Wyniki te prezentowano rowniez na 12th Congress of Polish Society of Clinical and

Experimental Immunology w Lublinie (maj 2005 roku — prezentacja autorstwa Spolnik P. i
wsp. ,,Congo Red — derived supramolecular dyes as probes for disclosure of the aggregation
tendency of abnormal monoclonal immunoglobulins”) oraz na VI Krajowej Konferencji:
Modelowanie Cybernetyczne Systeméw Biologicznych w Krakowie (maj 2005 roku —
prezentacja autorstwa Rybarska J. i wsp. ,, Tworzenie i rozdzial kompleksow biatek surowicy
z barwnikami supramolekularnymi w elektroforezie dwukierunkowej — préba opracowania
komputerowej techniki analizy rozdzialu elektroforetycznego”).
W pracy prezentowanej w Bio-Algorithms and Med-Systems, ktorej jestem pierwszym autorem
zaprezentowane zostaty mozliwos$ci praktycznego zastosowania kompleksow biatek i uktadow
ciektokrystalicznych (Drozd A. i wsp. ,,Kompleksy biatek i ligandow ciektokrystalicznych —
mozliwos¢ zastosowan praktycznych”). Zagadnienia zaprezentowane zostaty rowniez na VI
Krajowej Konferencji: Modelowanie Cybernetyczne Systemoéw Biologicznych w Krakowie
(maj 2005 roku — prezentacja autorstwa Drozd A. i wsp. ,,Kompleksy biatek i ligandow
ciektokrystalicznych — mozliwosé zastosowan praktycznych”).

Do 2011 roku wspottworzytam dziewieé kolejnych prac oryginalnych, publikowanych
w czasopismach: Archivum Immnologiae et Therapiae Experimentalis, Bio-Algorithms and
Med-Systems, International Journal of Biological Macromolecules, Journal of Biomolecular
Structure & Dynamics, Chemical Biology and Drug Design, Central European Journal of
Chemistry, Structure-Function Relation in Proteins oraz w European Biophysics Journal.
Kontynuowatam temat oddziatywania ligandéw ciektokrystalicznych z biatkami. Tematyka
poruszana w pracy opublikowanej w International Journal of Biological Macromolecules
autorstwa Stopa B. i wsp. ,,Albumin binds self-assembling dyes as specific polymolecular
ligands” (2006) dotyczyta oddzialywania uktadow supramolekularnych z albuming.
Wykazalismy, ze barwniki o wtasciwo$ciach samoorganizujacych o strukturze pokrewnej do
czerwieni Kongo (np. biekit Evansa) tworza wieloczasteczkowe kompleksy z albuming.

Dalsze wyniki oddziatywania barwnikéw supramolekularnych z kompleksami
immunologicznymi opisaliSmy w pracach opublikowanych w: Chemical Biology and Drug
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Design autorstwa Piekarska B. i wsp. ,, The indirect generation of long-distance structural
changes in antibodies upon their binding to antigen” (2006) oraz w Journal of Biomolecular
Structure & Dynamics autorstwa Kroél M. i wsp. “The increased flexibility of CDR loops
generated in antibodies by Congo red complexation favors antigen binding” (2006). W
pracach tych zaproponowali$my i przetestowali w analizach teoretycznych i doswiadczalnych
allosteryczny mechanizm generowania dlugodystansowych zmian strukturalnych we
fragmentach Fab przeciwcial w kompleksach immunologicznych. Wykazalismy, ze, lokalna
niestabilno$¢ w obszarze obejmujacym miejsce upakowania fragmentu N-koncowego tancucha
umozliwia penetracj¢ i wigzanie supramolekularnego barwnika czerwieni Kongo (CR). Tym
samym stat si¢ on wskaznikiem zainicjowanego procesu relaksacji, a takze perspektywicznym
ligandem w badaniach nad projektowaniem lekow. Prace te, dzigki zastosowaniu barwnika o
charakterze supramolekularnym — CR, pokazaty mozliwo$¢ analizy dlugodystansowych zmian
strukturalnych zachodzacych w przeciwciatach po ich zwigzaniu z antygenem, a takze efektow
wigzania z elementem dopetniacza c1g. Wykazana zostata rowniez specyficzno$¢ wzmocnienia
interakcji antygen-przeciwciato przez wigzanie barwnika supramolekularnego. Wyniki badan
prowadzonych w tym obszarze prezentowano réwniez na 6th Parnas Conference: ,,Molecular
Mechanism of Cellular Signalling” w Krakowie (maj, 2007 — prezentacja autorstwa Drozd A.
I wsp. ,, The long-distance structural changes in antibodies. Studies by Congo red binding
and molecular modeling”) oraz na The Congress of Biochemistry and Cell Biology: 43"
Meeting of the Polish Biochemical Society and 10" Conference of Polish Cell Biology Society
w Olsztynie (sierpien, 2008 — prezentacja autorstwa Piekarska B. i wsp. ,, Binding of Congo
red to antibodies and its effect on the interaction with C14”).

W tym czasie wraz z zespolem opracowali§my metode analizy oddziatywania uktadéw
supramolekularnych z kompleksami immunologicznymi na specjalnie zaprojektowanym
podtozu. Metode ta opisatam w publikacji w czasopismie Bio-Algorithms and Med-Systems
autorstwa Drozd A. i wsp. ,,How specially adapted chromatographic bed material might be
used for the controlled formation of immune complexes and studies of Congo red binding to
bivalent antibodies” (2006). W pracy Stopa B. i wsp. ,,Self-assembled organic molecules as
non-standard protein ligands — Experimental and computational studies” (2009), bedacej
rozdzialem w monografii zagranicznej (Structure-Function Relation in Proteins),
podsumowali$my badania nad samoasocjujgcymi tasmowymi uktadami supramolekularnymi.

Podkreslilismy ich rolg jako specyficznych ligandow, wigzacych si¢ poza standardowym
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miejscem wigzania w biatkach, w miejscach tworzenia strukturalnych niestabilno$ci
zwigzanych z pelniong funkcja.

Wiasciwosci  spektralne tasmowych uktadow supramolekularnych przedstawione
zostaly w czasopismie Bio-Algorithms and Med.-Systems w pracy autorstwa Zemanek G. i
wsp. “Application of numerical analysis of fluorescence spectrum to identify properties of
substances associating with Congo red micelle” (2011) oraz jako doniesienia zjazdowe na: (1)
VII ogolnopolskiej Konferencji “Modelowanie Cybernetyczne Systemoéw Biologicznych”
MCSB (Krakéw, maj 2010 - prezentacja autorstwa Zemanek i wsp. ,,Zastosowanie analizy
numerycznej widma fluorescencyjnego do identyfikacji wlasciwosci substancji asocjujqcej
micelg czerwieni Kongo”), (2) 45" Meeting of the Polish Biochemical Society (Wista, 2010 —
prezentacja autorstwa Zemanek i wsp. ,,Influence of Congo Reds binding to polymers
conditions on the colour of fluorescence”) oraz na (3) 9" Polish Supramolecular Chemistry
Network Conference Nano” (Koninki 2007 — prezentacja autorstwa Konieczny L. i wsp.
» Fibrillar nano-particles of bis-azo-dyes as the spacific, single protein ligands”).

Uczestniczytam réwniez w badaniach i publikowatam wyniki w zakresie zastosowania
uktadow supramolekularnych w diagnostyce biatek patologicznych (biatek szpiczaka
mnogiego oraz amyloidow). Celem badan bylo opracowanie techniki do rdéznicowania
niestabilnosci pochodzacej z tancucha cigzkiego 1 lekkiego immunoglobulin szpiczaka
monoklonalnego poprzez kompleksowanie barwnikéw supramolekularnych (pochodnych
czerwieni Kongo z substytutami pier§cieni aromatycznych: BACR i DBACR, o zwigkszonej
zdolnosci penetracji). Barwniki te moga penetrowac biatkowe wnetrze miejsca wigzacego z
tancuchami polipeptydowymi. Wyniki potwierdzity zwigzang z tancuchami cigzkimi sktonnos¢
niektérych immunoglobulin monoklonalnych do agregacji i wytrgcania. Zaproponowana
technika moze poprawi¢ diagnostyke kliniczng i ulatwi¢ przewidywanie powiklan choroby.
Wynikiem tej dziatalnosci jest praca w czasopismie Archivum Immunologiae et Therapiae
Experimentalis, autorstwa Spoélnik P. i wsp. ,, The use of the Congo red - related dye DBACR
to recognize the heavy chain — derived abnormality of myeloma immunoglobulins” (2006).
Uczestniczylam rowniez w badaniach nad oddzialywaniami uktadow supramolekularnych typu
CR z amyloidami. W badaniach wykorzystano uporzadkowang amyloidopodobng organizacje
agregatow biatkowych, wykorzystujac do ich tworzenia sztywne wldkniste nanostruktury
czerwieni Kongo jako rusztowania. Zastosowano polilizyng, ludzka globing i tancuch L
immunoglobuliny, ktore zostaly ulozone w ten sposob, ze tworzyly ztogi o wlasciwosciach

amyloidowych. Badania polaryzacyjne 1 mikroskopii elektronowej potwierdzily
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jednokierunkowg organizacj¢ kompleksu. Osad kompleksu wykorzystano do badan
bezposrednio lub po cze¢sciowym lub calkowitym usunieciu barwnika. Wyniki sugeruja, ze
proces tworzenia ztogow amyloidopodobnych moze ominaé etap nukleacji. Jest to mozliwe,
jesli agregacja biatek zachodzi w jednokierunkowo zorganizowanym (ze wzgledu na
rusztowanie) zespoleniu czgsteczek, utozonym przed samoasocjacja. Rozpoznanie struktury
amfoterycznych nanoczastek czerwieni Kongo uzytych do budowy rusztowania oparto na
symulacji dynamiki molekularnej. Badania nad wykorzystaniem ligandow supramolekularnych
w analizie biatek amyloidowych opisano w pracach w czasopismach: (1) Chemical Biology and
Drug Design, autorstwa Spélnik P. i wsp. “The use of rigid, fibrillar Congo red
nanostructures for scaffolding protein assemblies and inducing the formation of amyloid-
like arrangement of molecules” (2007), (2) Central European Journal of Chemistry, autorstwa
Stopa B. i wsp. “Formation of amyloid-like aggregates through the attachment of protein
molecules to a Congo red scaffolding framework ordered under the influence of an electric
field” (2010) oraz w (3) European Biophysics Journal, autorstwa Spolnik P. i wsp. “Influence
of the electric field on supramolecular structure and properties of amyloid-specific reagent
Congo red” (2011). Wyniki te prezentowano rowniez jako doniesienie zjazdowe na 14th
Congress of the European Hematology Association w Berlinie (2009 — prezentacja autorstwa
Spélnik P. i wsp. ,,A new method for differentiation between amyloidogenic and non-
amyloidogenic human immunoglobulin light chains using rigid fibrillar nanostructures as
markers”).

Natomiast wyniki dotyczace oddziatywan lek - nosnik zaprezentowane na 2" Congress
of Biochemistry and Cell Biology, 46th Meeting of the Polish Biochemical Society and 11st
Conference of the Polish Cell Biology Society w Krakowie (2011 — prezentacja autorstwa
Stopa B. i wsp. ,,Supramolecular Congo red as a potential drug carrier. Properties of Congo
red-doxorubicin complexes”) byly poczatkiem przysztych badan prowadzonych w ramach
mojej pracy doktorskiej. Po raz pierwszy pokazano mozliwos¢ wigzania konkretnego leku —

chemioterapeutyku doksorubicyny z uktadami o charakterze supramolekularnych tasm.

3.3.  Dzialalno$§¢ naukowo — badawcza obejmujaca zagadnienia dotyczace pracy

doktorskiej

W 2011 roku rozpoczgtam prace jako asystent (pracownik naukowo-dydaktyczny) w
Katedrze Biochemii Lekarskiej UJCM. Roéwnolegle rozpoczetam studia doktoranckie w
ramach Interdyscyplinarnych Studiow Doktoranckich ,,MOL-MED - Nauki Molekularne dla
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Medycyny”. Swoja pracg doktorskg realizowatam w Katedrze Biochemii Lekarskiej na
Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum oraz w Instytucie
Katalizy 1 Fizykochemii Powierzchni Panstwowej Akademii Nauk pod kierunkiem
promotoréw: prof. dr hab. Piotra Laidlera oraz prof. dr hab. Tomasza Panczyka. Wykonywatam
badania realizujgc temat: ,,Badanie wlasciwosci komplekséw nanorurek weglowych i
zwigzkow typu czerwieni Kongo jako potencjalnych ukladow celowanego dostarczania
lekow”.

W latach 2011-2015 realizowatam dwa projekty naukowe, bedac ich kierownikiem,
oraz trzy jako wspotwykonawca. Projekty te umozliwity finansowanie prowadzonych badan do
pracy doktorskiej. Finansowanie uzyskano ze srodkow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego oraz ze $rodkow Europejskiego Funduszu Spotecznego w ramach Programu
Operacyjnego Kapitat Ludzki:

1. 8/ISD MOL-MED/2012 ,Okreslenie mozliwosci wykorzystania nosnikow lekow
ztozonych ze zwigzkow o charakterze supramolekularnym oraz z nanorurek weglowych w
celowanej terapii antynowotworowej” 2011-2015 (kierownik: mgr Anna Jagusiak)

2. K/DSC/001370 ,,Okreslenie mozliwosci wykorzystania no$nikéw lekow ztozonych ze
zwigzkow o charakterze supramolekularnym oraz z nanorurek weglowych w celowanej
terapii antynowotworowej” 2013-2015 (kierownik: mgr Anna Jagusiak)

3. K/zZDS/002408 ,,Okreslenie mozliwosci specyficznego kierowania lekéw za pomocg
wigzania przez przeciwciala komplekséw lek-ligand supramolekularny” 2011-2014,
wspotwykonawca (kierownik: dr Barbara Piekarska).

4. K/zZDS/002831 ,,Okreslenie mozliwosci zastosowania ligandow supramolekularych do
specyficznego kierowania lekow oraz do diagnozowania amyloidoz in vivo” 2011-2014,
wspotwykonawca (kierownik: dr Barbara Piekarska).

5. K/zZDS/003781 ,,Zastosowanie kompleksow uktadow supramolekularnych z biatkami jako
modulatoréw  aktywnosci  komoérek  uktadu  odpornosciowego” = 2013-2015;

wspotwykonawca (kierownik projektu: dr Grzegorz Zemanek).

W tym czasie wspottworzytam 7 prac oryginalnych i 2 prace przegladowe w
czasopismach: Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, Journal of Molecular Modeling, Bio-
Algorithms and Med-Systems, Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering
Aspects, The Journal of Physical Chemistry C, Advanced Drug Delivery Review oraz RSC
Advances — The Royal Society of Chemistry.
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Uczestniczytam takze w 10 zjazdach naukowych, prezentujac uzyskane wyniki.

Prowadzitam badania, bedace kontynuacja mojej dziatalnosci przed rozpoczgciem
studiow doktoranckich, dotyczace zastosowania tasmowych uktadow supramolekularnych typu
czerwieni Kongo jako specyficznych ligandéw do analizy sygnalu immunologicznego. W
wyniku tych badan powstaty prace w czasopismach: (1) Journal of Molecular Modeling,
autorstwa Stopa B. i wsp. “The use of supramolecular structures as protein ligands” (2013)
oraz w (2) Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, autorstwa Jagusiak A. 1 wsp.
»Intramolecular Immunological Signal Hypothesis Revived - Structural Background of
Signalling Revealed by Using Congo Red as a Specific Tool” (2014). W badaniach tych
kontynuowatam stosowanie czerwieni Kongo, ktorej czasteczki tacza si¢ ze sobg tworzac
supramolekularne ligandy tasmowe, oddzialujace z biatkami jako integralne klastry i
preferencyjnie penetrujace obszary o niskiej stabilnos$ci molekularnej. Nieprawidtowe,
czesciowo niesfatldowane biatka sg gléwnym celem wigzania takich ligandéw, podczas gdy
dobrze upakowane czasteczki sg na ogo6t niedostgpne. Kontynuowatam badania nad szczegdlnie
interesujgcg obserwacja, ze lokalna podatnos$¢ na wigzanie supramolekularnych ligandow moze
by¢ promowana w niektorych biatkach w wyniku zmian strukturalnych wynikajacych z funkcji
1 ze takie kompleksowanie moze zmienia¢ profil aktywno$ci biatek docelowych.
Celem rozwijanych badan byto okreslenie, w jaki sposdb wewnatrzczasteczkowe zmiany
strukturalne zachodzace w przeciwcialach po zwigzaniu antygenu prowadza do aktywacji
dopetiacza. Zgodnie z naszymi wcze$niejszymi ustaleniami, wigzanie czerwieni Kongo
znaczaco wzmaga tworzenie komplekséw antygen-przeciwcialo poprzez angazowanie
przeciwcial o niskim powinowactwie. Ustalono, ze samo wigzanie przeciwcial z antygenem nie
spetnia warunkoéw koniecznych do wygenerowania sygnatu wyzwalajacego aktywnos$¢
efektorowa. Odkrycia te, wraz z wynikami badan symulacyjnych dynamiki molekularnej,
pozwolily stwierdzi¢, ze oprocz niezbednego nagromadzenia wigzanych przeciwcial, do
przekroczenia progu aktywacji dopetniacza istotne sa rOwniez wewnatrzczasteczkowe zmiany
strukturalne generowane w wigzanych przeciwciatach biwalentnych o wysokim
powinowactwie z determinantami antygenowymi. Rownoczesnie wykazano, ze czerwien
Kongo znaczaco wzmacnia kompleksowanie clq z przeciwciatami, ale jednoczesnie hamuje
konwertaze, wigec catkowitym efektem jest zahamowanie dziatania dopetniacza. Wyniki te
prezentowano rowniez jako doniesienia zjazdowe na: (1) 4" EuCheMS Chemistry Congress w
Pradze (sierpien, 2012 — prezentacja autorstwa Roterman 1. i wsp. “Supramolecular ligands

of proteins”) oraz na (2) Polish-German Biochemical Societies Joint Meeting w Poznaniu

49



Dr Anna Jagusiak Autoreferat Zatacznik 1

(2012 — prezentacja autorstwa Jagusiak A. i wsp. ,,Intramolecular signaling in antibodies”).
W prowadzonych badaniach kontynuowatam wspoélprace z Zakladem Bioinformatyki i
Telemedycyny na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium w Krakowie,
wspotpracujac w zakresie modelowania molekularnego obserwowanych eksperymentalnie
zjawisk.

Rozpoczgtam réwniez badania nad wykorzystaniem nowego zwigzku o charakterze
supramolekularnym (TY, zolcien tytanowa) do wigzania jondéw metali. W wyniku
prowadzonych badan powstata publikacja w czasopismie Bio-Algorithms and Med-Systems,
autorstwa Chlopas K. i wsp. ,, The use of Titan Yellow dye as the metal ions binding marker
for studies on the formation of specific complexes by supramolecular Congo red”, (2015). W
pracy zaproponowali$my postep w badaniach komplekséw amyloid-barwnik z zastosowaniem
mikroskopu elektronowego (EM), poprzez znakowanie supramolekularnego ligandu CR
jonami srebra jako markerem. Jony srebra zostaty wprowadzane do CR przez silnie wigzacy je
barwnik - TY, ktory utworzyt z CR struktury komicelarne. Specyficzny ligand amyloidowy CR
ze zwigzanym, za posrednictwem zoétcieni tytanowej srebrem, stanowi czuty znacznik amyloidu
w badaniach EM. Wyniki zaprezentowano jako doniesienia zjazdowe na: (1) International
Conference MCSB 2015 Cybernetic Modelling of Biological Systems w Krakowie (maj 2015
— prezentacja autorstwa Chlopas K. ,, The use of metal-carrying dye markers to reveal the
structure of amyloid proteins by EM”) oraz na (2) 23" International Medical Students’
Conference w Krakowie (kwiecien, 2015 - prezentacja autorstwa Chlopas K., opiekunowie:
Piekarska B., Jagusiak A., ,,The use of Titan Yellow as the metal ions binding marker for
studies on formation of complexes by supramolecular Congo red”).

Jednak moje gléwne zainteresowanie badawcze zostalo skierowane na oddziatywania
tasmowych uktadow supramolekularnych typu czerwieni Kongo z nowym uktadem:
nanorurkami weglowymi. Pozwolita na to wspdtpraca z Instytutem Katalizy i1 Fizykochemii
Powierzchni Polskiej Akademii Nauk oraz z Zaktadem Chemii Teoretycznej Wydzialu Chemii
Uniwersytetem Marii Sklodowskiej Curie w Lublinie. Analiza mozliwosci zastosowania takich
hybrydowych uktadéw jako nosnikow lekéw przeciwnowotworowych stata si¢ podstawa do
prowadzonych badan w ramach pracy doktorskiej. Publikacje, ktore powstaty w tamtym czasie
stanowig zbidr dotyczacy mozliwosci oddziatywania nanorurek weglowych z roéznymi
nanoczgstkami i ich zastosowania jako potencjalnych no$nikow lekow. Pierwsza praca to
publikacja w czasopi$mie Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects,

autorstwa Panczyk T. i wsp. “Adsorption of colloid nanoparticles on carbon nanotubes
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studied by means of molecular dynamics simulations” (2012). W tej pracy analizowane byty
oddzialywania nanoczastek koloidalnych z nanorurkami weglowymi. W badaniach
wykorzystalismy symulacje dynamiki molekularnej Zbadalismy efekty energetyczne zwigzane
z potozeniem nanoczgstek na powierzchni nanorurek, elastyczno$¢ nanorurek oraz efekty
zwigzane z chemiczng naturg stosowanych rozpuszczalnikow. OdkryliSmy, ze jednoScienne
nanorurki oddziatujg silniej na $ciankach bocznych, podczas gdy wielo$cienne na koncéwkach.
Nanoczastki metaliczne prowadza do deformacji struktur nanorurek i ujawniaja wysoka energi¢
oddziatywan dyspersyjnych, porownywalng z energiag wigzan chemicznych. Nanoczastki
metaliczne pokryte krzemionka stabo oddziatujg, a na ich zachowanie na powierzchni
nanorurek moga dodatkowo wptywaé ich tadunki, gdy woda jest traktowana jako
rozpuszczalnik. OdkryliSmy, ze preferencyjne rozmieszczenie nanoczastek na koncowkach
nanorurek jest trudne do zrealizowania, kontrolujac jedynie warunki fizyczne, w jakich system
jest rozwazany.

Celem tych badan byla analiza mozliwosci tworzenia nanokontenerow przy
wykorzystaniu nanorurek weglowych, wewnatrz ktorych umieszczane bytyby leki, a konce
tego typu kapsuly zamykane bylyby nanoczastkami metalicznymi.

Stad w kolejnych badaniach analizowali$Smy za pomocg symulacji dynamiki
molekularnej mozliwosci otwierania i zamykania nanokontenera. Analizowano zachowanie
wielo$ciennej nanorurki weglowej funkcjonalizowanej przez nanoczastki magnetyczne poprzez
tancuchy glikolu trietylenowego. Wyniki te przedstawiono w czasopiSmie The Journal of
Physical Chemistry C, w publikacji autorstwa Panczyk T. i wsp. “Magnetic anisotropy effect
in the behavior of a carbon nanotube functionalized by magnetic nanoparticles under
external magnetic fields” (2012). Szczegélna uwage zwrodciliSmy na efekt anizotropii
magnetycznej nanoczastek, ktory znaczaco wpltywa na zachowanie uktadu w zewngetrznym polu
magnetycznym. Kluczowe wyniki uzyskane w niniejszej pracy dotyczyty: profilu
energetycznego uktadu towarzyszacego przejSciu nanoczgstki magnetycznej z otoczenia
koncowki nanorurki do jej Sciany bocznej, czyli z konfiguracji z nasadka na konfiguracjg nie
zakorkowana; zakresu statej anizotropii magnetycznej, w ktorej uktad dokonuje przeksztalcen
strukturalnych pod wpltywem zewngtrznych pol magnetycznych; zakresu nat¢zen pola
magnetycznego niezbednych do wyzwolenia zmian strukturalnych; i innych efektow, takich jak
np. nagrzewanie magnetyczne obserwowane podczas interakcji systemu z polem
magnetycznym. Wyznaczone wlasciwosci badanego ukladu wydatnie sugerujg jego

zastosowanie w obszarze nanomedycyny jako nanono$nik do nakierowywania i1 dostarczania
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lekow.

W dwoch kolejnych pracach, ktorych jestem wspotautorem, opublikowanych w
czasopismie The Journal of Physical Chemistry C, autorstwa Panczyk T. i wsp. ,,Molecular
dynamics study of cisplatin release from carbon nanotubes capped by magnetic
nanoparticles” (2013) oraz “Role of Intermolecular Interactions in Assemblies of
Nanocontainers Composed of Carbon Nanotubes and Magnetic Nanoparticles. A Molecular
Dynamics Study” (2014) zaprezentowano wyniki analizy mozliwosci uwalniania leku z
wnetrza nanokontenera. Dynamika uwalniania cisplatyny z wn¢trza nanorurki weglowej byta
badana za pomoca symulacji dynamiki molekularnej. Nanorurka byta poczatkowo pokryta
nanoczasteczkami magnetycznymi, ktore pod wptywem zewngtrznego pola magnetycznego
odrywatly si¢ od koncoéwek nanorurek, a poczatkowo kapsutkowane czasteczki cisplatyny
opuszczaly wnetrze nanorurki zgodnie z mechanizmem dyfuz;i.

W 2013 roku odbylam staz zagraniczny na Uniwersytecie w Singapurze (National
Uniwersity of Singapore, Faculty of Science, Department of Pharmacy), ktory pozwolit na
zdobycie praktycznej wiedzy dotyczace] metodyki pracy z no$nikami lekéw tworzonymi z
materiatow weglowych. Wynikiem tego wyjazdu i pracy na National University of Singapore
byta publikacja przegladowa w czasopismie Advanced Drug Delivery Review, autorstwa
Wong B. S. i wsp. ,,Carbon nanotubes for delivery of small molecule drugs” (2013). Opisano
w niej nanorurki weglowe (CNT, carbon nanotubes), ktore w dziedzinie dostarczania lekow
zyskaly ogromne zainteresowanie jako obiecujace nanonos$niki ze wzgledu na ich cechy, takie
jak duza powierzchnia, zwigkszony wychwyt komorkowy 1 mozliwo$¢ tatwego taczenia z
wieloma lekami, w tym zaréwno z matymi czasteczkami, jak i lekami biologicznymi. Chociaz
wickszo$¢ systemOéw dostarczania lekow opartych na CNT zostala opracowana w celu
zwalczania nowotworoéw, pojawiaja si¢ rowniez doniesienia, w ktorych stosuje si¢ CNT jako
gtéwny nosnik lub materiat pomocniczy w leczeniu raka i dostarczaniu réznych lekow nie
przeciwnowotworowych. W  przegladzie  przedstawiono  dostarczanie  lekow
maloczgsteczkowych, ze szczegolnym uwzglednieniem obecnego postgpu badan in vitro i in
vivo dotyczacych systemow dostarczania lekow opartych na CNT.

W publikacji w czasopismie RSC Advances — The Royal Society of Chemistry,
autorstwa Panczyk T. i wsp. ,,Molecular dynamics study of Congo red interaction with
carbon nanotubes” (2014) pokazano po raz pierwszy mozliwo$¢ oddziatywania nanorurek
weglowych z czerwienig Kongo. W pracy zastosowano symulacje dynamiki molekularnej

oddziatywania CR z CNT. Zbadali$my kilka kombinacji parametrow systemow, aby oceni¢, w
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jaki sposob srednica nanorurek 1 gesto$¢ czerwieni Kongo wptywaja na strukture i1 stabilno§¢
koniugatéw CNT-CR w roznych warunkach pH. StwierdziliSmy, ze w rozwazanych warunkach
CR silnie wigze si¢ z powierzchniami CNT, a koniugaty CNT-CR s3 termodynamicznie
stabilne zgodnie z okreslonymi wartosciami energii swobodnych. Adsorpcja na szerszych
nanorurkach jest silniejsza niz na waskich, a wigksze gestosci CR na powierzchniach CNT
prowadza do ostabienia energii wigzania na pojedyncza czasteczke CR.
Wyniki badan nad oddzialywaniem nanorurek weglowych 1 tasmowych ukladow
supramolekularnych typu czerwieni Kongo (zar6wno analizy teoretyczne jak i wyniki
eksperymentoéw laboratoryjnych) prezentowano na konferencjach naukowych krajowych i
zagranicznych jako doniesienia zjazdowe. Byly to zjazdy: (1) III Konferencja Doktorantow
Wydziatu Lekarskiego i Farmaceutycznego Collegium Medicum UJ w Krakowie (2013 -
wystgpienie nagrodzone: | miejsce, prezentacja autorstwa Jagusiak A. i wsp. ,,Badanie
wlasciwosci kompleksow nanorurek weglowych i zwigzkow typu czerwieni Kongo jako
potencjalnych uktadow celowanego dostarczania lekow”); (2) V1 Krajowa Konferencja
Nanotechnologii w Szczecinie (2013 - prezentacja autorstwa Jagusiak A. i wsp. ,,Complexes
of carbon nanotubes and self-assembling molecules of the congo red type as potential drug
delivery systems - preliminary report”); (3) IV Konferencja Doktorantow Wydziatu
Lekarskiego i Farmaceutycznego Collegium Medicum UJ w Krakowie (2014 - prezentacja
narodzona, autorstwa Jagusiak A. i wsp. ,, Nanorurki weglowe i zwigzki typu czerwieni Kongo
jako hybrydowy nosnik lekow”); (4) FEBS EMBO 2014 Conference w Paryzu (2014 -
prezentacja autorstwa Jagusiak A. i wsp.“The molecular dynamics simulation and
experimental evaluation of carbon nanotubes — Congo red drug delivery system into cancer
cells”); (5) 1% Congress of the Polish Biochemistry, Cell Biology, Biophysics and
Bioinformatics BIO 2014 w Warszawie (2014 — prezentacja autorstwa Jagusiak A. i wsp.
“Single walled carbon nanotubes and congo red for delivery of doxorubicin to cancer cells”);
oraz (6) International Conference MCSB 2015 Cybernetic Modelling of Biological systems w
Krakowie (maj 2015 — prezentacja autorstwa Jagusiak A. ,, Drug delivery system created from
carbon nanotubes and supramolecular compounds”).

W czasie realizacji zadan zwigzanych z mojg pracg doktorskga nawigzatam wspoétprace z
wieloma osrodkami badawczymi. Przyczynit si¢ do tego interdyscyplinarny charakter moich
studiow doktoranckich. Prowadzitam badania we wspolpracy z Pracownig Mikrokalorymetrii

Matopolskiego Centrum Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.
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Wspoltpraca dotyczyta oceny stabilnosci uktadow supramolekularnych w réznych stezeniach
oraz ich komplekséw z nanorurkami weglowymi, z dodatkiem lub bez dodatku leku.

W  badaniach wykorzystujacych rézne techniki obrazowania badanych no$nikéow
wspotpracowatam (1) z Zespotem Nanotechnologii Polimeréw i Biomateriatow na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie we wspotpracy z Firmg LABSOFT z
Warszawy (metoda mikroskopii sit atomowych); (2) z Pracowniag Mikroskopii Skaningowej
Nauk Biologicznych i Geologicznych, Wydziatu BiNoZ Uniwersytetu Jagiellonskiego w
Krakowie (metoda skaningowej mikroskopii elektronowej); (3) z Pracownig Mikroskopii
Elektronowej i Preparatyki — PMEP Uniwersytetu Rzeszowskiego (metoda wysokorozdzielczej
mikroskopii elektronowej transmisyjnej HR-TEM); z (4) z Migdzynarodowym Centrum
Mikroskopii Elektronowej dla Inzynierii Materialowej Akademii Gorniczo-Hutniczej w
Krakowie (metoda wysokorozdzielczej mikroskopii elektronowej transmisyjny HR-TEM; oraz
(5) z Laboratorium Skaningowej Mikroskopii Elektronowej Instytutu Katalizy i Fizykochemii
Powierzchni im Jerzego Habera, Polskiej Akademii Nauk w Krakowie (metoda skaningowej i
transmisyjnej mikroskopii elektronowej oraz analiza skladu pierwiastkowego probki w
preparatach, w ktorych obecne sg jony metali). Wspotpracowatam rowniez z Firmg Wyatt
Technology dokonujac pomiaréw $rednic hydrodynamicznych kompleksow uktadow
supramolekularnych z lekami oraz z nanorurkami we¢glowymi metoda dynamicznego

rozpraszania $wiatta (DLS).

3.4.  Dzialalno$¢ naukowo — badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

W 2015 roku obronitam tytut doktora. Kontynuowatam rozpoczgte prace badawcze,
ktore skupialy sie wokot tasmowych uktadéw supramolekularnych, ich wykorzystania jako
nos$nikow lekow i potaczen z nanorurkami weglowymi. W 2016 roku otrzymatam finansowanie
dalszych badan w ramach projektu Sonata 11 z Narodowego Centrum Nauki. Grant na przeszto
milion ztotych pozwolit na realizacj¢ rozpoczgtych w czasie doktoratu zadan badawczych. W
2017 roku rozpoczetam prace jako adiunkt (pracownik naukowo-dydaktyczny) w Katedrze
Biochemii Lekarskiej UJCM.

W latach 2016-2022 realizowatam siedem projektéw naukowych. W pigciu z nich
bytam kierownikiem (z czego w jednym wspolnie z innym opiekunem kota naukowego). W
dwoch projektach pomagatam w ich realizacji jako wspotwykonawca. Projekty te umozliwity

finansowanie prowadzonych badan w ramach przygotowywanej habilitacji. Finansowanie
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uzyskano ze $rodkow Narodowego Centrum Nauki, Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa

Wyzszego oraz ze srodkow programu IDUB (POB BioS):

1.

K/ZDS/005885 ,,Naturalne i syntetyczne inhibitory agregacji bialek amyloidogennych —
poréwnanie wptywu kurkuminy oraz czerwieni Kongo i jej analogdw na powstawanie
amyloidu” 2015-2016; pomoc w realizacji projektu (kierownik projektu: dr Barbara
Piekarska)

K/ZDS/005890 ,,Opracowanie metody analizy patogennych biatek i polisacharydow
poprzez badanie zmian widma fluorescencji asocjujacego do nich znacznika czerwieni
Kongo” 2015-2017; pomoc w realizacji projektu (kierownik projektu: dr Grzegorz
Zemanek)

K/ZDS/006460 ,,Ocena wptywu hybrydowego uktadu ztozonego z nanorurek weglowych,
zwigzkow supramolekularnych oraz lekéw na komorki prawidtowe i nowotworowe —
badanie z wykorzystaniem hodowli komoérkowych” 2016-2017; (kierownik dr Anna
Jagusiak)

K/PBD/000179 (2016/21/D/NZ1/02763) ,,Zwiazki o charakterze supramolekularnym i ich
kompleksy z nanorurkami weglowymi jako potencjalne uktady no$nikowe dla docelowego
dostarczania lekow” 2017-2022 (kierownik dr Anna Jagusiak)

N41/DBS/000715 ,Badanie mozliwosci docelowego dostarczania lekow z
wykorzystaniem albuminy, przeciwcial i nanorurek weglowych” 2021-2023 (kierownik dr
Anna Jagusiak)

U1C/P0O3/N0O/03.23 ,,Przeciwnowotworowy efekt dziatania dasatinibu i jego kompleksu z
supramolekularnym no$nikiem na komorki raka pecherza” 2021-2023; kierownik projektu
(kierownik dr Anna Jagusiak)

K/PM1/000554 ,,Wptyw wybranych inhibitorow receptora ptytkopochodnego czynnika
wzrostu (PDGFR) i jego kompleksu z supramolekularnym nos$nikiem na komorki raka
pecherza moczowego” 2022-2023 (autorzy wniosku: dr Matgorzata Lasota, dr Anna
Jagusiak).

W tym czasie wspottworzytam 18 prac oryginalnych, dodatkowo 5 prac oryginalnych

stanowigcych osobne rozdzialy w monografii i 2 prace pogladowe w czasopismach: Bio-

Algorithms and Med-Systems, Acta Biochimica Polonica, Beilstein Journal of

Nanotechnology, Journal of Molecular Liquids, International Journal of Molecular Science,

Pharmaceutics, ACS Omega, Applied Surface Science, Biomolecules, Journal of Physiology
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and Pharmacology, C-Journal of Carbon Research, Biologica Serbica, Postepy Biochemii, oraz
rozdziaty w monografii opublikowanej w wydawnictwie Springer Open.

W latach 2016-2022 uczestniczytam takze w 21 zjazdach naukowych, prezentujac na
nich uzyskane wyniki.

Kontynuowatam rowniez wspotprace naukowe z Zakladem Bioinformatyki i
Telemedycyny na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium w Krakowie,
Zaktadem Chemii Teoretycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Marii Curie - Sktodowskiej w
Lublinie oraz z Zaktadem Chemii Teoretycznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie, ktore pozwolily rozszerzy¢ nasze badania eksperymentalne o
analizy teoretyczne obserwowanych zjawisk. Starajac si¢ o srodki w ramach nowych grantow
nawigzatam réwniez migdzynarodowa wspolprace z Katedra Chemii Medycznej i Biochemii,
Katedrg Biologii oraz Centrum Biomedycznym na Wydziale Medycyny na Uniwersytecie
Karola w Czechach (Department of Medical Chemistry and Biochemistry, Department of
Biology and Biomedical Center, Faculty of Medicine in Pilsen, Charles University, Pilsen,
Czech Republic). Badania prowadze¢ rowniez we wspotpracy z Katedrg Farmakologii na
Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie.
Wspotpraca dotyczy analizy zywotno$ci komorek nowotworowych pod wptywem kompleksow
uktadow supramolekularnych z wybranymi lekami i inhibitorami kinaz tyrozynowych.
Kolejnym osrodkiem, z ktorym rozpoczeliSmy wspotprace jest Katedra Histologii na Wydziale
Lekarskim Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie. Wspoélpraca
dotyczy analizy aktywno$ci mitochondriow w komodrkach nowotworowych pod wplywem
kompleksow ukladow supramolekularnych z potencjalnymi lekami wplywajacymi na
generowanie $mierci komorkowe;.

Rezultatem kontynuowanych badan rozpoczetych przed doktoratem i trwajacych w
czasie tworzenia doktoratu byto podtrzymanie i1 zglebienie prowadzonych prac badawczych w
znanych mi obszarach. Ponizej przedstawiam te poszczegodlne obszary prowadzonych przeze

mnie w ostatnim czasie badan:

Kontynuacja badan nad ukladami nosnikowymi utworzonymi z polaczenia nanorurek

weglowych i barwnikow o charakterze supramolekularnych tasm (wiazanie leku z

nosnikiem oraz jego uwalnianie)

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam wspoélprace z Instytutem Katalizy i

Fizykochemii Powierzchni Polskiej Akademii Nauk oraz z Zaktadem Chemii Teoretycznej
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Wydzialu Chemii Uniwersytetem Marii Sktodowskiej Curie w Lublinie. Dzigki temu
opublikowatam rezultaty uzyskane w czasie pisania pracy doktorskiej, a takze uzyskatam nowe
wyniki bedace skutkiem analizy uktadu nos$nikowego utworzonego z potaczenia nanorurek
weglowych 1 czerwieni Kongo. W tym czasie powstaty publikacje:

W czasopi$mie Bio-Algorithms and Med-Systems, opublikowano prace autorstwa Jagusiak A.
I wsp. ,,Shortening and dispersion of single-walled carbon nanotubes upon interaction with
mixed supramolecular compounds” (2016). W publikacji tej opisaliSmy zjawisko wigzania
droga interkalacji przez samoasocjujace w roztworach wodnych czasteczki czerwieni Kongo
innego barwnika — biekitu Evanasa lub leku - doksorubicyny i utworzenia mieszanych uktadow
supramolekularnych. Takie mieszane uktady supramolekularne, jak CR-doksorubicyna i CR-
bigkit Evansa, oddzialuja z powierzchniag nanorurek weglowych, prowadzac do ich
usztywnienia, a ostatecznie do ich peknigcia i skrocenia. W pracy przedstawilismy prosta
metod¢ otrzymywania krotkich i prostych nanorurek weglowych o znacznie lepszej dyspersji
w roztworach wodnych, a co za tym idzie zwigkszonej uzytecznosci w uktadach biologicznych.
Badania te kontynuowatam rozszerzajac je o wyniki modelowania molekularnego. Podjelismy
probe oceny mechanizmu towarzyszacego procesowi tamania nanorurek weglowych pod
wplywem oddzialywania z mieszanymi uktadami supramolekularnymi (CR-EB). Odkrylismy,
ze biekit Evansa jest zaadsorbowany do powierzchni nanorurki fizycznie, a nie chemicznie, i
nie wptywa znaczaco na stan elektronowy nanorurki. Otrzymane wyniki nie potwierdzity
hipotezy, ze adsorpcja barwnikdéw bisazowych na powierzchniach CNT prowadzi do ich
skrocenia z powodu silnej chemicznej modyfikacji ich wlasciwosci. Wykazano, ze tendencja
do tworzenia izolowanych duzych supramolekularnych skupisk na powierzchniach nanorurek
przez barwniki bis-azowe prowadzi do ogromnego obcigzenia mechanicznego podczas
sonikacji i takie naprezenie jest wystarczajace do ztamania wszystkich typow nanorurek.
Wyniki te opublikowano w czasopi$mie Applied Surface Science w publikacji autorstwa
Jagusiak A. i wsp. “Adsorption of Evans blue and Congo red on carbon nanotubes and its
influence on the fracture parameters of defective and functionalized carbon nanotubes
studied using computational methods” (2021).

W czasopismie Beilstein Journal of Nanotechnology, opublikowana zostata praca autorstwa
Jagusiak A. i wsp. ,,Dispersion of single walled carbon nanotubes with supramolecular
Congo red — properties of the complexes and mechanism of the interaction” (2017), natomiast
w monografii ,,Self-Assembled Molecules — New Kind of Protein Ligands. Supramolecular

Ligands” wydawnictwa Springer Open, autorstwa Roterman I., Konieczny L. opublikowano
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rozdzial stanowigcy oryginalng publikacj¢ autorstwa Jagusiak A. i wsp. ,,Congo red
interactions with single-walled carbon nanotubes” (2017). W publikacjach tych
przedstawitam wyniki uzyskane w czasie tworzenia pracy doktorskiej. Opisatam metodg
dyspersji jedno$ciennych nanorurek weglowych (SWNT, single walled nanotubes) w
srodowisku wodnym z wykorzystaniem czerwieni Kongo (CR). Nanorurki pokryte CR
stanowig system o duzej pojemnos$ci, ktory zapewnia mozliwo$¢ wigzania 1 celowanego
dostarczania réznych lekéw, ktore mogg interkalowa¢ w supramolekularng, przypominajaca
wstgzke strukture CR. Badania wykazaly obecno$¢ silnych oddziatywan miedzy CR a
powierzchnia SWNT. Celem pracy bylo wyjasnienie mechanizmu tej interakcji. Wyniki
pokazaty, ze wigzanie supramolekularnych struktur CR z powierzchnig nanorurek opiera si¢ na
oddziatywaniu typu ,,face-to-face”. Czasteczki CR przyczepione bezposrednio do powierzchni
nanorurek moga wigza¢ kolejne, zorientowane réwnolegle czasteczki 1 tworzy¢
supramolekularne i odstajace struktury. To wyjasnia wysoka zdolno$¢ wigzania CR przez
nanorurki weglowe. Prezentowany system — zawierajacy SWNT pokryte CR — oferuje szeroki
zakres zastosowan biomedycznych.

W czasopismie International Journal of Molecular Science, opublikowano prace autorstwa
Jagusiak A. i wsp. ,,Self-assembled supramolecular ribbon-like structures complexed to
single walled carbon nanotubes as possible anticancer drug delivery systems” (2019). W
pracy przedstawione zostaly po raz pierwszy wyniki badan nad systemem sktadajacym sie z
jednos$ciennych nanorurek weglowych (SWNT), zdyspergowanych czerwienig Kongo (CR), ze
zwigzanym chemioterapeutykiem - doksorubicyng (Dox). Zaprojektowanie skutecznej,
celowanej metody dostarczania lekéw przeciwnowotworowych jest nadal duzym wyzwaniem,
poniewaz chemioterapeutyki czesto powodujg szereg niepozadanych skutkow ubocznych
wptywajacych na prawidlowe tkanki. SWNT zapewniaja duza powierzchni¢ do wigzania
planarnych zwigzkéw aromatycznych, w tym lekoéw, podczas gdy supramolekularne uktady
typu CR, przypominajgce wstege, moga by¢ interkalowane przez leki, takie jak Dox, ktora
zawiera pierScienie  antracyklinowe. Na  podstawie  przeprowadzonych analiz
elektroforetycznych, spektralnych, dynamicznego rozpraszania $wiatta oraz skaningowej
mikroskopii elektronowej zaproponowano mechanizm oddziatywan w uktadzie potrojnym
SWNT-CR-Dox. Profil uwalniania leku z badanego ukladu oceniano za pomoca dializy i
roznicowe] kalorymetrii skaningowej. Wyniki wskazuja, ze wstegowe supramolekularne
struktury CR wigzg si¢ z powierzchnia SWNT, tworzac kompleksy SWNT-CR, ktore

ostatecznie wigzg Dox. Duza ilo§¢ CR zwigzanej z nanorurkami znacznie zwigksza pojemno$é

58



Dr Anna Jagusiak Autoreferat Zatacznik 1

nosnika leku. Wysoka zdolno$¢ wigzania leku 1 ewentualna kontrola jego uwalniania (poprzez
zmiany pH) w analizowanym ukladzie moze skutkowa¢ przedtuzonym i zlokalizowanym
dziataniem leku. Zaproponowany potrojny system SWNT-CR-Dox spetit podstawowe
kryteria uzasadniajace dalsze badania jako potencjalny nos$nik lekow.

Kontynuujagc badania nad system nosnikowym SWNT-CR-Dox wuzyskatam wyniki
potwierdzajace mozliwoséci skutecznego uwalniania leku. Zostaly one opublikowane w
czasopi$mie Pharmaceutics, jako praca autorstwa Jagusiak A. i wsp. ,,Controlled Release of
Doxorubicin from the Drug Delivery Formulation Composed of Single-Walled Carbon
Nanotubes and Congo Red: A Molecular Dynamics Study and Dynamic Light Scattering
Analysis” (2020). Wptyw zmian pH na stabilno$¢ analizowanych uktadow zbadano metoda
modelowania molekularnego i dynamicznego rozpraszania $wiatta. Obnizenie pH wplyneto na
strukture 1 stabilnos$¢ analizowanych uktadow potrojnych oraz zapewnito skuteczne uwalnianie
leku. Preparat przedstawiony w tej pracy wykazywat potencjal do zastosowania
terapeutycznego ze wzgledu na wysoka zdolno$¢ wigzania leku i uwalnianie zalezne od pH.
Zapewnia to przedtuzone lokalne dziatanie leku. Wyniki wskazaty, ze badany kompleks spetnia
podstawowe wymagania do potencjalnego zastosowania jako no$nika lekoéw, dzieki czemu
ogranicza skutki uboczne i zwigksza skuteczno$¢ farmakologiczng lekow.

Prowadzac badania z wykorzystaniem nanorurek weglowych pojawila si¢ potrzeba pokazania
ich na tle innych materiatéw weglowych i zestawienia cech tych materiatow jako potencjalnych
nosnikow lekow. W zwigzku z tg potrzebg opublikowano w czasopismie C-Journal of Carbon
Research, prace autorstwa Koscik 1. i wsp. ,,Carbon Nanomaterials for theranostic use”
(2022). W tej pogladowej publikacji przedstawiono, ze wczesna diagnostyka i rownoczesne
zastosowanie terapii (teranostyka) to jedne z najwazniejszych wyzwan wspotczesnej
medycyny. Konwencjonalna chemioterapia nie jest skuteczna w zmniejszaniu chemioopornosci
1 progresji réznych typow raka. Ponadto powoduje skutki uboczne, ktore wynikaja gtownie z
nieprawidlowej dystrybucji lekow. W zwigzku z tym badane sa nowe terapie, a takze nowe
strategie dostarczania lekéw. Pod tym wzgledem nanotechnologia okazala si¢ obiecujaca w
ukierunkowanym dostarczaniu lekéw do komorek rakowych. W zaprezentowanym przegladzie
pokazano najnowsze postepy w diagnostyce i terapii opartej na podawaniu lekoéw. Omowiono
nanosystemy dostarczania lekow wykonane z roéznych rodzajow wegla (grafen, fulereny i
nanorurki weglowe). Pokazano ich wlasciwosci chemiczne, zalety i wady, a takze poréwnano
ze sobg poszczegolne uktady.

Wyniki badan nad oddziatywaniem nanorurek weglowych i tasmowych uktadow

59



Dr Anna Jagusiak Autoreferat Zatacznik 1

supramolekularnych typu czerwieni Kongo oraz mozliwosci wigzania i uwalniania leku przez
tego typu uktady nos$nikowe prezentowatam na konferencjach naukowych krajowych i
zagranicznych jako doniesienia zjazdowe. Byly to zjazdy: (1) 2nd Polish Conference ,,Graphen
and 2D Materials” w Szczecinie (wrzesien, 2016 - prezentacja autorstwa Jagusiak A.
wNanorurki weglowe i zwigzki o charakterze supramolekularnym jako potencjalne nosniki
lekow™); (2) 17" European Congress on Biotechnology w Krakowie (2016 - prezentacja
autorstwa Jagusiak A. ,,Dispersion of carbon nanotubes by supramolecular compounds —
new system with the ability to deliver drugs™); oraz (3) Champalimaud Research Symposium
w Lizbonie (pazdziernik 2017 - prezentacja autorstwa Jagusiak A. i wsp. ,,Carbon nanotubes
dispersed with supramolecular compounds as a potential drug delivery system - properties of

the complex and mechanism of interaction”).

Dodatkowo rozszerzytam badania nad oddziatywaniem samych uktadow
supramolekularnych (bez nanorurek weglowych) z lekami. Modelowym lekiem analizowanym
w tym czasie byta doksorubicyna. W wyniku tej dziatalno$ci powstaly nastepujace publikacje:
W czasopismie ACS Omega, opublikowano prace autorstwa Kwiecinska K. i wsp. ,,Impact of
Doxorubicin on Self-Organization of Congo Red - Quantum Chemical Calculations and
Molecular Dynamics Simulations” (2020). W publikacji tej zastosowano obliczenia
kwantowo-chemiczne i symulacje dynamiki molekularnej do modelowego procesu
samoorganizacji czasteczek czerwieni Kongo w roztworze wodnym oraz wplywu czasteczek
Dox na ten proces. Do parametryzacji CR i Dox zastosowano pole sitowe CHARMM.
Wykazano, ze zaréwno czyste CR/CR, jak i mieszane dimery CR/Dox byly stabilne.
Oddziatywania Van der Waalsa migdzy jednostkami aromatycznymi byty odpowiedzialne za
tworzenie si¢ dimerdow utozonych w stos. Waznym Zrddlem stabilizacji w dimerze CR/CR byla
energia polaryzacji. W mieszanym dimerze CR/Dox dalekiego zasi¢ggu oddziatywania
elektrostatyczne byty gtowng sitg napgdowa prowadzacg do kompleksowania. Niejawny model
rozpuszczalnika wykazal, ze tworzenie dimeru CR/CR bylo faworyzowane w poréwnaniu z
dimerem CR/Dox. Symulacje dynamiki molekularnej wykazaty szybka kompleksacje. W
czystym systemie CR powstaty krotkie sekwencje struktur tasmowych. Takie struktury moga
by¢ spajane wigzaniami wodorowymi w wigksze kompleksy. Wykazano, ze aromatyczna cze$¢
czasteczki Dox wchodzi do tasm CR, a cz¢$¢ cukrowa pokrywa tasmy CR. Odkrycia te
wykazaty, ze CR moze znalez¢ zastosowanie jako no$nik w dostarczaniu czasteczek DoX,

jednak wymagane sg dalsze, bardziej szczegdlowe badania.
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Wyniki tych badan prezentowane byly réwniez przez wspolpracujaca z naszym zespotem
doktorantke, jako doniesienie zjazdowe na (1) miedzynarodowej konferencji naukowej 44"
FEBS Congress “From molecules to living systems” w Krakowie (lipiec 2019, - prezentacja
autorstwa Kwiecinska K. ,,Studies of intermolecular interactions in Congo Red and
Doxorubicin supramolecular drug delivery systems”) oraz na (2) konferencji naukowej
Current trends In Theoretical Chemistry VIII w Krakowie (wrzesien, 2019 prezentacja
autorstwa Kwiecinska K. i wsp. “Self~Assembled Supramolecular structures as a potential
Carrier System for drug delivery: analysis of interaction”).

Temat ten kontynuowano w publikacji w czasopi$mie International Journal of Molecular
Science, autorstwa Jagusiak A. i wsp. ,,Interaction of Congo Red, Evans Blue and Titan
Yellow with doxorubicin in aqueous solutions. 4 molecular dynamics study” (2019),

Stanowigcej, wczesniej opisang publikacje wchodzaca w sklad osiggnigcia naukowego.

W 2018 podjetam wspolprace z Zaktadem Fizyki Doswiadczalnej Uktadow Ztozonych
Instytutu Fizyki Jadrowej Polskiej Akademii Nauk w Krakowie i przesztam szkolenie z
wykorzystania metody spektroskopii Ramana w obrazowaniu oddzialywania ukladow
supramolekularnych, nanorurek weglowych i lekow z komoérkami. Owocem tej wspolpracy jest
publikacja w czasopi$mie International Journal of Molecular Science autorstwa Kwiecinska K.
i wsp. ,,Congo Red as a Supramolecular Carrier System for Doxorubicin: An Approach to
Understanding the Mechanism of Action” (2022). W publikacji tej opisano wychwyt i
dystrybucje doksorubicyny w linii komoérek raka piersi MCF7 monitorowane za pomocg
pomiaréw Ramana. Wykazano, ze biodostepnos¢ doksorubicyny mozna znaczaco zwigkszy¢
stosujac czerwien Kongo. Aby zrozumie¢ mechanizm dostarczania doksorubicyny przez
supramolekularne no$niki czerwieni Kongo, przeprowadzono dodatkowe pomiary
monowarstw 1 symulacje dynamiki molekularnej na modelowych btonach. Wyniki pokazaty,
ze czastki czerwieni Kongo przecinajg agregaty doksorubicyny, dziatajac jak molekularne
nozyczki, i wlaczaja je w niewielkie skupiska czerwieni Kongo. Takie mieszane klastry CR-
Dox zostaly zaadsorbowane na hydrofilowej czesci membrany modelowej, cO sprzyjato
przechodzeniu przez blong.

Niezaleznie od opisanych wyzej badan wspottworzytam publikacje nad wptywem
lekéw bez stosowanych no$nikow na wybrane komoérki nowotworowe. W czasopi§mie Journal
of Physiology and Pharmacology, opublikowano prace autorstwa Lasota M. ,,PDGF Receptor
Inhibitor — Tyrphostin AG1296 Regulates Proliferation, Survival and Migration of
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Rhabdomyosarcoma Cells by Inducting Apoptosis and Cellular Stiffnes” (2021). W tym
badaniu zbadano aktywno$¢ przeciwnowotworowa zwigzku tyrphostin AG1296, inhibitora
kinazy tyrozynowej, ktora wigze si¢ z wewnatrzkomorkowa domeng receptora PDGF
(plytkowopochodnego czynnika wzrostu) w ludzkich liniach komorek pecherzykowych i
embrionalnych RMS. Zaprezentowano wyniki, pokazujace, ze zwigzek ten jest obiecujgcym
zwigzkiem w leczeniu RMS. Lepsza znajomo$¢ patomechanizmu receptoréw kinaz
tyrozynowych moze przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych, skuteczniejszych sposobdéw

leczenia RMS.

Kontynuacja badan nad sygnalem immunologicznym i dopelniaczem rozpoczetych w

koncowvym oKresie realizacji pracy doktorskiej

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowalam réwniez badania nad oddzialywaniami
samoorganizujacych si¢ zwigzkow organicznych, tworzacych przypominajace tasme skupiska
micelarne, z biatkami. Penetruja one obszary bialek o niskiej stabilnos$ci, a taka kompleksacja
obejmuje regiony inne niz naturalne miejsce wigzania biatka. Ligand supramolekularny
przylega do faldow beta lub zwojow nieuporzadkowanych, ktore staja si¢ podatne na
kompleksowanie w wyniku zmian strukturalnych zwigzanych z funkcjg — m.in. przeciwciata
zaangazowane w kompleksy immunologiczne lub biatka ostrej fazy. Pokazano tez, ze jednak
nawet pozornie niewrazliwe bialka helikalne moga wigza¢ czerwien Kongo, jesli zawieraja
sekwencje kameleona (krotkie fragmenty peptydowe zdolne do przyjmowania rdznych
konformacji drugorzegdowych w zalezno$ci od warunkow srodowiskowych). Przyktady takich
biatlek obejmujg hemoglobing i albuming. Kompleksowanie supramolekularnej czerwieni
Kongo jest czgsto zwigzane ze zwigkszong fluorescencja, co wskazuje na rozpad miceli
ligandow w kompleksie. Zjawisko to moze by¢ wykorzystane w badaniach diagnostycznych.
Kontynuowatam roéwniez badania nad wykorzystaniem CR w badaniu sygnalizacji
wewnatrzczasteczkowej w przeciwcialach 1 jej zwigzku z aktywacja uktadu dopeiniacza. Silne
wzmocnienie kompleksu antygen-przeciwciato wynikajace z wigzania supramolekularnych
ligandow umozliwia wyzwalanie kaskady dopetniacza nie tylko frakcji przeciwciat 0 wysokim
powinowactwie, ale rowniez przeciwciatom poliklonalnym o posrednim powinowactwie. Nie
byloby to mozliwe w przypadku braku czerwieni Kongo. Selektywne kompleksowanie
supramolekularnych  ligandow z przeciwcialami zaangazowanymi w  kompleksy
immunologiczne umozliwia ich wykorzystanie jako no$nikow lekéw w systemie

immunotargetingu. Badania te opisano w monografii ,,Self-Assembled Molecules — New Kind
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of Protein Ligands. Supramolecular Ligands” wydawnictwa Springer Open, autorstwa
Roterman 1., Konieczny L. w rozdziatach stanowigcych oryginalne publikacje autorstwa: (1)
Zemanek G. i wsp. ,,Protein Conditioning for bindng Congo Red and other supramolecular
ligands” (2017) oraz (2) Jagusiak A. i wsp. ,,Supramolecular Congo red as specific ligand
of antibodies engaged in immune complex” (2017).

W czasopismie Acta Biochimica Polonica, opublikowatam prace przegladowa:
Jagusiak A. ,,An outline of the use of supramolecular compounds in biology and medicine”
(2019), w ktorej podsumowatam dotychczasowe badania nad uktadami supramolekularnymi.
Przedstawitam taS§mowe struktury supramolekularne na tle innych ukfadow
supramolekularnych, w tym systemow mieszanych, ktore przybieraja rozne ksztatty w
zalezno$ci od budowy czasteczek sktadowych. Opisatam tworzenie komplekséw z biatkami w
sposob bedacy nowym rodzajem oddzialywania przez tasmowe struktury supramolekularne,
rowniez te mieszane. Opisatam mMozliwos¢ ich dziatania jako no$niki lekow. Ponadto
zaprezentowatam uktady hybrydowe utworzone przez potaczenie tasmowych struktur
supramolekularnych z nanorurkami weglowymi wraz z danymi z badan tych struktur jako
uktadow przenoszacych leki.

Uczestniczytam rowniez w badaniach z wykorzystaniem matematycznej metody (fuzzy
oil drop model, model rozmytej kropli oleju) w obszarze poszukiwan nowych no$nikow
zdolnych do przenoszenia toksycznych lekow do celu, z wykorzystaniem uktadow
supramolekularnych typu czerwien Kongo. We wspotpracy z Zaktadem Bioinformatyki i
Telemedycyny na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w
Krakowie analizowali$my szczegolne powinowactwo taSmowych  uktadoéw
supramolekularnych do kompleksow immunologicznych oraz albuminy surowicy, ktora
okazata si¢ zdolna do ich wigzania i ochrony przed rozcienczeniem w transporcie. Zastosowana
metoda matematyczna, oparta zostata na analizie rozktadu polarnosci i hydrofobowosci w
czasteczkach biatka. Zostato to wykorzystane do lokalizacji obszaru wigzania CR w albuminie
oraz w podgrzanym tancuchu lekkim IgG, uzywanym jako model prezentujacy struktury
podobne do immunoglobulin w kompleksie immunologicznym. Wyniki potwierdzity
sugerowane wczesniej miejsce wigzania czerwieni Kongo w domenie V tancucha lekkiego IgG
I wskazaty szczeling miedzy pseudosymetrycznymi domenami albuminy jako obszar
przytaczenia barwnika. Wyniki opublikowane zostaly w czasopismie Biomolecules, jako praca
autorstwa Ptak-Kaczor M. ,,Structure and Location of Protein Sites Binding Self-Associated

Congo Red Molecules with Intercalated Drugs as Compact Ligands—Theoretical Studies”
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(2019). Temat ten kontynuowano przeprowadzajac laboratoryjne badania eksperymetalne,
opisane w czasopismach: (1) Pharmaceutics, publikacja autorstwa Jagusiak A. i wsp.
,» Interaction of Supramolecular Congo red and Congo red-Doxorubicin complexes with
proteins for drug carrier design” (2021), oraz w (2) International Journal of Molecular
Science, publikacja autorstwa Jagusiak A. i wsp. ,,Albumin binds doxorubicin via self-

assembling dyes as specific polymolecular ligands” (2022) (https://poprostunauka.cm-

uj.krakow.pl/publikacje/2022/5/), stanowigcych, wczesniej szczegdtowo opisane publikacje

wchodzace w sktad gtéwnego osiggniecia naukowego.

Kontynuacja badan nad fluorescencja czerwieni Kongo

Kontynuowalam réwniez badania nad fluorescencja czerwieni Kongo. Podj¢lismy
probe wyjasnienia przyczyny selektywnego generowania wzrostu intensywnosci fluorescencji
CR, jako efektu oddziatywania barwnika z biatkami i polisacharydami. Obserwowano rdznice
we fluorescencji w zaleznos$ci od tego, czy barwnik wystepowat w formie monomerycznych
czasteczek, czy supramolekularnych tasm. Pomiary fluorymetryczne wykazaty, ze czynniki
powodujace dysocjacje tasmowych miceli CR (etanol, mocznik, dimetylosulfotlenek (DMSO)
i cholan) przyczynity si¢ do znacznego wzrostu intensywnosci fluorescencji roztworow CR.
Dysocjacja tasmowych uktadéow supramolekularnych czerwieni Kongo i kompleksacja
monomerycznej formy CR z polimerami to dwa czynniki wyjasniajace intensywng
fluorescencje preparatow biatkowych i polisacharydowych barwionych CR. Wyniki te opisano
w czasopismie Bio-Algorithms and Med-Systems w pracy autorstwa Zemanek G. i wsp.
»Congo red fluorescence upon binding to macromolecules — a possible explanation for the
enhanced intensity ” (2017).

Kontynuacja badan nad amyloidami

Rownolegle bratam udziat w badaniach nad czerwienia Kongo, jako znanym
selektywnym ligandem amyloidowym. Podjeta zostata proba znalezienia dowodow dla
twierdzenia, ze amyloidy tacza si¢ z czasteczkami czerwieni Kongo, ktore zachowuja swoja
organizacj¢ supramolekularng. Jako dowdd tendencji czasteczek czerwieni Kongo do
samoorganizacji, przedstawitam rosnaca kwasowos¢ czasteczek wynikajaca ze wzrostu
stezenia barwnika i zauwazalny nieliniowy wzrost absorbancji w pasmie UV (300-400 nm).
Efekt ten analizowano w modelu, w ktorym wiokienka amyloidu byly symulowane przez

alkohol poliwinylowy, tworzac rusztowanie do stabilizacji dtugiej tasmy czerwieni Kongo.
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Obserwowano duzg absorbancj¢ w pasmie UV, w polgczeniu z rosngcymi zdolnosciami
asocjacyjnymi poszczego6lnych czasteczek czerwieni Kongo. Ponadto, pasma absorbancji W
$wietle UV i widzialnym ulegaja znacznemu przesunigciu, w zalezno$ci od warunkow, i moga
albo zbliza¢ si¢, albo oddala¢ od siebie, prowadzgc do zmian widmowych, ktére mozna
zaobserwowa¢ w S$wietle spolaryzowanym. Ta powszechnie obserwowana zmienno$¢
widmowa wydaje si¢ by¢ zwigzana z silng zdolnoscig do delokalizacji elektronow w
supramolekularnej czerwieni Kongo skompleksowanej z amyloidami. Wyniki te opublikowano
w czasopismie Acta Biochimica Polonica: praca autorstwa Jagusiak A. i wsp. ,,Amyloids,
Congo red and apple-green effect” (2019).

Kontynuowalam réwniez badania nad wykorzystaniem jonéw metali wigzanych z
uktadami supramolekularnymi jako znacznikéw amyloidu w mikroskopii elektronowej (EM).
CR 1 inne struktury supramolekularne moga interkalowaé rézne obce zwiazki, zwlaszcza
ptaskie. Takie ligandy hybrydowe, dziatajac jako jednostka, moga laczy¢ si¢ z biatkami i
wnika¢ do ich wnetrza wraz z ewentualnymi interkalowanymi substancjami. Jesli
interkalowany jest komplekson metalu, moze powsta¢ stabilna metaloproteina. W powstatych
w tym czasie pracach omowili$my interkalacj¢ kompleksonow metali z jonami metali
zwigzanymi Z supramolekularng czerwienig Kongo jako sposdb wprowadzania kontrastu do
agregatow amyloidopodobnych. Przeprowadzona zostata analiza porownawcza zastosowania
réznych jonéw metali tworzacych kompleksony i oddziatujacych z czerwienig Kongo (srebro,
wolfram, oldw, molibden, nikiel, miedZ i kobalt) w celu oznaczania amyloidow w analizie
metodami mikroskopii elektronowe;j.

Badalam mozliwosci zastosowania zoétcieni tytanowej (TY), ktora wykazuje silne
powinowactwo do jonow srebra oraz kompleksonu alizaryny przenoszacego jony wolframu 1
otowiu. Celem prowadzonych badan byta identyfikacja (za pomoca obrazowania EM) miejsc
wigzania barwnikow i ich dystrybucji w amyloidach i agregatach amyloidopodobnych
utworzonych in vitro, a tym samym przesledzenie poczatkowych etapow amyloidogenezy.
Powstaty mieszany ligand (CR-TY-Ag) zachowat swoja zdolno$¢ do wigzania si¢ z biatkami
(ktorg zawdzigcza CR) i jest tatwo wykrywalny w badaniach EM dzigki TY. Efektem tych
badan byto opublikowanie dwoch prac oryginalnych, z czego jednej stanowiacej rozdzial w
monografii: (1) w czasopismie Acta Biochimica Polonica, opublikowano prace autorstwa
Rybarska J. i wsp. ,,Silver ions as EM marker of congo red ligation sites in amyloids and
amyloid-like aggregates” (2017); (2) w monografii ,,Self-Assembled Molecules — New Kind

of Protein Ligands. Supramolecular Ligands” wydawnictwa Springer Open, autorstwa
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Roterman |., Konieczny L. opublikowano rozdziat stanowigcy oryginalng publikacje autorstwa
Woznicka O. i wsp. ,,Metal ions introduced to proteins by supramolecular ligands” (2017).

Wyniki tych badan prezentowano réwniez na konferencjach naukowych krajowych i
zagranicznych jako doniesienia zjazdowe. Byty to zjazdy: (1) 16" ICMS International Congress
of Medical Sciences w Butgari (2017, prezentacja autorstwa Chlopas K. i wsp., tutor:
Jagusiak A. ”Mixed supramolecular ligands as markers for amyloids in electron
microscopy”) oraz (2) 7th International Students' Scientific Conference of Young Medical
Researchers, organizowana przez Studenckie Towarzystwo Naukowe (STN) Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu (kwiecien, 2017, wystgpienie nagrodzone, prezentacja autorstwa
Chlopas K. i wsp., tutor: Jagusiak A. ,,Silver ions and Tytan yellow as EM markers of Congo
red ligation sites in amyloids™).

Rozpoczecie badan nad wykorzystaniem jonow metali zwiazanych z ukladami

supramolekularnymi w terapii przeciwdrobnoustrojowej

Badania z wykorzystaniem jonoéw metali tworzacych kompleksony i oddzialujacych z
czerwienig Kongo kontynuowalam w kontekscie wykorzystania antybakteryjnych wlasciwosci
srebra. W celu realizacji tych badan podjetam wspotprace z Katedrg Mikrobiologii na Wydziale
Lekarskim Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie (wspotpraca z:
Zaktadem Molekularnej Mikrobiologii Medycznej oraz z Zaktadem Kontroli Zakazen i
Mykologii). Wspotpraca dotyczyta analizy wptywu uzyskiwanych komplekséw z jonami
metali na wybrane szczepy bakteryjne. Badania prowadzono rowniez we wspotpracy z Katedra
Patofizjologii na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w
Krakowie. Wspoélpraca dotyczyta analizy cytotoksycznosci kompleksow —uktadow
supramolekularnych z jonami metali.

W monografii ,,Self-Assembled Molecules — New Kind of Protein Ligands.
Supramolecular Ligands” wydawnictwa Springer Open, autorstwa Roterman 1., Konieczny L.
opublikowano rozdzial stanowigcy oryginalng publikacje autorstwa Natkaniec J. i wsp.
»Supramolecular structures as carrier systems enabling the use of metal ions in antibacterial
therapy” (2017). W publikacji tej opisano aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa jonéw metali,
zwlaszcza jonow srebra, ktdra znana jest od czasoéw starozytnych. Pokazano tez, jak istotne jest
znalezienie dostepnego, taniego 1 wydajnego nosnika jonow metali. Uktad supramolekularny
sktadajacy si¢ z mieszaniny czasteczek czerwieni Kongo i zblcieni tytanowej jest silnym

czynnikiem kompleksujagcym jony srebra. Dostarczanie jonow w kompleksie z barwnikiem
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supramolekularnym jest korzystne ze wzgledu na zmniejszanie toksycznosci. Ponadto
stosowanie czerwieni Kongo zapewnia selektywne dziatanie i — dzigki zwigkszonej
rozpuszczalnosci — ulatwia sprawne rozproszenie barwnika nos$nikowego i wydalanie z
organizmu.

Temat ten kontynuowano w publikacji w czasopi$mie International Journal of Molecular
Science, autorstwa Jagusiak A. i wsp. ,,Antibacterial therapy by Ag+ ions complexed with
Titan Yellow/Congo red and Albumin during anticancer therapy of urinary bladder cancer”
(2022), stanowiacej, wczesniej doktadnie opisang publikacje wchodzaca w sktad osiggniecia

naukowego.

Wyniki wszystkich wyzej opisanych badan, dotyczace tworzenia uktadow no$nikowych
z tasmowych ukladow supramolekularnych potaczonych z wybranymi lekami lub jonami
metali, oraz opisujace ich oddzialywania z biatkami 1 nanorurkami weglowymi prezentowano
na konferencjach naukowych krajowych i zagranicznych jako doniesienia zjazdowe. Byly to
zjazdy: (1) International Conference and Expo on Nanotechnology and Separation Sciences w
Dubaju (kwiecien 2018, prezentacja autorstwa Jagusiak A. “Supramolecular ribbon-like
compounds interactions with metal ions and single-walled carbon nanotubes — challenges
for nano medicine”); (2) 43" FEBS Congress “Biochemistry Forever” oraz 18" Young
Scientists’ Forum w Pradze (lipiec 2018, prezentacja autorstwa Jagusiak A. 1 wsp.
“Supramolecular compounds interaction with chemotherapeutic drugs, antibodies and
carbon nanotubes — hybrid nanocomplexes with potential drug delivery systems
applications™); (3) 3" Congress of Polish Biosciences BIO2018 “Through interdisciplinary
approach into new solutions" and 51 Meeting of the Polish Biochemical Society and 14"
Conference of the Polish Society for Cell Biology w Gdansku (wrzesien 2018, prezentacja
autorstwa Jagusiak A. i wsp. “How to create drug delivery systems based on supramolecular
compounds, proteins and carbon nanotubes?”); (4) 1% Belarusian-polish-Lithuanian
Conference “Frontiers in Life Sciences. Signalling and Metabolism.” w Grodnie (listopad 2018,
prezentacja autorstwa Jagusiak A. “Using nanotechnology to create hybrid complexes with
drug delivery capabilities™); (5) 44" FEBS Congress “From molecules to living systems” oraz
19" Young Scientists’ Forum w Krakowie (lipiec 2019, prezentacja autorstwa Jagusiak A. i
wsp. “The role of self-assembled Congo red complexed with doxorubicin in reducing the
dose of the drug in anticancer therapy”); (6) 44" FEBS Congress “From molecules to living

systems” w Krakowie (lipiec 2019, prezentacja autorstwa Zemanek G. i wsp.
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“Supramolecular complexes of Congo red and Titan Yellow with drugs (doxorubicin and
imatinib) and their interactions with proteins (immunoglobulin light chain and albumin) for
targeted drug delivery”); (7) 45" FEBS Congress “Molecules of Life — Towards New
Horizons” w Lublianie, Stowenia oraz 20" Young Scientists’ Forum w Lovran, Chorwacja
(lipiec 2021, prezentacja autorstwa Jagusiak A. i wsp. “Supramolecular ribbon-like Congo
red and their interactions with albumin and immune complexes for medical drug delivery
purposes”); (8) ACCORD 2022 “International Conference on Drug Science” w Warszawie
(maj, 2022, prezentacja autorstwa Jagusiak A. i wsp. “Supramolecular ribbon-like ligands as
drug delivery systems for BMS-354825 to bladder cancer cells of T24 line”); (9) 25" IUBMB
- 46th FEBS — 15" PABMB Congress “The Biochemistry Global Summit” w Lizbonie,
Portugalia oraz 21" Young Scientists’ Forum w Vimeiro, Portugalia (lipiec, 2022, prezentacje
autorstwa: (9.1) Jagusiak A. i wsp. “The role of self-assembled Congo red complexed with
alboumin or carbon nanotubes as a carrier of drugs (dasatinib or doxorubicin)
in anticancer therapy”), (9.2) Lasota M. i wsp. “Effect of imatinib and dasatinib and their
complexes with the drugs delivery system of supramolecular ribbon-like structures (on an
example of Congo red) on bladder cancer cells”), (9.3) Kasparek G. i wsp. “Cytostatic and
cytotoxic effects of dovitinib (TKI-258) and its complex with the drug delivery system of
supramolecular ribbon-like structures (on an example of Congo red) on bladder cancer
cells”, (9.4) Koscik I. i wsp. “Drug delivery systems in targeted cancer therapy using
supramolecular compounds of Congo red or Evans blue, complexed with tyrosine kinases

inhibitors (dasatinib or imatinib)”.

Nowe Kkierunki badan nad wykorzystaniem jonow metali — FeT

Kontynuacja badan nad mozliwo$ciami praktycznego wykorzystania jondw metali 1 ich
potaczen z badanymi ukladami supramolekularnymi, byto zainteresowanie jonami zelaza. W
ostatnim czasie podjelismy si¢ badan nad nowym zjawiskiem ferroptoza, ktora jest procesem
Smierci komorki spowodowanym brakiem rownowagi redoks w srodowisku komorkowym. Ten
szlak $mierci komorkowej okazuje si¢ by¢ korzystny w terapii przeciwnowotworowej, dlatego
poszukuje si¢ zwigzkow indukujacych ferroptoze. W wyniku poszukiwan przez nasze zespot
optymalnej formy zastosowania zelaza, pozyskali$my nowo zsyntetyzowany kompleks Zelaza
ztozony z zelazicyjanku i winianu o nazwie FeT, ktoéry wydaje si¢ spetnia¢ te oczekiwania.
Wstepne badania wykazaly silne dzialanie hamujgce proliferacje komorek guza pecherza

moczowego T24 przez ten zwigzek. Powoduje wzrost lipidu ROS oraz spadek zredukowanego
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glutationu po wniknigciu do komorki, co jest interpretowane jako powodujace ferroptoze. Z
kolei spadek potencjalu mitochondrialnego moze wskazywaé zarowno na ferroptozg, jak i
wewngtrzng droge do apoptozy. Do czasopisma Journal of Physiology and Pharmacology,
przestano prace przedstawiajaca te wyniki. Praca autorstwa Lasota M. ,, The Use Of Prussian
Blue Related Iron Complex Fet For Inducing Peroxydation Of Cell Membrane Fatty Acids

To Create Conditions Favoring Ferroptosis” (2022) jest obecnie na etapie oceny.

Nowe kierunki badan — publikacje dvdaktyczne oraz poswiecone dzialalnosci FEBS dla

mlodych naukowcow

Poza dzialalnosciag badawcza w latach 2016-2022 angazowatam si¢ rowniez w
dziatalno$¢ dydaktyczna, koordynujac kurs ,,Biochemii z elementami Chemii” dla kierunku
Ratownictwo Medyczne, oraz wspotpracujac z Ambasadorami Edukacji FEBS. Zaowocowato
to postem mojego autorstwa zatytulowanym ,,44" FEBS Congress in Krakow — Special
Sessions on Education” (2019, Jagusiak A. i wsp.) umieszczonym na stronie internetowej
FEBS Network w sekcji Edukacyjnej, dotyczacym relacji z sesji edukacyjnej na Kongresie
FEBS 2019. Prowadzitam rowniez badania nad mozliwosciami poprawy jakosci prowadzenia
tzw. ,.krotkich kursow”. Rezultaty tych badan w postaci propozycji zmian w obrebie kursu
opublikowatam w czasopismie Postepy Biochemii, jako pracg autorstwa Jagusiak A. i wsp.
»Krotki kurs ‘Biochemia 7 elementami chemii’ w ocenie studentow kierunku Ratownictwo
Medyczne i propozycje zmian w jego nauczaniu” (2020). Zaproponowatam aktywne
zaangazowanie studentow w proces uczenia si¢ 1 zdobywania wiedzy, CO sprawia, ze nauka
rozwija ich pasje i umiejetnosci. Efekty mozna osiagnaé przez stworzenie atrakcyjnych i
przystepnych warunkow do nauki, poszukiwanie technik zwigkszajacych zaangazowanie
studentéw, wprowadzanie nowych metod dydaktycznych i edukacj¢ nakierowana na studenta.
Celem artykutu byt opis zmian planowanych w kursie ,,Biochemia z elementami chemii” na
kierunku Ratownictwo Medyczne. Zaproponowano techniki edukacyjne, ktoére powinny
wyrownac¢ szanse w nauce wsrod wszystkich studentow (ang. equal learning experience).

Dodatkowo w przygotowaniu jest publikacja pokonferencyjna (po konferencji
dydaktycznej Ars Docendi 2021) ,,Dydaktyka akademicka - nowe konteksty, nowe
doswiadczenia z serii ,, Dydaktyka Akademicka”, w ktoérej znajdzie si¢ artykul autorstwa
Kasparek G. i wsp. ,Wzbudzanie zainteresowania studentéw tematykq zajeé¢ z
wykorzystywaniem technik aktywizujqgcych podczas zajeé online”. \Wyniki prezentowano jako
doniesienie zjazdowe w sesji edukacyjnej na konferencj 25" IUBMB - 46th FEBS — 15"
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PABMB Congress “The Biochemistry Global Summit” w Lizbonie, Portugalia (lipiec, 2022,
prezentacja autorstwa: Lasota M. “Arousing students’ interest in the subject of classes with
the use of activating techniques during online classes”).

Przygotowano takze opracowanie, w ktorym przeprowadzono analiz¢ wptywu pandemii
Covid 19 na samopoczucie i warunki uczenia studentéw medycyny w Polsce i w Czechach.
Wyniki prezentowano jako doniesienie zjazdowe na konferencji 25" IUBMB - 46th FEBS —
15" PABMB Congress “The Biochemistry Global Summit” w Lizbonie, Portugalia (lipiec,
2022, prezentacje autorstwa: Patena M. i wsp. “A comparison of the impact of the Covid-19
pandemic on the quality of teaching of medical students in Poland and the Czech Republic”).

Dodatkowo od 2017 roku zaangazowatam si¢ w prace W organizacji FEBS (The
Federation of European Biochemical Societies). Uczestniczytam w pracach organizacyjnych na
rzecz przygotowania kongresu FEBS w Krakowie oraz uczestniczyltam w dzialalnos$ci
zwigzanej z rozwojem mtodych naukowcow. Stanowisko przewodniczacej Young Scientists’
Forum pozwolito na zdobycie dos§wiadczenia organizacji tego typu wydarzenia. Od tego czasu
zwigzana jestem z organizacj¢ FEBS i czynnie dzialam na rzecz mtodych naukowcé6w w Polsce
i w Europie.
W czasopi$mie Postepy Biochemii, opublikowano prace¢ autorstwa Jagusiak A. i wsp.
»Relacja z 19th Young Scientist Forum” (2022). Jest to raport ze zorganizowanego w
Krakowie w 2019 roku 19. Forum dla Mtodych Naukowcow. Natomiast w czasopiSmie
Biologia Serbica opublikowano prace¢ autorstwa Diaz-Moreno I. i wsp. ,,How FEBS Support
Young Scientists’ career” (2019). W czasopismie FEBS News w 2018 i w 2019 roku
zamieszczono stworzony przeze mnie opis przygotowan, a nastepnie realizacji dotyczacych
forum dla mtodych naukowcow opublikowane pod nazwa “The 19" FEBS Young Scientists’
forum”. Dziatalno$¢ miodych naukowcoéw w czasie trwajacej pandemii w 2020 roku
przedstawilam w poscie umieszczonym na stronie internetowej FEBS Network, zatytutowanym
»The coronavirus pandemic - What young scientists are doing for others”
(https://network.febs.org/posts/the-coronavirus-pandemic-what-young-scientists-are-doing-

for-others).

3.5. Realizowane projekty naukowo-badawcze

Projekty w realizacji

G.1.,,Wplyw wybranych inhibitoréw receptora ptytkopochodnego czynnika wzrostu (PDGFR)
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i jego kompleksu z supramolekularnym no$nikiem na komorki raka pecherza moczowego”
(grant nr K/PM1/000554). Projekt o wartosci 63 000,00 zt realizowany w ramach programu
,,Studenckie Kota Naukowe Tworzg innowacje”, finansowany ze srodkéw Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego; okres realizacji: 2022-2023; (autorzy wniosku: dr Matgorzata

Lasota, dr Anna Jagusiak).

G.2. ,,Przeciwnowotworowy efekt dziatania dasatinibu i jego kompleksu z supramolekularnym
nosnikiem na komorki raka pecherza” (grant nr ULC/P0O3/NO/03.23). Projekt miedzynarodowy
o wartosci 100 000,00 zt, finansowany z programu IDUB, realizowany w ramach programu
POB BioS; okres realizacji: 2021-2023; (kierownik projektu: dr Anna Jagusiak).

G.3. ,,Badanie mozliwosci docelowego dostarczania lekéw z wykorzystaniem albuminy,
przeciwciatl i nanorurek weglowych” (grant nr N41/DBS/000715). Projekt statutowy o wartosci
11 000,00 zi, finansowany ze $rodkow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego; okres
realizacji: 2021-2023; (kierownik projektu: dr Anna Jagusiak).

Projekty zrealizowne:

G.4. ,,Zwiazki o charakterze supramolekularnym i ich kompleksy z nanorurkami weglowymi
jako potencjalne uktady nosnikowe dla docelowego dostarczania lekow” (grant nr
K/PBD/000179; 2016/21/D/NZ1/02763). Projekt badawczy dla doktorow o wartosci 1 017
950,00 zt realizowany w ramach programu NCN Sonata 11, finansowany ze s$rodkow
Narodowego Centrum Nauki; okres realizacji: 2017-2022; (kierownik projektu: dr Anna

Jagusiak).

G.5. ,,Ocena wptywu hybrydowego ukladu ztozonego z nanorurek weglowych, zwiazkow
supramolekularnych oraz lekow na komorki prawidtowe i nowotworowe — badanie z
wykorzystaniem hodowli komoérkowych” (grant nr K/ZDS/006460). Projekt statutowy o
warto$ci 20 000,00 zt, finansowany ze srodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego;

okres realizacji: 2016-2017; (kierownik projektu: dr Anna Jagusiak).

G.6. ,,Naturalne i syntetyczne inhibitory agregacji bialek amyloidogennych — porownanie
wptywu kurkuminy oraz czerwieni Kongo i jej analogdéw na powstawanie amyloidu” (grant nr
K/ZDS/005885). Projekt statutowy finansowany ze srodkow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa

Wyzszego; okres realizacji: 2015-2016; pomoc w realizacji projektu (kierownik projektu: dr
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Barbara Piekarska).

G.7. ,,Opracowanie metody analizy patogennych biatek i polisacharydow poprzez badanie
zmian widma fluorescencji asocjujacego do nich znacznika czerwieni Kongo” (grant nr
K/ZDS/005890). Projekt statutowy finansowany ze srodkow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego; okres realizacji: 2015-2017; pomoc w realizacji projektu (kierownik projektu: dr
Grzegorz Zemanek).

G.8. ,,Zastosowanie komplekséw uktadow supramolekularnych z biatkami jako modulatoréw
aktywnos$ci komorek uktadu odpornosciowego” (grant nr K/ZDS/003781). Projekt statutowy
finansowany ze srodkow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego; okres realizacji: 2013-

2015; pomoc w realizacji projektu (kierownik projektu: dr Grzegorz Zemanek).

G.9. ,,Okreslenie mozliwosci wykorzystania no$nikéw lekow zlozonych ze zwigzkéw o
charakterze supramolekularnym oraz z nanorurek weglowych w celowanej terapii
antynowotworowej” (grant nr 8/ISD MOL-MED/2012). Projekt bedacy czgscig projektu
,»Interdyscyplinarnych Studiow Doktoranckich MOL-MED - Nauki Molekularne dla
Medycyny” o wartosci 176 000,00 zt, finansowany ze srodkow Europejskiego Funduszu
Spotecznego w ramach Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki; okres realizacji: 2011-2015;

(kierownik projektu: Anna Jagusiak).

G.10. ,,Okreslenie mozliwosci wykorzystania nos$nikow lekow zlozonych ze zwigzkéw o
charakterze supramolekularnym oraz z nanorurek weglowych w celowanej terapii
antynowotworowej” (grant nr K/DSC/001370). Dotacja celowa dla mitodych naukowcow
UJCM o wartosci 55 850,00 zt, finansowany ze $rodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa

Wyzszego; okres realizacji: 2013-2015; (kierownik projektu: Anna Jagusiak).

G.11. ,,Okreslenie mozliwosci zastosowania ligandéow supramolekularych do specyficznego
kierowania lekéw oraz do diagnozowania amyloidoz in vivo” (grant nr K/ZDS/002831).
Projekt statutowy finansowany ze srodkow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego; okres
realizacji: 2011-2014; wspotlwykonawca (kierownik projektu: dr Barbara Piekarska).

G.12. ,,Okreslenie mozliwosci specyficznego kierowania lekéw za pomoca wigzania przez
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przeciwciata kompleksow lek-ligand supramolekularny” (grant nr K/ZDS/002408). Projekt
statutowy finansowany ze s$rodkow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego; okres

realizacji: 2011-2014; wspétwykonawca (kierownik projektu: dr Barbara Piekarska).

G.13. ,,Modulowanie przez czerwien Kongo aktywnos$ci komorek linii monocytarnej i dziatania
TNF na komoérki nowotworowe” (grant nr K/ZBW/000423). Badania witasne finansowane ze
srodkow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego; okres realizacji: 2009-2011; pomoc w

realizacji projektu (kierownik projektu: dr Grzegorz Zemanek).

G.14. ,,Analiza mechanizmu wigzania barwnikéw supramolekularnych przez rozpuszczalne
kompleksy antygen-przeciwciato” (grant nr P/235/L). Projekt statutowy finansowany ze
srodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego; okres realizacji: 2007-2008;

wspolwykonawca (kierownik projektu: dr Barbara Piekarska).

G.15. ,Nanostruktury w poszukiwaniu techniki docelowego transportu lekéw” (grant nr
K/PBW/000075). Projekt finansowany ze s$rodkow Komitetu Badan Naukowych; okres

realizacji: 2007-2010; wspotwykonawca (kierownik projektu: dr Barbara Piekarska).

G.16. ,,Poszukiwanie procedury umozliwiajacej segregacje populacji komorkowych pod
wzgledem aktywnos$ci ich receptorow adhezyjnych, przy uzyciu supramolekularnych
barwnikow bisazowych” (grant nr WL/265/P/L, zmieniony na K/ZBW/000153). Projekt
statutowy finansowany ze s$rodkow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego; okres
realizacji: 2006-2007; wspotwykonawca (kierownik projektu: dr Grzegorz Zemanek).

G.17. ,,Ocena mobilizacji nerwowych komoérek macierzystych do krwi obwodowej ze szpiku
kostnego podczas urazow czaszkowo-mozgowych” (grant nr CR102/2004) Badania wtasne
finansowane ze srodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego; okres realizacji: 2004-

2005, pomoc w realizacji projektu (kierownik projektu: dr med. Stanistaw Kwiatkowski).

3.6.  Wspélpraca naukowa z krajowymi i zagranicznymi osrodkami naukowymi

e Ofsrodek: National University of Singapore, Faculty of Science, Department of Pharmacy,
Singapore (od 2012 roku)
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Charakter: Podjeto miedzynarodowa wspotprace z Wydziatem Farmacji na Uniwersytecie
w Singapurze. Wspoélpraca przy realizacji zadan w ramach projektow nr 8/ISD MOL-
MED/2012 oraz nr K/PBD/000179 (2016/21/D/NZ1/02763). Wspoétpraca dotyczy analizy
wykorzystania nanorurek weglowych jako nos$nikow lekéw w leczeniu chorob

nowotworowych. Nawigzane kontakty stanowig poczatek dalszej wspotpracy w przysztosci.

Osrodek: Department of Medical Chemistry and Biochemistry, Department of Biology and
Biomedical Center, Faculty of Medicine in Pilsen, Charles University, Pilsen, Czech
Republic (od 2021 roku do chwili obecnej)

Charakter: Podjeto miedzynarodowa wspolprace z Wydziatem Medycyny na
Uniwersytecie Karola (Katedra Chemii Medycznej 1 Biochemii, Katedra Biologii oraz
Centrum Biomedycznym) w ramach grantow nr K/PMI/000554 oraz projektu
U1C/P03/NO/03.23. Wspolpraca dotyczy analizy wpltywu inhibitora receptorowych kinaz
tyrozynowych i jego kompleksu z no$nikiem supramolekularnym na ekspresje micro-RNA
145 i micro-RNA 146b, ktore maja zwigzek z progresja i inwazjg nowotworu pecherza.

Wspdlne badania stanowig podstawe do kontynuowania badan w przysztosci.

OSrodek: Katedra Mikrobiologii na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Jagiellonskiego
Collegium Medicum w Krakowie, we wspotpracy z zaktadami: Zaktadem Molekularnej
Mikrobiologii Medycznej oraz z Zaktadem Kontroli Zakazen i Mykologii (od 2016 roku do
chwili obecnej).

Charakter: Wspotpraca przy realizacji zadan w ramach projektu badawczego NCN Sonata
11 nr K/PBD/000179 (2016/21/D/INZ1/02763). Wspoélpraca dotyczy analizy wpltywu
uzyskiwanych kompleksow z jonami metali na wybrane szczepy bakteryjne.

Przeprowadzone badania stanowig podstawe do kontynuowania badan w przysztosci.

Osrodek: Katedra Patofizjologii na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Jagiellonskiego
Collegium Medicum w Krakowie (od 2016 roku do chwili obecnej).

Charakter: Wspotpraca przy realizacji zadan w ramach projektu badawczego NCN Sonata
11 nr K/PBD/000179 (2016/21/D/NZ1/02763). Wspotpraca dotyczy analizy
cytotoksycznosci  kompleksow ukladow supramolekularnych z jonami metali.

Przeprowadzone badania stanowig podstawe do kontynuowania badan w przysztosci.
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Osrodek: Katedra Farmakologii na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Jagiellonskiego
Collegium Medicum w Krakowie (od 2021 roku do chwili obecnej).

Charakter: Wspolpraca przy realizacji zadan w ramach projektow badawczych nr
K/PBD/000179 (2016/21/D/NZ1/02763), K/PMI/000554 oraz U1C/P03/NO/03.23.
Wspoélpraca dotyczy analizy zywotnosci komorek nowotworowych pod wpltywem
kompleksow uktadow supramolekularnych z wybranymi lekami i inhibitorami kinaz

tyrozynowych. Wspoélne badania beda kontynuowane w przysztosci.

Osrodek: Katedra Histologii na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Jagiellonskiego
Collegium Medicum w Krakowie (od 2022 roku).

Charakter: Wspotpraca przy realizacji zadan w ramach projektu badawczego nr
K/PBD/000179 (2016/21/D/INZ1/02763). Wspotpraca dotyczy analizy aktywnosci
mitochondriow w komorkach nowotworowych pod wptywem komplekséw uktadow
supramolekularnych z potencjalnymi lekami wptywajacymi na generowanie S$mierci

komorkowe;.

Osrodek: Zaktad Fizyki Doswiadczalnej Uktadow Ziozonych Instytutu Fizyki Jadrowej
Polskiej Akademii Nauk w Krakowie (od 2018 roku do chwili obecnej)

Charakter: Wspoélpraca przy realizacji zadanh w ramach projektu badawczego nr
K/PBD/000179 (2016/21/D/NZ1/02763) oraz w ramach pracy doktorskiej pt ,,Czerwien
Kongo jako modelowy supramolekularny uktad no$nikowy do transportu lekow”
doktorantki studiéw InterDokMed (projekt nr POWR.03.02.00-00-1013/16). Wspotpraca
dotyczy mozliwosci dostarczania lekow do komorek nowotworowych za posrednictwem
uktadéw supramolekularnych oraz nanorurek weglowych analizowanych metoda
spektroskopii Ramana. Przeprowadzone badania stanowig podstawe do kontynuowania

badan w przysztosci.

Osrodek: Laboratorium Skaningowej Mikroskopii Elektronowej Instytutu Katalizy i
Fizykochemii Powierzchni im Jerzego Habera, Polskiej Akademii Nauk w Krakowie (od
2012 roku do chwili obecnej).

Charakter: Wspotpraca przy realizacji zadan w ramach realizacji pracy doktorskiej (projekt
8/1ISD MOL-MED/2012, projektow badawczych nr K/PBD/000179
(2016/21/DINZ1/02763) oraz N41/DBS/000715. Wspoélpraca dotyczy obrazowania
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mozliwosci tworzenia kompleksow uktadow supramolekularnych z lekami oraz z
nanorurkami  weglowymi 1 agregowanymi cieplnie immunoglobulinami metoda
skaningowej i transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Analiza dotyczy réwniez sktadu
pierwiastkowego probki w preparatach, w ktorych obecne sg jony metali. Przeprowadzone
badania stanowity podstawe do ich dalszego prowadzenia oraz sg plany ich kontynuowania

w przysztosci.

Osrodek: Miedzynarodowe Centrum Mikroskopii Elektronowej dla Inzynierii Materiatlowe;j
Akademii Gorniczo-Hutniczej w Krakowie (2012 - 2015).

Charakter: Wspotpraca przy realizacji zadan w ramach realizacji pracy doktorskiej (projekt
8/ISD MOL-MED/2012. Wspotpraca dotyczyta obrazowania mozliwosci tworzenia
kompleksow ukladéow supramolekularnych z nanorurkami weglowymi metoda
wysokorozdzielczej mikroskopii elektronowej transmisyjny HR-TEM; Tecnai G2 20 TWIN
(FEI); Titan3 G2 60-300 (FEI).

Osrodek: Pracownia Mikroskopii Elektronowej i Preparatyki — PMEP Uniwersytetu
Rzeszowskiego (2012 - 2015).

Charakter: Wspotpraca przy realizacji zadan w ramach realizacji pracy doktorskiej (projekt
8/ISD MOL-MED/2012. Wspotpraca dotyczyta obrazowania mozliwosci tworzenia
kompleksow uktadow supramolekularnych z nanorurkami weglowymi metoda

wysokorozdzielczej mikroskopii elektronowej transmisyjny HR-TEM Tecnai Oziris (FEI).

Osrodek: Pracownia Mikroskopii Skaningowej Nauk Biologicznych i Geologicznych,
Wydziatu BiNoZ Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie (2012-2015).

Charakter: Wspotpraca przy realizacji zadan w ramach realizacji pracy doktorskiej (projekt
8/ISD MOL-MED/2012). Wspotpraca dotyczyla obrazowania mozliwosci tworzenia
kompleksow uktadow supramolekularnych z nanorurkami weglowymi 1 ich oddziatywania
z komoérkami metoda skaningowej mikroskopii elektronowej z zastosowaniem mikroskopu
z zimng katodg model S-4700 (Hitachi) ze spektrometrem dyspersji energii promieniowania

rentgenowskiego firmy NORAN Instruments do analizy sktadu pierwiastkowego probki.

Osrodek: Firma Wyatt Technology (2012-2015)
Charakter: Wspotpraca przy realizacji zadan w ramach realizacji pracy doktorskiej (projekt
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8/ISD  MOL-MED/2012) oraz  projektu  badawczego nr  K/PBD/000179
(2016/21/DINZ1/02763). Wspotpraca dotyczyta pomiarow $rednic hydrodynamicznych
kompleksow uktadéw supramolekularnych z lekami oraz z nanorurkami weglowymi metoda

dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS).

Osrodek: Zespot Nanotechnologii Polimerow i Biomateriatow na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie we wspotpracy z Firmag LABSOFT z Warszawy
(2012-2015).

Charakter: Wspotpraca przy realizacji zadan w ramach realizacji pracy doktorskiej (projekt
8/ISD MOL-MED/2012). Wspotpraca dotyczyta obrazowania mozliwosci tworzenia
kompleksow uktadow supramolekularnych z nanorurkami weglowymi metoda mikroskopii
sit atomowych: Dimension Fast Scan oraz Dmension ICON (Bruker Nano). Powierzchnie
SWNT analizowano za pomoca trybu Peak Force QNM (Quantitive NanoMechanics)
umozliwiajagcego rownoczesne mapowanie topografii powierzchni ijej wiasciwosci

mechanicznych.

Osrodek: Pracownia Mikrokalorymetrii Malopolskiego Centrum Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie (2012-2015).

Charakter: Wspotpraca przy realizacji zadan w ramach realizacji pracy doktorskiej (projekt
8/ISD MOL-MED/2012). Wspolpraca dotyczyta oceny stabilnosci uktadow
supramolekularnych w réznych stezeniach oraz ich kompleksow z nanorurkami weglowymi,
z dodatkiem lub bez dodatku leku. Zastosowano metode skaningowej mikrokalorymetrii
réznicowej (DSC; NANO DSC 111 model 6300), ktora umozliwia badanie efektow cieplnych
towarzyszacych procesom zachodzacym podczas ogrzewania lub chtodzenia badanej

probki.

Osrodek: Zaktad Chemii Teoretycznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie (2015 do chwili obecnej).

Charakter: Wspotpraca przy realizacji zadan w ramach projektu badawczego nr
K/PBD/000179 (2016/21/D/NZ1/02763) oraz w ramach pracy doktorskiej pt ,,Czerwien
Kongo jako modelowy supramolekularny uktad nos$nikowy do transportu lekow”
doktorantki studiow InterDokMed (projekt nr POWR.03.02.00-00-1013/16). Wspotpraca

dotyczy symulacji metodg dynamiki molekularnej (MD) uktadéw supramolekularnych oraz
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ich komplekséw z lekiem. Zastosowano metode parametryzacji badanych czgsteczek
przeprowadzong w polu sitowym CHARMM. Okre$lano réwniez powinowactwo
modelowego leku i leku w kompleksie z no$nikiem supramolekularnym do modelowej blony

lipidowej stosujac filmy Langmuira. Wspolne badania sg caty czas prowadzone.

Osrodek: Zaklad Bioinformatyki i Telemedycyny na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium w Krakowie (2004 do chwili obecnej).

Charakter: Wspoélpraca przy realizacji wielu zadan dotyczacych modelowania
molekularnego oddziatywan pomiedzy uktadami supramolekularnymi a lekami i biatkami
realizowanymi przed osiggnieciem stopnia doktora oraz w ramach projektu badawczego nr
K/PBD/000179 (2016/21/D/NZ1/02763). Wspotpraca dotyczy wykorzystania narze¢dzia
matematycznego, ktore polega na analizie rozktadu polaryzacji i hydrofobowosci w
czasteczkach biatka (model rozmytej kropli oleju), do znalezienia lokalizacji obszaru
wigzania w albuminie oraz miejsca zakotwiczenia uktadow supramolekularnych w
podgrzanym tancuchu lekkim IgG stosowanym jako model prezentujacy struktury podobne

do immunoglobulin. Wspélne badania sg caly czas prowadzone.

Osrodek: Zaktad Chemii Teoretycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Marii Curie -
Sktodowskiej w Lublinie (2011 do chwili obecnej).

Charakter: Wspotpraca przy realizacji zadan w ramach realizacji pracy doktorskiej (projekt
8/ISD MOL-MED/2012) oraz  projektu  badawczego nr  K/PBD/000179
(2016/21/DINZ1/02763). Wspotpraca dotyczyta symulacji metodg dynamiki molekularnej
(MD) uktadow supramolekularnych oraz ich komplekséw z lekiem 1 nanorurkami
weglowymi. Analizowano wptyw mieszanych uktadow supramolekularnych na mozliwo$¢
tamania nanorurek weglowych. Zastosowano metode parametryzacji badanych czasteczek
przeprowadzong w polu sitowym CHARMM i AMBER. Przeprowadzone badania stanowia

podstawe do kontynuowania badan w przysztosci.

3.7. Staze naukowe

2013 - staz zagraniczny na Uniwersytecie w Singapurze (National University of Singapore,
Faculty of Science, Department of Pharmacy). Finansowany ze s$rodkow Wydzialu

Lekarskiego UICM KNOW - Krajowego Naukowego Osrodka Wiodacego w dziedzinie
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medycyny na lata 2012-2017. Staz obejmowal prace laboratoryjne dotyczace systemow
dostarczania lekow, gtownie z wykorzystaniem nanorurek weglowych. Wyjazd ten pozwolit
na zdobycie praktycznej wiedzy zwigzane] z metodyka pracy z no$nikami lekow.
Wspoélpraca zagraniczna zaowocowata publikacja naukowg napisang wspélnie z
naukowcami z Uniwersytetu w Singapurze (Wong, B.S., Yoong, S.L., Jagusiak, A., Panczyk,
T., Ho, H.K., Ang, W.H., Pastorin, G. (2013). Carbon nanotubes for delivery of small
molecule drugs. Advanced Drug Delivery Reviews 65 (15): 1964-2015. ScholarBank@NUS
Repository. https://doi.org/10.1016/j.addr.2013.08.005, IF 15.47)

2018 — szkolenie w Zaktadzie Fizyki Doswiadczalnej Uktadéw Ztozonych Instytutu Fizyki
Jadrowej Polskiej Akademii Nauk w Krakowie z wykorzystania metody spektroskopii
Ramana w obrazowaniu oddzialywania uktadow supramolekularnych, nanorurek
weglowych i lekow z komdrkami. Wspotpraca naukowa zaowocowata publikacjg napisang
wspolnie z naukowcami z IFJ PAN (Kwiecinska, K.; Stachowicz-Kusnierz, A.; Korchowiec,
B.; Roman, M.; Kwiatek, W.M.; Jagusiak, A.; Roterman, I.; Korchowiec, J. (2022) Congo
Red as a Supramolecular Carrier System for Doxorubicin: An Approach to Understanding
the Mechanism of Action. International Journal of Molecular Science 23, 8935.
https://doi.org/10.3390/ijms23168935, IF 6,208) oraz wystapieniami konferencyjnymi.
2003-2005 — wspotpraca i szkolenie na Wydziale Lekarskim w Zaktadzie Immunologii
Klinicznej i Transplantologii Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum wspotpraca
z Oddziatem Neurochirurgii Kliniki Chirurgii Dziecigcej Uniwersyteckiego Szpitala
Dziecigcego W Krakowie oraz udzial w pracach Kota Naukowego Neurochirurgicznego
Studentéw Medycyny UJCM. Wspoélpraca naukowa zaowocowala wystgpieniami

konferencyjnymi.

3.8.  Nagrody i wyréznienia

e 2013 — Nagroda na Il Konferencji Naukowej Doktorantow Wydzialu Lekarskiego i
Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego - Collegium Medicum, Krakow, za
prezentacje ustng pt.. ,,Badanie wilasciwosci komplekséw nanorurek weglowych i
zwiazkow typu czerwieni kongo jako potencjalnych uktadéw celowanego dostarczania
lekow”

e 2014 — Nagroda na IV Konferencji Doktorantow Uniwersytetu Jagiellonskiego -

Collegium Medicum, Krakow, za prezentacj¢ posterowa pt.: ,,Nanorurki weglowe i
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3.9.

3.10.

zwiazki typu czerwieni Kongo jako hybrydowy nos$nik lekow”

2015 — Wyroznienie pracy doktorskiej

2017 — Medal bragzowy za dlugoletnig stuzbg¢ od Prezydenta Rzeczpospolitej Polskiej
(postanowieniem z dnia 14 sierpnia 2017r.)

2017 — Nagrodzone wystgpienie studentki, prezentujacej badania, ktorych bytam
tutorem: Chiopas K. i wsp., tutor: Jagusiak A. ,,Silver ions and Tytan yellow as EM
markers of Congo red ligation sites in amyloids” na 7th International Students'
Scientific Conference of Young Medical Researchers, organizowana przez Studenckie
Towarzystwo Naukowe (STN) Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu

2020 — Nagroda Dziekana UJCM za dorobek naukowy

2020 — Nagroda w kategorii ,,Naukowiec Przysztosci 2020 przyznana przez Forum
Inteligentnego Rozwoju

2021 — Nagroda Dziekana UJCM za dorobek naukowy

Recenzje prac naukowych

2015 - Bio Algoritms and Med Systems (wyd. de Gruyter)

2017 - Bio Algoritms and Med Systems (wyd. de Gruyter)

2019 - Przewodniczaca Lokalnego Komitetu Organizacyjnego 19. FEBS YSF podczas
oceny nadestanych abstraktow (255) i selekcji do ostatecznej liczby 102 uczestnikéw
19. FEBS YSF

2020 - Bio Algoritms and Med Systems (wyd. de Gruyter)

2020 - Pharmaceutics

2021 - Biomolecules

2021 - Pharmaceutics

2022 - cztonek Komisji Ewaluacyjnej wystapien ustnych na 21. FEBS YSF w Vimeiro,
Portugalia

Przynaleznos¢ do organizacji i towarzystw naukowych

FEBS Working Group on the Careers of Young Scientists, Federation of European

Biochemical Societies, FEBS (co-opted member od 2021, obecnie wybrana na
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3.11.

petnoprawnego cztonka grupy podczas 62" FEBS Council meeting w lipcu 2022).
FEBS Education Committee — cztonek grupy roboczej na FEBS Network Federation of
European Biochemical Societies

Rola tacznika pomiedzy FEBS Working Group on the Careers of Young Scientists, a
FEBS Education Committee od lipca 2022

Polskie Towarzystwo Biochemiczne (PTBioch). Okres cztonkostwa: od 01.06.2016 do
chwili obecnej.

Cztonkostwo Rady Redakcji czasopisma ,,Postepy Biochemii” (od 2019 do chwili

obecnej)

Inne rodzaje aktywnosci naukowej

2014 — wygloszenia prezentacji ustnej pt. ,, Badanie wiasciwosci kompleksow
nanorurek weglowych i zwigzkow typu czerwieni Kongo jako potencjalnych uktadow
celowanego dostarczania lekéw” na seminarium Zakladu Chemii Teoretycznej na
Wydziale Chemii UJ

2016 — wygloszenie prezentacji ustnej pt. ,, Kompleksy nanorurek weglowych z
uktadami supramolekularnymi” na seminarium Zakladu Chemii Teoretycznej na
Wydziale Chemii UJ

2016 — wygloszenie prezentacji ustnej pt. ,, Self~assembling molecules complexed with
carbon nanotubes as potential drug delivery system” na seminarium "The Light
Scattering Toolkit for Essential Biophysical Characterization of Proteins and

Macromolecules", Wyatt Technology Europe GmbH, Krakéw

4. DZIALALNOSC DYDAKTYCZNA, ORGANIZACYJNA I POPULARYZUJACA
NAUKE

4.1.

Dzialalno$¢ dydaktyczna

Od poczatku zatrudnienia w Katedrze Biochemii Lekarskiej UJCM (od 2004 roku)

bytam zaangazowana w udzial w zajeciach dydaktycznych. Poczatkowo w latach 2004-2011,

jako Starszy Referent Techniczny bratam udzial w przygotowywaniu ¢wiczen laboratoryjnych

dla studentow roznych kierunkéw. Nastepnie jako asystent (pracownik naukowo-dydaktyczny)
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w latach 2011-2017, a od roku 2017 do chwili obecnej jako adiunkt (pracownik naukowo-
dydaktyczny) jestem zaangazowana w prowadzenie zaje¢¢ dydaktycznych. Biorg czynny udziat
w opracowaniu materiatdéw dydaktycznych (prezentacji, testow, kartkowek) oraz prowadzeniu
zaje¢ seminaryjnych i ¢wiczen laboratoryjnych z zakresu Chemii i Biochemii ze studentami
Wydziatu Lekarskiego UJCM (studenci | i Il roku Kkierunku lekarskiego w ramach kursu
,Biochemia z elementami chemii”) oraz od roku akademickiego 2015/2016 ze studentami |
roku kierunku Ratownictwa Medycznego Wydziatu Nauk o Zdrowiu (kurs ,,.Biochemia z
elementami chemii”).

Od roku akademickiego 2019/2020 jestem koordynatorem kursu ,,Biochemia z elementami
chemii” dla kierunku Ratownictwa Medycznego Wydzialu Nauk o Zdrowiu. W ramach
prowadzonego kursu podjetam si¢ zadania opracowania materialdow na ¢wiczenia W postaci
opisow przypadkow, kart pracy oraz sprawozdan.

We wczeéniejszych latach prowadzitam takze zajgcia ze studentami 11 roku Kierunku lekarsko-
dentystycznego w ramach kursu ,,Biochemia”, studentami Il roku Oddzialu Analityki
Medycznej w ramach kursu ,,Biochemia” oraz ze studentami kierunku Farmacja w ramach
kursu ,,Biochemia”.

Prowadzone przeze mnie zajecia oceniane sa w wicgkszosci bardzo wysoko w ankietach
studenckich.

W 2003 roku, podczas studiow magisterskich zrealizowatam kurs pedagogiczny. W latach
2012-2013 bratam wudziat w Kursie pedagogicznym zakonczonym egzaminem:
,,Zaawansowane techniki edukacyjne w naukach medycznych. Kurs podstawowy. Edycja V11~
koordynowanym przez prof. dr hab. Jadwige Mirecka (w ramach Pro Bono Colegii Medici
Universitatis Jagiellonicae). W 2014 bratam udziat w warsztatach dydaktycznych Ars Docendi
pt. ,,Metodyka pracy ze studentami rozpoczynajacymi studia w roku akademickim 2014/2015”.
W 2016 bratam udziat w wydarzeniach realizowanych w ramach ,,Tygodnia Jakosci
Ksztalcenia na Uniwersytecie Jagiellonskim”.

W 2019 wzigtam aktywny udziat w zjezdzie Ambasadorow Edukacji organizacji FEBS —
Federation of European Biochemical Societies (4" Education Ambassadors Meeting w Tibilisi
w Gruzji na llia State University) petnigc funkcje Ambasadora Edukacji Biochemii z ramienia
Polski. Bytam jednym z 41 uczestnikow z krajow zaangazowanych w dziatania edukacyjne w
poszczegolnych Europejskich Towarzystwach Biochemicznych. Od tego czasu jestem
zaangazowana we wspolprace z Komitetem Edukacji FEBS. W 2021 roku wziglam udzial w

wirtualnym spotkaniu 5™ Education Ambassadors’ Meeting.
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Od 2018 jestem tez zaangazowana w dzialalno§¢ FEBS Network Room for Educators.
Prowadz¢ dzialalno$¢ na rzecz propagowania edukacji biochemii w Polsce i Europie
nawigzujac kontakty w srodowisku miedzynarodowym, umieszczajac posty edukacyjne, np.:

https://network.febs.org/posts/54632-44th-febs-congress-in-krakow-special-sessions-on-

education). W 2019 zaproponowatam utworzenie w czasopismie Postepy Biochemii dziatu
dotyczacego edukacji i w 2020 roku opublikowatam prace pt. ,, Krotki kurs ‘Biochemia z
elementami chemii’ w ocenie studentow kierunku Ratownictwo Medyczne i propozycje zmian
W jego nauczaniu .

W latach 2021-2022 bytam opiekunem Studenckiego Kota Naukowego ,, Terapii Celowanej i
Uktadéw Supramolekularnych UJCM”. W ramach dziatalno$ci kota przygotowano i
prezentowano wyniki badan w formie prezentacji posterowych i ustnych, przygotowano Targi

Kot Naukowych i prezentacje w szkotach podstawowych.

4.2.  Opieka naukowa nad studentami i doktorantami

4.2.1. Studenci i doktoranci indywidualni

W ramach dziatalno$ci dydaktycznej sprawowatam opieke¢ nad:

e 2013-2014 - opieka nad praktyka studencka studentki kierunku lekarskiego.
Nadzorowatam i uczestniczytam w wykonaniu czesci doswiadczen, ktorych efektem byta
wspalna publikacja: Jagusiak A. i wsp. ,, Intramolecular Immunological Signal Hypothesis
Revived - Structural Background of Signalling Revealed by Using Congo Red as a Specific
Tool ”, 2014, Mini-Rev. Med. Chem., 14(13): 1104-1113 (IF 2,903, MNiSW 25).

e 2013-2021 - opieka nad praktyka studencka studentki kierunku lekarskiego w ramach
dziatalno$ci w Naukowym Studenckim Kole Biochemii Lekarskiej w Katedrze Biochemii
Lekarskiej. W 2014 sprawowatam opieke nad prowadzonym przez studentke tematem:
,,Badania nad mozliwosciqg znakowania jonami srebra supramolekularnych ukiadow
tworzonych przez czerwien Kongo, dla celow analizy kompleksow tego barwnika z
biatkami oraz nanorurkami weglowymi za pomocg mikroskopii elektronowej” W ramach
Kota Naukowego. Studentka uczestniczyla w realizacji projektow badawczych nr
K/DSC/001370 oraz nr K/ZDS/006460 oraz jako wspotwykonawca w grancie naukowym
NCN nr K/PBD/000179 (2016/21/D/INZ1/02763). Efektem wspolpracy jest 14 wspolnych

publikacji naukowych oraz 9 doniesien zjazdowych (w tym 3 wystapien ustnych). Bratam
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udziat jako tutor w przygotowaniu studentki do wystgpien konferencyjnych, w tym
nagrodzonego w 2017 wystapienia Chtopas K. i wsp., (tutor: Jagusiak A.) ,,Silver ions and
Tytan yellow as EM markers of Congo red ligation sites in amyloids” na konferencji
miedzynarodowej: 7th International Students' Scientific Conference of Young Medical
Researchers, organizowana przez Studenckie Towarzystwo Naukowe (STN) Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu.

2017 - opieka nad studencka praktyka wakacyjng studentki Uniwersytetu Jagiellonskiego,
Wydzialu Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej, kierunku: Zaawansowane
Materiaty i Nanotechnologie o specjalizacji: Biomaterialy.

2018 - opieka nad praktyka studencka studenta kierunku lekarskiego w ramach dziatalnosci
w Naukowym Studenckim Kole Biochemii Lekarskiej w Katedrze Biochemii Lekarskiej.
Udzial w pracach przy realizowanym projekcie naukowym NCN nr K/PBD/000179
(2016/21/DINZ1/02763). Efektem wspotpracy bylo wspdlne doniesienie zjazdowe
Jagusiak A. i wsp. ,,How to create drug delivery systems based on supramolecular
compounds, proteins and carbon nanotubes?”).

2021-2022 - promotor pracy magisterskiej pt. ,,Badanie mozliwosci docelowego
dostarczania lekow z wykorzystaniem ukladow supramolekularnych na przyktadzie biekitu
Evansa” studentki studiow stacjonarnych Il stopnia Wydziatu Biotechnologii i
Ogrodnictwa na Uniwersytecie Rolniczym im. H. Koltataja w Krakowie. Przeprowadzitam
szkolenia z technik analizy uktadow supramolekularnych i ich oddziatywania z biatkami i
lekami. Uczestniczylam w przygotowaniu magistrantki do prezentacji w ramach
seminariow magisterskich oraz prezentacji na obronie pracy magisterskiej oraz
dokonywatam korekty pracy magisterskiej. Efektem wspolpracy oprocz obronionej w
czerwcu 2022 roku pracy magisterskiej jest 5 wspolnych publikacji naukowych oraz 4
doniesienia zjazdowe.

2020-2022 - opiekun obowigzkowych praktyk studenckich studenta UJ WBBIB. Student
uczestniczy =~ w  realizacji  projektéw  badawczych: nr  K/PBD/000179
(2016/21/D/NZ1/02763) oraz nr U1C/P03/N0/03.23. Prowadzono badania majace na celu
zbadanie zwigzkéw o charakterze supramolekularnym i ich komplekso6w z nanorurkami
weglowymi jako potencjalnych uktadow nosnikowych dla docelowego dostarczania
lekow. W drugim projekcie realizowano eksperymenty majace na celu zbadanie
przeciwnowotworowego efektu dziatania dasatinibu 1 jego kompleksu z

supramolekularnym no$nikiem na komorki raka pecherza. Efektem wspotpracy sa 2
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wspoélne publikacje naukowe oraz 3 doniesienia zjazdowe.

e 2018-2022 - opieka naukowa nad doktorantka Srodowiskowych Studiéw Doktoranckich
,Interdyscyplinarno$¢ dla medycyny Innowacyjnej” InterDokMed. Doktorantka realizuje
temat badawczy: ,, Czerwien Kongo jako modelowy supramolekularny uktad nosnikowy do
transportu lekéw . Doktorantka realizuje zadania projektu badawczego nr K/PBD/000179
(2016/21/DINZ1/02763), odpowiadajac miedzy innymi za cze$¢ projektu zwigzang z
modelowaniem molekularnym oraz pomiarami z wykorzystaniem metody spektroskopii

Ramana.

4.2.2. Studenckie Kolo Naukowe

Oprocz sprawowanej we wezesniejszych latach opieki nad indywidualnymi studentami
z kota naukowego, w pdzniejszym czasie wspolnie opiekowatam si¢ Studenckim Kotem
Naukowym ,,Terapii celowanej i uktadow supramolekularnych” dziatajacym przy Katedrze
Biochemii Lekarskiej UJCM. Efektem dziatalnosci SKN byty doniesienia zjazdowe na

konferencji migdzynarodowej, publikacje i dziatalnos¢ spoteczna.

4.2.3. Miedzynarodowa konferencja organizowana przed doktorantow dla doktorantow

W ramach dziatalno$ci FEBS Working Group for the Career of Young Scientists jestem
zaangazowana w pomoc przy organizacji Konferencji FEBS-ENABLE-IUBMB w Kolonii
2023. Jest to konferencja organizowana przez doktorantéw dla mtodych naukowcow. Jako
przedstawiciel FEBS w SOC (Scientific Organising Committee) odpowiadam za nadzor nad

wlasciwg organizacja wydarzenia.

4.3. Dzialalno$¢ organizacyjna

e FEBS Working Group — Young Scientists

Jestem oficjalnie wybranym przez zarzad FEBS cztonkiem FEBS Working Group on
the Careers of Young Scientists. Prowadze dziatalno$¢ na rzecz mtodych naukowcow z Europy
stowarzyszonych w ramach Federation of European Biochemical Societes (FEBS). Jestem

wspottworca ,,FEBS Young Scientists’ Room” na FEBS Network
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(https://network.febs.org/rooms/611-the-febs-young-scientists-forum)  oraz ~ wspoitworca

zaktadki ,,Early-career Scientist” na FEBS Network (https://network.febs.org/channels/723-

early-career-scientist).

e Udzial w organizacji sesji specjalnych podczas Kongresow FEBS

Jestem pomystodawcg i 0sobg odpowiedzialng za inicjatywg wydarzenia ,,FEBS YSF
Bridge”, zorganizowanego po raz pierwszy w Krakowie w 2019 roku. Wydarzenie to miato na
celu integracje $rodowiska mtodych naukowcow podczas corocznych kongresow FEBS:
wymiang informacji, przekazanie wiadomosci na temat mozliwosci wyjazdéw, aplikowania na
wydarzenia organizowane przede wszystkim dla mtodych naukowcow. Nastepnie wydarzenie
kontynuowano jako FEBS YSF Bridge Event 2021 podczas 45 Kongresu FEBS w Lublianie
oraz jako FEBS YSF Bridge Event 2022 podczas Kongresu 25"IUBMB-46"FEBS-
15"PABMB w Lizbonie.

Bralam réwniez udzial w przygotowaniach i organizacji Specjalnej Sesji FEBS
Workshop on Integration of Activities for Young Scientists (YSF, ENABLE, Junior Sections)
— ,,Bringing together young researchers across Europe and beyond” podczas Kongresu
25MUBMB-46"FEBS-15"PABMB w Lizbonie.

e FEBS-ENABLE-IUBMB, Cologne 2023
Jestem cztonkiem naukowego komitetu organizacyjnego (przedstawiciel FEBS)
konferencji FEBS-ENABLE-IUBMB w Kolonii w 2023 roku. Pemie role tacznika pomiedzy

FEBS a studentami organizujacymi spotkanie dla mtodych naukowcow.

e 22 FEBS YSF (22" FEBS Young Scientists’ Forum), Tours 2023
Jestem cztonkiem komitetu organizacyjnego FEBS Young Scientists’ Forum w Tours
(Francja) w 2023 roku.

e 21 FEBS YSF (21% FEBS Young Scientists’ Forum), Vimeiro 2022

Jako cztonek FEBS Working Group on the Careers of Young Scientists pomagatam w
realizacji 21. Forum dla Mtodych Naukowcow w Vimeiro (Portugalia): udzielatam wsparcia
przy ocenie nadestanych aplikacji, wyborze wykladowcow, realizacji wydarzenia. Bylam

cztonkiem trzyosobowej komisji ds. wyboru najlepszych prezentacji.
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e 20 FEBS YSF (20" FEBS Young Scientists’ Forum), Lovran 2021 (forma wirtualna)

Jako cztonek FEBS Working Group on the Careers of Young Scientists pomagatam w
realizacji 20. Forum dla Mtodych Naukowcow w Lovran (Chorwacja): udzielatam wsparcia
przy ocenie nadestanych aplikacji, wyborze wykladowcow, realizacji wydarzenia. Bylam

przewodniczacg jednej z wirtualnych sesji na 20th FEBS YSF w Lovran 2021.

e 19 Forum dla Mlodych Naukowcéw, Krakéw 2019 (19" FEBS YSF), Przewodniczaca
komitetu organizacyjnego (19" FEBS Young Scientists’ Forum)

Od 2016 roku pracowatam nad zorganizowaniem Forum dla Mtodych Naukowcow
(Young Scientists’” Forum) w dniach 3-6.07.2019. Pehnitam role kierownika Komitetu
Organizacyjnego wydarzenia organizowanego dla okolo 100 mtodych naukowcow
zrzeszonych w  Federacji  Europejskich ~ Towarzystw  Biochemicznych  (FEBS)

https://2019.febscongress.org/ysf-committee.

e 44 FEBS Congress Organizing Committee
Bratam udziat jako cztonek w pracach Komitetu Organizacyjnego Kongresu Federacji
Europejskich Towarzystw Biochemicznych (Federation of European Biochemical Societes) dla

1825 uczestnikow FEBS Congress — https://2019.febscongress.org/committees. Prowadzitam

przygotowania do mig¢dzynarodowego Kongresu FEBS, w ktorym wzigto udziat 1825
naukowcow z catego $§wiata. Trwaty one od listopada 2016 i obejmowaly m.in. tworzenie
programu naukowego, wspoiprace z wltadzami FEBS, weryfikacje aplikowanych zgloszen,
zorganizowanie zaplecza lokalowego oraz promowanie Kongresu wraz z YSF w $rodowisku
naukowym. W krakowskim Kongresie uczestniczyly 103 osoby 2z Uniwersytetu
Jagiellonskiego, w tym 7 z nich jako przewodniczacy sesji tematycznych.

Dzigki dodatkowo podjetym staraniom uzyskatam takze dofinansowanie Kongresu z
MNiSW na udzial mtodych polskich naukowcow w Kongresie w Krakowie, co pozwolito na

refundacj¢ kosztow udziatu 135 oséb, w tym 17 z Uniwersytetu Jagiellonskiego.

e Udzial w pracach Ambasadorow edukacji FEBS

Prowadze dziatalno$¢ w Komitecie Edukacyjnym FEBS. Bratam udziat w 4" Education
Ambasadors Meeting - spotkaniu ambasadorow edukacji biochemii w Thbilisi, w Gruzji
(kwiecien 2019) oraz w wirtualnym spotkaniu 5 Education Ambassadors’ Meeting (2021).

Jestem wspotzatozycielem zaktadki “Educators” na FEBS Network
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(https://network.febs.org/channels/724-educator).

e Adaptacja pomieszczen na pracowni¢ komorkowa w Katedrze Biochemii Lekarskiej
UJCM
Pelitam nadzoér nad remontem 1 adaptacja pracowni naukowej (mikroskopowej, DLS 1

pracowni komérkowej). Pozyskatam $rodki na opisane zadanie.

e Udzial w pracach grupy ds. relokacji Katedry Biochemii Lekarskiej UJCM

Od 2020 roku jestem powotana w sktad grupy zajmujacej si¢ relokacja Katedry
Biochemii Lekarskiej UJCM z centrum Krakowa do nowej lokalizacji w Krakowie —
Prokocimiu. Moim zadaniem jest interpretacja i tworzenie planoéw, lokalizacji sprzetow w
nowych pomieszczeniach, kontakt z osobami odpowiedzialnymi na Uniwersytecie za

przenosiny.

e Wklad w PTBioch w powstanie Junior Section
Bratam udziat w utworzeniu w 2022 roku grupy dla mtodych naukowcéw (FEBS Junior

Section), dzialajacej w Polskim Towarzystwie Biochemicznym PTBioch.

4.4.  Dzialalnos¢ popularyzujaca nauke

e Przewodniczaca FEBS 19" YSF w 2019 oraz czlonek komitetu organizacyjnego: 44
Kongresu FEBS 2019, 22t YSF w 2023 i FEBS-ENABLE-IUBMB w 2023

W 2016 roku zostalam powotlana do komitetu organizacyjnego Kongresu Federacji
Europejskich Towarzystw Biochemicznych FEBS organizowanego w Krakowie w 2019 roku,
w ktorym wziglo udzial ok 1900 oséb z Europy i calego $wiata. Bratam udzial w
przygotowaniu programu naukowego, ustaleniach pomigedzy Komitetem naukowym kongresu,
przedstawicielami FEBS oraz firmg organizujaca kongresy.

Roéwnoczesnie w 2016 roku zostalam powotana na stanowisko przewodniczacej 19.
Forum dla Mtodych Naukowcow, organizowanego w formie wydarzenia przedkongresowego
w Krakowie w 2019 roku, w ktorym wzigto udziat ok 100 oséb z Europy i catego §wiata.
Bralam wudziat w przygotowaniu programu naukowego, decydowatam o wyborze
wyktadowcow, koordynowatam prace komitetu organizacyjnego, ztozonego z przedstawicieli

wigkszych jednostek badawczych z réznych polskich miast, koordynowalam ustalenia
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pomiedzy przedstawicielami FEBS, komitetu organizacyjnego i firmy organizujacej forum
(budzet, organizacja miejsca spotkania, zakwaterowania, wyzywienia, przylotow
zaproszonych gos$ci, wydarzen towarzyszacych itp.), kontaktowatam si¢ z uczestnikami,
organizowatam ocen¢ 1 wybor uczestnikow spotkania.

W 2022 roku, po odwotaniu kongresu FEBS, ktéry miat mie¢ miejsce w 2023 roku w
Moskwie, zostatam powotana do migdzynarodowego komitetu organizacyjnego 22. Forum dla
Mtodych Naukowcow, ktory bedzie miat miejsce w 2023 roku w Tours we Francji.

W 2022 roku zostalam rowniez powotana do Naukowego Komitetu Organizacyjnego
(SOC, Scientific Organizing Committee) konferencji FEBS-ENABLE-IUBMB organizowanej
w 2023 roku w Kolonii przed mtodych naukowcow dla mtodych naukowcow. W wydarzeniu
tym pehlni¢ rol¢ przedstawiciela FEBS, tacznika pomiedzy miodymi organizatorami a

organizacja FEBS.

e Pozyskanie grantu MNiSW na dofinansowanie udzialu mlodych polskich naukowcéw
w FEBS Congress
Wspoéttworzytam wniosek nr 805/P-DUN/2019 o grant MNiSW na dofinansowanie
udzialu miodych polskich naukowcow w FEBS Congress. Celem dofinansowania byto
upowszechnianie informacji naukowych i naukowo- technicznych w ramach mi¢dzynarodowej
konferencji naukowej (The 44" FEBS Congress Krakéw 2019 — ,,From molecules to living

systems”). Wniosek zostat zaakceptowany do finansowania.

e Zamieszczenie postow na FEBS Network

Jestem aktywnym uzytkownikiem FEBS Network — internetowej sieci wymiany
informacji na tematy naukowe, edukacyjne w miedzynarodowym $rodowisku Towarzystw
Biochemicznych. W ramach prowadzonej aktywnosci animowatam przestrzen dla Forum dla
Mtodych Naukowcow (YSF 2019 Room): zarzadzanie wygladem strony: posty, informacije,
artykuly naukowe i popularnonaukowe. Bylam uczestnikiem YSF 2018 Room — aktywny
udziat w postaci FEBS Communnication Chellenge (post nt. swojego miejsca pracy i miasta, w
ktorym mieszkam). Jestem redaktorem i zarzadca Strony na FEBS Network dla mtodych
naukowcow. Jestem rowniez autorem postu na platformie dla edukatoréw FEBS (post pt. ,,44"

FEBS Congress in Krakow - special sessions on education”).
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Dodatkowo popularyzowatam nauke i spotkania naukowe miodych badaczy w FEBS News
publikujac teksty: (1) Jagusiak A. ,,The 19th FEBS Young Scientists Forum” w 2018, s. 30 oraz
(2) Diaz-Moreno 1., Jagusiak A. ,,The 19th FEBS Young Scientists Forum” w 2019, s. 20-22.

e Pomystodawca FEBS YSF Bridge Event

Jestem autorem inicjatywy ,,FEBS YSF Bridge Event” realizowanej corocznie od 2019
roku podczas kolejnych kongresoéw FEBS. Spotkania maja na celu wymiang informacji i
doswiadczen pomigdzy mlodymi badaczami a takze osobami zaangazowanymi w organizacji
FEBS w dziatania na rzecz mtodych naukowcéw. Wraz ze studentami z kola naukowego
wykonatam statuetke ,,Mostu Leonarda da Vinci” symbolizujaca kolejne coroczne spotkania

mtodych naukowcow w ramach FEBS Young Scientists’ Forums.

e Popularyzacja nauki wsrod dzieci i mlodziezy
Bratam udzial w opiece nad studentami z SKN, ktorzy zorganizowali Stoisko
propagujace doswiadczenia naukowe dla dzieci 1 mtodziezy podczas Targow Kot Naukowych

w Krakowie.

e Udzial w Festiwalu Nauki w Krakowie
W ramach popularyzacji nauki od wielu lat bior¢ udzial w Festiwalu Nauki podczas
ktorego Katedra Biochemii Lekarskiej UJICM organizowala stoisko promujace biochemiczne

eksperymenty naukowe wérod dzieci i mtodziezy z krakowskich szkot.

e Dzialalno$¢ upowszechniajagca nauke na wschodzie, majaca na celu wsparcie
srodowisk naukowych

W 2018 roku uczestniczytam w Polsko-Litewsko-Biatoruskiej Konferencji poswigconej

Andrzejowi Sniadeckiemu w 250-lecie urodzin, jako czlonek delegacji przedstawicieli

Polskiego Towarzystwa Biochemicznego (dzialalno§¢ upowszechniajaca naukg na wschodzie,

majaca na celu wsparcie srodowisk naukowych).

5. DODATKOWE KURSY | SZKOLENIA

e 2022 — Szkolenia w ramach Tygodnia Jako$ci Ksztatcenia 2022 na Uniwersytecie
Jagiellonskim pt. (1) ,, Zagrozenia wystepujace w trakcie zaje¢ dydaktycznych oraz przy
wykonywaniu prac dyplomowych 1 doktorskich; §rodki zapobiegawcze”; (2) Spotkanie
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online jako forma wspotpracy oraz nauczania — kurtuazja w sieci”; (3) ,,Wykorzystaj swoj
czas” — zapobieganie niekorzystnym czynnikom psychospotecznym wynikajacym z
organizacji pracy”

2021 — IV Konferencja Ars Docendi, Wsparcie potencjalu dydaktycznego nauczycieli
akademickich i doktorantow

2021 — warsztaty dla kadry dydaktycznej UJ w zakresie przeciwdziatania dyskryminacji
2021 — szkolenie ,,Technologies to Explore Kinase Biology — From Basic Research to Drug
Discovery”

2021 — Forum Inteligentnego Rozwoju (Torun)

2018 — Kurs obstugi programu Origin — graficzna wizualizacja danych oraz podstawy
analizy danych w $rodowisku programu

2018 — szkolenie aplikacyjne z obstugi analizatora wielkosci czastek nanometrycznych 1
potencjatu zeta Zetasizer Nano ZSP (A.P. Instruments Sp. z 0.0.)

2018 — szkolenie ,,Polski Klub Malverna — Analizatory Zetasizer i NanoSight w pomiarach
wielkosci czastek”

2017 — praktyczne warsztaty zespolowe ,,Prawidlowe realizowanie projektow naukowych
finansowanych ze zrodet zewnetrznych. Praktyczne warsztaty zespotowe — edycja I[V”
2016 — szkolenie "Prawidlowe realizowanie projektow naukowych finansowanych ze
zrddet zewnetrznych. Praktyczne warsztaty zespotowe - edycja 11", Krakow,

2016 — szkolenie ,,Zarzadzanie projektami” w ramach Tygodnia Jakosci Ksztatcenia 2016
na Uniwersytecie Jagiellonskim

2016 — szkolenie "Zarzadzanie projektami", Grupa PM, Krakow,

2016 — warsztaty z przygotowania wnioskow o finansowanie projektoéw badawczych
organizowanych przez NCN, Krakow

2016 — Academic training "The Light Scattering Toolkit for Essential Biophysical
Characterization of proteins and Macromolecules” (Jagiellonian Center of Innovation, Life
Science Park in Krakow)

2015 — Seminarium "Badania kliniczne wyroboéw medycznych -teoria i praktyka"; Med.-
Tech Camp 2015, Matopolski Osrodek Medycyny Translacyjnej, Krakow

2015 — seminarium "Hodowla komorek", LGC, Krakow

2015 — 3-dniowym szkolenie "Komercjalizacja wynikow praz badawczych" FNP, Projekt

Skills, Warszawa
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2015 — seminarium "Nowe testy na bazie reporterow do mierzenia endogennego poziomu
ekspresji oraz testy komorkowe do monitorowania w czasie rzeczywistym"”, Promega,
Krakow

2015 — szkolenie "Pierwsza pomoc i resuscytacja krazeniowo oddechowa', Katedra
Anestezjologii i Intensywnej Terapii UICM, Krakow

2015 — kurs "English for Medical Purposes", Krakow

2015 — kurs jezyka angielskiego (test of English for International Communication,
zakonczony otrzymaniem certyfikatu po zdanym egzaminie TOEIC)

2014 — Warsztaty dydaktyczne Ars Docendi pt. Metodyka pracy ze studentami
rozpoczynajacymi studia w roku akademickim 2014/2015

2014 — certyfikat TOEIC (test of English for International Communication); udziat w kursie
jezyka angielskiego

2014 — seminarium: "Rozw¢j i skalowanie proceséw chemicznych: synteza - optymalizacja
- charakteryzacja. Od projektu do wdrozenia (METTLER TOLEDO)

2014 — szkolenie w zakresie Ultra-Speed AFM firmy JPK (Instytut Biotechnologii UJ)
2014 — szkolenie w zakresie AFM organizowanym przez firm¢ LABSOFT

2014 — 111 Wyjazdowe Warsztaty Naukowe pt. "Terapie XXI wieku" (IkiFP, Zakopane)
2014 — IV Stacjonarne Warsztaty Naukowe pt. "Ludzie sukcesu” (IKiFP, Krakow),
prezentacja ustna A. Jagusiak ,,Badanie wtasciwosci kompleksow nanorurek weglowych i
zwiazkow typu czerwieni Kongo jako potencjalnych uktadow celowanego dostarczania
lekéw”

2013 — Il Stacjonarne Warsztaty Naukowe pt. ,, Zaawansowane techniki w badaniach
naukowych” w ramach ISD ,,Nauki Molekularne dla Medycyny”

2013 — Il Wyjazdowe Warsztaty Naukowe pt. “Medycyna regeneracyjna”, Zakopane
(prezentacja ustna: ,,Przeglad no$nikow do celowanego transport sSiRNA”)

2013 — Udziat w przeprowadzeniu praktycznego egzaminu OSCE dla studentow III roku
WL UJCM organizowanego przez Zaklad Dydaktyki Medycznej UJICM w Krakowie,
pomoc przy egzaminowaniu

2012-2013 — Udziat w rocznym specjalistycznym kursie jezyka angielskiego w ramach ISD
MOL-MED

2012 — Il Stacjonarne Warsztaty Naukowe pt. ,,Zaawansowane techniki w badaniach
naukowych” w ramach ISD ,,Nauki Molekularne dla Medycyny”

2012 — 1 Wyjazdowe Warsztaty Naukowe pt. "Stres oksydacyjny” (IkiFP, Ochotnica Dolna)
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2012 — Kurs ,,Kompetencja i umiejetnosci informacyjne” (Pro Bono Collegii medici
Universitas Jagiellonicae)
2012 — szkota Promocji Nauki, szkolenie Sztuka prezentacji
2012 — seminarium ,,Hodowle komérkowe” (Merck Millipore)
2012 — seminarium ,,Testy komoérkowe: metody i narzedzia do badania odpowiedzi
komorkowej” (Promega)
2011 — Academic training "Mammalian cell cultures™ (Merck Millipore)
2011 — I Stacjonarne Warsztaty Naukowe “Molekularne i genetyczne aspekty chordb
uktadu nerwowego” Scientific Workshop "Molecular and genetic aspects of diseases of the
nervous system” (Institute of Catalysis and Surface Chemistry, Polish Academy of Science)
2011-2015 — Udziat w kursach, zakonczonych egzaminami (w ramach ISD MOL-MED):
- " Chemia w pigutce" prof. dr hab Patrycja Dynarowicz-Latka
- "Statystyka: wyktad i ¢wiczenia" dr Agnieszka Pac
- "Techniki do§wiadczalne w naukach molekularnych I" dr. hab. Agnieszka Stowik prof. UJ
WL UJCM
- "Techniki doswiadczalne w naukach molekularnych I1" dr hab Wojciech Macyk
- "Choroby cywilizacyjne I" dr hab. Agnieszka Stowik prof. UJ-WL UJCM
- "Choroby cywilizacyjne 11" dr hab. Agnieszka Stowik prof. UJ-WL UJCM
2003-2005 — Academic training and cooperation with Department of Clinical Immunology
and Transplantation UJCM in the implementation of the project "Evaluation of the
mobilization of neural stem cells to peripheral blood from bone marrow during cranio-

cerebral injuries"
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