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1. Imi¢ i Nazwisko
Sylwia Lukasiewicz
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

e dyplom magistra biotechnologii w zakresie biologii molekularnej i biochemii —
otrzymany z wyrdznieniem - 2003 r.,
Wydziat Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego.
Tytul pracy: ,,Wptyw mutacji punktowej Pro 160 Ala biatka CRP Escherichia coli na
jego strukture oraz zdolnos$¢ oddziatywania z o podjednostka polimerazy RNA”
promotor: prof. dr hab. Zygmunt Wasylewski

e Stopien naukowy doktora nauk biologicznych w zakresie biochemii —
otrzymany z wyroznieniem - 2009 r.,
Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego.
e Tytul pracy: ,,Fluorescencyjne badania dimeryzacji w obrebie receptorow
dopaminowych i serotoninowych w uktadzie modelowym in vitro”
promotor: prof. dr hab. Marta Dziedzicka-Wasylewska

3. Informacje o zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

Obecnie

Od 2012 Asystent z dr — Zaktad Biochemii Fizycznej,
Wydzial Biochemii, Biofizyki 1 Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego

Poprzednie

2009 - 2012 samodzielny biolog — Zaktad Biochemii Fizycznej,
Wydzial Biochemii, Biofizyki 1 Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego

2010 - 2011 zatrudnienie w ramach realizacji projektu ,,Depresja —
mechanizmy — terapia” — Pracownia Farmakologii
Biochemicznej, Instytut Farmakologii,
Polska Akademia Nauk

2003 zatrudnienie w ramach realizacji projektu ,,Lipidy diety

regulatorami ekspresji genow rdéznicowania si¢ komorek
DLARFID” - Zaktad Biochemii Klinicznej, Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego



4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki

(Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

4.1 Tytul osiagnie¢cia naukowego

INTERAKCJE NANOKAPSULKA - KOMORKA DOCELOWA

— BADANIA W KIERUNKU OPRACOWANIA NANONOSNIKA DLA KLOZAPINY.

4.2 Publikacje naukowe bedace podstawa wniosku o0 wszczecie postepowania
habilitacyjnego

[H1] tukasiewicz S, Szczepanowicz K.(*) In vitro interaction of polyelectrolyte nanocapsules with
model cells. Langmuir (2014) 30:1100-1107. doi: 10.1021/1a403610y.
IF 2014=4.457, IF5=4.543, MNiSW=35, Liczba cytowan=18

(*) — autor korespondujacy

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu koncepcji, sformulowaniu celow
badawczych i zaplanowaniu ich realizacji. Opracowaniu protokotdéw do eksperymentow
biologicznych, przeprowadzeniu doswiadczen wstgpnych. Wykonaniu wszystkich doswiadczen
biologicznych. Analizie i interpretacji wynikow, przygotowaniu tekstu manuskryptu (za wyjatkiem
fragmentéw opisujgcych doswiadczenia chemiczne), odpowiedzi na uwagi recenzentdéw oraz korekcie
manuskryptu wg ich zalecen. Ponadto bylam kierownikiem projektu naukowego obejmujgcych
badania opisane w niniejszej pracy. M¢j udziat procentowy szacuje¢ na 50% (w cze¢$ci biologicznej —
100%).

[H2] tukasiewicz, S.(*), Szczepanowicz, K., Btasiak, E., Dziedzicka-Wasylewska, M. Biocompatible
Polymeric Nanoparticles as Promising Candidates for Drug Delivery. Langmuir (2015) 31:6415-6425.
doi: 10.1021/acs.langmuir.5b01226.

IF 2015=3.993, IF5=4.210, MNiSW=35, Liczba cytowan=18

(*) — autor korespondujacy

M¢j wklad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu koncepcji, sformutowaniu celow
badawczych, zaplanowaniu ich realizacji. Koordynowaniu wszystkich zadan badawczych. Wykonaniu
wszystkich do§wiadczen biologicznych (Cell Cullture; Cell Viability and Cytotoxicity Assays: MTT
Reduction Test, LDH Cytotoxicity Detection; Vybrant Phagocytosis Assay; Flow Cytometry
Experiments; Morphological Studies of THP-1 Cell Differentiation) oraz zaplanowaniu
eksperymentoéw z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej (Confocal Microscopy Imaging). Analizie
1 interpretacji wynikow, przygotowaniu tekstu manuskryptu (za wyjatkiem fragmentow opisujacych
doswiadczenia chemiczne), zredagowaniu cato$ci pracy, odpowiedzi na uwagi recenzentOw oraz
korekcie manuskryptu wg ich zalecen. Ponadto bylam kierownikiem projektu naukowego
obejmujacych badania opisane w niniejszej pracy. M¢j udzial procentowy szacuje na 80%
(w czgsci biologicznej — 90%).



[H3] tukasiewicz S (*), Szczepanowicz K, Podgérna K, Btasiak E, Majeed N, Ogren S.0.0, Nowak W,
Warszynski P, Dziedzicka-Wasylewska M. Encapsulation of clozapine in polymeric nanocapsules and
its biological effects. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, (2016) 140:342-352. doi:
10.1016/j.colsurfb.2015.12.044.

IF 2016=3.887, IF5=4.295, MNiSW=35, Liczba cytowan=12

(*) — autor korespondujgcy

Moj wkltad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu koncepcji, sformulowaniu celéw
badawczych 1 zaplanowaniu ich realizacji. Koordynowaniu wszystkich zadan badawczych.
Wykonaniu wszystkich do§wiadczen biologicznych (Cell Cullture; Cell Viability and Cytotoxicity
Assays: MTT Reduction Test, LDH Cytotoxicity Detection; Vybrant Phagocytosis Assay; Flow
Cytometry Experiments) zaplanowaniu eksperymentow z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej
(Confocal Microscopy Imaging), zaplanowaniu i wspotudziale w wykonaniu eksperymentow
dotyczacych biodystrybucji nanokapsutek (CLO-NCs biodistribution), sformutowaniu potrzeby
wykonania eksperymentow dotyczacych badan behawioralnych (Behavioral studies) oraz nawigzaniu
wspolpracy z wykonawcami powyzszych eksperymentow. Analizie 1 interpretacji wynikow,
przygotowaniu tekstu manuskryptu (za wyjatkiem fragmentow opisujacych doswiadczenia
chemiczne), zredagowaniu cato$ci pracy, odpowiedzi na uwagi recenzentdow oraz korekcie
manuskryptu wg ich zalecen. Ponadto bytam kierownikiem projektow naukowych obejmujacych
badania opisane w tej niniejszej pracy. M¢j udzial procentowy szacuj¢ na 65% (w czgéci biologicznej
— 75%).

[H4] tukasiewicz S (*), Btasiak E, Szafran-Pilch K, Dziedzicka-Wasylewska M. Dopamine D2 and
serotonin 5-HT1A receptor interaction in the context of the effects of antipsychotics - in vitro studies.
J Neurochem. (2016) 137:549-560. doi: 10.1111/jnc.13582
IF 2016=4.083, IF5=3.973, MNiSW=30, Liczba cytowan=14

(*) — autor korespondujacy

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu koncepcji, sformutowaniu celow
badawczych 1 zaplanowaniu ich realizacji. Koordynowaniu wszystkich zadan badawczych.
Wykonaniu wszystkich do$wiadczen za wyjatkiem do$wiadczen immunohistochemicznych oraz
pomiaréw FLIM. Analizie i interpretacji wynikow, przygotowaniu tekstu manuskryptu, zredagowaniu
cato$ci pracy, odpowiedzi na uwagi recenzentow oraz korekcie manuskryptu wg ich zalecen. Ponadto
bylam kierownikiem projektu naukowego obejmujacych badania opisane w niniejszej pracy. Moj
udziat procentowy szacuj¢ na 80%.

[H5] tukasiewicz S(*), Btasiak E, Szczepanowicz K, Guzik K, Bzowska M, Warszynski P, Dziedzicka-
Wasylewska M. The interaction of clozapine loaded nanocapsules with the hCMEC/D3 cells - In vitro
model of blood brain barrier. Colloids Surf B Biointerfaces. (2017) 1:200-210. doi:
10.1016/j.colsurfb.2017.07.053

IF 2017=3.997, IF5=4.294, MNiSW=35, Liczba cytowan=0

(*) — autor korespondujacy

M¢j wklad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu koncepcji, sformutowaniu celow
badawczych 1 zaplanowaniu ich realizacji. Koordynowaniu wszystkich zadan badawczych.
Wspoétudziat w wykonaniu doswiadczen biologicznych (Cell Cullture; Cell Viability and Cytotoxicity
Assays: Cell Titer blue Test, Luminescence ATP Detection Assay, LDH Cytotoxicity Detection; Flow
Cytometry Experiments; Transcytosis experiments) zaplanowaniu eksperymentéw z wykorzystaniem
mikroskopii konfokalnej (Confocal Microscopy Imaging), zaplanowaniu i wspotudziale w wykonaniu
eksperymentéw dotyczacych komoérek hMDMSs. Analizie i interpretacji wynikow, przygotowaniu
tekstu manuskryptu (za wyjatkiem fragmentow opisujacych doswiadczenia chemiczne), zredagowaniu
cato$ci pracy, odpowiedzi na uwagi recenzentéw oraz korekcie manuskryptu wg ich zalecen. Ponadto
bylam gtownym wykonawcg projektu naukowego obejmujacych badania opisane w ninigjszej pracy.
Moéj udziat procentowy szacuje na 65% (w czesci biologicznej — 70%).



[H6] tukasiewicz S.(*), Fic E, Bzowska M, Dziedzicka-Wasylewska M. Isolation of human monoclonal
scfv antibody specifically recognizing the D2-5-HT1A heteromer. Journal of New Developments in
Chemistry (2019) 2:18-25. doi: 10.14302/issn.2377-2549.jndc-19-2736

Liczba cytowan=0
(*) — autor korespondujgcy

Mo wkltad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu koncepcji, sformutowaniu celow
badawczych i zaplanowaniu ich realizacji. Samodzielnym wykonaniu wigkszosci zadan badawczych
oraz planowaniu i koordynowaniu pozostatych eksperymentdw. Analizie i interpretacji wynikow,
przygotowaniu tekstu manuskryptu, zredagowaniu catosci pracy, odpowiedzi na uwagi recenzentow
oraz korekcie manuskryptu wg ich zalecen. Ponadto bylam kierownikiem projektéw naukowych
obejmujacych badania opisane w tej niniejszej pracy. Moj udziat procentowy szacuj¢ na 85%.

4.3 Przedstawienie celu naukowego i osiagnietych wynikow wraz z omowieniem ich

ewentualnego wykorzystania

4.3.1 Tlo naukowe

Schizofrenia - uznawana za jedng z najpowazniejszych chordb psychicznych -
zaliczana jest do chorob przewlektych uwarunkowanych wieloczynnikowo (zaréwno aspekty
biologiczne, biochemiczne jak i czynniki spoleczne skorelowane sa z wystepowaniem tej
jednostki chorobowej) o nie w pelni poznanej etiologii. Dotyka ona ok. 1% populacji na
swiecie 1 wcigz pozostaje bez zadowalajaco efektywnej terapii [1]. W krajach rozwinigtych
schizofrenia klasyfikowana jest wsrdd 10 najczestszych przyczyn niepetnosprawnosci
spotecznej obywateli. Powszechnie choroba ta kojarzona jest z halucynacjami, urojeniami
1 omamami zaliczanymi do tzw. objawoéw wytworczych ale w jej przebiegu pojawiaja si¢
rowniez tzw. objawy ubytkowe (m.in. zaburzenie prawidlowego funkcjonowania spotecznego
1 emocjonalnego chorych, zmniejszenie zdolnosci do wyrazania emocji, uposledzenie mowy
1 czynno$ci wolicjonalnych) oraz zaburzenia poznawcze (m.in. zaburzenia uwagi,
koncentracji, pamieci i funkcji wykonawczych) [2]. W przebiegu choroby poza zmianami
behawioralnymi obserwuje si¢ rowniez zmiany strukturalno-funkcjonalne wewnatrz mozgu
(atrofia 1 zmniejszenie aktywnos$ci neuronéw w obrgbie kory mozgowej). Badania
neuroobrazowe wskazuja na znaczny ubytek tkanki nerwowej w przedniej czgs¢ zakretu
obreczy, tylnym zakrecie skroniowym oraz zakrecie czotowym gornym [3].

Podstawg terapii schizofrenii stanowi leczenie farmakologiczne, cho¢ ogromng rolg
przypisuje si¢ rowniez socjo- I psychoterapii oraz psychoedukacji skierowanej nie tylko do
pacjentow ale rowniez do ich rodzin i ludzi z najblizszego srodowiska. Nie dziwi zatem fakt,

ze jest to jedna z najbardziej kosztownych chordb psychicznych. Statystyki dotyczace



skuteczno$ci terapii nie sg jednoznaczne. Jednakze mozna stwierdzi¢, iz jedynie 1/3
pacjentow odpowiada na leczenie pozytywnie, a zastosowane $rodki pozwalaja chorym na
w miar¢ normalne funkcjonowanie. W pozostatych przypadkach poprawa stanu zdrowia nie
nastepuje albo jest niesatysfakcjonujaca [4]. Z uwagi na ztozony charakter choroby
niemozliwym jest opisanie jej przyczyn za pomoca jednej spojnej teorii. Kluczowym
zaburzeniem na poziomie biochemicznym obserwowanym w przebiegu schizofrenii jest
nieprawidlowe funkcjonowanie neuroprzekaznictwa w moézgu, co stalo si¢ podstawa
opracowania Kkilku hipotez rozwoju choroby, jak koncepcja dopaminowa, serotoninowa czy
glutaminianergiczna [1,5]. Jak wspomniano powyzej, obecnie nie sg znane metody
prowadzace do catkowitego wyleczenia schizofrenii, a podawane substancje terapeutyczne
skupiajg si¢ na usuni¢ciu objawow choroby i1 zapobieganiu ich nawrotom. Po raz pierwszy
leki o charakterze przeciwpsychotycznym (tzw. klasyczne neuroleptyki) zastosowano
w latach 50tych XX wieku. Ich dziatanie — poprzez blokade receptoréw dopaminowych D,
(D2R) w prazkowiu — prowadzi do zniesieniem objawdéw wytworczych, nie wptywajac jednak
znaczaco na pozostate objawy choroby [6,7]. Ponadto ich dlugotrwale stosowanie skutkuje
pojawieniem si¢ niekorzystnych dziatan ubocznych zwigzanych z wystgpieniem gtéwnie tzw.
objawoéw pozapiramidowych, EPS (ang. extrapyramidal syndrome), skorelowanych
z uktadem ruchu; sg to m.in. drzenia, sztywno$¢, skurcze, ruchy mimowolne, niepokoj
ruchowy, pézne dyskinezy. Inne niepozadane skutki dziatania lekow przeciwpsychotycznych
to miedzy innymi: blokowanie aktywnosci acetylocholiny (manifestujace si¢ poprzez
pogorszenie ostrosci wzroku, zaparcia, zawroty glowy), sedacja, napady padaczkowe,
przyrost masy ciata, wzrost st¢zenia prolaktyny (moze powodowac¢ mlekotok, hamowac
owulacje, obniza¢ poped plciowy) oraz ztosliwy zespdt neuroleptyczny (potencjalnie
$miertelne powiktanie powodujace problemy z oddychaniem i czynno$cig serca) [6,7].
Kolejnym rodzajem farmaceutykéw wprowadzonych do kliniki w latach 90tych XX wieku sa
tzw. neuroleptyki atypowe (II generacji). Wykazuja one dzialanie poprzez wpltyw gtéwnie na
przekaznictwo zaréwno dopaminergiczne jak i serotoninergiczne, ale takze na inne klasy
neuroreceptorow 1 cechuja si¢ skutecznos$cia w kierunku objawdw tak wytworczych jak
I ubytkowych a, co wazne, nie wywotujac przy tym EPS [8]. Obecnie receptor serotoninowy
5-HT1a (5-HT1aR) uwazany jest za obiecujacy dodatkowy cel dzialania neuroleptykow
atypowych [7,8]. Doniesienia wskazujg, ze aktywacja tych receptorow zapobiega m.in.
objawom EPS wywolanym przez blokade DR, nasila neurotransmisje dopaminergiczna
w korze czolowej, ma pozytywny wplyw na nastrdj [8]. Dlatego obserwuje si¢ obecnie

rosngce zainteresowanie srodkami przeciwpsychotycznymi tzw. "III generacji", ktore maja za
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zadanie radzi¢ sobie z pozytywnymi objawami poprzez interakcje z DR (efekt blokowania)
i jednocze$nie z objawami ubytkowymi i1 deficytami poznawczymi poprzez aktywacje
5-HT;aR. Na te dzialania maja rowniez wplyw dodatkowe interakcje z innymi typami
receptorow jak: serotoninowe 5-HToaloc, glutaminianergiczne mGIuR2/3 czy NMDA
[9,10,11].

Jednak pomimo coraz lepszego profilu dziatania lekow atypowych i one nie pozostajg
bez negatywnego wplywu na organizm pacjenta. Zaréwno badania kliniczne jak
1 eksperymentalne wskazuja, ze ostabienie efektow niepozadanych nie jest catkowite, co
prawdopodobnie zwigzane jest z niespecyficznym dziataniem leku [12]. Dlatego tez wcigz
trwaja badania skupiajace si¢ na poszukiwaniu nowych substancji o wickszej skutecznosci
terapeutycznej. Punktem odniesienia dla tych poszukiwan jest klozapina, zaliczana do grupy
neuroleptykow atypowych. Lek ten jest stosowany w klinice, nie jest jednak pozbawiony
powaznych objawdéw ubocznych, takich jak: zapalenie mig¢énia sercowego, arytmia,
zwigkszenie masy ciala, zaburzenia metaboliczne, a przede wszystkim agranulocytoza
[13,14]. Z powodu ryzyka wystapienia ww. powiklan stosowanie klozapiny jest czgsto
ograniczone, jednak lek ten okazuje si¢ skuteczny w leczeniu lekoopornej schizofrenii,
u pacjentow, u ktorych stosowanie innych lekow nie przynosi oczekiwanych rezultatow [15].
Doktadny mechanizm dziatania klozapiny nie jest do konca poznany, jednakze wydaje si¢, ze
dodatkowe powinowactwo do receptoréw serotoninowych odgrywa tutaj istotng role [10,11].
Mimo, ze klozapina jest dobrze wchtaniana po podaniu doustnym, lek ten charakteryzuje
zasadniczo staba biodostgpnos¢ (<27%), co zwigzane jest z efektywnym metabolizmem
w watrobie [16,17]. Z drugiej strony, krotki okres pottrwania leku w osoczu wskazuje na
szybki klirens [16,17]. Obecnie, pomimo duzych naktadéw finansowych i zwigzanych z tym
szerokich badan a takze postepéw w opracowaniu nowych Srodkéw farmakologicznych,
skuteczno$¢ dostgpnych terapii schizofrenii jest wcigz niezadawalajagca. Wydaje sig,
ze podstawowym problemem 1 gtdwnym ograniczeniem farmakoterapii jest nieselektywne
dostarczanie lekow do dotknigtej chorobg czgsci mozgu. Niestety, dostepne $rodki
przeciwpsychotyczne, ktére powinny by¢ adresowane tylko do niewielkiej populacji
komorek, dostarczane sa do wszystkich obszarow mozgu, wykazujac niespecyficzne dziatanie
w wielu niepozadanych rejonach, w konsekwencji prowadzac do wygenerowania trudnych
1 cigzkich do wyeliminowania skutkéw ubocznych. Nie dziwi zatem fakt, iz opracowanie
skutecznej strategii leczenia schizofrenii stanowi jedno z wazniejszych wyzwan wspotczesnej

neuronauki.



Obecnie zastosowanie nanotechnologii w farmakologii molekularnej przycigga coraz
wiecej uwagi. Jednym z wiodacych nurtow nanomedycyny jest proba wykorzystania lekow
przylaczonych do nanoczastek w terapii wielu chorob. Nanoczasteczkowe systemy transportu
substancji aktywnych stwarzajg bowiem nowe mozliwosci, pozwalaja mi¢dzy innymi na
osiggniecie efektu terapeutycznego tylko w wybranym, dobrze zdefiniowanym miejscu
docelowym, tym samym prowadzac do zmniejszenia badz eliminacji niepozadanych skutkoéw
ubocznych, zwigzanych gtownie z nieselektywnym dzialaniem lekéw [18,19]. Glownymi
zaletami nanonos$nikéw sa ich subkomoérkowe rozmiary 1 tkankowo-komorkowa
biokompatybilnos¢. Dla réznych nanoformulacji wykazano poprawe kompatybilnosci
lipofilowych, stabo rozpuszczalnych w wodzie lub nawet nierozpuszczalnych w wodzie
substancji czynnych czy zwigkszong przenikalnos¢ i absorpcje leku [20,21]. Enkapsulacja
leku wydluza okres jego dziatania chronigc przed szybkim wychwytem 1 degradacja,
a poprzez kontrol¢ uwalnianej dawki umozliwia utrzymanie koncentracji leku na poziomie
wymaganego st¢zenia terapeutycznego. Strategia taka pozwala zatem na redukcje wielkosci
i czestosci stosowanych dawek [21,22]. Dodatkowo, odpowiednia funkcjonalizacja
powierzchni nanono$nika umozliwia tzw. ,intelligent targeting”, czyli uwalnianie leku
w odpowiednim miejscu przeznaczenia [23]. Dzigki temu nanoterapeutyki majg zdolnos¢
~wykonania ztozonych operacji” we wlasciwym miejscu i czasie w organizmie pacjenta,
w przeciwienstwie do dotychczas opracowywanych preparatow, ktorych najwiekszg staboscia
jest wiasnie nieselektywnos¢. Wszystkie wspomniane powyzej cechy w konsekwencji
prowadza do obnizenia negatywnych skutkéw ubocznych terapii. Selektywne dostarczanie
substancji aktywnych wymaga odpowiedniej modyfikacji powlok kapsutek, do ktérych
wbudowuje si¢ elementy zewnetrzne, tzw. ligandy kierunkowe w celu uzyskania
rozpoznawania molekularnego w pozadanym miejscu docelowym. Jednym z najlepszych
ligandéw kierunkowych sg fragmenty przeciwcial monoklonalnych scFv (ang. single chain
variable fragments), ktore — z uwagi na stosunkowo niewielki rozmiar, wyzszy w porownaniu
do innych typow ligandow stopien specyficznosci wigzania, a takze brak regionu
aktywujacego dopelniacz i domeny Fc (co bezposrednio przektada si¢ na redukcje
immunogennos$ci modyfikowanej nanokapsutki) [23] — sg coraz czgéciej wykorzystywane do
funkcjonalizacji nanono$nikéw. Podsumowujac, metody terapeutyczne oparte na
nanotechnologii zapewniaja niespotykang jak dotad kontrole nad zachowaniem leku

w organizmie, dajac tym samym mozliwos¢ ukierunkowanego leczenia.



4.3.2 Cel

Biorac pod uwage powyzsze, w prowadzonych przeze mnie badaniach, ktorych wyniki
zebrano w 6 publikacjach oryginalnych pod wspdlnym tytulem ,,Interakcje nanoczastka-
komorka docelowa - badania w kierunku opracowania nanonosnika dla klozapiny”
podjeto dzialania prowadzace do wykorzystania nanotechnologii do uzyskania
enkapsutowanej formy klozapiny. Wydaje si¢ bowiem, ze zwigkszenie skutecznosci
i bezpieczenstwa klinicznego stosowania klozapiny moze zosta¢ osiggnigte poprzez
zaprojektowanie odpowiedniego nanono$nika, pozwalajacego dostarczy¢ ww. terapeutyk
w miejsce docelowego dziatania. Nalezy doda¢, ze wyniki badan wilasnych wskazuja,
ze potencjal terapeutyczny klozapiny mozna zwigkszy¢ kierujac ja w obszary mozgu bogate
w heteromery receptorow dopaminowych D; i serotoninowych 5-HTia (D2-5-HT14) [H4].
Powyzsza strategia moze przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia dostgpnosci i bezpieczenstwa
stosowania leku, a takze polepszenia selektywnosci jego dziatania, prowadzac
w konsekwencji do podniesienia efektywnosci terapii schizofrenii.

Zatozenia powyzszego celu realizowano poprzez badanie interakcji wszystkich
otrzymywanych nanopreparatow (w zaleznos$ci od ich parametrow fizykochemicznych a takze
modyfikacji powloki zewnetrznej) z komorkami docelowymi. Szczegdtowo przeprowadzono
eksperymenty pozwalajace okreslic:

e cytotoksycznos¢ uzyskanych nanoformulacji [H1, H2, H3, H5]

e oddzialywanie uzyskanych nanokapsutek z komorkami modelowymi HEK 293
[H1]

e oddzialywanie = uzyskanych  nanokapsulek z  komoérkami  ukladu
immunologicznego [H2, H3, H5]

e oddzialywanie uzyskanych nanokapsutek z komorkami modelujacymi ludzka
bariere krew-mozg [H5]

e pozwalajace oszacowac profil biodystrybucji in vivo uzyskanych nanokapsutek
[H3]

o weryfikujace dzialanie enkapsulowanej formy klozapiny w tescie
behawioralnym u zwierzat doswiadczalnych (myszy) [H3]

e prowadzace do identyfikacji potencjalnego celu dziatania klozapiny [H4]

e prowadzace do uzyskania ligandu kierunkowego z przeznaczeniem do

funkcjonalizacji powierzchni uzyskanych nanokapsutek [H6]



Wszystkie przeprowadzone przeze mnie badania byly wykonane gtéwnie w ramach
realizacji trzech projektéw badawczych, ktorych bylam pomystodawca, autorem
i wspotautorem. W przypadku dwoch z nich — kierownikiem a jednego — koordynatorem

1 gléwnym wykonawca.

4.3.3 Otrzymywanie polimerowych nanokapsulek (NCs)

W $wietle opisanych powyzej zagadnien, podjeto dziatania majace na celu znalezienie
optymalnego nanonosnika dla klozapiny. W celu realizacji postawionego zadania nawigzano
wspotprace z dr hab. Krzysztofem Szczepanowiczem z Instytutu Katalizy i Fizykochemii
Powierzchni PAN, ktory odpowiadat za synteze i chemiczng charakterystyke nanokapsutek
oraz enkapsulacje¢ klozapiny. Polimerowe nanokapsutki (NCs) z cieklym rdzeniem pokryte
warstwg biodegradowalnych polielektrolitow zostaly przygotowane technika sekwencyjnej
adsorpcji przeciwnie natadowanych nanomateriatlow ,,warstawa po warstwie” LbL (ang. layer
by layer). Wykorzystano anionowy surfaktant AOT (dokuzynian sodu zatwierdzony przez
FDA) jako emulsyfikator oraz biokompatybilne polielektrolity takie jak: poli-L-kwas-
glutaminowy (polianion), PGA oraz poli-L-lizyna (polikation), PLL. Pegylowana warstwa
zewnetrzna kapsutki zostata przygotowana przy wykorzystaniu PGA-g-PEG (PGA
z wszczepionymi lancuchami poli(glikolu etylenowego) (PEG)). PEG jest obojetnym,
hydrofilowym polimerem, a jego wysoka elastyczno$¢ 1 mobilno$¢ tancucha przyczynia si¢
do podwyzszenia stabilno$ci nanokapsutek. Ponadto, pegylowane powtoki charakteryzuja si¢
zmniejszonym potencjatem do adsorbcji biatek, co skutkuje zahamowaniem procesu
opsonizacji a tym samym zmniejszeniem wychwytu NCs przez komorki uktadu
immunologicznego. Sredni rozmiar otrzymanych NCs wynosil 80-100 nm w zaleznosci od
grubosci powloki zewnetrznej. Uzyskane NCs byly stabilne w warunkach

fizjologicznych, przy wysokiej sile jonowej.

4.3.4 Odzialywania nanokapsulka/komorka docelowa - badania cytotoksycznos$ci
uzyskanych nanopreparatow.

Znalezienie efektywnych nanono$nikow dedykowanych do kontrolowanego transportu
substancji aktywnych wymaga systematycznych badan prowadzacych do optymalizacji ich
interakcji z komorkami docelowymi. Odziatywanie to zalezy od typu i1 fizykochemicznych
wlasciwosci nosnika oraz przede wszystkim od modyfikacji jego powloki zewnetrzne;.
Kwantyfikacja zywotno$ci komoérek pozwala opisa¢ toksyczno§¢ wykorzystywanych

nanomateriatow. Istotne jest tutaj utrzymanie rownowagi pomigdzy efektywng internalizacja
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nanono$nika a indukcjg toksycznego efektu. Oddzialywanie pomigdzy nanokapsutkg a btong
komorkowa jest gléwnym czynnikiem wplywajacym na ten proces i zalezy od tadunku,
ksztattu, wielkos$ci, elastyczno$ci oraz modyfikacji powierzchniowych i funkcjonalizacji
kapsutki [24-27]. W przypadku nanokapsutek posiadajacych tadunek powierzchniowy, ich
interakcja z blong komorkowa bedzie determinowana glownie przez oddzialtywania
elektrostatyczne [24,25]. Pod uwage bra¢ rowniez musimy fakt, iz rozmiary kapsutek oraz ich
wlasciwos$ci powierzchniowe moga si¢ znacznie zmienia¢ w uktadach biologicznych [28-31].
Z powodu zmieniajacej si¢ sity jonowej a takze mozliwych reakcji z komponentami medium
(np. adsorbcji biatek) moze dochodzi¢ do spontanicznej agregacji nanokapsutek [31-34].
Dlatego w pierwszej kolejnosci oszacowana zostala biokompatybilno$¢ i cytotoksyczno$é
uzyskanych nanomaterialdow w zaleznosci od dawki, tadunku, rozmiaru i modyfikacji powloki
zewngtrznej NCs. Eksperymenty przeprowadzono dla réznych linii komoérkowych: HEK 293
(ang. human embryonic kidney cell line), RAW 264.7 (ang. mouse murine macrophages cell
line), THP-1 (ang. human leukemic monocyte cell line). Wyniki przedstawiono w pracach
[H1, H2]. Doniesienia literaturowe wskazujg na rozbiezno$¢ uzyskiwanych danych
pomiarowych przy zastosowaniu roznych testow dedykowanych do oszacowania zywotnosci
komoérek [35,36]. Dlatego, zeby uzyska¢ najbardziej wiarygodne wyniki 1 unikngé
ewentualnej nadinterpretacji zdecydowano si¢ na zastosowanie kilku roznych testow. Ogdlnie
zaobserwowano trzy gtowne trendy. Cytotoksycznos$¢ zalezata od: 1) stezenia NCs:
zdefiniowano dawki — dla kazdego badanego rodzaju NCs, bedace najbardziej toksycznymi
dla komodrek — cho¢ podkresli¢ nalezy, ze dla najbardziej toksycznych NCs, przezywalnosé
komorek wzrastata do poziomu 90% przy redukcji dawki do wartosci 0,2*10° NCs na
komorke, co stanowi znacznie przekraczajg zaktadang teoretyczng ilos¢ NCs wystarczajaca do
osiagnigcia efektu terapeutycznego; 2) liczby powlok polielektrolitowych — im mniejsza
liczba powtok tym wigkszy spadek zywotnosci komorek; 3) tadunku powierzchniowego —
negatywny ladunek na powierzchni NCs skorelowany byl ze zwiekszong przezywalnos$cia.
Ponadto, uzyskane wyniki wskazuja na zwigzek migdzy tadunkiem powierzchniowym NCs
a destabilizacja blony komodrkowej. Podsumowujac, bardziej toksyczne okazaty si¢ dodatnio

natadowane NCs.
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Rysunek 1. Cytotoksyczno$¢ uzyskanych nanopreparatow z zaleznosci od ich budowy. Pomiary dla komoérek
RAW 264.7 oraz THP-1. (Lukasiewicz S. et al. 2015).

Mechanizm obserwowanego zjawiska jest prawdopodobnie zblizony dla wszystkich badanych
linii komoérkowych 1 moze by¢é zwigzany z bardziej wydajna adsorpcja dodatnio
natladowanych NCs na powierzchni komorki, tendencja do zmniejszania gestosci lipidow
1 ostatecznie zaburzeniem funkcjonowania btony komodrkowej. Modyfikacje powloki
zewnetrznej polegajace na dolaczeniu lancuchéw PEG (tzw. PEG grafting) maja
pozytywny wplyw na zywotno$S¢ komorek (nie zaobserwowano toksycznych efektow).

Ponadto, pegylacja stabilizowala NCs przestrzennie 1 zapobiegata ich agregacji.

4.3.5 Interakcje uzyskanych NCs z komérkami ukladu immunologicznego.
Wykorzystanie nanotechnologii do opracowania nowych systemoéw kontrolowanego
transportu lekow wymaga takze szerokich badan pozwalajacych opisa¢ interakcje
nanopreparatow z komorkami uktadu immunologicznego. Liczne doniesienia wskazuja na
szybka eliminacj¢ nanono$nikéw z krwi [37]. Adsorpcja bialek osocza na powierzchni
nanonosnika  pozwala  makrofagom  mononuklearnego  systemu  fagocytujacego
(ang. mononuclear phagocytic system, MPS) na szybkie rozpoznanie i usunigcie

nanokapsutek, zanim osiagna one miejsce przeznaczenia [38]. Przektada si¢ to bezposrednio
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na redukuje okresu pottrwania leku i tym samym ogranicza zdolno$¢ nanomateriatow do
petnienia funkcji wydajnych nanono$nikéw. Dlatego tez niezwykle istotne staje si¢
zaprojektowanie  nanono$nika  nierozpoznawalnego dla komorek  fagocytujacych
a jednoczes$nie posiadajacego wszystkie cechy umozliwiajace petlnienie wymaganej funkcji.
Jak pisano wcze$niej oddziatywanie nanonosnikéw z komorkami docelowymi w ogromnej
mierze zalezy od typu i fizykochemicznych wtasciwo$ci nanono$nika. Zatem, realizujac
zatozone cele badano NCs w zalezno$ci od ich wielko$ci, tadunku a takze modyfikacji
powtoki zewngtrznej. Liczne badania wskazujg, ze to wiasnie odpowiednia modyfikacja
powtoki zewnetrznej ma najwiekszy wpltyw na interakcje z komoérkami fagocytujacymi.
Dekorowanie powierzchni czastki za pomocg obojetnego hydrofilowego polimeru jakim jest
np. PEG, powoduje blokowanie oddziatywan elektrostatycznych i hydrofobowych,
co prowadzi do redukcji badz calkowitej eliminacji adsorbcji biatek, tym samym
minimalizujagc proces opsonizacji, co w konsekwencji sprowadza si¢ do wydluzenia czasu
zycia nanonos$nika w krwiobiegu. Efekt ten jest skorelowany z wlasciwosciami PEG.
Kluczowe znaczenie ma tutaj odpowiednia pegylacja powierzchni czastki, bowiem jakos¢
PEG, wielko$¢ tancucha, ilo$¢ tancuchow, gestos¢ i sposob ich ulozenia ma ogromny wptyw
na interakcje z komorka docelowa i biodystrybucj¢ nanonos$nika w organizmie [39].
Podsumowujac, tworzenie otoczki hydrofilowej wokot nanokapsutki chroni jg przed szybkim
wychwytem ze strony fagocytow. Z drugiej strony, pegylacja moze réwniez nasila¢ proces
internalizacji nanomaterialow przez inne typy komorek (na przyktad komorki nowotworowe
czy komorki bariery krew-mozg) [37,40]. Doniesienia wskazuja, ze zarowno fagocytoza,
endocytoza jak i mikropinocytoza moga by¢ zaangazowane w proces internalizacji [18].
Biorgc pod uwage powyzsze kwestie, w prowadzonych eksperymentach skupiono si¢ takze na
badaniu interakcji pomiedzy uzyskanymi nanosnikami (o rdéznych parametrach
fizykochemicznych) a komodrkami wuktadu immunologicznego. Wykorzystano linie
komorkowe RAW 264.7 i THP-1 oraz komoérki hMDMs (ang. human monocyte-derived
macrophages), ktore byly roznicowane z komorek PMBC (ang. peripheral blood
mononuclear cells) pochodzacych od zdrowych dawcow. Wykazano, ze wszystkie typy
zsyntetyzowanych NCs sa pobierane przez komorki fagocytujace, przy czym wychwyt
pegylowanych NCs byl =zasadniczo duzo mniejszy w poréwnaniu do NCs
niemodyfikowanych. Najsilniejsze zahamowanie procesu zaobserwowano w przypadku
blokowania (w doswiadczeniach wykorzystano inhibitory specyficzne dla konkretnych
$ciezek endocytozy) szklaku endocytozy przebiegajacego z udziatem klatryny (RAW 264.7,

THP-1). Zwizualizowano rowniez obecno$¢ wszystkich typow uzyskanych NCs
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w lizosomach. Dodatkowo przeprowadzono eksperymenty, ktore pokazaty, ze
niemodyfikowane NCs — w przeciwienstwie do pegylowanych NCs — majag wplyw na
potencjat do fagocytozy. Zaden z otrzymanych wariantéw NCs nie prowadzil takze do
roznicowania komorek THP-1. Na podstawie powyzszych obserwacji wysunieto wnioski,
ze uzyskane polimerowe NCs mozna z powodzeniem modyfikowaé (przez wszczepienie
PEG) w sposob, ktory umozliwia ich maskowanie dla komorek fagocytujacych.
Potwierdzilo to wcze$niejsza teori¢, ze zsyntetyzowane NCs sg obiecujagcym kandydatem,

ktory moze zosta¢ wykorzystany do kontrolowanego dostarczania lekow.

4.3.6 Otrzymanie i charakterystyka enkapsulowanej formy klozapiny

Enkapsulacja substancji aktywnych jest obecnie obiecujaca strategia w nowoczesnej
farmakologii molekularnej. Wydaje si¢ zatem, iz w $wietle opisanych powyzej kwestii,
enkapsulacja klozapiny, pozwalajaca na jej kontrolowane uwalnianie i dostarczanie, moze
prowadzi¢ do polepszenia terapeutycznego potencjatu tego leku, co moze mie¢ bezposrednie
przelozenie na jako$¢ terapii schizofrenii. Opierajac si¢ na danych uzyskanych
we wcezesniejszych eksperymentach zdefiniowano rodzaj nanonos$nika wykorzystanego do
enkapsulacji klozapiny. Byly to sze§ciowarstwowe polimerowe, pegylowane nanokapsufki.
Polielektrolitowa powloka (PLL/PGA) zewngtrzna zostata utworzona metoda sekwencyjne;j
adsorbcji LbL na rdzeniu emulsyjnym, ktory zawieral rozpuszczong klozaping. Otrzymano
kilka wariantow kapsutek zawierajacych ww. lek, roznigcych si¢ parametrami
fizykochemicznymi (grubos$cia warstwy zewnetrznej, pegylacja, tadunkiem). Odpowiednio
bytly to: dodatnio naladowane pigciowarstwowe NCs - CLO-NCs V-PLL, ujemnie
naladowane sze$ciowarstwowe NCs - CLO-NCs VI-PGA oraz obojetne, pegylowane
sze$ciowarstwowe NCs - CLO-NCs VI-PGA-g(x)-PEG (o réznym stopniu wszcze4pienia
PEG). Zaréwno synteza jak 1 badania fizykochemicznych wtasciwosci uzyskanych NCs
zostata przeprowadzona w IKiFP PAN przez dr hab. K. Szczepanowicza. Eksperymenty
pozwalajace opisa¢ stabilno§¢ NCs oraz profil uwalniania klozapiny wykonane zostaly
rowniez przez badaczy z powyzszego instytutu pod nadzorem dr hab. K. Szczepanowicza
[H3].

Opierajac si¢ na do$§wiadczeniach zebranych w trakcie badania pustych no$nikow
przeprowadzono podobne eksperymenty, chcac okresli¢ zachowanie tym razem no$nikow
z enkapsutowang klozaping. Badania cytotoksycznos$ci 1 zywotnosci komorek a takze

interakcji z komorkami fagocytujacymi pokazaty zblizone rezultaty w poréwnaniu do tych
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uzyskanych dla pustych nos$nikéw [H3]. Formulacja o najlepszych parametrach okazaly

sie CLO-NCs VI-PGA-g(39)-PEG.

A
CLO-NCs VI  CLO-NCs VI CLO-NCs VI
CLO-NCs V-PLL CLO-NCs VI-PGA PpGA-g(14)-PEG PGA-g(39)-PEG PGA-g(61)PEG

B RAW 264.7 cells
2h incubation with CLO-NCs

H FREE

uCPZ
M AMILORIDE

M FILIPIN

Cells containing CLO-NCs %]

Rysunek 2. Badania internalizacji r6znych typow CLO NCs w nastepstwie 2 godz. inkubacji z komérkami linii
RAW 264.7 A) mikroskopia konfokalna; B) doswiadczenia z wykorzystaniem cytometrii przeptywowe;.
(Fukasiewicz S. et al. 2016).

Niezwykle istotne w przypadku projektowania nowych nos$nikéw jest rowniez
oszacowanie ich biodystrybucji w uktadzie in vivo. Do realizacji tego zadania nawigzano
wspolprace z prof. Alicja Jozkowicz z WBBiB UlJ, za$ eksperymenty wykonatam pod
nadzorem dr Witolda Nowaka. Pomimo, iz przeprowadzone doswiadczenia mialy tylko
jako$ciowy charakter, jednoznacznie wskazuja one na zalezny od modyfikacji powloki
zewngtrznej kapsutki profil biodystrybucji. Cztery godziny po injekcji potwierdzono
obecno$¢ CLO-NCs VI-PGA glownie w watrobie i $ledzionie oraz w mniejszej skali
w nerkach i ptucach. Pegylacja powloki zewnetrznej (CLO-NCs VI-PGA-g(39)-PEG)
znaczgco obnizyla poziom akumulacji kapsulek w badanych organach [H3].

Poniewaz wszystkie przeprowadzone dotychczas eksperymenty wskazywaly na
obiecujacy charakter CLO-NCs, skupiono si¢ na badaniu funkcjonalnego dziatania
otrzymanego nanopreparatu [H3]. Nawigzano wspolprace z prof. Sven’em Ogren’em

z Department of Neuroscience Karolinska Institutet, gdzie zostalty wykonane (przez dr Nather
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Majeed’a) behawioralne badania efektywnos$ci dziatania enkapsutowanej formy klozapiny
u zwierzat do§wiadczalnych. Otrzymane wyniki pokazuja, ze enkapsulowana klozapina
zmniejsza aktywnos¢ lokomotoryczng myszy w sposob charakterystyczny dla wolnej
klozapiny, jednakze dzialanie to zostalo wywolane jedynie przez pegylowane CLO-NCs
(CLO-NCs VI-PGA-g(39)-PEG) Niepegylowane NCs nie byly skuteczne, prawdopodobnie
z powodu ich szybkiej eliminacji przez makrofagi. Pomimo, iz otrzymane wyniki sg
jakosciowe i wymagaja dalszych powtdrzen, to juz na tym etapie zaobserwowano efekty
dziatania klozapiny przy znacznie mniejszych dawkach. Podsumowujac, otrzymane

rezultaty wskazuja na zasadnos$¢ enkapsulacji klozapiny [H3].
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Rysunek 3. Behawioralne badania efektywnosci dziatania enkapsutowanej formy klozapiny. (Lukasiewicz S. et
al. 2016).

4.3.7 Interakcje NCs z komérkami hCMEC/D3 (ang. immortalized human cerebral
microvascular endothelial cells, D3 clone) stanowiacymi model in vitro ludzkiej bariery
krew-mozg.

Projektujac nowe systemy transportu substancji aktywnych, szczegdlnie tych
kierowanych w obszary moézgu, nalezy przede wszystkim znalez¢ odpowiedZ na pytanie czy
nowy nanono$nik bedzie zdolny do przekroczenia bariery krew-moézg (ang. blood brain
barier - BBB). Obecnie wyprowadzono kilka linii komérkowych [41,42], ktore posiadaja
cechy charakterystyczne dla komodrek tworzacych te naturalng bariere. Najlepiej poznanym
modelem in vitro ludzkiej BBB jest linia komorkowa hCMEC/D3. Linia ta zostata
wyprowadzona poprzez unieSmiertelnienie ludzkich pierwotnych moézgowych komorek
endotelialnych [42]. Komorki hCMEC/D3 wykazuja morfologie zblizonag do komorek

pierwotnych, tworza S$cisle pofaczenia, wykazuja trans-endotelialng elektryczng oporno$¢
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(ang. transendothelial electrical resistance, TEER) a takze utrzymuja wazne
I charakterystyczne dla BBB cechy, jak m.in.: ekspresja bialek tworzacych ztacza Sciste
(ang. tight junction) oraz bialek zaangazowanych w transport substancji z wnetrza na
zewnatrz komorki (ang. efflux transporters) [41,42]. Z punktu widzenia potrzeb
prowadzonych przeze mnie eksperymentéw linia ta stanowita dogodny model bo badan
procesu transcytozy [43]. Poniewaz wspomniana wyzej linia nie byta komercyjnie dostepna,
dlatego nawigzano kontakt z jej tworca - prof. Babette Weksler (Cornell University, NY), od
ktorej otrzymano ww. lini¢ nieodplatnie.

Jak wspomniano wcze$niej, kwantyfikacja zywotnosci komorek stanowi kluczowy
element w zrozumieniu interakcji zachodzacych pomigdzy NCs a komoérka docelowa. Dlatego
rozpoczynajac eksperymenty wykorzystujace ludzki model BBB, w pierwszej kolejnosci
skupiono si¢ na okresleniu przezywalnosci modelowych komorek hCMEC/D3 w nastgpstwie
inkubacji z uzyskanymi NCs [H5]. Rowniez i w tym przypadku przeprowadzono kilka
réznych testow. Dodatkowo, podjeto probe odpowiedzi na pytanie czy $mieré komorki
nastepuje w drodze nekrozy czy apoptozy. Podobnie jak w przypadku innych badanych linii
komorkowych, pokazano zalezny od stezenia NCs spadek zywotnosci, jakkolwiek
w przypadku komorek linii hCMEC/D3 skala tego zjawiska byla duzo mniejsza,
co prawdopodobnie moglto mie¢ zwigzek z dobrze rozwinigtym systemem transportu na
zewnatrz, a co za tym idzie, szybkim usuwaniem nadmiaru kapsulek z komorki. Liczne
doniesienia [25,27,32], w tym rowniez nasze wczesniejsze badania [H1, H2, H3], wskazuja
na korelacj¢ pomigdzy dodatnim fadunkiem na powierzchni NCs a spadkiem zywotnos$ci
komorek. Efekt ten, zwigzany z przerwaniem ciagglosci btony komoérkowej, jest
prawdopodobnie wspdlng cecha wszystkich dodatnio natadowanych nanomateriatow. Wysoki
poziom uwalniania LDH w wyniku stymulacji pigciowarstwowymi NCs popiera t¢ hipoteze.
Niestety, na podstawie wykonanych analiz nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ czy to
apoptoza, czy nekroza ma swo0j udziat w $mierci komorki. Podsumowujac, najbardziej
obiecujgce wyniki uzyskano dla szeSciowarstwowych kapsulek z pegylowang powloka
zewnetrzna (CLO-NCs VI-PGA-g(39)-PEG), w przypadku ktorych przezywalnos¢
komorek wynosila niemal 100%, tak po 24 jak i 48 godzinach inkubacji z NCs.

BBB stanowi anatomiczno-funkcjonalny uktad regulujacy wymiang substancji
pomie¢dzy krwig a komorkami o$rodkowego uktadu nerwowego (OUN). Jej zadaniem jest
m.in. utrzymanie optymalnej homeostazy i ochrona OUN przed szkodliwymi substancjami
a takze selektywny transport zwigzkéw krazacych we krwi do ptynu mézgowo-rdzeniowego

[44-46]. Z uwagi na precyzyjng wybiodrczo$¢ bariery, transport substancji 0 potencjale
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terapeutycznym do mozgu jest sporym wyzwaniem, bowiem tylko substancje nienatadowane,
lipofilne i1 stosunkowo malych rozmiaréw moga przechodzi¢ przez BBB bez wigkszych
przeszkdd. Sa to jednak powazne ograniczenia, z jakimi nie s3 w stanie poradzi¢ sobie
dostgpne obecnie terapeutyki [47]. Dodatkowymi ograniczeniami dla nich sg precyzyjne
mechanizmy transportujagce w komoérkach endotelium, tj. niski poziom pecherzykow
pinocytarnych i selektywne transportery w btonie komoérkowej [47]. Dodatkowo, komorki
endotelialne, ktore posiadaja spolaryzowang blong, do transportu wykorzystuja proces
transcytozy (endocytoz¢ po stronie apikalnej i egzocytoze po stronie bazolateralnej) [44].
Opracowanie nanonos$nikow wykorzystywanych do dostarczania lekow w obszary moézgu
wymaga zatem szczegdlowych badan procesu transportu przez komoérki modelujace BBB.
W literaturze opisano rozne $ciezki endocytozy wykorzystywane do internalizacji
egzogennych substancji przez komorki $rodbtonka [44, 48]. Przeprowadzono zatem
eksperymenty majace na celu znalezienie odpowiedzi na trzy podstawowe pytania: 1) czy
mechanizm internalizacji jest zalezny od energii, 2) czy zachodzi poprzez endocytoze i 3)
ktora $ciezka endocytozy jest zaangazowana w proces. Uzyskane wyniki [H5] wskazujg na
zalezno$¢ procesu od dawki i czasu. Najwyzszy stopien internalizacji opisano dla dodatnio
naladowanych, niepegylowanych NCs, co prawdopodobnie ma zwigzek z ulatwionym
oddzialtywaniem migdzy kapsutkg a blong komorkows [32]. Ponadto, otrzymane wyniKi
sugeruja zalezny od energii oraz zwigzany z tworzeniem pecherzykow klatrynowych
mechanizm wychwytu dla wszystkich typow badanych NCs oraz dodatkowy pasywny
transport w przypadku pegylowanych NCs. Badania z wykorzystaniem mikroskopii
konfokalnej pozwolity zwizualizowaé NCs w obrebie pecherzykow otoczonych klatryng
a takze w przedziale wczesnych endosomow oraz lizosomow. Rozwazajac wykorzystanie
nowego nosnika dla klozapiny niezbedne bylo przeprowadzenie eksperymentéw
pokazujacych nie tylko zdolno§¢ modelowych komorek do internalizacji NCs ale takze
zdolnos¢ uzyskanych NCs do przekraczanie BBB.

Doswiadczenia in vitro z wudzialem linii komorek hCMEC/D3 ujawnity,
iz obserwowany proces transcytozy zalezal od dawki i1 czasu a najsilniejszy efekt
zarejestrowano dla pegylowanych CLO-NCs (CLO-NCs VI-PGA-g(39)-PEG). Badania
z zastosowaniem specyficznego inhibitora transcytozy wskazuja na mechanizm powyzszego
procesu zalezny od kaweoli. Podsumowujac CLO-NCs VI-PGA-g(39)-PEG sg zdolne do
przekraczania bariery krew-mézg i stanowia obiecujacy model nanonosnika dla

klozapiny.
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Rysunek 4. A,B) Eksperyment transcytozy wykonany dla roznych typéw NCs w komérkach hCMEC/D3 —

(transwell pore — 3um). C) Inhibicja procesu transcytozy dla wybranych rodzajéw NCs. (Lukasiewicz S. et al.
2017).

4.3.8 Heteromer receptorow D,-5-HT 4 jako istotny cel dzialania klozapiny

Koncepcja oligomeryzacji receptoréw sprzezonych z biatkami G (GPCRs) odgrywa
istotng role we wspolczesnej farmakologii molekularnej. Fizyczna asocjacja bialek
receptorowych wskazuje bowiem na nowy poziom ztozono$ci przekazu sygnatu oraz na
mozliwo$¢ zmiany farmakologicznych wtasciwosci receptoréw wchodzacych w  sklad
kompleksu [49-51]. Coraz czgéciej podejmowane sa badania nakierowane na poszukiwanie
substancji terapeutycznych dziatajacych poprzez selektywne rozpoznawanie heteromerow
GPCRs. Taka strategia pozwala uzyska¢ tkankowo specyficzne dzialanie, jako ze interakcja
miedzy receptorami wchodzacymi w sktad kompleksu moze mie¢ miejsce tylko wtedy gdy
jednoczesnie wystepuja one na tej samej komorce. Wiele ostatnich doniesien wskazuje na
istnienie klinicznie istotnych heteromeréw GPCRs majacych znaczenie w leczeniu miedzy
innymi bolu, astmy czy choroby Parkinsona [51-55]. Dowody te wskazujg na heteromery

GPCRs jako niezwykle istotne cele w projektowaniu nowoczesnych drég leczenia.
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Zarowno DyR jak i 5-HTi;aR sg wazne jako punkty dzialania atypowych lekoéw
przeciwpsychotycznych [8], stad podjeto badania interakcji pomigdzy tymi receptorami

w konteks$cie dziatania przeciwpsychotycznego.
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Rysunek 5. Konstytutywna dimeryzacja receptorow dopaminowych D, i serotoninowych 5-HT 4. (na podstawie
Lukasiewicz S. et al. 2016).

Uzyskane wyniki omowiono szerzej w pracy [H4]. Po raz pierwszy pokazano konstytutywna
dimeryzacje obydwu badanych receptoréw w komorkach linit HEK 293. W celu uniknigcia
ewentualnej nadinterpretacji danych istnienie heteromerow D,-5-HT;a potwierdzono dwoma
niezaleznymi technikami (FLIM 1 HTRF). Ponadto, wykazano wplyw roznych substancji
przeciwpsychotycznych  (m.in.  klozapina, aripiprazol, 8-OH-DPAT) na proces
heteromeryzacji. Najwigkszy efekt zarejestrowano po inkubacji komorek z klozapina,
aripiprazolem oraz po rownoczesnym podaniu klozapiny i 8-OH-DPAT. We wczesniejszych
badaniach, w tym réwniez prowadzonych przeze mnie przed doktoratem [56-57], wykazano
przeciwne w stosunku do opisanego powyzej, dzialanie klozapiny na heteromery receptorow
dopaminowych D; (D1R) i D2R (D;-D;) oraz heteromery receptorow serotoninowych 5-HTa
(5-HT24R) i D2R (D2-5-HT3a). Dane te wskazujg na specyficzne dziatanie klozapiny, zalezne
od typu receptorow wchodzacych w sktad kompleksu. Ponadto, we wspomnianej pracy [H4]
pokazano in vivo kolokalizacje DR i 5SHT1aR w korze prefrontalnej u myszy (doswiadczenia
wykonane w Instytucie Farmakologii PAN przez dr K. Szafran-Pilch), co sugeruje
potencjalne  miejsce  wystgpowania heteromerow  ww. receptorow. Dodatkowo,
przeprowadzono liczne testy funkcjonalne pozwalajace oszacowaé aktywacje Sciezek
przekazu sygnalu w komoérce w rezultacie dzialania substancji przeciwpsychotycznych.
Doswiadczenia prowadzono w liniach komorkowych HEK 293 wykazujacych ekspresje

pozadanych receptoréw w roznych kombinacjach. Takie podejscie umozliwito zroznicowanie

20



dziatania badanych substancji w zaleznosci od obecnosci homo- badz heteromerycznych
kompleksow receptorow. Chociaz funkcjonalne konsekwencje przekazu sygnatu poprzez
heteromery D,-5-HT;a s3 wcigz nie w pelni wyjasnione, to badania te wskazuja na
uruchomienie odmiennych $ciezek sygnatowych w zaleznosci od tego czy badane receptory
ulegaja koekspresji czy tez powstaja samodzielnie w komorce. Z uwagi na fakt, iz do
wspolnej ekspresji DR 1 5-HT1aR moze dochodzi¢ w neuronach kory mézgowej wydaje sie,
ze zjawiska opisane w pracy [H4] - cho¢ dotycza modelu in vitro - maja duze znaczenie
1 powinny by¢ brane pod uwage podczas projektowania nowych lekow. Podsumowujac,
uzyskane wyniki wskazuja na mozliwo$¢ dzialania przeciwpsychotycznego poprzez
specyficzne ukierunkowanie substancji aktywnych na heteromery D,-5-HT14 i moga
by¢ inspiracjg dla ulepszonej farmakoterapii schizofrenii.

4.3.9 Uzyskanie ligandu kierunkowego specyficznie rozpoznajacego heteromer
D,-5-HT1a z przeznaczeniem do funkcjonalizacji uzyskanych CLO-NCs VI-PGA-g(39)-
PEG.

Optymalne zaprojektowanie nanono$nikéw dla substancji terapeutycznych poprzez
odpowiednig funkcjonalizacj¢ ich powierzchni moze doprowadzi¢ do rozwoju tzw.
spersonalizowanej medycyny. Dekorowanie powierzchni NCs poprzez przytaczanie ligandow
kierunkowych pozwala bowiem na selektywne dostarczanie lekow do wybranych,
zdefiniowanych miejsc docelowych. Miedzy innymi ludzkie monoklonalne fragmenty
przeciwcial - scFv (ang. single-chain variable fragment) moga by¢ z powodzeniem
wykorzystywane jako ligandy kierunkowe. Przeciwciala te skladaja si¢ ze zmiennych
regionoéw cigzkich (VH) 1 lekkich (VL) tahcuchéw immunoglobulin potaczonych elastycznym
peptydowym 1acznikiem zaprojektowanym w sposéb umozliwiajagcy kontakt obydwu
tancuchow 1 zachowanie miejsca wigzania antygenu w obrebie pojedynczej liniowej
czasteczki [58]. Fragmenty scFv, w porownaniu do wigkszych form przeciwcial
monoklonalnych jak m.in. Fab, F(ab)2, IgG, charakteryzuja si¢ nizszym czasem retencji
w tkankach innych niz docelowe, lepsza penetracja tkanki i obnizong immunogennoscig,
co czyni je atrakcyjnymi kandydatami do zastosowan terapeutycznych [59].

Bazujac na danych opisanych w pracy [H4] podj¢to probg opracowania drogi
selektywnej regulacji heteromeréw D,-5-HT1a przy udziale enkapsutowanej klozapiny.
Osiggnigcie postawionego celu wymaga otrzymania ligandu kierunkowego w postaci
fragmentu ludzkiego monoklonalnego przeciwciala scFv specyficznie rozpoznajacego

heteromer D,-5-HT1a. Aby ww. przeciwciatlo moglo spetnia¢ swoja role musi rozpoznawac
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epitop strukturalny utworzony w obrebie struktury heteromeru oraz jednocze$nie nie
wykazywaé specyficznosci wobec monomerycznych lub homomerycznych form receptorow.
Do realizacji powyzszego zadania [H6] wykorzystano technike ekspresji fagowej opisang po
raz pierwszy przez Smitha [60] — tegorocznego laureata Nagrody Nobla (2018).
Wykorzystano fagemidowa bibliotek¢ ludzkich przeciwciat scFv  Tomlinson [+]
(Geneservice). Biblioteka ta pozwala na przygotowanie okolo 3x10® réznych fagow,
w otoczke ktorych wbudowane jest biatko fuzyjne PIII-scFv kodowane przez fagemid pIT2.
Poniewaz obydwa receptory wchodzace w sktad heteromeru nalezag do rodziny biatek
btonowych, dlatego niezmiernic wazne bylo przeprowadzenie etapdéw selekcji, tzw. bio-
panningu, w warunkach najbardziej zblizonych do tych, w ktérych pozadane receptory
wystepuja naturalnie w komodrkach, co pozwolilo najlepiej zachowa¢ natywng przestrzenng
konformacje heteromeru. W celu wyodregbnienia fagéw specyficznie wigzacych heteromer
D,-5-HT1a przeprowadzono nastepujace kolejno rundy immunoselekcji na komodrkach linii
CHO+ (stabilna linia CHO-K1, ang. chinese hamster ovary) wykazujacych nadekspresje¢
obydwu receptorow. Fagi wigzace monomery receptoréw oraz inne biatka obecne na
powierzchni komorek CHO-K1 byly eliminowane w wyniku negatywnej selekcji,
z zastosowaniem mieszaniny komorek CHO- (stabilne linie CHO-K1) wykazujacych

nadekspresje jedynie pojedynczych typow receptorow budujacych heteromer.
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Rysunek 6. Technika ekspresji fagowej — ilustracja procesu selekcji

Wyodrebnione w procesie selekcji monoklonalne fagi najsilniej wigzace si¢ do
zadanego heteromeru postuzyly do uzyskania rozpuszczalnej formy przeciwciat typu scFv
w systemie ekspresyjnym E.coli HB2151. Procedur¢ oczyszczania powstatych bialek oparto
na chromatografii powinowactwa, wykorzystujac ztoze z immobilizowanym biatkiem L.

Procedure doktadnie opisano w pracy [H6]. W efekcie prowadzonych eksperymentow
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wyizolowano przeciwcialo monoklonalne scFv specyficznie rozpoznajace heteromery D»-
5-HT;a. Zostato ono wykorzystane jako ligand kierunkowy do funkcjonalizacji modelowych
nanokapsutek (dane niepublikowane). Podjeto rowniez eksperymenty bazujace na
przeprowadzeniu mutagenezy przypadkowej, majace na celu polepszenie parametrow

fizykochemicznych uzyskanego przeciwciata (eksperymenty w toku).

4.3.10 Wnioski koncowe

Otrzymane NCs zawierajace klozaping (CLO-NCs VI-PGA-g-PEG) stanowig
obiecujagca nowg formulacje powyzszego leku. Oczywistym jest fakt, iz eksperymenty
przeprowadzone zostaty gtéwnie w modelach in vitro a chcagc w pelni opisaé zachowanie
nanono$nikow konieczne sg réwniez szczegOlowe i szerokie badania in vivo. Kolejne
eksperymenty sg aktualnie w toku badz na etapie planowania.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w prezentowanym przez mnie cyklu 6 publikacji
oryginalnych dostarczaja wartosciowych danych, ktore poszerzaja obecna wiedze dotyczaca
nanoformulacji 1 ich aplikacji w obszarze nowoczesnej farmakologii molekularnej.
W  konsekwencji moga przyczyni¢ si¢ do postgpu w projektowaniu nowoczesnych
nanonos$nikow dla roznych lekow (nie tylko przeciwpsychotycznych) a takze moga stanowic
cenne narzedzie do ulepszenia celowanego transportu lekow w obszary moézgu. Podkresli¢
nalezy, ze przedstawione badania sg nowatorskie 1 dobrze odzwierciedlajg Swiatowe trendy

w molekularnej farmakologii i nanomedycynie.

5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych.

Jednym z moich pierwszych osiggnie¢ badawczych bylo stworzenie pracowni hodowli
komorkowej w Zaktadzie Biochemii Fizycznej (ZBF) oraz aplikacja szeregu technik
badawczych wykorzystywanych do monitorowania procesoOw zachodzacych w zywych
komorkach. Wecezesniej eksperymenty prowadzone w ZBF skupialy sie wokét badania
rozpuszczalnych form biatek rekombinowanych.

Rodzina receptorow sprzezonych z biatkami G (ang. G protein-coupled receptors -
GPCRs) stanowi najwigksza rodzine ludzkich biatek btonowych
(odpowiadajaca okoto 3% wszystkich gendow) [54] zdolnych do wigzania szeregu
réznorodnych czasteczek sygnalowych, miedzy innymi fotondéw, jonow, nukleotydow,
aminokwasow, amin czy peptydow. Na granicy mi¢dzy srodowiskiem zewnatrzkomérkowym

a wewnatrzkomorkowym receptory te uczestnicza w regulacji niemal kazdego procesu
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fizjologicznego, przeksztatcajac bodzce pozakomoérkowe w reakcje wewnagtrzkomorkowe.
W ostatnim czasie koncepcja oligomeryzacji GPCRs zostata szeroko udokumentowana
a lawinowo pojawiajace si¢ nowe doniesienia wskazuja na formowanie potencjalnie waznych
farmakologicznie heteromeréw tychze receptorow [51-53,61]. Heteromeryzacja GPCRs
odgrywa kluczowa role w wiclu réznych aspektach biogenezy i funkcji receptora, jak
dojrzewanie 1 fatldowanie, blonowa ekspresja, szybkos¢ i specyfika przekazu sygnatu a takze
desensytyzacja [49-55]. Dane literaturowe podaja, iz obecnie okoto 50% dostgpnych lekow
dziata poprzez GPCRs [61,62]. Jakkolwiek tylko 10% znanych GPCRs jest celem dla tych
terapeutykow [62]. Od lat konwencjonalne projektowanie lekow ukierunkowanych na GPCRs
skupiato si¢ na inhibicji lub aktywacji pojedynczej czasteczki receptora w dobrze
zdefiniowanym miejscu wigzania liganda. Obecnie, poprzez stymulacje¢ heteromerow mozna
uzyskaé istotne farmakologicznie dziatanie, czgsto bardziej selektywne i1 specyficzne niz
w przypadku podejscia tradycyjnego. Zwigzane jest to miedzy innymi z faktem, iz heteromery
mogg wystgpowac jedynie na komorkach, w ktorych jednoczesnej ekspresji ulegaja receptory
wchodzace ze sobg w interakcje. Podsumowujac, heteromery GPCRs rozpatrywane
sg obecnie jako niezwykle istotne cele w projektowaniu nowoczesnych strategii leczenia.
Nie dziwi zatem fakt, iz zjawisko heteromeryzacji odgrywa istotng rolg¢ we wspolczesnej
farmakologii molekularnej i wskazuje na innowacyjny kierunek medycyny XXI wieku.

Badania koncentrujace si¢ wokot zjawiska homo- i1 heteromeryzacji GPCRS
rozpoczetam juz w trakcie studidow doktoranckich i nadal je kontynuuje. Do wazniejszych
osiggnie¢ naukowych zwigzanych z powyzsza tematyka nalezy:

. identyfikacja konstytutywnych homo- i heteromeréw receptoréw dopaminowych Dy,
D, i serotoninowych 5-HT,a

. oszacowanie wptywu lekow powszechnie stosowanych w terapii (klozapina,
haloperidol) na proces dimeryzacji w/w receptorow;

. identyfikacja zmian wilasciwosci farmakologicznych receptorow dopaminowych D;
i serotoninowych 5-HT,a w uktadzie heteromeru D,-5-HTa;

. identyfikacja motywdéw biatkowych zaangazowanych w procesie dimeryzacji
receptorow dopaminowych D; i D, oraz dopaminowych D, i serotoninowych
5-HTa;

. okreslenie mozliwego molekularnego mechanizmu, poprzez ktéry polimorfizm
w obrgbie receptora serotoninowego 5-HT,a H452Y wplywa na odmienng
odpowiedZ na terapi¢ haloperidolem 1 klozaping w niektérych przypadkach

schizofrenii.
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Wyniki dotyczace powyzszej tematyki zostaly zebrane w kilku pracach [A1-A6] a takze staty
si¢ przedmiotem mojej pracy doktorskiej (2009) [Al-A4], ktéra zostala wysoko oceniona
przez Recenzentéw i Cztonkéw Rady Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UlJ,
a moj przewod doktorski zakonczyt si¢ obrong z wyrdznieniem. Wyniki zebrane w pracy
doktorskiej poza duzym wktadem poznawczym pozwolily rowniez na opracowanie modelu
badawczego wykorzystywanego do badan mechanizméw dziatania substancji o potencjale
terapeutycznym w aspekcie ich wptywu na heteromery GPCRs. Praca ta zaje¢ta I miejsce
w IV edycji konkursu Fundacji Hasco-Lek (2010 rok) na najlepsze prace doktorskie
dotyczace nowych odkry¢ i1 innowacji mogacych znalez¢ zastosowanie w przemysle

farmaceutycznym.

[Al] Lukasiewicz S, Btasiak E, Faron-Gorecka A, Polit A, Tworzydlo M, Gorecki A, Wasylewski Z,
Dziedzicka-Wasylewska M. Fluorescence studies of homooligomerization of adenosine A2A and serotonin 5-
HT1A receptors reveal the specificity of receptor interactions in the plasma membrane. Pharmacol Rep. (2007)
59:379-392.

[A2] Lukasiewicz S, Faron-Goérecka A, Dobrucki J, Polit A, Dziedzicka-Wasylewska M. Studies on the role of
the receptor protein motifs possibly involved in electrostatic interactions on the dopamine D1 and D2 receptor
oligomerization. FEBS J. (2009) 276:760-775. doi: 10.1111/j.1742-4658.2008.06822.X.

[A3] Lukasiewicz S, Faron-Gorecka A, Kedracka-Krok S, Dziedzicka-Wasylewska M. Effect of clozapine on
the dimerization of serotonin 5-HT(2A) receptor and its genetic variant 5-HT(2A)H425Y with dopamine D(2)
receptor. Eur J Pharmacol. (2011) 659:114-123. doi: 10.1016/j.ejphar.2011.03.038.

[A4] Lukasiewicz S, Polit A, Kedracka-Krok S, Wedzony K, Mackowiak M, Dziedzicka-Wasylewska M.
Hetero-dimerization of serotonin 5-HT(2A) and dopamine D(2) receptors. Biochim Biophys Acta. (2010
1803:1347-1358. doi: 10.1016/j.bbamcr.2010.08.010.

[A5] Btasiak E, Lukasiewicz S, Szafran-Pilch K, Dziedzicka-Wasylewska M. Genetic variants of dopamine D2
receptor impact heterodimerization with dopamine D1 receptor. Pharmacol Rep. (2017) 69:235-241. doi:
10.1016/j.pharep.2016.10.016.

[A6] Lukasiewicz S, Blasiak E, Dziedzicka-Wasylewska M. 5-HT2A Receptor Heterodimerization, 5-HT2A
RECEPTORS IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM Book Series: Receptors Series (2018) Volume: 32
Pages: 57-66.

W ramach wspotpracy w naukowcami z Pracowni Farmakologii Biochemicznej, Instytutu
Farmakologii, Polskiej Akademii Nauk (IF PAN) prowadzilam badania dotyczace procesu
dimeryzacji zachodzacego pomigdzy receptorami somatostatynowymi Ssts, dopaminowymi
D,, serotoninowymi 5-HTia oraz wariantami receptorow dopaminowych D;. Méj wkiad
polegat gtownie na:
. otrzymaniu przy pomocy technik inzynierii genetycznej i1 biologii molekularnej
odpowiednich konstruktéw genetycznych pozwalajagcych na otrzymanie biatek
fuzyjnych badanych receptorow niezbednych do prawidtowego przeprowadzenia

eksperymentéw umozliwiajacych sledzenie procesu dimeryzacji
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. uzyskaniu stabilnej ekspresji pozadanych receptorow w wybranych liniach
komoérkowych

. badaniu procesu dimeryzacji w modelowym uktadzie komérkowym in-vitro przy
wykorzystaniu technik fluorescencyjnych bazujacych na pomiarze zjawiska transferu
energii

. okresleniu wplywu zwiazkéw o potencjale terapeutycznym na zjawisko dimeryzacji
badanych receptoréw

Wyniki prowadzonych badan zostaty zebrane w pracach:

[A7] Grymek K, Lukasiewicz S, Faron-Goérecka A, Tworzydlo M, Polit A, Dziedzicka-Wasylewska M. Role of
silent polymorphisms within the dopamine D1 receptor associated with schizophrenia on D1-D2 receptor hetero-
dimerization. Pharmacol Rep. (2009) 61:1024-1033.

[A8] Szafran K, Lukasiewicz S, Faron-Gorecka A, Kolasa M, Kusmider M, Solich J, Dziedzicka-Wasylewska
M. Antidepressant drugs promote the heterodimerization of the dopamine D2 and somatostatin Sst5 receptors--
fluorescence in vitro studies. Pharmacol Rep. (2012) 64:1253-1258.

[A9] Kolasa M, Solich J, Faron-Gérecka A, Zurawek D, Pabian P, Lukasiewicz S, Kusmider M, Szafran-Pilch
K, Szlachta M, Dziedzicka-Wasylewska M. Paroxetine and Low-dose Risperidone Induce Serotonin 5-HT1A
and Dopamine D2 Receptor Heteromerization in the Mouse Prefrontal Cortex. Neuroscience. (2018) 377:184-
196. doi: 10.1016/j.neuroscience.2018.03.004.

W badaniach homo-, hetromeryzacji GPCRs niezwykle istotne jest wlasciwe
zaprojektowanie i przeprowadzenie eksperymentow. Szeroka gama metod badawczych
znalazta swoje zastosowanie w tego typu badaniach, jednakze nalezy mie¢ na uwadze, ze
kazda ze stosowanych obecnie technik niesie ze sobg pewne ograniczenia. Stad tez, niezwykle
wazne jest rygorystyczne kontrolowanie warunkéw eksperymentu a takze precyzyjna
interpretacja otrzymanych wynikow. W swojej pracy do $ledzenie proceséw dimeryzacji
receptorow wykorzystuje techniki fluorescencyjne zwigzane z monitorowaniem zjawiska
rezonansowego transferu energii (RET ang. Resonance Energy Transfer) takie jak: FLIM
(ang. fluorescence lifetime imaging microscopy) oraz HTRF (ang. Homogeneous Time
Resolved Fluorescence). Pozwalajg one na detekcje i monitorowanie powyzszych procesow w
zywych komorkach, w czasie rzeczywistym, zapewniajac réwnocze$nie wysoka rozdzielczo$¢
czasowa 1 przestrzenng. Zastosowanie tych metod do badania dimeryzacji receptorow
btonowych stato si¢ wykonalne przede wszystkim ze wzgledu na mozliwos¢ uzyskania —
technikami biologii molekularnej — biatek fuzyjnych (tzn. badanego receptora sprzggnigtego
z odpowiednim biatkiem fluorescencyjnym) badz receptorow znakowanych odpowiednimi
etykietkami. Sam etap projektowania bialka fuzyjnego jest rowniez niezwykle wazny, gdyz
nieumiejetne przylaczenie partnera fuzyjnego moze doprowadzi¢ do zmian w zachowaniu

i strukturze badanego bialtka, co z kolei doprowadzi do wygenerowania fatszywych wynikow.
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Dlatego tez prawidlowe przeprowadzenie tego typu eksperymentow ma tutaj ogromne
znaczenie. Zdobyte przeze mnie wieloletnie do$wiadczenie w tej dziedzinie zaowocowato
powstaniem kilku publikacji o charakterze metodycznym, w ktérych przedstawiono
szczegblowo zasady wlasciwego przygotowania 1 przeprowadzenia eksperymentow

monitorujgcych zjawisko dimeryzacji GPCRs.

[A10] Lukasiewicz S, Faron-Gorecka A, Dziedzicka-Wasylewska M. A biophysical approach for the study of
dopamine receptor oligomerization. Methods Mol Biol. (2013) 964:79-94. doi: 10.1007/978-1-62703-251-3_6.

[A11] Lukasiewicz S, Blasiak E, Szafran-Pilch K, Dziedzicka-Wasylewska M. Novel Approaches to Serotonin
Receptor Interaction Studies; Serotonin Receptor Technologies. Humana Press, New York 2015, 3-20; ISBN:
978-1-4939-2186-7, http://www.springer.com/us/book/9781493921867

[A12] Lukasiewicz S, Polit A. - Metody badania dimeryzacji receptoréw - XXVIII Szkota Zimowa Instytutu
Farmakologii PAN - skrypt, Krakéw, Polska

[A13] Grymek K, Gaska M, Lukasiewicz S, Gorecki A, Dziedzicka-Wasylewska M. Fluorescence studies of
G-protein coupled receptors oligomerization]. Postepy Biochem. (2008) 54:431-437.

W ostatnich latach prowadzone przeze mnie badania w tematyce zwigzanej
z nanomedycyng skupiaja si¢ na wykorzystaniu nanotechnologii do projektowania
nanonosnikow dedykowanych do kontrolowanego dostarczania substancji terapeutycznych
w wybrane, zdefiniowane rejony docelowego dzialania. Podstawowym zalozeniem
wykonywanych doswiadczen jest szerokie opisanie interakcji zachodzacych pomiedzy
réznymi typami nanokapsulek/nanoczastek a komorkami docelowymi. Realizacja
powyzszych tematow badawczych zaowocowata szeroka wspotpracg z naukowcami z takich
o$rodkow badawczych jak: IKiFP PAN (grupa prof. Piotra Warszynskiego), IF PAN (grupa
prof. Wiadystawa Lasonia), Uniwersytet Slaski (grupa prof. Jarostawa Polanskiego), WBBIB
UJ: Zaktad Biochemii Komorki, (dr Monika Bzowska), Zaktad Immunologii (dr Matgorzata
Bzowska, dr Krzysztof Guzik), Zaktad Biofizyki Komorki (prof. Jerzy Dobrucki), Zaktad
Biotechnologii Medycznej (prof. Alicja Jozkowicz, dr Witold Nowak), Department of
Neuroscience Karolinska Institutet (prof. Sven Ove Ogren), STIFTELSEN SINTEF (dr.
Christian ~ Simon),  Uniwersytet Oslo  (prof. = Mahmood  Amiry-Moghaddam).
Wspotuczestniczylam 1 nadal kontynuuje doswiadczenia, w ktérych projektowane,
nanoczgsteczkowe systemy transportu lekéw dedykowane sg dla terapii chorob
neuropsychiatrycznych oraz przeciwnowotworowych. Przeprowadzitam eksperymenty dla
réznych rodzajow nanoczastek, miedzy innymi: nanoczastek Ag, nanoczastek Au oraz
liposomow z inkorporowanymi zwigzkami zaliczanymi do tiosemikarbazonow — zwigzkow

o potencjale antynowotworowym (publikacja w przygotowaniu), nanoczgstek krzemu,
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nanoczgstek polimerowych z enkapsuowanymi zwigzkami o charakterze neuroprotekcyjnym
(kurkumina, polidatyna, kwas udecylenowy), polimerowych nanokapsulek zawierajacych

paclitaxel. W ramach realizacji powyzszych zadan powstaty prace:

[A14] Piotrowski M, Jantas D, Szczepanowicz K, Lukasiewicz S, Lason W, Warszynski P. Polyelectrolyte-
coated nanocapsules containing undecylenic acid: Synthesis, biocompatibility and neuroprotective properties.
Colloids Surf B Biointerfaces. (2015) 135:8-17. doi: 10.1016/j.colsurfb.2015.07.029.

[A15] Karabasz A, Bzowska M, Lukasiewicz S, Bereta J, Szczepanowicz K. Cytotoxic activity of paclitaxel
incorporated into polyelectrolyte nanocapsules . J Nanopart Res. (2014) 16 (4).

[A16] Szczepanowicz K (*), Lukasiewicz S, Dziedzicka-Wasylewska M, Warszynski P. Functional
nanocapsules for targeted drug delivery. XIX International Conference on Bioencapsulation, BRG Amboise,
France (2011) 246-247.

Prowadzitam rowniez szerokie badania nad mozliwoscig zastosowania nanoczastek
polikaprolaktanowych jako nowego no$nika dla klozapiny. Wykonane zostaly eksperymenty
w uktadzie in vitro pozwalajace opisaé¢ toksycznos¢ otrzymanego materiatu, oddzialywania
z uktadem immunologicznym a takze zdolno$¢ do przekraczania bariery krew-moézg. Wyniki

zebrano w ponizszych pracach:

[Al7] Lukasiewicz S (*), Mikotajczyk A, Szczech M, Szczepanowicz K, Warszynski P, Dziedzicka-
Wasylewska M. Encapsulation of clozapine into polycaprolactone nanoparticles as a promising strategy of the
novel nanoformulation of the active compound. J Nanopart Res. (2019) — przyjete do druku

[A18] Lukasiewicz S (*), Mikotajczyk A, Blasiak E, Dziedzicka-Wasylewska M, The interaction between PCL
nanoparticles and murine macrophage (RAW 264.7) cell line. Colloids Surf B Biointerfaces — w trakcie recenzji

Moim osiggnigciem naukowym byta réwniez aplikacja techniki ekspresji fagowej
(ang. phage display) do produkcji monoklonalnych fragmentow przeciwciat scFv. Wczesniej
ww. technika nie byta stosowna w Zakladzie Biochemii Fizycznej. Moje badania skupiaja si¢
glownie na wuzyskaniu przeciwciat specyficznie rozpoznajacych dimery (heteromery)
formowane przez receptory zaliczane do rodziny GPCRs. W ramach szerokich badan
prowadzonych w powyzszym obszarze powstaly publikacje, w ktorych miedzy innymi:
przedstawiono rdézne strategie dla procesu ,,bio-panning-u” podczas selekcji scFv
specyficznych dla dimerow GPCRs, poréwnan0 rozne systemy ekspresyjne (bakteryjne,
owadzie) oraz techniki oczyszczania bialek mogace znalez¢ zastosowanie do uzyskania
rozpuszczalnych form przeciwciat scFv skierowanych przeciwko biatkom btonowym

/heteromerom GPCRs.

[A19] Lukasiewicz S (*), Stachowicz A, Bzowska M, Dziedzicka-Wasylewska M. Comparison of Various
Selection Strategies Used for Isolation of Human Monoclonal scFv Antibody Specific to GPCRs Heteromers.
J Pharmacol Pharm Res, (2019) 2:1-8.
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[A20] Lukasiewicz S (*), Stachowicz A, Fic E, Btasiak E, Kowalik A, Dziedzicka-Wasylewska M. Different
strategies used in the purification of human monoclonal scfv antibodies. J Biol Med (2019) 3:014-020. doi:
http://dx.doi.org/10.17352/jbm.000007

[A21] Lukasiewicz S (*), Szczepanowicz K, Bzowska M, Warszynski P, Dziedzicka-Wasylewska M. Targeted
delivery system for therapy of schizophrenia. XIX International Conference on Bioencapsulation, BRG
Amboise, France (2011) 222-223.

W ramach wspotpracy z dr hab. Sylwig Kedracka-Krok bralam udzial w badaniach
protecomicznych, ktorych przedmiotem byly wewnetrznie nieuporzadkowane biatka

jadrowych. Efektem tej pracy jest publikacja:

[A22] Skupien-Rabian B, Jankowska U, Swiderska B, Lukasiewicz S, Ryszawy D, Dziedzicka-Wasylewska M,
Kedracka-Krok S. Proteomic and bioinformatic analysis of a nuclear intrinsically disordered proteome.J
Proteomics. (2016) 130:76-84. doi: 10.1016/j.jprot.2015.09.004.

Moje zainteresowania badawcze koncentruja si¢ rowniez wokol tematyki zwigzanej
z medycyng integracyjna bedaca potaczeniem medycyny akademickiej z medycyng naturalng
reprezentowang miedzy innymi przez ziololecznictwo czy medycyne¢ chinska. Okazuje si¢
bowiem, Ze ten sposob leczenia moze osigga¢ znacznie lepsze wyniki niz stosowanie kazdego
z odlaméw medycyny oddzielnie. W 2016 roku uczestniczytam w VII Migdzynarodowym
Kongresie Medycyny Chinskiej w Izraelu organizowanym przez International Community of
Chinese Medicine (ICCM), gdzie nawigzatam wspoélprace z jednym z pionierdéw medycyny
integracyjnej w Izraclu a takze wybitnym autorytetem w zakresie medycyny chinskiej
dr Yair-em Maimon. Obecnie dr Yair Maimon jest m.in. dyrektorem Instytutu Onkologii —
Szpitala Sheba a takze Integracyjnego Centrum Badah Nowotwordow. Poza tym przewodzi
Izraelskiemu Centrum Badan w Zakresie Medycyny Komplementarnej. Moja praca badawcza
w tym obszarze skupia si¢ na ewaluacji dzialania mieszanki ziotowej LCS 101 w konteks$cie
antynowotworowym. W ramach realizacji powyzszej tematyki powstata praca (aktualnie
w trakcie recenzji), w ktorej przedstawiony zostal immunomodulacyjny efekt dzialania

mieszanki ziolowej LCS101.

[A23] Lukasiewicz S (¥*), Maimon Y, Coen Z, Kedracka-Krok S, Jankowsk U, Zwinczewska H, Zwinczewska
D, Dziedzicka-Wasylewska M and Guzik K (*).The influence of the botanical compound LCS101 on RAW
264.7 cells — immunomodulatory effect. — w trakcie recenzji

Moje przyszie plany badawcze koncentrujg si¢ wokot szeroko pojetego tematu
nanomedycyny i zwigzane sg z dalsza pracg nad opracowaniem nowych, bezpiecznych

nanonos$nikow do transportu substancji terapeutycznych w wybrane miejsca docelowe.
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Kolejny nurt badawczy stanowi¢ bedzie otrzymywanie 1 charakterystyka ligandow
kierunkowych (w oparciu o technik¢ ekspresji fagowej) z przeznaczeniem do funkcjonalizacji
nanonos$nikow. Prowadzone beda réwniez eksperymenty pozwalajace opisaé proces
heteromeryzacji réoznych GPCRs ze wskazaniem na poszukiwanie klinicznie istotnych

heteromeréw powyzszych receptorow mogacych stanowi¢ potencjalne cele dla terapeutykow.
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