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1. Zyciorys naukowy

1.1. Wyksztalcenie

2006- 2009

Studia licencjackie na Wydziale Rolnictwa i Biologii Szkoty
Gltownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Absolwent
kierunku Biologia, Uzyskany tytut: licencjat (temat pracy: ,,Czy
komorki graniczne korzenia pomidora przechodzg programowang

$mier¢ komoérki?”), Promotor — dr Sylwia Fudali

2009 - 2011

Studia magisterskie na Wydziale Rolnictwa i Biologii Szkoty
Gltownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Absolwent
kierunku Biologia, specjalnos¢: Biologia mikroorganizmow.
Uzyskany tytut: magister biologii (temat pracy: ,,Charakterystyka
drozdzy killerowych na przyktadzie Willopsis saturnus™),

Promotor - dr hab. prof. SGGW Mieczystaw Btaszczyk

2011 - 2015

Studia doktoranckie na Wydziale Nauk o Zwierzetach SGGW
,Biotechnologia w produkcji zwierzecej” w  dyscyplinie:

zootechnika

2015

Uzyskanie tytulu doktora nauk rolniczych w dyscyplinie
zootechnika (temat rozprawy doktorskiej: ,,Wptyw grafenu na
modulacje szlaku indukcji apoptozy komorek glejaka
wielopostaciowego (Glioblastoma multiforme) dwu linii o
réznych genotypach”), Promotor — prof. dr hab. Ewa Sawosz

Chwalibog , praca wyrozniona

1.2. Doswiadczenie zawodowe, szkolenia i staze

Doswiadczenie zawodowe

2015 — do chwili

obecnej

Adiunkt, Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie,
Katedra Zywienia i Biotechnologii ~ Zwierzat, Zaklad

Nanobiotechnologii




Szkolenia

22.02.2012

Step One/Step One Plus Real- Time PCR Instrument, Warszawa

18.04.2012

Warsztaty organizowane przez firm¢ MARS POLSKA z zakresu

zywienia malych zwierzat, Sochaczew

10-13.09.2012

Letni Kurs Hodowli Komoérek Zwierzecych, Warszawa, Zaktad

cytologii, Wydziat Biologii, UW.

18.04.2013.

Warsztaty z biologii molekularnej w czasie trwania 111 Konferencji
Studenckiej pn. ,,Biotechnologia w Nano — wymiarze”; Werynia k.

Rzeszowa,

16-19.09.2013

Warsztaty “Nano and Advances Materials Workshop and Fair”,

Warszawa

02.12.2013. Szkolenie na poziomie zaawansowanym z obstugi Malvern
Zetasizer Nano ZS90, Warszawa

01.04.2014 Szkolenie ,,Skuteczna komunikacja z biznesem”, organizowane
przez Urzad Marszatka Wojewodztwa Mazowieckiego w
Warszawie

01.06.2014 Szkolenie ,,Zasady, regulacje prawne dotyczace wlasnos$ci
intelektualnej oraz ochrony patentowej”, organizowane przez
Urzad Marszatka Wojewddztwa Mazowieckiego w Warszawie

08.07.2014 Szkolenie ,,Wtasno$¢ intelektualna oraz ochrona patentowa",

organizowane  przez  Urzad  Marszatka ~ Wojewodztwa

Mazowieckiego w Warszawie

22-28.08.2014

Warsztaty "WILDLIFE BEAUTY, INSPIRATION, SICIENCE”
Marloth and Kruger Park, RPA.

2015

Szkolenie dla o0s6b  odpowiedzialnych za  planowanie,
wykonywanie  procedur i doswiadczen na zwierzgtach

1 uSmiercanie. Polskie Towarzystwo Nauk o Zwierzgtach
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Laboratoryjnych (21-25.09.2015) — SGGW w Warszawie

2017 Szkolenie ,,Program SGGW wobec studentow niepetnosprawnych”
w ramach projektu program unowocze$niania ksztalcenia

w SGGW

Staze

01.11.2014 -31.01.2015 | Staz naukowy, University of Copenhagen, Dania

01.07.2015 — | International Summer School of Nanoscience & Nanotechnology
07.07.2015 ISSON, Saloniki, Grecja

04.03.2019 — | Staz naukowy, Multiple Myeloma and New Drugs Investigation
15.03.2019 Unit, at The Institute for Biomedical Research of Salamanca

(IBSAL), Hiszpania

1. DZIALALNOSC NAUKOWA

a. Wskazanie osiagni¢cia wynikajacego z art. 16. Ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr. 65, poz. 595

ze zm.)

Osiagnigcie naukowe stanowi cykl czterech, powigzanych tematycznie, oryginalnych prac
naukowych, opublikowanych w czasopismach naukowych znajdujacych si¢ w bazie Journal

Citation Reports (ICR) o tgcznej punktacji IF: 14,439 i MNiSW: 125 pkt.

P1. Sawosz E., Jaworski S., Kutwin M, Vadalasetty K.P., Grodzik M, Wierzbicki M.,
Kurantowicz N., Strojny B., Hotowy A., Lipinska L., Jagietto J., Chwalibog A. 2015.
Graphene Functionalized with Arginine Decreases the Development of Glioblastoma
Multiforme Tumor in a Gene-Dependent Manner. Int J Mol Sci. 2015 Oct; 16(10): 25214
25233. (IF 3.257; 30pkt. MNiSW); liczba cytowan 13




Moj wktad w powstanie pracy obejmowat udzial w opracowaniu metodyki, przeprowadzeniu
doswiadczenia, pobieraniu prob do analiz oraz wykonaniu analiz, wspétudzial w
opracowaniu wynikéw 1 wykonaniu analizy statystycznej, przygotowaniu tekstu do druku.

Swoj udziat szacuje na 54 %. Oswiadczenie pozostalych autorow w Zatgczniku nr 6.

P2. Jaworski S., Biniecka P., Bugajska Z., Daniluk K., Dyjak S., Strojny B., Kutwin M.,
Wierzbicki M., Grodzik M., Chwalibog A. 2017. Analysis of the cytotoxicity of hierarchical
nanoporous graphenic carbon against human glioblastoma grade IV cells. Int J Nanomedicine.
2017 May 18;12:3839-3849. (IF 4,37; 35pkt. MNiSW); liczba cytowari O

Moj wktad w powstanie pracy obejmowat udzial w opracowaniu metodyki, wykonaniu analiz,
wspotudzial w opracowaniu wynikow i wykonaniu analizy statystycznej, przygotowaniu tekstu

do druku. Swdéj udziat szacuje na 710%. Oswiadczenie pozostatych autorow w Zatgczniku nr 6.

P3. Jaworski S., Wierzbicki M., Sawosz E., Jung A., Gielerak G., Biernat J., Jaremek H.,
Lojkowski W., Wozniak B., Wojnarowicz J., Stobinski L., Malolepszy A., Mazurkiewicz-
Pawlicka M., Lojkowski M., Kurantowicz N., Chwalibog A. 2018. Graphene Oxide-Based
Nanocomposites Decorated with Silver Nanoparticles as an Antibacterial Agent. Nanoscale
Res Lett. 2018; 13: 116. (IF 3,125; 30 pkt. MNiSW); liczba cytowan 1

Moj wkiad w powstanie pracy obejmowat udzial w tworzeniu koncepcji przeprowadzonych
badan, opracowaniu metodyki, opracowaniu wynikéow i wykonaniu analizy statystycznej,
przygotowaniu tekstu do druku. Swoj udzial szacuje na 53%. Oswiadczenie pozostalych

autorow w Zatgczniku nr 6.

P4. Jaworski S., Strojny B., Sawosz E., Wierzbicki M., Grodzik M., Kutwin M., Daniluk K.,
Chwalibog A. 2019. Degradation of Mitochondria and Oxidative Stress as the Main
Mechanism of Toxicity of Pristine Graphene on U87 Glioblastoma Cells and Tumors and HS-
5 Cells. Int. J. Mol. Sci. 2019, 20(3), 650. (IF 3,687 ; 30 pkt. MNiSW); liczba cytowan O

Moj wkiad w powstanie pracy obejmowat udzial w tworzeniu koncepcji przeprowadzonych
badan, opracowaniu metodyki, opracowaniu wynikow i wykonaniu analizy statystycznej,
przygotowaniu tekstu do druku, korespondowaniu z redakcjq czasopisma. Swoj udziat szacuje

na 80%. Oswiadczenie pozostatych autorow w Zatgczniku nr 6.



Oswiadczenia wspolautoréw przedstawionych powyzej prac naukowych (P1-P5) wraz

z okresleniem ich indywidualnego udzialu wykazano w Zalaczniku nr 6.

Wspotczynnik Impact Factor (IF) wg bazy Journal Citation Reports (ICR) zgodny z rokiem
ukazania sie pracy. Liczba punktow wg wykazu czasopism naukowych MNiISW zgodna

z rokiem ukazania si¢ pracy.

a. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagni¢tych wynikow wraz z

omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Uzasadnienie badan

Jedng z najbardziej dynamicznie rozwijajacych si¢ dziedzin nauki jest nanobiotechnologia
obejmujaca dziedziny wiedzy badajace 1 kontrolujace struktury, procesy oraz funkcje
systemow biologicznych w nanoskali. Nanomateriaty, a w tym i nanoczgstki otwierajg nowe
mozliwosci badawcze i aplikacyjne w biologii i medycynie. Aktualnie prowadzone badania
dotyczace  wykorzystania nanostruktur — obejmuja  dostarczanie lekow, dziatanie
antynowotworowe, wykorzystanie w budowie biosensoréw, jako potencjalnego s$rodka
przeciwbakteryjnego czy rusztowania dla inzynierii tkankowej. Nanostruktury zajmuja
rébwniez niezwykle wazng pozycje w wielu galeziach przemyshu. Wedlug bazy

nanoproduktow The Nanodatabase (http://www.nanodb.dk) na rynek europejski

wprowadzono juz ponad 3 tysigce takich produktow. Wymusza to koniecznos¢ ewaluacji

wplywu nanoczastek i nanomateriatow na organizmy zywe.

Jednym z materiatow cieszacych si¢ szczegdlng uwagg jest grafen oraz jego pochodne. Grafen
jest jedng z alotropowych form wegla sktadajaca si¢ z pojedynczej warstwy atomow wegla
polaczonych wigzaniami sp? tworzacych heksagonalny uktad. Unikalne cechy materiatow
opartych na grafenie (m.in. grafen naturalny, tlenek grafenu, zredukowany tlenek grafenu,
kropki kwantowe grafenu, nanowstegi grafenu, trojwymiarowa pianka grafenowa i wiele
innych) takie jak duza powierzchnia wtasciwa, wyjatkowe wtasciwosci elektryczne, termiczne,
optyczne oraz wysoka wytrzymato$¢ mechaniczna daja mozliwo$¢ zastosowania grafenu w
nanomedycynie jako $rodka o dzialaniu terapeutycznym lub transportera dla lekow czy

biomolekut.


http://www.nanodb.dk/

Whyniki przeprowadzonych badan dotyczacych wptywu roznych form grafenu (grafenu
naturalnego, tlenku grafenu, kubicznych sfer grafenowych) na stan morfologiczno-
funkcjonalny, z wykorzystaniem trzech modeli: mikroorganizméw (w tym komorek
bakteryjnych i drozdzy), komorek eukariotycznych prawidtowych (ludzkie komorki zrebu
szpiku kostnego linii HS-5 oraz fibroblasty linii L929 i PCS-201-010) i nowotworowych
glejaka 1V stopnia linii U87 oraz guzow glejaka IV stopnia wyhodowanych na blonie
kosméwkowo-omoczniowej zarodka kury, przedstawitem w monotematycznym cyklu prac
stanowiacych osiggniecie, o ktorym mowa w art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
nr 65, poz. 595 z pdz. zm.): ,Biologiczna interakcja pomiedzy grafenem i jego
pochodnymi a strukturg zZywego organizmu ze szczegélnym uwzglednieniem dzialania

toksycznego i terapeutycznego”.
Wstep

Grafen jest ptaska warstwg zlozong z pojedynczych atomow wegla tworzacych
dwuwymiarowe arkusze o szesciokagtnym uktadzie atomow. Wyjatkowa cechg grafenu jest to,
ze jego powierzchnia pokryta jest ,,chmurg” elektronow poruszajacych si¢ z ogromng
predkoscig (Geim i Novoselov, 2007), co predysponuje ten materiat do potencjalnego
oddawania elektronéw oraz do tworzenia wigzan z innymi molekutami. Dodatkowo jest
materialem ultracienkim, a jednocze$nie bardzo wytrzymatym mechanicznie (Ferrari i wsp.,
2015). Ze wzgledu na swoje wyjatkowe wlasciwosci fizykochemiczne nanomateriaty
grafenowe (GFM, ang. Graphene Family Materials) sa szeroko stosowane w wielu
dziedzinach, rowniez w badaniach biomedycznych (Reina i wsp., 2017). Obecnie zostato
przeprowadzonych wiele badan w celu okreslenia toksycznosci i biokompatybilnosci GFM
na modelach in vivo i in vitro. GFM moga cechowa¢ si¢ roznym stopniem toksycznosci
zalezny od badanego materialu grafenowego, wykorzystywanych modeli czy drogi podania.
Rodzina materiatbw grafenowych obejmuje m.in. grafen naturalny, tlenek grafenu,
zredukowany tlenek grafenu, grafenowe kropki kwantowe i grafenowe (Guo i Mei, 2014).
Toksycznos¢ poszczegdlnych materialow zalezy od rozmiaru, struktury powierzchni,
funkcjonalizacji, tadunku, zanieczyszczenia, agregacji | efektu koronowego (Loh i wsp.,
2010) Ponadto ujawniono kilka typowych mechanizméw lezacych u podstaw toksycznoscli
GFM takich jak fizyczne zniszczenie, stres oksydacyjny, uszkodzenie DNA, apoptoza,

autofagia i nekroza (Ou i wsp., 2016). Badania Zhang i wsp. (2010) wykazaly, ze warstwy
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grafenu wywolujg efekty cytotoksyczne i ze te efekty sg zalezne od st¢zenia i ksztattu.
Ponadto Chatterjee i wsp. (2014) dowiedli, ze nicutlenione formy grafenu sa bardziej
toksyczne niz tlenek grafenu, na komorki linii HepG2. Modyfikacje powierzchni grafenu
(dodatek grup tlenowych, glikolu polietylenowego, biopolimeréw) poprawity rozpuszczalnosé

I znacznie zmniejszyty toksycznos¢ GFM (Sasidharan i wsp., 2011).

Jednym z potencjalnych zastosowan grafenu w medycynie jest terapia antynowotworowa.
Konwencjonalne opcje terapeutyczne, w tym chemioterapia i radioterapia, Sa najczesciej
stosowane w leczeniu raka. Jednak te metody daja niskie wskazniki sukcesu i maja powazne
negatywne skutki uboczne. Wymusza to konieczno$¢ poszukiwania nowych terapii

eksperymentalnych, réwniez z zastosowaniem zdobyczy nanotechnologii.

Grafen moze zosta¢ zastosowany jako fotouczulacz w terapii fototermicznej. Badania Hu
i wsp. (2015) wykazaly silniejsze dzialanie przeciwnowotworowe, oparte na terapii
fototermicznej, w porownaniu do konwencjonalnych fotouczulaczy. Materiaty grafenowe
maja znaczny potencjat do zastosowania w $rodkach teranostycznych ze wzgledu na wiele
unikalnych wtasciwosci jak wysoka powierzchnia wiasciwa, odpowiednie wlasciwosci
przesytania energii i/lub elektronow, wysoka wydajnos¢ kwantowa fluorescencji, dobra
zdolnos$¢ do dyspergowania w wodzie (formy utlenione), duza skutecznos¢ tadowania leku,
selektywny pobor przez nowotwory, minimalne skutki uboczne i wysoka wydajnosc
produkcji reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species) (Zhou i wsp., 2011).
Za jeden z gtéwnych mechanizméw toksycznosci grafenu uwaza si¢ uszkodzenie
mitochondriow oraz zwigkszong produkcje ROS. Li i wsp. (2012) stwierdzili, ze grafen
wykazuje dzialanie cytotoksyczne poprzez — depolaryzacje mitochondriow i wzrost
wewnatrzkomorkowych ROS, aktywujac mitochondrialng $ciezke apoptozy. Takie zaburzenie
dziatania  mitochondriow moze by¢é zwigzane z  oksydacyjnym  niszczeniem
mitochondrialnych makroczasteczek takich jak mitochondrialne DNA, lipidy czy biatka.
W badaniach Zhou i wsp. (2014) na ludzkich komoérkach raka sutka linii MDA-MB-231,
ludzkich komorek raka prostaty PC3 wykazano ponadto zahamowanie dziatania kompleksow
I, 1, 1l i IV tancucha przenoszenia elektronéw, najprawdopodobniej poprzez zaktocenie
transferu elektronow pomiedzy centrami zelazo-siarkowymi, co jest zwigzane z silniejsza
zdolno$cig grafenu do przyjmowania elektronow w porownaniu do centrow zelazo-
siarkowych (Zhou i wsp., 2014). Ominigcie mitochondrialnego tancucha transportu

elektronow powoduje hamowanie fosforylacji oksydacyjnej i nadprodukcje ROS.
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W badaniach Szmidta i wsp. (2019) wykazano ponadto, ze dodatek tlenku grafenu do
pozywki hodowlanej, powodowat obnizenie ekspresji genéw kodujacych kompleksy biatkowe

odpowiedzialne za transfer elektronéw w mitochondrialnym tancuchu oddechowym.

W badaniach z wykorzystaniem komoérek glejaka IV stopnia linii U87 i U118 poddanych
dziataniu tlenkiem grafenu (GO) i zredukowanego tlenek grafenu (rGO), odnotowano
zalezng od dawki cytotoksycznos¢. Oba rodzaje platkow grafenu obnizyly zywotno$¢
komorek i proliferacj¢, aczkolwiek rGO byt bardziej toksyczny niz GO (Jaworski i wsp.,
2015). Pobieranie grafenu przez komorki linii U87 oraz zalezny od dawki efekt cytotoksyczny
byt réwniez obserwowany w badaniach z wykorzystaniem zredukowanego tlenku grafenu
funkcjonalizowanego glikolem polietylenowym (Akhavan, Ghaderi i Emamy, 2012). Podanie
GO i rGO w formie hydrokoloidow do guzéw glejaka wywodzacych si¢ z linii U87,
hodowanych na btonie kosméwkowo-omoczniowej zarodka kury, spowodowato zmniejszenie
masy i objetosci guzow glejaka wielopostaciowego w obu badanych grupach. W grupie GO
zaobserwowano spadek masy 0 41% i objetosci o 43%, natomiast w grupie rGO spadek masy
wynosit 35%, a objetosci do 42%, w pordéwnaniu do guzoéw z grupy kontrolnej. Dodatkowo
analiza markeréw apoptozy wykazata wzrost ekspresji kaspazy 3, co niepodwazalnie

$wiadczy 0 aktywacji procesu apoptozy (Jaworski et al., 2015).

Kolejnym z potencjalnych zastosowan grafenu, wynikajacym z indukcji stresu oksydacyjnego,
niszczenia blon komoérkowych poprzez ostre krawedzie oraz immobilizacji komoérek na
powierzchni ptatkow grafenu, jest dziatanie antybakteryjne. Jednym z najbardziej
obiecujacych czynnikéw antydrobnoustrojowych, skierowanych przeciwko bakteriom
antybiotykoopornym, moga by¢ modyfikowane powierzchniowo materiaty z nanoczastkami i
nanokompozytami o dziataniu bakteriobojczym. Obecnie niektore szczepy staty si¢ odporne
na praktycznie wszystkie powszechnie dostgpne s$rodki: beta-laktamy, tetracykliny
i aminoglikozydy (Jang, 2016). Gtéwnymi opornymi patogenami sg oporny na metycyling
Staphylococcus aureus, oporny na wankomycyne Enterococcus i Klebsiella pneumoniae
produkujacy beta-laktamazy o rozszerzonym spektrum dziatania i Escherichia coli (Mathur
i Singh, 2013). Co wigcej, bakterie odporne na antybiotyki sa w stanie przekazywaé geny
opornosci w wyniku horyzontalnego transferu genow na inne daleko spokrewnione bakterie,
ktoére nastepnie moga przekazywaé geny opornosci kolejnym pokoleniom. Tak wigc
pojawienie si¢ bakterii opornych na antybiotyki stanowi powazny problem, ktory mozna

przezwycigzy¢  przez opracowanie nowych $rodkéw  przeciwdrobnoustrojowych.
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Nanomaterialy i nanoczastki o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, takie jak srebro, miedz,
fulereny, jednoscienne nanorurki weglowe oraz grafen moga oferowac szereg korzysci
ze wzgledu na ich wyjatkowe wtasciwosci fizykochemiczne i duzg powierzchnie wtasciwa
(Chwalibog i wsp., 2010; Lara i wsp., 2011; Dar, Ingle i Rai, 2013). Zgodnie z obecnymi
badaniami, gléwnymi procesami lezacymi u podloza antybakteryjnego dziatania
nanomateriatdw sg perforacja komérkowej bakterii, uwalnianie jonow metali, wytwarzanie
ROS oraz interakcje z DNA i biatkami bakteryjnymi (Nagy et al., 2011; Wang, Hu and Shao,
2017). Grafen, jako material posiadajgcy dwie aktywne strefy: krawedzie oraz powierzchnie,
moze dotaczaé czasteczki biologiczne do jego krawedzi i przylega¢ do powierzchni komoérki
wykazujac plastyczng adhezje do rdéznych struktur biologicznych, w tym komorek
bakteryjnych (Kurantowicz et al., 2015). Utleniona posta¢ grafenu (GO), tatwo dysperguje w
wodzie i rozpuszczalnikach organicznych ze wzgledu na obecno$é grup tlenowych, co moze
by¢ dodatkowym atutem w zastosowaniu tej formy grafenu jako czynnika antybakteryjnego.
Do tej pory wykazano silne dziatanie przeciwbakteryjne GO. Aktywnos¢ przeciwbakteryjng
GO przypisano oddziatywaniu z blonami komorkowymi mechanicznym ich uszkodzeniu
(Akhavan i Ghaderi, 2010). Dodatkowa zaleta GFM jest tatwos¢ funkcjonalizacji, a dodatek
innych substancji moze zwigkszy¢ dziatanie przeciwdrobnoustrojowe. Najnowsze badania
wskazuja, ze kompozyty grafenowe mogg by¢ wykorzystane jako obiecujgce materiaty
przeciwbakteryjne (Seil i Webster, 2012). Nanokompozyty mogg przezwyciezy¢ ograniczenia
poszczegblnych sktadnikow. Nanomaterialy przeciwbakteryjne dotaczone do ptatkow
grafenu sg bardziej stabilne 1 dobrze zdyspergowane (Halouane i wsp., 2017).

Nanokompozyty te mogg zawiera¢ metale, tlenki metali, polimery, antybiotyki.

Na podstawie przedstawionego wyzej przegladu dostgpne;j literatury naukowej oraz wtasnych
badan realizowanych we wczesniejszych doswiadczeniach badawczych, podjatem si¢
realizacji eksperymentéw, ktorych celem bylo okreslenie wplywu wybranych form
nanomaterialéw grafenowych - GFM (grafenu naturalnego, tlenku grafenu, kubicznych
sfer grafenowych) na stan morfologiczno-funkcjonalny struktur biologicznych,
z wykorzystaniem trzech modeli o réznym stopniu organizacji, w celu weryfikacji
przydatnosci GFM w badaniach biomedycznych oraz w celu okreslenia mechanizmow

generowanych przez GFM w komérkach i tkankach.

W monotematycznym cyklu czterech publikacji naukowych sktadajacych si¢ na gléwne

osiaggnigcie mojego dorobku naukowego dokonano analizy:
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- toksycznos$ci grafenu naturalnego (GPS) i kubicznych sfer grafenowych (HNC) poprzez
zbadanie zywotnos¢ i zmian w metabolizmie komorek prawidtowych (fibroblasty linii L929
I PCS-201-010 oraz mezenchymalne komorki zrebu szpiku kostnego linii HS-5)

1 nowotworowych (komorki glejaka IV stopnia linii U87)

- toksycznosci grafenu naturalnego na guzy glejaka wielopostaciowego linii U87,

wyhodowanych na btonie kosméwkowo-omoczniowej zarodka kury

- wpltywu funkcjonalizacji grafenu (poprzez aminokwasy i/lub nanoczastki srebra)

na wzmocnienie efektu terapeutycznego

- antybakteryjnego dziatania tlenku grafenu oraz nanokompozytow tlenku grafenu

dekorowanych nanoczastkami srebra

Podstawowym celem zrealizowanych badan byta ocena przydatnosci grafenu jako materiatu,

ktéry moze zosta¢ wykorzystany w nanomedycynie.

Material i Metody

GFM

W badaniach wykorzystano cztery rodzaje ptatkow grafenu: naturalny (pristine, GPS), tlenek
grafenu (GO), zredukowany tlenek grafenu (rGO), kubiczne sfery grafenowe (HNC). Badane
GFM wykazywaty istotne roznice fizyko-chemiczne (tabela 1). GPs zakupiono w firmie
Skyspring Nanomaterials (Houston, Stany Zjednoczone), GO pozyskano z Laboratorium
Grafenowego Politechniki Warszawskiej, rGO pozyskano z Instytutu Technologii Materiatow
Elektronicznych (ITME) w Warszawie a HNCs z Wojskowej Akademii Technicznej.
Wszystkie rodzaju grafenu miaty forme¢ proszkéw. Proszki zawieszano w wodzie
(o przewodnosci 18,3 MQ x cm) oraz poddawano sonikacji w celu utworzenia roztworow
koloidalnych. Wielkos¢ oraz ksztalt platkbw okreslono poprzez wizualizacje
z wykorzystaniem transmisyjnego mikroskopu elektronowego (JOEL Ltd., Tokio, Japonia)
transmisyjnego mikroskopu skaningowego (FEI, Hillsboro, USA) oraz mikroskopu sit
atomowych (Asylum MFP-3D Bio AFM, Oxford Instruments, UK). Dodatkowo zbadano
potencjatl Zeta koloidow GFM z uzyciem Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern, Worcestershire,
Wielka Brytania). Analize spektroskopowa FT-IR przeprowadzono przy wykorzystaniu
12



spektrometru Nicolet iS10 (Thermo Fisher Scientific, USA) Podstawowe wlasciwos$ci

fizykochemiczne zastosowanych nanoptatkéw grafenu przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Poréwnanie wlasciwosci fizykochemicznych nanoptatkow grafenu zastosowanych

w badaniach.
Grafen naturalny Tlenek grafenu Zredukowany tlenek | Kubiczne sfery
grafenu grafenowe
GPs GO
rGo HNC
Czystos¢ >99,5% >99% >99% >99 %
Wielkos¢ 450 nm - 1,5 um 263 nm- 2,0 pm 100 nm - 1,5 pum; 100-150 nm
aglomeraty od 5 um
Potencjat Zeta -9,61 mV -41,0 mV -19,3 mV -26,8 mV
Metoda produkcji eksfoliacja zmodyfikowana redukcja chemiczna metoda wg.
metoda Hummersa tlenku grafenu Dyjak i wsp.
(2016)
Konfiguracja
atomow
sp2 sp21isp3 sp2 sp2
Zachowanie w hydrofobowy hydrofilowy hydrofobowy hydrofobowy

wodnym roztworze

Modele badawcze

W pracy wykorzystano trzy modele biologiczne, o réznym stopniu organizacji

1. mikrobiologiczny, w

tym bakterie Staphylococcus
Staphylococcus epidermidis (ATCC 14990),

aureus

(ATCC 25923)
oraz Escherichia coli (ATCC 25922)

oraz drozdze Candida albicans (ATCC 90028) pozyskano z firmy LGC Standards

(Lomianki, Poland). Mikroorganizmy hodowano na podtozach hodowlanych (Merck
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Millipore, Darmstadt, Germany): tryptic soy agar dla S. aureus i E. coli, brain heart

agar dla S. epidermidis) oraz Sabouraud’s agar dla C. albicans, w temperaturze 37°C.

2. model in vitro — linie komoérek prawidtowych (ludzkie komorki zrgbu szpiku kostnego
linii HS-5 oraz fibroblasty linii L929 i PCS-201-010) i nowotworowych glejaka IV
stopnia linii U87. Linie komoérkowe hodowano w plastikowych naczyniach
przeznaczonych do hodowli komoérek adherentnych, z wykorzystaniem pozywki
Dulbecco zmodyfikowanym przez Eagle'a (ang. Dulbecco’s modified Eagle’s culture
medium; DMEM) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA), wzbogaconej 10% bydleca
surowicg ptodowg (Sigma-Aldrich®) z dodatkiem 1% penicyliny i streptomycyny
(Sigma-Aldrich®). Hodowle prowadzone byly w inkubatorze do hodowli
komorkowych (NUAir; Minessota, USA) zapewniajacym state warunki temperatury
i dwutlenku wegla (temp.37°C, CO2 5%).

3. model guzéow glejaka IV stopnia hodowanych na btonie kosméwkowo-omoczniowej
zarodka kury. Do hodowli guzow wykorzystane zostaty zaptodnione jaja kurze linii
Ross 308. W siodmym dniu rozwoju zarodka na CAM zostat natozony silikonowy
krazek, do wnetrza ktérego naniesiono 30 pl zawiesiny zawierajacej 3x10° komorek
glejaka IV stopnia linii U87. Rozwijajace si¢ zarodki przeniesiono do inkubatora.
Po 10 dniach dalszej inkubacji wyhodowane guzy zostaty losowo podzielone na trzy

grupy badawcze po 40 osobnikow kazda.

Metody analityczne
W pracy zastosowano nastgpujace metody analityczne:

* Analiza potencjatu Zeta badanych GFM z uzyciem Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern, Malvern,
Worcestershire, Wielka Brytania).

* Analiza spektroskopowa FT-IR z wykorzystaniem spektroskopu Nicolet iS10 (Thermo
Fisher Scientific, USA)

» Wizualizacja GFM z zastosowaniem transmisyjnego mikroskopu elektronowego (JOEL Ltd.,
Tokio, Japonia), skaningowego mikroskopu elektronowego (FEI, Hillsboro, USA)
i mikroskopu sit atomowych (Asylum MFP-3D Bio AFM, Oxford Instruments, UK)
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 Analiza morfologii komoérek poddanych dziataniu wybranych GFM oraz mikrostruktury
guzdw glejaka wielopostaciowego linii U87 z zastosowaniem mikroskopu $wietlnego (Leica,

Wetzlar, Niemcy).

* Analiza makrostruktury guzow glejaka wielopostaciowego linii U87 z wykorzystaniem

mikroskopu stereoskopowego (Olympus, Tokio, Japonia).

* Analiza $mierci komorki (apoptoza/nekroza) z uzyciem cytometru przeptywowego (Becton

Dickinson, Heidelberg, Niemcy; SimulSet soft-ware).

» Analiza ekspresji wybranych gendéw z wykorzystaniem Light Cycler® 480 system (Roche
Applied Science, Penzberg, Niemcy).

* Izolacja biatka catkowitego przy uzyciu Tissue Lyser LT (Qiagen, Hilden, Niemcy).
Oznaczenie ilosciowe biatek metoda Western blott oraz protein arrays (System Mini Protein
Gel, Bio-Rad Laboratories, Munich, Niemcy) z uzyciem kamery do wizualizacji GelDoc
(Bio-Rad Labolatories) oraz za pomocg testow ELISA z wykorzystaniem spektrofotometru
ptytkowego Infinite M200 (Tecan Group AG, Mannedorf, Niemcy) .

* Analiza toksycznos$ci wybranych GFM na badane komorki ($miertelno$¢, integralno$¢ blon,
produkcja ROS, polaryzacja bton mitochondrium) z wykorzystaniem spektrofotometru

ptytkowego Infinite M200 (Tecan Group AG, Mannedorf, Niemcy)

* Analiza ultrastruktury komorek 1 guzow glejaka wielopostaciowego z uzyciem

transmisyjnego mikroskopu elektronowego (JOEL Ltd., Tokio, Japonia).

* Analiza statystyczna - wyniki analizowano w uktadzie analizy wariancji jednoczynnikowej i
dwuczynnikowej z zastosowaniem programu Statgraphics Centurion (Statpoint Technologies
Inc., Warrenton, Stany Zjednoczone, 2009). Réznice 0 P < 0,05 uznawano za istotne

statystycznie.

Uklad doswiadczen
Przeprowadzono trzy panele doswiadczen (ryc. 1), ktorych celem byty:

I. ocena toksyczno$ci nanoplatkow grafenu naturalnego, zredukowanego tlenku grafenu,

zredukowanego tlenku grafenu funkcjonalizowanego argining, zredukowanego tlenku grafenu
15



sfunkcjonalizowanego proling na komorki glejaka IV stopnia linii U87 oraz komorki
nienowotworowe: fibroblasty linii L929 i PCS-201-010 oraz ludzkie komorki zr¢bu szpiku
kostnego linii HS-5 (P 1: Sawosz, Jaworski i wsp., 2015, P2: Jaworski i wsp., 2017, P4:
Jaworski i wsp., 2019);

Il. ocena morfologii, struktury guzéw, wywodzacych sie¢ z linii komoérkowej U87,
wyhodowanych na blonie kosmoéwkowo-omoczniowej zarodka kury, poddanych dziataniu
wybranych GFM (grafenu naturalnego, zredukowanego tlenku grafenu, zredukowanego
tlenku grafenu  sfunkcjonalizowanego argining, zredukowanego tlenku grafenu
sfunkcjonalizowanego proling). W badania dokonano analizy toksycznosci badanych GFM
na guzy glejaka IV ze szczegdlnym uwzglgdnieniem mechanizméw typu $mierci komorki

(P1: Sawosz, Jaworski i i wsp., 2015; P4: Jaworski i wsp., 2019);

I1l. ocena antydrobnoustrojowego dziatania powierzchni pokrytych tlenkiem grafenu oraz

tlenkiem grafenu dekorowanego nanoczastkami srebra (P3: Jaworski i wsp., 2018).

Celem panelu I (ryc. 1) byto okreslenie toksycznosci i dawkozaleznosci nanoptatkéw grafenu
naturalnego, tlenku grafenu i zredukowanego tlenku grafenu na komorki glejaka
wielopostaciowego linii U87 i U118 w badaniach in vitro poprzez zbadanie: morfologii,

zywotnosci, $miertelnosci, produkcji ROS, typu $mierci komorki.

Hodowle komodrkowe glejaka IV stopnia linii U87, mysich fibroblastow linii L929 oraz
komorek mezenchymalnych zrebu szpiku kostnego linii HS-5 prowadzono w butelkach
hodowlanych o pojemnosci 75 ml, do uzyskania 70 - 80% pokrycia podtoza. Po trypsynizacji
komorek zawarto$¢ butelki nanoszono na sze$ciodotkowg ptytke hodowlang, po 300 ul na
dotek (w przypadku oceny morfologii komoérek, analizy potencjatu mitochondriéw analizy
Real-time PCR, dopetniajac nastepnie ptynem hodowlanym DMEM do 3 ml) lub na ptytke
96-dotkowa, po 100 pl na doltek (w przypadku pozostalych testow: oceny zywotnosci,
$miertelnosci, produkcji ROS ). Naczynia hodowlane przechowywano w inkubatorze (37°C,
5% CO2 ) przez 24 godziny. Po tym czasie ptyn hodowlany znad komoérek podmieniono na
DMEM z dodatkiem wybranych GFM w stgzeniach 5, 10, 20, 50, 100, 200 pg/ml. Na tak
przygotowanych komorkach wykonano: test zywotnosci XTT (Life Technologies, Taastrup,
Dania), analiz¢ produkcji reaktywnych form tlenu za pomoca odczynnika DCF-DA (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, USA), analiz¢ potencjatlu mitochondriow za pomoca testu JC-10
Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit (Abcam, Cambridge, UK). Zbadano réwniez
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morfologie komoérek przy uzyciu mikroskopu $wietlnego (Leica Microsystems GmbH,
Wetlzar, Niemcy) i mikroskopu holograficznego Nanolive 3D Cell Explorer STEVE Software
(Nanolive, Ecublens, Switzerland) oraz ultrastrukturg z uzyciem transmisyjnego mikroskopu
elektronowego (JOEL Ltd., Tokio, Japonia). Schematyczny uktad do$wiadczenia 1

przedstawiono na rycinie 1.

Komorki linii U87, L929, HS-5 Dodanie do pozywki hodowlane;j
hodowane w warunkach wybranych GFM
standardowych (37 C, 5% CO:) Stezenia 5, 10; 20, 50, 100, 200 ug/ml
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Rycina 1. Schemat do§wiadczen przeprowadzonych na komoérkach w ramach panelu 1.

Celem panelu Il byta ocena toksycznosci grafenu naturalnego, zredukowanego tlenku grafenu,
zredukowanego tlenku grafenu sfunkcjonalizowanego argining, zredukowanego tlenku
grafenu sfunkcjonalizowanego proling na guzy glejaka wielopostaciowego linii U87,

ze szczegdlnym uwzglednieniem mechanizmow $mierci komorki.

Doswiadczenia zostaly przeprowadzone na zarodkach kury linii Ross 308. Siédmego dnia
rozwoju zarodkowego na blong kosmoéwkowo-omoczniowa naniesiono 30 upl zawiesiny
zawierajacej 3x108 komorek glejaka wielopostaciowego linii U87. Po 10 dniach inkubacji w
37°C wyhodowane guzy zostaly podzielone na grupy badawcze po 40 osobnikow kazda.

Po trzech dniach guzy poddano resekcji i przeprowadzono analizy (ryc. 2). Wyhodowane
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guzy obserwowano i fotografowano mikroskopem stereoskopowym (SZX10, Olympus, Tokio,
Japonia). Objetos¢ guza zostala wyznaczona poprzez analiz¢ powierzchni z uzyciem
programu CellSens Dimension Deskop wersja 1,3 (Olympus, Tokio, Japonia). Analizy
histologiczne po uprzednim wykonaniu barwienia hematoksylina-eozyna (Sigma-Aldrich®,
St. Louis, USA) przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu $wietlnego (Leica Microsystems
GmbH, Wetlzar, Niemcy). Ultrastruktura guzéw zostata zbadana przy uzyciu transmiSyjnego
mikroskopu elektronowego (Ltd., Tokio, Japonia). Analiz¢ markerow apoptozy, nekrozy,
stanu  zapalnego oraz biatkowych  kompleksow  mitochondrialnych ~ wykonano
z wykorzystaniem technik Real-Time PCR, ELISA, Western Blot oraz z wykorzystaniem
membran do analizy biatek (Protein Array, Abcam, Cambridge, UK) Schematyczny uktad

doswiadczenia 2 przedstawiono na rycinie 2.

Natozenie komoérek linii U87 Iniekcja GFM do guzow
na CAM

Inkubacja 10 dni

Inkubacja 3 dni

ANALIZY -

T

Rycina 2. Schemat doswiadczen przeprowadzonych na komorkach w ramach panelu II.
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Celem panelu III byla ocena antydrobnoustrojowego dziatania materiatow (folii
poliuretanowej) pokrytych tlenkiem grafenu i kompozytem tlenku grafenu dekorowanego
nanoczastkami srebra, W odniesieniu do samych nanoczastek srebra (Ag-NPS).
Do pokrywania folii poliuretanowych stosowano zawiesiny Ag-NPs (HydroSilver1000,
Amepox, £.odz, Polska) i GO. Zawiesiny GO-Ag (GO (200 pg / ml), Ag-NPs (100 pg / ml),
GO (200 pg / ml) + Ag-NP (100 ug / ml) byly przygotowane w wodzie dejonizowanej
(przewodnictwo 0,09 uS / cm). Proces powlekania folii poliuretanowej przeprowadzono za
pomocg sondy ultradzwickowej (Ti Horn, @ 13 mm, 60% wydajnosci, 20 kHz, Sonics &
Materials, Inc., Newtown, CT, USA). Temperatura procesu wynosita 30 + 1 ° C. Pokryte
probki przeptukano w dejonizowanej wodzie i wysuszono w komorze laminarnej, a nastgpnie
zapakowano w sterylne opakowania. Zawiesiny bakterii i drozdzy przygotowano z nocnych
hodowli i rozcienczono do 10° CFU/ ml. Inokulum zaszczepiono réwnomiernie
na powierzchni agaru Mueller-Hinton (MH) na ptytkach Petriego metoda posiewu
powierzchniowego. Sterylne folie pokryte GO, Ag-NP i GO-Ag zostaly naniesione
na powierzchni agaru. Folie bez nanoczastek byly uzywane jako grupa kontrolna. Wzrost
bakterii i drozdzy pod foliami analizowano po 24 godzinach inkubacji w 37 © C. W celu
analizy zywotnosci (PrestoBlue Cell Viability Reagent, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA), integralnosci bton (In Vitro Toxicology Assay Kit, lactic dehydrogenase based,
Sigma-Aldrich, Hamburg, Germany), produkcji ROS (Cellular Reactive Oxygen Species
Detection Assay Kit (Abcam, Cambridge, UK) zawiesiny bakterii i drozdzy hodowano
na foliach powleczonych GO, Ag-NP i GO-Ag umieszczonych na wstawkach
wprowadzonych do 6-studzienkowych ptytek (200 pL bulionu MH zawierajacego 5 x 103
komorek na folig) i inkubowano przez 24 godziny (rycina 3). Wzrost bakterii na foliach
analizowano za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM, FEI Quanta 200,

Tokyo, Japonia).

19



Natozenie folii na hodowle
mikroorganizmow

Przygotofanie folii
pokrytych GO, Ag-NP,
GO+Ag-NP

ANALIZY

Hodowla
mikroorganizmow na
powierzhni folii

Rycina 3. Schemat do$wiadczen przeprowadzonych na komoérkach w ramach panelu I11.

Omowienie wynikéw prac wskazanych jako szczegélne osiggniecie naukowe

P1. Sawosz E., Jaworski S., Kutwin M, Vadalasetty K.P., Grodzik M, Wierzbicki M.,
Kurantowicz N., Strojny B., Hotowy A., Lipinska L., Jagiello J., Chwalibog A. 2015.
Graphene Functionalized with Arginine Decreases the Development of Glioblastoma
Multiforme Tumor in a Gene-Dependent Manner. Int J Mol Sci. 2015 Oct; 16(10):
25214-25233.

Postawilismy hipoteze, ze przeciwdziatanie aglomeracji grafenu w tkance / komoérkach moze
zwiekszy¢ zakres aktywnosci grafenu. Dlatego zbadalismy inny trend w stosowaniu grafenu
przeciwnowotworowego, w ktorym grafen jako lek przeciwnowotworowy jest dostarczany
1 rozprowadzany przez zwiazki organiczne (aminokwasy), ktore rowniez wspieraja dziatanie
przeciwnowotworowe grafenu. Doswiadczenia przeprowadzono na modelach: in vitro
z komorkami glejaka linii U87 i in vivo z guzami glejaka hodowanymi na btonnie

kosmoéwkowo-omoczniowej zarodka kury. Pomiary obejmowaty morfologi¢ komorek,
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Smiertelno$¢, zywotnos¢, morfologie guza, histologie i1 ekspresje genow. We wstepnych
eksperymentach z komoérkami glejaka 1V stopnia linii U87 oraz fibroblastami linii L929
odnotowano zmieniong morfologic komodrek poddanych dziataniu rGO, w odniesieniu
do grup kontrolnych (dla kazdej linii). Zauwazono mniejszg liczbe komorek, a komorki
do ktérych dotaczyly sie aglomeraty grafenu cechowaty sie obkurczonym ciatem i mniejszg
liczba wypustek. rGO znaczaco (p <0,05) zmniejszyl zywotnos¢ obu linii komorkowych
w poroéwnaniu z grupami kontrolnymi. Jednak obnizenie zywotnosci byto bardziej widoczne
dla komorek U87. Pomiary $miertelnosci wykazaty, ze rGO istotnie (p <0,05) zwigkszyty
liczbe martwych komoérek w poréwnaniu z grupg kontrolng. Po dodaniu rGO do pozywki
hodowlanej, zywotnos¢ komodrek U87 zostala zmniejszona, ale funkcjonalizacja grafenu

za pomocg argininy (Arg) i proliny (Pro) zmniejszyta efekt cytotoksyczny.

rGO i rGO funkcjonalizowane argining i proling znaczaco zmniejszalty mas¢ guzow. Objetosc
guzow po iniekcji hydrokoloidami rGO, rGO+Arg i rGO+Pro zmniejszyta si¢ w poréwnaniu
z kontrolg; jednak najwickszg redukcje zaobserwowano w przypadku rGO. Mikrostruktura
guzow poddanych dziataniu rGO wskazywata obecnos$¢ aglomeratow grafenu w tkance. rGO
byt losowo dystrybuowany w centralnym obszarze guza. Mikrostruktura guzéw po iniekcji
rGO+Arg i rGO+Pro wygladata inaczej. W grupie rGO + Arg grafen zostal ulokowany
W zewnetrzne] warstwie nowotworu, czesto zlokalizowany w poblizu malych naczyn
krwionosnych i komorek mikrogleju. W guzach poddanych dziataniu rGO + Pro agregacja
czastek grafenu zostala znacznie zmniejszona, a ptatki grafenu zostaly rownomiernie
rozlokowane na obszarze guza. W guzach poddanych dziataniu rGO odnotowano istotnie
statystyczny wzrost ekspresji TP53, MDM2, COX6, NQO1, CASP3 na poziomie mRNA.
Niewatpliwie aminokwasy ukierunkowaty rozktad grafenu w obrgbie guza. Ponadto arginina,
ale nie prolina, wzmacniala aktywno$¢ przeciwnowotworowg rGO na poziomie
molekularnym. Jednak rGO+Arg nie zwickszyta ekspresji TP53 i MDM2 (kluczowego biatka
wigzacego 1 dezaktywujacego p53). Ponadto iniekcja rGO+Arg spowodowata wzrost
ekspresji na poziomie mMRNA COX6 i CASP3 (odpowiedzialnej za proces apoptozy) nawet w
poréwnaniu do guzéw poddanych dziataniu samego rGO. Najwazniejszym wynikiem bylo to,
ze 1GO+Arg silnie zwickszyla ekspresje NQOI w tkance nowotworowej, co mogto

zmniejszy¢ wytwarzanie wolnych rodnikow.
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P2. Jaworski S., Biniecka P., Bugajska Z., Daniluk K., Dyjak S., Strojny B., Kutwin M.,
Wierzbicki M., Grodzik M., Chwalibog A. 2017. Analysis of the cytotoxicity
of hierarchical nanoporous graphenic carbon against human glioblastoma grade 1V cells.
Int J Nanomedicine. 2017 May 18;12:3839-3849.

Celem bylo przetestowanie aktywnos$ci biologicznej HNC w hodowli komorkowej in vitro
poprzez zbadanie zmian w morfologii i zywotno$ci komoérek oraz okreslenie ilosciowe
$mierci komorek. Nowo wyprodukowane, kubicznych sfer grafenowe, zbadane zostalty po raz
pierwszy w modelu biologicznym. W eksperymentach z fibroblastami linii PCS-201-010
i komorkami glejaka IV stopnia linii U87 odnotowano, ze morfologia komorek po podaniu do
pozywki hodowlanej kubicznych sfer grafenowych (HNC) roznita si¢ od morfologii grupy
kontrolnej. Zaobserwowano mniejsza liczb¢ komorek z przylegajacymi do ciata komorek
aglomeratami HNC. Analiza ultrastruktury komoérek poddanych dziataniu HNC wykazata
roznice w morfologii struktur komoérkowych: retikulum endoplazmatyczne byto mniej
widoczne, a grzebienie mitochondrialne ulegly degradacji. Ujawniono rowniez aglomeraty
HNC wewnatrz komoérek w  cytoplazmie i w endosomach. Analiza zywotnosci,
z wykorzystaniem testu Presto Blue, wykazata odmienny wptyw HNC na zywotno$¢ komorek
glejaka IV stopnia linii U87 i fibroblastow linii PCS-201-010. Wzrost st¢zenia HNC
w pozywce skutkowal spadkiem zywotnosci obu badanych linii. Jednak zmniejszenie
zywotnosci komorek glejaka bylo znacznie wyzsze niz komorek fibroblastoéw. Najnizsza
zywotnos$¢ zaobserwowano przy stezeniu 100 pg/ml: 56% =+ 3,4% dla komorek linii U87
i 82% + 2,4% dla komorek linii PCS-201-010. Analiza typu $mierci komorki wykazata,
ze HNC indukuje proces apoptozy. W linii U87 traktowanej procentowy udziat komorek
apoptotycznych wynosit ok 38%, podczas gdy procentowy udziat komorek nekrotycznych nie
przekraczal 1%. Analiza zmian potencjalu mitochondriéw z wykorzystaniem wskazywata
na depolaryzacje mitochondriow. Analiza dwoch genéw zaangazowanych w proces apoptozy:
CASP3 i CASP9 wykazata istotnie statystyczny wzrost ekspresji na poziomie mRNA.
Otrzymane wyniki wskazuja, ze cytotoksycznos¢ czastek HNC wzrasta wraz ze stezeniem.
Kontakt miedzy HNC a wewnetrznymi i zewnetrznymi blonami komoérkowymi komorek
glejaka moze by¢ gtowng przyczyng toksycznosci. Co wiecej, aktywujg one tylko apoptoze
poprzez szlak mitochondrialny, bez wywotywania martwicy. Przeprowadzone badania

wskazuja na potencjalng mozliwos¢ zastosowania HNC w terapii nowotworowe;j.
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P3. Jaworski S., Wierzbicki M., Sawosz E., Jung A., Gielerak G., Biernat J., Jaremek H.,
Lojkowski W., Wozniak B., Wojnarowicz J., Stobinski L., Malolepszy A.,
Mazurkiewicz-Pawlicka M., Lojkowski M., Kurantowicz N., Chwalibog A. 2018.
Graphene Oxide-Based Nanocomposites Decorated with Silver Nanoparticles
as an Antibacterial Agent. Nanoscale Res Lett. 2018; 13: 116.

Celem przeprowadzonych do$wiadczen byta analiza antydrobnoustrojowego dziatania GO
oraz kompozytu tlenku grafenu i nanoczastek srebra (GO+Ag-NP.) w porownaniu do samych
nanoczastek srebra (Ag-NP). W prezentowanej publikacji GO, Ag-NP, oraz kompozyt
GO+Ag-NP. naniesiono na folie poliuretanowe, a nastepnie zbadano dziatanie
antydrobnoustrojowe tak przygotowanych nanomateriatow. Analiza SEM i AFM wykazata
pokrycie powierzchni folii prawie w catosci przez GO. Morfologia folii pokrytej Ag-NP
wykazata niejednolita powierzchni¢ folii, wynikajaca z duzej agregacji nanoczastek srebra.
Folia pokryta nanokompozytem GO+Ag-NP cechowata si¢ bardziej jednolita powierzchnig
w poréwnaniu do folii pokrytej Ag-NP. Swiadczy to o réwnomiernym rozlokowaniu
nanoczastek srebra na platkach tlenku grafenu, co jednocze$nie zapobiega agregacji
nanoczastek. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa folii pokrytych GO, Ag-NP i GO-Ag
badano z wykorzystaniem nastepujacych mikroorganizméw: E. coli, S. aureus, S. epidermidis
i C. albicans. Wyniki wykazaty, ze po inkubacji z mikroorganizmami, w temperaturze 37°C
przez 24 godziny, folie hamowaty wzrost wszystkich badanych mikroorganizmow,
ale w r6znym stopniu. Najlepszy efekt przecidrobnoustrojowy, w stosunku do wszystkich
badanych drobnoustrojow, wykazata folia pokryta nanokompozytem GO+Ag-NP. Wzrost
drobnoustrojow na foliach pokrytych GO i Ag-NP byt nieco nizszy w porownaniu do grupy
kontrolnej (niepokryta folia poliuretanowa). Smiertelnosé komorek rosnacych na folii
pokrytej GO-Ag-NP wynosita odpowiednio 88,6% dla E. coli, 79,6% dla S. aureus, 76,5%
dla S. epidermidis i 77,5% dla C. albicans. Wykazano rowniez, ze folie pokryte GO, Ag-NP
i GO-Ag zaklocaly funkcjonowanie i integralno$¢ blony komorkowej ze znaczacymi
roznicami miedzy grupami kontrolnymi a grupami Ag-NP i GO+Ag-NP. Najwigksze
uszkodzenie bton komoérkowych obserwowano w grupach GO-Ag-NP: 66,3% dla E. coli,
59,4% dla S. aureus, 54,8% dla S. epidermidis i 48,5% dla C. albicans. Analiza produkcji
ROS, za pomocg testu DCF-DA, wykazata, ze folie pokryte Ag-NP i GO-Ag zwickszyly
produkcje ROS wszystkich testowanych mikroorganizmow w poréwnaniu do grupy

kontrolnej. Folia pokryta GO zwigkszyta produkcje ROS tylko w przypadku C. albicans.
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Najwyzszg produkcje ROS zaobserwowano w grupie GO+Ag-NP. Nanokompozyty Ag-NP,
GO i Ag-GO wykazaty dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, ktore jest silniejsze wobec bakterii
Gram-ujemnych (E. coli) w poréwnaniu do bakterii Gram-dodatnich (S. aureus i S.

epidermidis) i drozdzy (C. albicans).

P4. Jaworski S., Strojny B., Sawosz E., Wierzbicki M., Grodzik M., Kutwin M., Daniluk
K., Chwalibog A. 2019. Degradation of Mitochondria and Oxidative Stress as the Main
Mechanism of Toxicity of Pristine Graphene on U87 Glioblastoma Cells and Tumors
and HS-5 Cells. Int. J. Mol. Sci. 2019, 20(3), 650.

Celem prowadzonych obserwacji bylo okreslenie toksycznosci i dawkozaleznosci grafenu
naturalnego (GPs) na komorki glejaka 1V stopnia linii U87 oraz ludzkich komorek
mezenchymalnych zr¢bu szpiku kostnego linii HS-5 w badaniach in vitro poprzez zbadanie:
morfologii, zywotnosci, produkcji ROS, potencjatu mitochondrialnego oraz okreslenie
toksyczno$ci grafenu naturalnego na guzy glejaka IV stopnia linii U87, ze szczegdlnym
uwzglednieniem mechanizméw $mierci komorki. Analiza morfologii komoérek wykazata
zmiany w morfologii po dodaniu grafenu naturalnego do pozywki hodowlanej. Hodowle
poddane dziataniu grafenu charakteryzowaly si¢ mniejsza liczbg komorek oraz mniejsza
liczbg wypustek komorkowych. W grupach traktowanych grafenem zauwazono réwniez
komorki apoptotyczne. Zywotnoéé komorek oceniano po 1, 4, 12 i 24 godzinach
po ekspozycji. Po 1 h nie zaobserwowano wyraznego efektu cytotoksycznego. Po dtuzszym
okresie ekspozycji wyzsze Stezenia grafenu w pozywce hodowlanej powodowaty spadek
zywotnosci. Najnizszg zywotnos¢ po 24 h ekspozycji obserwowano przy stezeniu GP 200
ug/ml: 46% dla linii U87 i 40% dla linii HS-5. GPs istotnie (P <0,05) zwigkszyto produkcje
ROS komoérek U87 i HS-5 w poréownaniu z grupa kontrolng. Zwiekszone stezenia GPS
spowodowaty zwigkszenie produkcji ROS w obu liniach komoérkowych. Analiza zmian
potencjalu mitochondriéw wskazywata na depolaryzacje mitochondriow po podaniu GPs
do pozywki hodowlanej.

W guzach poddanych dziataniu hydrokoloidu GPs na drodze iniekcji bezposredniej
odnotowano spadek masy i objg¢tosci guzow. Badanie ultrastruktury komorek guzéw U87
ujawnito, ze GP byly zlokalizowane wewnatrz komorek, glownie w cytozolu. Komorki
traktowane GPs wykazatly umiarkowang kondensacje chromatyny, pecznienie cytoplazmy

oraz przerwanie cigglosci blony plazmatycznej. Odnotowano deformacje bton
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mitochondrialnych i obrzek mitochondriow. Ekspresja kaspazy-9 i kaspazy-3 w guzach
po iniekcji GPs wzrosta odpowiednio 0 67% i 84% w poréwnaniu z grupg kontrolng. Poziom
biatlek zaangazowanych w metabolizm mitochondrialny (kompleks mitochondrialnego
tancucha oddechowego I-V: dehydrogenaza NADH, dehydrogenaza bursztynianowa,
reduktaza ubichinolu-cytochromu-c, oksydoreduktaza cytochromu ¢ i Syntaza ATP) byt
istotnie nizszy W guzach poddanych dziataniu GPs. Zaobserwowano rowniez istotny wzrost
ekspresji genow na poziomie biatka nastgpujacych cytokin: IL-6, IL-8, GM-CSF, GRO (a, B,
y) i MCP-1.

Whyniki in vitro z wykorzystaniem linii komorkowej glejaka U87 i prawidlowych komorek
HS-5 wykazaly, ze GPs powoduje zalezna od dawki cytotoksyczno$¢ poprzez nadprodukcje
ROS i zaburzenie potencjalu btony mitochondrialnej. Dodatkowo poziom markerow
apoptotycznych i nekrotycznych wzrést w guzach poddanych dziataniu GPs. Wyniki
wskazuja na potencjalng przydatnos¢ GP w leczeniu nowotwordéw, ale skutki uboczne

dla normalnych komoérek musza by¢ rozwazane dale;.

Podsumowanie

Uzyskane wyniki wskazuja, ze cytotoksycznos¢ GFM wzrasta wraz z ich stezeniem. Badane
materiaty grafenowe, podane do pozywki hodowlanej, wykazuja dawkozalezne dziatanie
cytotoksyczne powodujac zwigkszenie SmiertelnoSci komorek, obnizenie tempa proliferacji
I zaklocenie integralnosci bton komorkowych oraz produkcje reaktywnych form tlenu.
Kontakt migdzy GFM a wewngtrznymi i zewngtrznymi btonami komérkowymi moze by¢
kluczowa przyczyng toksycznosci. Kubiczne sfery grafenowe i ptatki zredukowanego tlenku
grafenu wptywaja na aktywacje apoptozy, nie indukujac jednocze$nie nekrozy w komorkach
glejaka IV stopnia linii U87. Ptatki grafenu naturalnego, zredukowanego tlenku grafenu
w iloéci 500 pg/ml, podawane do guzow glejaka IV stopnia linii U87 hodowanych na btonie
kosméwkowo-omoczniowe] zarodka kury, wptywaja na regresje guzow, obserwowang jako
zmniejszenie ich masy i objeto$ci. Nalezy podkresli¢, ze uzyskane wyniki sg pierwszymi
opisujacymi wplyw wybranych materiatow grafenowych na komoérki i guzy glejaka 1V

stopnia.
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Posta¢ fizyko-chemiczna grafenu (grafen naturalny, tlenek grafenu, zredukowany tlenek
grafenu, kubiczne sfery grafenowe) wptywa na zréznicowanie biologicznej reakcji komorek i
tkanek poddanych jego dziataniu. Modyfikacje powierzchni grafenu (grupy tlenowe,

aminokwasy) zwickszajga jego dyspersj¢ i utatwiajg penetracj¢ tkanek.

Tlenek grafenu, dzieki wysokiej rozpuszczalno$ci jakg wykazuje w roztworach wodnych
i fizjologicznych, jest uzyteczng platforma do transportu/utrzymania na swojej powierzchni
substancji o dziataniu terapeutycznym. Nanokompozyty tlenku grafenu dekorowane
nanoczastkami srebra wykazuja dziatanie antydrobnoustrojowe. Nanokompozyty zawierajace
tlenek grafenu moga pokonaé¢ ograniczenia poszczegdlnych sktadnikow, antybakteryjne
nanomaterialy przyczepione do substratu grafenowego sa bardziej stabilne 1 lepiej

rozproszone.
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b. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Od poczatku mojej pracy naukowej jestem zwigzany z zespotem badawczym prof. dr hab.
Ewy Sawosz Chwalibég realizujagcym badania w Katedrze Zywienia i Biotechnologii
Zwierzat SGGW w Warszawie. W trakcie realizacji projektow badawczych, mialem okazje
rowniez wspolpracowaé z innymi zespotami badawczymi kierowanymi przez: prof. dr hab.
Ande Chwaliboga z University of Copenhagen, prof. dr hab. Jana Niemca z Katedry
Szczegbtowej Hodowli Zwierzat SGGW w Warszawie, prof. dr hab. Teres¢ Ostaszewska z
Samodzielnego Zaktadu Ichtiobiologii, Rybactwa i Biotechnologii Akwakultury SGGW
w Warszawie, prof. dr hab. Grzegorzem Gierelakiem z Wojskowego Instytutu Medycznego.
Pozostate obszary prowadzonych przeze mnie badan, poza wyzej opisanym osiggnigciem
dzielg si¢ na trzy kierunki badawcze. Ich charakterystyka bibliometryczna przedstawia sig¢
nastepujaco: IF = 91,031; MNiISW = 1123.

1. Okreslenie toksycznosci/biozgodnosci wybranych nanoczastek i nanomaterialéw (poza

przedstawionymi w dziele)

Rozwijajaca sie¢ na $wiecie i w Polsce nanotechnologia w btyskawicznym tempie tworzy
nowe unikalne materiaty, ktore moga zrewolucjonizowac otaczajacy nas $wiat. Fizyka,
chemia, materialoznawstwo, elektronika i inne nauki pokrewne stosujagc nanometody
1 nanomateriaty tworza nowe S$rodowisko, w ktérym cztowiek, zwierzeta, rosliny czy
mikroorganizmy nieuchronnie beda egzystowaé. Zainteresowanie nanomateriatami wynika
glownie z ich wyjatkowych wilasciwosci, ktore nie wystepuja w makroskali. Polska mysl

naukowa w zakresie nanotechnologii jest wysoce zaawansowana, a polskie wynalazki
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i opracowania naleza do wiodacych na $wiecie. Z drugiej strony zagadnienia zwigzane z
biologiczng odpowiedzig zywych organizméw i abiotyczna odpowiedzig srodowiska na nowej
generacji rozwigzania technologiczne sg realizowane w stosunkowa waskim zakresie zar6wno
w Polsce i na $wiecie. Zasadniczg wlasciwo$cig, ktora umozliwia szerokie zastosowanie
nanoczastek w biomedycynie jest, oprocz ich matego rozmiaru, mozliwo$¢ dotgczenia do nich
réznych substancji. Fakt ten w pofaczeniu z naturalng tendencja komorek zwierzgcych
do internalizacji matych molekut powoduje, ze nanoczastki moga stanowi¢ roéwniez doskonate
nosniki réznych molekut. Niezaleznie jednak od celu badan w zakresie szeroko pojetej
nanobiotechnologii podstawowym zjawiskiem lezacym u podstawy wszystkich badan jest
okreslenie interakcji 1 potencjalnej samo-organizacji jaka zachodzi pomigdzy
nanomateriatami a  strukturami  (molekutami) badanego modelu  biologicznego
czy s$rodowiskowego. Pomimo licznych badan nad toksyczno$cia czy biozgodnoscia
mechanizmy interakcji nanoczastek i nanomateriatow ze strukturami biologicznymi nie sg

do konca poznane i wymagaja dalszych badan.

Celem prowadzonych badan byta toksyczno$ci/biozgodnosci wybranych nanomateriatow
w wykorzystaniem modeli komoérkowych i zwierzecych (szczury, myszy, zarodek kury).
Badania odejmowaly analiz¢ fizyko-chemiczng nanomateriatow, testy toksyczno$ci
(okreslenie zywotnosci, $miertelnosci, proliferacji, produkcje ROS, analiz¢ typu $mierci
komorki), analize markerow $mierci komorki, stanu zapalnego i angiogenezy. Wykazano
dawkozalezny toksyczny efekt nanoczastek wegla (grafitu, diamentu, nanorurek weglowych
i fulerenow) oraz metali (miedz, srebro, platyna) w stosunku do wybranych linii komoérowych.
W badaniach z wykorzystaniem modelu CAM wykazano antyangiogenne dziatanie
nanodiamentu 1 nanorurek weglowych. Odnotowano antynowotworowe dziatanie nanoczastek

platyny w stosunku do komorek glejaka IV stopnia oraz komorek nowotworowych watroby.

Opisywane badania prowadzone byty w ramach projektéw wymienionych w zatgczniku nr. 5:
11, 13, 14, 15, 17.

Otrzymane wyniki przedstawiono w publikacjach:

Lista A: Al, Al5, A2, A8, A6, Al10, Al12, A16, A9, Al7, A20, Al19, A22, A25, A21, A24,
A23, A27, A30, A26, A7, A31l,
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Lista B: D1.3, D1.4, D1.5, D1.6, D1.7

Otrzymane wyniki postuzyly réwniez do przygotowania nizej wymienionych zgloszen

patentowych/patentow: B4, B1, BS.

2. Antybakteryjne wlasciwosci nanoczastek i nanomaterialow

Rozwdj antybiotykow odegral znaczacg rol¢ w zwalczaniu groznych chorob zakaznych,
jednak ich niewtasciwe stosowanie doprowadzito do powstania opornosci bakterii
I podwyzszenia globalnego problemu zdrowia publicznego w XXI wieku. Bakterie —
organizmy charakteryzujace si¢ duzymi populacjami oraz szybkim czasem podwojenia,
po ekspozycji na antybiotyki moga stosunkowo szybko wytworzy¢ rozne mechanizmy
opornos$ci na podane substancje. W zwigzku ze stale rosnacg liczbg drobnoustrojow opornych
na wspotczesnie stosowane antybiotyki oraz obserwowane niekiedy ich dziatania niepozadane,
konieczne jest poszukiwanie nowych, rozwigzan w zakresie profilaktyki i leczenia zakazen
bakteryjnych. Dynamiczny rozwoj nanotechnologii umozliwit wytwarzanie innowacyjnych
rozwigzan w zakresie biochemii, farmacji, techniki i medycyny. Takie materiaty
charakteryzujg si¢ odmiennymi wiasciwosciami fizykochemicznymi niz ich odpowiedniki
nie tylko w skali makro, ale takze w mikroskali. W ostatnich latach dyskutowana jest
potencjalna przydatno$¢ nanoczastek metali w profilaktyce zakazen bakteryjnych. Ich
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa jest tlumaczona wysoka reaktywnoscia wynikajaca

z matego rozmiaru czastek oraz duzej powierzchni oddziatywania z komorka bakteryjna.

Celem prowadzonych badan byta charakterystyka interakcji i wyjasnienie mechanizmu
toksycznego dzialania wybranych nanomateriatbw na komorki bakterii. Badania
przeprowadzono na wybranych gatunkach bakterii: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus mutans, Bacillus subtilis. Odnotowano, ze niektore nanoczastki
metali tj.: Ag, Au, Pt, Cu, ZnO oraz wybrane nanomateriaty weglowe (grafen, grafit, diament,
fulereny) niszcza mechanicznie btong i/lub $ciang komorkowa bakterii Gram-ujemnych

I Gram-dodatnich, doprowadzajac do indukcji stresu oksydacyjnego i ostatecznie $mierci
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komorek bakteryjnych. Badania prowadzone byly m.in. w ramach dwoéch projektow

wymienionych w zataczniku nr 5: 112, 1 13.
Otrzymane wyniki przedstawiono w publikacjach:

Lista A: All, A29

3. Nano-odzywianie

Badania polegaty na opracowaniu kompleksowych, innowacyjnych technologii produkcji
pasz, a co za tym idzie rowniez technologii odchowu i zywienia kurczat oraz indykow
rzeznych. Polska jest wiodacym producentem i eksporterem migsa kurczat rzeznych
I indykow, jednak nalezy pamigtac, ze pozostajace w kraju odpady poprodukcyjne, jak i sam

proces odchowu ma negatywny wptyw na biosfere Polski.

Nadrzednym celem badan bylo zmniejszenie negatywnego wptywu produkcji drobiu
na $rodowisko naturalne poprzez ograniczenie emisji pierwiastkow biogennych oraz gazoéw
cieplarnianych do s$rodowiska naturalnego, przy jednoczesnym zachowaniu wysoKiej
efektywnosci produkcji i jakosci produktu-migsa drobiowego, a tym samym poprawie

bezpieczenstwa konsumentow i konkurencyjnosci krajowych producentow.

Majac na uwadze, ze uktad pokarmowy stanowi pierwsza - najwazniejsza lini¢ obrony
przed czynnikami zakaznymi, celem realizacji badan byla poprawa homeostazy
mikroekosystemu uktadu pokarmowego poprzez zastosowanie synergizmu innowacyjnych
technologii uszlachetniania alternatywnych Zrodet biatka, eubiotykéw i mikroelementow
w formie nanoczasteczek. Zadaniem Instytutu Zootechniki PIB jest analiza efektywnosci
wybranych technologii i eubiotykéw w zywieniu kurczat rzeznych w warunkach zaburzonej

rownowagi mikroekosystemu uktadu pokarmowego.
Badania prowadzono m.in. w ramach projektow: | 2, | 14
Otrzymane wyniki przedstawiono w publikacjach:

Lista A: A3, A5, Al18, Al13, A4, A28 oraz

Lista B: D1.1, D1.2.
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Otrzymane wyniki postuzyly réwniez do przygotowania nizej wymienionych zgloszen

patentowych/patentéw: B6.

c. Sumaryczne zestawienie dorobku publikacyjnego

Tabela 2. Sumaryczne zestawienie catkowitego dorobku publikacyjnego przed uzyskaniem

stopnia doktora.

Lp.

Rodzaj Publikacji

Liczba prac

Zgodnie z datg publikacji

Punty MNiSW

IF

Publikacje  naukowe w
czasopismach znajdujacych
si¢ w bazie Journal Citation

Reports (JCR)

15

490 42,092

Monografie i1 publikacje
naukowe w czasopismach
miedzynarodowych lub
krajowych  innych  niz
znajdujace si¢ w bazie, 0
ktorej mowa w punkcie

II.A. (JCR)

4 Nie dotyczy

Doniesienia i abstrakty

20

Nie dotyczy

Publikacje popularno-
naukowe w czasopismach
nie znajdujacych si¢ na

lisScie MNiSW

Nie dotyczy

Lacznie

17

494

42,092
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Tabela 3. Sumaryczne zestawienie calkowitego dorobku publikacyjnego po uzyskaniu

stopnia doktora.

Lp.

Rodzaj Publikacji

Liczba prac

Zgodnie z datg publikacji

Punty MNiSW

IF

Publikacje  naukowe w
czasopismach znajdujacych
si¢ w bazie Journal Citation
Reports (JCR) stanowiace

oldwne osiagniecie naukowe

125

14,439

Pozostale publikacje
naukowe w czasopismach
znajdujacych si¢ w Dbazie
Journal Citation Reports
(JCR)

18

580

48,939

Monografie 1 publikacje
naukowe w czasopismach
mi¢dzynarodowych lub
krajowych  innych  niz
Zznajdujace si¢ w bazie, o
ktorej mowa w punkcie
IlLA. JCR)

49

Nie dotyczy

Doniesienia i abstrakty

27

Nie dotyczy

Publikacje popularno-
naukowe w czasopismach
nie znajdujacych si¢ na
lisScie MNiSW

Nie dotyczy

Lacznie

27

754

63,378
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Tabela 4. Sumaryczne zestawienie catkowitego dorobku publikacyjnego

Lp.

Rodzaj Publikacji

Liczba prac

Zgodnie z datg publikacji

IF
Punty MNiSW

Publikacje  naukowe w
czasopismach znajdujacych
si¢ w bazie Journal Citation

Reports (JCR)

37

1195 105,47

Monografie i1 publikacje
naukowe w czasopismach
miedzynarodowych lub
krajowych  innych  niz
znajdujace si¢ w bazie, 0
ktérej mowa w punkcie

I1.A. (JCR)

11

53 Nie dotyczy

Doniesienia i abstrakty

47

Nie dotyczy

Publikacje popularno-
naukowe w czasopismach
nie znajdujacych si¢ na

liscie MNiSW

Nie dotyczy

Lacznie

48

1248 105,47

Podsumowanie dzialalnosci naukowej:

Sumaryczny impact factor: 103,6944

Liczba cytowan: 463

Liczba cytowan bez autocytowan: 275

Indeks H: 13

35




Calkowita liczba publikacji lacznie z listy A i B MNiSW: 48 (1248 pkt. MNiSW):
- liczba publikacji po uzyskaniu stopnia doktora: 31 (629 pkt. MNiSW),

- liczba publikacji po uzyskaniu stopnia doktora z wylaczeniem prac stanowiacych
osiggniecie naukowe: 27 (580 pkt. MNiSW).

Liczba publikacji z listy Web of Science: 34 (460 pkt. MNiSW):
- liczba publikacji po uzyskaniu stopnia doktora: 17 (510 pkt. MNiSW),

- liczba publikacji po uzyskaniu stopnia doktora z wylaczeniem prac stanowiacych
osiggniecie naukowe: 14 (415 pkt. MNiSW).

Sumaryczny IF: 103,6944:
- IF po uzyskaniu stopnia doktora: 63,382,

- IF po uzyskaniu stopnia doktora z wylaczeniem prac stanowigcych osiagniecie
naukowe: 48,939.

Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science: 13 (stan na dzien 18.02.2018)
Liczba publikacji z listy B MNiSW = 11 (53 pkt. MNiSW)

Ekspertyzy: 4

Doniesienia i abstrakty: 47 (po uzyskaniu stopnia doktora 27)

Referaty wygloszone na konferencjach: 12 (po uzyskaniu stopnia doktora 9)

W 8 pracach oryginalnych jestem pierwszym autorem odpowiedzialnym za stworzenie

koncepcji badan, dobor metod badawczych, realizacje¢ badan oraz opracowanie.
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Po wylaczeniu czterech prac stanowiacych szczegélne osiagniecie naukowe

(120 pkt. MNiSW, IF = 14,439), oraz prac z okresu przed uzyskaniem stopnia doktora
(490 pkt. MNiISW, IF = 42,092) méj dorobek naukowy wynosi 580 pkt. MNiSW, IF =
48,939.

111. DZIALALNOSC DYDAKTYCZNA

Prac¢ na stanowisku nauczyciela akademickiego podjatem na Wydziale Nauk o Zwierzgtach
W pazdzierniku 2015 roku. W czasie studiow doktoranckich w latach 2011-2015
opracowatem program i prowadzitem ¢wiczenia w ramach przedmiotow: Podstawy
mikrobiologii na kierunku Hodowla i Ochrona Zwierzat Towarzyszacych i1 Dzikich,
Mikrobiologia dla kierunku Zootechnika oraz Hodowle in vitro i Technologie Fermentacyjne
dla kierunku Bioinzynieria Zwierzat. W latach 2016 — 2017 opracowatem tematyke
wyktadow i ¢wiczen z przedmiotu Fizjologia Procaryota. Do tego przedmiotu opracowalem
réwniez skrypt do zaje¢, bedacy obecnie w recenzji wydawniczej (Wydawnictwo SGGW).
Jako cztonek Zespotu ds. Ksztatcenia dla kierunku Bioinzynieria Zwierzat uczestniczytem

w uktadaniu i modyfikacji programu studiow magisterskich.

Zajecia dydaktyczne prowadzitam rowniez dla studentow Wydziatu:  Medycyny
Weterynaryjnej oraz Rolnictwa i Biologii.

W ramach przedmiotu Technologie Fermentacyjne wspotpracowatem z interesariuszami

zewnetrznymi w celu przeprowadzenia praktycznych zajg¢ dydaktycznych.

Uczestniczylem rowniez w 12 szkoleniach podnoszacych kwalifikacje zawodowe
m.in. SGGW wobec studentow niepetnosprawnych, Zwickszenie dostgpnosci uczelni

wyzszych dla os6b niepetnosprawnych, Letni Kurs Hodowli komérek zwierzgcych.

Od 2017 roku do chwili obecnej jestem opiekunem Mie¢dzywydziatowego Kota Naukowego
Nanobiotechnologii. W ramach dziatalnosci Kota co roku razem ze studentami
wspotorganizujemy Dni SGGW, uczestniczymy w przegladzie kot naukowych
oraz wspotpracujemy z firmami wykorzystujacymi pokazy biologiczno-chemiczne

(m.in. Kamienica Zagadek).
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W czasie pracy na Wydziale Nauk o Zwierzetach bylem promotorem 6 prac magisterskich
I 15 prac inzynierskich. Wykonatem recenzj¢ 4 prac inzynierskich. Od 2017 roku petnig¢
funkcje opiekuna roku na studiach stacjonarnych pierwszego stopnia na Kierunku

Bioinzynieria Zwierzat..

IV. DZIALALNOSC ORGANIZACYJNA

Jestem aktywnym cztonkiem dwoch towarzystw naukowych: Polskiego Stowarzyszenia

Biomaterialow oraz cztonkiem Stowarzyszenia Biotechnologicznego Symbioza.

Na Wydziale Nauk o Zwierzgtach petni¢ funkcj¢ Pelnomocnika Dziekana ds. Promocji
Wydziatu.

Jako pracownik Wydziatu nauk o Zwierzetach bytem organizatorem i wspotorganizatorem
10 konferencji naukowych, z czego 8 miato charakter migdzynarodowy (m.in. Nanomedicine,
Vth Intercollegiate Biotechnology Symposium, Young Research Symposium). Od 2018 roku
jestem czlonkiem Rady Wydziatu Nauk o Zwierzgtach oraz 2 komisji pracujacych na rzecz
Wydzialu Nauk o Zwierzetach. Realizujac zadania badawcze wspoélpracuj¢ z partnerami
z branzy nanobiotechnologicznej. Bytem kierownikiem pigciu grantow naukowych (NCN:

Preludium i Sonata oraz 3 grantow wewngtrznych SGGW) oraz wykonawca w 8 grantach .

V. Nagrody i wyréznienia

W czasie zatrudnienia na Wydziale Nauk o Zwierzgtach SGGW w Warszawie otrzymatem

nastepujace nagrody:

1) Stypendium Ministra dla Mtodych Wybitnych Naukowcow (2018)

2) Nagroda zespotowa Rektora SGGW II stopnia za osiggnig¢cia haukowe (2016)
3) Nagroda zespotowa Rektora SGGW II stopnia za osiggni¢cia naukowe (2017)

4) 1II miejsce za wynalazek: ,,Zawiesina nanoptatkow tlenku grafenu w wodzie, jej
zastosowanie i sposob otrzymywania™ w konkursie "Eureka! DGP", Dziennik Gazeta Prawna
(22.06.2017)

5) Nagroda indywidualna Rektora SGGW II stopnia za osiagnigcia dydaktyczne (2017)
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6) Wyrdznienie w konkursie Innowator Mazowsza organizowanego przez Urzad

Marszatkowski Wojewodztwa Mazowieckiego w Warszawie (2016)

—~
ot dU  Stavee.
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