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TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Wskazanie osiggniecia* 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.).

*Oswiadczenia  wszystkich  wspétautorow  okreslajace  indywidualny  wkfad
w powstanie niniejszego Osiggniecia Naukowego zamieszczono w Zataczniku nr 5.

,Dendrymery PAMAM catkowitych generacji jako nowe
pro-farmaceutyki w terapii cukrzycy -

mity badan in vitro a fakty badan in vivo”

Osiggniecie naukowe stanowi jednotematyczny cykl 9 publikacji (6 prac oryginalnych i 3 prac
przeglagdowych) z lat: 2008-2014. Wyniki, ktére staty sie czescig prezentowanego Osiggniecia
Naukowego uzyskano dzieki srodkom finansowym pozyskanym na realizacje 2 grantow
wilasnych przyznanych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w latach
2009-2012".

! Grant nr N N401 001236 »Wptyw dendrymeréow poliamidoaminowych (PAMAM) rdéinych generacji na
normalizacje wyznacznikéw kontroli glikemii oraz niektorych markerow powiktan pdznocukrzycowych w modelu
cukrzycy doswiadczalnej u szczurow” (kierownik: prof. Teresa Gabryelak, Ut, habilitantka gtéwnym
wspotwykonawcg grantu) oraz Grant nr N N405 261037 ,,Dendrymery poliamidoaminowe (PAMAM) réznych
generacji w modelu streptozotocynowej cukrzycy u szczurow - mozliwe implikacje terapeutyczne” (kierownik:
dr Magdalena tabieniec-Watata).
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PUBLIKACJE WCHODZACE W SKtAD OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Tabela 1. Wykaz publikacji stanowigcych Osiggniecie Naukowe

Lp. Dane bibliograficzne IF Punkty | Liczba cytowar
MNiSW | (bez autocytowan)

PRACE ORYGINALNE

1 Labieniec-Watala M.*?, Przygodzki T., Sebekova
K., Watala C. ,,Can metabolic impairments in | 3.458 35 0
experimental diabetes be cured with
poly(amido)amine (PAMAM) G4 dendrimers? —
in the search for minimizing of the adverse
effects of PAMAM administration”.
International Journal of Pharmaceutics, 2014,

464, 152-167.
2 Siewiera K.* Labieniec-Watala M. **
,Ambiguous effect of dendrimer PAMAM G3 on | 3.867 35 2

rat heart respiration in a model of an
experimental diabetes - Objective causes of
laboratory misfortune or unpredictable G3
activity?” International Journal of
Pharmaceutics, 2012, 430, 258-265.

3 Labieniec M.*, Watala C. ,Use of
poly(amido)amine dendrimers in prevention of | 3.787 30 2
early non-enzymatic modifications of
biomacromolecules”. Biochemie, 2010, 92,

1296-1305.
4 Labieniec M.*, Ulicna O., Vancova O., Kucharska
J., Gabryelak, T., Watala C. ,Effect of | 1.747 15 5

poly(amido)amine PAMAM dendrimer G4 on
heart and liver mitochondria in an animal model
of diabetes”. Cell Biology International, 2010,

34, 89-97.
5 Labieniec M., Ulicna 0., Vancova O., Glowacki
R., Sebekova K., Bald E., Gabryelak T., Watala | 2.408 35 4

C*. ,PAMAM G4 dendrimers lower high glucose
but do not improve reduced survival in diabetic
rats”. International Journal of Pharmaceutics,
2008, 364, 142-149.

*Autor korespondencyjny pracy
# Autorzy réwnorzedni
W 2010 r. zmienitam nazwisko z ‘tabieniec’ na ‘tabieniec-Watata’
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Labieniec M.*, Gabryelak T. ,Preliminary
biological evaluation of poli(amidoamine)
(PAMAM) dendrimer G3.5 on selected
parameters of rat liver mitochondria”.
Mitochondrion, 2008, 8, 305-312.

4.262

35

10

PRACE P

RZEGLADOWE

1

Labieniec-Watala M*., Karolczak K., Siewiera K.,
Watala C. ,The Janus face of PAMAM
dendrimers used to potentially cure
nonenzymatic modifications of
biomacromolecules in metabolic disorders —
a critical review of the pros and cons”.
Molecules, 2013, 18, 13769-13811.

2.428

30

Labieniec-Watala M*, Siewiera K, Gierszewski
S, Watala C. "Mitochondria function in diabetes
— from health to pathology. New perspectives
for treatment of diabetes-driven disorders"
book chapter in: "Biomedical Science,
Engineering and Technology", 2012. (INTECH,
Open Access Publisher), pp. 123-150.

BRAK DANYCH

Labieniec M*., Watala C. ,,PAMAM dendrimers
— diverse biomedical applications. Facts and
unresolved questions”. Central European
Journal of Biology, 2009, 4, 434-451

0.915

20

17

RAZEM

22.872

235

40

Wartosci IF zostaty podane zgodnie z rokiem opublikowania pracy.
Punktacje MNiSW podano zgodnie z wykazem z dnia: 17.12.2014

Podana liczba cytowan (bez autocytowan) jest zgodna z danymi z dnia: 02.06.2014.
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OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WW. PRAC | OSIAGNIETYCH WYNIKOW

WPROWADZENIE
Cukrzyca

Utrzymanie wifasciwej homeostazy glukozy jest istotnym czynnikiem w prawidtowym
funkcjonowaniu organizmu. Gtéwng przyczyng zaburzed przemiany metabolicznej
weglowodanéw w organizmie (jezeli za kryterium przyjmiemy czestos¢ wystepowania
zjawiska) jest deficyt insuliny. Niedobdr lub brak tego hormonu jest przyczyng szeregu
nieprawidtowosci, ktérych gtéwnym objawem jest hiperglikemia — nadmiar glukozy we krwi
kragzacej. Dtugo utrzymujacy sie tkankowy deficyt czynnej biologicznie insuliny przyczynia sie
do powstania cukrzycy (Turner i wsp., 1999). Dzi$ cukrzyca okreslana juz jest ‘epidemig XXI
wieku’ i zaliczana jest do tzw. chordb cywilizacyjnych (King i wsp., 1998). Cukrzyca to
przewlekta choroba metaboliczna, na ktérg w samej Polsce cierpi ponad 2.5 min ludzi.
Wedtug danych WHO (Swiatowej Organizacji Zdrowia), co 10 sekund na $wiecie odnotowuje
sie dwa przypadki nowych zachorowan na cukrzyce. Cukrzyca to choroba polegajaca badz na
catkowitym zaniku wytwarzania insuliny przez trzustke (cukrzyca typu 1), badZz na
niewystarczajgcej produkcji tego hormonu potaczonej z jej niewydajnym zuzytkowaniem
przez tkanki (cukrzyca typu 2). W chorobie dochodzi do zaburzonego dziatania oraz wadliwej
pracy komoérek P, zlokalizowanych w wysepkach Langerhansa trzustki, ktére sa
odpowiedzialne za czynno$é wydzielania insuliny — hormonu regulujgcego stezenie prostego
weglowodanu, glukozy, we krwi. Podwyzszony poziom glukozy we krwi, oprdécz ostrych
powiktan majgcych miejsce w bliskiej skali czasowej, prowadzi do wystgpienia powaznych
powiktan odlegtych w czasie. Sg to mikroangiopatie (np. retinopatia, nefropatia, neuropatia),
makroangiopatie (np. choroba niedokrwienna serca i jej powiktania, udar mézgu, miazdzyca
zarostowa tetnic konczyn dolnych), zmiany skérne i powikfania ze strony uktadu kostno-

stawowego (Kubik, 2004).

Ciagle nie mamy przetomu, ktéry zmienitby kwalifikacje cukrzycy z choroby przewlekiej na
uleczalng, co nie oznacza jednak, ze w diabetologii panuje zastoj. Wrecz przeciwnie, liczne
osiggniecia medycyny ostatnich lat zmienily znaczaco zaré6wno moiliwosci terapii, jak

i obraz kliniczny statystycznego pacjenta, a takze rokowania jego stanu zdrowia. Obecnie,
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zasadg wspotczesnej terapii cukrzycy jest leczenie wszystkich zaburzen towarzyszacych
chorobie, a nie tylko kontrola samej gospodarki weglowodanowej. Dazenie do normalizacji
masy ciata, zwiekszenie aktywnosci fizycznej, wlasciwa dieta, leczenie czestych w cukrzycy
zaburzen lipidowych, nadci$nienia tetniczego i innych choréb uktadu krazenia oraz
utrzymywanie glikemii w przedziale wartosci mozliwie najbardziej zblizonych do
niecukrzycowych (normoglikemii) zmniejsza ryzyko rozwoju powiktan tej choroby. Ale nie
zawsze tak byto. Z ‘historii diabetologii’ wiemy, ze do 1921 r. jedyng formg leczenia chorych
na cukrzyce byto stosowanie odpowiedniej diety. Niestety, taka metoda ‘leczenia’ byta
wysoce nieskuteczna. Nowe perspektywy terapeutyczne pojawity sie, gdy grupa kanadyjskich
uczonych doprowadzita do wyizolowania insuliny z trzustek zwierzecych w koncu 1921 r.
W styczniu 1922 r. insuline podano z sukcesem pierwszemu choremu na cukrzyce.
Osiggniecie to uhonorowano Nagrodg Nobla w 1923 roku (Banting i Macleod).
Wprowadzenie insuliny do leczenia zintensyfikowato poszukiwania doustnych lekéw
hipoglikemizujacych. Niestety, na przestrzeni kolejnych dziesiecioleci poszukiwania te nie
daty obiecujgcych rezultatdw, czego konsekwencjg byto znaczace zwiekszanie sie czestosci
poznocukrzycowych powiktarn u chorych na cukrzyce. Dopiero na poczatku lat 50. ubiegtego
stulecia odnotowano postep w leczeniu cukrzycy (zwtaszcza typu 2), po udanych prébach
syntezy lekéw doustnych wykazujacych dziatanie hipoglikemizujagce (pochodne
sulfonamidowe). Kolejne 40 lat to stopniowe poszerzenie grupy pochodnych
sulfonylomocznika, ale tez tzw. ‘czarny okres w diabetologii’, bowiem byt to takze czas
wycofywania z rynku wielu lekéw, ktdére nie przeszty pozytywnie egzaminu w prdbach
klinicznych (m.in. zgony z przyczyn sercowo-naczyniowych). Pierwszy etap wyraznego
zdynamizowania osiggnie¢ w zakresie farmakoterapii cukrzycy to dopiero poczatek lat
90-tych XX wieku. Wprowadzono woéwczas do leczenia insuline ludzka oraz jej krotko
dziatajgce analogi. Jednak prawdziwy przetom nastgpit w ciggu ostatnich 10 lat, kiedy to
uzyskano dtugo dziatajgce, okotodobowe analogi insuliny. Niemniej jednak, nalezy tutaj
podkresli¢, ze wiekszos¢ najnowszych generacji insulin oraz lekéw hipoglikemizujgcych jest
trudno dostepna dla polskiego pacjenta, przede wszystkim, ze wzgledu na ich wysoka cene
i brak refundacji. Niektére zas nie sg jeszcze dostepne w naszym kraju (Drzewoski, 2013).
W zwigzku z powyzszym, poznawanie i rozumienie proceséw zachodzgcych w organizmie,
jako podtfoza procesdw patofizjologicznych w cukrzycy, a takze poszukiwanie nowych,

skutecznych lekéw w odpowiedzi na zapotrzebowanie spoteczne ze strony bardzo licznej
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grupy pacjentow chorujgcych na cukrzyce, to obecnie bardzo wazna sfera badan dla

chemikow, biologéw, biochemikdéw, biotechnologdw i farmakologdw.

Dendrymery poli(lamodo)aminowe PAMAM

Dendrymery to organiczne, wielofunkcyjne zwigzki chemiczne o regularnej, rozgatezionej
budowie, zbudowane z przytgczonych sekwencyjnie monomerdw. Ich centrum stanowi mata
czgsteczka organiczna zwana rdzeniem, umozliwiajgca przeprowadzenie sterowanych reakg;ji
polimeryzacji. Dendrymery majg scisle okreslong liczbe i rodzaj grup funkcyjnych
znajdujacych sie na powierzchni (Menjoge i wsp., 2010). Taka budowa dendrymerdw oraz ich
przewidywalna synteza sprawity, ze zwigzki te znalazty liczne zastosowania w rdéznych
dziedzinach naukowych. W naukach biomedycznych najpowszechniej stosowane sg jako
nosniki substancji leczniczych lub do tworzenia nowych lekéw o strukturze dendrytyczne;j.
Ogromne zainteresowanie dendrymerami wsréd badaczy na catym sSwiecie sprawito, ze
obecnie dysponujemy nie tylko dos¢ bogatg wiedzg na temat ich potencjalnych wtasciwosci,
ale takze mamy do wyboru rézne rodzaje i klasy tych zwigzkéw (Klajnert i Bryszewska, 2006).
W swoich badaniach skupitam uwage na dendrymerach PAMAM, czyli dendrymerach
Poli(AMido)AMinowych. Zwigzki te po raz pierwszy zostaty zsyntetyzowane przez
amerykanskiego chemika, prof. Donalda Tomalie w 1979 r. Po tym, jak synteza tych
zwigzkdéw zostata upubliczniona, a same dendrymery staty sie komercyjnie dostepne, wielu
badaczy uzyskato mozliwos¢ ich zastosowania w zaprojektowanych przez siebie uktadach
doswiadczalnych (Tomalia i wsp., 1984). Dzi$ jest to bodaj najczesciej badana i najlepiej
przebadana grupa dendrymerow.

Dendrymery PAMAM catkowitych generacji, z uwagi na obecnos¢ licznych grup aminowych
pierwszorzedowych na swojej powierzchni, charakteryzujg sie duzg nukleofilowoscig, co
stawia je w grupie uzytecznych zwigzkéw w prewencji makroczasteczek przed modyfikacjg
na drodze karbonylacji, acetylacji/acylacji, glikozylacji itp. Jako takie, mogg one stanowié
wazng grupe farmaceutykédw w stanach, gdzie taka nadmierna postsyntetyczna modyfikacja
lezy u Zzrodet patomechanizmu choroby lub jej powiktan. W zwigzku z powyzszym, w swoich
badaniach postanowitam wykorzysta¢ te witasciwos¢ dendrymerdw (wynikajacg z ich
budowy) i zastosowac je w celu ograniczania negatywnego dziatania nadmiaru cukrowca

(nieenzymatycznej N-glikozylacji) na biomakroczasteczki, przede wszystkim na biatka. Zamyst
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ten byt catkowicie nowatorski — Zzadna inna grupa badawcza nie stosowata jak dotqd
dendrymerow PAMAM do ograniczania nieenzymatycznych modyfikacji
biomakroczgsteczek.

Konsekwentnie, gtdwng ideg mojej pracy byta ocena skutecznosci i efektywnosci dziatania
dendrymeréw PAMAM w modulacji homeostazy metabolicznej w modelu cukrzycy
doswiadczalnej w warunkach in vitro (badania podstawowe, z uzyciem biatek komercyjnie
dostepnych) oraz in vivo (z wykorzystaniem modelu zwierzecego, szczury Wistar i Sprague-
Dawley z cukrzycg doswiadczalng wywotang przez iniekcje streptozotocyny). Nadrzednym
celem byto zastosowanie dendrymeréw PAMAM jako zmiataczy nadmiaru wolnej glukozy
i wykazaniu, ze zwigzki te mogg chroni¢ biatko przed glikacjg, a w konsekwencji potencjalnie

opodznia¢ i/lub ogranicza¢ powiktania pdzinocukrzycowe wywotane dtugo trwajaca,

nieleczong hiperglikemia. Idea pracy zostata schematycznie zaprezentowana na Ryc. 1.

% PAMAM
dendrimer

glucose

Ryc. 1. Gtédwna idea pracy: poliaminowe dendrymery PAMAM jako ‘zmiatacze’ wolnej glukozy.
Rysunek zaczerpnieto z pracy Labieniec-Watata i wsp., 2013.

~

KHIPOTEZA BADAWCZA
Pracy przyswiecata nastepujaca hipoteza badawcza:

Dendrymery PAMAM, posiadajgce na swojej powierzchni liczne grupy aminowe, normalizujg
wyznaczniki kontroli glikemii oraz niektore markery powiktarn péznocukrzycowych, na drodze
chemicznego wspotzawodnictwa z biomakroczgsteczkami. Efekt ten jest zalezny od generacji

dendrymerow.

\
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Do badan zastosowano 3 generacje dendrymeréw PAMAM, réznigce sie miedzy sobg jedynie
liczbg powierzchniowych grup aminowych. Wykorzystano zatem generacje 2 (PAMAM G2,
16 grup aminowych), generacje 3 (PAMAM G3, 32 grupy aminowe) oraz generacje
4 (PAMAM G4, 64 grupy aminowe). Dawki w jakich dendrymery byty stosowane
w badaniach in vivo zamieszczono w Tabeli 2. Zgodnie z hipotezg zatozono, ze im wyzsza
generacja dendrymeru, tym wieksza jego skutecznos¢ w efektywnym zmiataniu glukozy
i ograniczaniu nieenzymatycznych modyfikacji biatek. Z uwagi na polikationowos¢ tych
zwigzkéw (ktéra wzrasta wraz ze wzrostem liczby grup aminowych) i dostepne dane
literaturowe wskazujgce na (cyto)toksycznos$é dendrymeréw PAMAM zalezng od stezenia
i generacji, zdecydowano do badan nie stosowaé generacji wyzszych niz PAMAM GA4.
Materiatem biologicznym byty dostepne komercyjnie biatka: albumina surowicy bydlecej
(BSA) i ludzkiej (HSA), oraz tkanki pozyskiwane od zwierzat laboratoryjnych (krew petna,

osocze, surowica, soczewki, watroba, serce).

Tabela 2. Dawki dendrymeréw PAMAM zastosowanych w badaniach in vivo

PAMAM G2

PAMAM G3

PAMAM G4

40
[mg/kg m.c./dzien]

12.285
[umol/kg m.c./dzien]

197
[umol NH,/kg m.c./dzieA]

20
[mg/kg m.c./dziei]

2.895
[umol/kg m.c./dzieA]

93
[umol NH,/kg m.c./dzie]

7.26
[mg/kg m.c./dzier]

0.511
[umol/kg m.c./dzien]

33
[umol NH,/kg m.c./dzieA]
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CELE BADAN /N VITRO ORAZ BADAN IN VIVO

Tabela 3. Cele przeprowadzonych badan

Rodzaj badan

in vitro a) sprawdzenie, czy dendrymery ulegajg nieenzymatycznej N-glikozylacji
b) ocena skutecznosci dendrymerow w hamowaniu glikacji biatka
modelowego (BSA)
¢) ocena wptywu dendrymerdw na zmiany konformacyjne w biatku (BSA,
HSA) w réznych pH (5.2 7.4)
d) porédwnanie wtasciwosci ograniczania glikacji biatek przez rdézine
generacje dendrymerow

a) ocena efektywnosci dendrymerdw w ograniczaniu nieenzymatycznych
in vivo modyfikacji biatek w modelu cukrzycy doswiadczalnej u szczuréw

b) wskazanie generacji dendrymeru  najskuteczniej  hamujacej
niekorzystne dziatanie hiperglikemii na organizm zywy

c) proba okreslenia, ktéra generacja dendrymeréw PAMAM jest
najbardziej skuteczna w zmiataniu nadmiaru glukozy (najsilniej obniza
glikacje biatek), a zarazem najbardziej bezpieczna (nietoksyczna, wigze
sie z najnizszg Smiertelnoscig zwierzat z cukrzycg doswiadczalng)

d) ocena efektywnosci dendrymerdw w zaleznosci od sposobu podania —
proba  okreslenia  najefektywniejszego  sposobu  dostarczania
dendrymeru do organizmu

Po uzyskaniu danych, zaréwno z badan in vitro jak i in vivo, podjeto krytyczng prdébe oceny
uzytecznosci wnioskéw wycigganych na podstawie badan in vitro w konteks$cie planowania

badan in vivo. Watek ten zostat blizej omdéwiony w dalszej czesci Autoreferatu.

W celu dokonania poprawnej weryfikacji hipotezy badawczej, realizowaniu podjetej tematyki
towarzyszyty pytania, na ktére staratam sie znalez¢ odpowiedz w przeprowadzonych pracach
eksperymentalnych oraz dostepnej literaturze naukowej. Z punktu widzenia gtéwnej idei
pracy (Ryc. 1), czyli zastosowania dendrymeréw PAMAM zakoriczonych grupami aminowymi
jako zmiataczy nadmiaru wolnej glukozy, bardzo waznym aspektem przeprowadzonych
badan stato sie sprawdzenie, czy zwigzki te ulegajg nieenzymaycznej glikozylacji (Ryc. 2),

a jesli tak, to czy sg one w stanie efektywnie chroni¢ biatko przed glikacja.
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Ryc. 2. Udziat dendrymeréw PAMAM w reakcjach glikacji. Fragmenty rysunku zaczerpnieto
z pracy: Labieniec-Watala i wsp., 2013.

Na podstawie pozyskanych danych stwierdzono, ze dendrymery PAMAM ulegaja
nieenzymatycznej glikozylacji. Ujawniono, ze im wyzsza byta generacja dendrymeru, tym
szybciej nastepowat proces glikacji i wiecej czastek glukozy zostato przytgczonych do
dendrymeru. Ponadto, zaobserwowano, ze dendrymery efektywnie obnizajg poziom glikacji
biatka modelowego (BSA), niemniej jednak nie stwierdzono istotnych statystycznie rdéznic
pomiedzy testowanymi generacjami dendrymeréw w efektywnosci usuwania glukozy ze

srodowiska (po wystandaryzowaniu stezenia dendrymerdéw) (Labieniec i Watala, 2010).

Wyniki badan in vitro potwierdzono w badaniach in vivo. Pierwszy eksperyment in vivo
w serii kilku doswiadczen z wykorzystaniem zwierzat, przeprowadzono we wspodtpracy
z laboratorium w Stowacji wiosng 2007 r. (dr Olga Ulicna i dr Olga Vancova; Uniwersytet
Komeniusa w Bratystawie). Szczury Wistar (z cukrzycg indukowang STZ) byly
suplementowane dendrymerem PAMAM G4 w dawce 7.26 mg/kg m.c. (0.5 umol/kg m.c.)
podawanym dootrzewnowo, codziennie przez 60 dni. Stwierdzono wdwczas, ze podawanie
dendrymeru PAMAM G4 efektywnie obnizato parametry uposledzonego metabolizmu
glukozy (hiperglikemie, glikacje), ale przyczyniato sie takze do wysokiej Smiertelnosci wsréd
zwierzat, ktorym ten zwigzek byt podawany (Labieniec i wsp., 2008). Kolejne badania in vivo,

prowadzone w ramach dofinansowania przyznanego na realizacje grantéw (w latach 2009-
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2012), dotyczyty takze przebadania nizszych generacji dendrymeréw PAMAM (G2 i G3), pod
katem oceny ich uzytecznosci w ograniczaniu glikacji i glikoksydacji biatek
w modelu cukrzycy doswiadczalnej u szczuréow. Gtdwnym celem uzycia nizszych generacji niz
generacja 4 bylo sprawdzenie hipotezy zaktadajacej, ze obnizenie polikationowosci
dendrymeru (nizsza generacja, mniej grup aminowych) pozwoli istotnie zmniejszy¢
negatywny efekt dendrymerdw na przezywalnos¢ zwierzat, zaobserwowany dla generacji 4.
Dendrymery generacji 2, 3 i 4 zostaty zastosowane w dawkach jak podano w Tabeli 2.
Wszystkie badania in vivo przeprowadzone po roku 2009, wykonano na szczurach Sprague-
Dawley (zwierzeta pochodzity z hodowli wtasnej Zwierzetarni Uniwersytetu Medycznego
w todzi). Na podstawie zmian w markerach cukrzycy pod wptywem podawania
dendrymerdéw, stwierdzono, ze wszystkie badane generacje znaczaco obnizajg hiperglikemie
(mierzong m.in. jako zmiany w poziomie glikemii) oraz stopien glikacji biatek (stezenia Hb
glikowanej i AGEs), a takze stopien oksydacji biatek (poziom AOPP, Advanced Oxidation
Protein Products). Niemniej jednak, wykazano, ze generacja 3 dendrymeréw PAMAM
(w zastosowanym stezeniu) byta najskuteczniejsza w redukowaniu tych markeréw

(Labieniec-Watala i wsp., 2013).

Jednym z ocenianych parametrow w badaniach na zwierzetach byta ‘przezywalnos¢
zwierzqt’. Zaobserwowano, ze dootrzewnowemu podawaniu dendrymerdéw towarzyszy
Smiertelno$é¢ u zwierzat, zaréwno u osobnikéw zdrowych, jak i zwierzat z cukrzyca.
Najwyzszg toksycznos¢ stwierdzono dla dendrymeru PAMAM G3. Wptyw generacji 2 i 4 na
przezywalnos¢ byt nizszy: odnotowano ok. 20% spadek przezywalnosci u zwierzat zdrowych
suplementowanych tymi generacjami i 40-45% redukcje przezywalnosci u zwierzat z cukrzyca
STZ. Wyniki czastkowe dotyczace tego parametru zostaty przedstawione w nastepujacych
publikacjach: Labieniec i wsp., 2008; Siewiera i Labieniec-Watala, 2012; Labieniec-Watala
i wsp., 2013 oraz w Labieniec-Watala i wsp., 2014. Biorgc pod uwage wysoka smiertelnosé¢
wsrdd zwierzat (zdrowych, jak i cukrzycowych) po suplementacji dendrymerem generacji 3,
wyniki pozyskane dla poszczegdlnych ‘markeréw pdznocukrzycowych’ wystandaryzowano
uwzgledniajac ‘przezywalnos¢ zwierzat’. Na podstawie takiej analizy uzyskano informacje, ze
najefektywniejszym w ograniczaniu modyfikacji biatek i jednoczesnie najbardziej

‘bezpiecznym’ okazat sie dendrymer generacji 4 (Labieniec-Watala i wsp., 2013).
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Toksycznos¢ dendrymerow PAMAM zostata bardzo dobrze udokumentowana w literaturze
(Mukherieje i wsp., 2010; Prieto i wsp., 2011; Sadekar i Ghandehari, 2012). Wyniki badan
in vitro, ale takze badan in vivo, wskazuja, ze dendrymery PAMAM catkowitych generacji sg
toksyczne, a toksycznos¢ ta jest tym wieksza, im wyzsza generacja dendrymeru jest
stosowana lub im wyzsze stezenia/dawki sg zastosowane. Jesli chodzi o ocene toksycznosci
dendrymeréw w badaniach na zwierzetach, to w ostatnich 30 latach, pojawity sie prace,
ktore wskazywaty zaréwno na nietoksyczne, jak i toksyczne dziatanie dendrymeréw PAMAM.
Na rozbieznos¢ tych wnioskéw duzy wptyw ma rodzaj stosowanego dendrymeru, jego
generacja, dawka, czesto$¢ i sposdb podawania, modyfikacja grup powierzchniowych lub jej
brak, czas ekspozycji, itp. Biorgc zatem pod uwage fakt, ze aktywno$¢ biologiczna
dendrymeru moze zaleze¢ nie tylko od dawki, ale takze od wielu innych czynnikéw,
postanowitam sprawdzi¢, czy obnizona przezywalnos¢ zwierzat zaobserwowana w badaniach
in vivo (Labieniec i wsp., 2008; Siewiera i Labieniec-Watala, 2012; Labieniec-Watala i wsp.,
2013) to kwestia jedynie zastosowanej dawki (zbyt wysoka?), czy takze np. sposobu podania
dendrymeru do organizmu. W zwigzku z powyzszym, przebadatam efektywnos¢ trzech
réznych sposobow aplikowania dendrymeru PAMAM G4 w modulacji nieenzymatycznych
modyfikacji cukrzycy doswiadczalnej w odniesieniu do 3 réznych sposoboéw jego aplikowania.
Tradycyjnie, dendrymer G4 byt podawany dootrzewnowo. Sprawdzono takze podawanie
sondg dozotgdkowa oraz iniekcje podskérne. Stwierdzono, ze najbezpieczniejszym sposobem
podawania zwierzetom dendrymeru G4 byto podanie podskérne (100% zwierzat przezyto
eksperyment), natomiast najbardziej toksyczne byto podanie dootrzewnowe, dla ktérego
odnotowano najsilniej zaznaczony spadek przezywalnosci u zwierzat z cukrzyca.
Zdecydowanie wyzszg przezywalnos¢ zaobserwowano dla zwierzat, ktérym podawano
dendrymer dozotadkowo (w poréwnaniu z dootrzewnowg suplementacjg). Ponadto,
stwierdzono, Zze najmniej skutecznym w ograniczaniu powiktan pdznocukrzycowych
u szczurdéw z cukrzycy STZ, byto podawanie dendrymeru G4 sondg dozotgdkowg, natomiast
podawanie dendrymeru podskérnie lub  dootrzewnowo charakteryzowaty sie
najefektywniejszym dziataniem hipoglikemizujgcym (Labieniec-Watala i wsp., 2013;

Labieniec-Watala i wsp., 2014).

Na podstawie uzyskanych danych, pochodzacych zaréwno z badan in vitro, jak i badan

in vivo, ustalono, ze dendrymery ulegajg nieenzymatycznej glikozylacji, niemniej jednak
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Wwcigz pozostaje otwarte pytanie, czy glikacja dendrymeru chroni biatko przed
konsekwencjami nadmiaru glukozy (czy to w probdéwce, czy w organizmie). Temat ten
zostanie jeszcze rozwiniety ponizej. Ustalono, ze dendrymery PAMAM generacji 4
(uwzgledniajgc redukcje podstawowych  modyfikacji biatek oraz wptyw na ogdlng
przezywalnos¢ zwierzat) najefektywniej i najoptymalniej ograniczajg pdznocukrzycowe
efekty chronicznej hiperglikemii w organizmie. Nadal trudno jest odpowiedzie¢ na pytanie,
w jakiej dawce nalezatoby stosowac dendrymery PAMAM w terapii przeciwcukrzycowej, tak
by suplementacja tymi zwigzkami nie tylko byta efektywna i skuteczna, ale takze bezpieczna
(nietoksyczna). Trzeba tu jednak podkresli¢, iz macierz uzyskanych wynikéw jest nadal
jeszcze zbyt uboga, aby o taki sad sie pokusié, a liczba opublikowanych na ten temat prac
zbyt niewielka by pokusi¢ sie o jakgkolwiek metaanalize. Ponadto, stwierdzono, ze sposdb
podawania dendrymeru ma znaczacy wptyw na jego skutecznos¢ i toksycznosé. Z trzech
przebadanych sposobdw podawania tego zwigzku, stwierdzono, ze najmniej toksyczne
(100% przezywalnos¢ zwierzat) i najbardziej efektywne w redukcji markeréw cukrzycowych,

okazato sie podawanie dendrymeru G4 w postaci podskérnych iniekcji.

mERYFIKACJA HIPOTEZY BADAWCZE) \

Dendrymery PAMAM, posiadajqgce na swojej powierzchni liczne grupy aminowe, normalizujq
wyznaczniki kontroli glikemii oraz niektore markery nieenzymatycznych modyfikacji biatek,
na drodze chemicznego wspdfzawodnictwa z biomakroczgsteczkami (POTWIERDZONO). Efekt
ten jest zalezny od generacji dendrymerdw (NIE POTWIERDZONO).

- J

Trudno w chwili obecnej orzec, ktdry z przebadanych dendrymeréw PAMAM rdznych
generacji spetnia najlepiej warunek kompromisu miedzy minimalng toksycznoscia
i maksymalng skutecznoscig terapeutyczng. Do tego celu, macierz danych, obejmujacych
wieksze zakresy stezen (dawek) poszczegdlnych generacji dendrymeréw PAMAM, powinna
zosta¢ znaczaco wzbogacona. W niniejszej pracy, zebranie danych dla petnego
wieloczynnikowego uktadu doswiadczalnego nie byto mozliwe z uwagi na wysokie koszty

badan in vivo.
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Z punktu widzenia hipotezy badawcze] i ogdlnej idei pracy, najwtasciwszg i najbardziej
pozadang reakcja, w jaka powinny wchodzi¢ dendrymery, jest ta z wolng glukozg. Obnizenie
poziomu hiperglikemii, polegajgce na ‘zmiataniu nadmiaru cukrowca’ przez reszty aminowe
dendrymeréw, ma przyczyni¢ sie do redukcji powiktan spowodowanych przez dtugotrwate
stany hiperglikemii. Niemniej jednak, dendrymery PAMAM catkowitych generacji znane sg
z tego, ze wchodzg (moga wchodzi¢) w interakcje z biatkiem. W zwigzku z powyiszym,
prowadzonym przeze mnie badaniom zawsze towarzyszyto pytanie, o to ktére interakcje
w zastosowanym modelu cukrzycy eksperymentalnej maja pierwszenstwo: czy te
pomiedzy ‘dendrymerem i glukozg’, czy te pomiedzy ‘dendrymerem i biatkiem’. O ile
pierwsza z reakcji prowadzi do obnizenia poziomu/stezenia glukozy w Srodowisku i moze
w ten sposéb przyczyni¢ sie do ograniczenia negatywnego wptywu hiperglikemii na
funkcjonowanie i wiasciwosci biatek, o tyle konsekwencjg drugiej reakcji jest uszkodzenie lub
zmiany w funkcjonowaniu biatka, ale wywotane bardziej obecnoscia dendrymeru, a nie
redukujgcego cukrowca. Podczas gdy pierwsza z reakcji jest pozgdana, to druga nie.

Na podstawie badan in vitro, obejmujgcych eksperymenty w réinych pH (5.2 i 7.4),
stwierdzitam, ze dendrymery PAMAM (niemodyfikowane i modyfikowane glukoz3),
zastosowane w niskich stezeniach (G2: 120 uM; G3: 60 uM i G4: 30 uM), nie przyczyniajg sie
do zmian w konformacji biatek modelowych (BSA i HSA) i nie oddziatujg z nimi w sposéb
istotny statystycznie (Labieniec i Watala, 2010). Wyniki te uzyskujg swoje potwierdzenie
w pracach innych autorow, w ktérych stosowano dendrymery PAMAM w réznych stezeniach
i nie obserwowano ich negatywnego wpltywu na biatko, jesli zwigzki te byly stosowane
w niskich stezeniach (Klajnert i wsp., 2003; Sekowski i wsp., 2011). Do ciekawych z punktu
widzenia mojej pracy nalezg dwie publikacje wydane w latach 2007 (Shcharbin i wsp.) i 2011
(Giri i wsp.), z ktérych jasno wynika, ze w warunkach in vitro (szczegélnie w pH
fizjologicznym), wyzisze generacje dendrymerdw PAMAM (>3) albo oddziatujg z biatkiem
stabo (BSA, HSA), albo wcale. Nie oznacza to jednak, ze nizsze generacje zupetnie nie
podlegajg oddziatywaniom z biatkiem. Ustalono bowiem, ze albumina posiada potencjalnie
az 5 miejsc wigzacych dla kationowych dendrymeréw PAMAM (Shcharbin i wsp., 2007; Giri
i wsp., 2011).

Nawet jesli, uda sie potwierdzi¢ w warunkach in vitro, ze uprzywilejowang reakcjg
w warunkach fizjologicznych jest powinowactwo dendrymeru do glukozy, a nie do biatka, to

najwazniejsza wydaje sie odpowiedzZ na pytanie, ktéra z tych reakcji zachodzi w organizmie
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jako pierwsza. Z pomocg ‘przychodzg’ wyniki badan pozyskane przez badaczy, ktérzy
probowali oceni¢ biodystrybucje i farmakokinetyke dendrymeréw PAMAM, wykorzystujac do
tego roine modele zwierzece (szczury, myszy). Dzi§ wiadomo, ze im nizsza generacja
dendrymeru, tym krécej zwigzek przebywa w krwioobiegu. Niemniej jednak, ustalono, ze
nawet wyzsze generacje (>5) nie krgzg we krwi dtuzej niz godzine. Po tym czasie nastepuje
wychwytywanie dendrymerdw przez inne organy, takie jak $ledziona, ptuca, nerki, serce czy
mozg. W narzadach tych dendrymery mogg kumulowaé sie nawet do 24 godzin, zanim
zostang zupetnie usuniete z organizmu (Lesniak i wsp., 2013).

W zwigzku z powyziszym, wielce prawdopodobnym wydaje sie scenariusz, wg ktérego
dendrymer PAMAM w warunkach in vivo szybciej wejdzie w interakcje z glukozg anizeli
z biatkiem. Nalezy réwniez wzigé pod uwage fakt, ze w organizmie, albuminy zazwyczaj nie
wystepujg w krwioobiegu jako wolne czgsteczki, lecz z racji swoich funkcji, s3 zwigzane
z innymi czgsteczkami, np. z lekami, ktére transportujg. W takiej sytuacji, predzej mozna
sobie wyobrazi¢ interakcje pomiedzy dendrymerem a glukozg lub sktadnikami krwi
(erytrocyty, biate krwinki, ptytki krwi), anizeli pomiedzy dendrymerem a biatkiem, pomimo, iz
niektore doniesienia badan in vitro wskazujg na silne interakcje pomiedzy dendrymerem
PAMAM a biatkiem w Srodowisku bogatym w erytrocyty (Halets i wsp., 2013). Niekorzystny
wptyw dendrymeréw PAMAM na sktadniki krwi jest odnotowywany od wielu lat
i konsekwentnie prowadzone sg dalsze badania oraz publikowane sg nowe prace sSwiadczgce
o hemotoksycznej aktywnosci tych zwigzkéw (Dobrovolskaia i wsp., 2012; Jones i wsp.,
2012). Wyniki uzyskane na podstawie witasnych badan in vivo réwniez wskazujg na to, ze
dendrymery przyczyniajg sie do hemocytotoksycznosci elementéow (nawet jesli
w krwioobiegu wystepujg krétko) i mogg powodowaé uszkodzenia narzagddow (watroba,
serce), w ktérych nastepnie sie kumulujg. Dane przemawiajgce na korzys$¢ tej tezy

przedstawiono i przedyskutowano w pracy Labieniec-Watala i wsp., 2013.

DENDRYMERY A MITOCHONDRIA

Mitochondria to wielofunkcyjne ogranelle komérkowe, ktérych prawidtowe funkcjonowanie
jest kluczowe dla dziatania catej komorki. Odpowiedzialne sg nie tylko za dostarczanie
komorce energii zmagazynowanej w postaci wysokoenergetycznych wigzan ATP, ale réwniez
decydujg o apoptotycznej lub nekrotycznej smierci komorki. Mitochondria w komérkach

organizméw z cukrzycg sg uposledzone w dwojaki sposdb. Charakteryzuja sie pogorszeniem
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parametréw mitochondrialnych, co nierozerwalnie wigze sie z obnizong zdolnoscig do
wytwarzania ATP, ale takze — co nie mniej istotne — cechuje je zwiekszone powstawanie
reaktywnych form tlenu oraz uposledzenie ochrony antyoksydacyjnej komadrek (Labieniec-
Watala i wsp., 2012). Mitochondria stanowig doskonaty model do badan, bowiem
dyskryminacja ich podstawowych funkcji pomiedzy komdérkami u osobnikéw ‘chorych/z
cukrzycg’ i ‘zdrowych’ jest na tyle zauwazalna, iz ewentualne korzystne dziatanie badanych
zwigzkéw na funkcjonowanie mitochondriéw nie mogtoby pozosta¢ niezauwazone.
Gtéwnym celem badan, ktérych sie podjetam, byto przetestowanie hipotezy zaktadajacej, iz
domniemane ‘hipoglikemizujace dziatanie’ dendrymeréw PAMAM ochroni mitochondria
przed negatywnym wptywem podwyzszonego stezenia glukozy w organizmie (model
nieleczonej, dfugotrwatej cukrzycy) i usprawni funkcjonowanie mitochondriéw w warunkach
patologii (cukrzycy).
W zwigzku z powyziszym, od zwierzat, ktérym podawano dendrymery przez 60 dni
(w dawkach jak podano wyzej), pobierano serca oraz watrobe, izolowano mitochondria
i oceniano stan bioenergetyki mitochondrialnej. Do podstawowych parametréw
podlegajgcych ocenie nalezaty: a) integralno$é btony mitochondrialnej (wskaznik RCR),
b) sprawnos¢ fosforylacji oksydacyjnej, czyli ocena wydolnosci mitochondrialnej (wskaznik
P/E), c) stopien uszkodzenia mitochondriéw (wskaznik L/E) i d) produkcja ATP (wskaznik
ADP/0). Na podstawie uzyskanych danych stwierdzono, co nastepuje:
1. Mitochondria hepatocytarne s3 mniej wrazliwe na dziatanie wysokich stezen glukozy
(stan nieleczonej hiperglikemii) w poréwnaniu z mitochondriami kardiomiocytarnymi;
2. Dendrymery PAMAM nie wptywaja na bioenergetyke  mitochondriéw
hepatocytarnych, ale pogarszajg parametry oddechowe w mitochondriach
kardiomiocytarnych;
3. Dendrymery PAMAM, bez wzgledu na generacje i zastosowang dawke, nie s3

w stanie poprawié funkcjonowania mitochondriéw ‘cukrzycowych’.
Whioski przedstawione powyzej wysunieto na podstawie danych opublikowanych

w nastepujacych publikacjach: Labieniec i Watala, 2009; Labieniec i wsp., 2010; Siewiera

i Labieniec-Watala, 2012; Labieniec-Watala i wsp., 2012; Labieniec-Watala i wsp., 2013.
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OBSERWACJE DOTYCZACE WPLYWU ZMIENNOSCI BIOLOGICZNEJ | FENOLOGICZNEJ NA
BADANE PARAMETRY

Prowadzac badania na modelu zwierzecym z pewnos$cia zwraca sie uwage na te
czynniki/warunki eksperymentalne, z ktédrymi nie ma sie do czynienia podczas prowadzenia
badan w systemie in vitro. W tej czeSci mojego Autoreferatu, zwréce uwage na dwa
zagadnienia, ktére w mojej opinii powinny zostaé oméwione z uwagi na ich znaczacy wptyw
na interpretacje danych i budowanie koficowych wnioskéw. Warto wspomnieé, ze wiekszos¢
badan, w jakie bytam zaangazowana w okresie podoktorskim, oscylowata wokét modelu
cukrzycy doswiadczalnej (cukrzycy indukowanej STZ) z wykorzystaniem szczuréw. Pracujgc
rownolegle przy realizacji trzech projektéw, z ktdérych kazdy trwat 3 lata, wykonywatam
badania in vivo w réznych porach roku (na przestrzeni catego roku kalendarzowego), badajac
rézne zwigzki (dendrymery PAMAM; B-rezorcylidenoaminoguanidyne, RAG, czy ekstrakty
polifenolowe). Badania prowadzitam z wykorzystaniem szczuréw reprezentujgcych dwa
rozne stada krewniacze (szczury Wistar i Sprague-Dawley). Zebrawszy wszystkie dane, ktére
pozyskatam w trakcie tych kilku lat, oraz wykonawszy mini-metaanalize tych wynikéw,
stwierdzitam co nastepuje:

1. Pora roku, w czasie ktérej wykonuje sie eksperyment ma bardzo istotny wptyw na
jakos$¢é pozyskiwanych danych. Wydaje sie to zastanawiajgce, aby prowadzenie badan
laboratoryjnych w ‘zamknietych’ zwierzetarniach, w ktérych teoretycznie powinny
panowac identyczne warunki srodowiskowe bez wzgledu na zmieniajgcy sie pore
roku, obcigzone byto tak duzymi réznicami w wartosciach uzyskiwanych danych.
Niemniej jednak, wydaje sie wielce uzasadniony podziat danych ze wzgledu na ‘czas’,
w ktorym zostaty one zebrane, tym bardziej, jesli chcemy miedzy sobg poréwnac
dane pochodzace z réinych okreséw trwania badania i wykonywania
eksperymentow.

Stwierdzono, ze parametry wydajnosci oddechowej mitochondriéw izolowanych od zwierzat
pobieranych z hodowli jesienig i zimg sg nie tylko obnizone w poréwnaniu z tymi ocenianymi
u zwierzat pozyskiwanych w okresie wiosennym, ale tez tatwiej jest odrzuci¢ hipoteze
zerowg 0 braku réznic tzn. udowodni¢ wptyw (zaréowno pozytywny jak i negatywny)
badanych  zwigzkdw u tych pierwszych. Zaobserwowano, e mitochondria

pozyskiwane/izolowane i badane w okresie wiosenno-letnim charakteryzujg sie sprawniejszg
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wydajnoscig bioenergetyczng i nie sg wrazliwe na dziatanie innych czynnikdw w takim
stopniu, jak mitochondria pozyskiwane w okresie jesienno-zimowym. Innym przyktadem
potwierdzajgcym te teze jest ocena parametru ICso zmian potencjatu mitochondrialnego pod
wptywem czynnikdw cytotoksycznych. Wartosci 1Csy okazaty sie diametralnie rdézne
w zaleznosci od tego, w jakim sezonie zostaty zebrane dane. Wptyw sezonowosci na wybrane
parametry bioenergetyki mitochondrialnej zostat szczegétowo omodwiony w pracach
Siewiera i Labieniec-Watala, 2012; Labieniec-Watala i wsp., 2014 oraz Labieniec-Watala
i Watala, 2014 (w recenzji).

Pierwsze dane literaturowe swiadczace o potencjalnym wptywie sezonowosci na zwierzeta
laboratoryjne pojawity juz sie w latach 40-tych ubiegtego stulecia (Davis i Hall, 1948). Kolejne
prace na ten temat pochodzg z lat 70-tych (Mock i Frankel, 1972). Pézniej, przez dtugie lata
problem ,nie byt zauwazany”, ale w ostatnim czasie coraz wiecej badaczy zwraca uwage na
rozbieznos¢ pozyskiwanych danych w zaleznosci od pory roku, w jakiej wykonujg swoje
badania z udziatem zwierzat laboratoryjnych (myszy, szczury, kréliki) (Masumara i wsp.,
1992; Mujkosova i wsp., 2008; Konior i wsp., 2011).

2. Szczep krewniaczy szczuréw, ktéry wykorzystuje sie do badan, moze wptyngé na
interpretacje dziatania badanych zwigzkéw. Udato mi sie zauwazy¢, ze bez wzgledu
na pore roku, szczury Wistar okazaty sie wrazliwsze, zarédwno na te dawke STZ
stosowang do indukowania cukrzycy, jak i na dziatanie badanych zwigzkdow,
w poréwnaniu ze szczurami Sprague-Dawley. Jako potwierdzenie dla tych obserwacji,
na Ryc. 3 przedstawiono rdznice wartosci niektérych parametréw bioenergetyki
mitochondrialnej u szczuréw ww. stad krewniaczych, ktérym podawano
streptozotocyne. Dane pochodzg z eksperymentu, w ktdrym badania prowadzono

rownolegle na szczurach Wistar i Sprague-Dawley, wiosng 2010 r.
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Ryc. 3. Wptyw streptozotocyny (STZ) na wybrane parametry bioenergetyki mitochondriéw
kardiomiocytarnych u szczuréw Wistar i Sprague-Dawley. Wykres pochodzi z pracy
Labieniec-Watala i Watala, 2014 (w recenz;ji).

3. Stwierdzono, ze wu szczuréw Wistar wiekszos¢ przebadanych parametréw
bioenergetyki mitochondrialnej ulegta zmianie pod wptywem podania STZ oraz
indukcji cukrzycy w porédwnaniu z parametrami mitochondriéow izolowanych od
zwierzgt nietraktowanych STZ. Ponadto, zauwazono, ze o ile u szczuréw Wistar
mozna udowodni¢ negatywny wpltyw cukrzycy streptozotocynowej na wydajnosc
oddechowg kardiomiocytéw, o tyle u szczuréw Sprague-Dawley nie obserwuje sie
negatywnego wptywu podanej STZ (i cukrzycy) na mitochondria.

4. W literaturze panuje poglad, ze szczury Sprague-Dawley sg zwierzetami mniej
wrazliwymi na zmienne warunki srodowiskowe i dlatego jest uzasadnione stosowanie
ich w badaniach dotyczacych takiego modelu, jak cukrzyca dtugotrwajgca

i nieleczona® (Przygodzki i wsp., 2010). Niemniej jednak, warto podkresli¢ fakt, iz

wséréd badaczy indukujgcych cukrzyce za pomocy streptozotocyny w modelach

zwierzecych, czestos¢ korzystania ze szczuréw Wistar i szczuréw Sprague-Dawley,

jest mniej wiecej jednakowa.

BADANIA IN VITRO A BADANIA IN VIVO — PRZEMYSLENIA
Po wielu latach prowadzenia prac doswiadczalnych w systemie in vitro, jak i in vivo oraz po
zebraniu oraz poréwnaniu danych z obu sposobdéw prowadzenia badan, zaczetam sie

zastanawia¢ nad uzytecznoscia badan in vitro w kontekscie badan in vivo. Najczesciej,

3 Korzystajac ze szczurow Sprague-Dawley w doswiadczeniach dotyczacych tego typu patologii zyskujemy
wiekszg gwarancje, ze zwierzeta dozyjg do korica eksperymentéw, na czym zalezy kazdemu badaczowi. Zbyt
wysoka $miertelno$¢, spowodowana na przyktad podwyzszong wrazliwoscig na indukowang przez
streptozotocyne cukrzyce, moze przyczyni¢ sie do zbyt niskiej (z punktu widzenia statystyki) liczby danych
uzyskanych na etapie zakonczenia prac eksperymentalnych, i tym samym obnizy¢ wiarygodnosé wycigganych
whioskéw (Siewiera i Labieniec-Watala, 2012).
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wiedze o badanych przez nas zjawiskach oraz testowanych zwigzkach czerpiemy -
przynajmniej na poczatku, z badan in vitro, czyli tzw. badan podstawowych, w ktérych wiele
zmiennych z reguty jestesmy w stanie bardzo doktadnie okresli¢ juz na etapie planowania.
Zaletg takiego sposobu prowadzenia prac eksperymentalnych jest kontrola nad warunkami,
w ktérych pracujemy (np. temperaturg, wilgotnoscig, pH $rodowiska, czasem inkubacji,
wyborem stezen, itp.). tatwiej wéwczas ‘wyeliminowad’ udziat wszystkich tych zmiennych,
ktére mogg - w naszej opinii, stanowi¢ tzw. zmienne zaktécajgce (confounders), a zatem,
mogq w jaki$ sposdb wptywaé na jakosé pozyskiwanych danych, a tym samym czesto na
wiarygodnos$é budowanych wnioskow. Nieco trudniej pracuje sie z materiatem biologicznym
pozyskiwanym od organizméw zywych (zwierzeta, cztowiek), gdy prowadzimy badania
in vivo. Nawet jesli nadal staramy sie sprawowac kontrole nad warunkami naszych badan
eksperymentalnych, to na wiele zmiennych nie mamy wptywu. Tym bardziej, gdy testujemy
nowo badane zwigzki, aplikujac je organizmom zywym (poziom badan przedklinicznych czy
klinicznych), wéwczas czesto mozemy sie jedynie domyslaé, w jaki sposob dziata badana
substancja. Dysponujemy efektem jej aktywnosci, ale nie jesteSmy czesto w stanie
jednoznacznie wypowiedzie¢ sie np. o mechanizmie dziatania, biodystrybucji,
farmakokinetyce czy metabolizmie badanego zwigzku. Majac to na uwadze, z pewnoscia
warto réwnolegle prowadzi¢ badania zaréwno w systemie in vitro, jak i in vivo. Niemniej
jednak, co zauwaza juz wielu badaczy, trudno jest przektada¢ wyniki pozyskiwane z badan
in vitro na badania in vivo, czy planowaé badania in vivo w oparciu o te dane, ktére
pozyskujemy w badaniach in vitro. Z tego samego powodu, jakakolwiek bezkrytyczna
ekstrapolacja wynikdw badan modelowych na ukfady badawcze in vivo moze sie okazac
dalece zwodnicza. Gtéwny problem polega na tym, ze do doswiadczen eksperymentalnych
in vitro bardzo czesto stosujemy zwigzki w stezeniach duzo wyzszych, anizeli dawki, w jakich
bedg one pdzniej aplikowane w badaniach in vivo. Wyciggajgc zatem wnioski z badan in vitro
trzeba by¢ swiadomym tego, ze przedstawiamy interpretacje dotyczgcg aktywnosci
biologicznej zwigzku, ktérej nigdy (lub prawie nigdy) nie uda nam sie potwierdzié
w badaniach in vivo replikujgc warunki badania/pomiaru.

Wiedze o dendrymerach PAMAM pozyskiwano jak dotad gtéwnie z badan in vitro. Do chwili

obecnej pojawito sie w literaturze ok. 2500 prac nt. dendrymeréw PAMAM, z czego jedynie
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niecate 200 prac (niespetna 8%) dotyczy ich wykorzystania w badaniach in vivo®. W zwiazku
z tym, trzeba mieé¢ $Swiadomos¢ tego, ze niektére informacje dotyczgce aktywnosci
dendrymeréw i ich wtasciwosci mogg nie znalez¢ swojego potwierdzenia w badaniach
o charakterze przedklinicznym i klinicznym.

W ostatnich latach duzym zainteresowaniem wsrdéd badaczy cieszg sie mitochondria. Dlatego
réwniez dendrymery PAMAM zostaty przebadane w aspekcie ich potencjalnych oddziatywan
z tymi organellami komdrkowymi. Istniejg dwie odmienne strategie badan dendrymerdw
w takich badaniach. Po pierwsze, niejako z racji funkcji, jakie dendrymery majg petnic
w organizmie (przenosniki lekdw, przenosniki gendw, lekdw samych w sobie, itp.) wazne jest
aby udowodni¢, ze dendrymery nie wptywajg negatywnie na funkcjonowanie mitochondriéw
(dziatanie niepozadane). Z drugiej strony, gdy dendrymerom stawia sie za zadanie udziat lub
wspoétudziat w terapii przeciwnowotworowej i oczekuje sie po tych zwigzkach, ze wykazg sie
one aktywnoscig anty-nowotowrowa (m.in. pro-apoptotyczng), woéwczas wskazane jest
wykazanie, ze dendrymery uszkadzajgc mitochondria (poprzez obnizenie potencjatu
mitochondrialnego czy zahamowanie wydajnosci oddechowej mitochondridéw), przyczyniaja
sie do przyspieszonej Smierci komorki nowotworowej (dziatanie pozadane). Obecnie,
dysponujemy wiedzg, ktéra wskazuje na to, ze dendrymery PAMAM s3 w stanie oddziatywac
bezposrednio z mitochondriami i przyczynia¢ sie do zaburzania ich funkcjonowania.
Konsekwencjg tych interakcji jest uszkodzenie mitochondriéw i $Smier¢ komérki (nekroza
i apoptoza). Idea aktywnosci pro-apoptotycznej dendrymeréw PAMAM zostata
przedstawiona na Ryc. 4, w oparciu o dane literaturowe, ktdre pojawity sie na ten temat
(Lee i wsp., 2009). Stwierdzono, ze dendrymery po wniknieciu przez btone komdrkowa
zamykane sg w endosomie i transportowane do wnetrza komorki. W poblizu mitochondriow
opuszczajg endosom i gdy s3 w odpowiednio wysokim stezeniu przyczyniajg sie do obnizenia
potencjatu mitochondrialnego i uwolnienia cytochromu c oraz innych czynnikéw pro-
apoptotycznych, co w konsekwencji prowadzi do $mierci komorki. Takie dziatanie
dendrymeréw PAMAM moze by¢ uwazane zaréwno za zjawisko pozytywne, jak i negatywne.
Niemniej jednak, gdy zadamy sobie pytanie, ‘w jakich stezeniach musimy zastosowad
dendrymery’, aby uzyska¢ opisywany wyzej efekt, uznamy, ze uzyskanie takich dawek
W organizmie nie jest raczej mozliwe. Lee i wsp. (2009) musieli uzyé dendrymer PAMAM G4

w stezeniu 2-4 mg/ml aby zaobserwowaé spadek potencjatu mitochondrialnego. Aby

* Stan wiedzy z czerwca 2014 r. na podstawie Web of Science.
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zaobserwowac jego dziatanie pro-apoptotyczne, dendrymer G4 musiatby zostac zastosowany
w stezeniu co najmniej 20 mg/ml, a inkubacja z dendrymerem musiataby trwac¢ od 24 do 48
godzin. Przygladajgc sie tym stezeniom oraz stezeniom stosowanym w innych pracach
(Mukherjee i wsp., 2010; Halets i wsp., 2013), nietrudno jest sie domysli¢, ze efekty
aktywnosci dendrymeréw PAMAM, obserwowane w warunkach in vitro, trudno bedzie
powieli¢ w warunkach in vivo. Na potwierdzenie tego stwierdzenia, przedstawiam wptyw
dendrymeru PAMAM G2 na wybrane parametry bioenergetyki mitochondriow
kardiomiocytarnych izolowanych od zwierzat zdrowych i zwierzat z cukrzycg. Dendrymer byt
podawany dootrzewnowo szczurom Sprague-Dawley, przez 60 dni w dawce 40 mg/kg m.c.

(Labieniec-Watala i wsp., 2013).
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Ryc. 4. Graficzna prezentacja pro-apoptotycznej aktywnosci dendrymeréw PAMAM. Rysunek
ten zostat zaczerpniety z Labieniec-Watala i wsp., 2013.
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Pomimo, ze dendrymer PAMAM G2 zostat zastosowany w do$¢ wysokiej dawce, a w dodatku
podawany byt codziennie, nie wykazano jego pro-apoptotycznej aktywnosci.
Zaobserwowano jedynie podwyiszony poziom ADP/O u zwierzat z cukrzycy
suplementowanych dendrymerem G2 w porédwnaniu z grupg zwierzat cukrzycowych, ktére
nie przyjmowaty dendrymeru. Jak to juz zostato wspomniane wczes$niej, w prowadzonych
przeze mnie badaniach in vivo, nie wykazatam nigdy az tak destrukcyjnego dziatania
dendrymeréw PAMAM na mitochondria, jakie wyfania sie na podstawie badan in vitro
wykonywanych z wykorzystaniem tych zwigzkéw. Nalezy sie zatem gteboko zastanowié, czy
formutowanie stwierdzen na temat pro-apoptotycznych witasciwosci dendrymeréw PAMAM
jest tylko ‘modelowg fikcjg’, czy tez faktem, ktéry rzeczywiscie moze wydarzy¢ sie
w organizmie. Sugestia ta prawdopodobnie nie dotyczy tylko oméwionych tu oddziatywan
dendrymeréw z mitochondriami, ale wszystkich innych badani, np. oceny toksycznosci czy
interakcji z biatkiem.

Od dawna istnieje tendencja, zauwazana powszechnie w artykutach opisujacych wyniki
badan in vitro, polegajgca na tym, iz na podstawie tak zebranych danych, konstruuje sie
whnioski, ktore wskazujag na pozornie mozliwe kliniczne wykorzystanie dendrymeréw
w niedalekiej przysztosci. Niemniej jednak, osobiscie uwazam, ze sg to zbyt daleko posuniete
dywagacje, ktére w wielu przypadkach moga nie znalez¢ lub juz nie znajdujg potwierdzenia
w badaniach o wyzszym stopniu praktycznosci (np. klinicznych). Stwierdzam zatem, ze warto
planowac¢ badania in vitro korzystajac z danych badan in vivo. Mozna wdwczas z wiekszg
precyzjg ustali¢ wybdr stezen do badan, czy czas inkubacji z materiatem biologicznym, nie
narazajac sie na wykonywanie kosztownych badan, ktére mogg niewiele wnies¢ do wiedzy
o testowanych zwigzkach czy badanych zjawiskach. Poréwnanie wynikow pozyskanych
w modelu in vitro z wynikami modelu in vivo przedstawiono i opisano w Siewiera i Labieniec-

Watala, 2012.
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PODSUMOWANIE

Wykorzystanie catkowitych generacji dendrymeréw PAMAM w terapii cukrzycy w modelu
eksperymentalnej hiperglikemii byto nowatorskim pomystem nie podjetym jak dotad prze
zadne inne laboratorium®. W ciggu kliku ostatnich lat, duzg przygodg intelektualng
i wyzwaniem byto dla mnie prowadzenie badan z wykorzystaniem tych zwigzkéw wtasnie
w takim modelu. W nastepstwie prowadzonych przez kilka lat badan znaleziono wiele
argumentow przemawiajgcych na niekorzy$¢ dendrymeréw PAMAM, w kontekscie
przedstawionej idei ich wykorzystania i obecnego stanu wiedzy na ich temat. Udato sie
wprawdzie wykazaé, iz dendrymery PAMAM s3 w stanie znaczaco obnizy¢ markery
hiperglikemii (co wiele razy udowodnitam zaréwno w badaniach in vitro, jak i in vivo), a to
mogtoby potencjalnie implikowa¢ wymierng korzy$¢ w postaci znaczacego opdinienia
wystepowania powikfan péznocukrzycowych), jednak ich toksyczny wptyw w duzej mierze
umniejsza znaczenie praktyczne takiej korzysci. U Zrédet niepowodzenia w petnej
optymalizacji warunkdw takiej potencjalnej terapii moze leze¢ kilka czynnikdw. Po pierwsze,
to sama polikationowa budowa tych zwigzkéw. Polikationowos¢, ktéra jest ,niektamanym
utrapieniem” dla  jakichkolwiek planéw  farmakoterapeutycznych, stanowigc
najprawdopodobniej w najpowazniejszym stopniu o toksycznosci dendrymeréw PAMAM
petnych generacji, jest jednoczesnie warunkiem ich duzej skutecznosci w minimalizowaniu
skutkéw hiperglikemii. Jakiekolwiek modyfikacje powierzchniowych grup aminowych
i redukcja tym sposobem toksycznosci dendrymeréw PAMAM, wigze sie nieuchronnie
z mniejszg nukleofilowoscig zwigzkédw i gorszym wigzaniem wolnej glukozy. Po drugie, do
petnego obrazu na pewno brakuje zweryfikowania jeszcze innych sposobdw podawania
dendrymerdw, poza tymi, ktére przebadatam i poréwnatam w moich badaniach. Dobierajgc
trzy przyktadowe sposoby administracji badanych zwigzkéw (najczesciej spotykane
w literaturze przedmiotu) wskazatam, ze czynnik taki jak sposéb podawania istotnie wazy,
zaréwno w kwestii minimalizacji toksycznosci, jak i optymalizacji skutecznosci tych zwigzkdw.
Po trzecie, na pewno pozgdane bytoby przeprowadzenie rdéwnolegtych badan
poréwnujgcych dziatania pozadane i niepozagdane PAMAM G2, G3 i G4 w celu optymalizacji

stezenia dendrymeréow PAMAM jako czynnika hipoglikemizujgcego. Mam bowiem

> W 2011 r. Dong i wsp., w pracy , Polyamidoamine dendrimers can improve the pulmonary absorption of
insulin and calcitonin in rats”, J.Pharm.Sci., 100, 1866-1878, wykazali, ze dendrymery PAMAM wspomagajg
wchtanianie insuliny z ptuc, bez uszkodzenia btony komdrkowej. Badania przeprowadzono na szczurach Wistar.
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Swiadomos¢, ze do zaobserwowanej toksycznosci badanych dendrymeréw mogta sie takze
przyczynic zbyt wysoka zastosowana dawka jednorazowa lub kumulatywna. Z drugiej strony,
na podstawie zebranych wynikéw moge stwierdzi¢, ze dendrymery PAMAM, aby skutecznie
obnizaty markery hiperglikemii w cukrzycy, powinny raczej by¢ stosowane w wyzszych,
anizeli w zbyt niskich dawkach. Ogélnie, te dwie strategie: (a) wystarczajgcej skutecznosci
W procesie ‘zmiatania’ nadmiaru wolnej glukozy oraz (b) minimalnej (cyto)toksycznosci

trudno w chwili obecnej pogodzi¢.
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EWENTUALNE WYKORZYSTANIE WYNIKOW STANAOWIACYCH MOJE
OSIAGNIECIE NAUKOWE

Potencjalnym zastosowaniem dendrymerow PAMAM w terapii przeciwcukrzocwej
zainteresowanych jest wiele firm farmaceutycznych, zaréwno w Polsce, jak i zagranica.
Pomyst ten zostat dobrze przyjety takze przez obecnych na Miedzynarodowych Targach
BioForum, ktére odbyty sie w todzi (maj, 2010). Podczas spotkan partnerskich
Bio-Partnering, ktére byty sktadowg BioForum, udato mi sie zorientowac, ze wola stworzenia
i zastosowania nowych zwigzkdéw, ktére dobrze rokujg w leczeniu zaburzen metabolizmu
glukozy, jest duza. A kazda nowa substancja, ktéra w leczeniu cukrzycy (nawet jesli tylko na
poziomie eksperymentalnym) daje obiecujgce wyniki, staje sie w oczach przedsiebiorcéw,
potencjalnym farmaceutykiem. Mam zatem s$wiadomo$¢, ze moje badania wpisujg sie
w dziatania na polu biomedycznym, a cukrzyca jest chorobg cywilizacyjna, na ktdrg cierpia
miliony oséb na catym sSwiecie. Wykazanie zatem na zywym organizmie, ze dendrymery
PAMAM catkowitych generacji posiadajg aktywnos¢ hipoglikemizujacg, czyni z tych zwigzkéw
ciekawy obiekt zainteresowania, nie tylko dla uczonych, ale takze dla firm, ktére poszukuja
nowych rozwigzan w leczeniu choréb, takich m.in. jak cukrzyca. Jeszcze w latach 50-tych XX
wieku®, wyniki stanowigce ‘Osiggniecie Naukowe’, opisane na stronach tego Autoreferatu,
mogtyby stanowi¢ podstawe do nowych, innowacyjnych formulacji farmakoterapeutycznych,
i zyskac zainteresowanie wsrdd lekarzy diabetologédw oraz oséb chorujgcych na cukrzyce.
W tamtych czasach bowiem, zdecydowanie mniejszg uwage zwracano na tzw. efekty
uboczne, jakie towarzyszyly przyjmowaniu niektérych farmaceutykow. ,Czarny okres
w diabetologii” wtasnie stagd wzigt swojg nazwe, iz wprowadzono wtedy na rynek wiele
lekéw, ktore pomimo swych hipoglikemizujgcych wtasciwosci, wykazywaty takze
niepozadane dziatania kardiotoksyczne, hepatotoksyczne, czy nefrotoksyczne. Dzisiaj bardzo
duzg uwage przywigzuje sie do tego, by nowy produkt - zanim pojawi sie w sprzedazy jako
‘lek’, byt poddany wielu badaniom i testom oraz spetnit wiele ostrych kryteridow
bezpieczenstwa. Biorgc takie kryteria pod uwage, nalezy uzna¢, ze dendrymery PAMAM nie

spetniajg obecnie podstawowych wymagan stawianym grupie potencjalnych zwigzkow, ktére

e Dendrymery PAMAM catkowitych generacji po raz pierwszy zostaty zsyntetyzowane dopiero w 1979 .
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w przysztosci mogtyby zaistnie¢ w Swiadomosci lekarzy jako farmaceutyki przydatne
W ograniczaniu, zapobieganiu i leczeniu powiktan zwigzanych z cukrzyca.

Niemniej jednak, wartosciag samg w sobie zaprezentowanych badan, jest wskazanie na
zupetnie nowe wykorzystanie tych zwigzkéw i zwrdcenie uwagi na to, ze dendrymery
PAMAM to nanoczgstki o wielu mozliwosciach aplikacyjnych. Pozyskane wyniki stanowig
ponadto, bardzo bogate i waine irédio wiedzy na temat wptywu dendrymeréw na
organizm 2zywy, tym bardziej, ze wcigz dysponujemy stosunkowo matg liczba prac na temat
aktywnosci dendrymeréw w badaniach in vivo. Cenne sg zwtaszcza te dane, ktére odnosza
sie nie tylko do oceny toksycznosci (przezywalnos¢ zwierzat, pomiar masy), ale takze do
okreslenia wptywu tych zwigzkédw na inne parametry, takie jak: morfologia krwi, biochemia,
markery glikemii i stresu oksydacyjnego, czy pomiary bioenergetyki mitochondrialnej. Jak do
tej pory, badania, ktére przeprowadzitam z udziatem dendrymeréw PAMAM, to jedyne takie
doswiadczenia, w ktérych dendrymer podawany byt codziennie przez kolejnych 60 dni. Taki
sposob przeprowadzenia eksperymentéw, pozwala zorientowad sie z jakimi objawami i/lub
skutkami ubocznymi nalezatoby sie liczyé, gdyby dendrymery miaty byé stosowane

systematycznie przez dtuzszy czas.
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CHARAKTERYSTYKA OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

1. Wskazano nowe biomedyczne zastosowanie dla catkowitych generacji

dendrymeréow PAMAM.

2. Opisano dziatanie dendrymerow PAMAM jako inhibitorow
postsyntetycznych, nieenzymatycznych modyfikacji biomakroczgsteczek
oraz zgromadzono dane badan podstawowych i przedklinicznych

wspierajacych te idee.

3. Wykazano, ie sposéb podawania dendrymeréw, a nie jedynie ich dawka

moze miec istotny wptyw na skutecznos¢ ich dziatania.

4. Po raz pierwszy oceniono wplyw dendrymeréw na funkcjonowanie
i bioenergetyke mitochondriow w modelu in vivo (zwierzeta zdrowe

i z modelowa patologig).

5. Zaobserwowano, ze odpowiedz zwierzat na badane zwiazki zalezy od pory
roku. Zwierzeta sa bardziej wrazliwe gdy podaje im sie zwiazki jesienia
i zimg oraz bardziej odporne na terapie, gdy badania prowadzone sg wiosng

i latem.
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OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

PRZEBIEG KARIERY ZAWODOWEJ PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

Studia ukonczytam w roku 2001 roku na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie Wydziat
Biologii i Ochrony Srodowiska) na Uniwersytecie tédzkim. Prace magisterska wykonatam
w Katedrze Termobiologii pod kierunkiem prof. dr hab. Zofii JéZwiak i opieka dr Marii
Przybylskiej. W czasie studiow uczestniczytam w dziatalnosci Kofa Mfodych Biofizykow,
a moje zainteresowania naukowe dotyczyty zagadnien zwigzanych z rolg siarczanu
cholesterolu w modulowaniu aktywnosci przeciwnowotworowej aklarubicyny. Badania
wykonywatam na linii komérkowej B14 (immortalizowane komérki chomika chiskiego).

W roku 2001 zostatam stuchaczka Stacjonarnego Studium Doktoranckiego Cytogenetyki,
Genetyki Molekularnej i Radiobiologii Uniwersytetu tédzkiego. Prace doktorska wykonatam
w Katedrze Biofizyki Ogolnej pod kierunkiem prof. dr hab. Teresy Gabryelak. Celem moich
badan byfa ocena wptywu trzech wybranych polifenoli (kwaséw fenolowych: taninowego,
elagowego i galusowego) na podstawowe parametry funkcji komérek matzy (Unio tumidus)
oraz immortalizowanych komérek chomika chinskiego (linia komdérkowa B14). Swojga uwage
skupitam na oddziatywaniach polifenoli z btong komérkowa, biatkami i DNA (Labieniec
i wsp., 2003; Labieniec i Gabryelak, 2003; Labieniec i Gabryelak, 2004; Labieniec
i Gabryelak, 2006a). Ponadto, ocenitam charakter i mechanizm interakcji badanych kwaséw
fenolowych, takze w obecnosci jonéw Ca®" i H,0,, z biatkami i DNA ww. komdrek (Labieniec
i Gabryelak, 2005; Labieniec i Gabryelak, 2006b; Labieniec i Gabryelak, 2006¢c; Labieniec
i Gabryelak, 2007). W czasie realizowania tematu zwigzanego z mojg pracg doktorska,
odbytam krétki straz naukowy (3 tygodnie) we Wtoszech na Uniwersytecie w Camerino
u prof. Giancarlo Falcioniego. W trakcie pobytu w tym laboratorium wypetniatam zadania
badawcze, ktére byty przedmiotem wspdlnie realizowanego grantu NATO (No LST.CLG.
978856). Prace eksperymentalne polegaty na ocenie wptywu wybranych tanin na erytrocyty
izolowane z krwi obwodowe]j pstrgga. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w pracy
Fedeli i wsp., 2004. W 2003 odbytam kolejny krotki staz naukowy (2 tygodnie) we Francji,
w Stacji Morskiej Instytutu Fizjologii i Biologii Morza w Tamaris (filia Uniwersytetu w Lyonie),
pod kierunkiem prof. G. Brichona. Moje badania polegaty na oszacowaniu wptywu tanin na
wybrane parametry komérkowe zwierzagt morskich (matze i ryby). W 2004 r. otrzymatam

wyroznienie (nagrode naukowgq) przyznang przez The Society for Free Radical Research —
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Europe in Recognition of Extraordinary Scientific Achievements in the Field of Free Radical
Research za wysokg jakos¢ zaprezentowanych wynikéw badan doswiadczalnych podczas
konferencji SFRR-E Summer Meeting: Reactive Oxygen Species and Antioxidants, ktéra
odbyfa sie na Ut w todzi. Prace doktorska, zatytutowang ,Wptyw wybranych polifenoli
naturalnych na komorki trzustko-wgtroby matza (Unio tumidus) i immortalizowane
fibroblasty chomika chiriskiego (Cricetulus griseus)”, obronitam w grudniu 2005 r., a za cykl
publikacji zwigzanych z doktoratem zostatam wyrdzniona nagrodg naukowa Il stopnia,

przyznang przez Rektora Ut w pazdzierniku 2006 r.
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PRZEBIEG KARIERY ZAWODOWEJ PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA’

W marcu 2006 r. zostatam zatrudniona na etacie adiunkta w Katedrze Biofizyki Ogdlnej
Uniwersytetu tdédzkiego. W tym samym roku, w dniach 9-17 czerwca, wzietam udziat
w warsztatach naukowych organizowanych przez Instytut Nenckiego w Warszawie (FEBS
Advanced Course, "Frontiers in Molecular Biochemistry of Mitochondria"), podczas ktérych
,ztapatam bakcyla” do badan zwigzanych z mitochondriami. Po powrocie ze szkolenia, swoj3
aktywnos¢ naukowg skierowatam m.in. na badania rézinych aspektéw zaburzen funkcji
mitochondriéw w stanach patologicznych. Gtéwnym celem moich badan byta ocena wptywu
badanych zwigzkéw (dendrymery PAMAM, RAG - [-rezorcylidenowa pochodna
aminoguanidyny, ekstrakty polifenoli roslinnych) na mitochondria izolowane z tkanek
(watroba, serce i modzg) zwierzat doswiadczalnych (szczury Wistar i Sprague-Dawley).
Badania prowadzitam zaréwno w systemie in vivo, jak i in vitro. Wspdlnym mianownikiem
tych badan byto zastosowanie tego samego zwierzecego modelu streptozotocynowej
cukrzycy doswiadczalnej. Publikacje dotyczgce oceny uzytecznosci dendrymeréw PAMAM
w ograniczaniu powikfan pdznocukrzycowych stanowig moje OSIAGNIECIE NAUKOWE
(opisane szczegétowo w pierwszej czesci Autoreferatu), podczas gdy wyniki badan nad RAG
i ekstraktami polifenolowymi (publikacje i zgtoszenia patentowe) stanowig mdj dodatkowy
dorobek habi/itacyjnyg.

W okresie podoktorskim wzietam udziat w 4 warsztatach naukowych (3 w Austrii,
1 w Holandii) dotyczacych fizjologii mitochondriow i obstugi oksygrafu Oroboros-2k
(instrument wykorzystywany przeze mnie do oceny bioenergetyki mitochondriéw) oraz
w 2 krétkich stazach podoktorskich (2-4 tygodnie, Francja i Stowacja). Wzietam takze udziat
w 2 szkoleniach dotyczacych podstawowych i zaawansowanych analiz statystycznych
organizowanych przez firme StatSoft Polska w Krakowie. W roku 2011 (Spata/k. todzi)
i w roku 2012 (Warszawa) uczestniczytam w szkoleniach dotyczacych odpowiednio:
przygotowywania ofert biznesowych i umiejetnosci zarzgdzania projektami naukowo-
biznesowymi oraz w kursach przygotowujgcych do pisania projektéw i artykutéw naukowych.
W roku 2007 na konferencji w Bratystawie (Stowacja) wygtositam wyktad o dendrymerach

PAMAM w terapii przeciwnowotworowej, w 2012 r. na konferencji w Innsbruku (Austria)

7 Szczegétowe informacje na temat mojej aktywnosci naukowo-badawczej i organizacyjno-dydaktycznej
zamiescitam w Zatgczniku nr 4.

8 Wykaz prac, ktére stanowig dorobek nie wchodzacy w sktad ‘Osiggniecia Naukowego’ zamiescitam
w Zatgczniku nr 4.
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wygtositam wyktad nt. wptywu zmian warunkow laboratoryjnych na metabolizm zwierzat
doswiadczalnych, natomiast w 2014 r. na konferencji w Utrechcie (Holandia) wygtositam
wyktad nt. wptywu dendrymeréw PAMAM na bioenergetyke mitochondriow

kardiomiocytarnych izolowanych od szczuréw zdrowych i zwierzat z cukrzyca.

DZIALALNOSC DYDAKTYCZNA

Od poczatku zatrudnienia na Wydziale BiOS Ut jestem zaangazowana w przygotowanie
i realizacje zaje¢ dla studentéw z kierunkdw: Biologia (w trybie stacjonarnym
i niestacjonarnym), Biotechnologia (w trybie stacjonarnym), Genetyka (w trybie
stacjonarnym) oraz studidow podyplomowych ‘Biologia sgdowa’. Do najwazniejszych
prowadzonych przeze mnie zaje¢ nalezg: ¢wiczenia ze ‘Statystyki’ (prowadzone na poziomie
podstawowym, jak i zaawansowanym), ‘Projekty badawcze’ oraz zajecia fakultatywne dla
doktorantow pt. “Finansowanie badan naukowych”. W roku akademickim 2013/2014 po raz
pierwszy zaczetam prowadzi¢ zajecia ‘Zastosowanie statystyki w kryminalistyce
i administracji sagdowej’ (¢wiczenia i wyktady) dla stuchaczy kierunku ‘Biologia sadowa’.
Pragne podkresli¢, ze wymienione przedmioty prowadze zgodnie z zaproponowanymi przez

siebie programami autorskimi.

W latach 2009-2012 prowadzitam zajecia z przedmiotu ‘Biologia medyczna’ (wyktady
i ¢wiczenia) ze stuchaczami kierunku Fizjoterapii w Spotecznej Wyiszej Szkole

Przedsiebiorczosci i Zarzgdzania w todzi (obecnie Spoteczna Akademia Nauk).

DZIALALNOSC ORGANIZACYJNA

Od 2006 r. jestem cztonkiem Zespotu ds. Promocji na Wydziale BiOS Ut (od 2012 r. jest to
Komisja ds. Promocji). W ramach pracy w tej Komisji jestem zaangazowana w wiekszos¢
odbywajgcych sie imprez o charakterze popularno-naukowym promujgcych nasz Wydziat. Do
najwazniejszych, w ktérych biore udziat, nalezg: Noc Biologéw (jako wspodtorganizator), akcja
UZO (Uniwersytet Zawsze Otwarty), skierowany do szkét ponadgimnazjalnych), Festiwal
Nauki, Techniki i Sztuki w todzi (koordynator i uczestnik), Piknik Naukowy, Salon
Maturzysty i Targi Wiedzy (LédZz, Hala EXPO). Ponadto, na biezgco wygtaszam wyktady

o charakterze popularno-naukowym (zaréwno na terenie Wydziatu jak i poza nim).
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ZESTAWIENIE WYBRANYCH OSIAGNIEC

Catkowity dorobek publikacyjny

32

Sumaryczny impact factor wedtug listy JCR, zgodnie z rokiem opublikowania 58.410

Sumaryczny impact factor wedtug listy JCR, zgodnie z rokiem opublikowania 22.872
dla prac stanowigcych OSIAGNIECIE NAUKOWE

Liczba cytowan publikacji wg bazy Web of Science (bez autocytowan)

A 8 o s s

Indeks H g chawg bazyWeb of

ot i e s s 5 i i

Liczba projektéw (jako koordynator/wspétwykonawca)

Liczba komunikatéw zaprezentowana na zjazdach krajowych i zagranicznych
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