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1. Zyciorys i dorobek naukowy

1.1. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe
Tytut zawodowy magistra

1994 r. Uniwersytet w Taszkiencie, Uzbekistan, Wydziat Ochrony Roslin Kierunek:
Fitopatologia (specjalnos¢ — fitopatologia).

Stopien doktora

2001 . Instytut Chemii Bioorganicznej Akademii Nauk w Taszkiencie, Uzbekistan,
Laboratorium Fizyko-Chemicznych Metod Badan, Kierunek: Biologia (doktor
nauk biologicznych w zakresie biologii, specjalnos¢ — Biofizyka, Chemia
Bioorganiczna).

1.2. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w placéwkach naukowych

2007 r.-obecnie — Uniwersytet L 6dzki, Katedra Biofizyki Ogolnej, adiunkt

2005 r. -2007 r. Uniwersytet Mirzo Ulugbeka w Taszkiencie, Uzbekistan, Katedra
Biofizyki, adiunkt. Instytut Chemii Bioorganicznej Akademii Nauk w
Taszkiencie, Laboratorium Fizyko-Chemicznych Metod Badan, adiunkt

2000 r.-2005 r. — Instytut Chemii Bioorganicznej Akademii Nauk w Taszkiencie,
Laboratorium Fizyko-Chemicznych Metod Badan, asystent

1996 r.-2000 r. — Instytut Chemii Bioorganicznej Akademii Nauk w Taszkiencie,
Stacjonarne Studium Doktoranckie, Biofizyka, Chemia Bioorganiczna,
doktorant

1.3. Treningi i staze

2014 Staz naukowy w Instytucie Biofizyki i Inzynierii Komérki, Biatoruskiej Akademii Nauk,
Minsk, Bialorus

2014 Czterech miesieczny warsztat szkoleniowy ,Asystent Innowaciji-2”, Praktyka w
przedsiebiorstwie. Fundacja Rozwoju Przedsiebiorczosci w todzi, Polska

2013 Warsztat szkoleniowy, Zarzadzanie projektami badawczymi. Profesjonalny
Biznesplan ,Komercjalizacja drogg do sukcesu". Instytut Fraunhofera w
Magdeburgu, Niemcy.



Maksim lonov -autoreferat /2014 r. Zalgcznik 2

2013

2013

2013

2012

2011

2010

2010

2010

2010

2009

2009

2009

2008

2007

2006

2006

Warsztat szkoleniowy, Projekt miedzynarodowy wspétfinansowany. Wsparcie
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla programoéw Unii Europejskie;.
»Zasady pozyskiwania i rozliczania srodkow” 23/09/2013. Wydziat Programéw
Miedzynarodowych MNiSzW. £6dz, Polska.

Staz naukowy w Instytucie Biofizyki i Inzynierii Komorki, Biatoruskiej Akademii Nauk,
Minsk, Bialorus

Staz naukowy w Instytucie Biologii Chemicznej i Medycyny Fundamentalnej
Rosyjskiej Akademii Nauk, Nowosybirsk, Rosja

Warsztat szkoleniowy, Profesjonalny Biznesplan ,Komercjalizacja drogg do
sukcesu” Wroctaw, Polska

Il warsztat szkoleniowy, Dendrimers as composites of advanced drug delivery
nano systems (aDDnSs) | Warsztat: “Recent advances in Dendrimeric technology”
National Hellenic Research Foundation, Grecja

Warsztat szkoleniowy, Rezonans magnetyczny w fizyce i biologii. Fundacja Ettore
Majorana. NATO ASI, Erice, Wiochy

Staz naukowy, Uniwersytet im. Komenskiego w Bratystawie, Stowacja. Wydziat
Matematyki, Fizyki i Informatyki (Slovak — Polish Research and Development
Cooperation), Bratystawa, Stowacja

Warsztat szkoleniowy (JASCO CD). Spektrometria dichroizmu kotowego. Teoria i
praktyka. JASCO, Budapeszt, Wegry

Warsztat szkoleniowy (ZS NANO) Zetasizer Nano Instrument (zeta rozmiar, zeta
potencjat) A.P. Malvern Instruments Ltd (UK). Teoria i praktyka. Uniejow, Polska

Szkolenie “Mechanisms and Consequences of Free Radical-Mediated Oxidative
Protein Modifications” Kemer, Antalia, Turcja

Staz naukowy w Instytucie Biofizyki i Inzynierii Komorki, Akademia Nauk w Minsku,
Minsk, Biatorus

Staz naukowy, University College London, Institute of Neurology, Department of
Mlecular Neuroscience. Londyn, Wielka Brytania

Staz naukowy, COST (European Cooperation in Science and Technology),
Uniwersytet w Atenach, Wydziat Technologii Farmaceutycznej, Ateny, Grecja

Staz naukowy, Institute of Environmental Sciences, Volcani Center, ARO Bet
Dagan, Tel-Aviv, lzrael

Staz naukowy, Department of Biochemistry and Molecular Biology, Faculty of
Medicine, Autonomous University of Barcelona, Spain

Staz naukowy, Institute of Environmental Sciences, Volcani Center, ARO Bet
Dagan, Tel-Aviv, lzrael
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2005 Staz naukowy, Katedra Biofizyki Ogdlnej, Uniwersytet £6dzki, £6dz, Polska

2002 Warsztat szkoleniowy, MASHAV Science Educational Program, Bet Dagan, Izrael

1.4. Stypendia i nagrody

2013 Indywidualna nagroda przyznana przez Dziekana Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska UL za wyniki publikacyjne w roku 2013

2013 Nagroda Rektora UL za osiggniecia naukowo-badawcze

2012 Indywidualna nagroda przyznana przez Dziekana Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Ut za wyniki publikacyjne w roku 2012

2012 grant podrézny (COST) do Laboratorio InmunoBiologia Molecular, Gregorio Marafion
General Hospital Universitario, Hiszpania, Madryt

2010 grant podrézny (NATO) na udziat w ASI, 10th Course: Biophysics and Structure.
Ettore Majorana Foundation, Erice, Wtochy

2009 grant podrozny (COST) do National and Kapodistrian University of Athens,
Farmaceutical Technology, School of Pharmacy, Grecja, Ateny

2008 nagroda: “Best oral presentation” Miedzynarodowa konferencja naukowa ,Actual
problems of ecology” Grodno, Biatorus

2002 nagroda mtodego naukowca przyznana przez MASHAV — A.R.O. Volkani, Bet Dagan,
Izrael

1996 Dyplom z wyrdznieniem, (N007449 -1586) Uniwersytet w Taszkiencie

1.5. Osiagniecia dydaktyczne

Pomoc w przygotowaniu pracy magisterskiej obronionej z wynikiem dobrym. Dominika Popiel,
2012. ,Wptyw dendrymeréw GATG [G3]-Mor na proces agregacji peptydu amyloidowego
AB1-40".

Pomoc w przygotowaniu pracy doktorskiej obronionej z wynikiem bardzo dobrym. Mgr.
Tomasz Wasiak, 2012. ,Badanie dendrymerow fosforowych w aspekcie choroby Alzheimera”.

Pomoc w przygotowaniu pracy doktorskiej obronionej z wynikiem bardzo dobrym. Mgr inz.
Dominika Wrdbel, 2012. ,Wptyw kationowych dendrymeréw fosforowych na btony
erytrocytarne oraz modelowe btony lipidowe”.

1.6. Recenzowanie publikacji

Recenzje dla: Chemical Communications (IF 6.37) 2012, 2013 r.
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International Journal of Nanomedicine (IF 4.027) 2013, 2014 r.
Recent Patents on Nanomedicine (Open access) 2014 r.
Journal of Membrane Biology (IF 2.48) 2014 r.

1.7. Recenzowanie autoreferatéw prac doktorskich

2012

2013

2014

Natallia Shcharbina ,HapyweHne npoueccoB nepekncHoro OKUCNeHNs NMnNMaos,
NPOHMLAEMOCTM remaTodHuedannyeckoro 6apbepa 1 nx KOPPEKLMSA NPy ULEMUN
ronioBHoro mo3ra." Panstwowy Osrodek Naukowo-Badawczy Neurologii i
Neurochirurgii, Minsk, Belarus

Dzmitry Madras ,, ®yHKLMOHanNbHas ponb CUCTEMbI NPOTENHA3bI - UHTMOUTOPDI
nNpoTenHas B Hecneunuyecknx peakuusax opraHmama npm ctpecce.” Instytut
Biofizyki i Inzynierii Komorki, Biatoruskiej Akademii Nauk, Minsk, Bialorus

Eugenij Apartsyn ,MynbTu-yHKUMOHanbHble mbpnabl HK-koHCTpyKUnin ¢
yrnepogHbiMy HaHoTpybkamn.” Instytut Biologii Chemicznej i Medycyny
Fundamentalnej Rosyjskiej Akademii Nauk, Nowosybirsk, Rosja.

1.8. Udziat w projektach badawczych

1.

FP7-PEOPLE-2012-IRSES NANOGENE EU-Belarus-Russia Network in
Nanomaterials-Driven Anti-Cancer Gene Therapy, 2013-2016.

NCN, HARMONIA, "Mechanizmy oddziatywan pomiedzy dendrymerami a biatkami",
Dwustronna wspotpraca polsko-biatoruska, 2012 — 2015.

Projekt badawczy specjalny SK-PL-0070-12, "Badania oddzialywah pomiedzy
btonami lipidowymi a peptydami HIV skompleksowanymi z dendrymerami
karbokrzemowodorowymi ", Polsko-stowacka dwustronna wspoétpraca, 2013-2014.

NCBIR, ERA-NET EuroNanoMed 2009, "Peptides-associated dendrimers in dendritic
cells for the development of new nano-HIV vaccines”, 2010-2013.

Akcja COST TD0802, "Biomedical applications of dendrimers", oraz towarzyszgcy
projekt miedzynarodowy niewspétfinansowany (dofinansowanie do Akcji COST)
"Biomedyczne zastosowania dendrymeréw", MNiSW, 2010-2013.

Projekt badawczy specjalny SK-PL-0034-09, "Dendrymery jako nosniki sSiRNA
skierowanego przeciwko wirusowi HIV-1 — oddziatywania z btonami", Polsko-
stowacka dwustronna wspétpraca, 2010-2011.

TEAM/2008-1/5 ,Biomedical properties of dendrimers”, Program Operacyjny
Innnowacyjna Gospodarka, 2008 — 2012.

Projekt badawczy zamawiany MNiSW: POL-POSTDOC Ill. PBZ/MNiSW/07/2006/22,
"Rola bton lipidowych i glukozoaminoglikandéw w procesie tworzenia sie ztogow
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10.

amyloidowych oraz wptyw obecnosci wolnych rodnikow i melatoniny na szybko$¢
tego procesu", 2007-2010.

Projekt NATO CBP.EAP.CLG 981751 “Prion proteins and Alzheimer's Peptides:
Molecular Studies”, 2005-2007.

Projekt CDR TA-MOU-02-CA-22-020. Israel-USA-Uzbekistan network "Irrigation of
Megacarpaeae and Crambe Plants with Brackish Water and its Effect on Seed Lipids
and other Lipophylic Components”, 2006-2007.

Projekty Grupy Regionalnego Rozwoju Innowacyjnego w Uzbekistanie oraz projekty
Uzbeckiej Akademii Nauk: miejsce realizacji — Instytut Chemii Bioorganicznej w
Taszkiencie 1999-2007:

. “Study of structure and molecular mechanisms of natural polyphenols and terpens for

searching the effective drugs on the base of plant raw material", 2003-2007.

. “Comparative study of membranoactive properties of tannins", 2004-2005.
. "The new and effective non steroid anti-inflammatory drug from local plant raw material", 2003-

2004.

. “Influence of metalloproteinase and disintegrins of snakes poison on calcium homeostasis in

mammalian cells”, 2002-2003.

. “Polyphenol antioxidants as a regulators of cellular functions”, 2000-2002.
. “Structure and function of diterpenoids. Influence on thrombocyte calcium homeostasis", 1999-

2001.

. "Bioregulators isolated from domestic plants and its modification”, 1998-2000.
. "Fermentative and nonfetrmentative transformations of phospholipids. Regulation of

membrane structure", 1997-1999.

1.9. Czlonkostwo w organizacjach naukowych

1. Cztonek Polskiego Towarzystwa Biofizycznego (2010-2013)
2. Czlonek Biomedexperts Network (2009-2014)
3. Czlonek American Nano Society (2011-2014)

1.10. Wspétpraca miedzynarodowa

1. Wspdtpraca z Inmunomolecular Biology Laboratory w Gregorio Marafion Hospital w

Madrycie, Hiszpania. Dendrymery jako nosniki materiatu genetycznego

2. Wspotpraca z Inorganic Chemistry Dept., Uniwersytet Alcala de Henares, Alcala,

Hiszpania. Badanie oddziatywan dendrymeréw karbokrszemowych z siRNA i
peptydami HIV
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3. Wspdtpraca z Laboratoire de Chimie de Coordination, CNRS, Tuluza, Francja, Badanie
oddziatywan dendrymerow fosforowych z biomolekutami

4. Wspotpraca z Uniwersytetem w Atenach, Department of Pharmaceutical Technology,
Grecja. Oddziatywanie dendrymerdéw o potencjalnym zastosowaniu w medycynie z
modelowymi btonami i ocena ich toksycznosci

5. Wspotpraca z Uniwersytetem im. Komenskiego w Bratystawie, Stowacja. Dendrymery
jako nosniki siRNA skierowanego przeciwko wirusowi HIV-1 — oddziatywania z btonami

6. Wspdtpraca z Departament de Bioquimica, Biologia Molecular, Facultat de Medicina,
Universitat Autonoma de Barcelona, Barcelona, Hiszpania. Mechanizmy agregacji
biatek w chorobach neurodegeneracyjnych

7. Wspodtpraca z Leibniz Institut flir Polymerforschung Dresden e.V., Niemcy. Badania
oddzialywan dendrymerow polipropylenoiminowych z siRNA i peptydami HIV

8. , Wspdtpraca z Institute of Biophysics and Cell Engineering, National Academy of
Sciences of Belarus. Badania oddziatywan dendrymerow z siRNA

9. Wspdtpraca z Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian
Branch of the Russian Academy of Sciences. Oddziatywania dendrymeréw o
potencjalnym zastosowaniu w medycynie z antyapoptotycznymi SiRNA

2. Osiggniecia naukowe

2.1. Publikacje bedace podstawa o ubieganie sie o stopien doktora habilitowanego

1. lonov M., Ciepluch K., Klajnert B., Glinska S., Gomez-Ramirez R., Javier de la Mata F.,
Munoz-Fernandez M.A., Bryszewska M. Complexation of HIV derived peptides with
carbosilane dendrimers. Colloids Surf. B: Biointerfaces 101 (2013) 236— 242.

IF: 3,42, MNiSW: 30, Liczba cytowan: 5.

Procentowy udziat habilitanta 75%. Habilitant zaplanowat i przy pomocy mgr. Karola
Cieplucha wykonat wszystkie dodwiadczenia, napisat pierwszg wersje manuskryptu, a
nastepnie pracowat wraz z prof. M. Bryszewskag nad wersjg ostateczng manuskryptu.

2. lonov M., Ciepluch K., Moreno B.R., Appelhans D., Sanchez-Nieves J., Gbmez R., de la
Mata F.J., Muioz-Fernandez M.A. Bryszewska M. Biophysical characterization of
glycodendrimers as nano-carriers for HIV peptides. Curr. Med. Chem. 20/31 (2013)
3935-3943.

IF: 4,86, MNISW: 40, Liczba cytowan: 0.

Procentowy udziat habilitanta 75%. Habilitant zaplanowat i przy pomocy mgr. Karola
Cieplucha wykonat wszystkie doswiadczenia, napisat pierwszg wersje manuskryptu, a
nastepnie pracowat wraz z dr. Dietmarem Appelhansem i prof. M. Bryszewskg nad wersjg
ostateczng manuskryptu.
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3. Vacas Coérdoba E., Bastida H., Pion M., Hameau A., lonov M., Bryszewska M., Caminade
AM., Majoral JP., Mufioz- Fernandez MA. HIV-Antigens Charged on Phosphorus
Dendrimers as Tools for Tolerogenic Dendritic Cells-Based Immunotherapy. Curr.
Med. Chem. 21 (2014)

IF: 4,86, MNISW: 40, Liczba cytowan: 0.

Procentowy udziat habilitanta 35%. Habilitant bral udziat w planowaniu doswiadczen,
wykonat samodzielnie biofizyczng czes$¢ doswiadczen i analize wynikéw. Nastepnie
pracowat wraz z prof. Marig Angeles Munoz Fernandez i prof. M. Bryszewskg nad
manuskryptem.

4. Ciepluch K., lonov M., Majoral JP., Mufioz- Fernandez MA., Bryszewska M. Interaction of

phosphorus dendrimers with HIV peptides — fluorescence studies of nano-complexes
formation. J. Lumin. 148 (2014) 364-369.

IF: 2,14 MNiISW: 35, Liczba cytowan: 0.

Procentowy udziat habilitanta 45%. Habilitant zaplanowal i bral udziat w wykonaniu
doswiadczen, analize wynikow, przygotowaniu pierwsziej wersji tekstu i wykreséw oraz
pracowat nad wersjg ostateczng manuskryptu wraz z mgr. Karolem Ciepluchem i prof. M.
Bryszewska.

5. Vacas Cérdoba E., Pion M., Rasines B., Filippini D., Komber H., lonov M., Bryszewska M.,
Appelhans D., Mufioz-Fernandez M.A. Glycodendrimers as new tools in the search for
effective anti-HIV DC-based immunotherapies. Nanomed. Nanotechnol. Biol. Med. 9/7
(2013) 972-984."

IF: 6,93, MNiISW: 40, Liczba cytowan: 2

Procentowy udziat habilitanta 35%. Habilitant bral udziat w planowaniu doswiadczen,
wykonat samodzielnie czes¢ doswiadczen dotyczgca charakterystyki kompleksowania
dendrymerow z peptydami HIV. Habilitant brat udziat w analizie wynikéw. Pracowat wraz z
prof Marig Angeles Munoz Fernandez i prof. M. Bryszewskg nad wersjg ostateczng
manuskryptu.

2.2. Pozostate prace opublikowane w recenzowanych czasopismach polskich

1.

i zagranicznych po uzyskaniu stopnia doktora

(ponizszy wykaz nie obejmuje prac stanowigcych gtéwne osiggniecie naukowe)

lonov M., Garaiova Z., Waczulikova I., Wrébel D., Pedziwiatr-Werbicka E., Gomez-Ramirez R.,
de la Mata F.J., Klajnert B., Hianik T., Bryszewska M. siRNA carriers based on carbosilane
dendrimers affect zeta potential and size of phospholipid vesicles. Biochim. Biophys. Acta 1818
(2012) 2209-2216.

IF: 4,39, MNiSW: 35, Liczba cytowan: 5.

lonov M., Yuldasheva N., Ulchenko N., Glushenkova A., Bruria H. Growth, development and
yield of Crambe Abyssinica under saline irrigation in the greenhouse. J. Agron. Crop Sci. 199/5
(2013) 331-339.

IF: 2,151, MNiSW: 35, Liczba cytowan: 0.

Wasiak T., lonov M., Nieznanski K., Nieznanska H., Klementieva O., Granell M., Cladera J.,
Majoral J.P., Caminade A.M., Klajnert B. Phosphorus Dendrimers Affect Alzheimer’s (Ap1-28)
Peptide and MAP-Tau Protein Aggregation. Mol. Pharmaceutics 9 (2012) 458—-469.

IF: 4,57, MNiSW: 45, Liczba cytowah: 19.
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10.

11.

12.

13.

Klajnert B., Wasiak T., lonov M., Fernandez-Villamarin M., Sousa-Herves A., Correa J.,
Riguera R., Fernandez-Megia P.E. Dendrimers reduce toxicity of AR 1-28 peptide during
aggregation and accelerate fibril formation. Nanomed. Nanotechnol. Biol. Med. 8/8 (2012)1372-
1378.

IF: 4,88, MNiISW: 40, Liczba cytowan: 4.

Olchowik E., Lotkowski K., Mavlyanov S., Abdulajanova N., lonov M., Bryszewska M.,
Zamaraeva M. Stabilization of erythrocytes against oxidative and hypotonic stress by tannins
isolated from sumac leaves (Rhus typhina L.) and grape seeds (Vitis vinifera L.) Cell. Molec.
Biol. Lett. 17 (2012) 333-348.

IF: 1,45, MNiISW: 15, Liczba cytowan: 0.

Wrobel D., Ktys A., lonov M., Vitovic P., Waczulikowa ., Hianik T., Gomez-Ramirez R., de la
Mata J., Klajnert B., Bryszewska M. Cationic carbosilane dendrimers—lipid membrane
interactions. Chem. Phys. Lipids 165 (2012) 401- 407.

IF: 2,56, MNiSW: 20, Liczba cytowan: 2.

lonov M., Gordiyenko N., Zukowska I., Tokhtaeva E., Mareninova O., Baram N., Ziyaev K.,
Rezhepov K., Zamaraevaa M. Stability and antioxidant activity of gossypol derivative
immobilized on N-polyvinylpyrrolidone. Int. J. Biol. Macromolec. 51 (2012) 908— 914.

IF: 2,66, MNiSW: 25, Liczba cytowan: 0

lonov M., Wrébel D., Gardikis K., Hatziantoniou S., Demetzos C., Majoral J.P., Klajnert B.,
Bryszewska M. Effect of Phosphorus Dendrimers on DMPC Lipid Membranes. Chem. Phys.
Lipids 165 (2012) 408- 413.

IF: 2,56, MNiSW: 20, Liczba cytowan: 7.

lonov M. Gardikis K, Wrébel D. Hatziantoniou S. Mourelatou H, Majoral J.P. Klajnert B,
Bryszewska M. Demetzos C. Interaction of cationic phosphorus dendrimers (CPD) with
charged and neutral lipid membranes. Colloids Surf. B. Biointerfaces 82 (2011) 8-12.
IF: 2,60, MNiSW: 30, Liczba cytowanh: 12.

Gardikis, K. Fessas, D. Signorelli, M. Dimas, K. Tsimplouli, C. lonov, M. Demetzos, C. A new
chimeric drug delivery nano system (chi-aDDnS) composed of PAMAM G 3.5 dendrimer and

liposomes as doxorubicin's carrier. In vitro pharmacological studies. J Nanosci. Nanotechnol.

11/5 (2011) 3764-3772.

IF: 1,45, MNiSW: 25, Liczba cytowah: 11.

lonov M. Burchell V. Klajnert B. Bryszewska M. Abramov A. Mechanism of neuroprotection of
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IF: 0, MNISW: 0, Liczba cytowan: 0
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Tab. 1. Wskazniki Impact Factor, podana biezagca (z 2013 r.) wartos¢ wskaznikéw IF dla czasopism,

punkty MNiSW, podana biezgca (z 2013 r.) warto$¢ punktéw MNiSW oraz liczba cytowan (na
podstawie bazy Web of Science z sierpnia 2014 r.) publikacji stanowigcych gtéwne osiagniecie

naukowe.
Nr. publikacji Wskazniki IF Punkty MNiSW | Liczba cytowan
1 (013) 3,42 30 5
2 (2013) 4,86 40 0
3 (2014) 6,93 40 0
4 (2014 4,86 40 0
5 (2013) 2,14 35 2
Suma 22,21 185 7

Niewielka liczba cytowan artykutdw stanowigcych gtéwne osiggniecie naukowe wynika z faktu
publikacji tych prac w roku 2013 i 2014.
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Tab. 2. Wskazniki Impact Factor, podana biezgca (z 2013 r.) wartos¢ wskaznikéw IF dla czasopism,
punkty MNiSW, podana biezgca (z 2013 r.) warto$¢ punktéw MNiSW oraz liczba cytowan (na
podstawie bazy Web of Science z sierpnia 2014 r.) publikacji pozostatych.

Nr. publikacji Wskazniki IF Punkty MNiSW | Liczba cytowan
1 4,39 35 5
2 2,15 35 0
3 4,57 45 19
4 4,88 40 4
5 1,45 15 0
6 2,56 20 2
7 2,66 25 0
8 2,56 20 7
9 2,60 30 12
10 1,45 25 11
11 3,39 30 14
12 7,55 45 17
13 0,00 0 0
14 0,00 0 0
15 2,15 40 2
16 4,39 35 14
17 0,59 15 1
18 2,56 20 18
19 2,07 25 4
20 1,45 15 1
21 3,42 45 20
22 1,98 25 9
23 3,06 30 24
24 5,61 45 5
25 5,83 40 64
26 3,15 35 4
27 0,59 15 1
28 2,02 25 3

Suma 79,08 775 261
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3. Oméwienie celu naukowego i osiggnietych wynikéw prac
bedacych podstawg o ubieganie sie o stopien doktora
habilitowanego

3.1. Tytut osiagniecia naukowego

Dendrymery jako potencjalne no$niki peptydow w szczepionce
przeciw wirusowi HIV

3.2. Wstep

Ludzki wirus niedoboru odpornosci (HIV) jest retrowirusem, ktéry zostat wykryty w
1980 r. i okazat sie czynnikiem powodujgcym zespot nabytego uposledzenia odpornosci
(AIDS), choroby, ktéra doprowadzita juz do okoto trzydziestu milionéw zgondéw
(http://www.who.int/GHO/hiv/pl/, pobrano w dniu 1 pazdziernika 2013). AIDS jest chorobag,
ktéra, pomimo pewnych sukceséw w jej profilaktyce i terapii, stanowi nadal wielkie

zagrozenie dla ludzkosci i wyzwanie dla swiata nauki.

gp120
gpa1

viral
envelope

p17
p24

protease

- % reverse
R s P transcriptase

RNA

Human Immunodeficiency
Virus — Structure

Wirus HIV Budowa wirusa HIV
(Nature Medicine X/2010 www.nature.com/naturemedicine)

Terapia antyretrowirusowa (ART) jest dostepna od potowy lat 90-tych. Poprawia ona
znacznie jakos¢ zycia oséb zakazonych HIV i zmniejsza smiertelnos¢. Jednakze istnieje kilka

ograniczen w leczeniu zakazen wirusem HIV. Nalezg do nich: opornos¢ na leki, wysokie
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tempo mutacji wirusa i niska biodostepnos¢ niektorych zwigzkéw. Dlatego wynalezienie
szczepionek profilaktycznych i terapeutycznych stanowi ogromne wyzwanie dla badaczy
AIDS. Wprowadzenie wielolekowej terapii z uzyciem ART, znacznie wydtuzyto zycie osobom
zakazonym, ale terapia ta nie eliminuje wirusa z organizmu chorego, a jedynie spowalnia
jego rozwoj. Poza tym wywotuje powazne skutki uboczne (niekorzystnie wptywa na watrobe i
serce) i dostepna jest gtéwnie w krajach wysoko rozwinietych. Nie zmniejsza sie rowniez
liczba nowych zakazen w wielu krajach Trzeciego Swiata. W walce z wirusem HIV wcigz
poszukuje sie innych rozwigzan, a najskuteczniejszym sposobem na powstrzymanie
pandemii wydaje sie by¢ szczepionka [1]. Ostatnio duzo uwagi w zakresie immunoterapii
poswieca sie komorkom prezentujgcym antygen — APC (antigen presenting cells).

W odpowiedzi na zakazenie bakteryjne lub wirusowe dochodzi do aktywaciji
limfocytéw. Pierwotnie limfocyty dojrzewajg w szpiku kostnym i grasicy (odpowiednio
limfocyty B i T), a koncowy etap dojrzewania przechodzg pod wptywem swoistych antygenéw
w sledzionie i weztach chtonnych. Warunkiem tego procesu jest otrzymanie ,,odpowiednich
sygnatéw” od komorek prezentujgcych antygen, wsréd ktorych centralne miejsce zajmujg
komérki dendrytyczne DC (dendritic cells) [2]. Komorki dendrytyczne dzieli sie na dwa
podstawowe typy: mieloidalne i plazmocytoidalne. Do miejsca, gdzie doszto do inwazji
mikroorganizmdéw i gdzie toczy sie reakcja zapalna, przyciggane sg przez odpowiednie
chemokiny. Po wychwyceniu antygenu, drogg naczyn limfatycznych wedrujg do weztéw
limfatycznych, aby tam prezentowaé antygeny limfocytom T, albo drogg krwi migrujg w tym
celu do Sledziony. Petnig role wartownikow, odbierajgcych ,sygnaty niebezpieczenstwa”.
Komodrka dendrytyczna pochtaniajgc antygeny z zewngtrz moze je prezentowac nie tylko w
kontekscie czgsteczek MHC klasy I, ale takze (co nie jest typowe) w kontek$cie czgsteczek
MHC klasy | limfocytom T CD8+. Zjawisko to okreslane jest jako prezentacja krzyzowa
(cross-presentation) [1]. Dlatego DCs moga stanowi¢ dobre narzedzie immunoterapii
nowotworow i infekcji wirusowych np. HIV. DC po infekcji wirusem HIV regulujg wazne
funkcje tj. neutralizacje za posrednictwem przeciwciat, cytotoksycznos¢, lize zalezng od
komplementu iinne reakcje przeciwwirusowe. Pozgdanym krokiem w terapii przeciw
wirusowi HIV bytoby ograniczenie niespecyficznej aktywacji limfocytow T oraz indukcja
aktywacji komoérek T CD8+ i CD4+ specyficznej dla szerokiego zakresu epitopow Gag [3].

Zastosowanie komorek dendrytycznych (DC) jako adiuwantéw szczepionki stanowi
obiecujgce narzedzie w terapii zaburzen funkcji uktadu immunologicznego u oséb
zarazonych HIV-1 [4,5], jednakze wybdr drogi (sposobu) dostarczania DC z antygenami jest
trudnym zadaniem. W celach terapeutycznych, antygen (pochodna peptydu HIV) powinien
byc¢ transportowany przez btone komorkowsg do cytoplazmy. Z tego wzgledu badane byty

rézne rodzaje nosnikéw: liposomy, nanoczgstki, micele polimerowe i nanozele [6-13]. W tym
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kontekscie pojawiajg sie rowniez dendrymery jako alternatywny transporter pochodnej

peptydu HIV do komorek dendrytycznych.

Peptyd HIV o

— e ‘*J‘V": \ @V b / (o)
Komérki dendrytyczne NY Dendrymer

ol

&

prezentacja antygendéw
limfocytom T

szczepionka

==
W,

i

Schemat tworzenia sie szczepionki przeciw wirusowi HIV opartej o komoérki dendrytyczne,
prezentujgce antygeny

Dendrymery sg dobrymi kandydatami na nosniki peptydow i innych biomolekut ze
wzgledu na ich wyjgtkowe wtasciwosci, takie jak monodyspersyjnosc, obecnosc licznych
grup powierzchniowych obdarzonych tadunkiem, mozliwos¢ modyfikacji grup chemicznych.
Stwierdzono, ze dendrymery utatwiajg transport peptydéw HIV do komérek dendrytycznych i
podnoszg efektywnos¢ prezentacji antygendw limfocytom T [45]. Model ten moze stanowi¢
dobre narzedzie immunoterapii skuteczne w walce z wirusem HIV.

Jednym z celéw przedstawionej pracy habilitacyjnej byta charakterystyka kompleksu
(dendrymer — antygen) jako szczepionki przeciw wirusowi HIV opartej o komorki

dendrytyczne, prezentujgce antygeny.

3.3. Aktualny stan wiedzy w obszarze dotyczacym tematu pracy habilitacyjnej

Ze wzgledu na efektywnos¢é w prezentowaniu antygenéw limfocytom T, komorki
dendrytyczne zawierajgce antygen probuje sie wykorzysta¢ jako szczepionki. Jednak duza
réznorodnos¢ wirusa HIV sprawia trudnosci w wyborze odpowiedniego peptydu (antygenu).
W badaniach wykorzystywano juz zdezaktywowane wiriony HIV pozyskane od pacjentéw
[14,15], komorki T zainfekowane HIV, egzosomy (nanoczastki 30-100 nm) pochodzgce z

komorek zainfekowanych HIV [16], rekombinowane biatka wirusowe [17], mieloidalne DC
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transfekowane mRNA kodujgcym biatka HIV [18,19], plazmidy kodujgce antygeny HIV [20].
Efektywnos¢ transportu HIV DNA czy RNA do DC zwigkszano stosujgc mikroczgsteczki tj.
poli-beta amino estry [21], wektory wirusowe: adenowirusy, wirus ospy wietrznej, lentiwirusy,
Semliki Forest wirus czy drozdze i bakterie [22-25]. Prébna szczepionka profilaktyczna Merc
STEP zawierajgca wektory gag, pol i nef zostata wycofana, gdyz okazata sie nieskuteczna
[26]. Nadzieje dla immunoterapii przyniosto wprowadzenie do DC czgsteczek
przypominajacych wirusy VLP (virus like particles) [27].

Jak dotad jednak zadne z wymienionych rozwigzan nie spetnia wszystkich
niezbednych warunkéw dobrego, tzn. immunogennego, bezpiecznego, fatwego i niedrogiego
w produkcji narzedzia immunoterapii.

Sposraéd licznych systemoéw, takich jak: liposomy, nanoczastki, nanozele, micele,
spetniajgcych funkcje transporteréw lekow i innych biomakroczgstek [28-33], dendrymery sg
dobrymi kandydatami na no$niki peptydéw HIV do DCs. W swoim centrum posiadajg
czgsteczke rdzeniowa, do ktorej warstwami przytgczone sg rozgatezione monomery. Im
wiecej warstw monomerow tym wyzsza jest tzw. generacja dendrymeru. Konsekwencjqg takiej
budowy jest obecnos¢ wolnych przestrzeni wewnagtrz molekuty oraz liczne grupy funkcyjne
na powierzchni, ktére moga przenosi¢ wiele czgsteczek leku, co intensyfikuje efekt
terapeutyczny. Sg monodyspersyjne, co pozwala na doktadng charakterystyke systemu i

poprawng analize odpowiedzi biologicznej [34].

generation

a5 =2 4/ numbers
/GL/‘_—__ Branching units

L2
Qg/{ }\EF Void spaces
y& A '& Surface groups

Budowa dendrymeru trzeciej generaciji.

Badano wptyw dendrymerdw na linie komoérkowe i komaorki monojgdrzaste krwi
obwodowej (PBMC) i stwierdzono, ze zwigzki te nie indukujg proliferacji PBMC, przenoszg

kwasy nukleinowe i chronig je przed oddziatywaniami z biatkami osocza i dziataniem nukleaz
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[35-37]. Pierwsze doniesienia o zastosowaniu dendrymeréw poliamidoaminowych PAMAM
do transfekcji pojawity sie w 1993 roku [38].

Od tego momentu podejmowano intensywne studia [39] aktywujgc dendymery
cieptem [40], stosujgc rézne typy i generacje dendrymerdw. Potencjalnym czynnikiem
transfekcyjnym sg dendrymery fosforowe, ktére mogg byé syntezowane nawet do 12
generaciji. Modyfikowano ich powierzchnie i sprawdzano efektywnos¢ transfekcji genu
lucyferazy do komorek 3T3.

Efektywnosc transfekcji wzrastata wraz ze wzrostem generacji dendrymeru, ale
wartosci state uzyskano dla generacji 3-5. Dendrymery te majg zdolnos¢ transfekcyjng
réwniez w obecnosci osocza [41]. Kolejng grupe stanowig dendrymery karbokrzemowe,
ktére w badaniach okazaty sie dobrymi kandydatami na nosniki lekow czy kwaséw
nukleinowych [37, 42]. Zdolnos¢ transfekcji posiadajg rowniez dendrymery polilizynowe [43]
czy polipropylenoiminowe PPI, ale wyzsze generacje PPl okazaly sie cytotoksyczne, co
ogranicza mozliwosci ich zastosowania [44]. Badania in vitro z uzyciem mikrosfer PLGA i
peptydéw (pochodnych antygenéw nowotworowych) pokazaty, ze to witasnie komorki
dendrytyczne odgrywajg zasadniczg role w aktywacji limfocytéw T [45]. Inne badania z
wykorzystaniem dendrymerow i DC [46, 47] sugeruja, ze potaczenie wtasciwosci i dziatania
komérek dendrytycznych i dendrymeréw moze dostarczy¢ znakomitego narzedzia

immunoterapii skierowanej przeciw wirusowi HIV.

3.4. Obiekt badawczy

Praca zostata wykonana na syntetycznych peptydach syntezowanych przez firme
“Eurogentec” (Belgia): Gp160, HIV-HXB2, Gp160 (634e648): NH-EIDNYTNTIYTLLEE-COOH,
15 aminokwaséw, tadunek (-4); Gag-P24, HIV-HXB2, P24 (71e80): NH-DTINEEAAEW-
COOH, 10 aminokwasow, tadunek (-4); Nef, HIV-HXB2, Nef (172-191): NHGMDDPEREVLE
WRFDSRLAF-COOH, 20 aminokwasoéw, tadunek (-3).

W pracy byty uzyte dendrymery karbokrzemowe (CBD) drugiej generacji o dwdch
typach gatezi terminalnych, zawierajgcych albo wigzanie Si-C (CBD-CS) albo Si-O (CBD-
0S). Struktura CBD-CS: Ci25H316l16N160sSi13™® (Mw = 4 603.56 g/mol), CBD-OS:
C144H348l16N16Si13™ (Mw = 4 699.99 g/mol). Dendrymery byly syntezowane w Departamento
de Quimica Inorganica, Universidad de Alcala (Hiszpania) [48-50].

Uzyto rowniez dendrymerow fosforowych drugiej i trzeciej generaciji CPD-G3,
Ce24H1104N183C148042P45S42 (generacja 3, 48 kationowych grup powierzchniowych
(Mw: 16 280 g/mol), CPD-G4, C1296H2256N375C196090P93Se0 (generacja 4, 96 kationowych grup
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powierzchniowych (Mw = 33 702 g/mol) syntezowanych w Laboratoire de Chimie de
Coordination du CNRS (Francja) [51,52].

Zastosowano tez dendrymery hybrydowe poli(propyleno iminowe) PPI czwartej
generaciji, z dotgczonymi resztami maltozy (Stp2711, Stp2712) oraz hybrydowe
glikodendrymery PPI czwartej generacji, z dotgczonymi dendronami karbokrzemowymi
drugiej generacji gliko PPI-CBD (Stp2750, Stp 2752) z dodatnim ladunkiem
powierzchniowym, syntezowane w Leibniz Institute of Polymer Research, Dresden (Niemcy)
[53].

3.5. Uktad eksperymentalny

e Spektrofluorymetria. Polaryzacja fluorescencji

Przeprowadzono pomiary zmian polaryzacji fluorescencji znakowanych fluoresceing
peptydéw pod wptywem dodawanego dendrymeru, gdzie wzrost warto$ci polaryzaciji
fluorescencji Swiadczyt o istnieniu oddziatywania peptyd-dendrymer. Aexc=542 nm, Aem=573
nm. Analiza zaleznosci zmian polaryzacji fluorescencji znakowanych peptydéw od stezenia
dendrymerdéw pozwolita oszacowa¢ maksymalng liczbe czgsteczek dendrymeru tgczgcych

sie z peptydem.

e Dichroizm kotowy (CD)

Dzieki zastosowaniu CD byty okreslone zmiany w strukturze drugorzedowej peptydéw
w obecnos$ci dendrymerdw. Wykorzystany zostat fakt, iz inny ksztatt ma widmo dla struktury
a-helikalnej i dla struktury . Ta metoda pozwolita zastosowac niskie stezenia peptydow,
podobne do tych, ktore byly stosowane w technice spektrofluorymetrycznej. Zastosowanie

CD pozwolito okresli¢ oddziatywanie dendrymerdéw z peptydami.

o Elektroforeza laserowa Dopplera (Zeta Size)
Zmiany $rednicy hydrodynamicznej peptydéw pod wptywem wzrastajgcego stezenia
dendrymerdw swiadczylty o istnieniu oddziatywarn pozwalajgc okresli¢ warunki tworzenia

komplekséw w zaleznosci od stosunku molowego dendrymer/peptyd.
e Potencjatl zeta

Wyznaczanie tadunku powierzchniowego czgstek byto uzyskane z wykorzystaniem

metody PALS (phase analysis light scattering). Zaletg metody jest fakt, ze tadunek
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powierzchniowy uzyskany jest na podstawie ruchu czgstek w zawiesinie, co zapewnia
poprawng analize mieszaniny czgstek roznych typow. Zatrzymanie zmian wartosci
potencjatu zeta mimo dodawanego dendrymeru wskazuje na maksymalng liczbe czgsteczek
dendrymeru przytgczonego do jednej czgsteczki peptydu. Dendrypleks taki ma swoj

potencjat zeta wyrazony w mV.

o Elektroforeza w zelu agarozowym

Charakter oddziatywan pomiedzy peptydami HIV a dendrymerami zostat zbadany
przy uzyciu techniki elektroforetycznej. Wykorzystano zdolnos¢ migracji peptydow
znakowanych fluoresceing w zelu agarozowym (7%). Szybko$¢ przemieszania sie czgstek w
zelu zalezata od ich tadunku, wielkosci i ksztattu. Najszybciej poruszaty sie czgstki mate o
wiekszym tadunku. W zelu agarozowym sita rozdziatu jest stosunkowo niska w poréwnaniu z
zelem poliakryloamidowym, co daje mozliwos¢ zbadania migracji dendryplekséw.
Zastosowanie tej metody pozwolilo okresli¢c oddziatywanie dendrymerdw i peptydow HIV

majgcych tadunek ujemny.

e Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)
Powstate kompleksy dendrymer/peptyd byty obserwowane pod transmisyjnym
mikroskopem elektronowym. Uzyskane obrazy byly wykorzystane dla okreslenia morfologii

czastek i ich rozmiaru.

3.6. Skrécony opis wynikow

Gléwnym celem pracy byto zbadanie mozliwosci wykorzystania dendrymerow jako
nano-transporteréw peptydéw HIV do komdrek dendrytycznych.
Niezwykle waznym etapem, pozwalajgcym na wybér wtasciwego transportera antygendw do
komorek, byto przebadanie réoznych typdéw dendrymeréw. W pracy wykorzystano dendrymery
fosforowe, dendrymery karbokrzemowe oraz dendrymery polipropylenoiminowe réznej
generacji, obdarzone fadunkiem dodatnim. W oparciu o odziatywania elektrostatyczne byty
tworzone kompleksy dendrymer-peptyd (dendrypleks) w réznych stosunkach
tadunkowych/molowych i scharakteryzowane parametry takie jak: sita wigzania, stabilnos¢,
rozmiar czy potencjat zeta komplekséw oraz ich oddziatywanie z biatkiem i blonami. Badania
te majg wazne znaczenie, bowiem analiza wynikow pozwolita na dokonanie wyboru

najlepszych kandydatow na nosniki antygenéw wirusowych.
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W celu sprawdzenia oddziatywan pomiedzy dendrymerami a peptydami wykorzystano
metody: fluorymetryczng, dichroizmu kotowego, elektroforeze w zelu agarozowym, metode
dynamicznego rozpraszania Swiatta oraz elektroforeze laserowg Dopplera. Metody te
postuzyty do okreslenia w jakich stosunkach molowych powstajg elektrostabilne kompleksy
peptyd- dendrymer (dendrypleks). Dodatkowo zbadano oddziatywania pomiedzy
dendrypleksami a biatkiem osocza (albuming ludzkg) z wykorzystaniem elektroforezy w zelu
agarozowym. Kompleksy w odpowiednim stosunku molowym poddane zostaty sprawdzeniu
pod wzgledem stabilnosci w czasie oraz w zaleznosci od wzrastajgcej temperatury, gdzie
zostata wykorzystana metoda polegajgca na mierzeniu zmian polaryzacji fluorescencji
peptydu znakowanego fluoresceing. Ponadto sprawdzono stabilnos¢ kompleksow w
buforach o réznym pH mierzgcego srednice hydrodynamiczng. Kolejnym etapem byto
przeprowadzenie testu hemolizy. Miato to na celu okreslenie stopnia hemotoksycznosci

komplekséw.
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Schemat tworzenia kompleksu dendrymer/peptyd na przyktadzie dendrymeru karbokrzemo-
wodorowego BDBR0011 i peptydu HIV, P24 (mikrozdjecie TEM, x 50, 000. Ut. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces 101 (2013) 236— 242.)

Badania rozpoczeto od dendrymerdw karbokrzemowych, ktore zostaty zsyntezowane
w zespole Gomeza i de la Maty ( Katedra Chemii Nieorganicznej Uniwersytetu w Alcala de
Henares- Hiszpania). Materiat badawczy stanowity dwa dendrymery generacji drugiej: NN16
(posiadajacy wigzania Si-O) oraz BDBR0011 (posiadajgcy wigzania Si-C). Dendrymery byty
kompleksowane z trzema réznymi peptydami HIV: Gag-P24 o dtugosci 10 aminokwasow i
tadunku -4 oraz Gp160 o dtugosci 15 aminokwasow i fadunku -4 oraz Nef o dtugosci 20

aminokwasow i tadunku -3. Kompleksowanie byto badane poprzez pomiar zmian polaryzacji
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fluorescencji peptydow znakowanych fluoresceing dokonujgcych sie pod wptywem
oddziatywan z dendrymerami.

Stabilno$¢ powstatych komplekséw (dendryplekséw) mierzono za pomoca
elektroforezy laserowej Dopplera, jako zmiany potencjatu zeta kompleksu dendrymer-peptyd.
Ujemny potencjat zeta peptydow malat wraz z rosngcym stezeniem dodawanych
dendrymerdw i osiggat wartosci dodatnie. Stwierdzono, ze oba dendrymery NN16 i
BDBRO0011 tworzg kompleksy z peptydami w stosunku molowym (1,5-2):1 (dendrymer :
peptyd), o $rednim potencjale zeta powyzej +10 mV.

Metoda dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS) zmierzono $rednice
hydrodynamiczng utworzonych komplekséw, otrzymujgc wartosci z zakresu (90 — 230) nm w
zaleznosci od peptydu i dendrymeru. Najwieksze dendrypleksy tworzyt dendrymer
BDBRO0011 z peptydem Gag-P24 (230 nm). Zarowno dodatni potencjat zeta, jak i rozmiar
komplekséw nieprzekraczajgcy 250 nm, to gtéwne cechy jakie musi posiada¢ dobry nosnik
ligandéw do komérek. W celu zobrazowania zmian zachodzgcych podczas kompleksowania
zrobione zostaty zdjecia z transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM). Uzyskane
obrazy potwierdzity kompleksowanie obu typoéw dendrymerdéw z badanymi peptydami.
Obrazy mikroskopowe pokazaty formowanie dendryplekséw o rozmiarach 150-450 nm.

Wyniki wskazywaty na elektrostatyczny charakter oddziatywan pomiedzy
dendrymerami karbokrzemowymi i peptydami HIV oraz tworzenie dodatnio natadowanych
komplekséw, co powinno utatwia¢ transport peptydéw do komdérek. Charakterystyka
kompleksu tworzonego przez dendrymer NN16 z peptydami zostata nastepnie wykorzystana
do badan majacych na celu rozstrzygniecie, czy skompleksowanie peptydow z
dendrymerami podniesie efektywnos¢ wnikania peptydéw do komorek dendrytycznych (DC).
Stwierdzono znacznie wiekszg wydajnoé¢ transfekcji peptydéw HIV do komdrek
dendrytycznych po skompleksowaniu ich z dendrymerem NN16, co swiadczy o tym, ze ten
dendrymer moze by¢ dobrym niewirusowym wektorem dostarczajgcym peptydy HIV do

komorek.

W kolejnym etapie w analogiczny sposob przeprowadzono badania oddziatywan
hybrydowych dendrymerow poli(propyleno iminowych) (PPI) z dotgczonymi resztami maltozy
(Stp2711, Stp2712) oraz hybrydowych glikodendrymeréw z dotgczonymi dendronami
karbokrzemowymi glikoPPI-CBD (Stp2750, Stp 2752) z peptydami HIV. Stp2711 i Stp2712
byly syntezowane w zespole dr D. Appelhansa w Instytucie Badan Polimeréw w Dreznie, zas
syntezy Stp2750 i Stp2752 byty rezultatem wspdlnego wysitku laboratorium niemieckiego i

hiszpanskiego (Alcala).
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Wykonano badania tworzenia komplekséw i ich stabilnosci mierzgc zmiany
polaryzacji fluorescencji znakowanych peptydéw podczas ich kompleksowania z
dendrymerami oraz zmiany rozmiaru i potencjatu zeta tworzonych kompleksow. Wykonano
réwniez zdjecia mikroskopowe (TEM) utworzonych dendrypleksow.

Wyniki pokazaty, ze hybrydowe dendrymery glikoPPI-CBD znacznie efektywniej niz same
glikoPPI oddziatywaty ze wszystkimi peptydami. Utworzone dendrypleksy miaty srednice 90-
230 nm oraz nieznacznie ujemny potencjat zeta - (1-2) mV. Stosunek molowy w
dendrypleksie wynosit (1,5-2) : 1 (dendrymer : peptyd).

Dendrymery glikoPPI, niezawierajgce dendronu CBD, bardzo stabo kompleksowaty
ze wszystkimi peptydami, co byto szczegdlnie widoczne przy pomiarach zmian polaryzacji
fluorescencji. Wyniki te zostaty potwierdzone badaniami elektroforetycznymi i
mikroskopowymi. Wyniki pokazaty, ze hybrydowe dendrymery glikoPPI-CBD znacznie
efektywniej niz glikoPPI oddziatywaty ze wszystkimi peptydami. Kompleksy z tymi
dendrymerami tworzg sie przy podobnych stosunkach molowych jak dla dendrymeréw
karbokrzemowych. W tym jednak przypadku kompleksy wykazywaty potencjat nieznacznie
ujemny. Dokonujgc wiec wyboru dobrego przenosnika, nalezy mie¢ na uwadze ujemny
potencjat kompleksdw tworzonych przez dendrymery hybrydowe, ktéry moze utrudnié
transport peptyddw przez ujemnie natadowane btony biologiczne.

Wykonano réwniez pomiary elektroforetyczne kompleksowania peptydow z
dendrymerami (elektroforeza w zelu agarozowym) w obecnosci i nieobecnosci ludzkiej
albuminy osocza (HSA). Dla wszystkich trzech peptydéw wykonano réwniez badania zmian
ich widm dichroizmu kotowego pod wptywem oddziatywania z dendrymerami glikoPPI i
glikoPPI-CBD.

Wszystkie badane dendrymery PPl miaty zdolnos¢ tworzenia kompleksow z
peptydami P24, Gp160 i Nef, jednakze hybrydowe dendrymery glikoPPI-CBD znacznie
efektywniej oddziatywaty ze wszystkimi peptydami, zas dendrymery glikoPPI, niezawierajgce
dendrondéw CBD, stabo kompleksowaty z peptydami. Glikodendrymer PPI-CBD (Stp2750)
tworzyt kompleksy z peptydami w najnizszych stosunkach molowych peptyd/dendrymer. W
szczegolnosci potwierdzity to badania fluorymetryczne, elektroforetyczne oraz dichroizmu
kotowego. Stwierdzono réwniez ze badane dendrymery PPl znacznie silniej oddziatywaty z
peptydem P24, w poréwnaniu do Gp160 i Nef.

Nie stwierdzono oddziatywania powstatych dendryplekséw z albuming, co moze
wskazywac na to, ze albumina, gtéwne biatko osocza, nie bedzie wigzac¢ transportowanych w
krwiobiegu kompleksow i zmniejsza¢ ich efektywnego stezenia.

Najlepszym, sposrod zbadanych, nosnikiem peptydow HIV okazat sie glikodendrymer
PPI-CBD, Stp2750, za$ z peptydow - P24, jako najlepiej kompleksujacy.
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Badano rowniez stabilno$¢ powstatych dendrypleksow w czasie, temperaturze oraz
pH. Zalezno$¢ stabilno$ci kompleksdéw od czasu i temperatury zbadano metodg pomiaru
polaryzacji fluorescencji znakowanych fluorescencyjnie peptydéw, zas, ze wzgledu na
wrazliwos¢ natezenia fluorescencji fluoresceiny od pH, zaleznos$¢ od pH mierzono poprzez
pomiar dynamicznego rozpraszania $wiatta. Stwierdzono, ze dendrypleksy utworzone przez
glikodendrymery PPI-CBD sg stabilne w czasie (do 8-9 godzin), temperaturze (do 50 °C) i

niezalezne od pH (w przedziale 5,5 — 8,5).

Nastepny etap pracy polegat na sprawdzeniu kompleksowania dendrymeréw
fosforowych z peptydami HIV. Dendrymery fosforowe posiadajg duzg liczbe dodatnio
natadowanych grup powierzchniowych (48 lub 96 w zaleznosci od generacji G3 lub G4).
Nadmiar tadunku dodatniego na powierzchni umozliwit kompleksowanie juz przy stosunku
molowym 1:1,5 (peptyd: dendrymer). Wysoce dodatni potencjat zeta komplekséw powinien
mie¢ kluczowe znaczenie dla transfekcji komorkowej. Jednakze tak duzy nadmiar tadunkow
dodatnich moze réowniez powodowac wiekszg cytotoksycznos¢ stosowanych kompleksow.

Zbadano réwniez oddziatywania komplekséw (CPD G3; G4/peptyd) z btonami
biologicznymi. Zaobserwowano, ze w wyniku dziatania dendryplekséw procent hemolizy
erytrocytéw wzrastat powyzej 80.

Stabilno$¢ dendrypleksow (w temperaturze, czasie oraz pH) mierzono za pomocag
polaryzacji fluorescencji znakowanych fluoresceing peptyddéw oraz za pomocg metody
dynamicznego rozpraszania swiatta. Zaobserwowano, ze stabilno$¢ komplekséw w czasie
wynosi 2-3 godziny, dendrypleksy sg stabilne w zakresie temperaturowym 25-45 °C oraz
stabilnos¢ komplekséw nie zalezy od zmian pH w przedziale 5,5-8,5.

Dla wszystkich peptyddw i ich komplekséw z trzema grupami dendrymerow
przeprowadzono badania majgce na celu sprawdzenie oddziatywan kompleksoéw z ludzkg
albuming (HSA). Podczas testow okazato sie, ze zaden z badanych uktadéw nie oddziatuje z
biatkiem.

Dodatkowo przebadano kompleksy pod wzgledem hemotoksycznosci. Okazato sie,
ze kompleksy z dendrymerami fosforowymi wykazujg bardzo duzg hemotoksycznos¢.
Znacznie mniejszg hemotoksycznos¢ wykazujg kompleksy z dendrymerami
karbokrzemowymi i to te dendrymery wydajg sie byC bezpieczniejszym przenosnikiem
peptydéw do komorek, gdyz cytotoksycznosc i hemotoksycznos¢ sg bardzo waznymi
czynnikami transportu ligandow do komorek.

Dobry przenosnik powinien tworzy¢ kompleks, ktory nie rozpada sie zbyt szybko oraz

powinien by¢ trwaty w zakresie temperatur 37-42 °C. Najstabilniejszymi w czasie
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kompleksami okazaty sie kompleksy z dendrymerem BDBR0011. Kompleksy te sg rowniez
trwate w temperaturze i w buforach o réznym pH.

Podsumowujgc przeprowadzone badania mozna stwierdzi¢, ze najlepszymi
dendrymerami w celu kompleksowania ich z peptydami sg dendrymery karbokrzemowe i
hybrydowe. Jednakze, ze wzgledu na trudnosci w syntezie dendrymerow hybrydowych,
najlepszymi nosnikami mogg okazac sie dendrymery karbokrzemowe : NN16 oraz
BDBROO011.

Wyniki przedstawionej pracy bedg mogty stuzyé do opracowania nowego typu
szczepionki przeciwko wirusowi HIV, opartej na zbudowaniu komplekséw odpowiednio
dobranych zmodyfikowanych dendrymeréw z peptydami HIV i kierunkowym dostarczeniu
powstatych kompleksow do komorek dendrytycznych w celu wywotania odpowiedzi
immunologicznej. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw dokonano wyboru
dendryplekséw najlepszych dla immunoterapii. Dodatkowo, co nalezy podkresli¢, idea pracy,
jako bardzo ogodlna, pozwala na zastosowanie tej strategii terapeutycznej w innych infekcjach
wirusowych i chorobach nowotworowych, poprzez wykorzystanie komérek dendrytycznych
prezentujgcych odpowiedni antygen dostarczany do nich przez specjalnie w tym celu
skonstruowany dendrymer, moze wiec stymulowac¢ badania majgce na celu opracowanie
innych lekow przeciwwirusowych i przeciwnowotworowych.

Wyniki badan opublikowano w 5 artykutach zamieszczonych w impaktowanych
czasopismach miedzynarodowych (wykaz publikacji p. 2.1.1.). Wyniki prezentowano réwniez

na miedzynarodowych konferencjach naukowych (9 komunikatow).
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4. Informacje bibliometryczne

4.1. Indeks Hirscha
(wg bazy Web of Science z sierpnia 2014 r.)

H=10

4.2. Wskazniki Impact Factor, punkty MNiSW oraz liczba cytowan

Tab. 3. Wskazniki Impact Factor, podana biezgca (za 2013) wartos¢ wskaznikéw IF dla czasopism,

punkty MNiSW (z 2013), oraz liczba cytowan (na podstawie bazy Web of Science z sierpnia 2014)

catego dorobku naukowego po uzyskaniu stopnia doktora.

Podsumowanie dzialalno$ci Wskazniki Punkty Liczba
publikacyjnej IF MNiSW cytowan
Gltowne osiggniecia naukowe 22,21 185 7
Pozostate publikacje 79,08 775 261
Komumkaty zjazdowe opublikowane w 13,23 85 0
czasopismach punktowanych

Caly dorobek naukowy 114,52 1045 268

Niewielka liczba cytowani artykutéw stanowigcych gtéwne osiggniecie naukowe wynika z faktu
publikacji wiekszoSci tych prac w latach 2013 i 2014.
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