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1. Imieg i nazwisko
Anna Janaszewska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe - z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania

oraz tytulu rozprawy doktorskiej

1998 — magister inzynier fizyki w zakresie fizyki ciala statego.

Praca wykonana w Katedrze Biofizyki Molekularnej Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Eoédzkiego oraz w Instytucie Fizyki Wydziatu Fizyki
Technicznej, Informatyki i Matematyki Stosowanej Politechniki L.odzkiej (indywidualny
tok studiow) na temat: ,,Okreslanie zdolnosci antyoksydacyjnej osocza krwi metodami
fizycznymi” pod kierunkiem dr Danuty Ertel.

2003 — doktor nauk biologicznych w zakresie biofizyki.

Praca wykonana w Katedrze Biofizyki Molekularnej Wydziatu Biologii 1 Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu ELodzkiego na temat: ,Poréwnanie wybranych metod
oznaczania catkowitej zdolnoSci antyoksydacyjnej w odniesieniu do osocza Kkrwi
1 homogenatdw tkanek” pod kierunkiem prof. dr hab. Grzegorza Bartosza.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

1998 — 2003  doktorantka, Stacjonarne Studium Doktoranckie Genetyki Molekularnej,
Cytogenetyki i Biofizyki Medycznej Uniwersytetu L.odzkiego

2003 —2006  urlop macierzynski,

2006 —2008  adiunkt w Zakladzie Zaburzen Krzepnigcia Krwi, Uniwersytet Medyczny
w Lodzi,

od 2008 zatrudnienie w Katedrze Biofizyki Ogolnej, Wydzial Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytet £.odzki:

2008 —2010  post-doc w projekcie na rzecz Fundacji Nauki Polskiej TEAM/2008-1/5 pt.
»Wlasciwosci biologiczne 1 zastosowania biomedyczne dendrymerow" —
kierownik projektu prof. dr hab. Barbara Klajnert-Maculewicz,

2010 -2013  post-doc w projekcie Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
,Biomedyczne zastosowanie dendrymeréw" — kierownik projektu prof. dr
hab. Maria Bryszewska,

2013-2016  post-doc w projekcie NCN Harmonia UMO-2013/08/M/NZ1/00761 —
»Badanie dendrymeréw fosforowych jako uktadéw transportujgcych
fotouczulacze” - kierownik projektu prof. dr hab. Barbara Klajnert-
Maculewicz,

2016 —nadal  adiunkt naukowy w Katedrze Biofizyki Ogdlnej Uniwersytetu £.odzkiego.

4. Wskazanie osiagniecia 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.)
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4a) Tytul osiagni¢cia naukowego:

»Biologiczne wlasciwosci i potencjalne biomedyczne zastosowania modyfikowanych
dendrymerow PAMAM”
Prezentowane osiggni¢ecie naukowe zostalo udokumentowane w formie cyklu publikacji.
Oswiadczenia wspotautorow publikacji wechodzacych w sktad osiagniecia naukowego i kopie tych

publikacji zostaly umieszczone w Zataczniku 5 (0o$wiadczenia wspotautorow) i Zatgczniku 4
(kopie publikacji).

4b) Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego:

4bl. Ciolkowski, M., Petersen, J.F., Ficker, M., Janaszewska, A., Christensen, J.B., Klajnert,
B., Bryszewska, M. Surface modification of PAMAM dendrimer improves its
biocompatibility (2012) Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine, 8 (6),
815-817 (IF 6,930, pkt. MNiSW 40)

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na wspétpracy przy planowaniu oraz wykonaniu
doswiadczen in vitro.
Moj udziat procentowy szacuje na 20%.

4b2. Janaszewska, A., Ciolkowski, M., Wrdbel, D., Petersen, J.F., Ficker, M., Christensen,
J.B., Bryszewska, M., Klajnert, B. Modified PAMAM dendrimer with 4-
carbomethoxypyrrolidone surface groups reveals negligible toxicity against three rodent
cell lines (2013) Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine, 9 (4), 461-464
(IF 5,978, pkt. MNiSW 40)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy i wyborze
metodyki badan, wykonaniu czesci oznaczen, analizie i opracowaniu wynikow badan oraz
wspolpracy przy przygotowaniu pracy do druku

Moj udziat procentowy szacuje na 40%.

4b3. Janaszewska, A., Studzian, M., Petersen, J.F., Ficker, M., Christensen, J.B., Klajnert-
Maculewicz, B. PAMAM dendrimer with 4-carbomethoxypyrrolidone — in vitro
assessment of neurotoxicity (2015) Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and
Medicine, 11 (2), 409-411 (IF 5,671, pkt. MNiSW 40)
Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy i wyborze
metodyki badan, wykonaniu wigkszosci oznaczen, analizie i opracowaniu wynikow badan,

sformutowaniu wnioskow i przygotowaniu pracy do druku.
Moj udziat procentowy szacuje na 80%.

4b4. Svenningsen, S.W., Janaszewska, A., Ficker, M., Petersen, J.F., Klajnert-Maculewicz, B.,

Christensen, J.B. Two for the price of one: PAMAM-dendrimers with mixed phosphoryl
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choline and oligomeric poly(caprolactone) surfaces (2016) Bioconjugate Chemistry, 27
(6), 1547-1557 (IF 4,818, pkt. MNiSW 35)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na wyborze metodyki badan in vitro, wykonaniu
czesci oznaczen, analizie | opracowaniu wynikéow badan in Vitro, sformutowaniu
wnioskow i przygotowaniu czesci pracy do druku.

Moj udziat procentowy szacuje na 44%.

4b5. Janaszewska, A., Studzian, M., Petersen, J.F., Ficker, M., Paolucci, V., Christensen, J.B.,
Tomalia, D.A., Klajnert-Maculewicz, B. Modified PAMAM dendrimer with 4-
carbomethoxypyrrolidone surface groups-its uptake, efflux, and location in a cell (2017)
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 159, 211-216 (IF 3,887, pkt. MNiSW 35)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy 1 wyborze
metodyki badan, wykonaniu wigkszosci oznaczen, analizie i opracowaniu wynikow badan,
sformutowaniu wnioskow i przygotowaniu pracy do druku.

Moj udziat procentowy szacuje na 65%.

4h6. Janaszewska A, Gorzkiewicz M, Ficker M, Petersen JF, Paolucci V, Christensen JB,
Klajnert-Maculewicz B. Pyrrolidone modification prevents PAMAM dendrimers from
activation of pro-inflammatory signaling pathways in human monocytes. (2017)
Molecular Pharmaceutics 15(1), 12-20 (IF 4,440, pkt. MNiSW 40)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu
czesci oznaczen, analizie i opracowaniu wynikow badan, sformutowaniu wnioskow
i przygotowaniu czesci pracy do druku.
Moj udziat procentowy szacuje na 40%.

4b7. Konopka, M, Janaszewska, A, Klajnert-Maculewicz, B. Intrinsic fluorescence of
PAMAM dendrimers — quenching studies (2018) Polymers 10, 540; doi:10.3390/polym
10050540 (IF 3,364, pkt. MNiSW 40)
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wspoitpracy przy wykonaniu doswiadczen

oraz na przygotowaniu czesci pracy do druku.
Moj udziat procentowy szacuje na 30%.

Laczny wspotczynnik oddziatywania (zgodny z rokiem opublikowania) publikacji wchodzacych
w sktad osiagniecia naukowego IF = 35,088; pkt. MNiSW 270; liczba cytowan 76.

4c) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania.
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Wprowadzenie do tematyki badan

Historia dendrymerow rozpoczeta si¢ blisko 40 lat temu od pionierskich prac Tomalii [1],
Newkome’a [2] i Vogtle’a [3]. Przez lata liczne grupy badaczy przyczynity si¢ zaréwno do
powstania i rozwoju nowych rodzajow dendrymeréw, jak i do zbadania ich szerokich
biomedycznych zastosowan. W ciggu ostatnich dziesigciu lat w tematyce dendrymeréw pojawiato
si¢ srednio 1500 publikacji rocznie. Powstaje pytanie: co sprawia, ze dendrymery sa tak
interesujace?

Po pierwsze, dendrymery maja zwartg, uporzadkowang budowe i $cisle okreslong mase
czasteczkowg. Sg to monodyspersyjne, wiclowartosciowe, zazwyczaj Kkuliste makromolekuty
o regularnej i bardzo rozgatgzionej trojwymiarowej strukturze. Sktadaja si¢ z centralnej czasteczki
— rdzenia, otoczonego przez rozgat¢zione monomery tworzace dendrony, ktére sa zakonczone
funkcjonalnymi grupami powierzchniowymi. Liczba warstw przylaczonych do rdzenia
determinuje generacje¢ dendrymeru, oznaczong jako Gn, gdzie n moze by¢ w zakresie od 0 do ok.

12. Rysunek 1 ilustruje ogdlng strukture czasteczki dendrymeru.

generacja 1

generacja 2

dendron jama rdzen
/ dendrymeru

powierzchniowe

Rysunekl. Schemat struktury dendrymeru.

Po drugie, mozliwe jest precyzyjne zaprojektowanie struktury dendrymeru. Podczas
syntezy dendrymeru chemicy mogg kontrolowac¢ rozgatezianie (topologi¢) i1 wprowadzac
modyfikacje powierzchniowych grup funkcyjnych.

Po trzecie, wigkszos¢ dendrymerow wykazuje dobra rozpuszczalno$s¢ w wodzie. Taka
wlasciwos$¢ jest niezbedna dla potencjalnych nosnikéw lekow, decyduje tez o wysokiej
biodostgpnosci. Wreszcie, wiele dendrymerow moze latwo przenikaé przez blone komorkowsa

I ulatwia¢ transport lekow, ktore tworzg z dendrymerami koniugaty badz kompleksy. Rysunek 2
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prezentuje trzy sposoby zastosowania dendrymerow jako nanono$nikéw. Dzigki swojej
specyficznej strukturze i obecnosci wewngtrznych jam, nanoczasteczki idealnie nadajg si¢ do
enkapsulacji lekow. Ponadto, zwigzki bioaktywne mogg by¢ przylaczone do grup aktywnych na
powierzchni dendrymeru. Ta sama czasteczka dendrymeru moze stuzy¢ jako no$nik zaréwno
enkapsulowanych jak i powierzchniowo przytaczonych zwigzkéw. Co istotne, rozmiary

dendrymeru (jego srednic¢) mozna tatwo modyfikowac, tak aby poprawi¢ takie wiasciwosci, jak

biodystrybucja lub zgodno$¢ biologiczna.

Rysunek 2. Trzy sposoby kompleksowania lub koniugacji czasteczek np. leku z czasteczka
dendrymeru: kapsutkowanie w wewngtrznych wngkach (enkapsulacja) (A),
wigzanie do powierzchni (B) lub zastosowanie obu metod jednocze$nie (C).

Powyzsze wlasciwosci sprawiaja, iz dendrymery sa doskonatymi kandydatami do
zastosowan biomedycznych i dlatego powinny spetnia¢ kilka dodatkowych kryteriow. Powinny
by¢ nietoksyczne, nieimmunogenne, biodegradowalne, posiada¢ zdolnos¢ wnikania do komorek,
pozostawa¢ W ukladzie krazenia przez czas niezbedny do osiagnigcia pozadanego efektu oraz
posiada¢ zdolnos¢ do docierania do konkretnych struktur biologicznych. Wiele grup
dendrymeréw spetnia wigkszos¢ tych wymagan. Sposrod wymienionych wymagan, najczestszym
ograniczeniem zastosowania dendrymeréw w medycynie jest ich wysoka cytotoksycznosc.
Cytotoksyczno$¢ dendrymeréw zalezy w duzej mierze od liczby i tadunku funkcyjnych grup
powierzchniowych. Dendrymery kationowe zazwyczaj charakteryzuja si¢ wysoka toksycznoscia,
podczas gdy anionowe i pozbawione tadunku dendrymery wykazuja niewielkie efekty toksyczne
lub ich brak. Na przyktad dendrymery poli(amidoaminowe) (PAMAM) i poli(propylenoiminowe)
(PPI) posiadajace terminalne pierwszorzedowe aminy charakteryzuja si¢ zalezng od generacji
i stezenia toksycznoscig [4,5], podczas gdy dendrymery karbokrzemowe (CSi-PEO)
modyfikowane grupami neutralnymi lub anionowymi sa znacznie mniej toksyczne [5]. Zatem, jak
pokazuja  badania, = modyfikacja  powierzchni  kationowego dendrymeru  grupami
powierzchniowymi ujemnie natadowanymi lub oboj¢tnymi zmniejsza jego cytotoksycznos$¢ [5].

Rowniez funkcjonalizacja powierzchni dendrymeru za pomoca glikolu polietylenowego (PEG),
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pirolidonu lub innego zwigzku biologicznie zgodnego moze znacznie obnizy¢ cytotoksycznosé
tych nanoczasteczek [6]. Cytotoksycznos¢ kationowych dendrymeréw spowodowana jest
oddziatywaniem miedzy ujemnie natadowanymi blonami komérkowymi a dodatnio natadowang
powierzchnig dendrymeru. Taka interakcja prowadzi do tworzenia ,kanatow” w blonie
komorkowej, jej uszkodzenia, a w konsekwencji do wycieku zawartoéci komorkowej i ostatecznie
do $mierci komorki. Rysunek 3 ilustruje, jak tadunek powierzchniowy wptywa na biodost¢pnosc,

immunogennos¢, a takze toksyczno$¢ in vitro i in vivo dendrymerow.

\V// \Y
S

¢ kationowy ® anionowy e niepolarny (lipid) * polamy (PEG)
{oksycznosce in vitro -
toksycznos¢ in vivo
zgodnos¢ biclogiczna
immunogennosc

—/+

+ + + +
[ I

+ + 1+

Rysunek 3. Wpltyw tadunku powierzchniowego dendrymeréw na ich zgodnos¢ biologiczng,
immunogenno$¢, a takze toksyczno$¢ in vitro i in vivo. "+" Oznacza, ze istnienie
efektu, """ brak efektu.

Dendrymery PAMAM i PPI sg dwiema najczgsciej badanymi grupami dendrymerow,
prawdopodobnie ze wzgledu na ich szeroka dostepnos¢ komercyjng. Rownie szeroko zostaty
przebadane dendrymery fosforowe (P-dendrimers), dendrymery karbokrzemowe (CBS),
dendrymery poli(L-lizynowe) (PLL), poliestry (PGLSA-OH), dendrymery kwasu poli(2,2-
bis(hydroksymetylo) propionowego (bis-MPA) lub dendrymery peptydowe. Wszystkie badane
grupy dendrymerow oceniano pod katem ich potencjalnego biomedycznego zastosowania jako
systemy dostarczania lekow, $rodki kontrastowe do obrazowania metoda rezonansu
magnetycznego (MRI), nosniki materialu genetycznego, sztuczne biatka, syntetyczne szczepionki,
srodki przeciwwirusowe 1 przeciwbakteryjne lub czynniki terapeutyczne w zaburzeniach
neurodegeneracyjnych.

Boas i wsp. wykazali, iz dendrymery PPI funkcjonalizowane tiomocznikiem moga by¢
stosowane jako nosnik leku. Male czasteczki leku enkapsulowane we wnetrzu dendrymerow
pozostawaly w nich nawet po dializie. Liczba enkapsulowanych czastek leku byta wprost
proporcjonalna do wielkosci 1 ksztaltu dendrymeru. Uwolnienie cze$ci lub wszystkich

enkapsulowanych czasteczek leku byto mozliwe w kontrolowanych warunkach czesciowej lub
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catkowitej hydrolizy [7]. Rowniez enkapsulacja powszechnie stosowanego leku
przeciwnowotworowego, cisplatyny, w dendrymerach PAMAM skutkowata wolniejszym
uwalnianiem leku, wigksza akumulacja w guzach litych oraz zmniejszeniem toksycznosci ogolne;j
w poroéwnaniu z wolng cisplatyng [8]. Kolhe i wsp. zastosowali dendrymery PAMAM G3 i G4
jako nosniki przeciwzapalnego leku ibuprofenu. Do jednej czasteczki dendrymeru PAMAM-G4-
NH, przylaczano poprzez oddziatywania elektrostatyczne migdzy terminalnymi aminami
dendrymeréw a grupa karboksylowa leku az do 78 czgsteczek ibuprofenu. Skompleksowany lek
wnikat do komorek AS549 znacznie szybciej niz wolny, co potwierdza, iz dendrymery mogg by¢
wydajnymi transporterami lekow do wnetrza komorek [9].

Od czasu pionierskich prac Lauterbur’a, Wiener’a, Tomalii i wsp. [10] liczne grupy
badawcze opracowaly nowe substancje kontrastujace stosowane w MRI oparte na bazie
dendrymeréw, np. Kobayashi i Brechbiel w swoich pracach pokazali wiasciwosci nanoczgstek
kontrastujgcych z rdzeniami dendrymerow [11,12].

Terapia fotodynamiczna (PDT) to obiecujaca metoda leczenia oparta na zastosowaniu
fotouczulaczy. Czasteczka fotouczulacza, aktywowana S$wiatlem, powoduje tworzenie tlenu
singletowego badz reaktywnych form tlenu (RFT), ktore sg toksyczne dla naswietlonych komorek
nowotworowych. Jednak bardzo czgsto zastosowanie fotouczulacza 0 duzej zdolnosci
wytwarzania tlenu singletowego badz RFT jest ograniczone ze wzgledu na jego toksycznos¢
ciemng (bez naswietlenia) czy hydrofobowos¢. Dlatego stosuje si¢ dendrymery do poprawy
rozpuszczalnosci i zwickszenia efektywnosci dziatania tych zwigzkow. Przyktadowo, dendrymery
fosforowe stosowano jako no$niki rézu bengalskiego (RB) i biekitu metylenowego (BM) do
komorek raka podstawnokomoérkowego skory. Kompleks dendrymer-RB charakteryzowat sie
wysoka  fototoksyczn$cia  jasng w  stosunku  do  badanej linii  komodrkowe;,
a system dostarczania oparty na dendrymerze zmniejszatl ciemng toksycznos¢ fotouczulaczy
dzigki obnizeniu stosowanej dawki [13].

Co ciekawe, dendrymery sa czasami okreslane jako sztuczne biatka. Dzigki swoim
nanometrowym wymiarom, kulistemu ksztaltowi i innym wtasciwo§ciom moga nasladowac wiele
waznych biatek. Na przyklad, wielko§¢ insuliny wynosi 3 nm, co jest poréwnywalne
z dendrymerami PAMAM G3, cytochrom C ma $rednicg 4 nm, podobnie jak w przypadku
dendrymeru G4, podczas gdy wielko$¢ hemoglobiny wynosi 5,5 nm tak jak czasteczka PAMAM
G5. Ponadto, mozna poréwna¢ wymiary dendrymeréw do innych struktur biologicznych, na
przyktad: generacje 5 1 6 dendrymerow PAMAM majg $rednice w przyblizeniu réwng grubosci
dwuwarstwy lipidowej blony komorek eukariota, podczas gdy dendrymery PAMAM G2
odpowiadaja szerokosci dupleksow DNA [14].
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Dendrymery i kompleksy dendrymeréow okazaly si¢ réwniez skutecznymi $rodkami
przeciwpatogennymi in vitro. Niemodyfikowane i modyfikowane maltoza dendrymery PPI
testowano pod katem ich potencjalu przeciwko zestawowi patogennych mikroorganizméw —
S. aureus, S. epidermidis, E. coli, P. aeruginosa, Candida albicans. Wykazano, ze dendrymery
PPl modyfikowane maltozg charakteryzuja si¢ najwyzsza aktywno$cig przeciwbakteryjng
i selektywnos$cig wobec bakterii Gram dodatnich S. aureus. Jednocze$nie te nanoczgsteczki
wykazywaty niewielka toksycznos$¢ dla komorek eukariotycznych [15]. Ponadto, enkapsulowanie
soli srebra w dendrymerach PAMAM zwigkszalo aktywnos$¢ bakteriobdjcza w stosunku do
roéznych bakterii Gram dodatnich w poréwnaniu do niezwigzanych soli srebra [16]. Najbardziej
zaawansowane badania nad dendrymerami jako $srodkami antywirusowymi dotyczg dendrymerow
PLL modyfikowanych sulfonowymi grupami naftylu. Zostaly one szeroko przebadane jako
miejscowy mikrobiocyd do zapobiegania chorobom przenoszonym droga piciowa. Nanolek
wykazuje aktywnos$¢ przeciwko wirusowi niedoboru odpornosci (HIV), wirusowi opryszczki
pospolitej HSV i bakteryjnym zakazeniom pochwy. Produkt oparty na PLL, o nazwie VivaGel®,
zostal opracowany przez Starpharma (Melbourne, Australia). W 2012 roku firma rozpoczeta
badania kliniczne Il fazy w leczeniu bakteryjnego zakazenia pochwy. Badania przedkliniczne
wykazaly, iz Vivagel® jest bardzo skuteczny w zapobieganiu infekcjom humanizowanym
szczepem matpiego wirusa niedoboru odpornosci (SHIV) [17].

Dendrymery sg rowniez badane jako potencjalne czynniki terapeutyczne w zaburzeniach
neurodegeneracyjnych. Badania in vitro wykazaty, ze dendrymery moga hamowaé tworzenie
struktur amyloidowych typowych dla zaburzen neurodegeneracyjnych, takich jak choroba
Alzheimera, Parkinsona i prionowa. Wasiak i wsp. wykazali, ze kationowe dendrymery fosforowe
G3 i G4 moga hamowa¢ proces agregacji biatka AP i biatka MAP-Tau. Oceng cytotoksycznosci
produktow agregacji biatka AR 1-28 przeprowadzono dla linii komérkowej neuroblastomy (N2a).
Uzyskane wyniki pokazuja, iz dendrymery fosforowe wptywaly na obnizenie toksycznosci
zagregowanych form biatka Ap 1-28 [18].

Rownie wiele badan poswigcono wykorzystaniu zakonczonych grupa aminowa
dendrymeréw PAMAM Iub PPI jako niewirusowych czynnikow przenoszacych SiRNA
I zwiekszajacych wydajnos¢ transfekceji [19,20]. Stwierdzono réwniez, iz dendrytyczne PLL moga
dostarczy¢ siRNA z taka samg wydajno$cia jak standardowo stosowana Lipofektamina 2000. Co
wiecej, dendryemry PLL posiadaty doskonata zdolno$¢ do wigzania si¢ z SIRNA
i zapewnialy ochrong przed atakiem DNazy I oraz internalizacji oligonukleotydu przez komorki
[21].

Jak wynika z przytoczonych przyktadow, dotychczas wynalezione dendrymery majg juz

szerokg game zastosowan biomedycznych. Jednak wiele z nich wymaga ulepszen, dlatego ciagle
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syntezowane sg nowe rodzaje dendrymerow, badz modyfikowane juz istniejace. Wiedza na temat
biologicznych wiasciwosci dendrymeréw ma duze znaczenie w kontek$cie poszukiwania
nietoksycznych nanoczasteczek o potencjalnym zastosowaniu jako systemy dostarczania lekow,
srodki kontrastowe do obrazowania metoda rezonansu magnetycznego, no$niki materiatu
genetycznego, sztuczne biatka, syntetyczne szczepionki, $rodki przeciwwirusowe i przeciw-
bakteryjne lub czynniki terapeutyczne w zaburzeniach neurodegeneracyjnych. Poznanie nowo
zsyntezowanych nanoczasteczek i ich interakcji z roznymi liniami komérkowymi moze wskazac
kierunek dalszych ulepszen dendrymerdw i wytoni¢ sposrdd nich te o najbardziej obiecujacych

wilasciwos$ciach umozliwiajacych ich zastosowanie w medycynie.
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Cel naukowy prac stanowiacych osiagni¢cie naukowe

Celem naukowym prowadzonych badan byla analiza wlasciwos$ci biologicznych
dendrymeréw PAMAM o0 zmodyfikowanej powierzchni w aspekcie potencjalnych

zastosowan biomedycznych.

Problematyka prowadzonych przeze mnie badan, w ramach prezentowanej rozprawy
habilitacyjnej, dotyczy analizy wptywu modyfikacji powierzchniowych grup aminowych
komercyjnie dostepnych dendrymerow PAMAM na ich molekularne mechanizmy dziatania.

Podjete dzialania badawcze polegaly na:

(i) okresleniu wptywu modyfikacji pirolidonem i fosfocholing powierzchniowych grup
aminowych dendrymeréw PAMAM na ich cytotoksycznosc,

(if) sprawdzeniu mozliwosci zastosowania modyfikowanych dendrymeréw PAMAM jako
potencjalnych czynnikéw do bioobrazowania,

(iii) okresleniu wptywu modyfikacji pirolidonem dendrymeréw PAMAM na odpowiedz

prozapalng komorek w aspekcie zastosowania tych dendrymerow jako no$nikoéw lekow.

10
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Material badawczy

Materiat do badan stanowito dziesi¢¢ zwigzkoéw: cztery dendrymery PAMAM generacji 1,
2, 3 i 4 modyfikowane pirolidonem i trzy dendrymery PAMAM generacji 2, 3 i 4 modyfikowane
fosfocholing (zsyntezowane przez zespot prof. Jerna B. Christensena z Wydziatu Chemii
Uniwersytetu w Kopenhadze, Dania) oraz komercyjnie dostepne dendrymery PAMAM generacji
2, 314 (Sigma Aldrich 412406, 412422, 412449).

Do modyfikacji powierzchni komercyjnych dendrymeréw PAMAM uzyto zwigzkéw
biologicznie zgodnych tj. pirolidon (Rysunek 4 - kolor niebieski) czy fosfocholina (Rysunek 4 -
kolor czerwony). Pirolidon jest stosowany jako obojetny rozpuszczalnik polimerow i sktadnik
preparatoéw farmaceutycznych natomiast fosfocholina jest produktem posrednim syntezy

fosfatydylocholiny w tkankach.

)
. =-N = NH 0]
N p© OH
[0 o)
COOCH; /\/\/I

G1 a

GZ -(NH2)15 -.15 -.16

G3 ~(NHz)32 -0, -0,

G4 =—{ NH2)s4 -0, -9,

Rysunek 4. Wizualizacja zwiazkow uzytych do badan: komercyjne dendrymery PAMAM (kolor

szary), modyfikowane pirolidonem (kolor niebieski) i fosfocholing (kolor czerwony).

Wyniki
(i) wplyw modyfikacji pirolidonem i fosfocholing powierzchniowych grup aminowych
dendrymeréw PAMAM na ich cytotoksyczno$é

4b1. Ciolkowski, M., Petersen, J.F., Ficker, M., Janaszewska, A., Christensen, J.B., Klajnert, B., Bryszewska,
M. Surface modification of PAMAM dendrimer improves its biocompatibility (2012) Nanomedicine:
Nanotechnology, Biology, and Medicine, 8 (6), 815-817
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4b2. Janaszewska, A., Ciolkowski, M., Wrobel, D., Petersen, J.F., Ficker, M., Christensen, J.B., Bryszewska,
M., Klajnert, B. Modified PAMAM dendrimer with 4-carbomethoxypyrrolidone surface groups reveals
negligible toxicity against three rodent cell-lines (2013) Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and
Medicine, 9 (4), 461-464

4b3. Janaszewska, A., Studzian, M., Petersen, J.F., Ficker, M., Christensen, J.B., Klajnert-Maculewicz, B.
PAMAM dendrimer with 4-carbomethoxypyrrolidone-In vitro assessment of neurotoxicity (2015)
Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine, 11 (2), 409-411

4b4. Svenningsen, S.W., Janaszewska, A., Ficker, M., Petersen, J.F., Klajnert-Maculewicz, B., Christensen, J.B.
Two for the price of one: PAMAM-dendrimers with mixed phosphoryl choline and oligomeric
poly(caprolactone) surfaces (2016) Bioconjugate Chemistry, 27 (6), 1547-1557

Nanoczastki o potencjalnym zastosowaniu biologicznym procz nieimmunogennosci,
biodegradowalnosci i zdolnosci przenikania barier biologicznych, powinny by¢ przede wszystkim
nietoksyczne. Poniewaz Cytotoksyczno$¢ dendrymerow kationowych zalezy od liczby i charakteru
funkcyjnych grup powierzchniowych, dazy si¢ do modyfikacji ich powierzchni obojetnymi lub
ujemnie natadowanymi grupami, tak aby cytotoksyczno$¢ zmniejszy¢. Rowniez dendrymery
PAMAM posiadajace terminalne pierwszorzedowe aminy charakteryzuja sie toksycznoscig
zalezng od generacji i stezenia, dlatego celem funkcjonalizacji powierzchni tych
dendrymeréw zwigzkami biologicznie zgodnymi pirolidonem czy fosfocholing bylo obnizenie
ich cytotoksycznosci.

Cytotoksycznos¢ zmodyfikowanych dendrymerdéw zostata oceniona wzgledem trzech linii
komorek gryzoni (fibroblastow chomika chinskiego: B14, embrionalnych mysich komoérek
hipokampu: mHippoE-18 i komoérek wyprowadzonych z watroby szczura: BRL-3A) oraz trzech
ludzkich linii komérek nowotworowych (Wywodzacych z raka sutka: SKBR3, raka szyjki macicy:
Hela i raka watroby: Hep G2). Linie komorkowe zostaty dobrane wedtug rosnacej wrazliwosci
na niemodyfikowane dendrymery PAMAM.

Cytotoksycznos¢ dendrymerow badano za pomoca testu MTT oraz uwalniania LDH,
prowadzac hodowle komoérek w podtozu z FBS i pozbawionym ochronnej roli ptodowej surowicy
wotowej (FBS). Analizg procesu tworzenia reaktywnych form tlenu, zmian potencjatu
mitochondrialnego oraz frakcji komorek apoptotycznych i nekrotycznych przeprowadzono
z zastosowaniem cytometrii przeptywowej z odpowiednimi sondami fluorescencyjnymi: H,DCF-
DA, JC-9 i YO-PRO/PI. Wizualizacje frakcji komorek apoptotycznych i nekrotycznych
wykonano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego i sond fluorescencyjnych: bromku etydyny
i oranzu akrydyny [4b2].

Uzyskane wyniki pokazaty skuteczno$¢ obu sposobow modyfikacji. Generacja 2 i 3
dendrymeréw PAMAM modyfikowanych pirolidonem nie byta toksyczna wzgledem badanych

linii, dlatego w publikacji zamieszczono tylko wyniki dla generacji 4. Dendrymery
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modyfikowane pirolidonem generacji 4 w najwyzszym badanym stezeniu 200 uM réwniez byty
praktycznie nietoksyczne wobec komérek BRL-3A. Natomiast dla komoérek B14 i mHippoE-18
zywotno$¢ komorek byta obnizona tylko do 80 — 70%. To samo stezenie dendrymeru PAMAM
niemodyfikowanego powodowato duzy spadek zywotnosci komorek, w przypadku
najwrazliwszych komorek mHippoE-18, nawet do 10% (Rysunek 5).
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Rysunek 5. Wptyw niemodyfikowanego i modyfikowanego pirolidonem dendrymeru PAMAM
G4 na zywotno$¢ komorek linii BRL-3A, B14 i mHippoE-18.

Analiza zmian potencjatu mitochondrialnego i poziomu reaktywnych form tlenu nie
wykazata znamiennych statystycznie roznic pomiedzy komoérkami kontrolnymi hodowanymi bez
dendrymeru i komoérkami inkubowanymi 24 godziny z najwyzszym badanym st¢zeniem 200 uM
dendrymeru. Cytometryczna analiza frakcji komorek apoptotycznych i nekrotycznych pokazata,
iz dendrymery modyfikowane pirolidonem kieruja komoérki na droge apoptozy, jednakze
w stopniu nie wigkszym niz kilka procent catej populacji, co potwierdzily zdjecia wczesnej
apoptozy pojedynczych komoérek, wykonane po wybarwieniu bromkiem etydyny i oranzem
akrydyny [4b2].

Usuniecie z hodowli komérkowej petnigcej ochronng role ptodowej surowicy wotowej nie
miato znamiennego wplywu na zywotno$¢ badanych linii komoérkowych i w przypadku
najwrazliwszych komorek mHippoE-18 zywotnos¢ komoérek dla najwyzszego uzytego 200 uM

stezenia dendrymeru modyfikowanego pirolidonem wynosita 60% (spadek o 10% w poréwnaniu
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do wynikéw hodowli z FBS-em). Roéwniez zastosowanie testu uwalniania LDH wykazato niska
cytotoksycznos¢ badanego dendrymeru (kilkanascie procent) w poroéwnaniu do dendrymeru
niemodyfikowanego (prawie 80%) [4b3].

W przypadku zastosowan biologicznych i przy potencjalnym podaniu zwigzku droga
dozylng bardzo istotny jest brak jego hemolitycznos$ci. Modyfikacja pirolidonem znosita wysoka
hemotoksycznos¢ niemodyfikowanych dendrymeréw PAMAM. Obserwowano rowniez bardzo
stabe oddziatywania z ludzkg albuming surowicy (HSA) — gtéwnym biatkiem osocza krwi [4b1].

Drugg grupg badanych zwigzkéw bylty dendrymery modyfikowane fosfocholing
generacji 1, 2, 3 i 4. Ponownie, jak w przypadku modyfikacji pirolidonem, nizsze generacje
cechowatly si¢ brakiem lub bardzo niska toksycznoscia wzgledem komorek Hep G2, Hela
i SKBR3 — roznigcych si¢ wrazliwoscig na niemodyfikowane dendrymery PAMAM. Rysunek 6
przedstawia oznaczony metoda MTT wptyw niemodyfikowanego i modyfikowanego fosfocholing
dendrymeru PAMAM generacji 4 na zywotno$¢ komorek.
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Rysunek 6. Wptyw niemodyfikowanego i modyfikowanego fosfocholing dendrymeru PAMAM
G4 na zywotnos¢ komorek linii Hep G2, HeLa i SKBR3.

Najbardziej toksyczna generacja 4 dendrymeru modyfikowanego fosfocholing, uzyta
w najwyzszym stezeniu 200 uM, powodowata spadek zywotnosci komorek Hep G2 do 80%,
SKBR3 do 70% a HelLa do 60%. Zastosowanie testu uwalniania LDH potwierdzito wyniki
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cytotoksycznosci uzyskane testem MTT 1 wykazato toksyczno$¢ dendrymerow PAMAM
generacji 4, uzytych w stezeniu 200 uM po 24 godzinach inkubacji, modyfikowanego
fosfocholing na poziomie 20-40% oraz niemodyfikowanego dendrymeru na poziomie prawie
100%. Ze wzgledu na bardzo wysoka cytotoksycznosé niemodyfikowanego dendrymeru PAMAM
wzgledem badanych linii komérkowych do dalszych badan wybrano st¢zenie 40 uM.

Ogromng roZnice pomiedzy dziataniem modyfikowanego fosfocholing
i niemodyfikowanego dendrymeru PAMAM generacji 4 pokazala analiza zmian potencjalu

mitochondrialnego i poziomu reaktywnych form tlenu (Rysunek 7) [4b4].
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Rysunek 7. Wptyw niemodyfikowanych i modyfikowanych fosfocholing dendrymeréw PAMAM
G4 na zmiang potencjalu mitochondrialnego (AWm — oznaczonego sonda
MitoTrackerRed) i poziomu reaktywnych form tlenu (RFT — oznaczonego sondg
H,DCFDA) w komorkach linii Hep G2, HelLa i SKBRa3.

Uzyskane wyniki pokazaty, iz modyfikacja aminowych grup powierzchniowych
dendrymeréw PAMAM, zwiazkami zgodnymi biologicznie — pirolidonem i fosfocholing —
jest skutecznym sposobem na obnizenie cytotoksycznosci natywnych dendrymeréw

PAMAM umozliwiajacym ich zastosowanie w biologii.
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(if) zastosowanie  modyfikowanych dendrymeréow PAMAM jako potencjalnych
biologicznych czynnikéw do bioobrazowania
4b5. Janaszewska, A., Studzian, M., Petersen, J.F., Ficker, M., Paolucci, V., Christensen, J.B., Tomalia, D.A.,

Klajnert-Maculewicz, B. Modified PAMAM dendrimer with 4-carbomethoxypyrrolidone surface groups-its
uptake, efflux, and location in a cell (2017) Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 159, pp. 211-216.

4b6. Konopka, M., Janaszewska, A., Klajnert-Maculewicz, B. Intrinsic fluorescence of PAMAM dendrimers —
quenching studies (2018) Polymers 10, 540; doi:10.3390/polym10050540

Dendrymery PAMAM posiadajg bardzo wazna wlasciwos¢. Mimo, iz w swojej strukturze
nie posiadaja typowych fluoforéw, emituja niebieska fluorescencje. Zjawisko to okresla si¢ jako
NTIF (z ang. non-traditional intrinsic fluorescence). Dotychczas najbardziej zaawansowane
badania nad naturg niespecyficznej fluorescencji dendrymerow PAMAM, prowadzone przy
uzyciu metod teoretycznej chemii kwantowej [22], wykazaty, iz zarowno kwas imidowy, jak
i trzeciorzegdowa so6l amonowa moga by¢ zroédtem fluorescencji dendrymerow PAMAM.
Sktadniki te sa produktami transformacji grup amidowych znajdujacych si¢ w kazdej warstwie
struktury dendrymeru i trzeciorzgdowych amin obecnych w rdzeniu dendrymeru. Nasze badania
z zastosowaniem wygaszaczy, ktore s3 zwykle uzywane do badania wtasnej fluorescencji biatek
(tj. KI, CsCl i akryloamid), rowniez potwierdzity, iz w dendrymerach PAMAM wystepuja dwa
odregbne, roznigce si¢ lokalizacja osrodki fluorescencji [4b6].
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Rysunek 8. Widma emisji dendrymeréw PAMAM (c = 1 mM). Az = 333 nm, 330 nm i 334 nm
odpowiednio dla PAMAM G2, PAMAM G3 i PAMAM G4.
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Dzieki oddziatywaniom elektrostatycznym migedzy anionowymi jonami  jodu
a kationowymi grupami dendrymerow, jodek potasu wygaszat zlokalizowane blizej powierzchni
dendrymeru grupy amidowe. Natomiast polarny, ale nienatadowany akryloamid wygaszat
rébwniez wewnetrzng fluorescencj¢ dendrymeru pochodzacg od trzeciorzgdowych amin. Dla
neutralnego pH 7,4 maksymalna intensywno$¢ fluorescencji byta odwrotnie proporcjonalna do
generacji dendrymeru i najsilniejsza fluorescencj¢ obserwowano dla PAMAM G2, a najstabsza
dla PAMAM G4 (Rysunek 8). | odwrotnie, przy niskich wartosciach (pH < 5) najsilniejsza
fluorescencj¢ obserwowano dla wyzszych generacji [4b6]. Wynik ten jest zgodny
z wezesniejszymi obserwacjami przeprowadzonymi przy podobnych pH [23].

Niestety wysokie, toksyczne 1 mM ste¢zenie niemodyfikowanych dendrymerow PAMAM
potrzebne do uzyskania mierzalnej fluorescencji oraz konieczno$¢ zastosowania niskiego,
niefizjologicznego pH ograniczaja mozliwo$¢ zastosowania tych dendrymeroéw jako znacznikow
fluorescencyjnych w uktadach biologicznych. Rozwigzaniem moze by¢ zastosowanie modyfikacji
chemicznych. Badania pokazaty, iz intensywno$¢ fluorescencji dendrymeréw PAMAM moze
wzrosng¢ po utlenieniu oksydazg czy nadsiarczanem amonu trzeciorzedowych amin, CO
umozliwia ich ograniczone zastosowanie jako no$nikow oligonukleotydow antysensowych, taczac
funkcje nosnika i jednoczesnego bioobrazowania [24,25]. Rowniez uzycie do modyfikacji
dendrymeréw PAMAM zgodnych biologicznie grup powierzchniowych, z jednej strony redukujac
toksycznos¢ dendrymerow, z drugiej moze zwigksza¢ ich autofluorescencje, umozliwiajac
$ledzenie ich losow w uktadach biologicznych. Dlatego celem modyfikacji dendrymeréw
PAMAM pirolidonem i fosfocholing, Oprécz obnizenia cytotoksycznos$ci, bylo wzmocnienie
niespecyficznej fluorescencji tych dendrymeréw.

Analiza widm emisji modyfikowanych i1 niemodyfikowanych dendrymeréw pokazata, iz
tylko modyfikacja pirolidonem skutecznie wzmacnia niespecyficzng fluorescencje
dendrymeréw PAMAM. Co istotne, dla neutralnego pH 7.4 maksymalna intensywnosc¢
fluorescencji byta wprost proporcjonalna do generacji dendrymeru. Rysunek 9 przedstawia
porownanie widm emisji dendrymeréw PAMAM generacji 4 — niemodyfikowanych
i modyfikowanych pirolidonem. Tak duze wzmocnienie intensywnos$ci fluorescencji umozliwito
obserwacj¢ modyfikowanych pirolidonem dendrymerow PAMAM w komorkach (Rysunek 10 —
zamieszczony na 0sobnej stronie).

Modyfikowany pirolidonem dendrymer PAMAM generacji 4 lokowal si¢ w réznych
przedziatach komorek (endolizosomalnych mHippoE-18 i B14 oraz w jadrze BRL-3A (Rysunek
10)), a szybkos$¢ jego wnikania zalezata od pochodzenia tkankowego komorek. Analiza
cytometryczna szybkosci wnikania pokazata, iz dendrymer najszybciej byl transportowany do
komorek mHippoE-18, a najwolniej do komoérek B14 [4b5].
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Rysunek 9. Widma wzbudzenia i emisji dendrymerow PAMAM G4 niemodyfikowanych
(c = 1 mM) i modyfikowanych pirolidonem (c = 0,1 mM) — pH 7,4.

Podsumowujac, badany dendrymer PAMAM generacji 4 modyfikowany pirolidonem
posiada trzy wyrézniajace wlasciwos$ci: (1) autofluorescencje wystarczajaco intensywna, aby
mozna j3 bylo obserwowa¢ in vitro (2) bardzo niska cytotoksyczno$é, oraz (3) zdolnosé do
wnikania do komorek. Dzieki unikatowej autofluorescencji mozliwe jest prowadzenie dalszych
badan roznorodnych mechanizmow biologicznych regulujacych transport tej klasy
nanoczasteczek. A ponadto, jednoczesne polaczenie dwoch funkeji: nosnika i bioobrazowania
ma szczegélne zastosowanie biologiczne, gdyz moze by¢ pomocne w skutecznej i szybkiej

ocenie efektywnosci transportu lekéw do komorek czy tkanek.
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Rysunek 10. Obrazowanie konfokalne komorek B14, BRL-3A i mHippoE-18 inkubowanych 24
godziny z 100 uM dendrymerem PAMAM G4 modyfikowanym pirolidonem. (A)
Niespecyficzna niebieska fluorescencja dendrymeru - komorki nieutrwalone. (B)

Akumulacja dendrymeru (niebieski kanat), komorki wybarwiono RedDotl — jadro
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komorkowe (kanat czerwony) i NeuroDio carboncyanine —btona komorkowa (kanat
zielony). Przed obrazowaniem komorki utrwalono formaldehydem. (W celu lepszej

interpretacji kolorow zdjecia dostepne sg on-line [4b5]).

(iii) wplyw modyfikacji pirolidonem dendrymeréw PAMAM na odpowiedZ prozapalng
komorek w aspekcie zastosowania tych dendrymeréw jako no$Snikow lekow

4b7. Janaszewska A, Gorzkiewicz M, Ficker M, Petersen JF, Paolucci V, Christensen JB, Klajnert-
Maculewicz B. Pyrrolidone modification prevents PAMAM dendrimers from activation of pro-

inflammatory signaling pathways in human monocytes. (2017) Molecular Pharmaceutics 15(1), pp. 12-
20.

Waznym aspektem w rozwoju innowacyjnych nanoterapeutykow jest odpowiedz
prozapalna komorek na nanoczgsteczki. W przypadku zastosowan klinicznych nawet staba
odpowiedz prozapalna jest dla no$nikéw wykluczajaca. Niemodyfikowane dendrymery PAMAM
wywolujg odpowiedz biologiczng poprzez indukowanie stresu oksydacyjnego [26,27]. Rowniez
zastosowanie pirolidonu moze mie¢ wptyw na odpowiedz zapalng [28], dlatego tak istotna jest
ocena wiasciwosci immunomodulujacych modyfikowanych pirolidonem dendrymerow PAMAM
w aspekcie mozliwosci zastosowania ich jako nosnikoéw lekow.

Wpltyw niemodyfikowanych i modyfikowanych pirolidonem dendrymeréw PAMAM na
odpowiedz prozapalng oceniono na podstawie ekspresji mMRNA dla zestawu genow markerowych.
Jako geny markerowe zostaly wybrane cele glownych wewnatrzkomérkowych szlakow
sygnatowych biorgcych udziat w odpowiedzi zapalnej: szlak NF-«B (NFKBIA i BTG2) i zwigzane
z nim cytokiny: interleukina 14 (IL1B) i czynnik martwicy nowotworu a (TNF).

W komorkach linii THP-1 niemodyfikowane dendrymery PAMAM generacji 3 i 4
aktywowaly transdukcje sygnatu zwigzanego z NF-xB prowadzac do zwigkszonej ekspresji
genow markerowych NF-xB (NFKBIA i BTG2) i cytokin zwigzanych z tym szlakiem
sygnatowym: interleukina 18 i TNFa. Natomiast dendrymery PAMAM modyfikowane
pirolidonem nie wplywaly na odpowiedZz prozapalnag w linii komorkowej THP-1, nawet
w komorkach stymulowanych LPS-em. Po zastosowaniu niemodyfikowanych dendrymeréw
PAMAM w komorkach linii U937 obserwowano aktywacje ekspresji genéw NFKBIA i IL1B na
poziomie podobnym do komorek stymulowanych LPS-em. W przypadku genow BTG2 i TNF,
dendrymery te zwigkszaty ekspresje silniej niz LPS. Podobnie jak w przypadku linii komérkowej
THP-1, po stymulacji dendrymerami modyfikowanymi pirolidonem nie obserwowano wzrostu
ekspresji genow. Ponadto preinkubacja z tymi dendrymerami powodowata znaczace obnizenie

ekspresji genéw markerowych NF-xB w komorkach stymulowanych LPS-em [4b7].
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Wyniki uzyskane na poziomie ekspresji gendéw, na poziomie biatka potwierdzity
oznaczenia poziomu interleukiny 1 i TNFa wykonane metoda ELISA. Niemodyfikowane
dendrymery PAMAM powodowaly sekrecj¢ IL-18 w obu liniach komorkowych (3,5-krotnie
w THP-1 i 1,8-krotnie w U937). Jeszcze silniejszy efekt obserwowano dla stymulacji LPS-em
(wzrost wydzielania IL-1B o 5,5 razy w THP-1 i 2,4-krotnie w U937). Co istotne, poziom
wydzielanych cytokin nie byl =zalezny od generacji badanego dendrymeru PAMAM

modyfikowanego pirolidonem, nawet po stymulacji LPS-em (Rysunek 11).
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Rysunek 11. Wptyw dendrymerow PAMAM G3 i G4 niemodyfikowanych i modyfikowanych
pirolidonem na poziom IL-18 (lewy panel) i TNFo (prawy panel) w liniach
komorkowych THP-1 1 U937, oznaczony metoda ELISA. Dane przedstawiono jako
procent poziomu cytokin w supernatancie z komoérek kontrolnych, srednia + SEM
z czterech eksperymentéw. * Roznica statystycznie istotna w porownaniu do
nietraktowanej kontroli przy p < 0,05. 1 Statystycznie istotna w poréwnaniu do

kontroli stymulowanej LPS przy p < 0,05.

Poniewaz indukcja ekspresji genow markerowych nie jest bezposrednim dowodem
aktywacji, dodatkowo dokonano oceny udzialu szlaku NF-xB w odpowiedzi komoérkowej na

niemodyfikowane i modyfikowane pirolidonem dendrymery PAMAM. Funkcja NF-«B po
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aktywacji zalezy od jej translokacji do jadra i1 zdolnosci do wigzania specyficznych
regulatorowych sekwencji DNA majacych wptyw na profil transkrypcji. Aby potwierdzi¢, iz
zmiany obserwowane na poziomie mRNA i biatka dla niemodyfikowanych i modyfikowanych
dendrymeréw PAMAM s3 bezposrednio zwigzane ze szlakiem przekazywania sygnalu NF-«B,
zmierzono ilo$¢ aktywnego czynnika w jadrze stosujgc elektroforetyczny test opoznionej migracji
w zelu (EMSA) [4b7].

W komoérkach THP-1 stymulacja niemodyfikowanymi dendrymerami PAMAM G4
powodowata silniejsze wigzanie biatka jadrowego do oligonukleotydu konsensusowego swoistego
dla NF-xB. Zgodnie z oczekiwaniem stymulacja dendrymerem PAMAM modyfikowanym
pirolidonem nie powodowala wzmocnienia obserwowanego efektu (prazka) w poréwnaniu
z kontrolg (Rysunek 12). Analogicznie w przypadku linii komérkowej U937 uzyskane wyniki
byty bardzo podobne do obserwowanych w przypadku ekspresji genéw markerowych [4b7].
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Rysunek 12.  Wptyw dendrymeru PAMAM G4 niemodyfikowanego i modyfikowanego
pirolidonem na aktywnos$¢ wiazania jadrowego NF-«B w liniach komorkowych
THP-1 1 U937, oznaczony metoda EMSA po 2h inkubacji (inkubacja z sonda
znakowang IRDye700, obrazowanie na czytniku IR Odyssey). Stymulacja za
pomoca LPS zostata zastosowana jako pozytywna kontrola aktywacji NF-«xB.
Gorny panel: zdjgcie EMSA. (A,E) nietraktowane komorki; (B,F) LPS [10 pg/ml];

22



dr Anna Janaszewska Zatgcznik 2a

(C,G) PAMAM G4 [50 uM]; (D, H) PAMAM-pirolidon-G4 [50 uM]; (A,B,C,D)
Brak konkurencji sond; (E,F,G,H) 100 x nadmiar nieznakowanej sondy. Panel
dolny: kwantyfikacja okreslonego pasma zwigzanego z NF-xB (komputerowa
analiza obrazu za pomocg oprogramowania Imagel). Dane przedstawiono jako
procent intensywnosci pasma w komorkach kontrolnych (nietraktowanych),
srednia + SEM trzech eksperymentow. * Istotna statystycznie roznica w stosunku

do nietraktowanej kontroli przy p <0,05.

Test EMSA pokazal, iz niemodyfikowane dendrymery PAMAM sg zdolne do
indukowania translokacji jadrowej NF-xB in vitro co prowadzi do stymulacji ekspresji
docelowych genéw NF-xB (NFKBIA i BTG2) i zwigzanych z cytokin prozapalnych (IL1B i TNF).
W obu liniach komérkowych potwierdzono na poziomie biatka zwigkszong ekspresje interleukiny
18 i TNFa. Najbardziej prawdopodobnym wyjasnieniem zaobserwowanego zjawiska jest
aktywacja tego szlaku poprzez zwigkszong produkcje reaktywnych form tlenu (RFT).

Dendrymery modyfikowane pirolidonem nie wywotywaty odpowiedzi przeciwzapalnej
w komorkach stymulowanych LPS-em, gdyz jak pokazaly wcze$niejsze badania nie powoduja
one uogodlnionego stresu komoérkowego, prowadzacego do wzmocnienia aktywnosci NF-xB,
charakterystycznego dla niezmodyfikowanych dendrymerow. Dlatego zwiazki te sg idealnymi
kandydatami do dalszych badan i zastosowan biomedycznych, takich jak dostarczanie lekow.

Podsumowujac, dendrymery PAMAM modyfikowane pirolidonem charakteryzuja sie
bardzo niska cytotoksycznoscia, posiadaja zdolno$¢ wnikania do komorek i intensywna
autofluorescencje¢ oraz nie indukuja odpowiedzi prozapalnej komorek, dlatego moga byé
potencjalnymi nosnikami lekéw, laczac funkcje nosnika i jednoczesnego obrazowania

biologicznego.
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5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo — badawczych
5a) Dzialalno$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora

Indywidualny tok studiow, ktorego opieckunami byli dr Danuta Ertel z Politechniki
Lodzkiej i prof. dr hab. Grzegorz Bartosz z Uniwersytetu L.odzkiego umozliwil mi potgczenie
dwoch dziedzin: fizyki 1 biologii. Efektem wspolnych badan bylo uzyskanie tytutu magistra
inzyniera fizyki w zakresie fizyki ciata stalego oraz opublikowanie pierwszego artykutu
o tematyce biofizycznej [5a3]. Po obronie pracy magisterskiej rozpoczetam studia doktoranckie
na Uniwersytecie Lodzkim w ramach Stacjonarnego Studium Doktoranckiego Genetyki
Molekularnej, Cytogenetyki i Biofizyki Medycznej. W mojej pracy naukowej zajmowalam si¢
optymalizacja 1 poréwnaniem rdéznych metod oznaczania catkowitej zdolno$ci antyoksydacyjnej

osocza krwi oraz homogenatow tkanek. W roku 2003 obronitam rozprawe doktorska.
Artykuly naukowe opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora:

[5al] Balcerczyk, A., Grzelak, A., Janaszewska, A., Jakubowski, W., Koziol, S., Marszalek, M.,
Rychlik, B., Soszynski, M., Bilinski, T., Bartosz, G. Thiols as major determinants of the
total antioxidant capacity (2003) BioFactors, 17 (1-4), pp. 75-82.

[5a2] Janaszewska, A., Bartosz, G. Assay of total antioxidant capacity: Comparison of four
methods as applied to human blood plasma (2002) Scandinavian Journal of Clinical and
Laboratory Investigation, 62 (3), pp. 231-236.

[5a3] Bartosz, G., Janaszewska, A., Ertel, D., Bartosz, M. Simple determination of peroxyl
radical-trapping capacity (1998) Biochemistry and Molecular Biology International, 46 (3),
pp. 519-528.

5b) Dzialalno$¢é naukowa po uzyskaniu stopnia doktora

W latach 2006 — 2008 pracowatam jako adiunkt w Zaktadzie Zaburzen Krzepnigcia Krwi
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, a w roku 2008 zostatam zatrudniona w Katedrze Biofizyki
Ogodlnej Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego. W latach 2008 —
2010 bylam zatrudniona w jako post-doc w projekcie Fundacji na rzecz Nauki Polskiej
TEAM/2008-1/5 ,,Wtasciwosci biologiczne i zastosowania biomedyczne dendrymerow"
(kierownik projektu prof. dr hab. Barbara Klajnert-Maculewicz), w latach 2010 — 2013 jako post-

doc w projekcie Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego ,.Biomedyczne zastosowanie
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dendrymeréw" (kierownik projektu prof. dr hab. Maria Bryszewska), w latach 2013 — 2016
réwniez jako post-doc w projekcie NCN Harmonia UMO-2013/08/M/NZ1/00761 — ,,Badanie
dendrymeréw fosforowych jako uktadow transportujacych fotouczulacze" (kierownik projektu
prof. dr hab. Barbara Klajnert-Maculewicz). Od roku 2016 jestem zatrudniona na etacie adiunkta
naukowego w Katedrze Biofizyki Ogdlnej Uniwersytetu Lodzkiego.

Moja praca naukowa dotyczyta szerokiego aspektu biomedycznych zastosowan réznych
grup dendrymerow. W ramach wspotpracy z Leibniz Institut fiir Polymerforschung Dresden e.V.,
w Niemczech braltam udzial w badaniach biologicznych wlasciwosci dendrymerow
modyfikowanych oligosacharydami in vitro i in vivo pod katem zastosowania ich jako no$nikow
lekow oraz czynnikow hamujacych agregacje biatka AB1-40 [5bl,5b7,5b9,5b12,5b21,5023,
5b24,5b26]. Ukoronowaniem tej wspotpracy jest praca przegladowa oparta na wspdlnych
publikacjach Appelhans, D., Klajnert-Maculewicz, B., Janaszewska, A., Lazniewska, J., Voit, B.
Dendritic glycopolymers based on dendritic polyamine scaffolds: view on their synthetic
approaches, characteristics and potential for biomedical applications (2015) Chemical Society
Reviews, 44 (12), pp. 3968-3996 (IF 34,09; pkt. MNiSW 50). W ramach wspotpracy
z Wydzialem Chemii Uniwersytetu w Kopenhadze w Danii powstal moj cykl habilitacyjny
dotyczacy analizy wptywu modyfikacji powierzchniowych grup aminowych komercyjnych
dendrymeréw PAMAM na ich cytotoksycznos¢ i mozliwos¢ potencjalnego zastosowania jako
autofluorescencyjnych nosnikéw lekéw [5b3,5b4,5b11,5b15,5b19,5b22]. We wspotpracy
z Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii Uniwersytetu Lodzkiego bratam rowniez
udzial w badaniach nad potencjalnym zastosowaniem dendrymeroéw polipropylenoiminowych
jako czynnikow antybakteryjnych [5b16,5b17,5b25]. We wspotpracy z Centrum Badan
Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi bralam udziat w badaniach nad
zastosowaniem silsekwioksanow jako nos$nikow antracyklin [5b6,5b14]. Jako post-doc bratam
udzial w badaniach dendrymeréw fosforowych zsyntezowanych w Laboratoire de Chimie de
Coordination, CNRS w Tuluzie we Francji stosowanych jako uktady transportujace fotouczulacze
tj. 16z bengalski i bigkit metylenowy [5b8,5b10,0raz zgloszenia patentowe P.418949, P.418950].
Uczestniczytam rowniez w badaniach nad zastosowaniem trastuzumabu — przeciwciata
monoklonalnego jako czasteczki zapewniajacej selektywny transport koniugatow dendrymeru
PAMAM i lekoéw przeciwnowotworowych w terapii raka piersi z nadekspresja HER2 [5bh2 oraz
zgloszenia patentowe P.420273, P.420274, P.421439, P.421440]. Ponadto mialam mozliwos¢
wlaczenia si¢ w badania nad oddziatywaniami dendrymeréw karbokrzemowych i fosforowych
z biatkami [5b5], mechanizmami transportu dendrymeréw propylenoiminowych do komorek
biataczkowych [5b7], zastosowaniem dendrymeréw karbokrzemowych i fosforowych jako

nosnikow siRNA [Sb13], badaniem wiasnosci in vitro dendrymeréw viologenowych [5b18] oraz

25



dr Anna Janaszewska Zatgcznik 2a

wiasnosci dendrymeréw peptydowych i ich wptywu na proces agregacji biatka AB1-40 i biatka
AB1-28 [5b20].

Artykuly naukowe opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora:

[5b1] Janaszewska, A., Klajnert-Maculewicz, B., Marcinkowska, M., Duchnowicz, P.,
Appelhans, D., Grasso, G., Deriu, M.A., Danani, A., Cangiotti, M., Ottaviani, M.F.
Multivalent interacting glycodendrimer to prevent amyloid-peptide fibril formation
induced by Cu(ll): A multidisciplinary approach (2018) Nano Research, 11 (3), 1204-
1226.

[5b2] Marcinkowska, M., Sobierajska, E., Stanczyk, M., Janaszewska, A., Chworos, A.,
Klajnert-Maculewicz, B. Conjugate of PAMAM dendrimer, doxorubicin and monoclonal
antibody-trastuzumab: The new approach of a well-known strategy (2018) Polymers, 10
(2), art. no. 187.

[5b3] Janaszewska, A., Gorzkiewicz, M., Ficker, M., Petersen, J.F., Paolucci, V., Christensen,
J.B., Klajnert-Maculewicz, B. Pyrrolidone Modification Prevents PAMAM Dendrimers
from Activation of Pro-Inflammatory Signaling Pathways in Human Monocytes (2018)
Molecular Pharmaceutics, 15 (1), 12-30.

[5b4] Janaszewska, A., Studzian, M., Petersen, J.F., Ficker, M., Paolucci, V., Christensen, J.B.,
Tomalia, D.A., Klajnert-Maculewicz, B. Modified PAMAM dendrimer with 4-
carbomethoxypyrrolidone surface groups-its uptake, efflux, and location in a cell (2017)
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 159, 211-216.

[5b5] Shcharbin, D., Pedziwiatr-Werbicka, E., Vcherashniaya, A., Janaszewska, A.,
Marcinkowska, M., Goska, P., Klajnert-Maculewicz, B., lonov, M., Abashkin, V.,
Ihnatsyeu-Kachan, A., de la Mata, F.J., Ortega, P., Gomez-Ramirez, R., Majoral, J.-P.,
Bryszewska, M. Binding of poly(amidoamine), carbosilane, phosphorus and hybrid
dendrimers to thrombin - Constants and mechanisms (2017) Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 155, 11-16.

[5b6] Sobierajska, E., Konopka, M., Janaszewska, A., Piorecka, K., Blauz, A., Klajnert-
Maculewicz, B., Stanczyk, M., Stanczyk, W.A. Unusual enhancement of doxorubicin
activity on co-delivery with Polyhedral oligomeric silsesquioxane (POSS) (2017)
Materials, 10 (5), art. no. 559.

[5b7] Studzian, M., Szulc, A., Janaszewska, A., Appelhans, D., Pufaski, L., Klajnert-

Maculewicz, B. Mechanisms of Internalization of Maltose-Modified
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Poly(propyleneimine)  Glycodendrimers  into  Leukemic Cell Lines (2017)
Biomacromolecules, 18 (5), 1509-1520.

[5b8] Dabrzalska, M., Janaszewska, A., Zablocka, M., Mignani, S., Majoral, J.P., Klajnert-
Maculewicz, B. Cationic Phosphorus Dendrimer Enhances Photodynamic Activity of
Rose Bengal against Basal Cell Carcinoma Cell Lines (2017) Molecular Pharmaceutics,
14 (5), 1821-1830.

[5b9] Wrobel, D., Marcinkowska, M., Janaszewska, A., Appelhans, D., Voit, B., Klajnert-
Maculewicz, B., Bryszewska, M., Stofik, M., Herma, R., Duchnowicz, P., Maly, J.
Influence of core and maltose surface modification of PEIs on their interaction with
plasma proteins-Human serum albumin and lysozyme (2017) Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 152, 18-28.

[5b10] Dabrzalska, M., Janaszewska, A., Zablocka, M., Mignani, S., Majoral, J.P., Klajnert-
Maculewicz, B. Complexing methylene blue with phosphorus dendrimers to increase
photodynamic activity (2017) Molecules, 22 (3), art. no. 345.

[5b11] Svenningsen, S.W., Janaszewska, A., Ficker, M., Petersen, J.F., Klajnert-Maculewicz, B.,
Christensen, J.B. Two for the Price of One: PAMAM-Dendrimers with Mixed Phosphoryl
Choline and Oligomeric Poly(Caprolactone) Surfaces (2016) Bioconjugate Chemistry, 27
(6), 1547-1557.

[5b12] Wrobel, D., Janaszewska, A., Appelhans, D., Voit, B., Bryszewska, M., Maly, J.
Interactions of dendritic glycopolymer with erythrocytes, red blood cell ghosts and

membrane enzymes (2015) International Journal of Pharmaceutics, 496 (2), 475-488.

[5b13] Dzmitruk, V., Szulc, A., Shcharbin, D., Janaszewska, A., Shcharbina, N., Lazniewska, J.,
Novopashina, D., Buyanova, M., lonov, M., Klajnert-Maculewicz, B., Gomez-Ramirez,
R., Mignani, S., Majoral, J.-P., Mufioz-Fernandez, M.A., Bryszewska, M. Anticancer
siRNA cocktails as a novel tool to treat cancer cells. Part (B). Efficiency of

pharmacological action (2015) International Journal of Pharmaceutics, 485 (1-2), 288-294.

[5b14] Janaszewska, A., Gradzinska, K., Marcinkowska, M., Klajnert-Maculewicz, B., Stanczyk,
W.A. In vitro studies of polyhedral oligo silsesquioxanes: Evidence for their low
cytotoxicity (2015) Materials, 8 (9), 6062-6070.

[5b15] Janaszewska, A., Studzian, M., Petersen, J.F., Ficker, M., Christensen, J.B., Klajnert-
Maculewicz, B. PAMAM dendrimer with 4-carbomethoxypyrrolidone-In vitro assessment
of neurotoxicity (2015) Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine, 11 (2),
409-411.
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[5b16]

[5b17]

[5b18]

[5b19]

[5b20]

[5b21]

[5b22]

[5b23]

[5b24]

Wronska, N., Felczak, A., Zawadzka, K., Janaszewska, A., Klajnert, B., Bryszewska, M.,
Lisowska, K. The antibacterial effect of the co-administration of poly(propylene imine)
dendrimers and ciprofloxacin (2014) New Journal of Chemistry, 38 (7), 2987-2992.

Felczak, A., Zawadzka, K., Wronska, N., Janaszewska, A., Klajnert, B., Bryszewska, M.,
Appelhans, D., Voit, B., Lisowska, K. Enhancement of antimicrobial activity by co-
administration of poly(propylene imine) dendrimers and nadifloxacin (2013) New Journal
of Chemistry, 37 (12), 4156-4162.

Lazniewska, J., Janaszewska, A., Mitowska, K., Caminade, A.-M., Mignani, S., Katir, N.,
Kadib, A.E., Bryszewska, M., Majoral, J.-P., Gabryelak, T., Klajnert-Maculewicz, B.
Promising low-toxicity of viologen-phosphorus dendrimers against embryonic mouse
hippocampal cells (2013) Molecules, 18 (10), 12222-12240.

Janaszewska, A., Ciolkowski, M., Wrobel, D., Petersen, J.F., Ficker, M., Christensen, J.B.,
Bryszewska, M., Klajnert, B. Modified PAMAM dendrimer with 4-
carbomethoxypyrrolidone surface groups reveals negligible toxicity against three rodent
cell-lines (2013) Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine, 9 (4), 461-464.

Neelov, .M., Janaszewska, A., Klajnert, B., Bryszewska, M., Makova, N.Z., Hicks, D.,
Pearson, H.A., Vlasov, G.P., llyash, M.Yu., Vasilev, D.S., Dubrovskaya, N.M.,
Tumanova, N.L., Zhuravin, L.A., Turner, AJ., Nalivaeva, N.N. Molecular properties of
lysine dendrimers and their interactions with af-peptides and neuronal cells (2013)
Current Medicinal Chemistry, 20 (1), 134-143.

Ciepluch, K., Ziemba, B., Janaszewska, A., Appelhans, D., Klajnert, B., Bryszewska, M.,
Fogel, W.A. Modulation of biogenic amines content by poly(propylene imine) dendrimers
in rats (2012) Journal of Physiology and Biochemistry, 68 (3), 447-454.

Ciolkowski, M., Petersen, J.F., Ficker, M., Janaszewska, A., Christensen, J.B., Klajnert,
B., Bryszewska, M. Surface modification of PAMAM dendrimer improves its
biocompatibility (2012) Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine, 8 (6),
815-817.

Janaszewska, A., Ziemba, B., Ciepluch, K., Appelhans, D., Voit, B., Klajnert, B.,
Bryszewska, M. The biodistribution of maltotriose modified poly(propylene imine) (PPI)
dendrimers conjugated with fluorescein - Proofs of crossing blood-brain-barrier (2012)
New Journal of Chemistry, 36 (2), 350-353.

Janaszewska, A., Maczynska, K., Matuszko, G., Appelhans, D., Voit, B., Klajnert, B.,
Bryszewska, M. Cytotoxicity of PAMAM, PPl and maltose modified PPI dendrimers in
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Chinese hamster ovary (CHO) and human ovarian carcinoma (SKOV3) cells (2012) New
Journal of Chemistry, 36 (2), 428-437.

[5b25] Felczak, A., Wronska, N., Janaszewska, A., Klajnert, B., Bryszewska, M., Appelhans, D.,
Voit, B., Rozalska, S., Lisowska, K. Antimicrobial activity of poly(propylene imine)
dendrimers (2012) New Journal of Chemistry, 36 (11), 2215-2222.

[5b26] Ziemba, B., Janaszewska, A., Ciepluch, K., Krotewicz, M., Fogel, W.A., Appelhans, D.,
Voit, B., Bryszewska, M., Klajnert, B. In vivo toxicity of poly(propyleneimine)
dendrimers (2011) Journal of Biomedical Materials Research - Part A, 99 A (2), 261-268.

Pozostale publikacje naukowe

[5b27] Appelhans, D., Klajnert-Maculewicz, B., Janaszewska, A., Lazniewska, J., Voit, B.
Dendritic glycopolymers based on dendritic polyamine scaffolds: view on their synthetic
approaches, characteristics and potential for biomedical applications (2015) Chemical
Society Reviews, 44 (12), 3968-3996.

[5b28] Shcharbin, D., Janaszewska, A., Klajnert-Maculewicz, B., Ziemba, B., Dzmitruk, V.,
Halets, 1., Loznikova, S., Shcharbina, N., Milowska, K., lonov, M., Shakhbazau, A.,
Bryszewska, M. How to study dendrimers and dendriplexes Ill. Biodistribution,
pharmacokinetics and toxicity in vivo (2014) Journal of Controlled Release, 181 (1), 40-
52.

[5b29] Janaszewska A., Golanski J., Watata C. “Natural compounds as modulators of platelet
function. Nauka a zdravie — obcianske zdruzenie Bratislava, 2007, 207-232. — rozdziat w

monografii.
Doniesienia konferencyjne

e B. Ziemba, A. Janaszewska, W. A. Fogel, M. Krotewicz, K. Ciepluch, B. Klajnert, M.
Bryszewska: In vivo toxicity of polypropylenimine dendrimers, XLIV Zjazd Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego 16-19 wrzesnia 2009, L.6dz, Polska, Acta Biochim. Pol. (2009)
56, 192

e B. Ziemba, A. Janaszewska, K. Ciepluch, M. Krotewicz, W. A. Fogel, D. Appelhans, B.
Klajnert, M. Bryszewska Toxicity of polypropylenimine dendrimers with various degree of
sugar modification, XIV Zjazd Polskiego Towarzystwa Biofizycznego, 28-30 wrzesnia 2010,
1.6dZ, Poland, Curr. Topics Biophys. (2010) 33 B, 66

e Janaszewska, A. Felczak, N. Wronska, K. Lisowska, D. Appelhans, B. Voit, B. Klajnert, M.

Bryszewska, Poly(propylene imine) dendrimers — Potential antimicrobial agents? 3rd
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International Symposium on Biological Applications of Dendrimers BIO-Dendrimer 2012, 5-7
wrzesnia 2012, Toledo, Hiszpania, ksigzka abstraktow str. 53

e M. Maly, J. Maly, A. Semeradtova, E. Pedziwiatr-Werbicka, D. Wrobel, A. Janaszewska, J.
Frolik, A. Danani, D. Appelhans, F.-J. De La Mata, R. Gomez, J. Cladera, J.-P. Majoral, A.M.
Caminade, D. Shcharbin, J. Cermak, B. Klajnert-Maculewicz, M. Bryszewska, M.-F.
Ottaviani, M.A. Munoz-Fernandez, Molecular modeling of dendrimers and their interactions
with molecules of biomedical interest. 8th International Dendrimer Symposium, 23-27 czerwca
2013, Madryt, Hiszpania, ksigzka abstraktow str. 45

e M. Dabrzalska, A. Janaszewska, J. P. Majoral, B. Klajnert-Maculewicz, M. Bryszewska In
vitro evaluation of photodynamic activity of dendrimer-photosensitizer complexes,  4th
International Symposium on Biological Application of Dendrimers BIO-Dendrimer, 18-20
lipca 2014, Lugano, Szwajcaria, ksigzka abstraktow str. 58

e Janaszewska, D. Wrobel, J. F. Petersen, M. Ficker, J. B. Christensen, M. Marcinkowska, M.
Bryszewska, B. Klajnert-Maculewicz Modified PAMAM-pyrrolidone dendrimer as a
nanocarrier — pros and cons. 4th International Symposium on Biological Application of
Dendrimers BIO-Dendrimer, 18-20 lipca 2014, Lugano, Szwajcaria, ksigzka abstraktow str. 59

e M. Dabrzalska, A. Janaszewska, N. Benseny Cases, R. Barnadas, J. Cladera, S. Mignani, M.
Zablocka, J.-P. Majoral, M. Bryszewska, B. Klajnert-Maculewicz Dendrimer-photosensitizer
complexes: spectroscopic characterization and photodynamic activity in vitro on basal cell
carcinoma cell lines.The American Society for Nanomedicine (ASNM) 5th Annual
International Conference 15-17 pazdziernika 2015 Waszyngton, USA

e Kilajnert-Maculewicz, A. Janaszewska, M. Studzian, J. F. Petersen, M. Ficker, J. B.
Christensen, D. A. Tomalia Localization of fluorescent pyrrolidone-modified PAMAM
dendrimers in cells by confocal microscopy. 5th International Symposium on Biomedical
Applications of Dendrimers. 2-5 sierpnia 2016, Kopenhaga, Dania, ksiagzka abstraktow str. 82

e M. Gorzkiewicz, I. Jatczak-Pawlik, M. Studzian, L. Pulaski, D. Appelhans, B. Voit, A.
Janaszewska, B. Klajnert-Maculewicz Maltose-modified poly(propylene imine) dense shell
dendrimers activate the NF-xB signaling pathway in THP-1 monocytic cell line 5th
International Symposium on Biomedical Applications of Dendrimers. 2-5 sierpnia 2016,
Kopenhaga, Dania, ksigzka abstraktow str. 72

e Kilajnert-Maculewicz, M. Dabrzalska, A. Janaszewska, M. Zablocka, S. Mignani, J. P. Majoral
Phosphorus dendrimers as carriers of photosensitizers 5th International Symposium on
Biomedical Applications of Dendrimers. 2-5 sierpnia 2016, Kopenhaga, Dania, ksigzka

abstraktow str. 83
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e S. W. Svenningsen, A. Janaszewska, M. Ficker, J. F. Petersen, B. Klajnert-Maculewicz, J. B.
Christensen Two for the price of one: PAMAM-dendrimers with mixed phosphoryl choline
and oligomeric poly(caprolactone) surfaces 5th International Symposium on Biomedical

Applications of Dendrimers. 2-5 sierpnia 2016, Kopenhaga, Dania, ksigzka abstraktow str. 63
Zgloszenia patentowe

P.418949 — | Zastosowanie blekitu metylenowego i dendrymeru fosforowego generacji 2
posiadajgcego na powierzchni 24 grupy karboksylowe do wytwarzania leku przeznaczonego
do leczenia podstawnokomorkowego raka skory w terapii fotodynamicznej” — Tworcy:
Barbara Klajnert-Maculewicz, Anna Janaszewska, Monika Dgbrzalska, Jean-Pierre Majoral —
wniosek przyjeto do UP RP dn. 30.09.2016

P.418950 - ,Zastosowanie rézu bengalskiego i dendrymeru fosforowego 3 generacji
posiadajacego na powierzchni 48 grup amonowych do wytwarzania leku przeznaczonego do
leczenia podstawnokomorkowego raka skory w terapii fotodynamicznej” — Tworcy: Barbara
Klajnert-Maculewicz, Anna Janaszewska, Monika Dgbrzalska, Jean-Pierre Majoral —
whniosek przyjeto do UP RP dn. 30.09.2016

P.420273 — ,,Sposob otrzymywania koniugatu docetakselu i dendrymeru PAMAM generacji 4
posiadajagcego na powierzchni 64 grupy aminowe oraz zastosowanie docetakselu
i dendrymeru PAMAM generacji 4 posiadajacego na powierzchni 64 grupy aminowe do
wytwarzania leku przeznaczonego do leczenia raka piersi” — Tworcy: Barbara Klajnert-
Maculewicz, Anna Janaszewska, Monika Marcinkowska, Ewelina Sobierajska, Maciej
Stanczyk, Wtodzimierz Stanczyk — wniosek przyjeto do UP RP dn. 23.01.2017

P.420274 — ,,Sposob otrzymywania koniugatu docetakselu, trastuzumabu i dendrymeru PAMAM
generacji 4 posiadajacego na powierzchni 64 grupy aminowe oraz zastosowanie docetakselu,
trastuzumabu i1 dendrymeru PAMAM generacji 4 posiadajacego na powierzchni 64 grupy
aminowe do wytwarzania leku przeznaczonego do leczenia raka piersi” — Tworcy: Barbara
Klajnert-Maculewicz, Anna Janaszewska, Monika Marcinkowska, Ewelina Sobierajska,
Maciej Stanczyk, Wtodzimierz Stanczyk — wniosek przyjeto do UP RP dn. 23.01.2017

P.421439 — ,Sposéb otrzymywania koniugatu doksorubicyny, trastuzumabu i dendrymeru
PAMAM generacji 4 posiadajacego na powierzchni 64 grupy aminowe oraz zastosowanie
doksorubicyny, trastuzumabu i1 dendrymeru PAMAM generacji 4 posiadajacego na
powierzchni 64 grupy aminowe do wytwarzania leku przeznaczonego do leczenia raka
piersi” — Tworcy: Barbara Klajnert-Maculewicz, Anna Janaszewska, Monika Marcinkowska,
Ewelina Sobierajska, Maciej Stanczyk, Wtodzimierz Stanczyk — wniosek przyjeto do UP RP
dn. 27.04.2017
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P.421440 — ,,Sposob otrzymywania koniugatu paklitakselu, trastuzumabu i dendrymeru PAMAM

generacji 4 posiadajacego na powierzchni 64 grupy aminowe oraz zastosowanie paklitakselu,

trastuzumabu i dendrymeru PAMAM generacji 4 posiadajagcego na powierzchni 64 grupy

aminowe do wytwarzania leku przeznaczonego do leczenia raka piersi” — Tworcy: Barbara

Klajnert-Maculewicz, Anna Janaszewska, Monika Marcinkowska, Ewelina Sobierajska,

Maciej Stanczyk, Wtodzimierz Stanczyk — wniosek przyjeto do UP RP dn. 27.04.2017

5¢c) Autorstwo i wspélautorstwo publikacji naukowych

Wspotautorka 31 badawczych 1 przegladowych prac naukowych opublikowanych

w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym, znajdujacych si¢ na Liscie Filadelfijskie;j,

o tacznym indeksie cytowan 574 (Web of Science) i indeksie Hirscha = 13. Wspoétautorka

szesciu zgloszen patentowych.

osiggnig¢cia naukowego

Liczba opublikowanych prac 32
Sumaryczny impact factor * 150,003
Punkty MNiSW 1055
Liczba cytowan bez autocytowan 590
Indeks Hirscha 13
Impact factor osiagniecia naukowego™ 35,088
Punkty MNiSW osiggnig¢cia naukowego 270
Liczba cytowan bez autocytowan 76

* Zgodnie z rokiem opublikowania

5d) Udzial w projektach badawczych

2008-2010 projekt finansowany przez FNP TEAM/2008-1/5

i biomedyczne zastosowania dendrymerow” — zatrudnienie jako post-doc

,Biologiczne wlasciwosci

2010-2013 projekt MNiSW wspotfinansowany przy Akcji COST TD 0802 ,,Dendrimers in

biomedical applications” — zatrudnienie jako post-doc

2011-2013 grant NCN N N302 636640 ,,.Dendrymery polipropylenoiminowe: nanoczasteczki

o dziataniu przeciwbakteryjnym” — wykonawca
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2013-2016 grant HARMONIA finansowany przez NCN UMO-2013/08/M/NZ1/00761

,Badanie  dendrymeréw  fosforowych jako systemow  transportujacych

fotouczulacze” — zatrudnienie jako post-doc

2013-2016 grant OPUS  finansowany przez NCN  UMO-2012/07/B/ST5/02603

,,Oligosilseskwioksany jako nanotransportery lekow” — wykonawca

2015-2018 grant OPUS finansowany przez NCN UMO-2014/13/B/NZ3/04643 , Komorkowe
i molekularne mechanizmy dziatania kompleksow dendrymeréw PPI z lekami

przeciwnowotworowymi - analogami nukleozydowymi” — wykonawca

Uczestnictwo w programach europejskich oraz innych programach mi¢dzynarodowych

i krajowych

COST Action TD 0802 ,,Dendrimers in biomedical applications” (Training School, Workshop,
Short Scientific Mission)

Se) Staze zagraniczne i szkolenia

1. Wielka Brytania, University of Nottingham - pobyt naukowy - 07.2010

2. Wiochy, University of Milano—Bicocca, pobyt naukowy w ramach Akcji COST TD 0802
,Dendrimers in biomedical applications” - 03.2013

3. Czechy, Purkyné University in Usti nad Labem, pobyt naukowy w ramach Akcji COST TD
0802 ,,Dendrimers in biomedical applications”- 04.2013

4. Czechy, Purkyn& University in Usti nad Labem, pobyt naukowy w ramach ,Programu
wymiany osobowej z Czechami na lata 2013-2014"- 12.2014

5. Stany Zjednoczone, University of Kentucky - pobyt naukowy - 10.2015

» Polska, Uniwersytet Medyczny w Lodzi, Szkolenie z udzialem zwierzat laboratoryjnych -
indywidualna licencja na prace ze zwierzgtami (aktualna licencja nr 46/2015 — Rattus
norvegicus i Mus musculus — wazna do 12/2020) — 2006

 Polska, Uniwersytet Warszawski, Katedra Cytologii (prof. dr hab. A. Ciemerych-Litwinienko),
Kurs hodowli komorkowych — 2009

» SKILLS project — FNP, Scientific Writing Training with Jean—Luc Lebrun — Krakéw 2013

« Prof. Naoto Kawakami, Max Planck Institute of Neurobiology, Martinsried, Germany,
szkolenie — “Visualization of T cells within living animals using two—photon imaging” —
Uniwersytet L.odzki, 2015

5f) Nagrody i wyro6znienia

2003 — zespotowa nagroda naukowa pierwszego stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu Lodzkiego

za cykl publikacji
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2013 — zespotowa nagroda naukowa drugiego stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu Lodzkiego za
cykl publikacji na temat ,,Biologiczne wiasciwosci dendrymeréw”

2014 — zespotowa nagroda naukowa pierwszego stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu Lodzkiego
za cykl publikacji na temat ,,Badania biologicznych wiasciwosci i biomedycznych
zastosowan dendrymerow”

2014 — indywidualna nagroda naukowa Dziekana Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu L.odzkiego za osiggniecia w zakresie dorobku publikacyjnego

2016 — zespotowa nagroda naukowa drugiego stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu Lodzkiego za
cykl publikacji na temat ,Biologiczne wiasciwosci 1 biomedyczne zastosowania
nanouktadow”

2017 — indywidualna nagroda naukowa Dziekana Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska

Uniwersytetu £.odzkiego za osiagnigcia w zakresie dorobku publikacyjnego

2018 — zespotowa nagroda J.M. Rektora Uniwersytetu Lodzkiego za szczegdlne osiaggnigcia

naukowe finansowana z Funduszu Spodjnosci
5g) Recenzje artykulow

Recenzje artykutdéw w czasopismach tj. New Journal of Chemistry, Journal of Photochemistry &

Photobiology, Journal of Nanoparticle Research.
6. Dzialalnos$¢ dydaktyczna i organizatorska
6a) Opieka naukowa nad magistrantami

Paula Dziatak — tytul pracy magisterskiej: ,,Ocena efektywnosci dziatania koniugatow PAMAM-
doksorubicyna i PAMAM-doksorubicyna-glukoza w poréwnaniu do wolnej doksorubicyny” —

opiekun naukowy (data obrony 12 czerwca 2017)

Matgorzata Ksigzak — tytul pracy magisterskiej: ,,Molekularne mechanizmy aktywnosci
przeciwnowotworowej koniugatow dendrymeréw PAMAM, lekéw przeciwnowotworowych

i przeciwciata monoklonalnego” — opiekun naukowy (planowana data obrony: wrzesien 2018)
6b) Opieka naukowa nad doktorantami

mgr Monika Dabrzalska — tytut rozprawy doktorskiej: ,,Dendrymery fosforowe jako no$niki
fotouczulaczy stosowanych w terapii fotodynamicznej” — promotor pomocniczy (data otwarcia

przewodu 24.11.2015, planowana obrona: 19 czerwca 2018)

mgr Monika Marcinkowska — tytut rozprawy doktorskiej: ,,Koniugaty dendrymeru PAMAM G4
z lekami przeciwnowotworowymi i przeciwcialem monoklonalnym w badaniach in vitro” —

promotor pomocniczy (data otwarcia przewodu 30.05.2017, planowana obrona w 2018)
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6c) Osiagniecia dydaktyczne i w zakresie popularyzacji nauki

e Wygloszenie referatu popularnonaukowego w ramach wyktadow Nauka dla Biznesu w 2010 r
w Fundacji Rozwoju Przedsi¢biorczosci w Lodzi ,,TEAM znaczy zespot”.

e Reprezentowanie i promocja dorobku naukowego Wydziatu BiOS na Targach BioForum —
Budapeszt, Wegry, 2013.

e Wygloszenie referatu popularnonaukowego dla studentéw Purkynd University in Usti nad
Labem, Czechy podczas pobytu naukowego w 2014 r w ramach ,,Programu wymiany

osobowej z Czechami na lata 2013-2014".
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