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4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

A. Tytul osiggnigcia naukowego

Dendrymery jako potencjalne czynniki ochronne w chorobie Parkinsona

Osiagnigcie naukowe zostalo udokumentowane w formie cyklu publikacji. Kopie publikacji
wchodzacych w sktad osiagniecia naukowego znajduja si¢ w Zataczniku 5. Os$wiadczenia
wspotautorow publikacji wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego zawarte s3
w Zalaczniku 6.

B. Publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego:

1. Milowska K., Malachowska M., Gabryelak T., 2011, PAMAM G4 dendrimers affect the
aggregation of a-synuclein, Inter. J. Biol. Macromol. 48, 742-746. IF211 = 2,453,
MNiISW = 25

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

MOoj udziat procentowy szacuje na 85%.

2. Milowska K., Gabryelak T., Bryszewska M., Caminade A-M., Majoral J-P., 2012,
Phosphorus-containing dendrimers against a-synuclein fibril formation, Inter. J. Biol.
Macromol. 50, 1138-1143. 1F2012 = 2,596, MNiSW = 25

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

MOoj udziat procentowy szacuje na 80%.

3. Milowska K., Grochowina J., Katir N., El Kadib A., Majoral J-P., Bryszewska M., Caminade
A-M., Gabryelak T., 2013, Interaction between viologen-phosphorus dendrimers
and a-synuclein. J. Lumin, 134, 132-137. IF2013 = 2,367, MNiSW = 35

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

Moj udziat procentowy szacuje na 65%.
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4. Milowska K., Grochowina J., Katir N., El Kadib A., Majoral J-P., Bryszewska M., Gabryelak
T., 2013, Viologen-phosphorus dendrimers inhibit a-synuclein fibrillation. Mol.
Pharmaceutics 10, 1131-1137. 1F2013 = 4,787, MNISW = 45

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

Moj udziat procentowy szacuje na 70%.

5. Milowska K., Szwed A., Zablocka M., Caminade A.M., Majoral J-P., Mignani S., Gabryelak
T., Bryszewska M., 2014, In vitro PAMAM, phosphorus and viologen-phosphorus
dendrimers prevent rotenone-induced cell damage. Inter. J. Pharm. 474, 42-49. 1F2014 = 3,650,
MNiSW = 35

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

Moj udziat procentowy szacuje na 60%.

6. Milowska K., Szwed A., Mutrynowska M., Gomez-Ramirez R., de la Mata F.J., Gabryelak
T., Bryszewska M. 2015, Carbosilane dendrimers inhibit a-synuclein fibrillation and prevent
cells from rotenone-induced damage. Int. J. Pharm. 484, 268-275. 1F2014 = 3,650, MNiISW =
35

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

MOoj udziat procentowy szacuje na 70%.

Praca przegladowa

1. Szwed A., Milowska K., 2012, Rola biatek w chorobach neurodegeneracyjnych, Postepy Hig.
Med. Dosw. 66, 187-195. IF2012 = 0,552, MNiSW = 15

MOoj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji pracy, wspotudziale w
napisaniu pracy, wykonaniu rysunkow i przygotowaniu pracy do druku.
MOoj udziat procentowy szacuje na 50%.

Sumaryczne parametry publikacji wchodzgcych w sklad osiggniecia naukowego:
Impact Factor (wg JeR) - 20,055

punkty MNiSW - 215.

liczba cytowan - 61

(Impact Factor oraz punktacja MNiSW podane zgodnie z rokiem publikacji,
liczba cytowan wgWoS z dnia 15.03.2016 r.)
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C. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz
z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

WSTEP

Bezposrednig przyczyng choroby Parkinsona jest obumieranie neuronow w istocie
czarnej] mozgu, ktéore wytwarzaja dopaming, bgdaca neuroprzekaznikiem kontrolujagcym ruch
migsni. Aby opdzni¢ wystapienie nasilajacych si¢ objawow tej choroby, pacjentowi podaje si¢
lewodope (kwas (2S)-2-amino-3-(3,4-dihydroksyfenylo)propanowy), ktora jest prekursorem
dopaminy powodujacym zwigkszenie stezenia tego neuroprzekaznika w moézgu. Jednakze
leczenie farmakologiczne pozostaje nadal leczeniem objawowym, a nie przyczynowym, gdyz
mimo wieloletnich badan nad chorobg Parkinsona trudno jest jednoznacznie wskaza¢ czynnik

odpowiedzialny za $mier¢ neuronéw dopaminergicznych (Krygowska-Wajs i Wszolek, 2004).

Jednym z procesow przyczyniajacych si¢ do utraty neurondéw dopaminergicznych jest
agregacja a-synukleiny (ASN). Badania naukowe dowodza, ze a-synukleina odgrywa wazna rolg
nie tylko w rozwoju choroby Parkinsona, ale takze choroby Alzheimera z cialtami Lewy'ego,
otgpieniu z ciatami Lewy'ego i innych zaburzeniach neurodegeneracyjnych, znanych jako

synukleinopatie (Beyer, 2006; Giaccone i wsp., 2005; Solecka i wsp., 2005).

a-Synukleina (ASN) jest 140 aminokwasowym biatkiem wystepujacym glownie
w presynaptycznych zakonczeniach nerwowych o$rodkowego uktadu nerwowego. ASN sktada
si¢ z trzech domen (rys. 1). Region N-koncowy (reszty 1-60) jest bogaty w aminokwasy
zasadowe. Domena ta jest odpowiedzialna za wigzanie si¢ do lipidow i tworzenie si¢ a-helikalnej
struktury drugorzedowej (Kazmierczak i wsp., 2007). Silnie hydrofobowy obszar centralny
(reszty 61-95) stanowi amyloidogennag sekwencje NAC i wiele badan wskazuje na to, ze wlasnie
ten odcinek odpowiada za tworzenie si¢ formy [ i Samoistng agregacje a-synukleiny. Ten
fragment indukuje apoptoze w ludzkich komodrkach nerwiaka i aktywuje powstawanie rodnikéw
hydroksylowych w zakonczeniach neuronu presynaptycznego. Zawiera on sekwencje
aminokwasowe wystepujace w biatkach prionowych i1 amyloidzie AP, ktére sg niezbedne do
agregacji (Solecka i wsp., 2005). Region C-koncowy (reszty 96-140) jest szczeg6lnie bogaty
w proling i aminokwasy kwasne. Domena ta odgrywa wazng rol¢ w zapobieganiu agregacji
ASN, skutkom stresu oksydacyjnego oraz wykazuje aktywno$¢ opiekuncza (Binfoldi i wsp.,
2010; Cheng i wsp., 2011; Fink, 2006; Szwed i Milowska, 2012; Tashiro i wsp., 2008).
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Rys. 1. Struktura molekularna oraz charakterystyka funkcjonalna a-synukleiny (Szwed
i Milowska, 2012)

Fizjologiczna funkcja tego biatka nie jest do konca poznana. Liczne badania sugeruja, ze
a-synukleina uczestniczy w ksztaltowaniu plastycznos$ci synaptycznej, regulacji transportu
pecherzykowego oraz przekaznictwa dopaminergicznego (Cabin i wsp., 2002; Narayanan i wsp.,
2005; Sidhu i wsp., 2004a, 2004b; Steidl i Gomez, 2003) a takze pelni funkcje biatka
opiekunczego i antyapoptotycznego (da Costa i wsp., 2002; Jensen i wsp., 2003). Jednakze
wilasciwosci bialka i jego neurotoksyczne dziatanie zalezy od przyjetej przez biatko konformacji.
Pierwszym etapem procesu agregacji jest przyjmowanie przez ASN struktury B-harmonijki
a nastepnie powstawanie rozpuszczalnych oligomerdéw (protofibryli), ktore obecnie uwaza si¢ za
szkodliwe dla komoérek nerwowych (Ding i wsp., 2002). Oligomery te oddzialuja z btonami
pecherzykéw synaptycznych przez co przyczyniaja si¢ do powstawania poréw i uwalniania
nueroprzekaznikow do cytoplazmy (Kazmierczak i wsp., 2013; Lashuel i wsp., 2002).
Protofibryle majg sktonnos$¢ do dalszej agregacji i tworzenia nierozpuszczalnych ztogdéw, ktore
sa odktadane w komorkach nerwowych w postaci cial Lewy’ego. Z jednej strony postepujaca
agregacja moze chroni¢ komorki przed toksycznym dziataniem oligomerow, ale z drugiej

powstate ztogi moga w sposdb mechaniczny uszkadza¢ neurony, a takze zaburza¢ funkcje biatka
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spowodowane zmniejszeniem jego biodostepnosci (Cookson, 2009; Kazmierczak i wsp. 2004).
W wyniku agregacji a-synukleiny dochodzi rowniez do zaburzenia jej funkcji jako biatka

opiekunczego 1 antyapoptotycznego.

Proces agregacji ASN skutkuje rowniez zaburzeniami homeostazy uktadu
dopaminergicznego. a-Synukleina w formie fizjologicznej reguluje syntez¢ i poziom dopaminy
poprzez hamowanie aktywno$ci hydroksylazy tyrozynowej (HT) - kluczowego enzymu
biorgcego udziat w tym procesie. Wraz z postgpujacym procesem agregacji ASN, spada stezenie
jej rozpuszczalnej formy, co ogranicza wigzanie z enzymem HT, w wyniku czego dochodzi do
jego nadmiernej aktywnosci. Prowadzi to do zaburzenia homeostazy dopaminy i wzrostu jej
stezenia w cytoplazmie, a w konsekwencji do wytworzenia toksycznych zwigzkéw, gdyz
dopamina, w obecnosci tlenu czasteczkowego i w fizjologicznym pH moze ulegad
autooksydacji. Produktami tego procesu sa toksyczne semichinony, chinony, rodniki
ponadtlenkowe i nadtlenek wodoru (Lotharius i Brundin, 2002; Sidhu i wsp., 2004a). Zatem
niedobdr dopaminy w mozgu spowodowany $miercig neuronéw dopaminergicznych wptywa na
zaburzenia ruchu. Jednakze nadmiar dopaminy w komoérkach réwniez jest niebezpieczny, gdyz
moze przyczynia¢ si¢ do powstawania reaktywnych form tlenu a w konsekwencji do $mierci
neuronow. Z tego wzgledu proces agregacji o-synukleiny jest niewatpliwie toksyczny dla
komorek nerwowych i niezwykle wazne jest utrzymanie stalego poziomu a-synukleiny

w organizmie, gdyz zapewnia to prawidtowe funkcjonowanie osrodkowego uktadu nerwowego.

Agregacja a-synukleiny nie jest jedyng przyczynag choroby Parkinsona. Wedlug danych
literaturowych na rozwoj choroby Parkinsona moze mie¢ wptyw wiele réznych czynnikow:
uwarunkowania genetyczne, wiek, czynniki $rodowiskowe, w tym niektore pestycydy

(np. rotenon), zakazenia bakteryjne i wirusowe oraz stres oksydacyjny.

Obecnie w badaniach intensywnie poszukuje si¢ czynnikow, ktére moglyby mie¢ znaczenie
w hamowaniu procesOw neurodegeneracyjnych. Potencjalnym czynnikiem zapobiegajacym
agregacji ASN moga by¢ dendrymery, ktore sg stosunkowo nowymi, wysoce rozgatezionymi
polimerami. Specyficzna struktura tych zwigzkow znaczaco wptywa na ich wlasciwosci, co ma
istotne znaczenie w wykorzystaniu ich w medycynie. Obecnos¢ wolnych przestrzeni wewnatrz
czasteczki pozwala na zamykanie 1 przenoszenie mniejszych molekut. Roéwniez obecnos¢
licznych grup funkcyjnych na powierzchni pozwala na przytaczenie i transportowanie matych

czastek. Dlatego dendrymery dzigki swej budowie doskonale nadaja si¢ na no$niki lekow
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np. przeciwnowotworowych i na wektory genow w terapii genowej (Klajnert i Bryszewska,

2001, Svenson i Tomalia, 2005).

Dzigki odpowiedniej modyfikacji powierzchni dendrymeru, mozna Skierowaé go do
komorek rakowych i zapewni¢ uwalnianie leku tylko w tym miejscu, gdzie rozwija si¢
nowotwor. Dodatkowym efektem jest rowniez spowolnienie uwalniania si¢ leku, co jest
szczegoblnie istotne, gdyz pozwala obnizy¢ jego toksyczno$¢ w stosunku do zdrowych komoérek

(Svenson i Tomalia, 2005).

Dendrymery moga by¢ nie tylko no$nikami lekéw, ale same rowniez wykazuja
wlasciwosci lecznicze, co zwigzane jest z ich duzym powinowactwem do struktur biatkowych.
Moga one np. blokowa¢ receptory na powierzchni komorek, bedace miejscem przytaczania si¢
wiruséw, i w ten sposob nie dopuszczaé do infekcji (Lazniewska i wsp., 2013). Opracowano juz
nawet pierwszy dendrymerowy lek zapobiegajacy infekcji wirusem HIV (VivaGel, Starpharma,
Australia). Fakt ten sprawil, Zze obecnie obserwuje si¢ coraz szersze zainteresowanie
dendrymerami i coraz wigcej laboratoridéw pracuje nad synteza nowych rodzajow dendrymerow.
Zabiegi te maja na celu uzyskanie dendrymeréw o jak najlepszych wlasciwosciach

biologicznych i jak najmniejszej toksycznosci

Kolejne, obiecujace dzialanie terapeutyczne dendrymerdw, to zapobieganie tworzeniu si¢
struktur amyloidowych, lezacych u podtoza schorzen neurodegeneracyjnych, takich jak choroby
prionowe czy choroba Alzheimera (Klajnert i sp., 2006a; 2006b, 2007). Po raz pierwszy
zaobserwowano, ze dendrymery hamuja powstawanie ztogow amyloidowych po
przeprowadzeniu doswiadczen polegajacych na inkubacji zainfekowanych komorek uktadu
nerwowego z dendrymerami. Komorki uzyskane z homogenatu mozgdéw organizmow
zarazonych chorobg prionowa charakteryzuja si¢ obecnoscig form biatkowych opornych na
trawienie przez enzymy bialkowe. Wtasnie te formy biatkowe, ktdre nie moga ulec naturalnej
degradacji stanowig zalgzek ztogow amyloidowych. Po inkubacji komoérek z dendrymerami nie
stwierdzono obecno$ci form biatkowych opornych na hydrolize. Swiadczy to o tym,
ze dendrymery nie tylko hamuja powstawanie niepozadanych form biatkowych, ale rowniez
usuwaja z uktadu juz istniejgce. Nalezy zatem przypuszczaé, iz mechanizm ich dzialania nie
ogranicza si¢ do blokowania koncéw monomeréw, z ktorych powstaja zlogi, ale zapewne

dochodzi do rozbijania juz istniejgcych agregatow (Supattapone i wsp. 1999).
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Dendrymery, posiadajac takie wlasciwo$ci, moga stanowi¢ wazng grupe farmaceutykow

w stanach, gdzie nadmierna agregacja biatek lezy u zrédet patomechanizmu choroby lub jej

powiktan.

CELE

Glownym celem pracy byto scharakteryzowanie réznych grup i generacji dendrymerow

jako potencjalnych czynnikow zapobiegajacych rozwojowi choroby Parkinsona.

CELE SZCZEGOLOWE

1. Ocena skuteczno$ci réznych rodzajow i generacji dendrymeréw w hamowaniu procesu

agregacji a-synukleiny.

2. Zbadanie czy dendrymery moga zapobiega¢ uszkodzeniom komodrek hipokampa myszy

(mHippoE-18) wywotanych dziataniem rotenonu in vitro.

DENDRYMERY

W pracy badano dendrymery:

poliamidoaminowe (PAMAM) generacji 3 i 4 z grupami aminowymi
na powierzchni oraz generacji 3,5 z grupami karboksylowymi zakupione w firmie
Sigma-Aldrich (USA)

fosforowe generacji 3 (pd-3) i generacji 4 (pd-4) z grupami dietyloaminowymi
na powierzchni zsyntezowane w Laboratoire de Chimie Coordination du CNRS
(Francja)

wiologenowo-fosforowe generacji 0 z grupami dietylofosfonianowymi
(vdp-1) i polietylenoglikolowymi (vpd-2) na powierzchni zsyntezowane
w Laboratoire de Chimie Coordination du CNRS (Francja)

karbokrzemowe (BDBR) generacji 2 z grupami aminowymi na powierzchni
(BDBR11) i grupami dimetyloaminowymi (BDBR7) zsyntezowane

w Departamento de Quimica Inorganica, Universidad de Alcala (Hiszpania).
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ODDZIALYWANIE POMIEDZY DENDRYMERAMI A a-SYNUKLEINA

Pierwszym etapem badan bylo sprawdzenie czy dendrymery moga oddziatywaé
z o-synukleing. Badania rozpoczeto od dendrymeréw poliamidoaminowych (PAMAM)
generacji 4 z grupami aminowymi na powierzchni oraz generacji 3,5 z grupami
karboksylowymi. Oceniano wptyw dendrymeréw PAMAM na fluorescencj¢ wilasng reszt
tyrozynowych w biatku. a-Synukleina posiada cztery reszty tyrozynowe i nie posiada reszt
tryptofanowych. Po dodaniu dendrymeréw z grupami aminowymi obserwowano istotny
statystycznie wzrost intensywnosci fluorescencji, czego nie obserwowano w przypadku
dendrymerow PAMAM 2z grupami karboksylowymi (Milowska i wsp., 2011). Dendrymery
fosforowe generacji 3 i 4 przyczynialy si¢ natomiast do gaszenia fluorescencji, przy czym
dendrymer pd-4 byt silniejszym wygaszaczem. Zmiany fluorescencji wlasnej tyrozyny swiadcza
o zmianach konformacyjnych biatka (Milowska i wsp., 2012). Rowniez dendrymery
wiologenowo-fosforowe efektywnie gasity fluorescencje tyrozyny i wywotywaly zmiany
konformacyjne w czasteczce a-synukleiny. Wykazano dynamiczny mechanizm gaszenia
fluorescencji dla dendrymeru vpd-1, natomiast w przypadku dendrymeru vpd-2 zaobserwowano
zarOwno statyczny jak i dynamiczny mechanizm gaszenia fluorescencji reszt tyrozynowych
(Milowska i wsp., 2013a).

Oddziatywanie denrymeréw z natywng czasteczka ASN badano réwniez oceniajac
wptyw dendrymerdéw na struktur¢ drugorzedowag biatka oraz mierzac potencjat zeta biatka
w obecno$ci dendrymeréw. Dodanie dendrymeréw w niskich stezeniach do bialka (stosunek
molowy ASN:D - 1:2 dla PAMAM, pd i vpd oraz 1:5 dla BDBR) nie wptywato na zmiane
ksztaltu widma dichroizmu kolowego ASN, co oznacza, Ze badane dendrymery nie powodowaty

zmian w drugorzgdowe;j strukturze biatka (Milowska i wsp.,2011, 2012, 2013a i 2015).

Potencjat zeta charakteryzuje podwojng warstwe elektryczna, ktéra tworzy si¢ na granicy
faz ciecz-czasteczka. Dodanie dendrymerow vpd do ASN skutkuje zmiang potencjatu od -21 mV
do -6 mV dla vpd-1i - 3 mV dla vpd-2 (Milowska i wsp. 2013b). W przypadku dendrymerow
karbokrzemowych obserwowano zmiang potencjalu ASN do wartosci - 3 mV dla BDBR7
i + 155 mV dla BDBR11 (Milowska i wsp. 2015). Catkowity tadunek w czasteczce ASN
w neutralnym pH wynosi - 9, ale jego rozklad jest réozny w poszczegdlnych domenach.

Dendrymery wiologenowo-fosforowe majg tadunek dodatni (+12), ale grupy wiologenowe
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obdarzone tadunkiem znajduja si¢ wewnatrz czasteczki. Dendrymery karbokrzemowe maja
tadunki (+16), ale dendrymer BBR7 posiada grupy koncowe -NH(CHz3)2", natomiast BDBR11
-NHs3". Potencjal zeta kompleksu ASN-dendrymer osigga warto$ci dodatnie tylko dla
dendrymeré6w BDBR11, bo tadunek dodatni tych dendrymerdéw znajduje si¢ na powierzchni i nie

jest neutralizowany przez inne grupy.

Pomiar potencjalu zeta pozwolil rowniez okreslic w jakich stosunkach molowych
powstaja elektrostabilne kompleksy biatko-dendrymer. Na jedna czasteczke ASN przypada
1,5 czasteczki vpd-1, 1 czasteczka vpd-2, 5 czasteczek BDBR7 1 2 czasteczki BDBR11
(Milowska i wsp., 2013b; 2015).

HAMOWANIE PROCESU AGREGACIJI a-SYNUKLEINY

Hamowanie procesu agregacji o-synukleiny (ASN) jest potencjalng strategia
terapeutyczng W leczeniu choroby Parkinsona i innych synukleinopatii. Celem moich badan byto
sprawdzenie czy wybrane dendrymery moga hamowaé proces agregacji ASN w warunkach
in vitro. Wpltyw dendrymerdéw na proces agregacji badano metodg spektroskopii dichroizmu
kotowego 1 fluorymetryczng z zastosowaniem znacznika tioflawiny T (ThT), ktory selektywnie

wigze si¢ do powstajacych w ukladzie fibryli.

Widma dichroizmu kotowego a-synukleiny sa typowe dla biatek o strukturze
nieuporzgdkowanej z minimum w zakresie 200-204 nm i drugim 0 mniejszej intensywnosci przy
ok. 229 nm. Inkubacja ASN przez 48 godz. w temperaturze 37°C prowadzi do jej samoistne]
agregacji, co na widmie dichroizmu kotowego obserwowane jest jako zmiana ksztattu widma.
Pojawia si¢ sygnal dodatni w zakresie 199-206 nm, ktory wskazuje na przeksztalcenie
nieuporzadkowanej formy biatka w strukture¢ . Wyniki uzyskane metoda fluorymetryczna
potwierdzaja tworzenie si¢ fibryli biatka w wyniku inkubacji ASN. Inkubacja biatka
z dendrymerami PAMAM G4 obdarzonymi tadunkiem dodatnim na powierzchni przyczynia si¢
spowolnienia i cze$ciowego zahamowania procesu agregacji. W obecnosci dendrymerow
PAMAM G4 obserwowane jest wydluzenie fazy zarodkowania (faza lag), zmniejszenie
szybkosci wydtuzania si¢ fibryli (mierzone jako nachylenie wyktadniczej czes$ci krzywej
sigmoidalnej) 1 znaczne zmniejszenie iloSci powstatych fibryli. Natomiast inkubacja biatka
z dendrymerami PAMAM G3,5 nie wplywa znaczaco na proces jego fibrylacji, a zatem
dendrymery obdarzone tfadunkiem ujemnym nie hamujg tego procesu (Milowska i wsp. 2011).
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Druga badana grupa dendrymeréw, kationowe dendrymery fosforowe generacji 3 i 4,
w niskich stgzeniach (stosunek molowy ASN:D = 1:0,1 i 1:0,5) rowniez przyczynia si¢ do
zahamowania tworzenia si¢ struktury P oraz fibryli, natomiast inkubacja z dendrymerami
fosforowymi w wyzszych stezeniach nie hamuje procesu fibrylacji. W stosunku molowym
ASN:D rownym 1:0,1 dla obu generacji oraz 1:0,5 dla pd-G3 nie obserwowano fibryli.
W przypadku, gdy liczba czasteczek dendrymeru byta rowna lub wigksza niz liczba czasteczek
ASN (ASN:D 1:1 oraz 1:2), koncowa ilos¢ fibryli byta na tym samym poziomie co dla samej
a-synukleiny. Wyniki te wskazujg, ze dendrymery w niskich stezeniach sg termodynamicznymi
inhibitorami procesu fibrylacji, poniewaz ostateczna ilo§¢ fibryli jest zmniejszona. Inhibitory
kinetyczne charakteryzuja si¢ za$ réznicami w fazie zarodkowania, ale ostateczna ilo$¢
powstajacych fibryli jest bez zmian. Wydaje si¢ zaskakujace, ze dendrymery w wyzszych
stezeniach nie zapobiegaja procesowi fibrylacji. Mozna to wyjasni¢ tym, ze dendrymery
fosforowe majg tendencj¢ do taczenia si¢ w wigksze aglomeraty, gdy W roztworze jest
odpowiednio duze stgzenie czasteczek i to prawdopodobnie blokuje oddziatywanie z biatkiem

i zarazem nie hamuje procesu agregacji (Milowska i wsp. 2012).

Po 48 godz. inkubacji ASN z dendrymerami wiologenowo-fosforowymi nie stwierdzono
istotnych zmian w ksztalcie widma CD w poréwnaniu do widma nieinkubowanej ASN.
Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze dendrymery vpd stosowane we wszystkich
badanych stezeniach hamuja tworzenie struktury B biatka. Wyniki te zostaty potwierdzone przez
badania fluorymetryczne. W zaleznosci od stezenia dendrymeru i grup na powierzchni, proces
ten moze by¢ nieznacznie lub nawet catkowicie zablokowany. Bardziej skutecznym inhibitorem
jest dendrymer vpd-1, ktéry w dwoch nizszych stezeniach prawie catkowicie hamuje fibrylacje,
natomiast vpd-1 w wyzszych stezeniach i vpd-2 nie hamujg catkowicie tego procesu, ale
W znacznym stopniu przyczyniaja si¢ do zmniejszenia ilosci utworzonych fibryli. Wyniki
te wskazuja, ze dendrymery wiologenowo-fosforowe, podobnie jak dendrymery fosforowe,

sg termodynamicznymi inhibitorami procesu fibrylacji (Milowska i wsp. 2013b).

Badania wykazaty, ze rowniez kationowe dendrymery karbokrzemowe generacji 2
roznigce si¢ grupami funkcyjnymi hamuja tworzenie si¢ fibryli, a dane dichroizmu kotowego
potwierdzity, ze inkubacja ASN z dendrymerami zapobiega zmianie struktury drugorzedowej

biatka (Milowska i wsp. 2015).

Na podstawie danych literaturowych mozna stwierdzi¢, ze istnieja trzy mechanizmy

hamowania procesu agregacji przez dendrymery. Pierwszy z mechanizméw polega na
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efektywnym obnizeniu stg¢zenia biatka w wyniku zwigzania si¢ z dendrymerem. Drugim
mechanizmem hamowania agregacji jest przylaczenie dendrymerow do koncow fibryli i blokada
ich rozwoju a trzeci mozliwy mechanizm to tamanie istniejacych juz fibryli (Klajnert i wsp.
2006a).

Podsumowujac ten etap badan mozna stwierdzi¢, ze do inhibicji procesu fibrylacji
wymagana jest obecnos¢ dodatnich tadunkow w czasteczce dendrymeru, ale liczba tadunkow
dodatnich dla danego typu dendrymeru nie wptywa na jego aktywnos¢. Fibrylacje hamuja
zarowno dendrymery wiologenowe (vpd-1 i vpd-2), ktére majg 12 tadunkéw dodatnich), czy
karbokrzemowe (+16), jak i dendrymery obdarzone wigksza liczbg tadunkow dodatnich czyli
PAMAM (+64) lub dendrymery fosforowe (+48 lub +96). Ladunki ujemne na powierzchni nie
pozwalaja dendrymerom na hamowanie fibrylacji ASN. Inhibicja réwniez nie zalezy od
generacji dendrymeru, gdyz hamuja fibrylacj¢ zaré6wno dendrymery fosforowe (G3 i G4),
jak i wiologenowo-fosforowe generacji 0. Jednakze obecno$¢ grup fosfonianowych
na powierzchni dendrymeru vpd-1 pozwala bardziej skutecznie hamowac¢ ten proces, niz to ma
miejsce dla dendrymeru vdp-2 z polietylenoglikolowymi (PEG) grupami koficowymi. Swiadczy
to o wplywie grup koncowych na wlasciwosci dendrymeréw. Wsrdéd dendrymerdw
karbokrzemowych generacji 2 rowniez rodzaj grupy koncowej miat znaczenie i skuteczniejszy

okazat sie dendrymer BDBR11 z grupg -"NHa.

W celu poréwnania skutecznosci dendrymeré6w w hamowaniu procesu fibrylacji
obliczono procent inhibicji tego procesu. Procent inhibicji obliczono wykorzystujac nat¢zenia
fluorescencji znacznika ThT w roztworze samej ASN i w obecnosci dendrymerdéw po 72 godz.
inkubacji. Wyniki przedstawiono w tabeli 1. Najskuteczniejszymi dendrymerami okazaty si¢
dendrymery karbokrzemowe. Wysoka sklonno§¢ do inhibicji procesu fibrylacji wykazaly

rowniez dendrymery wiologenowo-fosforowe (Milowska i wsp., 2013b, 2015).
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Tabela 1. Skuteczno$¢ roznych typow dendrymeréw w hamowaniu fibrylacji a-synukleiny
(Milowska i wsp., 2013b, 2015)

Dendrymery Grupy koncowe Eadunek Stosunek molow % inhibicji
ASN/D

PAMAM G3;! -COO - 64 1:1 53+4,3

1:2 30+28

G4 -*NH3 + 64 1:1 272+29

1:2 30,3+£3,2

Fosforowe G3 -N*HEt; +48 1:0,1 63,9+3,0
(pd) 1:0,5 59,7+25

1:1 78+34

1:2 6,0+3,0

G4 -N*HEt, + 96 1:.0,1 48,5+ 3,3

1:0,5 36,327

1:1 32+27

1:2 12+0,7

Wiologenowo-fosfor GO -P(O)(OEY), +12 1:0,5 90,7+3,4
(vpd) 1:1 86,7+1,9
1:1,5 71,8+1,3

1:2 73,7+1,.2

GO PEG +12 1:.0,5 739+2,1

(M=2000 Da) 1:1 73,0+1,7

1:1.5 74,0£25

1:2 712+1,9

Karbokrzemowe G2 -*NH(Me): +16 1:1 91,8+0,5
BDBR7 1:2 952+1,3
1.5 96,9+ 1,4

BDBR11 G2 -*NH; +16 1:1 969+1,9
1:2 93,6+25

1.5 952+2,1

Skuteczno$¢ dendrymeréw w hamowaniu fibrylacji ASN mozna przedstawic
nastepujaco:

BDBR7 > BDBR11 > vpd-1 > vpd-2 >pd-3 > pd-4 > PAMAM G4 >> PAMAM G3,5
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CZY DENDRYMERY CHRONIA KOMORKI PRZED TOKSYCZNYM
DZIALANIEM ROTENONU?

Wzrost liczby ludnosci na Ziemi w ciggu ostatnich kilku dekad wywotat presje,
aby produkowa¢ wigcej zywnosci i taniej. Efektem tego jest coraz powszechniejsze stosowanie

nawozow sztucznych i pestycydéw, ktore nie sg obojetne dla zdrowia cztowieka.

Narazenie na dziatanie pestycydow prowadzi do zachwiania rownowagi oksydacyjnej
w komorkach i stresu oksydacyjnego (Grosicka-Maciag, 2011). Jednym z takich zwigzkow jest
rotenon, uznawany za pestycyd ekologiczny, bo jest naturalnie wystgpujacym izoflawonem
I otrzymuje si¢ go z korzeni ro$lin nalezacych do rodziny Fabaceae (Derris elliptica or
Lonchocarpus). Charakteryzuje si¢ szerokim spektrum dziatania i jest stosowany od wielu lat na
duzg skale w preparatach owadobojczych i w piscicydach. Pomimo jego zalet jako pestycydu,
rotenon moze powodowaé stres oksydacyjny, hamowa¢ mitochondrialny kompleks I,
przyczynia¢ si¢ do agregacji a-synukleiny i zaburzen uktadu ubikwityna-proteasom, co skutkuje
rozwojem choroby Parkinsona (Betarbet i Greenamyre, 2007; Caboni i wsp., 2004; Cannon
i wsp., 2009;. Elbaz i Tranchant, 2007; Tanner i wsp., 2011; Xiong i wsp., 2013). Z tego
wzgledu, indukowane rotenonem komodrkowe i zwierzece modele choroby Parkinsona sg czgsto

stosowane do badania potencjalnych srodkéw neuroochronnych.

W celu sprawdzenia czy dendrymery moga zapobiega¢ uszkodzeniom komorek
hipokampa myszy (mHippoE-18) wywolanych dzialaniem rotenonu in vitro badano:
cytotoksyczno$¢ rotenonu w obecnosci dendrymeréw stosujac test MTT (bromek 3-(4,5-
dimetylo-tiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu), poziom reaktywnych form tlenu z wykorzystaniem
sondy fluorescencyjnej H.DCFDA (dioctan 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny) i transbtonowy
potencjal mitochondrialny z uzyciem znacznika JC-1 (jodek 5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-

tetraetylobenzimidazolokarbocyjaniny).

Pierwszym etapem badan byla ocena wplywu rotenonu o réznych stezeniach na
zywotnos¢ komorek hipokampa myszy (mHippoE-18), poziom reaktywnych form tlenu oraz
transbtonowy potencjat mitochondrialny a nast¢gpnie wybor jednego ze stgzen, ktore zastosowano
w nastgpnych eksperymentach. Uzyskane wyniki wskazuja, ze cytotoksyczno$¢ rotenonu jest
zalezna od jego stezenia. Do dalszych badan wybrano stezenie 1 pumol/l czyli takie, ktére
obnizalo zywotno$¢ komorek do ok. 60 %, ale ilo$¢ rozpuszczalnika (DMSO) uzyta do

rozpuszczenia rotenonu nie miala wplywu na Zywotno$¢ komorek. Rowniez na podstawie
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wstepnych badan wybrano jedno stezenie dendrymerow (0,1 pmol/l), ktére stosowano w dalszej
pracy. Wszystkie badane dendrymery o stezeniu 0,1 umol/l nie powodowatly wigkszego niz 14 %

spadku zywotnosci komorek.

W celu sprawdzenia czy dendrymery mogg chroni¢ komorki przed toksycznym
dzialaniem rotenonu przeprowadzono godzinng preinkubacj¢ z dendrymerami, a nast¢pnie
komorki traktowano rotenonem. Istotno$¢ statystyczng okreslono w stosunku do komorek
traktowanych rotenonem o stezeniu 1 pmol/l. Wszystkie badane dendrymery majg korzystny
wptyw na zZywotno$¢ komorek inkubowanych z rotenonem. Zywotno$¢ komorek
preinkubowanych z dendrymerami byla znacznie wyzsza w poréwnaniu do komorek, ktore
traktowano tylko rotenonem. Dendrymer PAMAM G3, dendrymery fosforowe oraz dendrymery
karbokrzemowe powodowaty wzrost zywotnosci z 60% do ok. 75%. Efekt ochronny byt wyzszy
dla dendrymerow PAMAM G4 i dendrymeréw wiologenowo-fosforowych, dla ktorych
zywotnos$¢ osiggneta ponad 80%. Nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic pomigdzy
dendrymerami (Milowska i wsp. 2014, 2015).

W komorkach poddanych dziataniu rotenonu zaobserwowano drastyczny wzrost poziomu
reaktywnych form tlenu. Zaden z badanych dendrymeréw w zastosowanym stezeniu (0,1 umol/1)
nie powodowal istotnego statystycznie zwigkszenia produkcji reaktywnych form tlenu.
Natomiast w komorkach preinkubowanych z dendrymerami a nastgpnie poddanych dzialaniu
rotenonu zaobserwowano znaczne obnizenie poziomu reaktywnych form tlenu w poréwnaniu
z komorkami traktowanymi tylko rotenonem. Obecnos¢ dendrymeréw PAMAM G3 wptyneta na
zmniejszenie produkcji reaktywnych form tlenu 2-krotnie, a PAMAM G4 3-krotnie.
Dendrymery fosforowe, wiologenowo-fosforowe i karbokrzemowe jeszcze silniej hamowaty
produkcje reaktywnych form tlenu. Efekt byl porownywalny dla tych trzech grup dendrymerow
(Milowska i wsp. 2014, 2015)..

Rotenon (z wyjatkiem najnizszego st¢zenia) obnizal transblonowy potencjat
mitochondrialny. W najwyzszym zastosowanym stezeniu potencjal zostal obnizony do 27%.
Dendrymery PAMAM oraz karbokrzemowe nie zmienialy potencjalu blony mitochondrialne;,
natomiast dendrymery fosforowe i wiologenowo-fosforowe powodowaty nieznaczng

depolaryzacje btony mitochondrialnej, istotng statystycznie dla dendrymeru fosforowego pd-4.

Dendrymery PAMAM, karbokrzemowe i dendrymer wiologenowo-fosforowy cze$ciowo

zapobiegaja depolaryzacji btony mitochondrialnej wywotanej przez rotenon. Najskuteczniejszy
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jest dendrymer wiologenowo-fosforowy. Dendrymer fosforowy generacji 3, nie ma wptywu na
zmiany wywotane rotenonem, natomiast generacji 4 poglebia efekt dziatania rotenonu

(Milowska i wsp. 2014, 2015).

W celu wyjasnienia mechanizmu ochronnego dziatania dendrymeréw przeprowadzono
analiz¢ oddzialywania pomiedzy dendrymerami i rotenonem. Dendrymery maja zdolnos¢
wigzania w swoim wnetrzu matych czasteczek lub ich przylaczania do grup funkcyjnych
znajdujacych si¢ na powierzchni. Rotenon jest malg czgsteczka, ktora potencjalnie moze by¢
zamknigta wewnatrz dendrymerdéw. Sprawdzono takg mozliwo$¢ przez pomiar potencjatu zeta

dendrymeréw w obecno$ci rotenonu.

Wszystkie zastosowane dendrymery posiadajg tadunek dodatni na powierzchni, wiec
spodziewano si¢, ze potencjal zeta dendrymeréw bedzie dodatni, jednak dla dendrymeru
PAMAM wartos$ci te byty ujemne. Prawdopodobnie ma tu miejsce zaginanie grup koncowych

dendrymer6éw do jego wnetrza tzw. back-folding.

Analiza zmian potencjalu zeta dendrymeréw po dodaniu rotenonu sugeruje,
ze w pierwszym etapie czasteczki rotenonu wnikaly w wolne przestrzenie dendrymeréw -
potencjat zeta uktadu nie zmieniat si¢. Nastgpnie nastepowat spadek potencjatu zeta co $wiadczy
o przylaczaniu si¢ rotenonu do powierzchni dendrymeru 1 po osiggni¢ciu wysycenia rotenonem
warto$¢ potencjatu zeta pozostawata na stalym poziomie. Liczba czasteczek rotenonu
przylaczonych do jednej czasteczki dendrymeru (tabela 2.) zalezy od rodzaju i generacji
dendrymeru. Dendrymer wiologenowo-fosforowy jest generacji zerowej i ma otwartg strukture,
wiec z tego wzgledu nie obserwowano wnikania rotenonu do wnetrza dendrymeru (Milowska

i wsp., 2014, 2015).
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Tabela 2. Liczba czasteczek rotenonu przytagczona do jednej czasteczki dendrymeru (Milowska i
wsp., 2014, 2015).

Whnetrze czasteczki Razem
PAMAM G3 4 15
PAMAM G4 10 16
pd G3 - 9
pd G4 3 15-16
vpd GO - 8
BDBRY7 - 5
BDBR11 5 11

Rotenon przylacza si¢ do dendrymeru za pomocag wigzan wodorowych a w przypadku
dendrymeréw zawierajacych wewnatrz pierScienie aromatyczne nastepuje oddziatywanie
niekowalencyjne tzw. m-stacking, polegajace na bocznym naktadaniu uktadéw aromatycznych
bogatych w zdelokalizowane wigzania n. Zatem dendrymery fosforowe oraz wiologenowo-
fosforowe posiadajagce w swej czasteczce uklady aromatyczne moga wchodzi¢ w interakcje
z innym uktadem aromatycznym (rotenon).

Podsumowujac ten etap badan mozna stwierdzi¢, ze badane dendrymery zapobiegaja
uszkodzeniom komoérek wywolanych przez rotenon. Najbardziej skuteczny jest dendrymer
wiologenowo-fosforowy a nastgpnie dendrymery karbokrzemowe. Mechanizm ochronnego
dziatania dendrymeréw polega na wychwytywaniu czgsteczek rotenonu przez dendrymery

1 w ten spos6b zmniejszeniu szkodliwego dziatania pestycydu (rys. 2).
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% dendrimer

* rotenone

Rys. 2. Prawdopodobny mechanizm ochronnej roli dendrymeréow przed dziataniem rotenonu
(Milowska i wsp., 2014).

PODSUMOWANIE

Podsumowujac przeprowadzone badania mozna stwierdzi¢, ze:

e Badane dendrymery w niskich st¢zeniach oddzialuja z natywnag czasteczka
a-synukleiny, ale nie powodujg zmian jej struktury drugorzgdowej

e Dendrymery posiadajace ladunek dodatni moga by¢ potencjalnymi inhibitorami
procesu fibrylacji, a ich skutecznos$¢ zalezy od stezenia dendrymeru i rodzaju grup
funkcyjnych

e Najskuteczniejszymi inhibitorami procesu agregacji sg dendrymery karbokrzemowe
i wiologenowo-fosforowe

e Dendrymery chronig komorki przed szkodliwym dziataniem rotenonu

e Wychwytywanie rotenonu przez dendrymery jest glownym mechanizmem
ich ochronnego dziatania

e Najwicksze wlasciwosci ochronne wykazuja dendrymery karbokrzemowe

i wiologenowo-fosforowe
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WNIOSEK
Dendrymery karbokrzemowe i wiologenowo-fosforowe moga by¢ wykorzystane do
dalszych badan majacych na celu okreslenie ich przydatnosci jako potencjalnych lekéw

w chorobie Parkinsona.
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5. Omodwienie pozostatych osigenie¢ naukowo-badawczych

Dzialalnos$¢é naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora

Studia ukonczylam w 1999 roku na kierunku chemia Wydzialu Fizyki i Chemii (obecnie
Wydziat Chemii) Uniwersytetu todzkiego. Prace¢ magisterska pt.: "Zastosowanie
3-tiokarbamoilopropanofosfonianu dietylu w syntezie heterocyklicznych pochodnych kwasu
propanofosfonowego" wykonatam w Katedrze Chemii Organicznej i Stosowanej pod kierunkiem

prof. dr hab. Romualda Bartnika.

W 2000 roku rozpoczgtam prace w Katedrze Biofizyki Ogdlnej UL na stanowisku
asystenta. Poczatkowo moje zainteresowania naukowe dotyczyly badania wplywu czynnikéw
fizykochemicznych na komorki w badaniach in vitro. Efektem prowadzonych badan byto 5 prac
(Palecz i wsp., 2002; Gabryelak i wsp. 2002; Milowska i wsp., 2003a; Milowska i wsp.,
2003b, Milowska i Gabryelak, 2005a).

W 2002 roku zostatam stuchaczka Stacjonarnego Studium Doktoranckiego Cytogenetyki,
Genetyki Molekularnej i Radiobiologii Uniwersytetu L.60dzkiego. Prace doktorska pt. ,,Dziatanie
ultradzwickéw na erytrocyty jadrzaste" wykonalam w Katedrze Biofizyki Ogodlnej pod
kierunkiem prof. dr hab. Teresy Gabryelak. Celem mojej pracy bylo zbadanie wptywu
ultradzwigkdéw na wybrane sktadniki erytrocytow jadrzastych (btong komorkowa, hemoglobing
1 DNA), okreslenie mechanizmu dziatania ultradzwigkéw na erytrocyty oraz ocena dzialania
ultradzwieckéw w obecnosci ftalocyjanin. W efekcie tych badan powstaly nast¢pujace prace
Milowska i wsp. 2005, Milowska i Gabryelak 2005b,. Milowska i wsp. 2007*; Milowska
2007*, Milowska i Gabryelak, 2008*. Stopien doktora nauk biologicznych uzyskatam w 2007

roku.

W latach 2004-2006 odbytam trzy dwutygodniowe staze naukowo-badawcze w Stacji
Morskiej Instytutu Fizjologii i Biologii Morza w Tamaris/La Seyne sur Mer, Uniwersytet Claude

Bernard Lyon I we Francji. Podczas stazy uczestniczylam w badaniach oceniajagcych wplyw
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tanin na wybrane parametry komoérkowe zwierzat morskich (ryby i malze), ktorych rezultaty

przedstawiono w pracy Labieniec i wsp. 2009*.

* prace opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora
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Dzialalno$¢é naukowa po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora zostalam zatrudniona na stanowisku adiunkta w Katedrze
Biofizyki Ogoélnej i swojg aktywno$¢ naukowsg skierowatam na badania z obszaru nanobiologii.
Glownym tematem moich badan byla charakterystyka dendrymeréw jako potencjalnych
czynnikow zapobiegajacych agregacji a-synukleiny i chronigcych komorki przed toksycznym
dziataniem rotenonu. Publikacje dotyczace tego zagadnienia stanowig moje OSIAGNIECIE
NAUKOWE.

Dodatkowo uczestniczylam w wielu badaniach 1 projektach krajowych oraz
migdzynarodowych dotyczacych oceny biologicznych wlasciwosci nanoczastek (lista projektow
znajduje si¢ w zalaczniku 4) oraz bratam udzial w opisie wiasciwosci i potencjalnych
medycznych zastosowan dendrymeroéw (Sekowski i wsp. 2008; Shcharbin i wsp. 2014a,
Shcharbin i wsp. 2014b). W ramach wspoélpracy z Katedra Chemii Fizycznej Uniwersytetu
Lodzkiego wzielam udzial w badaniach dotyczacych oddzialywania dendrymerow z lekami
przeciwnowotworowymi (Buczkowski i wsp., 2011). Bylam promotorem pomocniczym
doktoratu dr Joanny Ftazniewskiej ,,Ocena toksycznosci dendrymerow wiologenowo-
fosforowych oraz fosforowych wobec mysich komérek nerwowych linii N2a i mHippoE-18”.
W zwigzku z powyzszym konsultowalam wybor metod oraz opracowanie 1 interpretacje
uzyskanych wynikéw badan, ktore przedstawiono w pracach: Lazniewska i wsp. 2012;
Lazniewska i wsp. 2013a; Lazniewska i wsp. 2013b; Lazniewska i wsp. 2013c.
Uczestniczytam réowniez w ocenie biologicznych wiasciwosci krzemionek mezoporowatych
(Pedziwiatr-Werbicka i wsp. 2014; Ferenc i wsp. 2015), dendrymeréw hybrydowych
(Moreno i wsp. 2015) oraz dendrymerow skompleksowanych z dwutlenkiem tytanu (Milowska
I wsp. 2015a). Jako wykonawca projektu NCN HARMONIA uczestniczylam w badaniach
mechanizmu oddzialywania dendrymeréw z biatkami (Nowacka i wsp., 2015a; Shcharbin
i wsp. 2015; Nowacka i wsp. 2016; Milowska i wsp. 2015b, Nowacka i wsp. 2015b).
W projekcie badawczym w ramach polsko-stowackiej wspotpracy dwustronnej MNiSW bratam
udzial w pracach majacych na celu ocen¢ oddzialywania dendrypleksow (kompleksow
dendrymerow z peptydami HIV-1) z liposomami (lonov i wsp. 2015a). Odbytam réwniez
dwutygodniowy staz w Katedrze Fizyki Jadrowej 1 Biofizyki Uniwersytetu im. Komenskiego
w Bratystawie (Stowacja). W ramach projektu FP7-PEOPLE-2012-IRSES NANOGENE
uczestniczytam w badaniach oddziatywania dendrymerow z siRNA (lonov i wsp. 2015b) oraz
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odbylam dwa staze naukowe (miesigczny w Instytucie Biologii Chemicznej i Medycyny
Fundamentalnej Rosyjskiej Akademii Nauk w Nowosybirsku (Rosja) oraz dwutygodniowy

w Instytucie Biofizyki i Inzynierii Komorki, Biatoruskiej Akademii Nauk w Minsku (Biatorus).
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Dzialalnos$é¢é dyvdaktyczna

Od momentu zatrudnienia w Katedrze Biofizyki Ogolnej UL prowadzilam zajecia
dydaktyczne ze studentami studiow stacjonarnych i niestacjonarnych na kierunkach: biologia,
ochrona srodowiska, biotechnologia i chemia kosmetyczna. Bratam udzial w opracowaniu
instrukcji 1 przygotowaniu ¢wiczen laboratoryjnych z przedmiotéw: Biofizyka medyczna,
Oddziatywanie promieniowania niejonizujacego i fal dzwigkowych z uktadami biologicznymi,
Biofizyka, Chemia fizyczna.

Bylam promotorem 5 oraz opiekunem naukowym 12 prac magisterskich. Kierowalam

4 pracami licencjackimi, w wyniku ktérych powstata publikacja Milowska i wsp. 2014,
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Milowska K., Grabowska K., Gabryelak T. 2014, Zastosowanie promieniowania
elektromagnetycznego w medycynie. Postepy Hig. Med. Dosw. 68, 473-482.

Dzialalno$¢ organizacyjna

Od poczatku pracy biore aktywny udzial w dziatalnos$ci organizacyjnej Katedry oraz
Wydzialu (m.in. Sekretarz Wydzialowej Komisji Rekrutacyjnej, cztonek Uczelnianych Komisji
Przetargowych). Uczestniczylam w imprezach o charakterze popularno-naukowym promujacym
Wydziat BiOS. Do najwazniejszych z nich naleza: Noc Biologéw, Festiwal Nauki Techniki
1 Sztuki. Organizowalam rowniez 1 przeprowadzatam warsztaty dla uczniow Szkot

Podstawowych.
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ZESTAWIENIE WYBRANYCH OSIAGNIEC

Liczba opublikowanych prac 38
Sumaryczny impact factor? 100,862
Impact factor OSIAGNIECIA NAUKOWEGO* 20,055
Punkty MNiSW ¢ 887
Punkty MNiSW OSIAGNIECIA NAUKOWEGO“ 215
Liczba cytowan (bez autocytowan) 214 (170)
Indeks Hirscha 9
@ zgodnie rokiem opublikowania
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