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Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem
podmiotu nadajgcego stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu
rozprawy doktorskie;j

Stopien doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki
biologiczne, specjalnos¢ biofizyka medyczna, nadany w dn. 21-01-2020 r. przez komisje

Uniwersytetu tddzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Tytut magistra na kierunku Biologia w zakresie Biologii Doswiadczalnej, Uniwersytet

tédzki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska.
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Biologicznych, Uniwersytet £édzki, starszy specjalista biolog

2014 Pracownia Mikroskopii Elektronowej, Uniwersytet tddzki, specjalista biolog


https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=16417133300
https://scholar.google.com/citations?user=PlhucAEAAAAJ&hl=en

Dr Sylwia Michlewska Zatqcznik nr 2 — Autoreferat

2001 -2010 Katedra Cytologii i Cytochemii Roslin, Uniwersytet tdédzki, pracownik

naukowo — techniczny

4. Omoéwienie osiggnie¢, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce

4.1. Tytut osiggniecia naukowego

Karbokrzemowe metalodendrymery z rutenem i miedzia jako nosniki lekéw

i proapoptotycznego siRNA do komorek nowotworowych

4.2. Wykaz publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe zawarte w niniejszej
rozprawie habilitacyjne;j

Liste publikacji, wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego zgtoszonego we wniosku
habilitacyjnym, wraz ze wskaznikami bibliometrycznymi i opisem mojego wktadu w powstanie
prac zamieszczono ponizej. Kopie publikacji zawarto w Zataczniku 4, a oswiadczenia
wspoétautoréw, okreslajgce ich wktad w kazdej z prac w Zatgczniku 5.

Sumaryczny wspétczynnik oddziatywania 6 publikacji (Impact Factor, IF) zgodnie z rokiem
2022 wynosi 35,875. taczna liczba punktéw wedtug wykazu MEIN z roku 2021 réwna jest 680.

W czterech pracach (1, 2, 3 i 4) jestem pierwszym autorem. W publikacjach 2, 3, 4i 6
jestem takze autorem korespondencyjnym. Wszystkie prace zostaly opublikowane
w czasopismach z listy JCR (Journal Citation Report).

Zgtoszony cykl publikacji jest wynikiem mojej pracy w krajowych i miedzynarodowych

zespotach badawczych ze wspdtautorami z Polski, Sfowacji, Hiszpanii, Grecji i Czech.

* - pierwsi wspotautorzy; # — autor/autorzy do korespondenc;ji.

1. Michlewska S.*, Kubczak M., Maroto-Diaz M., Sanz del Olmo N., Ortega P., Shcharbin D.,
Gomez Ramirez R., de la Mata F.J. lonov M. *# Bryszewska M. Synthesis and
Characterization of FITC Labelled Ruthenium Dendrimer as a Prospective Anticancer Drug.


http://expertus.lib.uni.lodz.pl/cgi-bin/expertus.cgi?KAT=%2Fhome%2Fexpertus%2Fpar%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Michlewska+Sylwia+
http://expertus.lib.uni.lodz.pl/cgi-bin/expertus.cgi?KAT=%2Fhome%2Fexpertus%2Fpar%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Kubczak+Ma%B3gorzata+
http://expertus.lib.uni.lodz.pl/cgi-bin/expertus.cgi?KAT=%2Fhome%2Fexpertus%2Fpar%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Maroto-D+%23237+az+Marta+
http://expertus.lib.uni.lodz.pl/cgi-bin/expertus.cgi?KAT=%2Fhome%2Fexpertus%2Fpar%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Sanz+del+Olmo+Natalia+
http://expertus.lib.uni.lodz.pl/cgi-bin/expertus.cgi?KAT=%2Fhome%2Fexpertus%2Fpar%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Ortega+Paula+
http://expertus.lib.uni.lodz.pl/cgi-bin/expertus.cgi?KAT=%2Fhome%2Fexpertus%2Fpar%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Shcharbin+Dzmitry+
http://expertus.lib.uni.lodz.pl/cgi-bin/expertus.cgi?KAT=%2Fhome%2Fexpertus%2Fpar%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Gomez+Ramirez+Rafael+
http://expertus.lib.uni.lodz.pl/cgi-bin/expertus.cgi?KAT=%2Fhome%2Fexpertus%2Fpar%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=de+la+Mata+Francisco+Javier+
http://expertus.lib.uni.lodz.pl/cgi-bin/expertus.cgi?KAT=%2Fhome%2Fexpertus%2Fpar%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Ionov+Maksim+
http://expertus.lib.uni.lodz.pl/cgi-bin/expertus.cgi?KAT=%2Fhome%2Fexpertus%2Fpar%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Bryszewska+Maria+
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Biomolecules, 9/9 (2019) 411; doi.org/10.3390/biom9090411. IF202= 6,064, punkty
MEiN2022 = 100.

Moj wktad w powstanie tej publikacji byt nastepujgcy: bytam wspottwdrcg koncepcji
badawczej, zaplanowatam i wykonatam wiekszos$¢ eksperymentéw, zinterpretowatam
dane w kontekscie wynikéw eksperymentalnych, przygotowatam materiat ilustracyjny,
napisatam manuskrypt. Méj udziat procentowy w powstaniu tej pracy wynosi 60%.

2 Michlewska S.*#, Maroto M., Hotota M., Kubczak M., Sanz del OlmoN., Ortega P.,

Shcharbin D., de la Mata J.F., Bryszewska m., lonov M* 2021 Combined therapy of
ruthenium dendrimers and anti-cancer drugs against human leukemic cells. Dalton Trans.,
13;50/27 (2021) 9500-9511. doi:10.1039/d1dt01388b. IF2022 = 4,569, punkty MEiN2022 =
140.
Moj wktad w powstanie tej publikacji byt nastepujgcy: bytam wspdéttwdrcg koncepcji
badawczej, zaplanowatam i wykonatam wiekszos$¢ eksperymentéw, zinterpretowatam
dane w kontekscie wynikdw eksperymentalnych, przygotowatam materiat ilustracyjny
napisatam manuskrypt, a takze petnitam role autora korespondencyjnego (wystatam
prace do czasopisma, prowadzitam korespondencje z Edytorem, zmodyfikowatam
manuskrypt zgodnie z sugestiami recenzentéw, a takize odpowiedziatam na uwagi
i pytania w trakcie recenzji pracy). Méj udziat procentowy w powstaniu tej pracy wynosi
65%.

3 Michlewska S. *#, Maly M., Wéjkowska D., Karolczak K., Skiba E., Hofota M., Kubczak M.,

Ortega P., Watala C., de la Mata F.J., Bryszewska M., lonov M. Carbosilane ruthenium
metallodendrimer as alternative anti-cancer drug carrier in triple negative breast cancer
mouse model: a preliminary study. Int. J. Pharm., 636 (2023) 122784.
doi:10.1016/j.ijpharm.2023.122784. IF2022 = 6,510, punkty MEiN2022 = 100.
Moj wktad w powstanie tej publikacji byt nastepujgcy: bytam autorem koncepcji
badawczej, otrzymatam pozwolenie komisji badan bioetycznych dot. wykonania
doswiadczen z zwierzetami, zaplanowatam eksperymenty dotyczace charakterystyki
powstawania komplekséw dendrymer/lek oraz eksperymenty in vitro i in vivo. Nastepnie
wykonatam lub uczestniczytam w wykonaniu zaplanowanych eksperymentéw. Na biezgco
interpretowatam uzyskane wyniki i podejmowatam decyzje dotyczace dalszych
eksperymentow. Nastepnie opracowatam dane i przygotowatam wykresy oraz rysunki,
napisatam manuskrypt i jako autor korespondencyjny wystatam prace do czasopisma. Moj
udziat procentowy w powstaniu tej pracy wynosi 65%.

4 Michlewska S. **, Garaiova Z., Subjakova V., Hotota M., Kubczak M., Grodzicka M., Okfa
E., Naziris N., Balcerzak t., Ortega P., de la Mata F.J., Hianik T., Waczulikova I., Bryszewska
M., lonov M. Lipid-coated ruthenium dendrimer conjugated with doxorubicin in anticancer
drug delivery: Introducing protocols. Colloids and Surf. B, (2023) 227:113371.
doi.org/10.1016/j.colsurfb.2023.113371. IF2022= 5,999. punkty MEiN2022 = 100.
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Méj wktad w powstanie tej publikacji byt nastepujgcy: bytam wspoétautorem koncepgji
badawczej. Nadzorowatam prace laboratoryjng doktorantdw zaangazowanych
w wykonanie eksperymentéw. Przygotowatam i przeanalizowatam nanosystemy
dendrymer/liposomy/lek, oraz wykonatam doswiadczenia in vitro. Nastepnie podczas
stazu w Uniwersytecie Komenskiego wraz z Prof. Ivetq Waczulikova i Dr Zuzang Garaiova
opracowatam uzyskane wyniki, przeanalizowatam dane, przygotowatam czes$¢ graficzng
i napisatam manuskrypt. Petnitam tez role autora korespondencyjnego, odpowiadajgc na
recenzje i wymieniajgc korespondencje z Edytorem. Mdj udziat procentowy wynosi 55%.

5. Sanz del Olmo N.*, Holota M.*, Michlewska S., Gdmez R., Ortega P., lonov M.*, de la

Mata F.J., Bryszewska M. Copper (ll) Metallodendrimers Combined with Pro-Apoptotic
siRNAs as a Promising Strategy Against Breast Cancer Cells, Pharmaceutics, 12/8 (2020)
727. doi.org/10.3390/pharmaceutics12080727. IF2022 = 6,525, punkty MEiN202, = 100.
Moj wktad w powstanie tej publikacji byt nastepujacy: wraz doktorantami zaplanowatam
eksperymenty i na biezgco interpretowalismy uzyskane wyniki. Wykonatam analizy
z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej. Bratam udziat w przygotowaniu szkicu
manuskryptu, a nastepnie w jego edycji i korekcie. Uczestniczytam réwniez w odpowiedzi
na recenzje. Méj udziat procentowy 23%.

6. Hotota M.*, Michlewska S.”, Garcia-Gallego S., Sanz del Olmo N., Ortega P., Bryszewska
M., de la Mata F.J., lonov M. Combination of copper metallodendrimers with conventional
antitumor drugs to combat cancer in in vitro models. Int. J. Mol. Sci., 24/4 (2023)
20234076. doi.org/10.3390/ijms24044076. IF2022 = 6,208. punkty MEiN022 = 140.

Moj wktad w powstanie tej publikacji byt nastepujgcy: Bratam udziat w przygotowaniu
koncepcji badawczej, zaplanowatam eksperymenty, wykonatam cze$é doswiadczen i wraz
z doktorantem mgr Marcinem Hototg interpretowaliSmy, a takie opracowywalismy
uzyskane wyniki, przygotowaliSmy ryciny i napisaliSmy manuskrypt. Nastepnie bratam
udziat w edycji i korekcie pracy. Jako autor korespondencyjny wystatam prace do
czasopisma i odpowiadatam na pytania recenzentdw. Moj udziat procentowy wynosi 25%.

4.3. Opis osiggniecia naukowego

4.3.1.Wprowadzenie

Pomimo imponujgcych postepdw medycyny, leczenie choréb nowotworowych weciaz
pozostaje wyzwaniem. Kazdego roku diagnozuje sie wiele réznych typow nowotwordw, ktére
mimo stosowania odpowiednio dobranej i stosunkowo efektywnej terapii wcigz prowadzg do

Smierci pacjentow (Golbaghi i Castonguay, 2020). Dodatkowym problemem, z ktérym boryka sie


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sanz%20del%20Olmo%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32748821
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holota%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32748821
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Michlewska%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32748821
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%26%23x000f3%3Bmez%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32748821
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ortega%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32748821
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ionov%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32748821
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20la%20Mata%20FJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32748821
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20la%20Mata%20FJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32748821
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bryszewska%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32748821
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics12080727
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aktualna medycyna jest lekooporno$é¢ komédrek zmienionych nowotworowo (Creixell i Peppas,
2012; Zhang c, 2014). Mimo licznych badan skupionych na rozwigzaniu tego problemu wcigz
poszukuje sie nowych, alternatywnych metod leczenia w tym zakresie. Poza opornoscig na
dziatanie chemioterapii istotng przeszkode stanowig réwniez skutki uboczne, czesto prowadzgce
do ostabienia organizmu, a nawet do powaznych standéw patologicznych (Zhang i wsp., 2016).
Jednym z potencjalnych sposobdw poprawy efektywnosci chemioterapii jest wykorzystanie
nanonos$nikow toksycznych lekéw (Hotota i wsp., 2023; Michlewska i wsp., 2023a).

Obecnie sugeruje sie, ze leki bazujgce na nanonosnikach moga by¢ bardziej skutecznymi
i mniej toksycznymi, niz konwencjonalne chemioterapeutyki (Cho i wsp., 2008). W ostatnich
latach uwaga naukowcdéw skupia sie na rozwijaniu nowych, udoskonalonych narzedziach do
zastosowan medycznych. W ich polu zainteresowania znajdujg sie nanoczastki, takie jak
nanorurki weglowe, kropki kwantowe, nanowtdékna, liposomy, czy nanoczastki polimerowe, na
przyktad dendrymery (Kesharwani i wsp., 2014a; Pedziwiatr-Werbicka i wsp., 2019).

Wedtug literatury, wsrdd innych nanoczastek, dendrymery ze wzgledu na swojg budowe
wydajg sie by¢ najbardziej perspektywiczne i przyciggajg wiele uwagi, jako narzedzia do
zastosowan biomedycznych i farmaceutycznych (Biatkowska i wsp., 2021). Dendrymery to
syntetyczne, rozgatezione polimery o sferycznym ksztafcie, ktérych srednica wynosi okoto 2-10
nm. Zbudowane sg z rdzenia, do ktérego dofgczone s3g rozgatezione monomery, ktérych liczba

determinuje generacje nanoczastki (Rys. 1) (Noriega-Luna i wsp., 2014).

O‘f Gg.\)(,/o
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o O\/p O Budowa dendrymeru

Grupy powierzchniowe

Konsekwencjg takiej budowy jest nie tylko obecnos¢ wolnych przestrzeni wewnatrz
molekuty, gdzie mogg by¢ enkapsulowane réznego rodzaju czasteczki, ale takze liczne grupy

funkcyjne na powierzchni dendrymeru, ktdére stosunkowo tatwo mozna modyfikowaé. Dzieki
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temu mozliwe jest dotgczanie do dendrymeru réznych biomolekut, w tym lekéw czy kwaséw
nukleinowych, co moze prowadzi¢ do poprawy ich efektywnosci terapeutycznej (Hotota i wsp.,
2019; Michlewska i wsp., 2017). Dodatkowe cechy, ktdre czynig dendrymery atrakcyjnymi pod
katem zastosowan medycznych to ich stabilnos¢ w roztworach fizjologicznych,
monodyspersyjnosc, a takze wysoka masa czgsteczkowa (lonov i wsp., 2015). Co wiecej, wedtug
aktualnie dostepnej wiedzy dendrymery mogg zwiekszaé stabilno$¢, biokombatybilnosc,
bioaktywno$é, bioprzyswajalnosc i rozpuszczalno$é skoniugowanych z nimi lekéw (Michlewska
i wsp., 2021). Ponadto zaobserwowano, ze zastosowanie dendrymeréw moze powodowac

znaczacg redukcje cytotoksycznosci terapeutykéw (Kesharwani i wsp., 2014b).

W ostatnich latach za jedng z alternatywnych terapii nowotworéw uznaje sie terapie
genowya. Komérki rakowe wykazujg nadekspresje gendéw odpowiedzialnych za synteze biatek
z rodziny Bcl-2, ktére sg m.in. odpowiedzialne za regulacje procesu apoptozy (Dzmitruk i wsp.,
2015; lonov i wsp., 2015). Dlatego tez wyciszenie tych gendéw na drodze interferencji pozostaje
w polu zainteresowania naukowcéw. W procesie tym siRNA (z ang. small interfering RNA)
o dtugosci okoto 20 nukleotydéw jest dotagczane do komplementarnego mRNA (Biatkowska et al.,
2021; Michlewska i wsp., 2018). Mechanizm dziatania siRNA rozpoczyna sie, gdy nic
»antysensowna” tgczy sie z kompleksem wyciszajgcym RISC (z ang. RNA-induced silencing
complex). RISC powoduje ciecie mRNA na mate fragmenty, ktdre sg degradowane przez
mechanizmy komdérkowe prowadzac do zblokowania ekspresji genu, a w konsekwencji blokady
syntezy docelowego biatka (Dzmitruk i wsp., 2015). Skutkiem tego jest wprowadzenie komédrek
nowotworowych, na droge apoptozy. Niestety wprowadzenie siRNA do komérek ze wzgledu na
jego ujemny tadunek i wrazliwos¢ na dziatanie nukleaz, wcigz pozostaje wyzwaniem (Ferenc
i wsp., 2013; lonov i wsp., 2015; Rodriguez-Prieto i wsp., 2021). Rozwigzaniem wydaje sie byg¢,
zatem znalezienie odpowiedniego nosnika, ktéry utworzytby stabilny kompleks z kwasem
nukleinowym (Rys. 2) i w bezpieczny sposdb pozwolitby na jego wprowadzenie do wnetrza

komorki (Del Olmo i wsp., 2020; Michlewska i wsp., 2018).

Wedtug ostatnich doniesiert wiadomo, ze karbokrzemowe dendrymery mogg tworzy¢ kompleksy
z kwasami nukleinowymi i chroni¢ go przed degradacjg w obecnosci nukleaz (Del Olmo i wsp.,

2020; Michlewska i wsp., 2018).

Obecnie wiele lekéow oraz czynnikdw diagnostycznych opiera sie na cisplatynie, ktéra

posiada wfasciwosci przeciwnowotworowe (Wan i wsp., 2017). Niestety terapia
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z wykorzystaniem tego metalu niesie za sobg negatywny wptyw na caty organizm, znacznie
zmniejszajac komfort zycia pacjentéw (Wan i wsp, 2017). Dlatego uwaga naukowcdéw skupia sie
na innych metalach wykazujacych wtasciwosci przeciwnowotworowe, ktére mogg stanowic
alternatywe dla cisplatyny. Juz od dawna znane sg przeciwnowotworowe wfasciwosci rutenu
i miedzi (Gan i wsp., 2016). Ruten, wystepuje na réznych stopniach utlenienia Ru(ll), Ru(lll)
i Ru(IV). Wéréd nich Ru(ll) jest wysoce cytotoksyczny wobec komérek nowotworowych (Maroto-
Diaz i wsp., 2016; S. Michlewska i wsp., 2017). Metal ten zaburza replikacje DNA i synteze RNA
oraz moze indukowac apoptoze lub nekroptoze w komdrkach nowotworowych (Michlewska
i wsp., 2020, 2019). Dodatkowo, ze wzgledu na podobienistwo do zelaza, metal ten moze by¢
intensywnie pobierany przez komérki nowotworowe majgce podwyzszony metabolizm, a tym
samym zwiekszone zapotrzebowanie na zelazo w porédwnaniu z komdrkami prawidtowymi.
Z kolei miedz nalezy do grupy niezbednych metali i wyrdznia sie biokompatybilnoscig. Wchodzi
ona w sktad wielu biomolekut i jest kluczowa w niektérych procesach biochemicznych (Hotota
i wsp., 2019; Peia i wsp., 2019). Zwigzki miedzi s znane, jako induktory apoptozy w komdrkach
nowotworowych. Metal ten wykazuje dziatanie antyproliferacyjne dzieki zdolnosci do
wytwarzania reaktywnych form tlenu (RFT) wewnatrz komérek, ktére mogg uszkadza¢c DNA
(Apelgot i wsp., 1981). Jako, ze komérki rakowe majg zmieniony poziom RFT, sg bardziej wrazliwe

na réznice w ich poziomie niz komérki zdrowe (Pefia i wsp., 2019).

W obliczu tej wiedzy interesujgce wydaje sie byé zatozenie, ze poprzez dotgczenie atomow
metali takich jak ruten i miedZz do struktury dendrymerédw mozliwe jest nabywanie przez nie
wtasciwosci przeciwnowotworowych (Hotota i wsp., 2019; Maroto-Diaz i wsp., 2016; Michlewska
i wsp., 2017). Takie zwigzki mogtyby stanowi¢ alternatywe dla wirusowych systeméw
przenoszenia kwaséw nukleinowych badz lekéw, cechujgc sie jednocze$nie wiekszym
bezpieczenstwem, elastycznoscig i efektywnoscig (Hofota i wsp., 2023; Michlewska i wsp.,

2023b).
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Rysunek 2. Symulowany system sktadajacy sie z 1 siRNA i 20 dendrymeréw CRD13.
W zwigzku z tym, ze dendrymery majg tendencje do tworzenia klastréw, sg one zaprezentowane
w roznych kolorach dla lepszej wizualizacji. Atomy rutenu sg przedstawiony w postaci kul.
(Michlewska i wsp. 2018, J. Inorg. Biochem. 181, 18-27).
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W prezentowanym cyklu publikacji oceniona zostata mozliwos¢ wykorzystania
dendrymeréw karbokrzemowych z dotgczonymi atomami metali rutenu lub miedzi, jako
uniwersalnych narzedzi do przenoszenia kwaséw nukleinowych, lekéw lub innych substancji
pomocniczych w terapii nowotworéw. Gtéwnym celem pracy byto znalezienie odpowiedzi na
pytanie czy karbokrzemowe dendrymery z dotgczonymi atomami miedzi lub rutenu s3
odpowiednimi nosnikami lekéw lub siRNA do komdrek nowotworowych. Postawiono hipoteze, ze
badane metalodendrymery wykazujgce aktywnos¢ przeciwnowotworowg tworzg kompleksy

z proapoptotycznym siRNA oraz lekami przeciwnowotworowymi.

4.3.2.Metalodendrymery z rutenem, jako czynniki terapeutyczne w terapii chordb

nowotworowych.

Podczas wykonywania pracy doktorskiej zainteresowatam sie niezwykle ciekawym
tematem, w ktérym gtowny nacisk zostat potozony na scharakteryzowanie i doktadny opis
dendrymeréw zawierajgcych atomy rutenu, dekorowanych réznymi grupami funkcyjnymi. Z wielu
przebadanych zwigzkéw udato sie wyselekcjonowaé jeden dendrymer - CRD13 (Carbosilane
Ruthenium Dendrimer), ktéry tworzyt stabilne kompleksy z proapoptotycznymi siRNA (siBcl-2,
siMcl-1 i siBcl-xl) i wykazywat cytotoksycznosé w stosunku do komdrek biataczki HL-60, zaréwno
w postaci nieskompleksowanego dendrymeru, jak réwniez w kompleksie z siRNA. Jednoczes$nie

w mniejszym stopniu wptywat na zywotnos¢ komoérek prawidtowych (PBMC).

Ten etap badan zamknat sie cyklem 3 artykutéw opublikowanych w czasopismach:
European Polymer Journal (01.2017), Journal of Inorganic Biochemistry (01.2018) oraz Future
Medicinal Chemistry (05.2019). Wspomniane publikacje stanowity baze mojej pracy doktorskiej.
Wprowadzone zmiany proceduralne postepowan doktorskich, ktérych konsekwencjg byto
trzykrotne odraczanie terminu mojej obrony (komplet dokumentéw zostat ztozony w czerwcu
2019 roku) nie powstrzymaty mnie przed kontynuacjg pracy naukowej. W swoich dalszych
badaniach, (po ztozeniu pracy doktorskiej) zajetam sie analizg potencjalnego zastosowania
metalodenrymeréw dla potrzeb terapii przeciwnowotworowej. W konsekwencji w zespole
partnerskim Prof. de la Maty z Katedry Chemii Organicznej i Nieorganicznej, Uniwersytetu Alcala,
z Madrytu, w Hiszpanii na naszg prosbe zostat zsyntetyzowany dendrymer z rutenem znakowany

sondg fluorescencyjng - izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) (Rys.3).
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N N: c Rysunek 3. Struktura dendrymeru CRD13-
SR~ Cl
NH{ 5 \S‘r// : FITC. Dendrymer zostat zaprojektowany przez
%
/

zespadl naszych hiszpanskich partneréw,
w laboratorium Profesora F.J. de la Maty
z Uniwersytetu w Alcali (Madryt). Graficzna
prezentacja CRD13-FITC adoptowana
z: Michlewska i wsp. Biomolecules 2019.

Cel gtebszego zrozumienia specyfiki dziatania nowo zsyntetyzowanego zwigzku byt
motywowany kluczowym odkryciem uzyskanym w trakcie moich badan doktoranckich, ktére
sugerowato, ze wyselekcjonowany dendrymer CRD13 wydawat sie by¢ wybidrczo toksyczny dla
komdrek nowotworowych. Dlatego tez pierwszym etapem mojej pracy badawczej po ztozeniu
dokumentéw doktorskich (po doktoracie) byto zbadanie zwigzku CRD13-FITC i porédwnanie jego
cech z wczesdniej wyselekcjonowanymi dendrymerami. W wyniku tych badan powstat pierwszy

artykut z cyklu prac stanowigcych moje gtéwne osiggniecie pracy habilitacyjnej (1) Michlewska S.,

Kubczak M., Maroto-Diaz M., Sanz del Olmo N., Ortega P., Shcharbin D., Gomez Ramirez R., de |la

Mata F.J., lonov M., Bryszewska M., Synthesis and Characterization of FITC Labelled Ruthenium

Dendrimer as a Prospective Anticancer Drug, Biomolecules 2019 9(9), 411. Praca ta zostata

poswiecona analizie biozgodnosci i cytotoksycznosci nowego dendrymeru znakowanego
izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC). Okreslone zostaty wtasciwosci fizyko-chemiczne
dendrymeru CRD13-FITC. Nowy dendrymer wykazywat wiekszg cytotoksycznos¢ w stosunku do
komérek nowotworowych niz prawidtowych. Dodatkowo, znakowanie dendrymeru sondg
fluorescencyjng umozliwito Sledzenie jego migracji w komérkach. Biorgc pod uwage mechanizm
dziatania badanego dendrymeru zawierajgcego atomy rutenu i znakowanego FITC, mozna uznac
go za potencjalny czynnik przeciwnowotworowy. Zgodnie z wiedzg dotyczgcg mechanizmu
dziatania rutenu obecno$é¢ metalu moze potegowaé efekt terapeutyczny przy jego przysztych

zastosowaniach, w terapii przeciwnowotworowe]. Jednoczesnie obecnos¢ znacznika
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fluorescencyjnego sprawia, ze moze on by¢ dobrym narzedziem dostosowanym do potrzeb
diagnostyki obrazowej. Opublikowane dane potwierdzity hipoteze, ze modyfikacja dendrymeru
CRD13 poprzez przytgczenie FITC nie zmienita jego wtasciwosci przeciwnowotworowych.
Dodatkowo zostato stworzone i scharakteryzowane nowe uniwersalne narzedzie tgczace w sobie
funkcje nanonosnika, jednoczesnie pozwalajace na diagnostyke obrazowg. W tej pracy grupa
hiszpariska opracowata synteze zwigzku, natomiast ja samodzielnie zaplanowatam i czesciowo
wykonatam eksperymenty dotyczgce analizy biofizycznej okresdlajacej efekty dziatania
opisywanego dendrymeru. Nastepnie opracowatam dane, przygotowatam materiat ilustracyjny,
dokumentacje techniczng i napisatam tekst publikacji. Petnitam réwniez role pierwszego autora

i odpowiadatam na recenzje.

W nastepnej kolejnosci zainspirowana wspomnianym powyzej odkryciem dotyczacym
dendrymeru CRD13 postanowitam poréwnac jego dziatanie z analogicznym zwigzkiem wyzszej
generacji w stosunku do komoérek ludzkiej biataczki limfoblastycznej (1301). To wydaje sie istotne
w szerokim spojrzeniu na uniwersalnos¢ badanego zwigzku do zastosowan w terapii
przeciwnowotworowej. Z uwagi na fakt, ze powstata praca Michlewska S., lonov M., Szwed A.,
Rogalska A. Sanz del Olmo N., Ortega P., Denel M., Jacenik D., Shcharbin D., de la Mata F.J.,
Bryszewska M. Ruthenium dendrimers against human lymphoblastic leukemia 1301 cells, Int. J.
Mol. Sci. 2020 21, 4119 nawigzuje do tematyki poruszanej w ramach mojej pracy doktorskiej,
postanowitam nie wiaczaé¢ tej publikacji do cyklu prac stanowigcych gtéwne osiggniecie.
Niemniej ze wzgledu na istotno$¢ wynikdow zaprezentowanych w tym artykule w kontekscie
tematyki poruszanej w ramach mojego gtéwnego osiggniecia pracy habilitacyjnej postanowitam
omowic jg w tym paragrafie. W publikacji tej potwierdzono, ze obecno$é rutenu w strukturze
dendrymerdw nadaje im nowe wtasciwosci, ktére moga by¢ przydatne w leczeniu nowotworow.
W pierwszym etapie aktywnos¢ dendrymeréw 1 i 2 generacji wobec komodrek ludzkiej biataczki
limfoblastycznej zbadano za pomocy, techniki Real Time PCR, testu kometowego oraz
transmisyjnej mikroskopii elektronowej. W wyniku dziatania obu dendrymerédw obserwowano
zmiany ekspresji pro- i anty-apoptotycznych biatek, a takze znaczng fragmentacje DNA.
Przebadane dendrymery z rutenem powodowaty tez zmiany w obrebie morfologii komarki, takie
jak powstawanie ciatek apoptotycznych. Co wiecej, analiza ultrastruktury badanych komérek
wykazata zageszczenie cytoplazmy, a takze kondensacje i marginalizacje chromatyny, co jest

charakterystyczne dla apoptozy.
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Wedtug danych literaturowych stres oksydacyjny wigze sie ze zmniejszonym potencjatem
mitochondriéw i moze wskazywaé na wczesny etap apoptozy. W zwigzku z tym oznaczono
poziom reaktywnych form tlenu (RFT) oraz okreslono zmiany wartosci potencjatu
mitochondrialnego w badanych komoédrkach pod wptywem dendrymeréw. W analizach oba
metalodendrymery spowodowaty zwiekszenie poziomu RFT. Obserwowano tez zmiany

potencjatu mitochondrialnego w komérkach 1301 w obecnosci dendrymeru CRD13.

Wyniki eksperymentéw przedstawione w opisywanej publikacji sugerujg potwierdzenie
hipotezy zaktadajacej, ze dzieki obecnosci rutenu w swojej strukturze dendrymery uszkadzaja
komorki 1301 kierujac je na droge apoptozy badz nekroptozy. Bytam pomystodawcy hipotezy
badawczej tej pracy, samodzielnie zaplanowatam i wykonatam wszystkie eksperymenty,
opracowatam dane, napisatam manuskrypt. Na liscie autoréw jestem autorem pierwszym

i korespondencyjnym.

Wedtug dostepnej literatury utworzenie nanosystemu bazujgcego na dendrytycznym
szkielecie moze wptywac na rozpuszczalno$é, biokompatybilnosé oraz biodostepnosc¢ lekow
skoniugowanych z dendrymerem. Co wiecej, znacznie wydfuza sie wéweczas czas dziatania leku
w komdrce nowotworowej w poréwnaniu do wolnego leku. Zatem w kolejnych badaniach
postanowitam oceni¢ mozliwo$é zastosowania metalodendrymerdw z rutenem, jako nosnikdéw
lekdéw przeciwnowotworowych. Na podstawie postawionej hipotezy powstat drugi artykut z cyklu

prac stanowigcych moje gtéwne osiggniecie pracy habilitacyjnej (2) Michlewska S., Maroto M.,

Hotota M., Kubczak M., Sanz del Olmo N., Ortega P., Shcharbin D., de la Mata J.F., Bryszewska m.,

lonov M. 2021 Combined therapy of ruthenium dendrimers and anti-cancer drugs against human

leukemic cells, Dalton Trans. 2021 50(27):9500-9511. Razem z hiszpanska grupg Prof. Javiera de

la Mata postanowilismy podjgé probe modyfikacji dotychczas badanych zwigzkéw. Zaletg tego
nowatorskiego podejscia miato by¢ ulepszenie wtasciwosci metalodenrymeréw dekorowanych

rutenem. W konsekwencji opracowano nowe nanoczgstki zaprezentowane na Rysunku 4.
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Rysunek 4. Struktura nowozsyntetyzowanych Ru(ll) metalodenrymerdw z grupami amino-
pirydynowymi. Struktura dendrymerdéw oraz ich budowa zostata zaprojektowana przez zespdl
Prof. F.J. de la Maty z Uniwersytetu w Alcala de Henares (Hiszpania) (Michlewska i wsp. Dalton
Transactions 2021).

W ramach tej pracy rutenowe metalodendrymery z amino-pirydynowymi grupami
funkcyjnymi zostaty skompleksowane z konwencjonalnymi lekami przeciwnowotworowymi
doksorubicyng (DOX), metotreksatem (MTX) i 5-fluorouracylem (5-Fu). Na wstepie grupa Prof. de
la Mata opracowata i opisata synteze nowych zwigzkdw. Nastepnie przez nasz zespét okreslony
zostat tadunek powierzchniowy i rozmiar dendrymeréw. W tym celu wykorzystaliSmy techniki
pomiaru potencjatu i rozmiaru zeta. Dendrymery wykazywaty dodatni tadunek. Kationowos¢
nanoczastki jest jednym z kluczowych czynnikéw, ktdére pozwalajg na elektrostatyczne
oddziatywania z ujemnie natadowanymi biomolekutami. Dzieki czemu istnieje mozliwos$¢ ich
kompleksowania np. z lekami. Jednakze dodatni tadunek moze powodowac cytotoksycznosé, ze
wzgledu na silne oddziatywanie z btong komdrkowsa i prowadzi¢ do powstawania mikrouszkodzen

w btonie, a w konsekwencji niszczy¢ prawidtowe komoérki. Okazato sie, ze dzieki optymalizacji

15



Dr Sylwia Michlewska Zatqcznik nr 2 — Autoreferat

procesu syntezy nowe dendrymery, mimo wyraznego dodatniego tadunku, nie wykazywaty
cytotoksycznosci w stosunku do komodrek niezmienionych nowotworowo, co stanowi podstawe
do bezpiecznego testowania zwigzkdw. Ostatnim i kluczowym etapem badan w tym zakresie byta
ocena aktywnosci przeciwnowotworowej utworzonych kompleksow w stosunku do komodrek
ludzkiej biataczki limfoblastycznej (1301) i ostrej biataczki promielocytowej (HL-60). Uzyskane
wyniki potwierdzity zaktadang hipoteze, ze dendrymery z rutenem w potaczeniu z doksorubicynag
i metotreksatem znacznie zmniejszajg zywotnos$¢ komérek nowotworowych linii 1301 i HL-60.
Mniejsza efektywnos$¢ zostata zaobserwowana dla komplekséow z 5-fluorouracylem. Wyniki
opublikowane w tej pracy potwierdzity hipoteze, ze nowe ulepszone dendrymery z atomami
rutenu tworzg kompleksy z lekami przeciwnowotworowymi (DOX, MTX i 5-Fu), a koniugaty
Dendrymer/Lek hamujg aktywnos$¢ metaboliczng komérek nowotworowych. Jako pomystodawca
badan i wykonawca wszystkich analiz oraz osoba opracowujgca wyniki, a takze przygotowujgca

manuskrypt jestem pierwszym i korespondencyjnym autorem publikacji.

Uzyskanie obiecujgcych wynikéw w zakresie tworzenia koniugatéw pomiedzy
metalodendrymerami i lekami oraz wptywu przygotowanych (dendrymer/lek) na zywotnos¢
komérek nowotworowych in vitro, sklonito mnie do podjecia proby wykorzystania
metalodendrymeru CRD13, jako nosnika lekéw przeciwnowotworowych na modelu mysim,
w badaniach in vivo, co stanowi temat kolejnego manuskryptu stanowigcego cze$é¢ mojego

gtéwnego osiaggniecia (3) Michlewska S., Maly M., Wéjkowska D., Karolczak K., Skiba E., Hotota

M., Kubczak M., Ortega P., Watala C., de la Mata F.J., Bryszewska M., lonov M. Carbosilane

ruthenium metallodendrimer as alternative anti-cancer drug carrier in triple negative breast

cancer mouse model: a preliminary study, 2023 Int. J. Pharm. 2023;636:122784. W pierwszej

kolejnosci zoptymalizowany zostat proces tworzenia kompleksow badanej nanoczastki
z doksorubicyng (DOX), metotreksatem (MTX) i 5-fluorouracylem (5-Fu) z wykorzystaniem metod
biofizycznych. ZastosowaliSmy metody pomiaru S$rednicy hydrodynamicznej utworzonych

komplekséw.
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Rysunek 5. Wyniki symulacji molekularnych uktadéw CRD13/lek w wodzie.
(A) - 1xCRD13+1xMTX, (B) - 1xCRD13+1xDOX, (C) — 1XCRD13+1x5-Fu. Kolory: C — szaro/czarny, O -
czerwony, H - biaty, Si - bezowy, N - niebieski, Ru - ciemny cyjan (kula), Cl i F - zielony. Atomy
lekdéw zaprezentowano w formie kulistej (Michlewska i wsp. Int. J. Pharm. 2023).
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Dodatkowo, wyznaczono ich potencjat zeta. Nastepnie utworzone kompleksy zostaty
zbadane z wykorzystaniem transmisyjnego mikroskopu elektronowego. Dodatkowo dzieki
wspotpracy z Prof. Markiem Maly z Uniwersytetu J.E. Purkyne z Republiki Czeskiej zostata
wykonana symulacja komputerowa, ze szczegbétowg analizg i charakterystykg powstatych

komplekséw dendrymer/lek, z uwzglednieniem ich stabilnosci (Rys. 5).

Nastepnie do przeprowadzenia badan in vitro na ludzkich liniach komdrkowych:
nienowotworowych fibroblastach oraz trzykrotnie negatywnym raku piersi (TNBC) wybrano
nanosystem bazujacy na dendrymerze CRD13 i doksorubicynie. Ten kompleks wykazywat
znacznie wiekszg cytotoksycznos¢ w stosunku do komodrek rakowych. Bazujgc na tych danych
zdecydowaliémy sie na przeprowadzenie pilotazowego eksperymentu in vivo. W tym celu
wykorzystaliSmy mysi model trzykrotnie negatywnego raka piersi. Okazato sie, ze nanokompleks
dendrymer/lek podany dootrzewnowo spowodowat redukcje tkanki guza w stosunku do samej
doksorubicyny. Dodatkowo, dzieki zastosowaniu metody ICP-OES (Inductively Coupled Plasma
Optical Emission Spectrometry) wykazalismy, ze ruten obecny w strukturze dendrymeru

kumulowat sie gtéwnie w tkance nowotworu.
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Rysunek 6. Wptyw dendrymeru CRD13 i jego kompleksu z DOX na redukcje rozwoju guza
w mysim modelu trzykrotnie negatywnego raka piersi (1) - PBS, (2) — 10mg/kg DOX, (3) — 10
mg/kg CRD13, (4) - 10 mg/kg DOX+10 mg/kg CRD13. (Michlewska i wsp. Int, J. Pharm. 2023).

18



Dr Sylwia Michlewska Zatqcznik nr 2 — Autoreferat

Jednak najskuteczniej dziatat nieskompleksowany dendrymer (Rys. 6). Z uwagi na fakt, ze
kompleks CRD13/DOX wykazywat wyzszg cytotoksycznos$é w stosunku do komaérek linii MDA-MB-
231 niz nieskompleksowana DOX i wolny dendrymer, a jednak w badaniach in vivo efekt dziatania
samego dendrymeru byt zdecydowanie wyrazniejszy niz efekt kompleksu dendrymer/lek, dalsze

analizy dotyczgce dendrymeru CRD13 wydajg sie niezbedne.

W powstatej pracy bytam pierwszym i korespondencyjnym autorem oraz twércy hipotezy
badawczej. Wspodlnie z doktorantami przeprowadzilismy analizy biofizyczne. Nastepnie wraz
cztonkami zespotu Prof. Wataty z Kliniki Zaburzen Hemostazy, Uniwersytetu Medycznego w todzi
wykonatam wszystkie eksperymenty in vivo. Z pomocg Dr Skiby z Politechniki tédzkiej
wykonaty$Smy oznaczenia zawartosci rutenu we wczesniej pobranych tkankach, a w dalszej
kolejnosci samodzielnie przeanalizowatam i opracowatam wyniki oraz przygotowatam czes¢
graficzng. Nastepnie napisatam manuskrypt, po czym wraz z Prof. M. lonovem oraz Prof. C.

Watatg dopracowalismy jego ostateczng wersje.

Na tym etapie badan mozna byto stwierdzi¢, ze stosowanie metalodendrymeréw
z rutenem wydaje sie by¢ stosunkowo bezpieczne i efektywne w stosunku do rézinych typow
nowotwordéw. Jednak idea zmniejszenia cytotoksycznosci dendrymeru CRD13 i jednoczesnie
zwiekszenia zdolnosci wnikania do komdrek wydawata sie niezwykle interesujgca. W tym zakresie
w celu udoskonalenia profilu transfekcji zaproponowano wzbogacenie kompleksu dendrymer/lek
o system liposomalny o okreslonym sktadzie lipidowym. Na podstawie tego pomystu zostat
przygotowany projekt badawczy, pt.: ,New Drug Delivery Nanosystem Combining Liposomal and
Dendrimeric Technology (Liposomal Locked-In Dendrimers) for development of cytostatic drugs”,
PPN/BIL/2018/1/00150/U/00001. Projekt zostat pozytywnie oceniony, zaakceptowany
i sfinansowany przez Narodowa Agencje Wymiany Akademickiej. W tym grancie wykonywanym
wraz z grupa partnerska ze Stowacji, petnitam funkcje gtéwnego wykonawcy. Gtéwnym
osiggnieciem tego projektu byto opracowanie dwdch protokotdow opisujgcych przygotowanie
komplekséw zawierajgcych dendrymery i liposomy w postaci jednego nanosystemu, ktdrego
zadaniem jest przenoszenie doksorubicyny do komérek (Rys. 10). Powstate systemy LLD
(Liposomal Locked-In Dendrimers) uzyskane za pomocg metody hydrofilowe] (pierwszy protokoét)
lepiej oddziatywaty z btonami biologicznymi niz systemy przygotowane metodg hydrofobowa
(drugi protokdt). Co wiecej, miaty niewielki rozmiar, obnizony tadunek powierzchniowy oraz

stosunkowo niski wskaznik PDI (Polydispersity index), a dodatkowo wykazywaty zmniejszong
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hemotoksycznosc i cytotoksycznos$é. Najwazniejszg cechg tych nanokomplekséw byta zwiekszona
efektywnos$¢ transfekcji, co pozwolito na potwierdzenie wczesniej postawionej hipotezy.
Skutkiem tego efektu byto to, ze system Dendrymer/Liposom/Doksorubicyna byly bardziej

skuteczne w stosunku do komarek linii MCF-7 niz system Liposom/Doksorubicyna.

co-dispersion in hydration buffer (hydrophilic loading/method A)

‘ Evaporation ] Hydratation
—

@O
/ CRDI3-FITC l
DMPC in v 4 Na-phosphate
chloroform buffer

é Evaporation & Hydratation g ;

co-solubilization in organic solvent (hydrophobic loading/method B)

Rysunek 7. Schematyczna reprezentacja protokoléw przygotowania LLD systemow
(Liposomal Locked-In Dendrimers). (A) — technika hydrofilowa; (B) — technika hydrofobowa.

(Michlewska i wsp. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces. 2023).

Kluczowym efektem mojego udziatu w projekcie PPN/BIL/2018/1/00150/U/00001 byt
artykut opublikowany w czasopi$mie ,Colloids and Surfaces B: Biointerfaces”. Wspdlnie
z zespotem Stowackim, z zaangazowaniem doktorantdw obu grup badawczych (PL i SK)
wykonaliémy wszystkie zaplanowane eksperymenty. Podczas mojego wyjazdu w ramach stazu
badawczego w Uniwersytecie Komenskiego w Bratystawie w roku 2022 wraz z Dr Zuzang
Garaiovg oraz Prof. lvetg Waczulikovg wykonatysmy cze$é analiz i przeanalizowaty$my uzyskane
dane. Procedura otrzymywania zaprojektowanych systemow LLD zostata opracowana podczas
mojej pracy w instytucji zagranicznej. Cze$¢ eksperymentalna powstatej publikacji w znacznym
stopniu zostata wykonana w Katedrze Fizyki Jadrowej na Uniwersytecie w Bratystawie. Pozostata

czes¢ wynikow byta wykonana podczas pobytu stowackich partnerow w naszej Katedrze (Ut).
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Nastepnie bazujgc na otrzymanych wynikach przygotowatam manuskrypt do publikacji,
opracowatam materiat ilustracyjny i napisatam tekst pracy. Analize statystyczng wykonatam wraz
z partnerem zagranicznym Prof. Waczulikova podczas mojego pobytu w Bratystawie. (4)

Michlewska S., Garaiova Z., Subjakova V., Hotota M., Kubczak M., Grodzicka M., Okta E., Naziris

N., Balcerzak t., Ortega P., de la Mata F.J., Hianik T., Waczulikova I., Bryszewska M., lonov M.

Lipid-coated ruthenium dendrimer conjugated with doxorubicin in anti-cancer drug delivery:

Introducing protocols Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 227 (2023) 113371.

4.3.3.Zastosowanie metalodendrymerdw z miedzig jako nosnikdw lekdw i siRNA

Na poczatku tego rozdziatu pragne zaznaczy¢, ze jedng z waznych czesci mojej pracy jest
szkolenie mtodych naukowcéw m.in. w zakresie pracy laboratoryjnej, technik
eksperymentalnych, pracy z literaturg, opracowywania danych oraz analizy statystycznej. Wyniki
opisywane w tym rozdziale przyczynity sie do powstania pracy doktorskiej Mgr. Marcina Hototy,
ktorym sie opiekuje, bedac jego promotorem pomocniczym. Wspdlnie z doktorantem
wykonalismy analizy i scharakteryzowali$my nowy typ metalodendrymerdéw zawierajgcych atomy
miedzi pod katem ich ewentualnego wykorzystania, jako no$nikéw proapoptotycznego siRNA,
a takze lekéw przeciwnowotworowych. Struktura tych dendrymerdéw zostata zaprezentowana na
Rysunku 8.

W wyniku przeprowadzonych badan powstaty trzy prace doswiadczalne opublikowane
w czasopismach z listy JCR, z ktérych dwie zostaty uwzglednione w obecnym dorobku mojego
gtdwnego osiggniecia pracy habilitacyjnej. Z uwagi na fakt, ze prace te zostaty zaplanowane, jako
publikacje stanowigce baze doktoratu Mgr. M. Hototy moje nazwisko nie znalazto sie na istotnej
pozycji na liscie autoréw. W pierwszej z prac, Hotota i wsp. Biomolecules 2019, 9, 155
doi:10.3390/biom9040155, scharakteryzowalismy i doktadnie opisaliSmy dendrymery z miedzig,
z ligandami chlorkowymi i azotanowymi (ze uwagi na fakt, ze mdj udziat w tej pracy nie byt
wiod3acy, nie zostata ona uwzgledniona w cyklu prac stanowigcych giéwne osiggniecie mojej
rozprawy habilitacyjnej). W pracy wykonano pomiary srednicy hydrodynamicznej i potencjatu
zeta badanych dendrymerdéw, dodatkowo z wykorzystaniem techniki mikroskopii elektronowej

zostata przeanalizowana ich morfologia.
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Stosujgc metode dichroizmu kotowego okreslono charakter odziatywania dendrymeréw
z albuming ludzka. Przeanalizowano rdéwniez ich aktywno$¢ hemolityczng i cytotoksyczna.
Wszystkie badane dendrymery CCD (Carbosilane Cooper Dendrimers) silnie oddziatywaty
z btonami biologicznymi, jednoczesnie, co wazne wykazywaty znacznie wyzszg toksycznosé wobec
komédrek nowotworowych w poréwnaniu z komdrkami prawidtowymi. Ich cytotoksycznos¢ byta
zalezna od stezenia i generacji. Dendrymery z ligandem azotanowym okazaty sie bardziej

toksyczne niz dendrymery chlorkowe.
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Rysunek 8. Struktura dendrymerdéw karbokrzemowych zawierajgcych atomy miedzi (GO) —
generacja “0”, (G1) — generacja pierwsza i (G2) — generacja druga (Sanz del Olmo i wsp.

Pharmaceutics 2020).

Na podstawie wynikdow uzyskanych w ramach tej publikacji postawilismy hipoteze, ze
badane zwigzki mogg stanowi¢ alternatywe dla obecnie stosowanych nanonosnikdw. Na bazie
tego zatozenia wykonaliSmy szereg eksperymentdw stanowigcych baze kolejnej publikacji. W tej
pracy dendrymery z miedzig zostaty skompleksowane z terapeutycznym siRNA. Powstate

kompleksy zostaty scharakteryzowane pod katem ich wiasciwosci biofizycznych oraz wykonalismy
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eksperymenty in vitro oceniajgce efektywnos$¢ transfekcji i cytotoksycznos¢ kompleksow
dendrymer CCD/siRNA. Do scharakteryzowania utworzonych komplekséw wykorzystaliSmy
transmisyjng mikroskopie elektronowg i metode dynamicznego rozpraszania Swiatta oraz
ocenilismy ich fadunek powierzchniowy. Za pomoca elektroforezy zelowej potwierdzony zostat
optymalny stosunek molowy, w jakim tworzone sg kompleksy dendrymer/siRNA, a takze dzieki
tej metodzie udato sie dowies¢, ze dendrymery generacji 1 i 2 chronig siRNA przed degradujgcym
dziataniem nukleaz. Nastepnie sprawdziliSmy cytotoksycznosé utworzonych komplekséw wobec
komodrek raka piersi MCF-7 oraz ich zdolnos¢ do internalizacji. Okazato sie, ze po 3 godzinach
inkubacji komoédrek z kompleksami dendrymer/siRNA s3 one intensywnie pobierane przez
komoérki, a dodatkowo po 72 godzinach obserwowalismy znaczny spadek zywotnosci. Zatem
uzyskane wyniki umozliwity weryfikacje wczesniej postawionej hipotezy badawczej. Okazato sie,
ze  metalodendrymery CCD pierwszej i drugiej generacji tworzg kompleksy
z proapoptotycznym siRNA, chronigc go przed degradacjg w obecnosci nukleaz, a takze wydaja
sie by¢ odpowiednimi nosnikami kwasu nukleinowego do komérek nowotworowych. Wyniki tych

badan zostaty opublikowane w pracy: (5) Sanz del Olmo N., Holota M., Michlewska S., Gomez

Ramirez R., Ortega P., lonov M., de la Mata F.J., Bryszewska M. Copper (ll) Metallodendrimers

Combined with Pro-Apoptotic siRNAs as a Promising Strategy Against Breast Cancer Cells,

Pharmaceutics 2020 12(8), 727. Ta publikacja byta wykonana pod mojg opieka, zaplanowatam

eksperymenty, bratam réwniez udziat w ich wykonaniu, analizie i interpretacji, a takze
zajmowatam sie napisaniem tekstu manuskryptu, nadzorem nad przygotowaniem rysunkow
i wykreséw, ogdlnym oszacowaniem manuskryptu, w ktérym rola pierwszego autora zostata
podzielona pomiedzy doktorantem Marcinem Hototg (grupa PL) i doktorantka Natalig Sanz del
Olmo (grupa Hiszpanska).

Jako, ze metalodendrymery dekorowane rutenem okazaty sie obiecujace, jako nosniki
lekéw przeciwnowotworowych, postanowitam zweryfikowaé hipoteze, ze dendrymery z miedzig
mogg by¢ réwniez interesujgce w tym zakresie. Dlatego tez postanowilismy zbadac¢ zdolnos¢
tworzenia kompleksow przez Cu(ll) metalodendrymery z lekami przeciwnowotworowymi,
doksorubicyng (DOX), metotreksatem (MTX) i 5-fluorouracylem (5-FU), a takie wyjasnié
mechanizm dziatania powstatych komplekséow i ich skuteczno$é. W ten sposéb powstata

publikacja (6) Hotota M., Michlewska S., Garcia-Gallego S., Sanz del Olmo N., Ortega P.,

Bryszewska M., de la Mata F.J., lonov M. Combination of copper metallodendrimers with
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conventional antitumor drugs to combat cancer in in vitro models, Int. J. Mol. Sci. 2023 24(4),

4076. Wspdlnie z doktorantem Mgr. Hototg wykonalismy wszystkie eksperymenty, nastepnie
przeanalizowalismy otrzymane wyniki. Opracowatam dane oraz przygotowatem czes¢ graficzng.
Nastepnie napisaliSmy manuskrypt, po czym dopracowywalismy jego ostateczng wersje. Na liscie
autoréw jestem autorem drugim i korespondencyjnym. Z wykorzystaniem technik DLS (z ang.
Dynamic light scattering) oraz pomiaru tadunku powierzchniowego okreslilismy mozliwosc
tworzenia kompleksdow pomiedzy dendrymerami, a lekami DOX, MTX i 5-Fu. Okazato sie, ze
metalodendrymery z miedzig tworzg koniugaty z lekami przeciwnowotworowymi. Nastepnie w
celu wyjasnienia istnienia efektu synergii dendrymeroéw i lekéw przeprowadzono badania in vitro.
Powstate nanosystemy testowano w stosunku do komdérek nowotworowych linii MCF-7 (ludzki
rak piersi) i linii HepG2 (ludzki rak watroby). Uzyskane wyniki potwierdzity, ze wszystkie
testowane leki byty bardziej skuteczne wobec komérek nowotworowych, gdy byty skoniugowane
z dendrymerami z miedzig. Pod wptywem komplekséw dendrymer/lek znacznie zmniejszyta sie
zywotnos¢ komodrek nowotworowych w pordwnaniu z komodrkami traktowanymi
nieskompleksowanymi lekami lub dendrymerami. Inkubacja komoérek z kompleksami
dendrymer/lek spowodowata wzrost poziomu reaktywnych form tlenu (RFT) i depolaryzacje bton
mitochondrialnych. Wydaje sie, ze jony miedzi obecne w strukturach dendrymeru wzmocnity
wtasciwosci przeciwnowotworowe catego nanosystemu i poprawity dziatanie lekdéw, indukujgc
zaréwno apoptoze, jak i martwice komoérek nowotworowych MCF-7 i HepG2 zaleznie od rodzaju
i generacji zastosowanego dendrymeru.

Podsumowujgc mojg role w powstaniu dwdch ostatnich prac pragne zaznaczy¢, ze bratam
udziat w wykonaniu analiz oraz w opracowaniu koncepcji badan, ktdrych wynikiem byto

powstanie publikacji.

Dodatkowo efektem tego kierunku prac badawczych byt przygotowany przeze mnie grant
w ramach konkursu Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Badawcza (IDUB). Granty IDUB sg
finansowane w ramach zwiekszonej o 2% subwencji Uczelni Badawczej (Uniwersytetu tddzkiego).
Wymieniony projekt pod tytutem ,Metalodendrymery zawierajgce atomy miedzi jako
potencjalne nanonosniki terapeutycznego siRNA w leczeniu nowotworu watroby” zostat
pozytywnie oceniony i otrzymat finansowanie. W tym projekcie zaplanowatam przeanalizowanie
wptywu nanokomplekséw (Cu)dendrymer/siRNA na komodrki nowotworowe HepG2 (rak

watroby), a takze poznanie mechanizmu dziatania otrzymanych nanosystemow.
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4.3.4. Podsumowanie

Gtéwnym wynikiem mojej rozprawy habilitacyjnej jest odpowiedZz na pytanie czy
karbokrzemowe dendrymery zawierajgce atomy rutenu lub miedzi mogg by¢ rozpatrywane jako
ewentualne nosniki substancji leczniczych w terapiach przeciwnowotworowych. Dodatkowym
efektem pracy byto zweryfikowanie postawionej hipotezy zaktadajacej, Zze badane
metalodendrymery z uwagi na obecnos¢ w ich strukturze atomdéw rutenu i miedzi wykazuja
aktywnos¢ przeciwnowotworowg oraz sg zdolne do tworzenia stabilnych komplekséw z lekami
przeciwnowotworowymi  takimi jak  doksorubicyng, metotreksatem, 5-florouracylem
i proapoptotycznym siRNA.

W przedstawionej pracy udowodnitam, ze nowo zsyntetyzowane metalodendrymery
zawierajgce atomy rutenu i miedzi tworzg kompleksy ze wspomnianymi lekami i siRNA a takze
wykazujg aktywnos¢ przeciwnowotworowa w formie nieskompleksowanej. Dodatkowo zostaty
opracowane i zoptymalizowane protokoty zamykania dendrymeréw w liposomach, co pozwolito
udoskonali¢ ich efekty transfekcji dla leku przeciwnowotworowego DOX. Z wykorzystaniem
zastosowanych modeli in vitro i in vivo udato sie udowodni¢ ze badane metalodendrymery moga
stanowi¢ efektywne narzedzia do przenoszenia materiatdow leczniczych do komérek
nowotworowych w terapii potréjnie negatywnego raka piersi. Na szczegdlng uwage zastuguje
opracowanie nowego dendrymeru z atomami rutenu wzbogaconego o znacznik fluorescencyjny
CRD13-FITC. Zwigzek ten moze byé rozpatrywany w kontekscie nosnika terapeutycznych
biomolekut z jednoczesnym potencjatem przeciwnowotworowym dostosowanym do potrzeb

diagnostyki obrazowe;j.

4.3.5.0pis pozostatych osiggnie¢ naukowych lub artystycznych, niewymienionych w pkt. 4.

Do moich pozostatych osiggnie¢ naukowych nalezy zaliczy¢ wyniki, ktére mozna podzieli¢
na kilka kolejnych rozdziatéw. Pierwszy z nich dotyczy zastosowania polimeréw
polietylenoiminowych (PEl) liniowych i rozgatezionych, modyfikowanych i niemodyfikowanych
tyrozyng w terapii przeciwnowotworowej. Watek ten jest obecnie realizowany w ramach
projektu NCN. UMO-2018/31/F/NZ5/03454. BEETHOVEN LIFE 1 [NP-HALE] ,Nowe polimerowe
nanoczgstki do przenoszenia kwasdw nukleinowych w leczeniu choréb ptuc - synteza, analiza

toksykologiczna i ocena biologiczno-terapeutyczna”, w ktédrym petnie funkcje wykonawcy.
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W wyniku realizacji tematu powstatfa przeglagdowa praca Kubczak M., Michlewska S., Bryszewska

M., Aigner A., lonov M. Nanoparticles for local delivery of siRNA in lung therapy, Adv. Drug Deliv.

Rev. 2021 179:114038.

W publikacji przedstawiono i oméwiono zastosowania naturalnych oraz syntetycznych,
niewirusowych wektoréw do dostarczania oligonukleotydédw do komorek ptuc, ze szczegdlnym
uwzglednieniem raka ptuc. Ze wzgledu na specyficzng budowe i naturalne bariery drég
oddechowych, podawanie lekéw (zwfaszcza opartych na kwasach nukleinowych) stanowi
szczegdlne wyzwanie. Ws$rdéd szeroko przebadanych niewirusowych nosnikéw lekéw
i oligonukleotydéw obiecujgce wydajg sie by¢ polimery syntetyczne, a ich unikalne witasciwosci
daja szerokie spektrum mozliwosci ich projektowania i modyfikacji. Daje to nadzieje, ze
ostatecznie powstang optymalne nanoczgstki, o idealnych witasciwosciach nosnika kwasu
nukleinowego
do terapii raka ptuc. Wspdlnie z Mgr Matgorzatg Kubczak przygotowatysmy wstepng wersje
manuskryptu. Dodatkowo bratam udziat w opracowaniu czesci graficznej publikacji.

W kolejnej z prac skupiajacych sie na tematyce polimeréw PEI: Kubczak M., Michlewska

S., Karimov M., Ewe A., Noske S., Aigner A., Bryszewska M., lonov M. Unmodified and tyrosine-

modified polyethylenimines as potential carriers for siRNA: Biophysical characterization and

toxicity, Int. J. Pharm. 2022 614(3):121468, ocenilismy mozliwosci ich wykorzystania, jako

niewirusowych nanonos$nikéw kwasow nukleinowych. W celu eliminacji ograniczen dotyczacych
skutecznosci i biokompatybilnosci PEI, wprowadzono modyfikacje struktury chemicznej liniowych
i rozgatezionych PEI, poprzez dotgczenie do nich tyrozyny. Poréwnano liniowe i rozgatezione PEI
z pochodnymi modyfikowanymi tyrozyna. Modyfikacja tyrozyng doprowadzita do znacznego
zmniejszenia toksycznosci, przy jednoczesnym zwiekszeniu interakcji z btonami komérkowymi.
Wszystkie efekty byty zalezne od masy czasteczkowej i struktury PEl (tj. liniowej vs.
rozgatezionej). Zwtaszcza w przypadku liniowych PEI, ulepszona interakcja z btong przetozyta sie
na nieznacznie zwiekszong hemolize, podczas gdy ich genotoksycznos¢ zostata zmniejszona. Ze
wzgledu na poprawe wifasciwosci koniecznych dla skutecznosci i biokompatybilnosci
nanowektorow, opracowane dane pokazaty, ze PElI modyfikowane tyrozyng s3 bardzo
obiecujgcymi i bezpiecznymi nanonosnikami do dostarczania matych RNA, takich jak siRNA
i miRNA. W przypadku tej pracy bratam udziat w wykonaniu czesci eksperymentéw

i w przygotowaniu wstepnej wersji publikacji.
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Z uwagi na obiecujgce wyniki, w kolejnej pracy Kubczak M., Michlewska S., Karimov M.,

Eve A., Aighner A., Bryszewska M., lonov M. Comparison of tyrosine-modified low molecular

weight branched and linear polyethylenimines for siRNA delivery, Nanotoxicology 2023 16 (9—10)

867—882 przeanalizowano liniowe i rozgatezione PEl o niskiej masie czgsteczkowej
modyfikowane tyrozyng, jako efektywne nosniki siRNA. Oceniono skutecznos¢ kompleksowania
i wiasciwosci biofizyczne utworzonego kompleksu za pomoca pomiaréw potencjatu zeta,
dynamicznego rozpraszania Swiatta i dichroizmu kotowego, a takze elektroforezy zelowe;j.
Knockdown badano w hodowli komérkowej 2D i 3D. Wyniki pokazaty, ze siRNA byty zdolne do
tworzenia stabilnych komplekséw ze wszystkimi testowanymi polimerami. Kompleksowanie byto
w stanie chroni¢ siRNA przed degradacjg przez RNaze i posredniczy¢ w knockdown genu
docelowego, co zostato okreslone na poziomie mRNA oraz w komdrkach reporterowych
wyrazajacych PC3-Luc3/EGFP i HCT116-Luc3/EGFP na poziomie biatka, przy uzyciu cytometrii
przeptywowej i mikroskopii konfokalnej. Bezposrednie pordwnanie badanych polimeréw
ujawnito rdéznice w ich skutecznosci biologicznej. Ponadto PElI modyfikowane tyrozyng
wykazywaty wysokg biokompatybilno$é, co okreSlono na podstawie uwalniania LDH
i integralnosci mitochondridéw (test agregatow J), jak rdwniez kaspazy 3/7 (apoptoza) i poziomow
reaktywnych form tlenu (RFT). W badaniach ex vivo najskuteczniejsze okazaty sie kompleksy
oparte na LP10Y, tgczgce penetracje tkanek ze skutecznym obnizeniem ekspresji gendw. Czesé
wynikéw zamieszczonych w tej publikacji zostata uzyskana w zespole kierowanym przez Prof.
Aignera z Lipska, w Niemczech. Podobnie jak w przypadku poprzedniej publikacji wykonatam
czes$¢ eksperymentdw i bratam udziat w przygotowaniu wstepnej wersji manuskryptu.

Podanie nanoczgstek (NP) najczesciej zwigzane jest z ich kontaktem ze sktadnikami krwi.
Biatka obecne w surowicy natychmiast pokrywajg nanoczastki, co moze prowadzi¢ do zmian
farmakokinetyki, biodystrybucji i metabolizmu. Sposréd wszystkich biatek krwi albuminy

stanowig najliczniejszg grupe. Zatem gtéwnym celem kolejnej pracy Kubczak M., Grodzicka M.,

Michlewska S., Karimov M., Ewe A., Aigner A., Bryszewska M., lonov M. The effect of novel

tyrosine-modified polyethyleneimines on human albumin structure — thermodynamic and

spectroscopic study, Colloids Surf. B. 2023 227:113359, byto zbadanie interakcji miedzy liniowymi

i rozgatezionymi polietylenoiminami (PEl), modyfikowanymi tyrozyng, o rdinej masie
czasteczkowej z albuming ludzkg (human serum albumin — HSA). Oddziatywanie
z hydrofobowymi czesSciami biatka badano za pomocg kwasu 1-nilinonaftaleno-8-sulfonowego

(ANS). Oceniono tez zmiany w strukturze drugorzedowej HSA z wykorzystaniem metody
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dichroizmu kotowego. Do analizy powstawania komplekséw zastosowano transmisyjng
mikroskopie elektronowg i metode dynamicznego rozpraszania swiatta. W pracy wykazano, ze
PEI modyfikowane tyrozyng sg zdolne do wigzania ludzkiej albuminy. Analiza struktur
drugorzedowych wykazata, ze w obecnosci polimerdw zmniejszata sie zawartos¢ a-helisy,
jednoczesnie zwiekszajgc poziomy struktur losowo pofatdowanych. Tworzenie kompleksu zostato
potwierdzone technikami TEM i DLS. Odkrycia te majg kluczowe znaczenie dla zrozumienia
interakcji polimer-biatko oraz wtasciwosci nanoczgstek. Podobnie jak w przypadku poprzednich
prac uczestniczytam w przygotowaniu czesci eksperymentalnej i bratam udziat w przygotowaniu
wstepnej wersji manuskryptu.

Kolejny watek badan, ktéry prowadze wspdlnie z Mgr Marikg Grodzickg, ktérej jestem
promotorem pomocniczym ma na celu charakterystyke polifenolowych dendrymeréw
z dotgczong resztg kwasu kawowego, powszechnie znanego przeciwutleniacza. W pierwszej

z prac w tym cyklu badan: Grodzicka M., E.Pena-Gonzalez C., Ortega P., Michlewska S., Lozano R.,

Bryszewska M., de la Mata F.J., lonov M. Heterofunctionalized polyphenolic dendrimers

decorated with caffeic acid: Synthesis, characterization and antioxidant activity, SM&TSustain.

Mater. Techno. 2022 33 e00497 ocenilismy antyoksydacyjne wiasciwosci tych dendrymeréw.

W pracy opisano synteze i scharakteryzowano dwa typy dendrymerdw. Pierwszy typ zostat
udekorowany grupami amonowymi, co zwiekszyto ich rozpuszczalno$¢ w wodzie. Drugi typ,
opréocz wspomnianej funkcjonalnosci, posiada w strukturze jeden lub dwa tancuchy glikolu
polietylenowego (PEG), ktérego obecnos¢ prowadzi do zwiekszenia biokompatybilnosci
dendrymeru i zmniejsza jego cytotoksycznosé. Wszystkie badane dendrymery chronity erytrocyty
przed hemolizg oksydacyjng. Co wiecej, powodowaty zmniejszenie indukowanej przez AAPH
(2,2'-azobis-2-methyl-propanimidamide, dihydrochloride) produkcji RFT w ludzkich fibroblastach.
Najlepsze wtasciwosci przeciwutleniajgce wykazano dla dendrymeru z dwiema resztami kwasu
kawowego i dotgczonym PEG.

W pracy wykonatam czes¢ eksperymentdw, a takze uczestniczyfam w opracowaniu
koncepcji badawczej. Przeanalizowatam wyniki oraz wspélnie z Mgr Grodzickg przygotowatysmy
wstepng wersje manuskryptu. Nastepnie wraz z Prof. lonvem dopracowalismy publikacje. Jestem
autorem korespondencyjnym tej pracy.

W kolejnej pracy Grodzicka M., Michlewska S., Buczkowski A., Sekowski S., Pena-Gonzalez

C.E., Ortega P., de la Mata F.J., Bryszewska M., lonov M. Polyphenolic 1 dendrimers bind human

serum albumin (wystana do czasopisma ,,Chemico-Biological Interactions”) zbadano odziatywanie
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polifenolowych dendrymeréw z albuming surowicy. Wyniki pokazaty, ze dendrymery wchodza
w interakcje z HSA, ale nie wptywajg na drugorzedowa strukture biatka. W pracy petnie role
autora korespondencyjnego. Obecnie wraz z Mgr Grodzickg przygotowujemy kolejne dwie prace.
W pierwszej z tych prac zostang opisane wyniki dotyczace interakcji polifenolowych
dendrymeréw z btonami biologicznymi. W drugiej pracy oceniona zostanie zdolnos¢ badanych
nanoczgstek, do przenoszenia kwaséw nukleinowych. Planowane sg rowniez kolejne analizy
podejmujace temat tych zwigzkdw, jako transporterow pakliteksalu w terapii lekoopornego raka
ptuc.

W ramach tego tematu przygotowatam projekt, pt. ,Polifenolowe dendrymery nowej
generacji, jako nosniki paklitakselu w terapii lekoopornego drobnoczasteczkowego raka ptuc”,
do konkursu Narodowego Centrum Nauki ,,MINIATURA 7”. Projekt zostat oceniony pozytywnie,
w maju 2023 otrzymatam finansowanie i obecnie jestem w trakcie realizacji zaplanowanych
w projekcie zadan.

W ramach niezwykle ciekawego nurtu badan, jaki pojawit sie w okresie mojej kariery
naukowej po otrzymaniu tytutu doktora w wyniku wspétpracy z zespotem kierowanym przez dr.
hab. Macieja Chatubinskiego, profesora Uniwersytetu Medycznego w todzi, powstat cykl
publikacji opisujgcych wptyw HRV16 i 1l-33 na aktywnos¢ zapalng $rédbtonka naczyniowego
w plucach cztowieka. Praca w zespole profesora Chatubinskiego byta dla mnie bardzo
interesujgca i wazna, dzieki niej mogtam wgtebi¢ sie w tematyke immunologiczng,
a w szczegdlnosci zaznajomi¢ sie z kwestiami teoretycznymi dotyczgcymi metod stosowanych
przy pracy laboratoryjnej z wirusami. Ten nurt badan bez watpienia jest istotnym rozdziatem

mojego rozwoju naukowego. Pierwsza z 4 publikacji Gawrysiak M., Gajewski A., Szewczyk R.,

Likoriska A., Michlewska S., Chmiela M., Kowalski M.L. Chatubinski M. Human rhinovirus HRV16

impairs barrier functions and regeneration of human lung vascular endothelium, Allergy 2021

76(6):1872-1875, dotyczyta analizy dziatania ludzkiego rinowirusa HRV16 na srodbtonek naczyn

ptucnych cztowieka prowadzacego do uposledzenia funkcji barierowych i regeneracyjnych.
Uzyskane wyniki sugerujg, ze srodbtonek naczyniowy zakazony rinowirusem moze by¢ silnym
zréodtem zapalnych cytokin i interferonéw. Co wiecej, w wyniku obecnos$ci wirusa moze
nastepowac uposledzenie bariery srédbtonka i funkcji regeneracyjnych, czego konsekwencjg
moze by¢ niekontrolowany wysiek bogatego w biatko ptynu pozanaczyniowego, prowadzacy do
obrzeku tkanki drég oddechowych i rekrutacji leukocytéw z krwioobiegu do pozanaczyniowej

tkanki ptuc. Wyniki zaprezentowane w pracy sg niezwykle istotne w kwestii zrozumienia wptywu
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wirusow oddechowych na generowanie zapalnych i wrodzonych odpowiedzi przeciwwirusowych

podczas infekcji wirusowych drég oddechowych. W kolejnej pracy Gajewski A., Gawrysiak M.,

Szewczyk R., Gulbas I., Likoriska A., Michlewska S., Kowalski M.L., Chatubinski M. IL-33 augments

the effect of rhinovirus HRV16 on inflammatory acitivity of human an lung vascular endothelium

- possible implications for rhinoviral asthma exacerbations, Allergy 2021 76(7):2282-2285

zbadany zostat wptyw IL-33, cytokiny pochodzenia nabtonkowego na $rédbtonek naczyn
ptucnych cztowieka. Biorgc pod uwage fakt, ze osoby cierpigce na astme wykazujg wiekszg
ekspresje IL-33 w drogach oddechowych niz zdrowe osoby bez astmy, postulowano, ze ciezkie
zaostrzenia astmy wywotane przez rinowirusa mogg by¢ spowodowane obecnoscig IL-33
w drogach oddechowych. Wyniki badan zaprezentowane w tej publikacji mogg otworzy¢ nowe
pole badan nad interakcjami miedzy nabtonkiem drég oddechowych, a srdédbtonkiem naczyn
ptucnych w patofizjologii wirusowych infekcji drég oddechowych i zaostrzen astmy oraz ogdlnej

immunopatologii astmy. W nastepnej pracy Gulbas ., Gajewski A.t., Gawrysiak M., Szewczyk R.,

Likonska A., Michlewska S., Kowalski M.L., Chalubinski M. IL-33 prevents the enhancement of AP-

N, DPP4, and ACE2 expression induced by rhinovirus HRV16 in the human lung endothelium —

potential implications for coronaviral airway infections, Allergy 2022 77(5):1610-1613,

kontynuowany byt temat wptywu IL-33 jako czynnika zapobiegajacego nasilonej ekspresji AP-N,
DPP4 i ACE2 indukowanej przez rinowirus HRV16 w $rédbtonku ptuc cztowieka. Srédbtonek
naczyniowy pfuc jest pétprzepuszczalng barierg, bedaca zrédtem mediatoréw stanu zapalnego.
Odgrywa on kluczowg role w utrzymaniu homeostazy ptuc i napedzaniu odpowiedzi
immunologiczne]. Dane prezentowane w niniejszej pracy wskazujg, ze rinowirus moze zwiekszac
ekspresje ACE2, DPP4 i AP-N na srédbtonku naczyn ptucnych, prowadzgc w ten sposdb do
zwiekszonej podatnosci na zakazenia ludzkimi koronawirusami. Co ciekawe, IL-33 moze
zapobiegac indukcji ekspresji receptoréw wejscia koronawirusa przez HRV na srddbtonku. Zatem
funkcja ochronna IL-33 moze leze¢ u podstaw rzadszego wystepowania zaostrzen astmy
zwigzanych z koronawirusem w poréwnaniu z zaostrzeniami astmy zwigzanymi z rinowirusem.

W pracy Likoriska A., Gawrysiak M., Gajewski A., Klimczak K., Michlewska S., Szewczyk R., Gulbas

|., Chatubinski M. Human lung vascular endothelium may limit viral replication and recover in

time upon the infection with rhinovirus HRV16, APMIS 2022 130(11):678-685 zbadano

odpowiedz $rédbtonka naczyn ptucnych na zakazenie ludzkim rinowirusem (HRV) i jego zdolnos¢
do ograniczania replikacji wirusa, a takze zdolnosci do regeneracji. Uzyskane wyniki wskazujg, ze

dtugoterminowo $rddbtonek naczyniowy ptuc moze skutecznie ograniczac replikacje HRV poprzez
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aktywacje IFN-zaleznej syntetazy OASL1. Prowadzi to do przywrdcenia integralnosci, ktéremu
towarzyszy regulacja potaczen, wzrost aktywnos$ci metabolicznej i tempa proliferacji. Po drugie,
komorki zakazone HRV16 wykazujg opdzniony i przejsciowy wzrost ekspresji czynnika wzrostu
Srédbtonka naczyniowego (VEGF), czynnika wzrostu fibroblastow, angiopoetyny 1 i 2 oraz
neuropiliny-1, jak réowniez receptoréow VEGF. Zakazony wirusem HRV s$rddbtonek naczyniowy
ptuc moze ograniczy¢ infekcje, z czasem wyzdrowieé, odzyskaé wtasciwosci barierowe i funkcje
metaboliczne, prowadzgc w ten sposdb do odbudowy zintegrowanej tkanki barierowej. Moja
rola w opisanych publikacjach polegata na wykonaniu eksperymentéw wizualizacyjnych
i przeanalizowaniu wynikéw dotyczacych tej czesci publikacji.

Na osobne omoéwienie zastuguje kolejny nowatorski kierunek badan w ktérem bratam
udziat w ramach wspétpracy z zespotem Prof. dr. hab. Przemystawa Lewkowicza z UMED w todzi.
Te badania dotyczyly wyjasnienia charakteru interakcji pomiedzy mielino-specyficznymi
limfocytami CD49d*CD154*, a prekursorami oligodendrocytdw, jako kluczowych proceséw
odpowiedzialnych za zaktécanie prawidtowej remielinizacji w stwardnieniu rozsianym. Celem

badan pierwszej pracy w tym zakresie z moim udziatem, Pigtek P, Namieciriska M., Domowicz M.,

Przygodzka P., Wieczorek M., Michlewska S., Lewkowicz N., Tarkowski M., Lewkowicz P. MS

CD49d+ CD154+ Lymphocytes Reprogram Oligodendrocytes into Immune Reactive Cells Affecting

CNS Regeneration, Cells 2019 8:12 byto wskazanie mechanizmu odpowiedzialnego za

postepujgcy degeneracje osSrodkowego uktadu nerwowego w stwardnieniu rozsianym. Jeden
z kluczowych probleméw zwigzanych z postepem stwardnienia rozsianego to niedostateczna
regeneracja oSrodkowego uktadu nerwowego, spowodowana niedoborem syntezy mieliny przez
nowo powstajgce oligodendrocyty. Otrzymane wyniki wskazywaty na to, ze limfocyty
CD49d+CD154+, ktére sg specyficzne dla mieliny, wpltywajg na dojrzewanie komoérek
prekursorowych oligodendrocytédw, prowadzac do tworzenia dojrzatych oligodendrocytéw
z tendencjg do wywotywania reakcji immunologicznej. Nowo powstate oligodendrocyty
charakteryzujg sie nieprawidtowg produkcjg biatek strukturalnych mieliny, takich jak biatko
zasadowe mieliny (MBP) i proteolipidowe biatko mieliny (PLP) oraz syntezg chemokin i cytokin
o dziataniu prozapalnym. Analiza szlakéw sygnalizacyjnych odpowiedzialnych za przeksztatcanie
oligodendrocytéw wykazata, ze limfocyty CD49d+CD154+ wptywajg na proces syntezy mikroRNA
(miRNA) poprzez zaburzenia aktywnosci polimerazy Il. miR-665 i ELL3 okazaty sie gtéwnymi
celami dla limfocytéw specyficznych dla mieliny w kontekscie stwardnienia rozsianego.

Neutralizacja wysokich poziomdéw miR-665 wewnatrz komorki przywrdcita synteze miRNA oraz
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produkcje MBP/PLP. Ogdlnie rzecz biorac, te dane wskazujg na nowe cele terapeutyczne, ktére

mogq wspomagac remielinizacje w osSrodkowym uktadzie nerwowym.

Rola autoreaktywnych limfocytéw w demielinizacji osrodkowego uktadu nerwowego jest
szeroko opisana w literaturze, podczas gdy bardzo mato wiadomo na temat ich roli
w remielinizacji podczas remisji stwardnienia rozsianego. Kolejna publikacja Pigtek P,

Namiecinska M., Domowicz M., Wieczorek M., Michlewska S., Lewkowicz N., Tarkowski M.,

Lewkowicz P. Matysiak M., Lewkowicz N., Tarkowski M., Lewkowicz P. Multiple Sclerosis

CD49d+CD154+ As Myelin-Specific Lymphocytes Induced During Remyelination, Cells 2020 9:1

identyfikuje nowga subpopulacje limfocytéw CD49d+CD154+ specyficznych dla mieliny, obecnych
we krwi obwodowej pacjentdw ze stwardnieniem rozsianym w czasie remisji, ktore proliferowaty
in vitro w odpowiedzi na peptydy mielinowe. Te limfocyty wykazywaty unikalng zdolnos¢ migracji
w kierunku dojrzewajgcych komodrek prekursorowych oligodendrocytéw oraz synteze
prozapalnych  chemokin i cytokin.  Wspodtkultura  dojrzewajgcych  prekursorowych
oligodendrocytéw z limfocytami CD49d+CD154+ specyficznymi dla mieliny charakteryzowata sie
wzrostem wydzielania prozapalnych chemokin/cytokin. Ponadto, dojrzewajgce prekursorowe
oligodendrocyty eksponowane na zewnatrz na peptydy mielinowe potrafity indukowac
proliferacje limfocytow CD49d+CD154+ zalezng od CD40-CD154. Potwierdzono obecnos¢
komérek CD49d+CD154+ blisko dojrzewajgcych prekursorowych oligodendrocytéw i miejsc
remielinizacji w trakcie remisji choroby w mysim modelu stwardnienia rozsianego (mikroglej
C57Bl/6 immunizowane MOG35-55). Zaprezentowane dane sugerujy, ze limfocyty
CD49d+CD154+ specyficzne dla mieliny obecne w mdzgu moga zaktécac remielinizacje, w ktérej
posredniczg oligodendrocyty, prawdopodobnie poprzez tworzenie prozapalnego srodowiska.

W nastepnej publikacji, bedacej wynikiem mojej wspdtpracy z Prof. Lewkowiczem, Pigtek

P., Tarkowski M., Namiecinska M., Riva A., Wieczorek M., Michlewska S., Dulska J., Domowicz M.,

Kulinska-Michalska M., Lewkowicz N., Lewkowicz P. H3K4me3 Histone ChIP-Seqg Analysis Reveals

Molecular Mechanisms Responsible for Neutrophil Dysfunction in HIV-Infected Individuals, Front.

Immunol. 2021 15;12:682094, przeanalizowano hipoteze zaktadajacg, ze obwodowe neutrofile

u oséb zakazonych wirusem HIV charakteryzujg sie uposledzeniem chemotaksji, fagocytozy,
aktywnosci bakteriobdjczej i zdolnosci do wybuchu oksydacyjnego, niezaleznie od tego, czy
pacjenci otrzymujg terapie przeciwretrowirusowg, czy nie. Dysfunkcja neutrofili prowadzi nie

tylko do zwiekszonej podatnosci na infekcje oportunistyczne, ale takze do uszkodzenia tkanek
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poprzez uwalnianie reaktywnych form tlenu (RFT), proteaz i innych potencjalnie szkodliwych
czgsteczek efektorowych przyczyniajacych sie do progresji AIDS. Wyniki tej publikacji wykazaty
wysoki poziom trimetylowanej formy histonu H3 lizyny K4 (H3K4me3) i rozregulowanie
transkrypcji DNA w krazacych neutrofilach oséb zakazonych wirusem HIV. Badanie catego
genomu H3K4me3 dostarczyto dowoddéw na to, ze modyfikacje chromatyny prowadzg do
uposledzenia kanonicznego szlaku aktywacji komdrek NF-kB, powodujg dysfunkcje neutrofili
obserwowang u 0sdb zakazonych wirusem HIV.

W kolejnej pracy, Piatek P., Namiecinska M., Lewkowicz N., Kulinska-Michalska M.,

Jabtonowski Z., Matysiak M., Dulska J., Michlewska S., Wieczorek M., Lewkowicz P. Changes

within H3K4me3-marked histone reveal molecular background of neutrophil functional plasticity,

Front. Immunol. 2022 10;13:906311 zaobserwowano zmiany stanu neutrofili po stymulacji

lipopolisacharydem (LPS), preaktywujgcym stezeniem TNF-a lub IL-10. Neutrofile sg heterogenng
populacja zdolng zaréwno do petnienia funkcji przeciwdrobnoustrojowych, jak i supresorowych,
jednak nie zidentyfikowano zadnego konkretnego wzorca czynnikéw transkrypcyjnych
kontrolujgcych te plastycznosé. Uzyskane dane pozwolity przypisa¢ okreslonym genom
docelowym, reprezentowanym przez histon znakowany H3K4me3 inny wzdér ekspresji genow
zwigzanych ze szlakami NF-kB, apoptozg i specyficznym profilem cytokin/chemokin/czynnikéw
wzrostu realizowanych przez neutrofile stymulowane przez LPS, IL -10 lub TNF-a. Apoptotyczne
neutrofile indukowane przez IL-10 sg komdrkami aktywnymi transkrypcyjnie, zdolnymi do zmiany
profilu cytokin/chemokin/czynnikow wzrostu pozgdanych w usuwaniu stanu zapalnego poprzez
niekanoniczny szlak NF-kB z jednoczesnym hamowaniem kanonicznego szlaku NF-kB. Jako,
ze apoptotyczne/supresyjne neutrofile indukowane przez IL-10 poprzez geny pozycjonujgce
w histonie oznaczonym H3K4me3 byty transkrypcyjnie aktywne, nowo opisane miejsca wigzania

DNA mozna uznac za potencjalne cele dla ich immunoterapii.

W ostatniej publikacji w tym rozdziale zostat poddany szczegétowej analizie wptyw
naturalnych olejkéw na bariere krew-modzg (BBB) kontrolujgcej mikrosrodowisko osrodkowego

uktadu nerwowego (OUN). W pracy Piatek P., Lewkowicz N., Michlewska S., Wieczorek M.,

Bonikowski R., Parchem K., Lewkowicz P., Namiecinska M. Natural fish oil improves the

differentiation and maturation of oligodendrocyte precursor cells to oligodendrocytes in vitro

after interaction with the blood—brain barrier, Front. Immunol. 2022 22;13:932383 uzyto modelu

bariery krew-mdzg w celu przetestowania wptywu mieszanki naturalnego oleju rybiego
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w poréwnaniu z olejem z ogérecznika. Wykazano, ze olej rybi, w przeciwieistwie do oleju
z ogorecznika, wptywa na funkcje komérek prekursorowych oligodendrocytéw podczas ich
dojrzewania. Spowodowato to modyfikacje syntezy zasadowego biatka mieliny (MBP),
oligodendrocytow mieliny (MOG), biatka proteolipidowego (PLP) i kwasu nerwonowego (NA)
w dojrzatych oligodendrocytach. Unikalna formuta oleju rybiego, charakteryzujgca sie znacznie
bardziej zréznicowanymi sktadnikami w poréwnaniu z tymi zawartymi w oleju z ogdrecznika,
poprawita réwniez wzmocnienie Scistego potgczenia poprzez zwiekszenie ekspresji klaudyny-5
i VE-kadheryny w komérkach srédbtonka. Uzyskane dane uzasadniajg uwzglednienie spozycia
naturalnego oleju rybiego w diecie cztowieka, jako wptywajgcego na proces remielinizacji. Praca
ta zostata uznana za najlepsza prace miedzyuczelniang w ramach wspétpracy UM w todzi
z Politechnika tdodzka w roku 2022 (https://p.lodz.pl/uczelnia/aktualnosci/laureat-nagrody-za-
najlepsza-miedzyuczelniana-publikacje-naukowa-w-2022-roku).

Jako dodatkowe osiggniecie w tym rozdziale chciatabym potraktowaé otrzymanie
w 2021r. wraz z cztonkami zespotu Katedry Biofizyki Ogdlnej Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska kierowanej przez Prof. dr hab. Marie Bryszewskg nagrody zespotowej Rektora
Uniwersytetu tdédzkiego pierwszego stopnia za cykl publikacji , Wtasciwosci i zastosowania

substancji aktywnych biologicznie” Cykl sktada sie z 42 publikacji monotematycznych.

5.Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscia naukowa
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej,
w szczegoblnosci zagranicznej.

5.1. Po doktoracie

Na wstepie tego rozdziatu pragne podkreslié, ze wszystkie publikacje, wchodzgce w sktad
mojego gtdéwnego osiggniecia naukowego sg wynikiem wieloletniej wspdtpracy zespotu Prof.
lonova, w ktdrym pracuje naukowo, z zespotem Prof. de la Maty z Uniwersytetu w Alcala de
Henares, z Hiszpanii. Od wielu lat pracownicy obu grup badawczych regularnie odbywaja
spotkania i wizyty, majgce na celu prowadzenie wspdlnych doswiadczen, a takze pozyskiwanie
miedzynarodowych grantéw, czego wynikiem jest m.in. 21 prac z moim udziatem
opublikowanych w czasopismach z listy JCR (doktadna lista prac zostata zaprezentowanag
w zatgczniku nr. 3 ,Lista osiggnie¢”). Dodatkowo zgodnie z tym, co zostato opisane w punkcie

4.3.2. ,Opis pozostatych osiggnie¢ naukowych” obecnego autoreferatu aktywnie uczestnicze
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w badaniach wykonywanych w ramach wspétpracy z zespotem badawczym z Lipska w Niemczech
kierowanym przez Prof. Achima Aignera, ktéry jest doswiadczonym badaczem klasy swiatowe;j,
z imponujgcym dorobkiem naukowym, od wielu lat zajmujgcym sie nanoczgstkami polimerowymi

oraz badaniami ukierunkowanymi na wyjasnienie mozliwosci ich zastosowania w biomedycynie.

W pierwszym okresie po zakonczeniu doktoratu ze wzgledu na pandemie wszelkie
wyjazdy byty utrudnione, a czasem wrecz niemozliwe do zrealizowania. W zwigzku z tym znaczna
czes$c spotkan w tym okresie odbywata sie w formie online. Niemniej w grudniu 2021 roku wraz
z dwiema doktorantkami Mgr Elzbietg Oktg oraz Mgr Marika Grodzickg odbytam staz naukowy
w Katedrze Jadrowej Fizyki, Uniwersytetu Komenskiego w Bratystawie, Stowacja. Wyjazd
zrealizowatam w ramach bilateralnego projektu pt.: ,New Drug Delivery Nanosystem Combining
Liposomal and Dendrimeric Technology (Liposomal Locked-In Dendrimers) for development of
cytostatic drugs” PPN/BIL/2018/1/00150/U/00001 finansowanego przez Narodowg Agencje
Wymiany Akademickiej, w ktorym petnitam role gtéwnego wykonawcy. W trakcie pobytu
w Bratystawie wraz z doktorantkami oraz Dr Garaiovg wykonatysmy czes¢ analiz dotyczacych
wykorzystania systemdéw Dendrymer-CRD/Liposom/Doksorubicyna w stosunku do komodrek
nowotworowych MCF-7. Dodatkowo razem z Prof. Waczulikova wykonatam analize statystyczna

otrzymanych wynikdéw opublikowanych w czasopismie ,,Colloids and Surfaces B: Biointerfaces”.

Efektem moich badan w zagranicznym osrodku naukowym na Stowacji oraz wieloletnigj
wspotpracy pomiedzy zespotem stowackim reprezentowanym przez Prof. Tibora Hianika, Prof.
Waczulikovg oraz Dr Zuzane Garaova, a naszym zespotem polskim sg 3 publikacje z moim
udziatem, w tym 1 wchodzgca w sktad mojego gtéwnego osiggniecia naukowego. Dodatkowo od
roku 2018 wspétpracuje z Prof. Markiem Malym z Uniwersytetu w Usti nad Labem J.E. Purkynie
w zakresie wykonywania symulacji komputerowej tworzenia kompleksdw nanoczastka/lek lub

nanoczgstka/siRNA. Wynikiem tej wspotpracy sg 2 publikacje z listy JCR.

Moja praca naukowa na Uniwersytecie w Rydze (totwa) przyczynita sie do nabycia
umiejetnosci pisania projektéw naukowych, co w przysztosci skutkowato opracowaniem kilku
projektéw badawczych, z ktdrych dwa otrzymaty finansowanie (projekty krajowe). Dodatkowo
w biezgcym roku 2023 zrealizowatam pobyt w totewskim Centrum Badand i Studidw
Biomedycznych w Rydze na totwie majgcy na celu wykonanie czesci zaplanowanych
eksperymentdow i oméwienie z Dr Jurisem Jansonem wynikdw wczesniej uzyskanych w trakcie

realizacji projektu ,,VACTRAIN” H2020-TWINN-2015, nr. CSA-692293 i przygotowanie wstepnego
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szkicu manuskryptu bazujgcego sie na wspdlnie otrzymanych danych. Wykonalismy réwniez
eksperymenty z wykorzystaniem nowoczesnych technik badawczych dotyczace tematyki obecnie

realizowanego przeze mnie grantu IDUB.

Dodatkowo moja aktywnos¢ naukowa zwigzana jest z prowadzeniem badain w ramach
wspOtpracy z zespotami Dr. hab. Macieja Chatubinskiego kierownika Kliniki Immunologii i Alergii
Uniwersytetu Medycznego w todzi oraz Prof. dr. hab. Przemystawa Lewkowicza kierownika
Zaktadu Immunogenetyki, Kliniki Neurologii, Uniwersytet Medyczny w todzi. Moja wspodtpraca
z Uniwersytetem Medycznym w todzi z zespotem Dr. hab. Macieja Chatubiriskiego zaowocowata
4 publikacjami. Z kolei w wyniku wspotpracy z zespotem Prof. dr. hab. Przemystawa Lewkowicza
(UMED, t6dz) opublikowanych zostato 5 prac. Prowadzenie przeze mnie eksperymentéw na
Politechnice t6dzkiej w zespole Dr Elzbiety Skiby skutkowata 3 wspdlnymi publikacjami (doktadna
lista w zatgczniki ,Lista osiggnie¢”). Jedna z nich zostata wigczona do cyklu stanowigcego moje
gtdbwne osiggniecie naukowe rozprawy habilitacyjnej. Kolejna praca zostata opracowana
w postaci manuskryptu i wystana do czasopisma ,,Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and
Medicine” i jest obecnie w trybie recenzji. Obie wyzej wymienione prace sg réwniez wynikiem
prowadzenia przeze mnie badan w Katedrze Nauk Biomedycznych Uniwersytetu Medycznego
w todzi, w zespole Prof. dr. hab. Cezarego Wataty. Wszystkie opisane wspodtprace ze osrodkami
krajowymi i zagranicznymi sg obecnie aktywnie kontynuowane, zaréwno w kwestii aktualnie

prowadzonych badan, jak i pozyskiwania srodkéw finansowania badan ze Zzrédet zewnetrznych.
5.2. Przed doktoratem

W trakcie wykonywania pracy doktorskiej odbytam 4 zagraniczne staze naukowe
i 3 wyjazdy szkoleniowe realizowane w ramach programu ERASMUS+. Pierwszy ze stazy odbytam
w 2016 roku, jako wykonawca miedzynarodowego projektu “Nanomaterials - Driven Anti-Cancer
Gene Therapy”, Horizon 2020 Call: FP7-PEOPLE-2012-IRSES “NANOGENE” PIRSES-GA-2012—-
316730, w Instytucie Biofizyki i Inzynierii Komodrki, Biatoruskiej Akademii Nauk, w MinAsku.
W  trakcie pobytu w Minsku wykonatam badania z zastosowaniem technik
spektrofotometrycznych. Poznatam tez metode elektroforezy zelowej. Wykonatam tez
eksperymenty in vitro dotyczace cytotoksycznosci kompleksow dendrymer/siRNA na
zawiesinowych, nowotworowych liniach komodrkowych. Gtdwnym efektem tego stazu byla

publikacja: Michlewska S., lonov M., Maroto-Diaz M., Szwed A., Ihnatsyeu-Kachan A., Loznikova

S., Shcharbin D., Maly M., Gomez Ramirez R., de la Mata, F.J., Bryszewska M., Ruthenium

36



Dr Sylwia Michlewska Zatqcznik nr 2 — Autoreferat

dendrimers as carriers for anticancer siRNA, 2018 J. Inorg. Biochem. 181: 18-27. Kolejny staz

naukowy w Katedrze Jgdrowej Fizyki, Uniwersytetu Komenskiego w Bratystawie, Stowacja w 2016
roku zwigzany byt z wykonaniem specjalnego, bilateralnego Polsko-Stowackiego projektu
badawczego SK-PL-2015-0021 finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego,
pt. ,Nanoczastki ztota, jako nosniki peptydédw HIV. Charakterystyka biofizyczna”. W trakcie tego

stazu wykonatam czes$¢ badan, ktore zostaty wykorzystane w pracy Garaiova Z., Melikishvili S.,

Michlewska S., lonov M., Pedziwiatr-Werbicka E., Waczulikova I., Hianik T., Gomez-Ramirez R., de

la Mata F.J., Bryszewska M. Dendronized Gold Nanoparticles as Carriers for gp160 (HIV-1)

Peptides: Biophysical Insight into Complex Formation, 2021 Langmuir 2:37(4):1542-1550. Do

moich zadan nalezato wykonie anliz z wykorzystaniem transmisyjnego mikroskopu
elektronowego oraz elektroforezy zelowej. Dwa kolejne zagraniczne staze naukowe w okresie
przed doktoratem odbytam w ramach miedzynarodowego projektu Horizon 2020 (Polska-
Szwecja-Ukraina-totwa) H2020-TWINN-2015/CSA-692293 “VACTRAIN” pt., “Twinning on DNA-
based cancer vaccines”, w ktérym petnitam funkcje wykonawcy. Oba staze odbytam w Rydze na
totwie w 2017 i 2018 roku. Podczas wizyt w Rydze miatam okazje wykonywac¢ eksperymenty in
vitro dotyczace optymalizacji dostarczania gendw do immunizacji DNA, poréwnanie skutecznosci
dostarczania DNA i odpowiedzi immunologicznej na immunogen reporterowy dostarczany
w przez nosnik dendrymerowy z lipofektaming oraz elektroporacjg. W ramach tego miatam
okazje pracowaé z réinymi protokotami dotyczacymi oznaczania aktywnosci metabolicznej

komérek, mikroskopii fluorescencyjnej, konfokalnej a takze cytometrii przeptywowej.

6.Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke

6.1. Dziatalno$¢ popularyzujgca nauke

2017 Prowadzitam warsztaty edukacyjne dla uczniéw licebw w ramach catorocznego programu
wspotpracy Uniwersytetu +tédzkiego ze szkotami ,Uniwersytet Zawsze Otwarty”
w tematyce: ,Wykorzystanie transmisyjnej mikroskopii elektronowej w badaniach

biologicznych”.

2017 Prowadzitam warsztaty ,Zastosowanie mikroskopii konfokalnej w badaniach

mikrobiologicznych, biotechnologicznych, mykologicznych i parazytologicznych”
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2018

2018

2023

2023

2023

organizowane przez: Katedre Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii (KMPiB), Zaktad
Immunoparazytologii  (ZIP) oraz  Pracownie = Obrazowania  Mikroskopowego
i Specjalistycznych Technik Biologicznych (POMISTB) Wydziatu Biologii i Ochrony

Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego.

Prowadzitam warsztaty edukacyjne dla ucznidow liceéw w ramach catorocznego programu
wspotpracy Uniwersytetu toédzkiego ze szkotami ,Uniwersytet Zawsze Otwarty”

»Transmisyjna mikroskopia elektronowa w badaniach biologicznych”.

Bratam udziat, jako lektor, w comiesiecznych warsztatach edukacyjnych
przeprowadzanych dla ucznidw szkét Srednich zainteresowanych biologia w ramach
programu IKB — Instytut kreatywnej Biologii ,Dziedziczenie na przyktadzie muszki

owocowej (Drosophila melanogaster)”.

Wygtositam wyktad w ramach ogdlnopolskiej akcji ,Noc biologéw” prowadzonej przez
Uniwersytet tédzki w nawigzaniu do hasta Europejskiej Agencji Srodowiska, "Woda -
zrédto zycia - terazniejszos$¢ i przysztos¢". Naukowa impreza dla dzieci i mtodziezy

o charakterze edukacyjnym.

Wygtositam wyktad dla doktorantéw pt. ,Mikroskopia bez tajemnic” w ramach VIII
Ogélnopolskiej Konferencji Nauk o Zyciu BIOOPEN — Wykfad rozpoczynajacy sesje

»Metody in vitro i in silico w analizie makromolekut”. Go$¢ specjalny.

Wygtositam wyktad dla cztonkédw Studenckiego Towarzystwa Naukowego Uniwersytetu
Medycznego w todzi pt. ,Dendrymery — nadzieja w terapii przeciwnowotworowej”,

w ramach SKN Let's Talk Science Uniwersytetu Medycznego w todzi. Go$é specjalny.

6.2. Dziatalnos$¢ dydaktyczna

W chwili obecnej sprawuje opieke merytoryczng nad dwoma pracami doktorskimi, jako

promotor pomocniczy w Katedrze Biofizyki Ogdlnej, Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska,

Uniwersytetu todzkiego. Moja rola promotora pomocniczego polega na wprowadzeniu mfodych

badaczy do pracy laboratoryjnej, wyjasnianiu teorii zjawisk biofizycznych oraz metodyk i technik

badawczych. Pomagam im tez w opracowaniu wynikdw oraz przygotowywaniu manuskryptow do

publikacji.
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Pierwszy z doktorantéw Mgr Marcin Hofota obecnie konczy realizacje pracy
,Karbokrzemowe dendrymery z atomami miedzi, jako nosniki lekéw i materiatu genetycznego
w terapii przeciwnowotworowej”. W wyniku badan prowadzonych wspdlnie z doktorantem
powstaty 3 publikacje opublikowane w czasopismach z listy JCR. Dodatkowo doktorant jest
wspotautorem 5 publikacji niewchodzacych do spinki jego pracy doktorskiej z tgcznym IF
wszystkich prac 41.57, punkty MEIN 890. Obecnie praca doktorska jest ztozona do recenzji,
a obrona zostata zaplanowana na listopad 2023 r.

Druga doktorantka, ktdorg sie opiekuje, Mgr Marika Grodzicka realizuje prace
pt., ,Zastosowanie nanoczgstek i nanomateriatéw w biomedycynie” w ramach Szkoty Doktorskiej
BioMedChem Ut i Instytutéw PAN w todzi, w Katedrze Biofizyki Ogdlnej, Wydziatu Biologii
i Ochrony Srodowiska, Uniwersytetu tddzkiego. Gtéwny nurt zainteresowar doktorantki
stanowig polifenolowe dendrymery z resztami kwasu kawowego. Pierwsze wyniki badan
prowadzonych wraz z doktorantkg zostaty opublikowane w czasopi$mie ,,Sustainable Materials
and Technologies” (IF, 10,681). Obecnie, kolejna praca zostata wystana do czasopisma ,,Chemico-
Biological Interactions” (IF, 5,186) i jest w trybie recenzji. Kolejne dwie prace sg w trakcie
przygotowywania. Wspodlnie z Mgr Grodzickg realizujemy réowniez badania bedace tematem
grantu ,,MINIATURA 7”7, ktéry udato mi sie pozyskaé w biezgcym roku, a takze grantu IDUB
(Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Badawcza) pozyskanego w 2022 roku. Obrona pracy
doktorskiej Mgr Grodzickiej zostata zaplanowana na pazdziernik 2024 r.

W trakcie mojej pracy naukowej bratam udziat réwniez w opiece nad pracg magisterska
Jakuba Magiery w 2019 r. (opieka nieudokumentowana) pt. ,Biofizyczna charakterystyka

dendrymerdw zawierajgcych atomy miedzi”.

Podczas pobytu mtodej kadry naukowej z partnerskich osrodkéw badawczych bratam
aktywny udziat w organizowaniu w swoim laboratorium pracy eksperymentalnej, wliczajac
w to opieke laboratoryjng, pomoc techniczng i merytoryczng dla gosci Katedry. Ponadto
planowatami realizowatam zagraniczne wyjazdy badawcze do instytucji partnerskich oraz
opiekowatam sie doktorantami z Ut podczas naszych wspdlnych wyjazdéow do laboratoriéw

partnerskich.
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6.3. Dziatalnos¢ organizacyjna

W 2020 r. petnitam funkcje cztonku Komitetu Organizacyjnego ogdlnopolskiego
wydarzenia ,,Noc Biologéw” - Impreza naukowa dla dzieci i mtodziezy o charakterze edukacyjnym
w szerokiej tematyce organizowana przez Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu

toédzkiego, ,,Globalne zmiany Srodowiska”.

7.Plany badawcze

Gtéwnym zatozeniem moich planéw badawczych jest kontynuacja wspétpracy z zespotem
Prof. Javiera de la Maty, Prof. Rafaela Gomeza oraz Prof. Pauli Ortegi z Uniwersytetu w Alcala de
Henares w Hiszpanii. Planuje dalej rozwija¢ tematyke ,dendrymerowg” biorgc pod uwage fakt, ze
te nanoczastki posiadajg bardzo obiecujgce cechy fizykochemiczne w kontekscie ich zastosowania
jako nosnikow terapeutycznych biomolekut. Rdwnolegle planuje kontynuacje biezgcych badan
z zespotami Prof. lvety Waczulikovej z Bratystawy na Stowacji i Dr. Nikosa Nazirisa z Uniwersytetu
w Atenach w Grecji dotyczgcych zastosowania systemoéw lipidowych w biomedycynie.

Wyniki otrzymane w ramach aktualnie realizowanych przeze mnie projektdw badawczych
bedg stanowity baze do ztozenia kolejnych projektéow finansowanych przez agencje krajowe,
Narodowy Centrum Nauki (NCN), Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (NCBIR) Ilub
miedzynarodowe z gtéwnym naciskiem na fundacje europejskie. W tym miejscu pragne dodag,
ze obecnie czekam na decyzje dotyczaca finansowania ztozonego projektu NCBiR, w ktdrym mam
petni¢ role wykonawcy - Kierownik i wnioskodawca projektu, Prof. Lewkowicz z Uniwersytetu
Medycznego w todzi.

Planuje tez kontynuacje bardzo owocnej wspdtpracy z zespotem Dr. hab. Chatubinskiego,
profesora Uniwersytetu Medycznego w todzi oraz Dr Skibg z Politechniki £tédzkiej. Nalezy dodac,
ze w biezgcym roku rozpoczetam wspodtprace z Dr Wadjkowskg z Uniwersytetu Medycznego
w todzi, wspétpraca ta dotyczy doswiadczen in vivo.

Wszystkie planowane przeze mnie dziatania, ktore przyczynig sie do wzbogacenia mojej
wiedzy w dziedzinie nauk S$cistych i przyrodniczych postuzg mojemu dalszemu rozwojowi
naukowemu oraz ksztatceniu mtodych naukowcéw, ktdrymi sie opiekuje. Poszukiwanie nowych
mozliwosci do rozwoju dyscypliny nauki biologiczne, szczegdlnie w zakresie nanotechnologii
i biomedycyny jest moim celem, ktdorego realizacje pragne zwigza¢ z obecnym miejscem

zatrudnienia na Uniwersytecie todzkim.
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8. Bibliometryczne podsumowanie dorobku publikacyjnego

W okresie ,po doktoracie” opublikowatam, jako wspdtautor tgcznie 46 prac naukowych
w recenzowanych czasopismach z listy JCR, a dodatkowo 6 prac zostato wystanych do redakgcji

czasopism. Bytam wspétautorem 19 doniesient konferencyjnych.

»Przed doktoratem” (maj 2019 r.), jako wspodtautor opublikowatem tacznie 13 publikacji

z listy JCR, bytam wspdtautorem 20 doniesien konferencyjnych.

Przez caty okres mojej kariery naukowej (2012-2023), zgodnie z danymi widniejgcymi sie
w bazie Web of Science, jako wspotautor opublikowatam facznie 59 prac, i bytam wspdétautorem
ponad 39 doniesien konferencyjnych. Mdj Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science obecnie

wynosi 12. Publikacje byty cytowane 363 razy (z autocytowaniami 465).

Web of Science:
https://www.webofscience.com/wos/woscc/citation-report/e784eb1b-ae27-41e4-a7af-
3dcb59a3de85-8f1af639

W celu potwierdzenia uwzglednionej w tym autoreferacie informacji o mojej aktywnosci
naukowej i wspoétpracy z innymi uczelniami, zaréwno krajowymi, tak i zagranicznymi zatgczam

listy wspierajgce od wspotpracownikow z instytucji partnerskich (zatgcznik 7).
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