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¢) Opis osiggnigcia naukowego

Omowienie cyklu prac

Prace wskazane przeze mnie we wniosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego
dotycza badan nad otrzymywaniem oraz charakterystyka nowych, funkcjonalnych nosnikéw
lekéw. Prezentowane osiagnigcie naukowe opisane zostalo w 8 publikacjach [H1 - HS].
Opracowanie nowych systeméw dostarczania lekéw, jest jedna z metod, ktére mozna stosowaé
w celu zwigkszenia efektywnosci procesu terapeutycznego. W swoich badaniach wykorzystuje
liotropowe lipidowe fazy ciektokrystaliczne m. in. odwrécone fazy kubiczne (V2) oraz fazy
heksagonalne (H2), jako potencjalne nosniki lekéw. Takie struktury sa termodynamicznie
trwale a dzigki swej rozbudowanej powierzchni wewnetrznej moga gromadzié znaczne ilodci
leku. Moga by¢ takze skutecznym nosnikiem dla stabo rozpuszczalnego leku dzigki obecnosci
czgsei lipidowej. Niewatpliwie najwicksza zaleta lipidowych mezofaz, jest mozliwosé
regulowania szybkosci wymywania leku z no$nika. Dodatkowo mozliwe jest przytaczenie do
nanoczastki czynnika odpowiedzialnego za adresowanie nosnika do miejsca jego dziatania w
organizmie. Metody elektrochemiczne wykorzystatam w celu okreslenia wptywu matrycy na i)
wlasnosci utleniajgco/redukujgce lekow, i) okreslenie kinetyki oraz mechanizmu uwalniania
lekéw. Wykazatam, ze szybko$¢ wymywania leku z ciektokrystalicznych nognikéw mozna
kontrolowaé za pomoca pH [H1], lipidu budujacego dang faze kubiczna [H2], oddziatywan
hydrofobowych [HS], oddzialywan elektrostatycznych [H3], a takze wykorzystujac do tego
celu przejscia fazowe [H4]. W okreslonych warunkach mozliwe jest réwniez rozproszenie fazy
kubicznej czy heksagonalnej w nadmiarze wody, skutkiem czego bylo formowanie
kubosomow/heksosoméw, uktadow o identycznej jak faza kubiczna/heksagonalna strukturze,
ale charakteryzujacych si¢ mniejszg lepkoscia [H4, H6, H7, HS]. W pracy [H6] opisany zostat
mechanizm oddziatywania lipidowych ciektokrystalicznych nosnikéw lekéw z blona lipidowsa:
technika Langmuira umozliwita badania oddziatywania kubosoméw z modelowymi
lipidowymi warstwami utworzonymi na granicy faz woda/powietrze. Dodatkowo zbadany

zostat wptyw cieklokrystalicznych nanoczgstek na komérki nowotworowe. Wstepne badania



biologiczne zaprojektowanych przeze mnie uktadéw potwierdzily, ze cieklokrystaliczne
nanoczastki lipidowe moga potencjalnie uchroni¢ organizm przed toksycznym wplywem leku
przeciwnowotworowego i dostarczy¢ go do komérek nowotworowych, gdzie na skutek Zmiany

pH nastgpowatoby uwolnienie leku. [H5, H6, HS]

Wprowadzenie

Opracowanie systeméw dostarczania lekéw jest jedng z metod, ktéra ma na celu
zwigkszenie efektywnosci procesu terapeutycznego poprzez zapewnienie odpowiedniej
biodystrybucji leku. Stosowanie nosnikéw pozwala w wielu przypadkach na kontrolowanie
szybkosci uwalniania leku oraz ograniczenie toksycznodci podawanego leku, co szczegOlnie
istotne jest w przypadku mato selektywnych lekéw przeciwnowotworowych. Istotnym
wymaganiem co do wiasciwosci noénika jest jego biozgodnosé, brak toksycznosci; nosnik nie
moze kumulowaé si¢ w organizmie. Idealny nosnik leku powinien cechowa¢ sie zdolnoscig
akumulacji odpowiednio wysokiego stgzenia leku, ktéry nastgpnie uwalniany bedzie w
docelowym miejscu. Poszukuje si¢ metod, ktére ukierunkowane sa na dostarczeniu leku do
chorej komorki, bez uszkadzania prawidiowo dziatajacych. Poprawe selektywnosci oraz
efektywnosci dziatania leku unieruchomionego w nosniku, mozna osiggnaé poprzez
przylaczenie do powierzchni nosnika ligandéw, rozpoznajacych receptory eksponowane na
powierzchni komérek nowotworowych. Takie podejscie moze zwigkszyé akumulacje nognika
leku w poblizu komoérek nowotworowych i przez to poprawié moze dostarczanie leku do
wnetrza komorki. Skuteczno$¢ dostarczania lekéw do komoérek zalezeé bedzie giéwnie od
stopnia ekspresji receptoréw na powierzchni komérek nowotworowych.

Wsrod  nosnikéw  substancji terapeutycznych korzystne wydaja sie lipidowe
nanostruktury, ktére cechuje niski koszt oraz prostota syntezy, ponadto sg to uktady
nietoksyczne i biodegradowalne. Wsrdd lipidowych systeméw dostarczania lekéw najczesciej
stosowane sg liposomy oraz micele. [1] Istnieje réwniez pewna grupa lipidéw, ktdre moga
tworzy¢ rozmaite typy ciektokrystalicznych uktadéw (LCP), potencjalnie korzystnych do
zastosowan farmaceutycznych, co pokazuje w swojej habilitacji.

Liotropowe fazy ciekfokrystaliczne stanowia fazg posredniag miedzy krysztatem a ciecza
izotropowa. Fazy cieklokrystaliczne wykazujg dalekozasiegowe uporzadkowanie,
charakterystyczne dla krysztatu, zachowujac jednoczesnie typows dla cieczy ptynnogé. W
uktadach takich, obserwuje si¢ migdzy innymi powstawanie struktury o konsystencji zelu,
charakteryzujgcej si¢ wysoka stabilno$cig oraz ztozona budows tzw. fazy kubicznej badz fazy

heksagonalnej. Tego typu ukfady charakteryzujg si¢ bardziej rozwinieta w poréwnaniu do



liposoméw powierzchnig (ok. 400 m%g), co umozliwia wprowadzenie w ich strukture
odpowiednio wigcej lekoéw mato- oraz wielkoczasteczkowych o charakterze zaréwno

hydrofobowym jak i hydrofilowym.

Lipidy w srodowisku wodnym ulegajg samoorganizacji tworzac réznego rodzaju
agregaty. [2-4] Rodzaj powstajacej struktury zalezy miedzy innymi od y
1";}:3 g

powstajgcych agregatéw opisuje teoria Israelachvili. [5] Teoria ta I -
stosowana jest do ilosciowego opisu ksztattu lipidu i jego wptywu na

stezenia oraz geometrii lipidu. Wpltyw budowy lipidu na ksztalt

v

rodzaj powstajacej struktury. [Rys. 1] Wedhug teorii Israelachvili Rysunek 1 Struktura lipida

rodzaj tworzonej struktury zalezy od krytycznego parametru

upakowania (CPP ang. Critical Packing Parameter), ktdry wyrazony jest wzorem:

CPP = v/Aol.
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normalne o dodatniej krzywiznie. Ptaskie fazy L R

lamelarne (o zerowej krzywiznie) tworzone sg przez lipidy, ktére charakteryzuja sie takim
samym obszarem czgsci polarnej jak czesci niepolarnej (CPP=1). Natomiast lipidy o bardziej
rozbudowanej czegsci hydrofobowej (CPP>1) tworzg uktady odwrécone (o ujemnej
krzywiznie). [Rys. 2] Fazy odwrécone sg szczegolnie interesujace, jako nosniki lekéw nie tylko
ze wzgledu na swojg strukture, ale réwniez stabilno$é w nadmiarze wody. Struktury takie
zbudowane s z biokompatybilnych lipidéw i mogg tworzyé sie w fizjologicznych warunkach.
Monooleina jest przyktadem nietoksycznego oraz biodegradowalnego lipidu, mogacego mieé

praktyczne zastosowanie, do formowania nosnikéw lekéw uzytecznych zaréwno w doustnej

Jjak i przezskornej drodze ich podawania.



Wsrod faz o ujemnej krzywiznie wyr6zni¢ mozna fazy gabczaste (L3), odwrocone
dwuciggte fazy kubiczne ((V2) m.in. fazy o symetrii Im3m, Pn3m i Ia3d), odwrécona faze

heksagonalng (H2), micelarng fazg kubiczng (Fd3m) oraz odwrécone micele [Rys. 3].
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Rysunek 3 Przyklady odwriconych faz ciektokrystalicznych [6]
W badaniach, swojg uwage skupitam na dwuciagtych fazach kubicznych oraz fazie
heksagonalnej. Fazy te charakteryzuja si¢ duzg lepkoscia oraz stabilnoscig w nadmiarze
wody, co umozliwito mi modyfikacje powierzchni elektrod tymi mezofazami oraz badania

elektrochemiczne.

Dwuciagta faza kubiczna w swojej strukturze la3d

_ Pn3m Im3m
zawiera dwa przeplatajace si¢, nieprzecinajgce sie Y 4 I : _{_#
kanaty wodne otoczone dwuwarstwa lipidowg. Wéréd £ & K [

dwuciagtych faz kubicznych wyréini¢ mozna fazy Ryunek + Schemat ulozenia kanatéw wodmyeh
kubiczne:  prymitywna o symetrii Im3m,

diamentowg o symetrii Pn3m i Srubows o symetrii Ta3d. Ulozenie kanatéw wodnych w
poszczegllnych fazach przedstawione jest na Rys. 4. W fazie o symetrii Im3m kanaty wodne
laczg sig pod katem 90° i rozchodza si¢ w szesciu kierunkach. W fazie o symetrii Pn3m
cztery kanaly wodne tacza sig pod katem 109,5°; za$ w fazie la3d dwa kanaty wodne zbiegaja
si¢ pod katem 120° po trzy w weztach, Odwrdécona faza heksagonalna sklada sie z
cylindrycznych miceli upakowanych w dwuwymiarowej siatce. Ze wzgledu na budowe,
zaréwno faza kubiczna jak i heksagonalna mogg byé rozwazane, jako matryce do

unieruchamiania czasteczek o szerokim zakresie wielkosci oraz polarnosci.

Liotropowe fazy kubiczne posiadaja dobrze zdefiniowang strukture. Struktura faz

kubicznych jest jedyna, w ktorej uklad agregatéw lipidowych tworzy tréjwymiarows
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komorke. W odréznieniu do faz lamelarnej i heksagonalnej, ktére sg optycznie dwéjtomne
faza kubiczna jest optycznie izotropowa. Wielkosé kanatu wodnego, jak i rozmiar komérki
elementarnej mogg by¢ kontrolowane poprzez zmiany stopnia uwodnienia oraz temperatury
czy cisnienia. Niewatpliwie najwigksza zaletg tych ukladow, jest mozliwosé kontrolowania
szybkosci wymywania lekéw, ktora moze by¢ realizowana przez zmiany krzywizny warstwy
lipidowej oraz szerokosci kanatu wodnego. Dzigki duzej powierzchni wewnetrznej uktady
takie, mogg zamyka¢ w swojej strukturze duzg ilosé zwigzkéw czynnych biologicznie. [7]
Do zastosowan farmaceutycznych szczegdlnie istotny jest amfifilowy charakter fazy
kubicznej, umozliwiajacy unieruchomienie zaréwno mato- jak i wielkoczasteczkowych
czgsteczek. Zar6wno hydrofobowe jak i hydrofilowe zwiazki mogg byé wbudowywane w

jej strukturg zajmujac miejsce odpowiednio w czgsei lipidowej bgdz wodne;.
Streszczenie najwazniejszych osiggnied
Badania transportu leku w fazie kubicznej

Proces transportu lekéw w nosnikach jest istotny z punktu widzenia projektowania
nowych nosnikéw lekéw. Proces uwalniania leku z nosnika, jest uzalezniony od wielu
czynnikéw np. wilasciwosci leku, rodzaju stosowanej mezofazy, mozliwosci pecznienia,
tadunku leku, oddzialywan elektrostatycznych miedzy sktadnikami ukiadu. Uwalnianie lekow
z no$nika moze nastgpowac gtéwnie na drodze dyfuzji, zag czynnikiem limitujacym uwalnianie
leku jest wystgpowanie oddziatywan leku z matrycg w ktérej unieruchomiony jest lek. Dyfuzja
leku w fazie kubicznej zaleze¢ bgdzie m. in. od wielkosci i polarnosci zwigzku wbudowanego
w faze kubiczng.

W pracy H2 okreslitam efektywnos¢ transportu leku przeciwnowotworowego,
doksorubicyny (DOX) wbudowanego w faze kubiczng. Do badan transportu leku w fazie
kubicznej zastosowatam metody elektrochemiczne. W pracy H2 okreslitam wplyw rodzaju
lipidu budujacego mezofazg oraz pH na profil uwalniania. W badaniach zastosowatam fazy
kubiczne zbudowane z monooleiny (MO), monolinoleiny (ML) oraz fitantriolu (PT) co
pozwolito mi na powigzanie wptywu struktury lipidu na profil uwalniania leku z fazy. Struktury

lipidéw oraz doksorubicyny przedstawione sg na Schemacie 1.
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Schemat 1. Struktury lipidéw oraz doksorubicyny (DOX)

Lipidowe fazy kubiczne przygotowatam poprzez zmieszanie odpowiedniego lipidu z
wodg z odpowiednich stosunkach wagowych. Stosunek frakcji wodnej do lipidowej dla
uktadéw MO/woda, ML/woda oraz PT/woda wybratam na podstawie diagraméw fazowych
opisanych w literaturze. [8] [9][10] Wybrane lipidy tworza fazy o symetrii Pn3m, ktére s
stabilne w nadmiarze wody. W celu okreslenia struktury otrzymanej mezofazy zastosowatam
matokatowe rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego (SAXS ang. Smal Angle X-Ray
Scattering). Na podstawie badafi SAXS okreslitam wptyw domieszkowania faz kubicznych
doksorubicyng na symetri¢ oraz parametry strukturalne mezofaz. Fazy Kkubiczne
domieszkowane 0.6 %wagowym leku zachowaly strukture¢ kubiczng o symetrii Pn3m.
Dodatkowo wyznaczone parametry strukturalne mezofaz, m. in. szeroko$¢ kanahi wodnego
oraz grubos¢ warstwy lipidowej wykazaly, ze dodatek leku w strukturze nie wptynat ZNnaczaco
na parametry strukturalne faz kubicznych. Niezaleznie od wartosci pH, kanaty wodne w fazie
zbudowanej z fitantriolu (PT) charakteryzowaly sie najmniejszg szerokoscia kanatu wodnego
(2.3 nm) w fazie monooleinowej (MO), szerokos¢ kanatu wodnego byta najwieksza (4.3 nm).

Wykorzystanie metod elektrochemicznych umozliwito okreslenie stezenia leku w fazie
oraz wspéiczynnika dyfuzji. Bezpodrednie wyznaczenie wspélczynnika dyfuzji jak i stezenia
elektroaktywnego prébnika, mozliwe byfo dzigki zastosowaniu elektrod o r6znych rozmiarach,
a wigc dzialajacych w réznych systemach dyfuzji; w przypadku mikroelektrod, dyfuzja liniowa
jest zastapiona przez dyfuzje sferyczng. Na Rys. 5 przedstawione sg przykladowe
woltamogramy zarejestrowane na mikroelektrodzie oraz krzywe chronokulometryczne.
Polaczenie eksperymentéw elektrochemicznych, prowadzonych réwnolegle, w warunkach
dyfuzji liniowej oraz sferycznej umozliwito wyznaczenie zaréwno wspétezynnika dyfuzji, jak
1 stgzenia probnika. Jest to mozliwe, poniewaz wartosci pradéw s zalezne od DY (dla

chronokulometrii oraz woltamperometrii na duzej elektrodzie) lub D (woltamperometria na
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mikroelektrodzie); jednoczesnie w obu przypadkach wartoéci pradéw sa wprost proporcjonalne

do stezenia substancji elektroaktywnej. Takie podejscie umozliwito okreslenie wspéiczynnika

dyfuzji leku w fazie, gdzie nie byto znane doktadne stezenie probnika elektrochemicznego.
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Rysunek 5 Proylladowe woltamogranyy oraz lrzywe chronokulometryezne

Rozwiazanie ponizszych uktadow réwnan pozwolito na wyznaczenie wspétezynnika

dyfuzji oraz stezenia leku w fazie kubicznej.

1) wollamperometria cykliczna (CV) na makro- i mikroelektrodzie
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Na podstawie uzyskanych danych elektrochemicznych stwierdzono, ze ilogé

wbudowanej w fazg DOX oraz szybko$¢ dyfuzji DOX zalezy od szerokosci kanatu

wodnego, jak réwniez od lipidu budujacego mezofaze. Najwyzsze stezenie obserwowane

bylo dla ukiadu o najszerszym kanale wodnym. Jednoczesnie we wszystkich ukfadach

wyznaczone steZenie leku bylo nizsze niz wyznaczone na podstawie zastosowanej ilodci
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leku. Moze to by¢ spowodowane oddziatywaniami leku z faza lipidowg noénika. Dlatego
tez, dane te wykorzystano do obliczenia wspétczynnika podziatu leku migdzy faze wodng a
lipidowg. Wyznaczona wartos¢ wspotczynnika podziatu wskazuje, ze najwiecej leku
wbudowato si¢ w fazg w budowg, ktdrej zastosowany byl fitantriol. Dodatkowo, na
umiejscowienie leku w fazie kubicznej ma wptyw pH. Wykonane dodatkowo modelowanie
molekularne potwierdzito, ze DOX w pH kwasowym ma adunek dodatni co powoduje, ze
Jest ona unieruchamiana gléwnie w czeéci hydrofilowej fazy kubicznej, w kanatach
wodnych skad dyfuzja jest szybsza niz w przypadku gdy DOX wbudowane byly w domene
lipidowg co ma miejsce w bardziej zasadowym pH. [H2] Podzial leku pomigdzy faze wodna
oraz lipidowg fazy kubicznej zalezy od hydrofilowosci leku. Lek o charakterze
hydrofilowym wbudowuje si¢ w kanal wodny, podczas gdy lek o charakterze
hydrofobowym zakotwiczany jest w czesci lipidowej nosnika. Wykonane nastepnie badania
wymywania leku z faz kubicznych wykazaty, ze lek usuwany byt wolniej z fazy PT niz z faz
MO czy ML. W pH kwasnym, w wigc w sytuacji, gdy lek umiejscowiony byt w kanale
wodnym fazy kubicznej, wymywanie leku bylo szybsze niz w pH obojetnym, gdy lek
wbudowany byt w warstwe lipidows.

Wyznaczenie kinetyki wymywania leku zapewni¢ moze zaprojektowanie nosnika, ktéry
zapewni wiasciwy poziom leku w docelowym miejscu. Do opisu transportu leku w noénikach
czgsto stosuje si¢ matematyczne modele kietyczne. W wielu przypadkach wymywanie leku z
fazy odbywa si¢ zgodnie z dyfuzjg Ficka, jednak mechanizm ten moze zosta¢ zaburzony
poprzez wystepowanie oddzialywan migdzy lekiem a nosnikiem. Na podstawie badan
wymywania in vitro okreSlona zostata kinetyka oraz mechanizm uwalniania leku z lipidowych
nosnikéw. [HI1, H2] Do opisu mechanizmu zwigzanego z procesem uwalniania DOX
zastosowano model zaproponowany przez Korsmeyer-Peppas'a, ktory pozwala na stwierdzenie
czy dyfuzja leku z nosnika kontrolowana jest wytacznie dyfuzja oraz czy istnieja dodatkowe

oddziatywania leku z nosnikiem. Model Korsmeyer-Peppas'a opisany jest réwnaniem:

, gdzie Mo — poczatkowa zawarto$é leku w nosniku, M; — ilosé leku po czasie t, K, — stala

kinetyczna, n — wyktadnik dyfuzyjny.

Model Korsmeyer-Peppas'a pozwala na wyznaczenie parametru n, ktérego wartosé

okresla rodzaj transportu substancji z matrycy. W przypadku, gdy warto§é parametru
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dyfuzyjnego, 7 jest ponizej wartosci 0,5 wéwczas substancja uwalniana jest z matrycy zgodnie
z mechanizmem dyfuzji Ficka. Gdy warto$¢ n miesci sie w granicach 0,5-1 wéwczas transport
substancji jest anomalny, niezgodny z dyfuzja Ficka. Zastosowany do opisu transportu lekéw
w fazie model Korsmeyer-Peppas'a wykazat, iz mechanizm uwalniania DOX z fazy kubicznej
MO oraz PT w srodowisku kwasnym mozna opisaé jako anomalny. Dla badanych ukladéw
wartos¢ parametru n byla wyzsza niz 0.5, co sugeruje, ze transport leku nie jest kontrolowany
tylko dyfuzjg oraz, ze wystgpuja dodatkowe oddziatywania leku z matrycg. Jedynie w
przypadku fazy ML warto$¢ wspétczynnika dyfuzyjnego byta réwna 0,5 co swiadczy o tym, ze
proces wymywania leku z fazy odbywat si¢ zgodnie z prawem Ficka.

Wiele stosowanych cytostatykéw charakteryzuje niska selektywnosé, takie leki dziatajg
zar6wno na komoérki zdrowe jak i chore, wywotujgc szereg dziatar niepozgdanych. Poszukuje
sig metod, ktore ukierunkowane sg na dostarczeniu leku do chorej komérki, bez uszkadzania
prawidlowo dzialajacych. Wykazano, ze w przypadku guzéw nowotworowych pH jest nizsze
w poréwnaniu do normalnej tkanki (ktéra ma pH 7.4). Fakt zréznicowania wartosci pH w
organizmie moze zosta¢ wykorzystany do zaprojektowania uktadu, w ktérym uwalniane leku
bedzie zalezne od pH. Dlatego tez jednym z zatozeri badari byto zaprojektowanie srodowiskowo
czutych mezofaz, ktérych celem bedzie transport cytostatyku bezposrednio do komdrki
nowotworowej, gdzie nastgpi indukowane zmiang otoczenia uwalnianie leku. Dodatkowo
celem prowadzonych badan bylo zaprojektowanie nosnika leku o kontrolowanym uwalnianiu,

ktory bedzie dostarczat oraz uwalniat lek w efektywnym stezeniu w docelowym miejscu.

Lipidowe mezofazy, jako uklady do kontrolowanego wymywania leku
a) pH czule wymywanie leku z fazy kubicznej

Prace nad poprawg potencjalu terapeutycznego cytostatykdw skupiaja si¢ m. in. nad
poprawg selektywnosci, aktywnego kierowania leku do komérek nowotworowych oraz
kontrolowanego uwalniania substancji aktywnej z wykorzystaniem réznic w mikrosrodowisku
guza. Do projektowania pH czutych ukladéw wykorzystatam wiasnosci unieruchomionych w
nich lekéw. DOX, w zaleznosci od pH moze przyjmowaé rézne whasnosci
hydrofilowo/hydrofobowe i w zaleznoéci od pH moze wbudowywaé sie badz w kanat wodny
lub w domeng lipidowa. [H1] W pH 5,5 DOX wbudowuje sie w kanat wodny, gdyz jest ona
wtedy w formie sprotonowanej, natomiast w pH 7,5 DOX zlokalizowana jest tez na granicy

fazy woda-lipid jako, ze wystgpuje czgsciowo w formie obojetnej. Poniewaz dyfuzja w fazie
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wodnej jest szybsza niz w fazie lipidowej, rezultatem bylo otrzymanie pH czutych no$nikéw
leku, z ktérych uwalnianie DOX nastepowalo w pH srodowiska bliskim pH komorki
nowotworowej, podczas gdy w pH obojetnym lek pozostawat wbudowany w nosnik. [H2]
Niezaleznie od zastosowanego lipidu w 5,5 szybko$¢ uwalniania doksorubicyny (DOX) z fazy
kubicznej do srodowiska byla wigksza w poréwnaniu z szybkoscig wymywania leku w pH 7,5.
Otrzymanie zwigkszonej szybkosci uwalniania lekéw przeciwnowotworowych z fazy w pH
kwasnym, a zmniejszonej w pH zasadowym, moze umozliwi¢ zastosowanic takiej fazy
kubicznej jako matrycy dla tych lek6w, ktéra bedzie stanowié bedzie element selektywny,
zwigkszajac skutecznosé dzialania lekéw na komérki nowotworowe, jednoczesnie chronigc

zdrowe komérki przed jej toksycznym dziataniem.

W przypadku MO jak i ML, wymycie leku nastgpowato gwattownie, co prowadzi¢ moze
do wystgpowania niepozadanych efektéw ubocznych, a co za tym idzie réwniez
nieefektywnego leczenia. Systemy dostarczania lekéw o przedluzonym uwalnianiu sa
korzystne ze wzgledu na i) brak koniecznosci czestego podawania leku, #i) redukcje skutkéw
ubocznych wynikajacych z czestego podawania leku, iii) mozna znaczaco ograniczy¢ dawke
leku, #v) zwickszenie efektywnosci i selektywnosci dziatania leku. Szybkos¢ transportu
zwigzkow leczniczych z lipidowych mezofaz moze byé regulowana poprzez stosowanie
domieszek wplywajacych na kinetyke uwalniania leku m.in. poprzez zmiane szerokosci kanaha
wodnego, zmiang fadunku na scianach kanatu wodnego a takze wykorzystujac do tego celu
przejscia fazowe. W celu zahamowania szybkosci wymycia leku z lipidowych mezofaz

zastosowano kilka metod.
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b) Wphw oddzialywar elektrostatycznych na szybkosé wymycia leku

Pierwsza z prob ograniczenia szybkosci wymycia leku z fazy zaktadata wprowadzenie do

struktury fazy kubicznej domieszek, ktére beds zatrzymywaly lek w nosniku. Szybkosé

uwalniania DOX miata by¢ kontrolowana
poprzez zastosowanie lipidow, m%
wprowadzajgcych tadunek na $cianach w w
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uwalniania DOX z fazy kubicznych w pH 5.3.
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modyfikacji na szybkos¢ wymywania DOX zostat zbadany w pH 5.5. W zastosowanym pH
dodatnio natadowana DOX wbudowywana jest w kanal wodny. W badaniach szybkosci
transportu DOX zastosowano woltamperometri¢ pulsowg réznicowa (DPV ang. Differential
Pulse Voltammetry). W obecnosci AL potencjal redukcji DOX przesuwatl sic w kierunku
bardziej dodatnich potencjatéw, co $wiadczy o zakwaszeniu Srodowiska w kanatach wodnych.
Badania profilu uwalniania DOX wykazaty, Zze zmianie ulegla réwniez szybkos¢ wymywania
leku z fazy kubicznej. W obecnosci ujemnie natadowanego lipidu (AL) DOX wymywala sig
wolniej niz w przypadku fazy kubicznej niedomieszkowanej natomiast w obecnoéci dodatnio
natadowanego lipidu (CL) lek wymywat si¢ szybciej na skutek pojawienia sie sit
odpychajacych. W obecnosci CL ok. 80% DOX zostato wymyte, podczas gdy procent wymycia
DOX z fazy domieszkowanej AL byt nizszy (60 %). Potwierdzenie, ze obserwowane zmiany
w szybkosci wymywania DOX sg wynikiem odziatywan elektrostatycznych i nie sa
spowodowane zmiang w symetrii ukladu uzyskano wykonujac matokatowe rozpraszanie
promieniownia rentgenowskiego, SAXS (ang. Small Angle X-Ray Scattering).
Domieszkowanie monooleiny zaréwno lipidem natadowanym ujemnie jak i dodatnio w ilogci
1.2% wagowych nie zmienilo symetrii fazy kubicznej. Na dyfraktogramach obserwowano

szes¢ sygnatdéw charakterystycznych dla fazy kubicznej o symetrii Pn3m. Domieszkowanie faz
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kubicznych DOX nie wplywa znaczgco na zmiane parametréw charakteryzujacych faze
kubiczng, m.in. szerokos¢ kanatu wodnego czy grubosé warstwy lipidowej. Co potwierdza, ze
efekt zahamowania szybkosci uwalniania DOX z domieszkowanych anionowym lipidem

uzyskano bez zmiany symetrii fazy.

c) Wplyw mezofazy na szybkosé wymywania

Parametry strukturalne mezofaz mozna odpowiednio dopasowaé do uzyskania pozadane;j
szybkosci wymywania m.in. poprzez zmiany krzywizny warstwy lipidowej. W celu dalszego
zhamowania szybkosci uwalniania DOX zastosowano faze heksagonalng. [H4] Faza
heksagonalna ze wzgledu na swojg budowg moze znalezé zastosowanie, jako nosnik o
przedtuzonym uwalnianiu leku. [H4] Faza heksagonalna w odréznieniu do fazy kubicznej
charakteryzuje si¢ zamknigtymi kanatami wodnymi, co moze mie¢ istotny wplyw na szybkosé
uwalniania zawartego w nich leku. [11] W strukturze fazy kubicznej kanaty wodne sg W
kontakcie z otaczajgcym roztworem, natomiast kanaly wodne w fazie heksagonalnej 53
zamknigte, co sprawia, ze wymycie leku jest utrudnione. Te réznice w strukturze obydwu faz
mozna wykorzysta¢ do projektowania srodowiskowo czulych uktadéw, wrazliwych na zmiane
temperatury badz pH.

Faza heksagonalna, tworzona jest przez lipidy charakteryzujace si¢ wieksza, niz w
przypadku faz kubicznych, wartoscia krytycznego parametru upakowania (CPP). Faze
heksagonalng w temperaturze pokojowej oraz w warunkach fizjologicznych mozna réwniez
uzyskac poprzez domieszkowanie monooleiny domieszkami charakteryzujacymi si¢ wartoscia
CPP >1. Wigkszos¢ zwigzkéw amfifilowych z pojedynczym taficuchem alkilowym (CPP >1)
powoduje zmiang symetrii fazy z fazy kubicznej (V2) do charakteryzujacej sie bardziej ujemnag
krzywizna fazy heksagonalnej (H2) oraz w szczeg6lnych przypadkach mozliwe jest réwniez
formowanie sig fazy kubicznej micelarnej (Fd3m). Domieszki takie indukuja przejscie fazowe
z fazy kubicznej (V2) do fazy heksagonalnej (H2). Te przejécia fazowe sa spowodowane
relatywnie matg wielkodcig glowy hydrofilowej w poréwnaniu do wielkosci taficucha
alkilowego oraz CPP >> 1 lub CPP = 1 oraz kr6tszym tadcuchem alkilowym.

Domieszkowanie monooleiny kwasem oleinowym (OA) pozwolito na uzyskanie fazy o
strukturze heksagonalnej. [H4] W niskim pH po dodaniu OA do ukiadu sktadajacego sie z MO,
nastgpuje wzrost parametru upakowania (CPP), gdyz kwas oleinowy wystepuje wtedy
czgsciowo w formie sprotonowanej, nastgpuje wzrost czesei hydrofobowej i w rezultacie

formowanie fazy heksagonalnej. Wzrost pH w ukiadzie MO/OA powodowat deprotonowanie
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grupy karboksylowej kwasu oleinowego, ktéry byt w tych warunkach ujemnie natadowany, co
skutkowato pojawieniem si¢ oddziatywar odpychajacych i wyplaszczanie warstwy lipidowej
co prowadzito do powstania fazy kubicznej. Jednoczesnie, mozliwo$¢ ,,przetaczania” pomiedzy
fazg kubiczng a heksagonalng na skutek zmiany pH umozliwito synteze pH czulego nosnika
leku.

Wplyw zastosowanych domieszek oraz DOX na struktur¢ mezofaz zbadano za pomoca
SAXS. Obecnos¢ na dyfraktogramach szesciu sygnatéw w stosunkach V2:V3:v4:v6:v/8:V9,
potwierdza formowanie si¢ odwrdconej fazy kubicznej o symetrii Pn3m. Natomiast obecnogé
na dyfraktogramach zarejestrowanych w ukladach domieszkowanych kwasem oleinowym,
trzech sygnaléw w stosunkach 1:V3:V4 $wiadczy o formowaniu si¢ fazy heksagonalnej.
Badania te potwierdzity, ze dodatek DOX nie powodowal zmian struktury mezofazy, jak
rowniez nie wptywat na zmiang szerokosci kanatu wodnego jak i grubosci warstwy lipidowej
zarowno dla fazy kubiczne, jak i w przypadku fazy heksagonalnej.

Profil uwalniania leku z mezofaz wyznaczony za pomoca woltamperometrii pulsowej
roznicowej (DPV, ang. Differential Pulse Voltammetry) wskazywal na szybsze wymywanie
leku z fazy kubicznej niz z fazy heksagonalnej. DOX z fazy kubicznej byta wymywana niemal
natychmiastowo, 50 % wymycia leku nastgpowato po 40 minutach. Wymywanie DOX z fazy
heksagonalnej nastgpowato znacznie wolniej niz z fazy kubicznej (20 % wymycia po 3h).
Nasze badania potwierdzily, ze obecno$¢ zamknietych kanatéw wodnych w strukturze fazy
heksagonalnej sprawia, ze moze ona by¢ stosowana, jako nosnik o przedtuzonym uwalniania
leku. Zastosowanie fazy heksagonalnej, jako nosnika leku moze zapewnié przedhuzone

uwalnianie cytostatyku prowadzace do wydtuzenia czasu jego dziatania.
d) Wphyw oddzialywar hydrofobowych na szybkosé wymycia leku

Dodatkowa kontrolg nad szybkoscig uwalniania lekéw z fazy kubicznej mozna uzyskaé
poprzez dotgczenie do leku taficucha weglowodorowego, ktéry moze wbudowaé sie w warstwe
lipidowg w rezultacie prowadzgc do znacznego spowolnienia wymycia leku z mezofazy. W
publikacji HS wykazano, ze szybko$¢ uwalniania leku z fazy kubicznej moze byé spowolniona
poprzez modyfikacje leku taficuchem weglowodorowym wbudowujacym si¢ obszar
dwuwarstwy lipidowej. Jako modelowe zwigzki wybrane zostaty witaminy bedace pochodnymi
2-metylo-1,4-naftochinonu: filochinon (witamina K1), menachinon (witamina K2) oraz
menadion (witamina K3). Na Rys. 7 przedstawiono struktury badanych zwiazkéw.
Zastosowanie uktadéow MO/H0/VitK w stosunkach wagowych 64/35/1, nie powodowato
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zmiany struktury badanej fazy, co zostalo zbadane przy uzyciu SAXS. Zaréwno
domieszkowanie uktadéw witaming z K1 jak i K3 nie powodowato zmiany struktury fazy w
obu przypadkach uktad wykazywat symetri¢ Ia3d, podobnie jak faza niedomieszkowana.
Zwigkszenie ilosci witamin K1 oraz K2 w fazie, nie powodowato zmiany symetrii fazy,
wystgpujac w fazie w formie nierozpuszczonej, sugerujgc ograniczong rozpuszczalnosé leku w

monooleinie.
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Rysunck 7 Struktura witamin K. Profil wymywania witamin = grupy K = fazy kubicznej. Woltametria evkliczna (C1') do pomiaru
pradu utleniania glhikozy.

Na podstawie przeprowadzonej charakterystyki elektrochemicznej stwierdzono, ze
zarowno witamina K1 jak i K2, obie posiadajace dtugie taficuchy alkilowe wbudowywaly sie
w dwuwarstwe lipidowa i nawet po kilku dniach catkowicie pozostawaty w niezmienionej ilosci
w matrycy w przeciwienstwie do bardziej hydrofilowej witaminy, K3, ktéra juz po okoto 5h
uwalniana byta w 50% z fazy. W przypadku witaminy K3 prad redukecji byt WYZSZy sugerujac
szybszg dyfuzj¢ poprzez kanaty wodne fazy. W przypadku witamin K1 oraz K2 dyfuzja byta
wolniejsza, co sugerowato wbudowywanie witamin w lipidows domene uktadu. Na podstawie
uzyskanych wynikéw mozna stwierdzié, ze charakter hydrofobowo/hydrofilowy witamin jest
czynnikiem warunkujgcym rozmieszczenie zwigzkéw w czesci lipidowej badz w kanale
wodnym fazy kubicznej. Obecnoéé dhugich taficuchéw weglowodorowych w strukturze
witamin K1 oraz K2, powodowata trwate ich wbudowanie w dwuwarstwe lipidowa zas witK3,
zajmowata miejsce w kanale wodnym, czego skutkiem byta wigksza szybkosé wymywania z

fazy w poréwnaniu z pozostatymi zwigzkami.
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Dodatkowo w pracy HS wykazano, ze fazy kubiczne, mogg stanowié nosnik i zarazem
reaktor umozliwiajgcy unieruchomienie kilku enzyméw w bliskiej odlegtosci od siebie na wzér
biologicznych faficuchéw elektronowych umozliwiajac przeprowadzenie waznych reakcji
katalitycznej redukeji tlenu oraz utleniania glukozy. Uklad enzymow dehydrogenaza
glukozowa/diaforaza, ~unieruchomionych w cieklokrystalicznej matrycy umozliwil
przeprowadzenie reakcji utleniania glukozy. Wprowadzenie do uktadu diaforazy w obecnosci
chinonu, miato za zadanie obnizenie nadpotencjatu utleniania NADH. W ukladzie tym NADH
bylo generowane w reakcji katalitycznej utleniania glukozy do glukonolaktonu przez
dehydrogenazg glukozows, produktem tej reakeji jest, NADH, ktéry nastgpnie jest utleniany
przez diaforazg. Uklad zawierajacy witamine K trwale unieruchomiong w ciektokrystalicznej
matrycy W obecnosci diaforazy katalizuje utlenianie NADH, proces ten zachodzi przy
potencjale okofo -0,3 V, co dato bardzo korzystny potencjat do praktycznego wykorzystania
m.in. w konstrukcji bioanody. [Rys. 7]

Nanoczgstki cieklokrystaliczne w projektowaniu nosnikéw lekéw

W cyklu prac H1 — H5 wykazatam, ze lipidowe cieklokrystaliczne fazy sg potencjalnie
korzystne, jako systemy dostarczania lekéw. Kontrola szybkosci uwalniania leku z
cieklokrystalicznego nosnika moze by¢ realizowana m.in. poprzez zmiane pH lub tadunku na
Scianach kanatéw wodnych jak réwniez poprzez przejécia fazowe (np. z fazy kubicznej Pn3m
do fazy heksagonalnej). Jednak, zaréwno faza kubiczna, jaki i faza heksagonalna to struktury
charakteryzujgce si¢ duzg lepkoscia, co utrudniaé moze ich praktyczne stosowanie. Problem z
duzg gestoscig mozna rozwigza¢ poprzez stosowanie nanoczastek o symetrii kubicznej badz
heksagonalnej. Nanoczgstki te, zachowuja identyczna jak w przypadku faz zelowych strukture
i wiasnodci, charakteryzujac sig jednak mniejszg lepkoscia co moze utatwié ich aplikacje. W
poréwnaniu z liposomami obydwie struktury posiadaja zdolno$é¢ do akumulacji stosunkowo
wigkszej ilosci leku w nosniku, ponadto charakteryzuja si¢ wigksza stabilnoscia oraz
odpornoscia na mechaniczne uszkodzenia. Dodatkowo, podobnie jak w przypadku LCP
szybkos¢ transportu lekéw mozna Kontrolowaé poprzez zastosowanie domieszek
wplywajgcych na kinetyke uwalniania leku w celu uzyskania odpowiedzi na zewngtrzny

impuls.
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a) Poznanie mechanizmu oddzialywania lipidowych ciekiokrystalicznych nosnikéw lekéw

z blong lipidowg

Waznym i aktualnym zagadnieniem w procesie podawania $rodkéw leczniczych
unieruchomionych w nosniku, jest zrozumienie charakteru oddziatywan nosnikéw lekéw z
btonami lipidowymi oraz opis procesu adsorpcji/dezintegracji nosnika w zaleznosci od rodzaju
i organizacji lipidéw tworzgcych btong biologiczna. Poznanie tych zaleznoci niezbedne jest
dla rozwoju metod dostarczania leku przy pomocy biozgodnych lipidowych nosnikéw
cieklokrystalicznych, dalece bardziej trwatych niz liposomy. Dlatego tez w pracy H6 podjetam
proby wyjasnienia mechanizmu oddziatywania nanoczastek kubicznych oraz wptywu struktury
lipidu na oddziatywania nanoczastek z modelowymi warstwami. Zwykle zmiany organizacji
blon badano po ich umieszczeniu na podfozu stalym, co zawsze ma istotny wplyw na
wiasciwosci btony. [12][13][14] Wiasciwosci blony osadzonej na statym podtozu zalezg jednak
bardzo od wiasciwosci i topografii tego podtoza, co odbiega od warunkéw swobodnej btony
komoérkowej. Przedstawione w H6 podejscie opiera sie na wykorzystaniu w badaniach
lipidowej warstwy, rozpostartej na powierzchni wody (warstwa Langmuira-Blodgett) a wiec
wyeliminowany zostat tym samym wplywu stalego podioza, co zbliza ja do charakteru
pojedynczej warstwy w dwuwarstwowej blonie biologicznej. Zaletg takiego podejscia byta
mozliwos¢ kontroli upakowania warstwy lipidowej dzieki mozliwosci obserwacji zmian
cisnienia powierzchniowego. Technika Langmuira-Blodgett, data mozliwo$é¢ kontrolowania
sktadu i upakowania modelowej btony oraz badania mechanizmu oddziatywar nosnika z btona
lipidowa. W pracy H6 opisane zostaly badania charakteru oddziatywan kubosoméw z
monowarstwg utworzong przez fosfolipidy na granicy faz woda-powietrze. Takie podejscie
pozwolito na ograniczenie kontaktu monowarstwy ze stalym podtozem. W badaniach
zastosowane zostaty kubosomy o sktadzie: 96.3/3.0/0.7 % wagowych (wt.%) woda/monooleina
(MO)/kopolimer (Pluronic F-127) Charakterystyka strukturalna powstatych nanoczastek
zostata wykonana metoda SAXS oraz DLS i krio- SEM. Badania SAXS umozliwily
identyfikacj¢ powstatej fazy cieklokrystalicznej. Struktura powstatej nanoczastki nalezy do
grupy przestrzennej Im3m. Do analizy struktury nanoczastek zastosowano kriogeniczny
skaningowy mikroskop elektronowy (cryo-SEM, ang. Scaming Electron Microscope),

umozliwiajacy uzyskanie obrazu otrzymanych nanostruktur.
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Podczas badan wykonanych metodg Langmuira zarejestrowane zostaty zmiany w wartogci
cisnienia powierzchniowego po kontakcie warstwy lipidowej z kubosomami. Przy niskich
wartosciach cisnienia powierzchniowego, gdzie monowarstwa jest stabiej upakowana materiat
kubosomowy wbudowuje si¢ w warstwe lipidowa, podczas gdy przy wysokich wartosciach
cisnienia powierzchniowego, gdy warstwa jest mocniej upakowana nastepuje wymiana lipidéw
migdzy monowastwg lipidows a materiatem kubosomowym. W pracy H6 wykazano, Ze i)
kubosomy rozktadajg si¢ na powierzchni na granicy faz woda — powietrze w o obecnosci stabo
upakowanej warstwy DPPC, ii) badania BAM wykazaly, iz morfologia mieszanych warstw
wystgpuje zar6wno przy niskich jak i wyzszych wartosciach cisnienia powierzchniowego, i7i)
stabiej upakowana warstwa utatwia wbudowanie si¢ materialu kubosomowego. Uzyskanie
bardziej szczeg6towych i ilosciowych informacji dotyczacych molekularnego mechanizmu
oddzialywania blony lipidowej z nosnikiem leku na powierzchni woda — powietrze umozliwia
nam badania neutronowe, ktére wykonujemy w Instytucie Laue-Langevin, Grenoble na linii
FIGARO oraz ISIS w Didcot (UK) (INTER). Badania te prowadzone sg we wspélpracy z dr

Richardem Campbellem z Uniwersytetu w Manchesterze.

b) Kubosomy, jako pH czuly nosnik doksorubicyny

Charakterystyke¢ uwalniania leku z nosnika mozna zmieniaé w zaleznoéci od ich
specyfiki oraz czynnikéw takich jak m.in. pH. Celem badan przedstawionych w pracy H7 byto
zaprojektowanie nanoczastki ciektokrystalicznej, z ktérej uwalnianie leku nastgpowatoby na
skutek zmiany pH. Mikrosrodowisko guza, charakteryzuje obnizone pH - cecha ta moze by¢
wykorzystana do konstrukcji pH czulych no$nikéw lekéw. Takie nosniki powinny uwalniaé lek
w docelowym miejscu, czyli w pH kwasnym, co odpowiada pH komérki nowotworowej (pH

5.8), podczas gdy w pH obojetnym lek powinien pozostawaé wbudowany w nosnik.

W pracy H7 przedstawiono metody syntezy oraz charakterystyke pH czutych
nanoczastek o strukturze kubicznej, kubosoméw. W badaniach zastosowano uktady o skiadzie
odpowiednio 96.3/3.0/0.7 % wagowych HxO/GMO/F127 oraz 96.3/2.9/0.1/0.7 % wagowych
H20/GMO/DOX/F127. Charakterystyka strukturalna powstatych nanoczastek wykonana
metodg SAXS wykazata formowanie sig kubosoméw o symetrii Im3m o czym $wiadczyto
wystepowanie trzech sygnatéw w stosunkach V2: v4: V6. Jednoczesnie uzyskano
potwierdzenie, ze domieszkowanie kubosoméw lekiem przeciwnowotworowym nie zmienito
symetrii fazy. Profil uwalniania DOX z kubosom6w wyznaczono za pomoca woltamperometrii

fali prostokatnej (SWV ang. Square Wave Voltammetry) w roztworach buforowych o pH 5.5,
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6.5, 7.5 oraz 8.5. W pH 5.5 ok 99 % czasteczek doskorubicyny wystepuje w formie
sprotonowanej co powoduje, ze lek ten wbudowuje si¢ w kanat wodny, skad dyfuzja leku jest
szybsza. W buforze o pH 5.5 DOX ulega wymyciu szybciej niz ma to miejsce w pH 7.5 czy pH
8.5. Rezultatem badan bylo trzymanie pH-czulego kubosomu, z ktérego uwalnianie DOX,
nastgpowato w pH $rodowiska bliskim pH komérki nowotworowej, podczas gdy w pH
obojetnym lek pozostawat wbudowany w no$nik. Wykazano tym samym, ze kubosomy moga
potencjalnie uchroni¢ organizm przed toksycznym wplywem leku przeciwnowotworowego i
dostarczy¢ go do komérek nowotworowych, gdzie na skutek zmiany pH nastepowatoby

uwolnienie DOX.
¢) Heksosomy w projektowaniu nosnikow o przediuzonym uwalnianiu lekéw

Osiagnigcie pozadanego stezenia leku w docelowym miejscu w organizmie jest celem wielu
badan. Takie zafozenie mozna osiggna¢ poprzez projektowanie nosnikéw o modyfikowanym
uwalnianiu substancji aktywnej, m.in. no$nikéw o przedfuzonym uwalnianiu lekéw. Korzysci
ptyngce z takiego sposobu dostarczania substancji aktywnej to gléwnie mozliwosé
zmnigjszenia czgstosci podawania leku oraz ograniczenie dziatan niepozadanych zwiazanych z
przyjmowaniem lekéw. W przypadku stosowania lipidowych faz ciektokrystalicznych
dodatkowg kontrolg szybkosci uwalniania leku mozna zrealizowaé poprzez stosowanie przej$é
fazowych pomigdzy r6znymi mezofazami. Mozliwos¢ przetaczania pomigdzy fazg kubiczng a
heksagonalng na skutek zmiany pH umozliwi¢ moze konstrukcje $rodowiskowo czutego
systemu dostarczania leku. [15][11] [16]

W pracy H4 wykazatam, ze faza heksagonalna moze byé wykorzystana, jako nosnik o
przedtuzonym uwalnianiu leku. Zaréwno faza kubiczna jak i faza heksagonalna moga byé
rozproszone w obecnosci stabilizatora np. Pluronic F108 lub Pluronic F127, skutkiem czego
jest formowanie cieklokrystalicznych nanoczastek.

W pracy H4 przedstawiona zostata synteza pH zaleznych nanoczastek, w ktérych zmiana
pH indukowala przejscie fazowe z fazy kubicznej do heksagonalnej. W pH 5.5 domieszkowanie
monooleiny kwasem oleinowym (OA) powodowato formowanie heksosoméw. W pH 7
nastgpowato przejscie fazowe z fazy heksagonalnej do kubicznej. W pH 7 OA jest ujemnie
naladowany, oddzialywania odpychajace pomigdzy obdarzonymi takim samym tadunkiem
gtowami hydrofilowymi lipidu skutkowaly zmniejszeniem ujemnej krzywizny dwuwarstwy
lipidowe;j i jej wyplaszczaniem, co indukowato przejscie fazowe z fazy heksagonalnej do fazy
kubicznej. Struktura powstajgcych ciektokrystalicznych nanoczastek zostata potwierdzona za

pomocg SAXS. Obraz rozpraszania wykonany dla kubosoméw, zaréwno pustych jak i
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domieszkowanych DOX wykazat obecnodé sygnatéw w stosunkach V2, V3, V4, V6, V8, 9,
ktére sg charakterystyczne dla fazy Pn3m. W przypadku fazy heksagonalnej wystepowaty trzy
sygnaly w stosunkach: 1:V3:V4.

Wykonane nastgpnie metodami elektrochemicznymi poréwnanie szybkosci dyfuzji
DOX w cieklokrystalicznych nanoczastkach potwierdzity, ze podobnie jak miato to miejsce w
przypadku fazy heksagonalnej, transport leku w heksosomach jest w znacznym stopniu
ograniczony poprzez oddziatywania leku z nosnikiem H4. Zmiana struktury nanoczastek
skutkowata zmiang szybko$ci uwalniania leku z no$nika; szybko$¢ wymywania leku z
heksosomdw byta znacznie nizsza niz miato to miejsce w przypadku zastosowania kubosomow.

Efektywnos¢ dostarczania DOX  unieruchomionej w  cieklokrystalicznych
nanoczastkach do komoérek nowotworowych zostala zweryfikowana réwniez metodami
biologicznymi. Badania przeprowadzono na komoérki raka szyjki macicy linii HeLa. Do
okreslenia miejsca gromadzenia si¢ leku w komorkach wykorzystano mikroskop konfokalny.
Na podstawie otrzymanych zdj¢¢ z mikroskopu konfokalnego stwierdzono, ze pusty lek nosnik
nie ma wplywu na organizacje komoérek. Nastepnie poréwnano wpltyw zastosowanego nosnika
DOX na szybko$¢ gromadzenia leku w komérce. Badania te wykazaty, ze najwiecej DOX
akumulowalo si¢ w jadrze komorkowym w komorkach inkubowanych w obecnosci
kubosoméw. W przypadku doksorubicyny unieruchomionej w heksosomach proces ten byt
znacznie wolniejszy. Dodatkowo, heksosomy wykazujg lepsze wiasnosci w dostarczaniu leku
do komérek w poréwnaniu z wolnym lekiem. Doksorubicyna z heksosoméw uwalnia sie
zdecydowanie wolniej niz z kubosoméw, czego skutkiem moze by¢ wolniejsze gromadzenie
si¢ leku w jadrze komérkowym; lek unieruchomiony w kubosomie dostarczany byt szybciej.

Do okreslenia przezywalnosci komorek w badaniach biologicznych wykorzystano test
MTS. Metoda ta opiera si¢ na redukcji soli biekitu tetrazolowego do barwnego formazanu.
Barwng substancja dodawang do komoérek jest 3-(4,5-dimetylotiozol-2-yl)-5-(3-
karboksymetoksyfenylo)-2-(4-sulfofenylo)-2H-tetrazol (MTS). llo$¢ formazanu jest wprost
proporcjonalna do liczby zywych komorek w hodowli. Otrzymane wyniki cytotoksycznosci
nosnikéw potwierdzaja, ze puste nosniki sg nietoksyczne. Przy wykorzystaniu tego testu
zbadano réwniez efekt terapeutyczny otrzymany po zaaplikowaniu komoérkom nowotworowym
doksorubicyny unieruchomionej w cieklokrystalicznych nanoczastkach. Przezywalnosé
komorek nowotworowych inkubowanych w obecnosci doksorubicyny unieruchomionej w
kubosomie byla nizsza niz przy zastosowaniu heksosoméw (przy zachowaniu tego samego

stezenia leku w obydwu nosnikach).

23

'5-8\/£



Z przeprowadzonych badan wynika, ze odwrécone fazy heksagonalne (H2) moga byé
rozwazane, jako uktad do przedhuzonym uwalnianiu substancji czynnej w terapii nowotworéw.
Heksagonalna struktura nosnika, moze zapewni¢ zahamowane uwalnianie lekéw, w przypadku

gdy taki mechanizm jest bardziej korzystny.

d) Nanoczgstki lipidowe modyfikowane kwasem foliowym

W celu zwigkszenia selektywnosci oraz akumulacji leku w tkankach nowotworowych
wykorzysta¢ mozna réwniez aktywne dostarczanie leku do tkanki docelowej. Takie podejécie
ogranicza gromadzenie leku w komoérkach zdrowych. Wykorzystuje si¢ w tym celu specyficzne
ligandy przylaczone do powierzchni nanoczastek; ligandy takie sg rozpoznawane i wigzane
przez receptory wystepujace w blonie komérek nowotworowych. Dlatego tez, kolejnym
udoskonaleniem kubosoméw oraz heksosoméw, jako systeméw ukierunkowanego
przenoszenia lekéw, bylo przylagczanie do powierzchni nanoczgstek ligandu.
Cieklokrystaliczne nanoczastki z przylaczonym wektorem mialy za zadanie zwiekszenie
selektywnosci dostarczania leku oraz ograniczenie toksycznosci leku wzgledem zdrowych
tkanek. W tym celu kwas foliowy (FA) byt przytgczony do polimeru, Pluronic F108.
Przylgczenie kwasu foliowego do stabilizatora, uzytego do stabilizacji nanoczastek, zapewnito
wyeksponowanie czgsteczek FA do roztworu, dzigki czemu nosnik mégh byé rozpoznawany
przez komorki w ktére wykazywaty nadekspresje receptoréw kwasu foliowego. [HS]

Modyfikowane kwasem foliowym ciekltokrystaliczne nanoczastki byly scharakteryzowane
za pomocg SAXS co pozwolito na jakosciowg charakterystyke nanoczastek oraz wyznaczenie
symetrii faz. W celu poréwnania wptywu leku jak i przylaczonego ligandu na wiasnosci
strukturalne faz, wszystkie stosowany uklady zawieraly 5% wagowych lipidu. Réwniez
stosunek leku do lipidu byt identyczny we wszystkich pordwnywanych uktadach. Obraz
dyfrakcyjny wykazywal 6 sygnatéw w stosunkach charakterystycznych dla fazy o symetrii
Pn3m dla nanoczgstek stabilizowanych polimerem modyfikowanym kwasem foliowym. W
celu uzyskania fazy heksagonalnej, monooleing domieszkowano tetradekanem (TD).
Domieszkowanie monooleiny tetradekanem, powodowato transformacje do bardziej ujemnie
zakrzywionego uktadu o strukturze heksagonalnej, co zostato réwniez potwierdzone za pomoca
SAXS. Badania strukturalne wykazaty, ze uzyty do stabilizacji nanoczastek polimer Pluronic
F108 modyfikowany kwasem foliowym nie powoduje zmiany struktury mezofaz w poréwnaniu

polimerem niemodyfikowanym.
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Nastgpnie wykonane zostaty badania wymywania leku z nosnikéw, w celu potwierdzenia,
ze wprowadzenie modyfikacji w postaci kwasu foliowego na powierzchni nanoczastek nie
wplynie na szybkos¢ wymywania dokorubicyny z nosnikéw. Do badania profilu uwalniania
leku zastosowano woltamperometrig fali prostokatnej (SWV ang. Square Wave Voltammetry).
Metoda ta umozliwita monitorowanie szybkosci wymywania leku z duza doktadnoscia w
krotkich odstgpach czasu. Wartos¢ pradu byta znormalizowana byta wzgledem wolnego leku.
Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze uwalnianie leku z nanoczastek byto
spowolnione w poréwnaniu z lekiem wolnym, jednoczesnie mniej leku uwalnia sie z
heksosomow niz z kubosoméw. W celu oceny mechanizmu wymywania leku z nanoczastek

zastosowano model Higuchiego opisany rownaniem:
Mt/Mm = k\/-t‘

, gdzie MyM.. to frakcja leku uwolnionego z czasie t, oraz k stata kinetyczna. Wysoki

wspétczynnik korelacji w przypadku kubosoméw sugeruje, ze proces wymywania leku z
kubosoméw kontrolowany jest dyfuzja. Nizsza wartosé wspétczynnika korelacji uzyskana dla
heksosoméw sugeruje, ze majg w tym przypadku miejsce dodatkowe oddziatywania leku z
matryca.

Spodziewanym efektem modyfikacji nanoczastek kwasem foliowym byto
ukierunkowanie nosnika na komérki nowotworowe i ograniczenie toksycznosci leku na zdrowe
komorki. Badania przeprowadzono na trzech linach komérkowych KB i HeLa (rak szyjki
macicy) oraz T98G (glejaka) réznigcych sig poziomem ekspresji receptoréw kwasu foliowego
(FR). Oznaczenie ekspresji receptora kwasu foliowego (FR) wyznaczono za pomoca metody
Western blot; B-aktyna zostata zastosowana jako biatko referencyjne. Komérki KB oraz HeLa
wykazywaty wysoki poziom ekspresji receptora kwasu foliowego (FR-dodatnie), podczas gdy
komorki linii T98G nie wykazywaty obecnosci FR. Do oznaczenia poziomu akumulacji
doksorubicyny wykorzystano fluorescencje¢ oraz mikroskopi¢ konfokalng. Na podstawie
wykonanych testéw stwierdzono, ze obecnosé kwasu foliowego na powierzchni nosnika
zwigksza akumulacj¢ leku w jadrze komérkowym komoérek HeLa oraz KB, w ktérych
stwierdzono nadekspresje receptorow kwasu foliowego. FR —dodatnie kubosomy zwiekszaty
akumulacj¢ leku w jadrze komérkowym w poréwnaniu w heksosomami. Modyfikacja
nanoczgstek kwasem foliowym nie wptyneta na akumulacje leku w komérkach T98G, gdzie
nie stwierdzono obecnosci receptora kwasu foliowego.

Do okreslenia przezywalnosci komdrek w badaniach biologicznych zastosowano test w

uzyciem bigkitu trypanu. Metoda ta pozwala na okreslenie zmian w integralnosci blony
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komérkowej i pozwala na okreslenie ilosci péZnoapoptotycznych i nekrotycznych komérek.
Biekit trypanu wybarwia komérki martwe podczas, gdy do zywych komoérek nie wnika.
Dodatkowo, wykonany zostat réwniez test MTS. Na podstawie obydwu testoéw stwierdzono, ze
zastosowanie modyfikowanych kwasem foliowym kubosoméw obnizato przezywalnosé
komoérek nowotworowych tylko wykazujacych nadekspresj¢ receptoréw kwasu foliowego
(HeLa oraz KB). Przydatno$¢ zaprojektowanych przez nosnikéw  lekéw
przeciwnowotworowych obecnie jest weryfikowana w kolejnych badaniach biologicznych na
komérkach nowotworowych, w badaniach prowadzonych w zespole dr hab. Damiana Gawet z

Centrum Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego.

Podsumowanie osiggnig¢ bedacych podstawa postepowania habilitacyjnego
Najwazniejsze osiggnigcia:

1. Wykazatam, ze szybko$¢ wymywania leku z cieklokrystalicznych nosnikéw mozna
kontrolowa¢ za pomoca: pH, lipidu budujacego dang faze kubiczng, oddziatywar
hydrofobowych, oddziatywar elektrostatycznych oraz przejsé fazowych.

2. Otrzymatam pH-czuty kubosom, z ktérego uwalnianie DOX, nastgpowato w pH
srodowiska bliskim pH komérki nowotworowej, podczas gdy w pH obojetnym lek
pozostawal wbudowany w nosnik.

3. Okreslitam kinetyke oraz mechanizm wymywania domieszek z mezofaz. Potaczenie
eksperymentéw elektrochemicznych, prowadzonych réwnolegle, w warunkach dyfuzji
liniowej oraz sferycznej umozliwito wyznaczenie zarowno wspétezynnika dyfuzji, jak
i stezenia leku.

4. Wykazatam, ze fazy kubiczne, mogg stanowi¢ nosnik i zarazem reaktor umozliwiajacy
unieruchomienie kilku enzyméw w bliskiej odlegtosci od siebie na wzor biologicznych
faficuchdéw elektronowych (dehydrogenazg¢ glukozows, diaforaze oraz mediator,
witaming K).

5. Po raz pierwszy zastosowano technike¢ Langmuira do badaf oddziatywan kubosoméw
z modelowymi bonami lipidowymi utworzonymi na granicy faz woda-powietrze.

6. Zastosowatam heksosomy, do zaprojektowania nosnika o przediuzonym uwalnianiu
doksorubicyny (DOX).

7. Wykazatam, ze obecnos¢ kwasu foliowego na powierzchni zaréwno heksosoméw jak i
kubosomdw zwigksza akumulacje leku w jadrze komérkowym komérek Hela oraz KB,

w ktérych stwierdzono nadekspresjg receptoréw kwasu foliowego.
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8. Wykazatam, ze obecno$¢ wektora, kwasu foliowego (FA) na powierzchni nanoczastek
zmniejsza przezywalno$¢ komérek nowotworowych w  ktérych stwierdzono

nadekspresje receptoréw kwasu foliowego.

S. Omowienie pozostalych osiggni¢é naukowo — badawcezych

a) Publikacje naukowe w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation
Reports (JRC)

1. M. Zatloukalova, E. Nazaruk, D. Novak, J. Vacek, R. Bilewicz, Lipidic liquid
crystalline cubic phases for preparation of ATP-hydrolysing enzyme electrodes,
Biosens. Bioelectron. 100 (2018). doi:10.1016/j.bios.2017.09.036.

IF 2018y = 8.173. Liczba cytowar = 2

2. R.A. Campbell, Y. Saaka, Y. Shao, Y. Gerelli, R. Cubitt, E. Nazaruk, D. Matyszewska,
M.J. Lawrence, Structure of surfactant and phospholipid monolayers at the air/water
interface modeled from neutron reflectivity data, J. Colloid Interface Sci. 531 (2018).
doi:10.1016/j.jcis.2018.07.022.

[F2018= 5.091. Liczba cytowan =3

3. J. Szydlowska, A. Sitkiewicz, E. Nazaruk, D. Pociecha, P. Krzyczkowska, A.
Kréwcezynski, E. Gorecka, Fluorescent and charge transport properties of columnar
phases made of mono and bi-phenazine derivatives, Soft Matter. 14 (2018).
doi:10.1039/c7sm02087b.

IF2018)= 3,709. Liczba cytowan= 0

4. Mazur, B. Rola, K. Stolarczyk, E. Nazaruk, R. Bilewicz, J. Rogalski, S. Ohga, The large
scale production of Cerrena unicolor laccase on waste agricultural based media, J. Fac.
Agric. Kyushu Univ. 60 (2015).

IF2015) = 0,216. Liczba cytowan= 3

5. E.Nazaruk, E.M. Landau, R. Bilewicz, Membrane Bound Enzyme Hosted in Liquid
Crystalline Cubic Phase for Sensing and Fuel Cells, Electrochim. Acta. 140 (2014).
doi:10.1016/j.electacta.2014.05.130.

IF 2014y= 4,504. Liczba cytowan= 15

6. M. Karaskiewicz, E. Nazaruk, K. Zelechowska, J.F. Biernat, J. Rogalski, R. Bilewicz,
Fully enzymatic mediatorless fuel cell with efficient naphthylated carbon nanotube-
laccase  composite  cathodes,  Electrochem. = Commun. 20  (2012).
doi:10.1016/j.elecom.2012.04.011.
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[F2012)= 4,425. Liczba cytowan= 52
7. E. Nazaruk, M. Karaskiewicz, K. Zelechowska, J.F. Biernat, J. Rogalski, R. Bilewicz,
Powerful connection of laccase and carbon nanotubes: Material for mediator-free
electron transport on the enzymatic cathode of the biobattery, Electrochem. Commun.
14 (2012). doi:10.1016/j.elecom.2011.11.005.
IF2012) = 4,425. Liczba cytowan = 29
8. R. Bilewicz, E. Nazaruk, K. Zelechowska, J.F. Biernat, K. Stolarczyk, K.P. Roberts, G.
Ginalska, J. Rogalski, Carbon nanotubes chemically derivatized with redox systems as

mediators for biofuel cell applications, Biocybern. Biomed. Eng. 31 (2011).

IF(2011) = 0,234. Liczba cytowan= 6

9. E. Nazaruk, K. Sadowska, J.F. Biernat, J. Rogalski, G. Ginalska, R. Bilewicz,
Enzymatic electrodes nanostructured with functionalized carbon nanotubes for biofuel
cell applications, Anal. Bioanal. Chem. 398 (2010). doi:10.1007/500216-010-4012-1.

IF 2010y = 3,84 1. Liczba cytowan= 49

10. E. Nazaruk, K. Sadowska, K. Madrak, J.F. Biernat, J. Rogalski, R. Bilewicz, Composite
bioelectrodes based on lipidic cubic phase with carbon nanotube network,
Electroanalysis. 21 (2009). doi:10.1002/elan.200804435.

IF 2009= 2,630. Liczba cytowan= 27

I1. E. Nazaruk, S. Smoliniski, M. Swatko-Ossor, G. Ginalska, J. Fiedurek, J. Rogalski, R.
Bilewicz, Enzymatic biofuel cell based on electrodes modified with lipid liquid-
crystalline cubic phases, J. Power Sources. 183 (2008).
doi:10.1016/j.jpowsour.2008.05.061.

IF 2008y= 3,477. Liczba cytowan= 66

12. K. Stolarczyk, E. Nazaruk, J. Rogalski, R. Bilewicz, Nanostructured carbon electrodes
for laccase-catalyzed oxygen reduction without added mediators, Electrochim. Acta. 53
(2008). doi:10.1016/j.electacta.2007.09.053.

IF 2008= 3,078. Liczba cytowan= 42

13. E. Nazaruk, R. Bilewicz, G. Lindblom, B. Lindholm-Sethson, Cubic phases in
biosensing systems, Anal. Bioanal. Chem. 391 (2008). doi:10.1007/s00216-008-2149-
y.

IF 2008y= 3,327. Liczba cytowan= 40
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14. E. Nazaruk, R. Bilewicz, Catalytic activity of oxidases hosted in lipidic cubic phases on
electrodes, Bioelectrochemistry. 1 (2007) 8-14.
doi:10.1016/j.bioelechem.2006.12.007.

IF 2007= 2.992. Liczba cytowan= 23

15. E. Nazaruk, A. Michota, J. Bukowska, S. Shleev, L. Gorton, R. Bilewicz, Properties of
native and hydrophobic laccases immobilized in the liquid-crystalline cubic phase on
electrodes, J. Biol. Inorg. Chem. 12 (2007). doi:10.1007/s00775-006-0193-7.

IF 2007) = 3,325. Liczba cytowan= 34

16. K. Stolarczyk, E. Nazaruk, J. Rogalski, R. Bilewicz, Mediatorless catalytic oxygen
reduction at boron-doped diamond electrodes, Electrochem. Commun. 9 (2007).
doi:10.1016/j.elecom.2006.08.044.

IF 2007= 2,848. Liczba cytowan= 33

b) Sumaryczny Impact Factor wedhug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie
z rokiem opublikowania: IFrorai= 83,541

¢) Liczba cytowan publikacji wedlug bazy Web of Science (WoS): 485 (bez
autocytowan)

d) Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science (WoS): 14

e) Kierowanie mi¢dzynarodowymi i krajowymi projektami badawezymi oraz udzial

w takich projektach

Kierownictwo projektow:

1. Narodowe Centrum Nauki OPUSI13 2017/25/B/ST4/02817 ,Nanostrukturalne
cieklokrystaliczne  lipidowe nosniki  chemioterapeutykéw oraz  emiteréw
promieniowania korpuskularnego do zastosowari w celowanej terapii nowotworéw”.
Rok rozpoczecia realizacji projektu 2018.

2. Narodowe Centrum Nauki SONATAS 2013/09/D/ST5/03876 ,,Funkcjonalne lipidowe
mezofazy w projektowaniu nowych nosnikéw lekéw” — Rok rozpoczecia realizacji
projektu: 2014 (projekt zakonczony i rozliczony).

3. Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, Iuventus Plus , Lipidowe
ciektokrystaliczne fazy kubiczne domieszkowane biokatalizatorami i wybranymi
zwigzkami czynnymi biologicznie” kierownik grantu. Rok rozpoczecia realizacji

projektu: 2011 (projekt zakoriczony i rozliczony).
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Wykonawca w projektach badawezych

ke

Sinergia grant No. CRSII2 154451/1, Design, synthesis and characterization of lipidic
nanomaterials for biomedical and biosensing applications (kierownik grantu prof. Ehud
Landau) (projekt realizowany we wspotpracy z Uniwersytetem w Zurichu oraz ETH).
Rola w projekcie: gléwny wykonawca. Projekt rozpoczety w 2014r. zakoficzony w
2018r.

Narodowe Centrum Nauki OPUSI12 2016/23/B/ST4/03295 ,Mechanizm wnikania
ciektokrystalicznych lipidowych noénikéw lekow - kubosoméw i heksosoméw w btony
lipidowe” (kierownik grantu prof. dr hab. Renata Bilewicz). Rola w projekcie: gléwny
wykonawca. Rok rozpoczecia projektu: 2017

Program Wspoétpracy Polsko-Szwajcarskiej Polish-Swiss Research Programme PSPB-
079/2010 ,,Projektowanie Lipidowych Mezofaz Ciekfokrystalicznych, jako Nowych
Funkcjonalnych Nanomateriatéw dla Bioenergetyki i Bioczujnikéw”. (kierownik
grantu prof. dr hab. Renata Bilewicz). Rola w projekcie: gtéwny wykonawca. Rok
rozpoczecia 2012; rok zakonczenia — 2015,

Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, NN204214639 »Wykorzystanie
chemicznie modyfikowanych nanorurek weglowych do konstrukcji enzymatycznej
bioanody”. (kierownik grantu prof. dr hab. Renata Bilewicz). Rola w projekcie: gtéwny
wykonawca. Projekt rozpoczety w 2010r. zakoriczony w 2013r.

Narodowe Centrum Badai i Rozwoju NRO05001710 Projekt Rozwojowy
»Mikrobioogniwo i wspétpracujacy z nim bioczujnik” (kierownik grantu prof. dr hab.
Renata Bilewicz). Rola w projekcie: gtéwny wykonawca. Projekt rozpoczety w 2010r.

zakonczony w 2013r.

Otrzymane finansowanie na badania w oSrodkach zagranicznych

» ISIS Neutron and Muon Source Rutherford Appleton Laboratory, Harwell Science and
Innovation Campus, Didcot, Oxfordshire, UK. 5/12/2019 - 8/12/2018; Tytut — “Interactions

of lipidic cubic nanoparticles with model lipid biomembranes at the air water interface”
» Neutrons for Society, The Institut Laue-Langevin (ILL) GRENOBLE France: 27/01/2017
-29/01/2017; Tytut “Interactions of drug carriers - lipidic nanoparticles, known as

cubosomes with model lipid membranes at the air-water interface”
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» Neutrons for Society, The Institut Laue-Langevin (ILL) GRENOBLE France: 15/06/2018
- 19/06/2018; Tytut “Interactions of anticancer drugs with model lipid membranes -

determination of the mechanisms and interfacial stoichiometry”

f) Migdzynarodowe i krajowe nagrody za dzialalno$¢ naukows albo artystyczna

» Nagroda naukowa im A. Grabowskiego przyznana przez Rade Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego w 2016 roku za cykl 6 prac dotyczacych wiasciwosci
fizykochemicznych mezofaz lipidowych, jako matryc do przechowywania i uwalniania
substancji elektrochemicznie aktywnych — wybranych lekéw i enzyméw.

» Nagroda naukowa II stopnia przyznana przez Rad¢ Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego w 2011 roku za opracowanie metodyki unieruchamiania enzyméw w
ciektokrystalicznych fazach kubicznych i wykorzystanie ich do konstrukcji bioelektrod w
biosensorach.

» Wyréznienie Rektora UW w 2019 r. za wybitne osiggnigcia naukowe.

» Laureatka stypendium w ramach projektu ,Nowoczesny Uniwersytet — kompleksowy
program wsparcia dla doktorantéw i kadry dydaktycznej”.

g) Omowienie pozostalych osiggni¢é naukowo — badawczych

Celem naukowym prowadzonych przeze mnie badari jest projektowanie oraz praktyczne
wykorzystanie lipidowych mezofaz, jako uktadéw do unieruchamiania i kontrolowanego
podawania lekéw, jak réwniez do badania aktywnosci unieruchomionych w nich enzyméw
redoks oraz biatek membranowych. Moja praca doktorska dotyczyta opracowania wydajnie
pracujgcych bioelektrod do zastosowann w konstrukcji bioogniwa paliwowego oraz
biosensoréw. Fazy kubiczne zastosowatlam do unieruchomienia i zbadania aktywnosci
enzymow redoks m.in. lakazy, oksydazy oraz dehydrogenazy glukozy. Obecnie, moja praca
naukowa  oprdcz  projektowania nowych  funkcjonalnych  noénikéw  lekow
przeciwnowotworowych, bedacej podstawg postgpowania habilitacyjnego skupia sie wokot
zastosowania ciektokrystalicznych faz kubicznych, jako matryc do unieruchamiania biatek
membranowych. Prowadzone prace badawcze dotyczg rekonstytucji oraz badan
funkcjonalno$ci biatek transportowych zakotwiczonych w blonie biologicznej. Membranowe
biatka sa wyjatkowo wrazliwe i traca zwykle aktywnos¢, gdy sa izolowane ze swego
naturalnego $rodowiska — btony biologicznej. Te negatywne z punktu widzenia ich zastosowan

cechy mozna usung¢ poprzez rekonstytucje tych biatek do matrycy, ktéra przypomina naturalne
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srodowisko. Liotropowe fazy kubiczne to uklady termodynamicznie trwale, zawierajace
domeny lipidowe i wodne. Unieruchomienie w lipidowej matrycy biatek membranowych
pozwala na utrzymanie tych bialek w formie natywnej i zbadanie ich funkcji. Swoje prace
zwigzane z badaniem aktywnosci biatek membranowych w fazach kubicznych rozpoczelam od
biatka redox, dehydrogenazy fruktozy. Elektrody modyfikowane faza kubiczng z wbudowanym
enzymem wykorzystatam do konstrukcji bioogniwa paliwowego, jak réwniez uktadu shuzgcego
do oznaczania zawartosci fruktozy w komercyjnie dostgpnych sokach owocowych. Obecnie
moje badania koncentrujg si¢ nad unieruchomieniem w fazie kubicznej biatek membranowych
m.in. Na+/K+-ATPazy czy kanatu chlorkowego (ecCLC). Pompa sodowo-potasowa (ATP-aza
Na'/K*- biatko membranowe uczestniczace w aktywnym transporcie kationéw sodu (Na*) i
potasu (K*) zas$ kanat chlorkowy to potencjatowo zalezne biatko integralne, ktore odpowiada
za transport jonow chlorkowych. Aktywnos$¢ biatek membranowych unieruchomionych w fazie

kubicznej badam stosujac metody spektroskopowe oraz elektrochemiczne.
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