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II. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe - z podaniem nazwy, miejsca i roku

ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskie;j.

e Dyplom doktora nauk chemicznych w dyscyplinie biotechnologia (2013),
Wydziat Chemiczny, Politechnika Wroctawska
Tytut rozprawy doktorskiej: Synteza i badania in vitro nowych nanokapsut
polielektrolitowych o spowolnionym uwalnianiu fotouczulaczy
Promotor rozprawy: prof. dr hab. inz. Kazimiera A. Wilk

e Dyplom magistra inzyniera biotechnologii (2008), specjalno$¢ Biotechnologia
Srodowiska, Wydziat Chemiczny, Politechnika Wroctawska
Tytut pracy dyplomowej: Solubilizacja i cytotoksycznos¢ wybranych fotouczulaczy
w uktadach mikroemulsyjnych

Opiekun pracy: prof. dr hab. inZz. Kazimiera A. Wilk

III. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
e 2015 - obecnie: adiunkt naukowo-dydaktyczny, Politechnika Wroctawska,
Wydziat Chemiczny
e 2012 - 2015: asystent naukowo-dydaktyczny, Politechnika Wroctawska,
Wydziat Chemiczny
e 2008 - 2009 - staz naukowy zrealizowany w ramach programu Leonardo Da Vinci,
Ecole Nationale Supérieure des Ingénieurs en Arts Chimiques et Technologiques

de Toulouse (ENSACIET) przy wspotpracy z firmg VALGO Remediation

IV. Osiagniecie naukowe wynikajace z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule

w zakresie sztuki(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)
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a) Tytul osiagniecia naukowego

Podstawg ubiegania sie o nadanie stopnia naukowego doktora habilitowanego jest
moje osiggniecie naukowe obejmujgce wyniki zawarte w cyklu publikacji
naukowych, objete tytutem:

Metody strukturyzacji uktadéow nanoemulsyjnych w enkapsulacji zwiqzkow

terapeutycznych i diagnostycznych

Cykl ten tworzy 9 publikacji naukowych o spojnej tematyce, wyszczegdlnionych
w wykazie zamieszczonym ponizej w punkcie IVb. Wszystkie wymienione pozycje

znajduja sie na liscie filadelfijskiej, a ich sumaryczny Impact Factor wynosi 32.091.

We wszystkich publikacjach z cyklu jestem pierwszym autorem,
w tym pieciokrotnie autorem korespondencyjnym.

Wykaz publikacji przedstawiony jest w kolejno$ci opublikowania, natomiast peine
teksty publikacji oraz o§wiadczenia wspo6tautoréw znajdujg sie w zatgcznikach

b) CyKl publikacji stanowiacych osiagniecie naukowe

H1. U. Bazylinska*, ]. Kulbacka, K.A. Wilk (2014) Dicephalic ionic surfactants
in fabrication of biocompatible nanoemulsions: Factors influencing droplet size and
stability. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects 460,
312-320.

(IFa=2.,752; 25 pkt MNiSWb, Cytc = 22)

H2. U. Bazylinska*, ]. Saczko (2016) Nanoemulsion-templated polylelectrolyte
multifunctional nanocapsules for DNA entrapment and bioimaging. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces 137, 191-202.

(IFa=3.887; 35 pkt MNiSWb, Cytc = 12)

H3. U. Bazylinska, D. Wawrzynczyk, ]J. Kulbacka, R. Frackowiak, B. Cichy,
A. Bednarkiewicz, M. Samoc¢*, K.A. Wilk* (2016) Polymeric nanocapsules with up-
converting nanocrystals make ideal fluorescent bioprobes. Scientific Reports 6, 1-14.

(IFa = 4.259; 40 pkt MNiSWb, Cyte = 10)

H4. U. Bazylinska*, R. Frackowiak, Z. Brzdézka, K.A. Wilk (2017) The effect
of anionic dicephalic surfactants on fabrication of varied-core nanocarriers for
sustained release of porphyrin photosensitizers. Journal of Photochemistry
& Photobiology, B: Biology 166, 169-179.

(IFa=3.165; 30 pkt MNiSWP, Cytc = 4)



H5. U. Bazylinska* (2017) Rationally designed double emulsion process for
co-encapsulation of hybrid cargo in stealth nanocarriers. Colloids and Surfaces A:
Physicochemical and Engineering Aspects 532, 476-482.

(IF2 = 2.829; 30 pkt MNiSWP, Cyte = 1)

H6. U. Bazylinska* ]. Pietkiewicz, ]. Rossowska, G. Chodaczek, A. Gamian,
K.A. Wilk* (2017), Polyelectrolyte oil-core nanocarriers for localized and sustained
delivery of daunorubicin to colon carcinoma MC38 cells: the case of polysaccharide
multilayer film in relation to PEG-ylated shell. Macromolecular Bioscience 1600356,
1-17.

(IFa =3.392; 35 pkt MNiSWP, Cytc = 2)

H7. U. Bazylinska, D. Wawrzynczyk* (2017), Encapsulation of TOPO stabilized
NaYF4Er3+Yb3* nanoparticles in biocompatible nanocarriers: Synthesis, optical
properties and colloidal stability. Colloids and Surfaces A: Physicochem. Eng.
Aspects 532, 556-563.

(IFa =2.829; 30 pkt MNiSWP, Cytc = 2)

H8. U. Bazylinska, W. Zielinski, ]J. Kulbacka, M. Samo¢, K.A. Wilk* (2016)
New diamidequat-type surfactants in fabrication of long-sustained theranostic
nanocapsules: colloidal stability, drug delivery and bioimaging, Colloids
and Surfaces B: Biointerfaces 137, 121-132.

(IFa = 3.887; 35 pkt MNiSWb, Cytc = 12)

H9. U. Bazylinska*, J. Kulbacka, ]. Schmidt, Y. Talmon, S. Murgia* (2018)
Polymer-free cubosomes for simultaneous bioimaging and photodynamic action
of photosensitizers in melanoma skin cancer cells. Journal of Colloid and Interface
Sciences 522, 163-173.

(IFa=5.091; 30 pkt MNiSW}, Cytc = 5)

Sumaryczny impact factor (IF): 32.091
(Srednia 3.566/publikacje)

Sumaryczna liczba punktéw MNiSW: 290
(Srednia 32.222 pkt/publikacje)

Liczba cytowan bez autocytowan: 70

* Autor korespondencyjny publikacji

a Impact Factor podany jest dla roku opublikowania artykutu (dla publikacji z roku
2018 podano IF dla roku 2017)

b Zgodnie z wykazem czasopism opublikowanym przez Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego w dniu 09.12.2016r.

¢ Zgodnie z Web of Science z wytqgczeniem autocytowan
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Prowadzone przeze mnie badania naukowe (reprezentujgce monotematyczny cyKkl
publikacji), stanowigce osiggniecie naukowe ujete w przewodzie habilitacyjnym

finansowane byty przez:

e Narodowe Centrum Nauki (NCN), w ramach projektu grantowego, Sonata 8,
nr 2014/15/D/ST4/00808  (06.09.2014-05.09.2019),  Strukturyzowane
nanoemulsje jako funkcjonalne i biokompatybilne nanonosniki hybrydowych

fluoroforéw ktérego jestem Kierownikiem

e Narodowe Centrum Nauki (NCN), w ramach projektu grantowego, OPUS 5,
nr 2012/05/B/ST4/00095, (05.03.2013-04.03.2016), Mechanizm i efektywnos¢
dostarczania nanosnikéw wypetnionych fotouczulaczami w warunkach

modelowych i z wykorzystaniem mikrosystemoéw, ktérego bytam Wykonawca

e Narodowe Centrum Nauki (NCN), w ramach projektu grantowego, OPUS 4,
nr 2012/07/B/ST5/02753, (08.07.2013-07.07.2016), Wielofunkcyjne
nanonosniki dla teranostyki i ich oddziatywanie ze Swiattem, ktoérego bylam
Glownym Wykonawca

e Wroctawskie Centrum Badan EIT+, w ramach projektu Biotechnologie
i zaawansowane technologie medyczne (BioMed), Priorytet II. Nowe leki i ich
formy wuzytkowe, Zadanie IIl.4. Nanoenkapsulowanie farmaceutykow
(19.02.2010-31.03.2015), finansowanego z Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego (Program Operacyjny Innowacyjna Gospodarka 1.1.2),
POIG 01.01.02-02-003/08, ktérego bytam Wykonawca

e Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w ramach dziatalnosci
statutowej Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej

Proponowany cykl publikacji [H1-H9], dotyczacy projektowania, syntezy i analizy
fizykochemicznej nanono$nikéw do enkapsulacji zwigzkéw terapeutycznych
i diagnostycznych wytwarzanych metodami strukturyzacji nanoemulsji, stanowi
nowos$¢ naukowag w dziedzinie nauk chemicznych i plasuje sie w obrebie chemii
uktadow dyspersyjnych i koloidoéw, chemii medycznej, technologii chemicznej oraz

nanobiotechnologii i farmacji.

Prowadzone przeze mnie badania majg interdyscyplinarny charakter,
dlatego wymagaty nawigzania wspotpracy krajowej i zagranicznej z wieloma
uznanymi o$Srodkami badawczymi i specjalistami z réznych dziedzin (tj. chemia,
fizyka, farmacja, medycyna i nanobiotechnologia) m.in. w ramach powyzZszych

projektéw badawczych.



c) Omoéwienie celu i osiggnie¢ naukowych przedlozonych do oceny wraz

z omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania

WPROWADZENIE

Projektowanie i synteza nowoczesnych ukladéw dostarczania lekow
o specyficznych cechach uzytkowych (ang. rational design) to obecnie gléwne
trendy i wyzwania badawcze szeregu renomowanych zespotéw naukowych
i licznych koncernéw farmaceutycznych [1-3]. Celem wieloletnich eksperymentéw
z pogranicza chemii uktadéw dyspersyjnych i koloidow, chemii medycznej,
technologii chemicznej (w tym chemikaliow specjalistycznych - ang. fine chemicals,
FCs) oraz nanobiotechnologii i farmacji, stato sie kreowanie no$nikéw o okreslonej
funkcjonalnosci, ktérych odpowiedni rozmiar i struktura bedzie w stanie zapewni¢
maksymalne korzy$ci terapeutyczne przy jednoczesnym monitorowaniu postepéw
danej terapii przeciwnowotworowej (np. chemio- czy radioterapii) [3-5].

Zgodnie z literaturg przedmiotu, przewaga nanono$nikdéw, nad tradycyjnym
podawaniem niskoczgsteczkowych lekéw i niszczeniem komérek nowotworowych
za pomoca dozylnej chemioterapii (Rys. 1), polega m.in. na efektywnym
dostarczaniu i kontrolowanym uwalnianiu czynnika terapeutycznego lub
mieszaniny zwigzkoéw biologicznie czynnych (tzw. aktywnego cargo) w komorkach
patologicznych z marginesem zdrowych tkanek, dzieki efektowi EPR
(ang. enhanced vascular permeability and retention) [4-7]. EPR pozwala
na przenikanie do tkanki guza nanono$nikow o rozmiarach < 700 nm. Proces
ten powodowany jest zjawiskiem fenestracji naczyn krwiono$nych odzywiajgcych
nowotwor, powstate;j w wyniku niekontrolowanej angiogenezy
i hiperwaskuryzacji oraz niskiemu pH~6 1 uposledzonej funkcji drenazu
limfatycznego w obrebie guza. W prawidtowo rozwinietym $rédbtonku naczyn
,Szczeliny” pomiedzy komoérkami wynosza maksymalnie 6 nm, co powoduje,
ze do zdrowych tkanek z krwi moga przenika¢ zwigzki o maksymalnej masie
50 kDa, za$ nos$niki o odpowiednio duzych rozmiarach zostaja zatrzymane.
Niestety nisko czasteczkowe leki (5-30kDa) powoduja nieselektywnos¢
chemioterapii, uszkodzenie oby typow tkanek i powazne skutki uboczne u pacjenta
[6,7].
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Rys. 1. Schematyczne pordwnanie konwencjonalnego podawania czynnikow
terapeutycznych - lekéw przeciwnowotworowych (a) z forma enkapsulowang - no$nikami
w skali nano (b) i teranostykami wykorzystujagcymi aspekt diagnostyczny (c) [8-11].

Dlatego, projektujgc no$nik o rozmiarach > 10 nm (ryzyko odfiltrowywania przez
nerki), ale < 200 nm (ryzyko wychwytu przez ukiad fagocytarny -
ang. reticuloendothelial system, RES), wysokiej stabilnos$ci koloidalnej, hydrofilowej
powierzchni i zdolnoS$ci spowolnionego uwalnianiu czynnika aktywnego, jesteSmy
w stanie wykreowa¢ uniwersalny nanokontener, ktérego aplikacja pozwoli
na korzystng biodystrybucje oraz utrzymanie statego poziomu leku we krwi
pomiedzy maksimum - powyzej ktorego jego stezenie jest toksyczne, a minimum -
ponizej, ktorego lek ten nie jest zbyt dtugo aktywny (Rys. 1b) [7,8].

Ostatnimi czasy niezwykle istotna stata sie rowniez potrzeba diagnostyki guzéw
nowotworowych, ktéra pozwala na szybsze wykrycie i monitorowanie postepow
terapii. Tak narodzita sie koncepcja teranostyki i uktadéw teranostycznych

(ang. theranostic = therapeutic and diagnostic), czyli tych taczacych w sobie cechy
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terapeutyczne i diagnostyczne (Rys. 1c), wychodzac naprzeciw tzw. medycynie
spersonalizowanej. Odpowiednio zaprojektowane nosniki teranostyczne, oprocz
optymalnej kompozycji, wysokiej stabilnosci koloidalnej, duzej pojemnoSci
zaladunkowej i kontrolowanego uwalniania aktywnego cargo, dzieki obecnoSci
czynnika kontrastowego (markera fluorescencyjnego), daja dodatkowq szanse na
bioobrazowanie morfologii zmiany patologicznej i leczenie w czasie rzeczywistym,
a tym samym szybsze wykrywanie komoérek nowotworowych oraz znaczne
zwiekszenie skuteczno$ci stosowanej terapii i komfortu leczenia pacjenta [9-11].

Duzy potencjal aplikacyjny i wysoce interdyscyplinarny kierunek badan
spowodowat rozwo6j imponujacej liczby technik syntetycznych wytwarzania
nanono$nikéw o znaczeniu terapeutycznym i diagnostycznym. Szacuje sie,
ze globalny rynek nanofarmaceutykéw osiggnie wkrétce warto$¢ ponad 79.8
miliardéw dolaréw, jednakze do tej pory, jedynie 35 formulacji zostato
dopuszczone przez Agencje Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug Administration,
FDA) do dalszych badan Klinicznych [2]. Wiekszo$¢ z tych produktéw to preparaty
przeciwnowotworowe, oparte o proces wytwarzania agregatéw micelarnych -
koloidow asocjacyjnych, powstatych w wyniku proces6w samoorganizacji
surfaktantow, czyli zwigzkéw amfifilowych o dobrze zdefiniowanej architekturze -
typu liposomalnego, stosowane w tradycyjnej dozylnej chemioterapii, jak np.
wprowadzony na rynek w 1995 r. Doxil® (doksorubicyna), czy jeden
z najnowszych Marqibo® z 2012 r., bedacy liposomowa wersja winkrystyny [2,12].
Jak podaja doniesienia literaturowe olbrzymia ekspansja tych produktéw wynika
z faktu duzej popularnosci liposomdw juz w latach 70-tych i wygasniecia patentow,
ktérych dotyczyta ich, czesto prowizoryczna produkcja. Ostateczne dziatanie tych
nanofarmaceutykdw drugiej generacji (np. liposomoéw potgczonych z czynnikami
diagnostycznymi opartych na nanoczastkach metali), pozostaje nieznane i ich
wptyw na og6lny portfel produktéw leczniczych zawierajgcych nanomateriaty

to obszar, ktéry bedzie monitorowany w przysztosci [2,13].



Zatacznik nr 2-PL | Urszula Bazylinska

(1973-2015) (1973-2009) (2010-2015)
= Liposome = Silica NP
= Nanocrystal = Drug-lipid complex
= Emulsion = Drug-metal complex
= Iron-polymer complex = Protein NP
= Micelle Drug NP

= Drug-protein complex = Solid lipid NP
= Drug-polymer complex = Nanotube

= Dendrimer Metal-protein complex
= Polymeric NP Metal-nonmetal complex
= Nanobubble Metal-polymer complex
b
» Cancer (1973-2015) (1973-2009) (2010-2015)

= |Inflammation/immune/pain

= Infection

= Anaemia

= Imaging

= Parenteral nutrition

» Endocrine/exocrine disorders

» Cardiac/vascular disorders
Others

9%

9%

¢ (1573-2015) (1973-2009) (2010-2015)

® Intravenous 1% 39
= Oral 2%

= Ophthalmic 4%

= Inhalation (oral/nasal) A%

= Topical (skin)
= Intramuscular
= Vaginal

= Others

1% 1% 39,
5%

5
3%

Rys. 2. Statystyczne pokazanie rozwoju sektora chemiczno-farmaceutycznego w latach
1973-2015 odnos$nie formulacji opartych na no$nikach lekéw, z uwzglednieniem
docelowych choréb i drogi podawania [2].

Jednakze, znaczny sukces i potencjat aplikacyjny liposoméw, jak réwniez duzy
potencjat badawczy formulacji micelarnych i emulsyjnych (Rys. 2), wyznaczyt
Sciezke poszukiwan nowych koloidéw asocjacyjnych, powstatych z agregatéw
surfaktantowych z cieklym rdzeniem olejowym o usprawnionej zdolnosci
enkapsutowania i uwalniania zwigzkéw bioaktywnych [4,14,15]. Wobec tego
najwazniejsze ograniczenia liposomdw, ktdére nalezy wzig¢ pod uwage projektujac
nanono$niki teranostyczne o strukturze koloidalnej to (1) niska pojemnos¢
zaladunkowa uktadu podczas enkapsulacji hydrofobowego lub hybrydowego
cargo, (2) ograniczona stabilno$¢ koloidalna i chemiczna, (3) podatno$¢ na zbyt
szybkie uwolnienie leku poprzez np. utlenianie lub hydrolize [2,13,15]. Powyzsze
wymogi sg kluczowe w syntezie nowoczesnych, funkcjonalnych i stabilnych
uktadow koloidalnych w nanoskali o znaczeniu terapeutycznym i diagnostycznym
stanowigc duze wyzwanie badawcze i pole eksperymentalne dla wspotczesnej
chemii uktadéw dyspersyjnych i koloidéw, technologii farmaceutycznej,
fizykochemii  zjawisk miedzyfazowych i inZynierii powierzchni, oraz

nanobiotechnologii.



CEL BADAWCZY

Celem naukowym moich badan, ktérych wyniki zaprezentowatam w cyklu prac
wchodzacych w sktad rozprawy habilitacyjnej pt. Metody strukturyzacji uktadéw
nanoemulsyjnych w enkapsulacji zwiqzkéw terapeutycznych i diagnostycznych, byto
zaprojektowanie i opracowanie nowych uniwersalnych nanonosnikow
substancji terapeutycznych i/lub diagnostycznych, w oparciu o metody
samoorganizacji surfaktantow oraz syntezy transkrypcyjnej ukladow
nanoemulsyjnych, o dobrze zdefiniowanej architekturze i specyficznych
cechach uzytkowych tj. odpowiedni rozmiar 150-200 nm, hydrofilowa
powierzchnia, duza pojemno$¢ zatadunkowa, Kkontrolowane uwalnianie,
biokompatybilnos¢, korzystna biodystrybucja oraz maksymalna stabilno$¢
koloidalna i przydatno$¢ terapeutyczna.

Wszystkie otrzymane nanonos$niki to produkty biozgodne, nietoksyczne i inetrne
chemicznie odnos$nie enkapsutowanego czynnika terapeutycznego i/lub
diagnostycznego. Pozytywne wyniki przeprowadzonych badan stanowig duzy
potencjat aplikacyjny stwarzajac mozliwosSci na interdyscyplinarny rozwdéj nauk
chemicznych odno$nie takich dziedzin jak chemia medyczna, farmacja,
nanotechnologia oraz medycyna spersonalizowana, a w przysztosci réwniez
terapia i diagnostyka choréb nowotworowych, prowadzac konsekwentnie

do zwiekszenia efektu terapeutycznego i komfortu leczenia pacjenta.

1. Uklady nanoemulsyjne

Surfaktanty, czyli powierzchniowo-czynne zwiagzki amfifilowe, unikalne w swojej
budowie, umozliwiajgcej rozpuszczenie jednego zwigzku w dwdch rdéznych
rozpuszczalnikach jednocze$nie, dzieki zdolno$ci adsorbowania sie na
powierzchni miedzyfazowej, tworzg agregaty micelarne - tzw. koloidy asocjacyjne,
zwane rowniez uktadami mikroheterogenicznymi - o rozwinietej powierzchni
zewnetrznej i szeregu interesujacych cech [16-18]. Zastosowanie surfaktantéw
i procesOw samoorganizacji (ang. self assembly) do efektywnej stabilizacji
nanono$nikéw aktywnego cargo jest jednak ograniczone ze wzgledu na ich
dynamiczny i ciekly charakter. Totez ostatnimi czasy uzywa sie koloidow
asocjacyjnych w syntezie transkrypcyjnej, podczas ktorej nietrwala struktura
agregatu zostaje ,usztywniona”. W ten sposéb mozna otrzymac uktady o dobrze
zdefiniowanej architekturze i specyficznych cechach uzytkowych na poziomie
nanoskopowym, ktoére z powodzeniem znajduja zastosowanie jako nos$niki
zwigzkow biologicznie aktywnych. W przypadku syntezy transkrypcyjnej

szablony/templaty sa uzywane jako $rodki ukierunkowujace i strukturyzujace.
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Powierzchnia miedzyfazowa pomiedzy templatem i roztworem reprezentuje
swoiste miejsce dla wzrostu materiatlu z roztworu. Jako szablony
do konstruowania tego typu nanokonstruktéw mozna zastosowa¢ m.in. emulsje
(makroemulsje), nanoemulsje i mikroemulsje typu olej-w-wodzie (o/w) i woda
w oleju (w/o) [18-20]. Nanoemulsje jako Kkinetycznie trwate uktady, o silnie
rozwinietej powierzchni zewnetrznej przy stosunkowo niewielkiej objetoSci
i lepkosci, to szczegdlnie interesujace agregaty surfaktantowe ze wzgledu na duzy
potencjat aplikacyjny. S3 to koloidowe dyspersje o rozmiarach nanometrycznych
(Srednice kropel, w zaleznoSci od Zrédia przyjmuja wielkosci 20-500 nm) i duzej
pojemnosci zatadunkowej rdzenia [18,21,22]. W odréznieniu od tradycyjnych
emulsji (makroemulsji), oprécz mniejszej Srednicy kropel (zwykle o rzad
wielko$ci) cechuje je wyzsza stabilno$¢ kinetyczna. W kolei ich przewaga nad
mikroemulsjami - dyspersjami termodynamicznie stabilnymi - jest niska
cytotoksyczno$¢ dzieki znacznie mniejszej iloSci surfaktantu lub mieszaniny
surfaktant:kosurfaktant, uzytej do stabilizacji uktadu.

Proces strukturyzacji (restrukturyzacji) powierzchni miedzyfazowej
nanoemulsji stwarza mozliwo$s¢ na wykreowanie no$nikow koloidalnych
z nowymi funkcjonalnymi wilasciwosciami tj. kontrolowane uwalnianie
aktywnego cargo o wlasciwosciach terapeutycznych i/lub diagnostycznych
czy zwiekszenie stabilnosci, biodystrybucji i biokompatybilnosci takich
ukladow, ktore moga by¢ konkurencyjne do dostepnych na rynku
chemiczno-farmaceutycznym preparatow liposomowych lub emulsyjnych.

2. Metody strukturyzacji ukladéw nanoemulsyjnych

Koncepcje badan [H1-H9], nad synteza nowych nanono$nikéw koloidowych
do enkapsulacji zwigzkdéw terapeutycznych i/lub diagnostycznych opracowatam
w oparciu o techniki strukturyzacji (ang. structural design) uktadéw
nanoemulsyjnych z wykorzystaniem syntezy transkrypcyjnej i procesu
samoorganizacji surfaktantéw o réznej architekturze i hydrofobowosci,

zaprezentowatam schematycznie na Rys. 3,

Cel badan rozprawy habilitacyjnej zostat osiagniety dzieki zastosowaniu
najnowoczesniejszych metod strukturyzacji powierzchni miedzyfazowej dwdch
typow dyspersji (templatow) tj. nanoemulsji typu olej w wodzie (o/w) - struktura
[ i woda w oleju (w/0) - struktura II, dzieki ktéorym otrzymatam rézne typy
funkcjonalizowanych nos$nikéw (Rys. 3), w zaleznoSci od zastosowanej techniki

modyfikacji uktadu:
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Proces otulania (ang. layering) ciektego rdzenia nanoemulsyjnego lub
rdzenia (kolejno wymieniony nos$nik II) otrzymanego technikg
nanostrgcania, za pomocg selektywnej adsorpcji polielektrolitow
o przeciwnym tadunku - prace [H1,H2,H3,H4,H6]

Proces nanostrgcania i osadzania (ang. embedding), czyli zastosowania
aktywnego cargo, jako budulcowego matriks wspoétwytracajacego sie
z surfaktantami, olejami oraz polimerami w pseudofazie micelarnej - prace
[H3,H4,H8]

Surfaktant
o niskim HLB

Surfaktant Rozmiar ~ 100 nm

o wysokim HLB

ALVIdNGL

Naoemulsja olej w wodzie Nanoeulsja woda w oleju
(o/w) STRUKTUTRA {w/o}) STRUKTURAII

STRUKTURYZACJA POWIERZCHNI
MIEDZYFAZOWEJ

Nanostracanie Podwéjna emulsyfikacja Klastrowanie

Otulanie [ang. Layering] [ang. Embegging] [ang. Double emuision] [ang. Clusterring]

I. Il 1. .

T p—

ENKAPSULACJA
CZYNNIK DIAGNOSTYCZNY CZYNNIK TERAPEUTYCZNY CZYNNIK TERAPEUTYCZNY
% o HYDROFOBOWY HYDROFOBOWY HYDROFILOWY
E 8 « Barwnik organiczny Cytostatyk o DNA W
= < ¢ Krysztat upkonwertujacy np. DNR, Col, PTX Cytoslatyk-
§ o * Fotouczulacz ) « Fotouczulacz o np. CisPt =
np. IR-780, TPP-Mn — qryy np. Ce6, VP, TP © © '0

Rys. 3. Schematyczna koncepcja badawcza nad otrzymywaniem strukturyzowanych

uktadéw nanoemulsyjnych do enkapsulacji zwigzkow terapeutycznych i diagnostycznych,

wraz z lokalizacjg potencjalnego cargo o réznym przeznaczeniu i hydrofobowosci.
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1L Proces podwojnej emulsyfikacji (ang. double emulsion), czyli dwuetapowe;j
metody tworzenia dwdéch typoéw dyspersji, tj. pojedynczej nanoemulsji typu
w/o0, a nastepnie na rozproszeniu powstatego uktadu dyspersyjnego w fazie
zewnetrznej (emulsje wielokrotna w/o/w) i odparowaniu rozpuszczalnika,
prowadzac do utwardzenia nano$nika i enkapsulacji zwigkéw o roéznej
hydrofobowosci (tzw. hybrydowego cargo) np. hydrofilowego DNA

i hydrofobowego markera fluorescencyjnego - prace [H5, H7]

IV. Proces grupowania, tzw. klastrowanie (ang. clusterring) surfaktantéw
lipidowych i fosfolipidowych samoorganizujacych sie w mocno upakowane
dwuciagte struktury ciektokrystaliczne o strukturze plastra miodu, tzw.
klastry o strukturze kubicznej - kubosomy ze znacznie bogatszg i bardziej
rozwinietg powierzchnig miedzyfazowna powodujaca wiekszg stabilnos$¢

i pojemno$¢ zatadunkowq uktadéw w poréwnaniu np. do liposoméw [H9]

3. Czynniki terapeutyczne i diagnostyczne

W moich badaniach jako czynniki terapeutyczne i diagnostyczne stosowatam
tradycyjne leki o dziataniu cytostatycznym (chemioterapeutyki), czynniki
fotouczulajace (fotosensybilizatory = fotouczulacze), kwas deoksyrybonukleinowy
(DNA) oraz markery fluorescencyjne w postaci barwnikéw organicznych
i nanokrysztatéw domieszkowanych jonami lantanowcéw, wykazujace konwersje

energii w gore (ang. upconverting nanoparticles, UCNPs)

I. Chemioterapeutyki

Tradycyjne leki przeciwnowotworowe zwane chemioterapeutykami
lub cytostatykami, wykorzystywane w chemioterapii majg za zadanie hamowac¢
badz zaburza¢ proces podziatu komoérek nowotworowych, swoiscie lub
nieswoiscie do ich cyklu komoérkowego, powodujagc w efekcie programowang
$Smier¢, czyli apoptoze [23]. Dlatego generalnie dla cytostatykow stosuje sie
podziat na dwie grupy, tzw. leki zalezne lub niezalezne od cyklu komérkowego,

cho¢ sg to bardzo zréznicowane zwiazki naturalne i syntetyczne (Rys. 4).
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Chemioterapia
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Rys. 4. Standardowy podziat cytostatykoéw (chemioterapeutykdw) na zalezne i niezalezne
od cyklu komoérkowego. Kolorem czerwonym przedstawiono leki przeciwnowotworowe
uwzglednione w moich badaniach nad ich enkapsulacja w strukturyzowanych no$nikach
nanoemulsyjnych [prace H6, H8].

Do lekow dziatajacych niezaleznie od fazy podziatu komorki, czyli bez wzgledu
na to, czy jest ona w fazie G, S, G2, M czy fazie spoczynku Go naleza m.in. zwigzki
platyny (cisplatyna i karboplatyna) antybiotyki antracyklinowe (doksorubicyna
i daunorubicyna), dekarbazyna czy cyklofosamid. Z kolei leki fazowo-specyficzne
to m.in. kolchicyna (alkaloid pozyskiwany z ziemowita jesiennego), winkrystyna
czy winblastyna (alkaloidy barwinka rézowego), ktéore hamuja podziat komérki
na etapie metafazy mitozy (faza M) poprzez blokowanie wytworzenia mikrotubul
oraz taxole (pozyskiwany naturalnie paklitaksel lub syntetycznie docetaksel),
ktéore z kolei blokujg depolimeryzacje mikrotubul réwniez w fazie M oraz
dodatkowo dziatajg w fazie G2 [24,25].

W kazdym razie, niezaleznie od fazy dziatania i swoistosci cytostatyki wiekszo$¢
chemioterapeutykéw to leki trudno rozpuszczalne w wodzie, ktére nie dziatajg
wybiérczo wobec komérek nowotworowych, ale uderzajg takze w te zdrowe, stad
liczne efekty uboczne, z ktérych alergie skorne, nudnosSci, tysienie, niedroznos¢
jelit, zapalenie mie$nia sercowego czy skurcze oskrzeli naleza do tych
najtagodniejszych [23-25].
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Dlatego, aby sprawdzi¢ mozliwo$¢ syntezy nowych postaci leku o zwiekszonej

masie czasteczkowej, nizszych kosztach i wyzszym potencjale terapeutycznym

do czeSci badan obejmujacych enkapsulacje cytostatykéw wybratam trzy leki

hyvdrofobowe o zrdznicowanej specyficznoSci dziatania oraz najwyzszej

przydatnoSci badawczej tj. daunorubicyne i kolchicyne - sa to cytostatyki

7z powodzeniem stosowane w_terapii nowotworu piersi, jajnika, ptuc, skéry

czy jelita grubego.

II. Fotouczulacze

Fotouczulacze, zwane réwniez fotosensybilizatorami to barwniki fluorescencyjne
stosowane w terapii fotodynamicznej nowotworéw (ang. photodynamic therapy,
PDT), ktore ulegajg aktywacji przez Swiatto o specyficznej dla nich dtugosci fali i sg
zdolne do generowania reaktywnych form tlenu (RFT), toksycznych dla komérek
docelowych. Od poczatkéw PDT, przypadajacych na przetom lat 70-tych i 80-tych
XX wieku opracowano trzy generacje fotosensybilizatoréw, ktoérych podziat
zalezny od czasu ich rozwoju, maksimum absorpcji swiatlta i selektywnoSci
wzgledem tkanek nowotworowych, pokazatam schematycznie na Rys. 5 [26,27].
Do tej pory na rynku farmaceutycznym obecnych jest zaledwie kilka preparatow
tzw. Il generacji, z ktérych najwyzszy potencjat w leczeniu choréb
nowotworowych wykazuje Visudyne® (oparty na werteporfinie - VP) i Foscan®
(oparty na temoporfinie-TPP) [27].

Inne czynniki fotouczulajgce jak np. chloryna e6 czy barwniki indocyjaninowe
(m.in. IR-780 «czy ICG) o potencjalnie korzystniejszych parametrach
fotochemicznych i fotofizycznych (m.in. max absorbcji $wiatta 680 - 800 nm),
ktéore pozwalajg zaréwno na gtebsza penetracje chorych tkanek, jak rowniez
potencjalne zastosowanie w teranostyce (jako markery fluorescencyjne NIR),
s3 obecnie na etapie badan klinicznych lub przedklinicznych [13]. Wobec tego

w_czeSci_moich badaniach dotyczacych syntezy fotouczulaczy IIl generacji
za pomoca unikatowych technik strukturyzacji nanoemulsji zastosowatam

hyvdrofobowe fotosensybilizatory II generacji (chloryna e6, cyjanina IR-780,

porfiryny: TPP-Mn, VP, TPP) o najwyzszym potencjale aplikacyjnym, ktére

z powodzeniem moga petni¢ tez funkcje cargo o znaczeniu teranostycznym,

czyvli jednocze$nie zwiazki terapeutyczne w_PDT i efektywne markery

fluorescencyjne w diagnostyce komérek nowotworowych (Rys. 5).
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Terapia fotodynamiczna

_r FOTOUCZULACZE

| GENERACJA Il GENERACJA Il GENERACJA
hematoporfiryny, u o L e potaczenia fotouczulaczy

chloryny, ftalocyjaniny

porfiryny i ich pochodne indocyjaniny

Il generacji z no$nikami

‘ =, QL SR

i N I Y 1 - l . 0 oo /@

. ) : ) 0Q0 Foscan®
Photofrin® Photodyn® B 050
o Visudyne® s
OH N_.'_:F & 5 - i

Levulan® s oo T
IR-780 Ceb

Rys. 5. Podziat fotouczulaczy wedtug generacji ich powstawania. I generacja: Photofrin®
(porfimer sodu), Photodyn® (kwas 2,18- porfinodipropionowy), Levulan® (kwas 5-
aminolevulinowy-ALA); II generacja: Vistudyne (werteporfina) Foscan® (temoporfina),
IR-780 (indocyjanina), Ce6 (chloryna); III generacja: fotouczulacze enkapsutowane
w  nowoczesnych nanono$nikach. Kolorem zielonym przedstawiono zwigzki
zaproponowane w moich badaniach do procesu enkapsulacji i syntezy fotouczulaczy III
generacji (tzw. nanofotouczulaczy) [prace H2, H4, HI].

IIL. Markery fluorescencyjne i cargo teranostyczne

Znaczniki (markery) fluorescencyjne stosowane w uktadach teranostycznych
sa niezwykle istotne ze wzgledu na szybkie wykrycie (diagnostyke) oraz
bioobrazowanie zmiany patologicznej (guza nowotworowego), a nastepnie
raportowanie odno$nie morfologii guza i monitorowanie postepow terapii [9-11,
13]. Markery fluorescencyne moga by¢ ko-enkapsutowane ze zwigzkami
0 znaczeniu terapeutycznym (np. cytostatykami, kwasami nukleinowymi), tworzac
tzw. cargo hybrydowe lub petni¢ ambiwalentng funkcje czynnika teranostycznego

(np. wspomniane powyzej fotouczulacze lub cytostatyki fluorescencyjne) (Rys. 6).
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TERANOSTYKI

L

CZYNNIK + CZYNNIK
DIAGNOSTYCZNY TERAPEUTYCZNY
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Rys. 6. Schematyczne pokazanie uktadéw teranostycznych, tj. czynnikdw diagnostycznych
i terapeutycznych enkapsutowanych w strukturyzowanych nanoemulsjach. Kolorem
z0ttym oznaczono markery fluorescencyjne stosowane w moich badaniach, jako czynnik
diagnostyczny [H3,H5,H7,H8], za$§ zielonym czynnik pelniagcy ambiwalentng funkcje
diagnostyczng i terapeutyczng (teranostyczng) [H2,H4,H6,H9].

Od kilku lat w bioobrazowaniu i biodiagnostyce choréb nowotworowych
najwieksza popularnoscia cieszg sie barwniki organiczne tj. Coumarin-6, Nile Red,
Thiazole Orange, Hoechst czy markery NIR, do ktorych =zalicza sie m.in.
indocyjaniny, pelnigce czesto funkcje czynnika fotouczulajacego
wykorzystywanego w PDT [9,13]. Pomimo do$¢ dobrych parametréw
fotofizycznych, niskiej inwazyjnosci, a takze mozliwosci taczenia z innymi
metodami detekcji, gtbwnym ograniczeniem stosowania tych markeréw jest duza
hydrofobowos¢ i podatno$¢ na fotodegradacje pod wptywem zbyt dtugiej
ekspozycji na $Swiatto o odpowiedniej dtugosci fali. Z drugiej strony popularne
ostatnio nanoczastki nieorganiczne tj. pdiprzewodnikowe kropki kwantowe,
nanokrysztaty domieszkowane jonami lantanowcéw wykazujagce konwersje
energii w goére (UCNPs) lub nanoczastki zlota to zwigzki o duzo wiekszej

stabilno$ci fizycznej i chemicznej. Jednakze wysoka toksycznos$¢, znikoma
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rozpuszczalno$¢ w wodzie i brak grup funkcyjnych, ktére utatwiatyby ich wigzanie
do biomolekut, ogranicza zastosowanie tych nanoczastek jako efektywnych
czynnikow diagnostycznych. Dodatkowo niska masa czasteczkowa lub rozmiar
hydrodynamiczny, zaréwno barwnikdw organicznych, jak 1 nanoczastek
nieorganicznych moze powodowac¢ niekorzystng biodystrybucje w organizmie
pacjenta poprzez zbyt szybkie odfiltrowywanie ich przez nerki lub niepozadang
akumulacje, zaré6wno w zdrowych (np. mie$ni gtadkich), jak i chorobowo
zmienionych tkankach, a tym samych wywotywac ich lokalne zapalenie i wzrost
kosztow terapii [7,28].

Powyzsze niekorzystne cechy w/w markeréw fluorescencyjnych znacznie
zmniejszajg ich aplikacyjny potencjat biologiczny, totez aby usprawni¢ stabilno$¢
fotofizyczng, rozpuszczalno$¢ we krwi i biodostepnos¢ oraz wykorzystac
unikatowe wtasciwosci czynnikéw diagnostycznych w  terapiach
przeciwnowotworowych, nalezy je podda¢ procesom enkapsulacji badZ
ko-enkapsulacji, za pomoca strukturyzacji (modyfikacji, funkcjonalizacji).

W literaturze naukowej pojawiaja sie jedynie nieliczne doniesienia na temat
sposobow hydrofilizacji i zwiekszania biokompatybilno$ci nieorganicznych
nanokrysztatow, za$ temat ko-enkapsulacji cargo hybrydowego o znaczeniu
teranostycznym jest jednym z najwiekszych wyzwan badawczych przemystu
farmaceutycznego. Opisane podejscia odno$nie hydrofilizacji markeréow
nieorganicznych opieraja sie gtdwnie na inzynierii powierzchni poprzez m.in.
wymiane ligandu stabilizujgcego nanokrysztat, funkcjonalizacje jego powierzchni
ligandem lub grupg ligandéw rozpuszczalnych w wodzie, badZz pokrycie
nanoczastki polimerowym filmem o strukturze amfifilowej [29]. Jednakze,
w glownej mierze techniki transferu hydrofobowych nanoczastek do roztworéow
wodnych posiadajg kosztowng i skomplikowang procedure syntezy,
a nieodpowiedni rozmiar i pojemnos$¢ zatadunkowa takiego uktadu jest
ograniczona, co jest szczeg6lnie istotne w terapiach przeciwnowotworowych
[28-30]. Dodatkowo w/w techniki uniemozliwiajg synteze nanoczastek o funkcji
teranostycznej, co mozemy osiggna¢ m.in. dzieki procedurze ko-enkapsulacji cargo
hybrydowego w réznych typach strukturyzowanych nanoemulsji, zachowujac jego
stabilno$¢ chemiczng i fizyczng, chronigc przed wodnym $rodowiskiem
fizjologicznym, redukujac toksyczno$¢ oraz poprawiajagc biodostepnos¢

i biodystrybucje po wprowadzeniu do krwioobiegu. A zatem, ostatni etap moich

badan objat synteze funkcjonalnych nanonos$nikéw gdzie zastosowano rézne typy

hybrydowego (DNA lub cytostatyki enkapsulowane z barwnikami organicznymi)

i nie hybryvdowego (fotouczulacze, daunorubicyna, nanokrysztatly domieszkowane

jonami lantanowcéw) cargo o znaczeniu teranostycznym.
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WYNIKI BADAN

W ramach przedlozonej rozprawy habilitacyjnej zaprojektowatam szereg nowych
nanonos$nikéw  zsyntezowanych z zastosowaniem metod strukturyzacji
powierzchni miedzyfazowej uktadéw nanoemulsyjnych, zatadowanych zwigzkami
o zastosowaniu terapeutycznym/i lub diagnostycznym w formie farmaceutykow
(cytostatykow, fotouczulaczy i DNA) oraz czynnikéw diagnostycznych (barwnikéw
organicznych i nieorganicznych krysztalow domieszkowanych jonami
lantanowcéw). Korzystne parametry aplikacyjne zsyntezowanych uktadéw
w potencjalnych terapiach przeciwnowotworowych potwierdzajg otrzymane
wartosci rozmiaru (Dy 100-200 nm), niskiej polidyspersyjnosci (Pdi<0.3),
odpowiedniego  ksztattu, wysokiego stopnia  enkapsulacji (EE>85%)
i duzej stabilnosci koloidalne;j.

Otrzymane uktady zestawitam w Tabeli 1. Wszystkie metody i procedury
eksperymentalne sg szczegétowo opisane w zatgczonych publikacjach [H1-H9].

Metody instrumentalne

Strukturyzowane nanonono$niki zostaty scharakteryzowane réznymi technikami
instrumentalnymi z ktoérych najwazniejsze to: dynamiczne rozpraszanie $wiatta
(ang. dynamic light scattering - DLS), wsteczne rozpraszanie S$wiatla
(ang. backscattering BS), elektroforeza z analiza dopplerowska (ang. laser Doppler
electrophoresis, LDE), matokgtowe rozpraszanie promieniowania
rentgenowskiego (ang. small-angle X-ray scattering, SAXS), mikroskopia sit
atomowych (ang. atomic force microscopy, AFM), skaningowa mikroskopia
elektronowa (ang. scanning electron microscopy, SEM), transmisyjna mikroskopia
elektronowa, rOwniez  prowadzona w  warunkach  kriogenicznych
(ang. transmission elecron microscopy, TEM i ang. cryogenic transmission elecron
microscopy, cryo-TEM), spektrofotometria UV-Vis, spektrofluorymetria, konfokalna
laserowa mikroskopia skaningowa (ang. confocal laser scanning microscopy,
CLSM), mikroskopia fluorescencyjna z catkowitym wewnetrznym odbiciem

(ang. total internal reflection fluorescence microscopy, TIRFM)
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Tabela.1. Zestawienie wszystkich zaprojektowanych nanono$nikéw bedacych przedmiotem rozprawy habilitacyjnej.

Typ strukturyzacji Czynnik Czynnik . . .
Artykut P y" ! Surfaktanty . v i Obrazowanie Dy(nm) | T(mV) | Potencjalne zastosowanie
nanoemulsji diagnostyczny | terapeutyczny
Kationowe i anionowe Terapie transdermalne,
H1 Templaty do otulania . - Cryo-TEM 74-96 143 ludzkie fibroblasty (HGF)
dwugtowe “dicephalic .
i keratynocyty (HaCaT)
. o Nowotwor ptuca (A549),
H2 | Otulanie (LbL) Kationowe blizniacze Cyjanina IR-780 DNA SEM,AFM, 1 110116 +42 | piersi (MCF-7/WT), czerniaka
gemini CLSM, TIRFM .
(MEWO), terapia genowa
. . Kationowe dwugtowe Krysztaty TEM, Od +40 | Nowotwor jajnika (komaorki
H N I - 114-147
3 anostracanietotulanie “dicephalic” up-konwertujace fluorescencja do +55 | SKOV-3), markery NIR
H4 Nanostracanie+otulanie ﬁnllonowc? c'ilwugfowe Fotouczulacze VP i TPP TEM, AFM 132-170 0d +37 | Terapia przeciwnowotworowa,
dicephalic do +44 | wtym PDT
Kationowe 0d -4
H5 Podwdjna emulsyfikacja | dwutancuchowe + Thiazol Orange DNA TEM, AFM 151-189 do -1 Terapia genowa, markery NIR
niejonowe komercyjne
. Rak jelita grubego
. Kationowe dwugtowe . Cryo-TEM, 0Od-4 _
H6 Otulanie (LbL) “dicephalic” Daunorubicyna CLSM 103-120 do +50 (komc?rkl MC.38),
chemioterapia
. o . . Krysztaty Od -18 | Terapia przeciwnowotworowa,
H7 Podwdjna emulsyfikacja Niejonowe komercyjne up-konwertujace TEM 155-265 do-11 | markery NIR, PDT
. Nowotwor ptuca (A549), piersi
. Kat . . Od +50 .
H8 Nanostracanie @ |on?we Coumarin-6 Kolchicyna AFM, CLSM 129-197 * (MCF-7/WT), czerniaka
dwutancuchowe do +72 . .
(MEWO), chemioterapia
. Amfoteryczne . Cryo-TEM, Od -34 | Nowotwor skory - czerniak
H9 Klast . Fot | Ce6i M 130-162 L .
astrowanie dwutancuchowe otouczulacze Leb 1 vin CLSM do-55 | (komérki MEWO i Me45)
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Do oceny aspektow biologicznych enkapsutowanego cargo zastosowano
oznaczanie zywotnosSci komoérek metoda Kkolorymetryczng MTT, pomiary
aktywno$ci hemolitycznej, cytometrie przeptywowag z sortowaniem komorek
(ang. fluorescence activating cell sorting, FACS) oraz mikroskopie CLSM.

Opracowanie i charakterystyka nanonosnikow za pomoca metod
strukturyzacji ukladéw nanoemulsyjnych

I. Otulanie [H1, HZ, H3, H4, H6]

Pierwsza grupe strukturyzowanych nanoemulsji opracowatam z wykorzystaniem
techniki otulania, czyli syntezy transkrypcyjnej wykorzystujacej proces adsorpcji
nastepczej anionowych i Kkationowych polielektrolitow (PE) na jonowych
rdzeniach - statych badz ciektych, zwang powszechnie metodg warstwa
po warstwie (ang. layer-by-layer, LbL). Metoda LbL pozwala na sterowanie
rozmiarem i kontrolowanym uwalnianiem aktywnego cargo, co stanowi ogromng
zalete przy mozliwosciach aplikacyjnych otrzymanych uktadéw. Metoda
ta zainteresowatam sie juz podczas studiéw doktoranckich, gdzie z powodzeniem
stosowatam jg do enkapsulacji indocyjanin w potencjalnej terapii fotodynamiczne;.
Po uzyskaniu stopnia doktora technike te rozwinetam o enkapsulacje cytostatykow
[H6], DNA [H2Z], nieorganicznych krysztatbw domieszkowanych jonami
lantanowcéw [H3] oraz zastosowanie innych typéw matryc (rdzeni) do procesu
otulania [H1,H3,H4], ktore sa czeScia mojego osiagniecia.

Pierwszy etap procedury otulania polegat na zaprojektowaniu i otrzymaniu
stabilnych templatow nanoemulsyjnych typu olej w wodzie, o/w (tzw. ciektych
rdzeni), ktérych sktady wyznaczytam na podstawie tréjsktadnikowych diagramoéw
fazowych, sporzadzonych przy zastosowaniu potgczonych metod spontaniczne;j
emulsyfikacji i sonifikacji ultradZwiekowej. Szczeg6towy proces przygotowania
templatow ciektych i ocene ich stabilnosci do techniki LbL zostat opisany
w publikacjach [H1,H2,H4,H6]. Przyktad diagramoéw tréjsktadnikowych
otrzymanych w ramach tego etapu badawczego wraz ze schematycznym

przedstawieniem zsyntezowanych nanono$nikéw pokazatam ponizej na Rys. 7.
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STRUKTURYZOWANE NANOEMULSJE
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Rys. 7. Schematyczna idea zastosowania templatow nanoemulsyjnych stabilizowanych
réznymi typami surfaktantéw dwufunkcyjnych opisanych w publikacji [H1]
do enkapsulacji werteporfiny, VP [H4] i daunorubicyny, DNR [H6] w nanokapsutach
wielowarstwowych.

Innym typem templatéw do strukturyzacji powierzchni miedzyfazowej za pomoca
procesu LbL byly tzw. rdzenie state, wytworzone metodami nanostrgcania -
nanoemulsyfikacji potagczonej z odparowaniem rozpuszczalnika opisane w pracach
[H3 i H4] (Rys. 8a). Proces syntezy transkrypcyjnej za pomoca adsorpcji
nastepczej PE na ciektym lub stalym rdzeniu wykonatam za pomocg tzw. metody
saturacyjnej, w ktérej stopien pokrycia powierzchni monitorowatam pomiarami
potencjatu zeta (() warstwy podwdjnej Rys. 8b. Typowa zygzakowata zmiana
potencjatu { jest dowodem na tworzenie stabilnej wielowarstwy struktury
nanokapsuty, niezaleznie od typu zastosowanego rdzenia. Templaty, ktore
zastosowatam byty stabilizowane surfaktantami jonowymi o podwojnym
ugrupowaniu hydrofilowym, tzw. dwufunkcyjne (ang. dicephalic) [H1, H3, H4, H6]
lub bliZzniaczej czasteczce (ang. gemini) [H2], ktére jak dowiodtam podczas moich
wieloletnich badan najlepiej oddziatywaja z przeciwnie natadowanymi parami PE.
Na  potrzeby  otulania  zastosowatam  polielektrolity = standardowe:
poli(4-styrenosulfonian  sodu) i chlorek polidiallilodimetyloamoniowy,
PSS/PDADMAC, biokompatybilne: poli(L-lizyna) i kwas poli(L-glutaminowy),
PLL/PGA, cukrowe: chitozan i s6l sodowa dekstranu (CHIT/DEX), jak réwniez PEG-
ylowane: PGA-g-PEG oraz DNA w ambiwalentnej funkcji czynnika terapeutycznego
i polianionu. Jak dowiedziono podczas badan biologicznych typ zastosowanego PE

do modyfikacji powierzchni miedzyfazowej miat Kkluczowe znaczenie
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w  oddziatywaniach danego nanono$nika z docelowymi komoérkami
nowotworowymi, w tym ochronne przed ewentualnym procesem opsonizacji
i zbyt szybkim wychwytem nanonos$nika przez systemy makrofagowe.
Szczegotowa procedura syntetyczna jest opisana w pracach [H1, H2, H3, H4, H6].

a. b.
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PDADMAC(PGA/PLL);,
H
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Rys. 8. Tworzenie no$nikéw ze statym lub ciektym rdzeniem nanoemulsyjnym (a) wraz ze
zmianami (-potencjatu nanoszonych warstw PDADMAC/PGA/PLL, dystrybucja rozmiaru
(Du i PdI ) i obrazowaniem morfologii otrzymanych uktadéw za pomocg AFM i TEM (c).
Powyzsze dane pochodza z pracy [H4].

Za pomocg otulania otrzymatam no$niki o rozmiarach od 103 do 170 nm
(Tabela 1), z ktorych do badan stabilnosci i odpowiedzi biologicznej in vitro
wybratam te o najnizszym wspoétczynniku polidyspersyjnosci (PdI<0.3). Dzieki
zastosowaniu zaawansowanych technik mikroskopowych AFM, SEM i TEM,

potwierdzitam powyzszy rozmiar nanono$nikow otrzymany metoda DLS oraz
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dowiodtam, iz otrzymane struktury maja niemal sferyczny ksztatt i nie ulegaja
procesowi agregacji. Roéznice w morfologii zaobserwowatam jedynie
odnos$nie nanonos$nikéw o réznych typach templatéw obrazowanych za pomoca
TEM. W przypadku uktadéw zsyntezowanych na statych rdzeniach mozna byto
dostrzec wyrazng matryce polimerowa i PE ,korone” - otoczke niewidoczng dla
tych otrzymanych na templatach ciektych (Rys. 8c).

II. Nanostracanie [H3, H4, H8]

Druga grupa kontener6w obejmowata nanono$niki zsyntezowane metoda
nanostrgcania z wykorzystaniem technik opartych na nanoemulsyfikacji
i odparowaniu rozpuszczalnika, ktorych sila napedowg jest rdéznica miedzy
napieciami powierzchniowymi rozpuszczalnikow na granicy faz. Metoda ta polega
na osadzaniu (ang. embedding) cargo diagnostycznego i/lub terapeutycznego jako
budulcowego matriks wspdétwytracajacego sie z surfaktanem, olejem oraz

polimerem w pseudofazie micelarnej (Rys. 9).
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Rys. 9. Schematyczne przedstawienie procesu wytwarzania nanonosnikéw polimerowych
za pomocag techniki nanostrgcania do enkapsulacji nanokrysztatéw wykazujacych
konwersje energii w gore - NaYF4:Tm3+Yb3+ NPs [H3].
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Synteza nanono$nik6w metodg nanostrgcania wymagata ode mnie
zaprojektowania i skomponowania dwdch faz: wodnej (wzbogaconej przez
surfaktanty specjalistyczne jako stabilizatory) oraz organicznej, ktéra zawierata
biodegradowalny polimer (Poloxamer 407 lub poli(kwas mlekowy), inaczej
polilaktyd - PLA - tworzacy szkielet danej nanoczastki oraz nietoksyczny olej
(silikonowy lub palmowy) zawieszony w formie suspensji wraz z polimerem
w rozpuszczalniku organicznym. Jako stabilizatory wybratam surfaktanty jonowe
typu ,dicephalic” lub dwutancuchowe pochodne typu diamidequatow.
Szczegotowa procedura syntetyczna jest opisana w pracach [H3,H4,H8].
W przypadku dwoéch typéw nanonosnikéw tj. tych uzytych do enkapsulacji
nanokrysztatéw wykazujacych konwersje energii w gére - NaYF4:Tm3+,Yb3+ oraz
fotouczulaczy porfirynowych (VP i TPP), nanoprecypitowane produkty
zastosowatam jako templaty do procesu otulania LbL, opisanego powyzej, aby
zwiekszy¢ funkcjonalno$¢ i biodostepno$¢ wytworzonych uktadéow [H3,H4].
Pozostate nanonos$niki postuzyty jako teranostyki, tj. do enkapsulacji kolchicyny -
hydrofobowego cytotatyku, wspolnie z czynnikiem diagnostycznym tj. barwnikiem
Coumarin-6 [H8].

Zasadnicze korzy$ci z syntezy nos$nikow metoda nanostrgcania polegaja
na mozliwosci wytwarzania bardzo prosta i tania metoda, bez koniecznosci
stosowania kosztownej aparatury i duzych naktadéw energii, biokompatybilnych,
stabilnych i dobrze rozpuszczalnych w ptynach ustrojowych uktadow
o unimodalnych rozmiarach ok. 150 nm (Tabela 1), ktérych strukturyzowana
powierzchnie miedzyfazowa mozna dodatkowo rozwija¢ w zaleznosci od finalnego

przeznaczenia no$nika w diagnostyce i terapii chor6b nowotworowych.

III. Podwdjna emulsyfikacja [H5, H7]

Trzecim etapem mojego osiggniecia badawczego byta synteza nanono$nikéw
za pomocg techniki podwojnej emulsyfikacji (ang. double emulsion).
Zaproponowana przeze mnie metoda obejmowata dwa etapy, z ktorych pierwszy
opierat sie o wytworzenie nanoemulsji pojedynczej (w naszym przypadku W/0),
a nastepnie na rozproszeniu (poprzez homogenizacje) powstatego uktadu
dyspersyjnego w fazie zewnetrznej (w moim wypadku wodnej) i odparowaniu
rozpuszczalnika na granicy emulsja/powietrze powodujac usztywnienie agregatu
i utwardzenie nanos$nika (Rys. 10). Metoda ta umozliwia jednoczesng enkapsulacje
dwéch czynnikéw o réznej hydrofobowosci (tzw. hybrydowego cargo), co stanowi
jej duza zalete i przewage nad innymi typami konteneréw [H5, H7]. Jednakze, aby

zapewni¢ stabilno$¢ powstatego uktadu konieczne jest uzycie odpowiednich
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emulgatoréw o réznej hydrofobowosci i dodatkowo biokompatybilnego polimeru,

ktéry zapewni réwniez ochrone hybrydowego cargo przed S$rodowiskiem

zewnetrznym.
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Rys. 10. Schematyczne podejscie to syntezy nanono$nikéw teranostycznych za pomoca
techniki podwojnej emulsyfikacji do ko-enkapsulacji DNA i barwnika organicznego [H5].

Dlatego znaczna cze$¢ badan przedstawionych w pracy [H5] objeta proces
optymalizacji procedury syntezy i dobor najkorzystniejszych reagentow (typu
surfaktantu i polimeru) do otrzymania stabilnych uktadéw, ktore nastepnie
zastosowatam do procesu enkapsulacji DNA i barwnika organicznego (Thaizol
Orange), majacego zdolnos$¢ interkalacji czasteczki kwasu nukleinowego (Rys. 10).
Jako surfaktant o niskiej hydrofobowosci, zaproponowatam dwutancuchowy
(di-C12DMAB),

zdolnos¢

bromek didodecylodimetylo-amoniowy ktorego kationowy

charakter kwasu

zapewnit maksymalng wigzania czasteczki

nukleinowego, poprzez utworzenie stabilnego kompleksu di-C12DMAB-DNA oraz
wzrost adsorpcji  alkilowych tancuchéw hybrofobowych na powierzchni
miedzyfazowej nanoemulsji typu w/o. Z posréd hydrofilowych surfakatantow,
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uzytych do drugiego etapu najkorzystniejszy okazat sie niejonowy emulgator
Cremofor RH 40 (PEG-40 hydrogenated castor oil). W ten sposéb otrzymatam
stabilne uktady o rozmiarze ok. 160 nm i niskiej polidyspersyjnosci (PdI<0.3),
ktérych dodatkowg zaleta moze by¢ funkcja ochronna przed procesem opsonizacji
przez uktad fagocytarny, dzieki zastosowaniu polimeréw funkcjonalizowanych
glikolem polietylenowym (PEG) (Rys. 10). Zalete nanonos$nikéw PEG-ylowanych
i enkapsulacje kwaséw nukleinowych bardziej szczegétowo opisalam podczas
omawiania kolejnych etapéw badawczych.

Druga praca z zakresu podwdjnej emulsyfikacji [H7] dotyczyla enkapsulacji
jednych z najnowocze$niejszych nanoczastek nieorganicznych tj. nanokrysztatéw
domieszkowanych jonami lantanowcéw, w Kktérych zachodzi zjawisko tzw.
konwersji energii w gore (z ang. up-conversion, UC). UPNCs sg znakomitymi
czynnikami diagnostycznymi dzieki przesunieciu fali wzbudzenia w strone
dtuzszych dtugosci fal (ok. 980 nm), czyli w tzw. oknie terapeutycznym.
Dodatkowo dzieki zastosowaniu procesu ko-enkapsulacji z fotouczulaczami, czyli
zatadowaniu do no$nika tzw. hybrydowych fluoroforéw  (planowanych
w Kkolejnych etapach badawczych), jest mozliwy transfer energii do organicznych
fotosensybilizatorow (tzw. z ang. Forster Resonance Energy Transfer — FRET), ktore
po wzbudzeniu pozwolg na efektywniejsze generowanie reaktywnych form tlenu, w tym
tlenu singletowego (*O,) - czynnika najbardziej toksycznego dla docelowych komérek
nowotworowych w PDT. W ramach osiggniecia badawczego, zastosowatam
zoptymalizowang procedure obejmujgca analogiczne podejscie do tego
pokazanego na Rys. 10, do ktdrej wybralam niejonowe emulgatory o roznej
hydrofobowosci (Span 80 i Cremophor A25) oraz biokompatybilny kopolimer
kwasu polimlekowego i kwasu glikolowego PLGA. Otrzymatam nanonos$niki
zaladowane nanoczastkami NaYF4:Er3+Yb3+, ktorych efektywna enkapsulacja
zostata potwierdzona badaniami spektroskopowymi i mikroskopowymi -
odpowiednie widma i przyktadowe zdjecie TEM pokazatam na Rys. 13, przy okazji

omawiania efektywnoSci procesu enkapsulacji.

IV. Klastrowanie [H9]

Ostatnia grupa nanono$nikéw dotyczyta zaprojektowania i opracowania metody
wytwarzania nowej generacji biodegradowalnych agregatéw lipidowych
i fosfolipidowych samoorganizujacych sie w mocno upakowane dwuciggte
struktury ciektokrystaliczne o strukturze plastra miodu, tzw. klastry
(ang. clusterring), zwanej w literaturze strukturg kubiczng - kubosomy [H9].

Kubosomy charakteryzujg sie silnie rozwinietg powierzchnig miedzyfazowa przy
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termodynamicznej stabilno$ci i niewielkiej lepkos$ci oraz obecnos$cia w fazie
kubicznej zdefiniowanych hydrofilowych i hydrofobowych domen, co umozliwia
efektywne enkapsutowanie w ich wnetrzu zwigzkéw hybrydowych o znaczeniu
terapeutycznym i diagnostycznym. Zakrzywiona dwuwarstwa lipidowa wykazuje
samoorganizacje w trzech wymiarach kubicznych (fazy Pn3m, Im3m i la3d).
Dodatkowo struktura kubosomoéw jest zblizona do membran biologicznych, dzieki
czemu moga sie one integrowac¢ z komdrkami nabtonkowymi naskérka i byc¢
z powodzeniem funkcjonalne w terapiach transdermalnych. Stad narodzit
sie nowatorski pomyst, aby zastosowa¢ formulacje kubosomalne do zwalczania
czerniaka skory, a efekt ten wspomoc uzyciem fosfolipidéw, jako dodatkowych
stabilizator6w o biomimetycznej budowie oraz wykorzysta¢ te uktady w PDT
in vitro wobec ludzkich komérek MEWO i Me45 (Rys. 11).
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Rys 11. Schematyczne przedstawienie badan prowadzacych to wytworzenia stabilnych
dwuciagtych struktur ciektokrystalicznych o strukturze kubicznej za pomoca techniki
nanoemulsyfikacji ciektej fazy krystalicznej [H9].

Synteze kubosomoéw opartam o procedure nanoemulsyfikacji ciektej fazy
krystalicznej (tzw. ‘liquid crystalline” nanoemulsion) podgrzanej do temperatury
36° C, tj. monooleinianu glicerolu (MO), glikolu polipropylenowego (PG)
i mieszaniny fosfolipidow (Lipoid S75), w wodzie za pomoca homogenizacji
ultradZwiekowej. Jak dowiodty badania przedstawione w pracy [H9], przejscia
fazowe spowodowane zwiekszeniem temperatury i zawarto$ci wody w uktadzie
dorowadzity do wytworzenia odwroconych dwuciagtych faz o strukturze
kubicznej typu Im3m i Pn3m (struktury te zostaty potwierdzone pomiarami SAXS)
oraz rozmiarach 132-160 nm, Pdl <0.3 i ujemnym C-potencjale (Tabela 1).

SzeScienny ksztatt otrzymanych formulacji zostat dodatkowo potwierdzony
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badaniami transmisyjnej mikroskopii elektronowej prowadzonej w warunkach
kriogenicznych (cryo-TEM). Natomiast, nieznaczne réznice w rozmiarze i tadunku
byty spowodowane zmiennym dodatkiem PG, ktory petnit funkcje hydrotropu
(ko-surfakantu), jednakze obecno$¢ faz kubicznych pozostawata bez zmian.
Parametry fizykochemiczne zostaty zachowane réwniez po przeprowadzeniu
procesu enkapsulacji dwoch fotouczulaczy z grupy porfiryn (TPP-Mn) i chloryn
(Ce6) oraz ich efektywnego przeznaczenia, jako czynniki diagnostyczne
(bioobrazowanie) i terapeutyczne (PDT) wobec komorek czerniaka skory
(Rys. 11)

Obie prace z zakresu podwdjnej emulsyfikacji oraz praca z zakresu klastrowania

zostaly wykonane w_ ramach grantu badawczego NCN, Sonata 8 pt

Strukturyzowane nanoemulsje, jako funkcjonalne i biokompatybilne nanonosniki
hybrydowych fluoroforéw, ktérego jestem kierownikiem.

Dodatkowo na potrzeby realizacji pracy [H9] i kolejnych w toku, nawigzatam
wspolprace z dwoma renomowanymi osrodkami badawczymi,
tj. Uniwersytetem w Cagliari (Wlochy) - grupa badawcza prof. Sergia Murgii
oraz Izraelskim Insytutem Technologii (TECHNION) - grupa badawcza prof.
Yeshayahu (Ishi) Talmon. Nawigzane wspoélprace daly mi szanse na rozwoj
nowej koncepcji naukowej oraz stanowily inspiracje do podjecia badan nad
przelomowymi nanono$nikami o unikatowym potencjale aplikacyjnym
z zakresu zastosowania ukladow Kkoloidalnych w teranostyce
i nanomedycynie. Dlatego tez prace [H9] uwazam za szczegolnie
przelomowa w Kkontynuowaniu przedstawionej tematyki badawczej

na arenie miedzynarodowej.

Enkapsulowanie, uwalnianie i fotostabilnos¢ aktywnego cargo

Jako aktywne cargo o znaczeniu diagnostycznym zaproponowatam barwniki
organiczne tj. Coumarin-6 [H8], Thiazol Orange [H6] i indocyjanine IR-780 [H2],
ktéra jest znana réwniez ze swoich wtasciwosci fotouczulajacych. Efektywnym
markerem fluorscencyjnym okazaty sie rowniez enkapsulowane nieorganiczne
krysztaty wykazujace konwersje energii w gore [H3,H7]. Z kolei jako terapeutyki
wykorzystatam modelowy kwas deoksyrybonukelinowy (DNA) [H5] i kolchicyne
[H8]. Ambiwalentng funkcje diagnostyczng i terapeutyczng (wielofunkcyjng)
petnita daunorubicyna [H6] - stosowana rowniez jako cytostatyk oraz
fotouczulacze porfirynowe i chloryna (VP, TPP, MnTP, Ce6) [H4,H9].

Podsumowanie funkcji danego cargo zestawitam w Tabeli 1.
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Rys. 12. Widma UV-Vis (a) oraz profile uwalniania wolnych i enkapsutowanych
fotouczulaczy porfirynowych (VP i TPP) w nanono$nikach polielektrolitowych
ze statym lub ciektym rdzeniem. Badania wykonatam na potrzeby publikacji [H4].

Stopien enkapsutowania czynnikéw bioaktywnych wynosit ponad 85%,
niezaleznie od zastosowanej metody strukturyzacji, co stanowi o duzym potencjale
aplikacyjnym tych uktadow. Dodatkowo, zaprojektowane przeze mnie nanono$niki
charakteryzujg sie spowolnionym uwalnianiem do okoto 200 h od podania
(przyktadowe profile pochodzace z publikacji [H4] sg pokazane na Rys. 12),
co moze by¢ korzystne w znacznym ograniczeniu kosztow potencjalnej terapii,
poprzez zmniejszenie liczby dawek podawanych pacjentowi. Bardzo waznym
aspektem badawczym byta réwniez ocena utrzymania wtasciwosci
fizykochemicznych (w tym optycznych) i/lub tzw. fotowrazliwosci hydrofobowego
cargo po podaniu go procesowi enkapsulacji/hydrofilizacji. Ponizej (Rys. 13)
pokazatam przyktadowe widma spektroskopowe zatadowanych DNR, IR-780
i NaYF4:Er3+Yb3* NPs i w zestawieniu z ich wolng (nieenkapsutowang) formg,
z ktorych wynika, ze proces enkapsulacji zachowuje wiasciwosci optyczne trudno

rozpuszczalnych czynnikéw diagnostycznych poddanych procesowi hydrofilizacji.
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Rys. 13. Widma spektroskopowe cargo terapeutycznego i/lub diagnostycznego w formie
wolnej i enkapsutowanej dla odpowiednio daunorubicyny, DNR (a), indocyjaniny IR-780
(b) oraz nanokrysztatéw up-konwertujacych, NaYF4Er3+Yb3* NPs (c i d). Wykresy
pochodza z publikacji [HZ, H6, H7].

Innym dowodem na zachowanie fotowrazliwosSci enakpsutowanego cargo, byty
badania poréwnania efektywnoSci generowania tlenu singletowego (102) przez
wolne i enkapsulowane fotouczulacze porfirynowe (VP i TPP). W tym celu
zastosowatam tzw. wygaszacz lub putapke 102 - zwigzek AMDA (inaczej ABMDMA)
(ang. 9,10-anthracenediyl-bis(methylene)dimalonic acid), ktéry pod wptywem
wygaszania przez tlen singletowy traci swoja aktywnos$¢, czyli ulega procesowi
tzw. fotowybielania (ang. photobleaching), co skutkuje spadkiem absorbcji
na widmach UV-Vis (Rys. 14). Przeprowadzone badania pokazane w publikacji
[H4] dowiodty, Ze enkapsulowane fotouczulacze generuja 102 o 20-45%
(w zaleznos$ci od typu zastosowanego rdzenia i rodzaju fotouczulacza) bardziej

efektywnie, w porownaniu do formy nieenkapsutowanych fotouczulaczy (Rys. 14).
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Rys. 14. Generowanie tlenu singletowego (10;) przez wolne i enkapsutowane
fotouczulacze porfirynowe (4 pM VP i TPP) przy zastosowaniu AMDA jako wygaszacza,
absorbancja tego zwigzku maleje wskutek postepu reakcji. Badania wykonatam
na potrzeby publikacji [H5].

Nanonosniki z DNA i funkcjonalizowane PEG-iem

SzczegOlnie istotnym osiggnieciem, moich badan bylo zaproponowanie
zastosowania DNA, jako czynnika terapeutycznego ko-enkapsutowanego wspodlnie
z indocyjaning IR-780 [H2] lub barwnikiem Thiazole Orange [H4], jako czynnikami
diagnostycznymi. Kwas dezoksyrybonukleinowy ze wzgledu na ujemny potencjat
powierzchniowy nie moze by¢ dostarczany do komoérek w postaci wolnej jako,
ze btona komorkowa posiada taki sam tadunek, uniemozliwiajagc samoistne
wnikanie czgstek DNA. Dodatkowo proces enkapsulacji moze zwiekszy¢ stabilno$¢
DNA, jego stezenie oraz ochrone przed zbyt szybka degradacja przez enzymy
komorkowe (DNA-zy) zwiekszajagc tym samym ekspresje genu in vivo. Dlatego
do tego celu zaproponowatam dwa typy strukturyzacji nanoemulsji, tj. metode
otulania, gdzie kwas nukleinowy stanowit jednoczes$nie funkcje polielektrolitu
o ujemnym tadunku [H2] oraz metode podwdjnej emulsyfikacji, ktéra dodatkowo
pozwolita na wytworzenie nanono$nikéw pokrytych glikolem polietylenowym
(tzw. PEG-ylowanych), czyli funkcjonalizowanych sterycznym czynnikiem typu
,stealth” [H5].
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Rys. 15. Zestawienie nanono$nikdw z DNA oraz PEG-ylowanych [H2, H5, H6].

Oba procesy strukturyzacji spowodowaty odwrdécenie ujemnego potencjatu zeta na
dodatni, z okoto - 55 mV na +42 mV w przypadku zastosowania procesu otulania,
lub niemal catkowitg neutralizacje C-potencjalu do - 1 mV dla nanono$nikéw
otrzymanych za pomoca podwoéjnej emulsyfikacji i funkcjonalizowanych PEG-iem
(Tabela 1). Ponadto, synteza uktadéw z PEG-ylowang korong (Rys. 15) moze
stanowi¢ dodatkowa ochrone przed ewentualnym procesem opsonizacji i zbyt
szybkim wychwytem nanonos$nika z krwioobiegu przez systemy makrofagowe,
bedace czes$cia uktadu RES, co udowodnitam za pomoca badan stabilnosci
biologicznej opisanych w pracy [H5]. Nanono$niki pokryte glikolem
polietylenowym zsyntezowatam réwniez za pomocag techniki selektywnej
adsorpcji polielektrolitow cukrowych (CHIT/DEX) na rdzeniu nanoemulsyjnym,
w celu enkapsulacji daunorubicyny (DNR) do potencjalnej terapii raka jelita
grubego [H6]. Praca ta dowiodta ponadto, iz zastosowanie PE cukrowych, moze
by¢ konkurencyjne do tych PEG-ylowanych, dzieki ochronie ukiadu przed
opsonizacja przy jednoczeSnie zwiekszonej internalizacji przez komorki

nowotworowe nanonos$nikow otulonych przez DEX/CHIT.

Stabilnosc¢ koloidalna

Aspekt stabilnosci koloidalnej nalezy do najwazniejszych indykatorow
przydatnoSci danych nanonosnikéw po wprowadzaniu do ustroju pacjenta in vivo.
Dlatego tez, projektujac dany uktad teranostyczny musiatam wzig¢ po uwage
dobor efektywnego surfaktantu i/lub innego zwigzku amfifilowego (np. polimeru),
nadajacego wymagany tadunek na powierzchni miedzyfazowej, wyrazony
wartosciami { - potencjatu zeta rzedu +/-30 mV - w przypadku uktadéw
stabilizowanych elektrostatycznie, jak réwniez inkrustowanie powierzchni
nanonos$nika sterycznym np. wspomnianym powyzej, ugrupowaniem glikolu
polietylenowego lub pochodnymi polilaktydu (PLA lub PLGA).
33



Zatacznik nr 2-PL | Urszula Bazylinska

Size Distribution by Number

Et=0 Et=1month [t=3 months e
N

N
‘System 4a’f>

[ 3
151+ : -
120 B y
100 T T |
| \
80 5 R
60 0 R
10
40
20
0 b3 L
T T . .
1a 2a 3a 4a i
A "
+ ks .
|

Number (%)

D, (nm)

System type

mt=0 ®mt=1month ©Ot=3months

-] Wt - o8 '
L W .
i N 5
| )\ + A1
=L
H C E 8 g0
—~ i i = %
e GHT ONA IR0
40 I Zeta Potential Distribution
[ 120000 -
= H !
< 30 - 1000001 == F0. L \
E = t=3months. ’
w20 - N : )
System 4a\, ol :
10 - s :
W « - :
0. . . N P [ |
1a 2a 3a d4a :

i1

Total Counts
™ a @
2 8 8 =
8 8 8 &
8 8 8§ 8

o

System type -100 100

o
Zata Potential {mv)

Rys. 16. Przykladowa ocena nanono$nikéw teranostycznych (uktad DNA z IR-780)
za pomoca pomiaréw zmian { - potencjatu zeta lub $rednicy hydrodynamicznej (Dx)
w czasie. Badania wykonatam na potrzeby pracy [H2].

Bioragc po uwage powyzsze, we wszystkich pracach z cyklu aspekt stabilno$ci
koloidalnej odgrywat kluczowe znaczenie i byt badany za pomoca zmian
¢ - potencjatu lub Srednicy hydrodynamicznej (Du) w czasie (np. 30 dni),
przyktadowo w pracach [H2,H4,H5H7], jak rowniez za pomocg pomiaréw
wstecznego rozproszenia $Swiatta (ang. backscattering, BS), czyli z zastosowaniem
metody turbidymetrycznej [H1,H2,H3,H4,H5H8H9], ktére prowadzitam
analogicznie przez okres minimum 30 dni przechowywania nanono$nikéw
w temperaturze 25 * 20C. Przyktadowe wyniki odno$nie stabilnos$ci koloidalne;j
badanej za pomoca zmian (-potencjatu lub Dy w czasie, jak rowniez profile BS w
funkcji wysoko$ci kuwety pomiarowej pokazatam ponizej dla réznych typow
nanoteranostykow: uktad DNA z barwnikiem indocyjaninowym (IR-780) praca
[H2] na Rys. 16 oraz uktad z organicznym barwnikiem (Cou-6) i cytostatykiem
(Col), praca [H8] na Rys. 17. W przypadku techniki turbidymetrycznej, brak
ewolucji w profilach wstecznego rozpraszania swiatta, byto dowodem na wysoka
stabilno$¢ kinetyczng otrzymanych uktadéw i kluczowym parametrem
predestynujgcym dany uktad do przeprowadzenia testow odpowiedzi biologicznej

in vitro przez ludzkie i zwierzece komorki nowotworowe oraz linie prawidtowe.
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Rys. 17. Przyktadowa ocena stabilno$ci nanokapsut teranostycznych (uktad Col+Cou-6)
przeprowadzona metodg turbidymetryczng za pomocg zmian wstecznego rozpraszania
Swiatta (ang. Backscattering, BS). Badania te wykonatam na potrzeby pracy [H8].

PODSUMOWANIE (aspekty biologiczne i aplikacyjne)

Projektujac dany uktad terapeutyczny i/lub diagnostyczny nalezy wzig¢ pod uwage
zarbwno jego wplyw 1 skuteczno$¢ wzgledem docelowych komoérek
nowotworowych, bedacych przedmiotem terapii, jak réwniez biokompatybilnos¢
i bezpieczenstwo odnosnie komorek i tkanek prawidtowych, ktore trzeba omingc¢.

Aby sprawdzi¢ wptyw otrzymanych nanoproduktéw wzgledem komorek
prawidtowych i nowotworowych in vitro, przeprowadzono testy cytotoksycznosci,
fotocytotoksycznosci, odpowiedzi apoptotycznej, aktywnoS$ci hemolityczne;j
i bioobrazowania przy wspotpracy z prof. Jolantg Saczko i dr hab. inz. Julita
Kulbacka (Zaktad Biologii Molekularnej i Komdrkowej, Uniwersytet Medyczny we
Wroctawiu), prof. Andrzejem Gamianem i dr inz. Jadwiga Pietkiewicz (Katedra
i Zakilad Biochemii Lekarskiej, Uniwersytet Medyczny, we Wroctawiu), oraz
dr Joanng Rossowska (Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu) i dr Grzegorzem Chodaczkiem
(Laboratorium Mikroskopii Konfokalnej, PORT Polski Osrodek Rozwoju
Technologii, Wroctaw), ktérych indywidualny wktad do poszczegdlnych prac jest

zawarty w o$wiadczeniach Wspoétautorow.
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Cze$¢ testow cytotoksycznosci i badan bioobrazowania za pomoca CLSM i TIRFM,

tj. przedstawionych w publikacji [H2] wykonatam osobiscie, dzieki uprzejmosci

pani Profesor Jolanty Saczko (kierownika laboratorium hodowli komoérkowe;j

i wspotautorki publikacji). Realizacja tych badan byta mozliwe takze dzieki

solidnemu warsztatowi biotechnologicznemu, ktéry zdobytam podczas realizacji

studiow doktoranckich.

Odpowiedz biologiczna na nanoprodukty zaprojektowane przeze mnie za pomoca

technik strukturyzacji powierzchni miedzyfazowej uktadéw nanoemulsyjnych

wzgledem badanych linii komoérkowych (Tabela 1) wykazata, ze wszystkie uktady,

poddane procesowi optymalizacji i wytypowane do dalszych badan in vitro:

posiadajg odpowiedni unimodalny rozmiar (<200 nm) i ksztatt, aby by¢

efektywniej wychwytywane przez komoérki nowotworowe niz te prawidtowe

charakteryzuja sie wysoka stabilnoscia koloidalng, wysokim stopniem
enkapsulacji aktywnego cargo oraz spowolnionym uwalnianiem, co znacznie
podnosi efektywno$¢ biologiczng oraz obniza potencjalne koszty terapii
(mniej wymaganych dawek leku)

zapewniajg efektywna hydrofilizacje czynnikéw trudno rozpuszczalnych,
zwlaszcza nieorganicznych krysztaléw up-konwertujacych, fotouczulaczy

i toksycznych cytotstatykéw hydrofobowych

stanowig efektywng ochrone enkapsutowanych czynnikéw diagnostycznych
i/lub terapeutycznych przez Srodowiskiem zewnetrznym (temperatura, pH,
enzymy), zachowujac przy tym ich unikalne cechy fotofizyczne

tj. fotowrazliwo$¢ i wtasciwosci optyczne

sg roéwniez w stanie niwelowa¢ niepozadane cechy fizykochemiczne tj.
ujemny tadunek powierzchniowy, stanowiace przeszkode przy internalizacji

nanoczasteczek biologicznych typu kwasow nukleinowych, w tym DNA
sg biokompatybilne i nietoksyczne, ich cytotoksycznos$¢ wzgledem komoérek
niepoddanych terapii utrzymuje sie na poziomie ponad 70-95%

enkapsutowane leki majg wyzszy potencjal terapeutyczny (terapia
fotodynamiczna, chemioterapia i terapia genowa), w por6wnaniu do wolnego

cargo, niezwigzanego z nanono$nikiem

nanono$niki z otoczka cukrowg mogg by¢ konkurencyjne do tych
PEG-ylowanych oraz chroni¢ aktywne cargo przed procesem opsonizacji

przez makrofagi, zwiekszajac tym samym biodystrybucje nanoteranostykow.
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Rys. 18. Przyktadowe badania internalizacji nanoteranostykéw w nowotworowych liniach
komoérkowych raka ptuca (A549), raka piersi (MCF-7/WT) i czerniaka skéry (MEWO),
przy uzyciu mikroskopii konfokalnej (CLSM) i mikroskopii fluorescencyjnej z catkowitym
wewnetrznym odbiciem (TIRFM). Badania te wykonatam na potrzeby pracy [H2].

PowyzZej wymienione cechy dowodza wszechstronnos$ci zaproponowanych metod
strukturyzacji nanoemulsji, a ich przydatnos$¢ jest dopasowana do poszczegdlnych
wtasciwosci enkapsutowanego czynnika, wychodzac naprzeciw tzw. medycynie
spersonalizowanej. Zsyntezowane nanokontenery petnig funkcje ochronng,
hydrofilizujaca, stabilizujaca, konserwujaca i maskujaca, a zatem wielofunkcyjng,
wzgledem aktywnego (modelowego) cargo prowadzac do zwiekszenia
efektywnoSci diagnostycznej (bioobrazowania komoérek i tkanek nowotworowych)
oraz terapeutycznej (potencjalna chemioterapia, terapia fotodynamiczna lub
terapia genowa) w badaniach in vitro. Wyrazne efekty odpowiedzi biologicznej
przeprowadzonej na prawidtowych oraz nowotworowych ludzkich i zwierzecych
liniach komérkowych stanowig obiecujacy materiat do przysztych testéw in vivo
oraz prob klinicznych. Wyniki badan zaprezentowane w przedtozonym cyklu
publikacyjnym [H1-H9] wnoszg istotny wktad w interdyscyplinarny rozwdj nauk
chemicznych z pogranicza chemii koloidow i uktadow dyspersyjnych, chemii
medycznej, technologii farmaceutycznej oraz nanobiotechnologii i nanomedycyny.
Sa réwniez dowodem na to, iZ zaproponowane nanono$niki posiadaja duzy
potencjat aplikacyjny do zastosowania ich jako konkurencyjnych, do obecnych
na rynku farmaceutycznym uktadéw transportu lekéw, tj. formulacje liposomowe,

micelarne lub emulsyjne, co uwazam za swoje najwieksze osiggniecie naukowe.
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V. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo - dydaktycznych

Studia na Wpydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej ukonczytam
w 2008 roku na kierunku biotechnologia (specjalno$¢ - biotechnologia
srodowiska), juz podczas wykonywania pracy magisterskiej zainteresowatam sie
tematyka surfaktantow i uktadéw dyspersyjnych oraz otrzymywaniem nowych
formulacji farmaceutycznych i substancji biologicznie aktywnych, ktére mozna
enkapsutowa¢ na poziomie nanoskopowym. Pierwsza prace o profilu
technologicznym z zakresu agregatéow surfaktantowych typu mikroemulsji,

opublikowatam w Przemysle Chemicznym (2010) [D6]. Tematyke bezpiecznych

reagentéw realizowatam nastepnie (2008-2009) w grupie badawczej prof. Mireille

Montrejaud-Vignole (Ecole Nationale Supérieure des Ingénieurs en Arts Chimiques

et Technologiques, ENSIACET) w Tuluzie (Francja) w ramach stazu Leonardo da

Vinci. Zapoznatam sie tam z technikami spektroskopowymi i chromatograficznymi,

stosowanymi w przemysle biotechnologicznym, chemicznym i farmaceutycznym.
Po powrocie ze stazu w 2009 roku rozpoczetam studia doktoranckie w Zaktadzie
Technologii Organicznej i Farmaceutycznej na Wydziale Chemicznym Politechniki
Wroctawskiej pod kierunkiem profesor Kazimiery A. Wilk, ktére ukonczytam

z wyrdznieniem w 2013 roku. Podczas doktoratu zajmowatam sie badaniami

nad synteza nanokapsut wielowarstwowych do spowolnionego uwalniania
fotouczulaczy indocyjaninowych. Dopracowana przeze mnie nowa technika
konstrukcji nanostruktur za pomoca selektywnej adsorpcji polielektrolitow
(ang. Layer-by-Layer, LbL), na ciektych rdzeniach stabilizowanych surfaktantami
jonowymi, stworzyla szanse wykreowania nanokapsut o pozadanych rozmiarach
i kontrolowanym uwalnianiu aktywnego cargo, ktorych technologie wytwarzania
mozna przenie$¢ na skale aplikacyjng. Badania te zostaty opisane w pieciu
publikacjach z listy filadelfijskiej [D1-D5], opatentowane [P1-P3] i nagrodzone

wyrdznieniami m.in. Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

za wybitne osiagniecia dla doktorantéw czy Nagroda National Science Foundation

(NSF)(szczegbly zawartam w_ wykazie dorobku). Podczas doktoratu odbytam

ponadto 2 staze w zagranicznych osrodkach naukowych (Stany Zjednoczone na

Northwestern University i Holandia na University of Wageningen) oraz liczne staze

naukowe w Instytucie Katalizy i Fizykochemii Powierzchni PAN w Krakowie.

Moja praca po doktoracie skupita sie na zastosowaniu techniki LbL
do enkapsulacji zwigzkéw cytostatycznych i cargo teranostycznego oraz
rozwiniecia nowych metod strukturyzacji powierzchni miedzyfazowej uktadow

nanoemulsyjnych, ktérych czes¢ jest przedmiotem niniejszej rozprawy.
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Inne nanoprodukty, zatadowane fotouczulaczmi Il generacji, ktére zsyntezowatam,

zostaly z powodzeniem poddane badaniom na miniaturowych systemach typu

,Lab-on-a-chip” przez Zespdét Pana Profesora Zbigniewa Brzézki (Politechnika

Warszawska) w ramach grantu NCN OPUS. Jednym z najwazniejszym aspektéw

mojej pracy po doktoracie bylo nawiazanie wspodipracy z zespotem Profesora

Sergio Murgii (Uniwersytet w Cagliari i Profesora Yeshayvahu (Ishi) Talmon

(Izraelski Insytut Technologii, TECHNION), odnos$nie projektowania i syntezy

nowych formulacji farmaceutycznvch o cieklokrystalicznej strukturze kubicznej.

Pierwszy staz badawczy w_Laboratorium Koloidéw wygralam w_ramach

stypendium The Young Investigator Training Program (YITP) przyznanego przez

FEuropean Colloid and Interface Society (ECIS) za wybitne osiggniecia naukowe,

a_ kolejne obylam w ramach stypendium Krajowego Naukowego O$rodka
Wiodacego (KNOW). Z kolei w Instytucie TECHNION odbytam szkolenie

z zastosowania zaawansowanych technik mikroskopowych w obrazowaniu

koloidéw i uktadéw dyspersyjnych, prowadzonych w warunkach kriogenicznych
(Cryo-EM) w ramach Colloidal Aspects of Nanoscience for Innovative Processes
and Materials (COST Action CM 1101). Wspétpraca ta, jak do tej pory zaowocowata
praca w Journal of Colloid and Interface Sciences [H9] i jest kontynowania
o synteze nowych produktéow funkcjonalizownaych czynnikami biologicznymi
dla teranostyki. Innym waznym etapem byt staz naukowy na Uniwersytecie
w Sienie (Zaktad Biotechnologii Medycznej, kierowany przez prof. Gianni-ego
Pozzi), zrealizowany w ramach Krajowego Naukowego Osrodka Wiodacego
(KNOW). Podczas stazu badatam zdolnosci adhezyjne bakterii Lactobacillus
za pomoca pomiaréw (-potencjatu do zastosowan teranostycznych oraz
wygtositam wyktad na zaproszenie z zakresu mojego osiggniecia naukowego, czyli
strukturyzowanych nanoemulsji. Staz ten byt dla mnie réwniez inspiracja,
aby w przysztosci zaja¢ sie tematyka aplikacji moich nanonos$nikéw, jako
potencjalnych adiuwantéw, czyli czynnikéw wzmacniajacych odpowiedZ pacjenta
na szczepienie m.in. przeciwko HIV i gruzlicy. Zesp6t Prof. Pozzi (Siena) jest
szczegblnie zainteresowany badaniami nad tymi uktadami zsyntezowanymi
metoda podwojnej emulsyfikacji. W ostatnim okresie odbytam rowniez kilka
prestizowych szkolen z zakresu zaawansowanych metod instrumentalnych, w tym
mikroskopii elektronowej (Francja, Wtochy, Izrael, Hiszpania, Niemcy),
oraz zastosowania technik iloSciowych w tych dziedzinach tj. obrazowanie
konwencjonalne i wysokorozdzielcze (ang. High Resolution Electron Microscopy,
HREM), holografia, tomografia, ilosSciowa dyfrakcja elektronowa, spektroskopia
strat energii elektrondw (ang. Electron Energy Loss Spectroscopy, EELS),
spektroskopia dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego (ang. X-ray
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Energy Dispersive Spectroscopy, EDS) oraz S$rodowiskowa transmisyjna
mikroskopia elektronowa (ang. Environmental Transmission Electron Microscopy,
ETEM), pozwalajaca na obserwacje in-situ procesOw chemicznych
i biochemicznych. Wiedze zdobyta w/w zakresie chciatabym rozwija¢, m.in.
w ramach grantu aparaturowego na zakup nowoczesnego mikroskopu
elektronowego, zdolnego do obrazowania uktadéw dyspersyjnych i biologicznych

w warunkach kriogenicznych, bytby to sprzet unikatowy na skale krajowa.
Dorobek dydaktyczny i popularyzatorski nauke

Mo6j dorobek dydaktyczny obejmuje wyktady, seminaria i zajecia laboratoryjne
na kierunkach technologia chemiczna, chemia i biotechnologia, w obrebie ktérych
wykazatam sie umiejetnoSciami w prowadzeniu oraz tworzeniu nowych instrukc;ji
do ¢wiczen i wyktadéow (gtéwnie nowych zagadnien z zakresu fizykochemii
i technologii surfaktantéw, uktadéw dyspersyjnych oraz formulacji kosmetycznych
i farmaceutycznych): Disperse systems - physicochemistry and technology (wyktad
oraz laboratorium w jezyku angielskim), Bionanomaterials: BioNaM (wyktad dla
doktorantéw w jezyku angielskim), Instrumental analysis (laboratorium w jezyku
angielskim), Uktady dyspersyjne (wyklad), Najlepsze dostepne technologie
chemiczne (seminarium), Tendencje rozwoju biotechnologii (wyktad), Podstawy
technologii organicznej (lab.), Produkty chemiczne (lab.), Procesy chemiczne (lab.),
Technologia surfaktantow (lab.), Sektorowe procesy produkcyjne (lab.), Chemia
techniczna organiczna (lab.), Nanobiotechnologia (lab.), Biochemia i mikrobiologia
Srodowiska (lab.). W ramach dziatalno$ci dydaktycznej bytam opiekunem licznych
projektéow inzynierskich i prac magisterskich na kierunkach technologia
chemiczna, chemia i biotechnologia (w tym trzech dyplomdéw zrealizowanych przy
wspotpracy z przemystem w PCC Rokita SA). Petnitam réwniez funkcje promotora

pomocniczego w przewodzie doktorskim mgr inz. Stawomira Drozdka.
Z rownie duzym zaangazowaniem uczestnicze w pracach organizacyjnych

i popularyzatorskich prowadzonych na Wydziale Chemicznym PWr i poza nim
(m.in. przygotowanie pokazéw popularno-naukowych dla mtodziezy, wyktadéw
dla kota naukowego ,ChemiTech”, w ramach projektu LabDay, Dolnoslaskiego
Festiwalu Nauki i Pikniku Naukowego Wroctawskiego Centrum Badan EIT+,
prowadzenie sesji naukowych i recenzowanie prac badawczych w ramach
kilku edycji Konferencji Naukowej Studentéw). Bratam udziat w organizacji
60-tego Zjazdu Polskiego Towarzystwa Chemicznego (PTChem) - 17-21.09.2017
we Wroctawiu. Jestem cztonkinig European Colloid and Interface Society (ECIS),
Stowarzyszenia Inzynieré6w Technikow Przemystu Chemicznego (SITPChem)
i Polskiego Towarzystwa Biochemicznego (PTBioch) oraz Rady Naukowej

Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej (kadencja 2016-2020).
42



PODSUMOWUJAC, mdj dotychczasowy dorobek obejmuje 39 pozycji, w tym 28
artykutéw w czasopismach z bazy JCR, ktérych sumaryczny wspdiczynnik
oddziatywania Impact Factor wynosi IF = 99.460 (Indeks h = 12). Dorobek
technologiczny obejmuje ponadto 6 patentow i 2 zgloszenia patentowe
a takze 46 komunikatow konferencyjnych prezentowanych na zagranicznych
i krajowych kongresach naukowych. Od kilku lat jestem réwniez recenzentka
w czasopismach z listy filadelfijskiej - wykonatam tgcznie 34 recenzje. W celu
nawigzania wspotpracy naukowej i poszerzenia wiedzy z zakresu chemii koloidow
i uktadoéw dyspersyjnych oraz technologii farmaceutycznej i nanobiotechnologii,
odbytam tacznie 6 stazy badawczych w renomowanych o$rodkach Zagranicznych
tj. Universita degli Studi di Cagliari (Wtochy), Northwestern University (Stany
Zjednoczone), University of Wageningen (Holandia), Universita degli Studi di Siena
(Wtochy) i Ecole Nationale Supérieure des Ingénieurs en Arts Chimiques
et Technologiques, (Francja) i Krajowych (Instytut Katalizy i Fizykochemii
Powierzchni Polskiej Akademii Nauk w Krakowie). Ponadto ukonczytam kilka
prestizowych szkolen z zakresu zastosowania zaawansowanych technik
analitycznych i mikroskopowych w nanotechnologii i badaniu nanosysteméw
biologicznych, (m.in. finansowanych przez COST i KNOW). Aktywnie realizowatam
dziatania na rzecz rozwoju nauki i dydaktyki (stworzylam nowe wyktady,
instrukcje do ¢wiczen w jezyku polskim i angielskim, zdobytam liczne
dofinansowania na rzecz doposazenia laboratoriow badawczych) oraz
propagowania wiedzy o Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej. Moja
praca naukowa zostata doceniona licznymi wyr6znieniami m.in. Stypendium
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (dwukrotnie, tj, dla doktorantéw i po
doktoracie dla wybitnych mtodych naukowcdéw) oraz Fundacji na Rzecz Nauki
Polskiej (stypendium START), Nagrodami: Rektora Politechniki Wroctawskiej,
National Science Foundation, European Colloid and Interface Society (ECIS)
i Stowarzyszenia na Rzecz Wspierania Badan nad Rakiem. Bratam udziat, jako
kierownik i wykonawca, w kilku projektach finansowanych przez Narodowe
Centrum Nauki (NCN) oraz Fundusze Europejskie. M6j grant badawczy z NCN,
ktéory aktualnie realizuje z w ramach 8 konkursu SONATA dla mtodych

naukowcow, otrzymat pierwszg lokate na liscie rankingowej (panel ST4 - Chemia).
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Liczbowe zestawienie dorobku naukowego

Przed uzyskaniem

Po uzyskaniu

Parametr naukowy stopnia doktora stopnia doktora Eacznie
Publikacje w czasopismach
znajdujacych sie w bazie 6 22 28
Journal Citation Reports (JCR)
Publikacje w czasopismach
recenzowanych innych niz
1 . . 0 3 3
znajdujacych sie w bazie
Jorunal Citation Reports (JCR)
Sumaryczny Impact Factor (IF) - 15.316 84.144 99.460
zgodnie z rokiem opublikowania*
Liczba punktéw MNiSW** 178 6370 6548
Liczba cyto.wan publikacji , 6 305 311
z wylaczeniem autocytowan***
Indeks Hirscha*** 2 12 12
Uzyskane patenty 2 4 6
Zgloszenia patentowe 3 2 5
Suplementy opublikowane
: . 4 2 6
w materiatach konferencyjnych
Komunikaty niepublikowane, 15 31 46
przedstawione na konferencjach
Udzlla} w konferencjach 4 3 7
krajowych
Udziat w konferencjach 10 20 30
zagranicznych
Wyktady na zaproszenie 0 5 5
Kierownictwo projektow
0 4 4
badawczych
Udziat w projektach badawczych 1 2 3
Nagrody za dziatalnos¢ naukowg 4 5 9
*w tym dla publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego: 32.091
“w tym dla publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego: 290
“*wedtug Web of Science
: r ‘
\
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