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4.1. Monotematyczny cykl publikacji- informacje podstawowe

Osiggnieciem naukowym, o ktdrym mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy jest monotematyczny

cykl 10-ciu (+2) publikacji nt. Charakterystyka oddziatywan miedzyczasteczkowych w uktadach

o znaczeniu biomedycznym.



Dane bibliograficzne Liczba Punkty®

cytowaﬁb

H1 Dopierata, K.*, Wamke, A., Dutkiewicz, M., Maciejewski, 4,772 13 35
H., Prochaska, K., Interfacial properties of fully condensed
functional silsesquioxane: A Langmuir monolayer study.
Journal of Physical Chemistry C, 2014, 118, 24548 —
24555, wyd. ACS.
MGdj wktad merytoryczny obejmowat opracowanie koncepcji pracy, wykonanie pomiardw izoterm mt-A,
izoterm potencjatu powierzchniowego i krzywych A-t, badan reologicznych, interpretacje i
opracowanie wynikdw badan, napisanie manuskryptu i korespondencje z redakcjq.

H2 Dopierata, K.*, Bojakowska, K., Karasiewicz, J., 3,100 7 35
Maciejewski, H., Prochaska, K., Interfacial behaviour of
cubic silsesquioxane and silica nanoparticles in Langmuir
and Langmuir-Blodgett films. RSC Advances, 2016, 6,
94934 — 94941, wyd. RSC.
M0dJj wktad merytoryczny obejmowat opracowanie koncepcji pracy, wykonanie czesci pomiarow
izoterm m-A | obrazow BAM, otrzymanie filmoéw Langmuira-Blodgett, pomiary kgta zwilzania,
interpretacje i opracowanie wynikéw badan, napisanie manuskryptu i korespondencje z redakcjg.

H3 . . . -
Dopierata, K.*, Rojewska, M., Skrzypiec, M., Dutkiewicz, 3,078 5 30
M. Maciejewski H., Prochaska K., Preparation and
characterisation of monolayers and Langmuir—Blodgett
films of liquid crystal mixed with cubic silsesquioxanes,
Liquid Crystals, 2018, 45:3, 351-361, wyd. Taylor &
Francis.
Mdj wktad merytoryczny obejmowat opracowanie koncepcji pracy, rejestracje obrazow BAM,
wykonanie czesci pomiaréw izoterm m-A, wybranych krzywych potencjatu powierzchniowego i ich
graficzne opracowanie, interpretacje wynikéw badan, napisanie manuskryptu i korespondencje z
redakcjq.

H4 Dopierata, K.*, Maciejewski, H., & Prochaska, K. 3,887 7 35
Interaction of polyhedral oligomeric silsesquioxane
containing epoxycyclohexyl groups with cholesterol at the
air/water interface. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 2016, 140, 135-141, wyd. Elsevier.
Md6j wktad merytoryczny obejmowat opracowanie koncepcji pracy, wykonanie pomiaréw i obliczen,
interpretacje wynikéw badan iich graficzne opracowanie, napisanie manuskryptu i korespondencje z
redakcjq.

H5

Dopierata, K.*, Skrzypiec, M., Morphology, 2,536 7 25
compressibility and viscoelasticity of the mixed lipid

monolayers in the presence of B-carotene. Chemistry and

Physics of Lipids, 2018, 213, 88-95, wyd. Elsevier.

MGoj wktad merytoryczny obejmowat opracowanie koncepcji pracy, wykonanie pomiaréw
reologicznych i rejestracje obrazow BAM oraz ich wizualizacje, interpretacje wynikow badan, napisanie
manuskryptu i korespondencje z redakcjq.




H6 Dopierata, K.*, Karwowska, K., Petelska, A. D., Prochaska, 2,352 9 70
K., Thermodynamic, viscoelastic and electrical properties
of lipid membranes in the presence of astaxanthin.
Biophysical Chemistry, 2019, 258, 106318, wyd. Elsevier.
MJj wktad merytoryczny obejmowat opracowanie koncepcji pracy, wykonanie pomiaréw
reologicznych, izoterm m-A, i obrazow BAM oraz ich wizualizacje, interpretacje wynikéw badan,
napisanie wiekszosci tekstu manuskryptu i korespondencje z redakcjq.

H7 Dopierata, K.*, Krajewska, M., Prochaska, K., Binding of a- 2,512 3 100
lactalbumin to oleic acid monolayer and its relevance to
formation of HAMLET-like complexes. International Dairy
Journal, 2019, 89, 96—-104, wyd. Elsevier.
Moj wktad merytoryczny obejmowat opracowanie koncepcji pracy, zaplanowanie i nadzor
prowadzonych badan, interpretacje wynikéw badan, napisanie manuskryptu i korespondencje z
redakcjq.

H8 Dopierata, K.*, Kotodziejczak-Radzimska*, A., Prochaska, 7,392d 0 140
K., Jesionowski, T., Immobilization of lipase in Langmuir -
Blodgett film of cubic silsesquioxane on the surface of
zirconium dioxide. Applied Surface Science, 2022, 573,
151184, wyd. Elsevier.
MG6j wktad merytoryczny obejmowat opracowanie koncepcji przeniesienia enzymu na powierzchnie
ciata statego, dobdr warunkow transferu filmu Langmuira-Blodgett, wykonanie izoterm rmt-A, pomiary
kinetyki penetracji warstwy, pomiary metodq powierzchniowej reologii dylatacyjnej, interpretacje
wynikéw badar na granicy faz woda/powietrze, transfer filmu na ciato state oraz analize i opis
obrazow AFM, jak rowniez udziat w napisaniu manuskryptu i korespondencje z wydawnictwem.

H9 Dopierata K.*, Syguda A., Wojcieszak M., Materna K., 3,570d 0 100
Effect of 1-Alkyl-1-methylpiperidinium bromides on lipids
of fungal plasma membrane and lung surfactant, Chem.
Phys. Lipids, 2022, 248, 105240, wyd. Elsevier.
MGdj wktad merytoryczny obejmowat opracowanie koncepcji pracy, wykonanie badari monowarstw
Langmuira i filméw Langmuira-Blodgett, interpretacje wynikow badan, napisanie manuskryptu i
korespondencje z redakcjq.

H10 Dopierata K.*, Weiss M., Krajewska M., Btonska J., 3,570d 1 100
Towards understanding the binding affinity of lipid drug
carriers to serum albumin, Chem. Phys. Lipids 2023, 250,
105271, wyd. Elsevier.
MGoj wktad merytoryczny obejmowat opracowanie koncepcji pracy, wykonanie czesci pomiaréw
krzywych relaksacji, wytworzenie filmoéw Langmuira-Blodgett, interpretacje wynikéw badan
monowarstw | ich wizualizacje, napisanie wiekszosci tekstu manuskryptu (oprécz analizy wynikéw
AFM) i korespondencje z redakcjq.

tacznie 30,530 52 670

(H1-H10)

® Wspotczynnik Impact Factor z roku opublikowania pracy, ®bez autocytowan, wg bazy Web of Science, € punkty
MNiSW/MEiIN w roku opublikowania, d Impact Factor z roku 2021, * autor korespondencyjny




Ponadto, do cyklu habilitacyjnego zaliczam prace H11-H12, ktére zostaty wigczone réwniez do
rozprawy doktorskiej dr inz. Martyny Krajewskiej pt.”Biomimetic systems studied by Langmuir
and Langmuir-Blodgett techniques” (Politechnika Poznarnska, 2023), wobec ktérej sprawowatam

funkcje promotora pomocniczego.

Dane bibliograficzne Liczba Punkty*

cytowar'lb
H11 Dopierata*, K., Krajewska, M., & Prochaska, K., Study on 11,504 4 140
pH-dependent interactions of linoleic acid with a-
lactalbumin. Food Hydrocolloids, 2020, 111, 106217,
wyd. Elsevier.

MGdj wktad merytoryczny obejmowat opracowanie koncepcji pracy, pomiary izoterm m-A, napisanie
manuskryptu i korespondencje z wydawnictwem.

H12 Dopierata, K.*, Krajewska, M., & Weiss, M. 3,882 6 100
Physicochemical Characterization of Oleanolic
Acid-Human Serum Albumin Complexes for
Pharmaceutical and Biosensing Applications.
Langmuir, 2020, 36(13), 3611-3623, wyd.
ACS.

Moj wktad merytoryczny obejmowat opracowanie koncepcji pracy, wykonanie pomiaréw technikqg
Langmuira i Langmuira-Blodgett, rejestracje obrazéow BAM, interpretacje wynikéw badan, napisanie
manuskryptu i korespondencje z redakcjqg.

tacznie 52,155 62 910
(H1-H12)

® Wspotczynnik Impact Factor z roku opublikowania pracy, ® bez autocytowan, wg bazy Web of Science, © punkty
MNiSW/MEIN w roku opublikowania, d Impact Factor z roku 2021, * autor korespondencyjny

Prace zostaly opublikowane w latach 2014-2023. Sumaryczny wspodtczynnik
oddziatywania (IF) z roku opublikowania prac wynosi 52,155, a tgczna wartos¢ punktow MEIN

wynosi  910. We wszystkich _artykutach jestem pierwszym autorem i autorem

korespondencyjnym oraz odpowiadam za koncepcje pracy. Oswiadczenia wspotautorow o

wktadzie merytorycznym w powstanie wyzej wymienionych prac stanowig Zatgcznik 5.
Oswiadczenia dotyczace indywidualnego wktadu poszczegdlnych autorow w powstanie prac
H11-H12 s3 spdjne z oswiadczeniami, ktore zostaty zamieszczone w rozprawie doktorskiej dr inz.
Martyny Krajewskiej. Kopie wspomnianych oswiadczen przedstawitam réwniez w Zatgczniku 5.

Kopie prac H1-H12 zestawitam w Zatgczniku 6.



4.2. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow

Wprowadzenie

Amfifilowa natura wielu zwigzkdw chemicznych uzdalnia je do tworzenia
nierozpuszczalnych, monomolekularnych warstw na granicy faz woda/powietrze. Cho¢ metoda
wytwarzania filméw organicznych na powierzchni wody znana jest od lat, dzieki rozwojowi
nowych technik badawczych wcigz cieszy sie zainteresowaniem naukowcéw i pozwala znalezé
odpowiedzi na wiele pytan naukowych. Od korca XIX wieku, kiedy to niemiecka badaczka Agnes
Pockels rozpoczynata eksperymenty dotyczgce cisnienia powierzchniowego we witasnej kuchni,
az do dzis dokonat sie ogromy postep w metodach charakteryzowania cienkich filméow
powierzchniowych. Liczba publikacji okreslona stowami kluczowymi ,Langmuir film” lub
,Langmuir-Blodgett film” opublikowana w minionej dekadzie wynosi odpowiednio 2585 i 2430
dokumentdw (wg bazy Scopus). Prace te ukazaty sie w czasopismach reprezentujgcych wiele
réznych dziedzin wiedzy, czesto taczacych chemie z nauka o materiatach, fizyka, bioinzynierig, a
takze naukami biologicznymi i medycznymi. Te ostatnie staty sie przedmiotem mojego

szczegdblnego zainteresowania i inspiracjg do poszukiwan witasnej Sciezki naukowe;.

Motywacja i cel badan

Do lepszego zrozumienia zjawisk fizjologicznych i patologicznych zachodzgcych w
organizmach zywych oraz opracowania skutecznych terapii potrzebne sg czesto dtugotrwate i
kosztowne badania biochemiczne, genetyczne, czy farmaceutyczne. Wiele z nich wymaga takze
badan in vivo i wigze sie z potencjalnym pojawieniem sie probleméw natury etycznej.
Stosowanie modeli pozwalajgcych odpowiedzie¢ na pytania dotyczace natury wspomnianych
zjawisk stanowi coraz czesciej wsparcie dla medycyny i farmacji. Z jednej strony odtworzenie
proceséw zachodzgcych w organizmach zywych dostarcza istotnych informacji podstawowych, z
drugiej zas moze samo w sobie stanowié strategie bedacg zrédtem nowych Srodkow
terapeutycznych, czy narzedzi diagnostycznych opartych na mechanizmach nasladujgcych
nature. Innym wyzwaniem w badaniach rozmaitych zjawisk o znaczeniu istotnym dla zdrowia
jest koniecznos$é przyjrzenia sie im w skali molekularnej. Takie manipulowanie czgsteczkami jest

mozliwe w technice filméw Langmuira, ktdra stanowi metodologiczny trzon mojego dorobku



habilitacyjnego. Wszechstronnos$¢ tej metody sprawita, ze mogtam wykorzystac jg do lepszego
poznania uktaddw o zréznicowanym sktadzie. Jednak nadrzedne pytanie, jakie stawiatam sobie
w toku tworzenia cyklu habilitacyjnego dotyczyto tego, jak oddziatywania
miedzyczasteczkowe na granicy faz determinujg zachowanie ztozonych monowarstw
majacych znaczenie dla zdrowia cztowieka i rozwoju réinych obszaréw biomedycyny.
Gtdwnym celem badaid byta zatem charakterystyka zjawisk powierzchniowych i analiza
oddziatywan miedzyczgsteczkowych w monowarstwach Langmuira i filmach Langmuira-Blodgett

w uktadach o znaczeniu biomedycznym.

Tematyke badawczg podjetg w cyklu prac H1-H12 mozna réwniez przedstawi¢ jako
probe odpowiedzi na pytanie, czy technika monowarstw Langmuira i filméw Langmuira-Blodgett

moze by¢ wykorzystana do:

e modyfikacji powierzchni materiatéow do celéw biomedycznych,

e rozwoju metod diagnostycznych i analitycznych,

e oceny zjawisk fizykochemicznych majacych wplyw na stabilnos¢ i efektywnos¢
formulacji farmaceutycznych,

e odtwarzania zjawisk fizjologicznych i patologicznych zachodzacych w
organizmach zywych,

e oceny wptywu zwigzkéw chemicznych na btony komérkowe.

Koncepcje cyklu prac stanowigcych podstawe osiggniecia habilitacyjnego opartam na

czterech typach uktadéw badawczych i schematycznie przedstawitam jg na Rysunku 1.



Monowarstwy Monowarstwy
lipidowe + oddziatujace z
karotenoidy biatkami

Monowarstwy
zawierajgce POSS

Charakterystyka
oddziatywan
miedzy-

czasteczkowych

Monowarstwy
lipidowe +
surfaktanty

rozpuszczalne

Lepsze zrozumienie zjawisk fizjologicznych i patologicznych na poziomie molekularnym

Cel

oraz dostarczenie nowej wiedzy fizykochemicznej niezbednej do rozwoju metod

diagnostycznych i terapeutycznych

Rysunek 1 Schemat koncepcji cyklu publikacji bedgcych podstawg osiggniecia habilitacyjnego

We wszystkich pracach bedacych podstawg osiggniecia habilitacyjnego stosowatam

metodologie opartg na

uzupetniajgcych, ktére zestawitam na Rysunku 2.

kilku kluczowych technikach badawczych oraz

technikach



Charakterystyka

monowarstw na granicy faz
woda/powietrze

Charakterystyka warstw na
ciele statym

Pozostate techniki

e Pomiary izoterm mt-A

e Pomiary krzywych A/Aq(t)

e Pomiar potencjatu
powierzchniowego

e Przeniesienie filmoéw na
powierzchnie ciata statego
technika horyzontalng i
wertykalng

e Mikroskopia kata Brewstera
(BAM)

e Miedzyfazowa reologia
dylatacyjna

e Miedzyfazowa reologia
Scinajaca (ISR)

® Pomiar kata zwilzania i
wyznaczanie energii
powierzchniowej

e Mikroskopia sit atomowych
(AFM)

e Skaningowa mikroskopia
elektronowa (SEM)

¢ Spektroskopia w
podczerwieni

e Spektroskopia
fotoelektronéw w zakresie
promieniowania X (XPS)

¢ Niskotemperaturowa
sorpcja N,

e Analizy metoda
magnetycznego rezonansu
jadrowego

¢ Analiza wielkosci czgstek
metoda dynamicznego
rozpraszania Swiatta
laserowego (DLS)

e Technika hydratacji
cienkiego filmu lipidowego

e Pomiary ruchliwosci
elektroforetycznej

e Pomiary aktywnosci
enzymatycznej

e Spektrofotometria UV-Vis

e Pomiar napiecia
powierzchniowego metoda
analizy ksztattu kropli

Rysunek 2 Zestawienie technik badawczych stosowanych w pracach H1-H12

Omowienie prac stanowigcych osiggniecie naukowe

Monowarstwy zawierajqce funkcjonalizowane silseskwioksany klatkowe (POSS)

Poczatek mojej pracy nad cyklem publikacji H1-H12 wigzat sie z badaniem stosunkowo
nowych zwigzkéw chemicznych o ogromnym potencjale- funkcjonalizowanych poliedrycznych
oligomerycznych silseskwioksanéw klatkowych (POSS). Doniesienia literaturowe wskazywaty na
liczne mozliwosci wykorzystania tych zwigzkdw w obszarze biomedycyny, co zobrazowatam na
Rysunku 3. Jednak istotng przeszkodg w powszechnym wykorzystaniu tych zwigzkow byta ich
wysoka cena. Z tego powodu zainteresowatam sie mozliwoscig tworzenia ultracienkich warstw z
uzyciem POSS. W 2002 r. Deng i wsp. wykazali bowiem, Zze czesciowo skondensowane
poliedryczne oligomeryczne silseskwioksany klatkowe (POSS) sg zdolne do tworzenia
nierozpuszczalnych monowarstw na granicy faz woda/powietrze’. Okazato sie, ze dzieki
wprowadzeniu réznych grup funkcyjnych do struktury czgsteczki, mozliwe byto manipulowanie

ich wiasciwosciami fizykochemicznymi, co przektadato sie na ich zachowanie na granicy faz.
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Rysunek 3 Biomedyczne aplikacje POSS (opracowanie wtasne na podstawie?)

Na podstawie badan przeprowadzonych dla kilku wybranych struktur POSS az do roku
2014 uwazano, ze wiasciwosci warstwotwdrcze majg tylko niecatkowicie skondensowane
silseskwioksany klatkowe. Mimo to podjetam prébe wytworzenia nierozpuszczalnych
monowarstw z wykorzystaniem nowych zwigzkéw typu catkowicie skondensowanych POSS, o
strzukturze tzw. zamknietej klatki. Zwigzki te zostaty zsyntezowane w zespole prof. dr hab. inz.
Hieronima Maciejewskiego z Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, z ktérym
wspoétpracowatam w ramach realizacji projektu NCN OPUS 3 pod kierownictwem prof. dr hab.
inz. Krystyny Prochaska. W pracy H1 opisatam efekty badahn nad oktakis[{2-(3,4-
epoksycykloheksylo)etylo}ldimetylosilyloksy]oktasilseskwioksanem (OE-POSS). Na podstawie
otrzymanych izoterm cisnienia powierzchniowego () w funkcji powierzchni przypadajgcej na
pojedynczg czagsteczke (A) oraz krzywych potencjatu powierzchniowego wykazatam, ze mozliwe
jest utworzenie nierozpuszczalnej monowarstwy z wykorzystaniem catkowicie

9



skondensowanej czasteczki POSS. Ponadto, obrazy zarejestrowane za pomocg mikroskopu kata
Brewstera pozwolity mi wykazaé¢, ze w monowarstwie OE-POSS zachodzi zjawisko tworzenia sie
charakterystycznych gwiazdzistych domen, ktére wskutek dalszego sprezania stopniowo facza
sie i tworzg wielowarstwy o morfologii przypominajacej struktury pierscieniowe lub sieciowe,

ktore przedstawitam na Rysunku 4 wraz ze strukturg chemiczng OE-POSS.
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Rysunek 4 Struktura chemiczna OE-POSS i morfologia monowarstwy
OE-POSS na granicy faz woda/powietrze [H1]

Odkrycie to stato sie poczatkiem szerzej zakrojonych badan zespotowych nad wptywem
struktury chemicznej czagsteczki typu POSS na jej zdolnosci warstwotwodrcze i — w konsekwencji-
na mozliwo$¢ przeniesienia takiej warstwy na ciato state w postaci filmu Langmuira-Blodgett*®.
Dzieki rozwinieciu tego watku badawczego jestem wspdtautorka patentu dotyczgcego powtok
hydrofobowych opartych na zwigzkach typu POSS [P1l]. Moje wnioski dotyczace
nierozpuszczalnych monowarstw tworzonych przez catkowicie skondensowane POSS zostaty
pdiniej zweryfikowane przez innych autoréw. Przyktadowo, Paczesny i wsp. badajac
monowarstwy innych, catkowicie skondensowanych POSS potwierdzili mozliwos¢ tworzenia
przez nie filméw Langmuira i Langmuira-Blodgett, a Hasan i wsp. opisali warstwy LB zbudowane

z hybrydowych kopolimeréw blokowych POSS-PEG”.

Biorac pod uwage fatwosé funkcjonalizacji klatkowej struktury POSS, oczekiwatam, ze c
zachowanie tego typu zwigzkéw na granicy faz woda/powietrze umozliwi zaprojektowanie
powtoki hydrofobowej o grubosci jednej czasteczki POSS i przeniesienie jej na ciato state.

Hipoteze te postawitam w pracy H2, w ktdrej przedmiotem badan byty trzy funkcjonalizowane
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silseskwioksany klatkowe o] roznej liczbie podstawnikéow 1,1,2,2,3,3,4,4-
oktafuoropentylokypropylo}dimetylsiloksylowych i {3-glicydokdsypropylo}-
dimetylosiloksylowych. Na podstawie przebiegu izoterm T-A wytypowatam
heptakis({1,1,2,2,3,3,4,4-oktafuoropentyloksypropylo}dimetylsiloksy)({3-glicydoksypropylo}-

dimetylosiloksy)oktasilseskwioksan (POSS 7:1) jako zwigzek warstwotwdrczy, ktory
wykorzystatam do stworzenia ultracienkiej powtoki o charakterze hydrofobowym. Ponadto, w
celu modyfikacji chropowatosci powierzchni, do monowarstwy POSS 7:1 wprowadzitam dodatek
nanoczastek krzemionki. Oddziatywania pomiedzy czastkami SiO, a monowarstwg POSS
wptynety korzystnie na stabilnos¢ filmu na granicy faz woda/powietrze. Na podstawie wynikow
badan na granicy faz woda/powietrze stwierdzitam, ze dodatek 1,5% krzemionki pozwala
uzyska¢ homogeniczng warstwe o odpowiednich wiasciwosciach reologicznych, ktéra moze byé
przeniesiona na powierzchnie szkta. Efektem transferu pojedycznej warstwy LB zbudowanej z
czasteczek POSS 7:1i krzemionki byt wzrost wartosci kata zwilzania powierzchni do 135°. Tego

typu powierzchnie majg duzy potencjat aplikacyjny, ktéry przedstawitam na Rysunku 4.

Powtoki samoczyszczace Madyfikecja mermbran

Zapobieganie oblodzeniu Seiéa;a"ijé w uktadach
Zapobieganie korozji woda/ole]

P

Energia i Techniki
transport separacji

Powierzchnie

hydrofobowe
Ochrona
przed Biomedycyna
wilgocig
Tkaniny techniczne Biosensory
Elementy elektroniki Mikromacierze DNA

Zapobieganie biofoulingowi
Kontrolowane uwalnianie
lekow

Rysunek 5 Zastosowania powierzchni hydrofobowych (opracowanie wtasne)
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O ile wytwarzanie powtok hydrofobowych, a zwtaszcza superhydrofobowych na skale
przemystowg wymaga jeszcze pokonania wielu ograniczen, takich jak wysoki koszt, czy niewielka
trwatoé¢ powtoki®, o tyle do rozwigzania probleméw w mikro- i nanoskali, hydrofobowe filmy
Langmuira-Blodgett stanowig atrakcyjng strategie. W tym ujeciu, na szczegdlng uwage
zastuguja biomedyczne aplikacje powierzchni hydrofobowych®. Interesujagca wydaje sie
mozliwo$é uzycia ich do kontrolowanego uwalniania substancji leczniczej z matrycy dzieki
opOznieniu wnikania wody (lub ptynu biologicznego) do jej wnetrza. Inne zastosowania
obejmujg wytwarzanie powtok zapobiegajgcych adhezhji drobnoustrojow lub ptytek krwi w
aplikacjach zwigzanych ze stosowaniem sprzetu medycznego, ktéry ma kontakt z krwia.
Wreszcie, powtoki hydrofobowe mogg stuzy¢ do konstrukcji urzadzen i testéw analitycznych
oraz do wytwarzania biomateriatéw o zdefiniowanym, kulistym ksztatcie. Warto zwréci¢ uwage,
ze znaczna czes¢ materiatéw biomedycznych jest jednorazowego uzytku i czesto ma niewielkie
rozmiary. Z tej perspektywy, ograniczenia w wytwarzaniu powtok hydrofobowych istotne w
makroskali, tracg na znaczeniu. Metoda wytwarzania powloki hydorofobowej ktérg
opracowatam i opisatam w artykule H2 stanowi wiec alternatywe dla znanych wcze$niej
rozwigzan'!, a jedna z jej najwainiejszych zalet jest niewielkie zuzycie materiatu

powtokotwdrczego.

Liczne doniesienia literaturowe dotyczgce aplikacji POSS w obszarach biomedycznych
oraz ich zdolnosci do tworzenia filméw Langmuira sktonity mnie takze do zainteresowania sie
ultracienkimi warstwami zawierajgcymi POSS oraz ciekte krysztaty (LC). Dzieki zdolnosci ciektych
krysztatdw do zmiany orientacji czasteczek pod wptywem réznych bodzcéw cienkie warstwy

zbudowane z takich materiatéw maja szerokie zastosowanie w medycynie'**?

. Ciekte krysztaty w
medycynie moga stuzyé do konstrukcji laserow medycznych i urzadzen do obrazowania
optycznego™ lub jako elementy sensoréw np. do wykrywania biomolekut lub patogenéw™. Ich
wlasciwosci wykorzystuje sie takie w formulacjach farmaceutycznych i kosmetycznych®.
Reakcja warstwy LC na okreslone bodZce moze by¢ wykorzystana do kontrolowanego i celowego
uwalniania substancji leczniczej. Natomiast w inzynierii tkankowej cienkie warstwy ciektych

krysztatéw moga stuzy¢ do kontrolowania orientacji komérek i ich wzrostu®®. Czeéé¢ technologii

wykorzystujgcych ciekte krysztaty powstato na drodze obserwacji rozwigzan istniejgcych w
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naturze, np. w procesach samoorganizacji lipidow, czy biatek. Strategie biomimetyczne prébuje
sie takze zaadaptowaé w powtokach antyrefleksyjnych, czy w technologiach opartych na

fotonice™.

Waznym zagadnieniem zwigzanym z aplikacjami LC jest kwestia uporzadkowania ciektych
krysztatdw na powierzchni. W celu kontrolowania orientacji LC i wtasciwosci mechanicznych
warstw ciekfokrystalicznych stosuje sie substancje dodatkowe, np. polimery*’. Dzieki technice LB
mozliwe jest wytworzenie ultracienkich warstw LC uporzgdkowanych w ptaszczyznie. Dlatego w
kolejnym etapie badan zajetam sie filmami dwusktadnikowymi, w ktérych oprdécz POSS

znajdowaty sie takze ciekte krysztaty. Do tej pory tego typu uktady nie byty opisane w literaturze.

W pracy H3 wykorzystatam jednoczesnie trzy efekty: zalety ultracienkich filméw,
wiasciwosci  fizykochemiczne ciektych krysztatow, a takie unikalne wtasciwosci
funkcjonalizowanych POSS. Przedmiotem mojego zainteresowania byty monowarstwy
zbudowane z POSS zawierajgcych grupy polieterowe oraz z ciektych krysztatéw. Do badan
wytypowatam  oktakis[hydroksypoli(etoksypropoksy)propylo]oktasilseskwioksan  (POSS OL
20/20) i oktakis [metoksypoli(etoksypropoksy)propylo]oktasilseskwioksan (POSS MET 20/20)
zmieszane w roznych stosunkach wagowych z 4-oktyloksy-4'-cyjanobifenylem (80CB), ktéry jest

przestawicielem pretopodobnych ciektych krysztatow.
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Rysunek 6 Struktury chemiczne zwigzkdéw uzytych do wytworzenia filméw LB: POSS OL 20/20,
POSS MET 20/20i 80CB [H3]
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Niezaleznie od typu mieszaniny i proporcji sktadnikdw, przebieg izoterm cisnienia
powierzchniowego i krzywych potencjatu powierzchniowego wskazat na zachodzace zmiany
orientacji czasteczek w filmie, a takze sugerowat tworzenie na granicy faz dwuskfadnikowych
wielowarstw. Morofologia filméw zawierajgcych 80CB i POSS OL 20/20 zarejestrowana za
pomoca mikroskopu kata Brewstera okazata sie by¢ podobna do opisanych wczeséniej uktadéw
zawierajacych nanoczastki i polimery lub lipidy. Czasteczki POSS byty zlokalizowane w
monowarstwie ciektego krysztatu, na krawedziach domen tworzonych przez 80CB, a dla

stosunku wagowego sktadnikéw 1:1 tworzenie tego typu struktur byto odwracalne.

W zwigzku z tym, ze wiasciwosci elastyczne ciektych krysztatéw nalezg do isotnych cech
decydujacych o ich zastosowaniach, w pracy H3 przeprowadzitam takze badania wtasciwosci
lepkosprezystych badanych uktadéw bezposrednio w cienkiej warstwie z uzyciem dwdch
metod reologii miedzyfazowej. Pomiary oparte na deformacji powierzchni metoda oscylacji
barier wykazaty niewielkg zalezno$¢ modutéw elastycznosci i lepkosci od czestotliwosci oraz od
cisnienia powierzchniowego, a takze pewng dominacje cech elastycznych nad lepkimi. Z kolei
zastosowanie deformacji $cinajgcej pozwolito ustali¢, ze uktady dwusktadnikowe rdznity sie
wtasciwosciami lepkosprezystymi w poréwnaniu z monowarstwg 80CB, czy samego POSS, dla
ktorych moduty elastycznosci (G’) i modut sprezystosci (G”) przyjmowaty podobne wartosci w
catym zakresie badanych cisnied powierzchniowych. W przypadku wiekszosci filméw
dwusktadnikowych wartosci modutu G i G” zmieniaty sie wraz ze wzrostem cisnienia
powierzchniowego, szczegdlnie po przekroczeniu cisnienia m=8 mN/m, co potwierdzito, ze
zmiany obserwowane na izotermach m-A byty zwigzane z tworzeniem struktury
wielowarstwowej. Wynik ten jest obiecujacy w kontekscie potencjalnych zastosowan
badanych uktadow w sensorach. Z tego powodu podjetam takze prdbe przeniesienia warstw
zbudowanych z 80CB i obu typdéw funkcjonalizowanych silseskwioksandw na ciato state.
Wartos¢ wspdtczynnika transferu bliska jednos$ci potwierdzita przeniesienie warstwy na
powierzchnie krzemu. Obrazy SEM dla filmu LB o sktadzie 80CB+POSS MET 20/20 wykazaty
obecnos$¢ struktury sieciowej. Wyniki badan opisane w pracy H3 stanowia pierwsze
doniesienie na temat cienkich warstw zbudowanych 2z pofgczenia materiatu

ciektokrystalicznego i funkcjonaliowanych silseskwioksanow.
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Jako, ze poliedryczne oligomeryczne silsekwioksany klatkowe zyskiwaty coraz wieksze
zainteresowanie w obszarze nauk biomedycznych, w kolejnych latach prowadzitam badania
majace na celu ocene oddziatywania tych zwigzkéw z czasteczkami o znaczeniu biologicznym.
Problem ten podjetam w pracy H4, w ktérej badatam interakcje pomiedzy OE-POSS oraz
cholesterolem, jako istotnym skfadnikiem bton komdrkowych odpowiedzialnym m.in. za ich
ptynnos¢, grubos¢ i integralno$é. W badaniach wykorzystatam mieszaniny OE-POSS i
cholesterolu o réznych proporcjach obu sktadnikdw. Na podstawie izoterm m-A, obliczonych
wspoétczynnikdw Scisliwosci stwierdzitam, ze czgsteczki OE-POSS nie mieszaty sie z cholesterolem
w monowarstwie. Zamiast tego, wystepowta separacja faz w efekcie wykluczania OE-POSS z
warstwy powierzchniowej przy cisnieniu powierzchniowym odpowiadajgcym zatamaniu filmu
czystego OE-POSS. Potwierdzeniem tego wniosku byty obrazy z mikroskopu kata Brewstera
zarejestrowane podczas sprezania monowarstw OE-POSS, cholesterolu oraz ich mieszanin.
Niezaleznie od ilosci OE-POSS w filmie, morfologia warstw dwusktadnikowych wyraznie
zmieniata sie po przekroczeniu ciSnienia powierzchniowego 20 mN/m, sugerujgc utrate
dwuwymiarowej struktury i powstanie wielowarstwy. Z aplikacyjnego punktu widzenia brak
mieszalnosci pomiedzy czasteczkami cholesterolu i OE-POSS jest efektem pozgdanym, sugeruje
bowiem, ze obecnos¢ OE-POSS w materiale biomedycznym nie wptywa na ptynnosé i
integralnos¢ komodrek eukariotycznych, z ktérymi wchodzi w kontakt. Biorgc pod uwage
potencjat POSS jako nanonosnikéw lekéw'®, znacznikdw kontrastowych do celéw
diagnostycznych, czy materiatéw w inzynierii tkankowejlg, badania in vitro pozwalajgce ocenié
ich oddziatywanie ze sktadnikami bton komodrkowych w skali molekularnej sg tanig i

tatwodostepng formg wstepnej oceny ich bezpieczenstwa, czy biokompatybilnosci.

Monowarstwy zawierajqce lipidy i karotenoidy

Zachowanie wielosktadnikowych warstw Langmiura zawierajgcych czasteczki o znaczeniu
biologicznym, w tym cholesterol, badatam takze w odniesieniu do karotenoidéw. W pracy H5
podjetam sie oceny oddziatywania B-karotenu z monowarstwg zbudowang z
dipalmitoilofosfatydylocholiny (DPPC) oraz cholesterolu (CHOL). Przebieg izoterm m-A oraz
obrazy BAM wskazaty, ze oddziatywanie karotenoidu z warstwg lipidowa jest uzaleznione od

proporcji DPPC/CHOL. Ponadto wykorzystujgc metode reologii dylatacyjnej stwierdzitam, ze B-
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karoten, cho¢ sam nie tworzy monowarstw na granicy faz woda/powietrze, znaczgco zmienia
wtasciwosci elastyczne monowarstwy lipidowej, w szczegdlnosci, gdy dominuje w niej DPPC.
Wynika to z preferencyjnych oddziatywan B-karotenu z dipalmitoilofosfatydylocholing. Zatem
biorgc pod uwage wystepujgce w naturze wariacje w zawartosci cholesterolu w komérkach
zywych, mozna oczekiwaé selektywnego oddziatywania karotenoidu z dwuwarstwg lipidowg w
btonie cytoplazmatycznej. W tym kontekscie badany uktad mozna wiec traktowaé jako
uproszczony model btony komdrki eukariotycznej, w ktérej lipidy w kontakcie z B-karotenem
mogg ulega¢ reorganizacji. Koncepcja monowarstwy lipidowej jako modelowej btony
cytoplazmatycznej nie jest oczywiscie nowa, a wielu autoréw traktuje jg jako przydatne
narzedzie w ocenie zjawisk zachodzacych na o poziomie btony komérkowej*® 2.

Z drugiej strony, otrzymane wyniki wskazujg na mozliwe zjawiska fizykochemiczne w
farmaceutycznych i kosmetycznych nosnikach lipidowych zawierajgcych karotenoidy. W
przypadku karotenoidow do takich nosnikdw nalezg przede wszystkim liposomy, a takze

2425 podejécie oparte na analizie

nanostruktury lipidowe wzbogacone o surfaktanty
monowarstw lipidowych pozwala przewidzie¢ stabilno$¢ formulacji liposomowych, ocenic
wpltyw struktury chemicznej sktadnikow na upakowanie lipidow w dwuwarstwie, czy
oddziatywanie nosnika ze sktadnikiem bioaktywnym, ktére przektada sie na jego kinetyke
uwalniania z formulacji’®®?’. Wyniki badan monowarstw lipidowych opisane w pracy H5
stanowig wiec krok naprzéd w kierunku rozwigzania problemu niskiej rozpuszczalnosci i
biodostepnosci karotenoidéw. Wpisujg sie one réwniez w obecne zainteresowanie rozwojem
zywnosci funkcjonalnej. Co wiecej, zastosowanie w badaniach warstw lipidowych metod
reologii powierzchniowej stanowi odpowiedzZ na potrzebe rozwoju nowych typéw nosnikéw
substancji bioaktywnych, charakteryzujgcych sie zdolnoscia do deformacji ksztattu, ktéra
umozliwia transport substancji bioaktywnej np. przez skérezg.

Kontynuujac badania nad oddziatywaniem karotenoidéw z warstami lipidowymi w pracy
H6 scharakteryzowatam uktad zawierajgcy inny karotenoid-astaksantyne (AS), czerwony
barwnik o silnych wtasciwosciach przeciwutleniajacych. W pracy tej przedstawitam efekty badan

oddziatywania astaksantyny z monowarstwami zbudowanymi z dipalmitoilofosfatydylocholiny i

cholesterolu oraz dwuwarstwami o tym samym sktadzie. Na podstawie izoterm m-A oraz
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obrazow BAM wykazatam, Zze astaksantyna wbudowuje sie w monowarstwe lipidowa.
Stwierdzitam rdéwniez istotne rdzinice we wilasciwosciach lepkosprezystych filmow
dwusktadnikowych (DPPC+CHOL) oraz trdéjsktadnikowych (DPPC:CHOL:AS), w szczegdlnosci dla
uktadéw, w ktérych dominujgcym sktadnikiem byta DPPC. Podobnie jak w przypadku p-
karotenu wykazatam istnienie silniejszych oddziatywan astaksantyny z DPPC niz z cholesterolem.
Jednak z powodu réznic w budowie czgsteczek obu karotenoiddéw, natura tych oddziatywan
okazata sie odmienna. W przypadku astaksantyny, obserwowane efekty mozna wyttumaczyé
budowa grupy polarnej w czasteczce DPPC, zdolnej do tworzenia wigzan wodorowych z grupa
polarng AS. Jako, ze astaksantyna posiada dwie grupy hydroksylowe w czasteczce, mozna
oczekiwaé znaczgcego wptywu jej struktury na orientacje w dwuwarstwie lipidowej. Dlatego w
pracy H6 scharakteryzowatam takze liposomy o sktadzie odpowiadajgcym zawartosci sktadnikéw
w monowarstwach pod katem ich rozmiarow oraz gestosci tadunku powierzchniowego.
Stwierdzitam, ze wnioski z analizy monowarstw lipidowych tworzonych z udziatem astaksantyny
i z badan liposomdéw o tym samym sktadzie sg spdjne. W ten sposdb wykazatam, ze technika
filméw Langmuira stanowi cenne narzedzie uzupetniajgce do charakteryzowania lipidowych
nosnikdw substancji bioaktywnych oraz doboru ich optymalnego skitadu. Koncepcje te

obrazuje Rysunek 7.

liposome
monolayer ‘ ™,
dddanleded . £ it 4
astaxanthin ;'" l \'

Rysunek 7 Schemat koncepcji monowarstwy lipidowej jako narzedzia pozwalajgcego ocenic
wtasciwosci formulacji liposomowej na przyktadzie uktadu zawierajgcego astaksantyne [H6]

W przypadku karotenoidéw podejscie to pozwolito lepiej zrozumieé¢ mechanizm ich

wbudowywania sie w warstwy lipidowe na poziomie molekularnym. Ponadto praca H6 wpisuje

17



sie we wspotczesny nurt zainteresowania astaksantyng w srodowisku naukowym, czego
odzwierciedleniem sg dazenia do opracowania nowych formulacji zawierajgcych ten zwigzek, w

tym takze formulacji liposomowych?*~*.
Monowarstwy lipidowo-biatkowe

Kontynuujac badania nad oddziatywaniami miedzyczgsteczkowymi w monowarstwach
lipidowych o znaczeniu farmaceutycznym, w pracach H7 oraz H10-H12 skupitam sie nad
uktadami typu lipid—-biatko. Inspiracjg do rozwijania tej Sciezki badawczej staty sie doniesienia na
temat unikalnych witasciwosci kompleksu kwasu oleinowego (OA) z a-laktoalbuming zwanego
kompleksem HAMLET (od ang. Human Alpha-lactalbumin Made LEthal to Tumor cells), ktéry
tworzy sie naturalnie w organizmie noworodka karmionego mlekiem matki*. Dzieki aktywnosci
antynowotworowe] potwierdzonej (w tym takze w badaniach klinicznych), dla ponad 40 typow
guzéw, a takze dzieki dziataniu antybakteryryjnemu, HAMLET szybko stat sie nowym
kandydatem na lek wykazujgcym zerowe lub minimalne skutki uboczne®. Mimo tych doniesien
o witasciwosciach kompleksu HAMLET, mechanizm jego powstawania i dziatania nie byt w petni

34736, Poczatkowo uwazano, ze czynnikiem odpowiedzialnym za cytotoksycznosé jest

wyjasniony
biatko, pdzniejsze badania wskazywaty na dominujacg role kwasu oleinoweg037, a kolejni
autorzy przekonywali, ze zdolno$¢ do apoptozy komodrek nowotworowych wynika z
synergistycznego oddziatywania kwasu oleinowego i biatka®. Efektem badahn nad
cytotoksycznoscig kompleksow typu HAMLET in vitro i in vivo byto stwierdzenie, ze nie ma
jednego czynnika powodujgcego selektywne niszczenie komoérek guza nowotworowego przez
kompleks HAMLET, a sposdb jego dziatania jest bardzo ztozony i obejmuje nawet kilkanascie

réznych mechanizmow® ™.

Co wiecej, pojawity sie sugestie, ze podobne kompleksy moga sie
tworzy¢ z a-laktoalbuminy pochodzacej z mleka réznych ssakéw, a nawet z udziatem innych
biatek serwatkowych i kwaséw ttuszczowych®. Zaowocowato to wzrostem zainteresowania

metodami odtworzenia kompleksu w warunkach in vitro****

. Wciaz jednak brakowato metody,
ktora pozwalitaby pozna¢ fizykochemiczne mechanizmy powstawania kompleksu HAMLET w
skali molekularnej w warunkach zblizonych do naturalnych.

Bioragc pod uwage amfifilowg nature kwasu oleinowego oraz wtasciwosci

fizykochemiczne a-laktoalbuminy opracowatam prosty model pozwalajacy pozna¢ w skali
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molekularnej zjawiska towarzyszace tworzeniu sie kompleksu w warunkach naturalnych tj. w
zotagdku cztowieka. Model ten stat sie podstawg realizowanego dziatania naukowego NCN
Miniatura 1 pt. , ktérego bytam kierownikiem. W pracy H7 skupitam sie na doborze warunkéw
eksperymentalnych pozwalajgcych odtworzy¢ proces powstawania kompleksu HAMLET in vitro.
Pomiary byty wiec prowadzone w temperaturze zblizonej do temperatury ciata ludzkiego oraz w
pH subfazy wodnej réwnym 2, odpowiadajgcym pH srodowiska zotgdka. Istotg eksperymentu
byto monitorowanie kontaktu biatka z warstwg kwasu oleinowego, a jego idea zostata

przedstawiona na Rysunku 8.

Interfacial formation of HAMLET-like complex

relaxation curves relaxation curves of oleic
of oleic acid * acid with protein
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Rysunek 8 Idea eksperymentu polegajacego na badaniu trwatosci monowarstwy OA w czasie
(po lewej) oraz jej odpowiedzi na wstrzykniecie biatka do subfazy (po prawej) [H7]
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time [s]

» T

Roztwoér ludzkiej a-laktoalbuminy (HLA) wprowadzany byt do wodnej subfazy na dwa
sposoby tj. przed lub po utworzeniu monowarstwy OA. Przebieg krzywych n-A dla kwasu
oleinowego wskazat, ze w czasie kolejnych cykli sprezania i rozprezania nastepowata stopniowa
utrata czasteczek z granicy faz. Do podobnego wniosku doprowadzit eksperyment kinetyczny,
w ktorym rejestrowatam w czasie zmiany powierzchni wzglednej monowarstwy (A/Ao) sprezonej
do okreslonego cisnienia powierzchniowego. Ponadto przebieg krzywych A/Aq(t) pozwolit mi

stwierdzi¢, ze stabilnos$¢ filmu OA jest silnie uzalezniona od upakowania czgsteczek na granicy
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faz i jest tym mniejsza, im wyzsze jest ciSnienie powierzchniowe, do ktérego sprezona byta
warstwa.

W obecnosci HLA stwierdzitam znaczgce rdinice w zachowaniu monowartwy OA na
granicy faz. Na podstawie izoterm m-A stwierdzitam wzrost stabilnosci filmu zwigzany z
obecnoscig biatka na granicy faz. Z kolei monitorowanie odpowiedzi monowarstwy OA na
wstrzykniecie HLA do subfazy pozwolito wyodrebié¢ killka etapdéw penetracji filmu kwasu
ttuszczowego przez czgsteczki biatka: (1) dyfuzje i adsorpcje biatka na granicy faz, (2)
wbudowanie czgsteczek biatka w strukture monowarstwy i (3) tworzenie kompleksu lipidowo-
biatkowego. Na podstawie otrzymanych wynikdw zaproponowatam mozliwy mechanizm
oddziatywania biatka z monowarstwa, ktéry zachodzi w wyniku reorganizacji czasteczek na
granicy faz oraz czeSciowego rozwiniecia biatka, czego skutkiem sg oddziatywania hydrofobowe
pomiedzy niepolarnymi resztami aminokwasowymi a-laktoalbuminy, np. tryptofanem oraz
tancuchem kwasu oleinowego. Zmiany konformacyjne w czgsteczce biatka zachodzace po
adsorpcji HLA pod monowarstwg OA powodujg wzrost jego aktywnosci powierzchniowej i

mozliwos$é dalszej penetracji filmu lipidowego.

Analogiczne pomiary przeprowadzitam takze monowarsty OA w obecnosci lizozymu,
ktéry wykazuje 40% podobieristwa strukturalnego i sekwencji aminokwaséw do HLA*® oraz dla
a-laktoalbuminy bydlecej. Sposrdd badanych biatek, a-laktoalbumina cechowata sie wiekszg
tendencjg do wigzania sie z kwasem ttuszczowym na granicy faz w porédwnaniu do lizozymu.
Whiosek ten potwierdzajg dane literaturowe dotyczgce cytotoksycznosci kompleksow typu
HAMLET, ktdre wskazuja, ze im wiecej czgsteczek kwasu ttuszczowego zostaje zwigzanych przez
biatko, tym silniejsze jest dziatanie cytotoksyczne kompleksu®®. Na podstawie wynikéw badan
opublikowanych w pracy H7 wskazatam wiec, ze lizozym oraz oba badane warianty ao-
laktoalbuminy charakteryzujg sie odmienng kinetyka penetracji monowarstwy OA. Efekt tej
penetracji byt rézny dla trzech badanych biatek, co moze s$wiadczyé o innej stechiometrii
wigzania z warstwa lipidowg, a tym samym pozwala zrozumieé réznice w efektach biologicznych

wywotywanych przez kompleksy.

Poprzez prace H7 zainicjowatam szerzej zakrojone badania nad kompleksem HAMLET,
w ktérych takze uczestniczytam wspdlnie z dr inz. Martyng Krajewska, wobec ktérej petnitam
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role promotora pomocniczego w przewodzie doktorskim*’™*°

. Najwazniejszym efektem tych
prac byto wyjasnienie fizykochemicznych przyczyn tworzenia sie kompleksu w warunkach
fizjologicznych. Doprowadzity one takze do ustalenia wptywu pH, temparatury i obecnosci
jondw wapnia na zachowanie warstwy lipidowo-biatkowe] zawierajgcej a-laktoalbumineg, a
takze do udanego przeniesienia jej na staty nosnik, co stanowi krok naprzdéd w kierunku ich
praktycznego wykorzystania np. jako powtok antybakteryjnych, produktéw leczniczych,

zwynosci funkcjonalnej, czy mieszanek mlekozastepczych dla niemowlat.

W sSwietle doniesien literaturowych o mozliwosci powstawania takze innych komplekséw
biatkowo-lipidowych o unikalnych wtasciwosciach biologicznych®®%!, w pracy H11 podjetam
badania nad mechanizmem tworzenia takich komplekséw pomiedzy kwasem linolowym (LA), a
a-laktoalbuming bydlecg (BLA Ill). Ponadto motywacjg do dalszych badan nad monowarstwami
kwasoéw ttuszczowych i a-laktoalbuming pochodzenia zwierzecego byt fakt, ze a-laktoalbumina
bydleca jest jednym z biatek alergennych o istotnym znaczeniu klinicznym®. Istotna role w
rozwoju reakcji alergicznej organizmu moze jednak odgrywaé oddziatywanie alergendéw z
lipidami>>°, dlatego niezbedne s3 badania, ktére pozwalaja zidentyfikowaé konkretne pary
typu biatko+lipid i oceni¢ jak wigzanie lipidow wptywa na witasciwosci immunoreaktywne
biatka.

Z problemem alergii na biatka mleka krowiego wigze sie takze trzeci powdd podjecia
badan nad oddziatywaniem kwasu ttuszczowego z bydlecg a-laktoalbuming. Obecno$é
alergenow w produktach spozywanych przez cztowieka wymaga bowiem kontroli, a ta jest
mozliwa, gdy istniejg skuteczne narzedzia do wykrywania tych substancji. Badanie zdolnosci
wigzania réznych ligandéw przez a-laktoalbumine stanowi wiec odpowiedZ na potrzebe
opracowania takich metod. W tym kontekscie obiecujgce wyniki opisano juz dla a-
laktoalbuminy jako biomarkera nowotworu piersi°.

W pracy H11 przedstawitam efekty badan monowarstw kwasu linolowego w obecnosci
a-laktoalbuminy ~ w dwdch réinych pH subfazy: pH 2,0 i 6,2. Dobér warunkéw
eksperymentalnych wynikat z wartosci punktu izoelektrycznego biatka (4,2-4,6) oraz pKa kwasu
wynoszacego 4.77 i koniecznosci oceny wptywu oddziatywan natury elektrostatycznej na

zachowanie badanego uktadu. W badaniach stosowatam temperature 36,6°C, co miato
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odzwierciedli¢ warunki panujace w organizmach zywych. W pordéwnaniu do zachowania
monowarstwy kwasu oleinowego opisanej w pracy H7, monowarstwa kwasu linolowego okazata
sie mniej wrazliwa na zmiany pH. Stwierdzitam jednak, ze aktywnos¢ powierzchniowa biatka jest
wyzsza w pH 6,2 niz w pH 2,0. Analizujac przebieg izoterm m-A dla monowarstwy kwasu
linolowego i pomiary dla tego samego kwasu zarejestrowane w obecnosci biatka udowodnitam,
ze a-laktoalbumina jest zdolna do wbudowywania sie w monowarstwe LA. Oddziatywanie
biatka z kwasem jest jednak uzaleznione od pH subfazy oraz od upakowania czgsteczek LA na
granicy faz woda/powietrze. Na podstawie przebiegu krzywych A/Aq(t) w pH 2,0 wykazatam, ze
odpowiedZz monowarstwy kwasu tluszczowego na wstrzykniecie biatka do subfazy jest
kilkuetapowa, a efektywne wbudowywanie sie czgsteczek biatka jest mozliwe tylko dla luzno
upakowanej monowarstwy LA. Za to zjawisko odpowiadajg przede wszystkim oddziatywania
hydrofobowe pomiedzy niepolarnym tancuchem w czgsteczce kwasu linolowego i
hydrofobowymi aminokwasami biatka, ktére zostajg odstoniete w wyniku zmian
konformacyjnych typowych dla tego zakresu pH. W pH 6,2 efekt wzrostu powierzchni wzglednej
pod wptywem dodatku biatka jest znacznie silniejszy, szczegdlnie dla luzno upakowanej
monowarstwy. W tych warunkach, oddziatywania pomiedzy BLA Ill a LA s3 zdominowane przez
elektrostatyczne odpychanie ujemnie natadowanych czasteczek obu zwigzkéw i ich
konkurowanie o miejsce na granicy faz. Schemat przedstawiajgcy oddziatywania LA z BLA Il w

pH 2,0 6,2 przedstawitam na Rysunku 9.

Rysunek 9 Schematyczne przedstawienie oddziatywania kwasu linolowego z a-laktoalbuming
bydlecg w pH 2,0i pH 6,2 [H11]

Podsumowujac, monowarstwa kwasu linolowego w obecnosci a-laktoalbuminy

wykazuje duze podobienstwo do uktadu kwasu oleinowego i HLA opisanego w pracy H7. Z
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fizykochemicznego punktu widzenia, oba uktady stanowia alternatywne wersje kompleksu typu
HAMLET/BAMLET- odpowiednio dla ludzkiej i bydlecej a-laktoalbuminy, gdyz ich zachowanie w
warunkach zblizonych do fizjologicznych (modelowe srodowisko zotgdka) jest bardzo podobne.
Ponadto wyniki badan opisanych w pracy H10 dostarczajg wiedzy fizykochemicznej, ktéra jest
niezbedna do praktycznego wykorzystania uktadéw lipidowo-biatkowych do celow

diagnostycznych i farmaceutycznych.

Mozliwos¢ odtworzenia zjawisk zachodzgcych w organizmie zywym 1z uzyciem
monowarstw lipidowych i biatek sktonita mnie do zainteresowania sie innym waznym z punktu
widzenia zdrowia ludzkiego problemem-wigzaniem lipidowych nosnikéw lekéw z albuming
osocza ludzkiego (SA). Albumina, stanowigca ponad potowe wszystkich biatek osocza, jest
odpowiedzialna za transport zwigzkdw niepolarnych, np. toksyn, metali ciezkich, hormondw i

wielu lekéw i ich metabolitow>’>®

. W przemysle farmaceutycznycm albumina wykorzystywana
jest takze jako bezpieczny i wszechstronny nosnik lekow, ktory dodatkowo moze wptynac
korzystnie na ich farmakokinetyke i umozliwi¢ kontrolowane uwalnienie substancji aktywnejsg.
W ostatnich latach pojawity sie doniesienia literaturowe na temat nowych formulacji
farmaceutycznych opartych na albuminie, a cze$¢ z nich weszta w faze badan klinicznych®.
Opracowano m.in. metode otrzymywania nanoczgstek lipidowych zwigzanych z SA do
stosowania m.in. w terapiach opartych o mate interferujgce RNA (siRNA)Gl. Tego typu

nanohybrydy sg przyktadem uktadéw biatkowo-lipidowych, ktdre, jak wspomniano wczesniej,

stanowia niezwykle obiecujacy i stale rozwijajacy sie trend w projektowaniu lekéw®?.

Duzym zainteresowaniem przemystu farmaceutycznego cieszg sie takze lipidowe
systemy dostarczania lekéw, poniewaz w poréwnaniu do konwencjonalnych formulacji
farmaceutycznych pozwalajg zwiekszy¢ biodostepnosc¢ leku, kontrolowac jego zdolnosé do
przenikania przez btony komdrkowe, absorpcje, dystrybucje i metabolizm. W ostatnich latach
pojawito sie wiele nowych formulacji farmaceutycznych opartych na lipidowych nosnikach
lekéw m.in. do dostarczania kwaséw nukleinowych w terapiach opartych na mRNA®®, czy w
systemach transdermalnych®. Pomimo niekwestionowanych zalet formulacje oparte o lipidowe
nanonosniki (np. liposomy) majg réwniez wady, takie jak ograniczona stabilnos$¢, czy

przedwczesne opuszczanie krwioobiegu. Z tego powodu podejmuje sie szereg dziatan majacych
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na celu wydtuzenie czasu przebywania takich lekéw w ustroju, a jedna z takich strategii polega
na wigzaniu lipidéw w formulacji farmaceutycznej z albuming osocza pochodzenia
zwierzecegosS.

Oddziatywania lipidéw z albuming odgrywajg wiec istotng role w zachowaniu wielu
farmaceutykdéw i majg kluczowe znaczenie dla ich skutecznos$ci. Mimo to, literatura tematu

skupiata sie gtéwnie na ocenie oddziatywar pomiedzy substancjg aktywna i alouming®®™®®

. Do tej
pory brakowalo jednak doniesien na temat oddziatywan pomiedzy lipidowymi nosnikami
lekéw i albuming osocza, a zwlaszcza oceny wptywu sktadu warstwy lipidowej na wigzanie
przez biatko. Dlatego tez w pracy H10 podjetam badania dotyczgce (a) natury oddziatywan
albuminy z filmami lipidowymi o réznym sktadzie, (b) ich stabilnosci w obecnosci biatka, (c) roli
stezenia biatka w wigzaniu SA z monowarstwa lipidowg oraz (d) struktury filmu lipidowo-
biatkowego. Zaproponowany uktad badawczy opierat sie na tréjsktadnikowej monowarstwie
lipidowej zbudowanej z 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny (POPC), sfingomieliny
(SM) i cholesterolu (Chol) o réznych stosunkach molowych sktadnikdéw (tgcznie zbadatam 7

kompozycji).

Badajgc monowarstwy POPC/SM/Chol wykazatam, ze po sprezeniu monowarstwy do
cisnienia m=30 mN/m znacznie rdznity sie stabilnoscig na granicy faz woda/powietrze, co
stanowi pewien wyznacznik stabilnosci formulacji farmaceutycznej opartej na warstwie
lipidowej. Najszybsza utrata czgsteczek z monowarstwy widoczna byta na krzywych A/Aq(t) dla
filméw, w ktérych tgczna zawartos¢ POPC i Chol byta najwieksza. Réznice w stabilnosci filméw
mozna wyttumaczy¢ przede wszystkim znaczacg rolg cholesterolu, ktéry powodowat efekt
kondesujgcy w monowarstwach. Cholesterol wykazuje tez szczegdlne powinonowactwo do
sfingomieliny, dzieki mozliwosci powstawania wigzania wodorowego pomiedzy grupa
hydroksylowga Chol i grupg amidowa SM, a takze dzieki temu, ze gromadzac sie w poblizu grupy
amidowej moze ograniczy¢ kontakt ze $rodowiskiem wodnym (tzw. efekt parasola)®.
Stwiedzitam tez, ze wprowadzenie do badanego uktadu albuminy spowodowato odpowiedz

monowarstwy zalezng od sktadu filmu lipidowego, a réznice te obrazuje Rysunek 10.
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Rysunek 10 Diagram demonstrujacy zaleznos$¢ pomiedzy zawartoscig poszczegdlnych
sktadnikow w monowarstwie tréjsktadnikowej POPC/SM/Chol, a jej odpowiedzig na obecnos¢
albuminy osocza w ukfadzie [H10]

Albumina w stezeniu 0,28 pg/ml wbudowata sie efektywnie w monowarstwy o sktadzie
POPC/SM/Chol 2:1:3 i 3:1:2. Dla pozostatych mieszanin stwierdzitam brak istotnego wptywu
albuminy na monowarstwe lub nawet przyspieszong utrate czasteczek z granicy faz (dla uktadu
3:2:1). Obserwowany efekt penetracji monowarstwy przez czgsteczki biatka byt silnie zalezny od
stezenia albuminy w subfazie, jak réwniez od upakowania czasteczek lipidéw na granicy faz. Na
podstawie przebiegu izoterm m-A oraz krzywych A/Aq-t dosztam do wniosku, ze albumina

wykazuje preferencje wigzania monowarstw wzbogaconych w POPC i Chol.

Dzieki analizie AFM filméw przeniesionych na powierzchnie ciata statego mozliwe byto
stwierdzenie, ze w przypadku uktadu POPC/SM/Chol o stosunku molowym sktadnikéw 3:1:2
niemal 100% biatka zostato zwigzane z filmem lipidowym. Oznacza to, ze albumina, bedac
biatkiem globularnym z niepolarnymi resztami aminokwaséw schowanymi w hydrofobowym
wnetrzu, na granicy faz musi ulega¢ zmianom w obrebie struktury trzeciorzedowej, aby pozostaé
w obszarze grup niepolarnych lipidow. Obrazy AFM pozwolity réwniez stwierdzi¢, ze adsorpcja
albuminy w warstwie POPC/SM/Chol prowadzi do powstawania powtarzalnych struktur

wielowarstwowych. Z praktycznego punktu widzenia ten wniosek ma znaczenie dla
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efektywnosci nanostruktur lipidowych wprowadzanych wraz z substancjg lecznicza do
organizmu (zwfaszcza dozylnie), gdyz rozmiar czgstek moze mie¢ wptyw na czas ich przebywania
w krwioobiegu. Przede wszystkim jednak adsorpcja biatek osoczowych na powierzchni
liposoméw wptywa na ich wychwytywanie przez komorki fagocytarne uktadu siateczkowo-
srodbtonkowego (RES), co powoduje eliminacje leku jako ciata obcego, transport do watroby i
Sledziony, gdzie jest metabolizowany. Dlatego tez wyniki badan przedstawione w pracy H10
pokazuja mozliwy scenariusz dla lipidowych nosnikébw lekdw o réinym skiadzie
wprowadzonych do krwioobiegu. Z punktu widzenia efektywnosci nanoformulacji lipidowych
moze to oznacza¢, ze zwigzanie takich nosnikéw z biatkiem przed wprowadzeniem do organizmu
moze przyczyni¢ sie do wydtuzenia czasu przebywania leku w ustroju. Z drugiej strony,
wprowadzenie nosnika lipidowego niezwigzanego z biatkiem moze spowodowac adsorpcje
biatek osoczowych i usuwanie leku z krwioobiegu. Tym samym, w pracy H10 wykazatam, ze
badanie oddziatywan skitadnikéw nanonosnikéow lekéw z albuming moze by¢ Zrédiem
informacji isotnych dla projekowania nowych, efektywnych formulacji farmaceutycznych. Z
metodologicznego punktu widzenia badania opisane w pracy H10 stanowig z kolei pierwsze

doniesienie na temat oddziatywania tréjsktadnikowych filméw Langmuira z albuming osocza.

Problem wigzania albuminy osocza ludzkiego w uktadach o znaczeniu biomedycznym
podjetam takie w pracy H12, w ktérej badatam oddziatywania pomiedzy SA, a kwasem
oleanolowym (OLA). Zwigzek ten, nalezgcy do grupy pentacyklicznych triterpendw znany jest ze
swoich wtasciwosci przeciwzaplanych, hepatoprotekcyjnych, a nawet antynowotworowych i
cieszy sie duzym zainteresowaniem w literaturze naukowej’®”’%. Weciagz poszukuje sie jednak
odpowiednich nanonosnikdw dla tego zwigzku, ktére pozwolityby uzyskaé formulacje o
odpowiedniej rozpuszczalnosci, biodostepnosci i stabilnosci”. Z drugiej strony, jak wspomnino
wczesniej, systemy dostarczania lekdw oparte na albuminie stanowig przedmiot intensywnych
badan. Przetomowym momentem w rozwoju takich formulacji farmaceutycznych okazato sie
zatwierdzenie w 2005 roku i wprowadzenie na rynek produktu Abraxane zawierajacego
nanoczastki albuminy jako noénik cytotstatyku—paklitakselu’. Hipoteza badawcza, ktorg

postawitam w pracy H12 dotyczyta mozliwosci wykorzystania albuminy osocza jako

potencjalnego nosnika susbtancji bioaktywnej, jaka jest kwas oleanolowy. Pierwszym krokiem
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do opracowania takiej formulacji jest fizykochemiczna ocena oddziatywan pomiedzy jej
sktadnikami. Wykorzystujgc zdolnos¢ kwasu oleanolowego do tworzenia nierozpuszczalnych
monowarstw na granicy faz woda/powietrze zaplanowatam serie eksperymentow, ktére miaty
kompleksowo scharakteryzowa¢ zachowanie tego zwigzku w obecnosci albuminy, a w
szczegdlnosci zdolnosé do wigzania OLA przez biatko. Wyniki pomiaréw izoterm m-A wskazaty na
zdolno$¢ biatka do wbudowywania sie w monowarstwe kwasu oleanolowego, a obrazy
morfologii filmu zarejestrowane technikg BAM sugerowaty, ze jego struktura ma charakter
dwuwarstwy. Moze to wynikaé¢ z duzej sztywnosci monowarstwy OLA. Z tego powodu zostaty
wykonane rowniez badania monowarstwy metodg powierzchniowej reologii Scinajgcej (ISR).
Innowacja wprowadzong do eksperymentu reologicznego byto potaczenie go z wymiang
subfazy, t.j. wymiang subfazy wodnej na subfaze zawierajgcq albumine za pomocy pompy
perystaltycznej. Metoda ta zapewnila mozliwo$¢ pomiaréw parametrow reologicznych na tej
samej monowarstwie—najpierw dla samego OLA, a nastepnie dla OLA w obecnosci albuminy.
Wzrost modutu elastycznosci i sprezystosci po wprowadzeniu biatka do uktadu potwierdzit
adsorpcje biatka na granicy faz, co moze mieé istotne znaczenie dla stabilnosci i wtasciwosci
reologicznych formulacji farmaceutycznych. Analiza wszystkich wynikow doprowadzita do
wniosku, ze w przypadku luzno upakowanej warstwy OLA, albumina adsorbowata sie w
monowarstwie pomiedzy czgsteczkami kwasu oleanolowego, podczas gdy w przypadku bardziej
skondensowanego filmu OLA, biatko adsorbowato sie w regionie grup polarnych OLA,
prowadzgc do reorganizacji czasteczek OLA na granicy faz i otrzymania dwuwarstwy, co
przedstawia schematycznie Rysunek 11. Taka struktura filmu powierzchniowego podyktowana
jest oddziatywaniami elektrostatycznymmi pomiedzy ujemnie natadowanymi czgsteczkami
albuminy, a czesSciowo zjonizowanymi czgsteczkami kwasu oleanolowego, a takzie

oddziatywaniami hydrofobowymi w obszarze grup niepolarnych.
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Rysunek 11 Struktura filmu zbudowanego z czgsteczek OLA sprezonego do cisnienia
powierzchniowego =10 mN/m (a) i 20 mN/m i poddanego dziataniu albuminy osocza [H12]

W obu przypadkach efektem oddziatywania obu sktadnikéw jest wytworzenie stabilnego
kompleksu a granicy faz, a proces ten w badanych warunkach jest nieodwracalny. Wnioski te
potwierdzitam badaniami topografii powierzchni metodg mikroskopii sit atomowych po
przeniesieniu filmu na powierzchnie miki. Dodatkowo, badania energii powierzchniowej filméw
na powierzchni ciata statego pozwolity uzyska¢ wglad w oddziatywania pomiedzy czgsteczkami w
warstwach jedno- i wielosktadnikowych, a w szczegdlnosci potwierdzity role oddziatywan

hydrofobowych w tworzeniu filmu dwusktadnikowego.

Whioski z badan opisanych w pracy H12 majq znaczenie takze z fizjologicznego punktu
widzenia, moga bowiem pomdc lepiej zrozumie¢ efekty farmakokinetyczne po podaniu kwasu
oleanolowego, gdyz wigzanie leku z albuming w osoczu decyduje o jego stezeniu we krwi i
intensywnosci dziatania, podobnie jak w przypadku nanonosnikéw lipidowych. Co wiecej,
przeniesienie monowarstwy lipidowo-biatkowej na powierzchnie ciata statego stanowi krok
naprzéd w kierunku opracowania nowych metod bioanalitycznych do oznaczania stezenia
albuminy we krwi, ktére wecigz sg poszukiwane jako alternatywa dla tradycyjnego testu
immunoenzymatycznego ELISA”®. Potrzeba ta wynika z kolei z istotnej roli albuminy jako

biomarkera stosowanego w diagnostyce choréb’®.
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Z metodologicznego punktu widzenia badania opisane w pracach H7 oraz H10-H12
stanowig dos¢ uniwersalny opis protokotéw pomiaréw fizykochemicznych mozliwy do uzycia dla
innych monowarstw o zréznicowanym sktadzie w obecnosci réznych biatek. Biorac pod uwage
duzg liczbe procesdw fizjologicznych i patologicznych zachodzacych z udziatem lipidéw i biatek
(w szczegdélnosci w btonach komdrkowych), rozwiniecie metod pozwalajagcych na ich

charakterystyke stanowi niewatpliwy wkiad w poznanie mechanizméw tych zjawisk.

Monowarstwy typu lipid + surfaktant rozpuszczalny

Struktura fizyczna i natura chemiczna lipidowych filméw Langmuira sprawia, ze stanowia
one uktady bedace prostym modelem bton komérkowych. Monowarstwa lipidowa czesto jest
traktowana jako potowa naturalnej dwuwarstwy lipidowej’’. To podobieristwo powoduje, ze
nierozpuszczalne filmy organiczne sg wykorzystywane i akceptowane w nauce m.in. do badania
oddziatywan substancji bioaktywnych z btonami bakteryjnymi’®, btong erytrocytéw’®, do oceny

80,81

stabilnosci filmu tzowego™ """, czy do charakteryzowania oddziatywan lipidow btonowych z DNA i

82,83

peptydami®®™>. W pracy H9 wykorzystatam wielosktadnikowe monowarstwy lipidowe do
stworzenia modeli btony komdrkowe] grzyba oraz modelu warstwy surfaktantu ptucnego. W
artykule H9 podjetam sie oceny oddziatywania bromkow 1-alkilo-1-metylopiperydyniowych
[MePipC,][Br] z modelowymi btonami komdrek grzybowych oraz z modelowg warstwg
surfaktantu ptucnego. Motywacja do podjecia badan w tym obszarze byta potrzeba znalezienia
nowych, skutecznych fungicydéw i jednoczesne poznanie ich wptywu na organizm cztowieka. Na
podstawie struktury chemicznej bromkéw 1-alkilo-1-metylopiperydyniowych, bedacych
prekursorami cieczy jonowych, postawitam hipoteze, ze moga one wykazywaé aktywnosé
biologiczna, podobnie jak wiele innych soli czwartorzedowych®®>. W szczegdlnosci
zainteresowata mnie ich potencjalna aktywnos$é grzybobdjcza, dzieki ktérej mogtby byé
wykorzystane jako fungicydy. Jednak w tym kontekscie coraz czesciej wskazuje sie na problem
rozprzestrzeniania sie w atmosferze srodkéw ochrony roslin, ktére rozpylone w powietrzu
transportowane sg na duze odlegtosci na skutek dziatania czynnikéw antropogennych i
naturalnych, a tym samym mogg stanowic¢ zagrozenie dla uktadu oddechowego organizméw

zywych. Poszukiwanie skutecznych s$rodkéw ochrony roslin powinno wiec wigzaé¢ sie z

jednoczesng oceng potencjalnego ryzyka dla uktadu oddechowego ludzi i zwierzat. Takie
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badania czesto wymagaja analizy zaleznosci aktywnosci biologicznej od struktury chemicznej
badanej grupy zwigzkdéw. Ponadto petna ocena wptywu fungicydéw na uktad oddechowy, w
szczegdblnosci na pecherzyki ptucne, moze by¢ utrudniona lub nawet niemozliwa, dlatego
uzasadnionym krokiem jest poszukiwanie modeli pozwalajacych oceni¢ potencjat danego
zwigzku, a takze ryzyko ptynace z jego stosowania. Taka strategie zaproponowatam w pracy
H9.

Badania biologiczne z uzyciem o$miu soli o réznej dtugosci taricucha niepolarnego (C4-
C18) wskazaty, ze analizowane zwigzki powodujg zmniejszenie aktywnosci metabolicznej
grzybow Candida albicans i Candida krusei, przy czym najsilniejszy efekt uzyskano dla bromkdw
z tancuchem C14 i C18. Po sprawdzeniu aktywnosci powierzchniowej w wodnych roztworach
badanych bromkéw, zaproponowatam uktad badawczy skfadajacy sie z lipidow
DMPC:.DMPE:ERG w stosunku molowym 1:1:2, bedacy uproszczonym modelem btony
komérkowej grzybédw oraz z DPPC:POPC:POPG:Chol w stosunku molowym 6:2:1:1
odpowiadajgcy sktadem lipidowym warstwie tzw. surfaktantu ptucnego w pechrzykach ptucnych

petnigcego w nich role ochronnag®®’

. W ten sposéb opracowatam model bton komodrek
organizméw docelowych (grzybéw) i niedocelowych (warstwa surfaktantu w pecherzykach
ptucnych) i poréwnatam efekt dziatania na nie badanych bromkéw w tych samych warunkach.
W przypadku modelowej btony komérki grzybowej analiza zmian powierzchni wzglednej w
czasie wykazata dwustopniowy mechanizm degradacji monowarstwy DMPC:DMPE:ERG pod
wptywem [MePipC,][Br] i znaczgce réznice w przebiegu krzywych dla réznych dtugosci tancucha
czagsteczki bromku. Efekt ten mozna wyjasni¢ hydrofobowoscig czgsteczki bromku, réznym
czasem osiggania rownowagi w monowarstwie przez surfaktanty rozpuszczalne i réznicami we
wspotczynnikach podziatu woda/warstwa lipidowa. Ponadto na podstawie analizy wynikéw
stwierdzitam, ze w badanym ukfadzie moze dochodzi¢ do solubilizacji czasteczek ergosterolu w
micelach bromkow powstajgcych w subfazie na skutek wysycenia granicy faz przez lipidy. Z

powodu struktury chemicznej solubilizacja czgsteczek ergosterolu jest tatwiejsza niz w

przypadku fosfolipidédw i powoduje ich desorpcje z granicy faz.

W przypadku modelowej warstwy surfaktantu ptucnego interkacje pomiedzy bromkami,

a DPPC:POPC:POPG:Chol okazaty sie zdominowane poprzez oddziatywania typu dipol-dipol i sity
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elektrostatyczne. Efekty obserwowane na izotermach ci$nienia powierzchniowego, krzywych
potencjatu powierzchniowego oraz na krzywych relaksacji/penetracji mozna wyjasnic
reorganizacjg dipoli (P"-N*) w grupie polarnej DPPC zachodzacg pod wptywem bromkéw
adsorbujgcych sie na granicy faz i zwiekszeniem odlegtosci miedzy czasteczkami w
monowarstwie. Ponadto ujemny tadunek czasteczeki POPG i dodatni tadunek czgsteczki bromku
powodujg, ze oddziatywania elektrostatyczne odgrywaja znaczacg role w destabilizowaniu
btony. Innym czynnikiem majgcym znaczenie dla wbudowywania sie bromku w warstwe
surfaktantu ptucnego jest obecnos¢ wigzan podwaéjnych C=C w czgsteczkach POPC i POPG, ktére

zwiekszajg ptynnosc btony i utatwiajg jej penetracje przez surfaktanty obecne w subfazie.

W przypadku bromku [MePipCy4][Br] dla tego stamego stezenia stwierdzitam odmienny
wplyw na modelowg btone komoérki grzybowej i warstwe surfaktantu ptucnego, co sugeruje
mozliwos¢ selektywnego dziatania tego zwigzku na komorki organizméw docelowych, przy

jednoczesnym braku negatywnych skutkow dla uktadu oddechowego cztowieka.

W pracy H9 wytypowatam réwniez charakterystyczne skfadniki obu typéw bton, t.j. DPPC
i ERG i przeprowadzitam dla nich osobne badania majace na celu okreslenie roli tych
specyficznych komponentéw w oddziatywaniu z badanymi bromkami. Byto to podyktowane
faktem, ze ergosterol nie wystepuje w btonach komodrkowych zwierzecych, w zwigzku z tym
moze byc¢ celem dla substancji grzybobdjczych. Z kolei wybér DPPC zwigzany byt z dominujaca
iloscig tego lipidu w warstwie surfaktantu ptucnego. Wyniki tych eksperymentéw pokazaty
odmienny wptyw stezenia bromku [MePipCi,][Br] na monowarstwy obu typdw, tj. uptynnienie
filmu ERG i kondensacje filmu DPPC. Stwierdzitam tez, ze stezenie bromku miato znacznie
wiekszy wptyw na monowarstwe ergosterolu niz na dipalmitoilofosfatydylocholine. Wniosek ten
pokazuje, ze moiliwe jest modulowanie efektu dziatania bromkéw na modelowe btony
komoérkowe, co stwarza szanse na znalezienie kompromisu pomiedzy skuteczng dawka
fungicydu, a jego bezpieczng ilosciag w Srodowisku i otoczeniu cztowieka. Poprzez badania z
zastosowaniem warstwy DPPC wykazatam rdéwniez, ze istotng role we wbudowywaniu sie
bromkéw w btony lipidowe petnig czynniki geometryczne t.j. dopasowanie dfugosci
niepolarnych tancuchéw w czasteczce fosfolipidu i bromkoéw, ktére wptywa na oddziatywania

hydrofobowe pomiedzy czgsteczkami.
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Badania opisane w pracy H9 stanowig pierwszy krok w kierunku praktycznego
wykorzystania bromkéw 1-alkilo-1-metylopiperydyniowych w $rodkach grzybobdjczych.
Poprzez przeprowadzone badania modelowe potwierdzitam zdolnos¢ bromkéw do dziatania na
btony komodrek grzybowych. Jednoczesnie w badaniach modelowych wykazatam, ze zwiazki te
moga potencjalnie wywiera¢ negatywny wptyw na zdrowie cztowieka, jesli przedostang sie do
pecherzykéw ptucnych. Sugeruje to, ze konieczna jest odpowiednia kontrola $rednicy kropel
rozpylanych w atmosferze, ktéra decyduje o ich dystrybucji w uktadzie oddechowym lub
zastosowanie odpowiednich srodkédw ochronnych dla oséb majgcych bezposredni kontakt z
aerozolami zawierajgcymi takie fungicydy. Niemniej jednak odpowiednia manipulacja dtugoscia
tanucha w czasteczce bromku i jego stezeniem stwarza szanse na ograniczenie negatywnych

skutkéw dla zdrowia w przypadku kontaktu z ogranizmem cztowieka.

Immobilizacja lipazy w filmach Langmuira-Blodgett opartych na POSS

Doswiadczenia zdobyte w pracy nad uktadami opisanymi w publikacjach H1-H7 i H9-H12
potgczytam finalnie w badaniach nad immobilizacjg biokatalizatorow w filmach Langmuira-
Blodgett. Biokataliza wskazywana jest, jako jeden z najbardziej obiecujgcych kierunkéw rozwoju
w przemysle farmaceutycznym. Unieruchamianie enzymow jest czesto niezbednym krokiem w
zwiekszaniu efektywnosci procesdow enzymatycznych. Sposrdd wielu enzymédw, lipazy nalezg do
jednych z najbardziej wszechstronnych, a ich aktywnos¢ katalityczna jest wykorzystywana
szczegdlne w reakcjach estryfikakcji, amonolizy, hydrolizy, w syntezie peptydow, czy
biodegradowalnych poliestréow do celéw biomedycznych®®. Wysoka stereoselektywno$¢ lipaz
sprawia, ze sg przydatne w syntezie farmaceutycznej do otrzymywania optycznie czystych

enancjomerow®%°

. Aktywnos¢ biologiczna oraz metabolizm enacjomeréw moze byé bowiem
zupetnie odmienny, powodujac, ze tylko jeden z nich ma dziatanie terapeutyczne. Takie
wihasciwosci majg m.in. zwigzki stosowane do produkcji lekédw przeciwbdlowych i
przeciwzapalnych z najstynniejszym przyktadem talidomidu, ktéry w lat 50-tych XX wieku
wywotat masowe, katastrofalne skutki zwigzane z teratogennym dziataniem jednego z
enancjomeréw, podczas gdy drugi wykazywat dziatanie lecznicze™. Kataliza i biokataliza

stanowig odpowiedz na potrzebe produkcji farmaceutykdw w postaci czystych enancjomerdw, a

dodatkowo ich uzycie jest dziataniem zgodnym z zasadami zielonej chemii®2. Jednak niezbednym
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krokiem dla efektywnej biokatalizy jest immobilizacja enzymu. Sposréd wielu dostepnych
metod immobilizacji enzyméw, technika Langmuira-Blodgett stanowi stosunkowo nowy
trend. Dotychczasowe doniesienia literaturowe skupiaty sie na opisie immobilizacji enzymodw
technika LB na powierzchniach modelowych, takich jak szkto, czy mika, pozwalajgcych dobrze
scharakteryzowaé enzym na unieruchomiony na ciele statym. Ponadto jako gtéwny sktadnik
filmu LB stosowano przede wszystkim lipidy. W ten sposéb opisano unieruchomienie na
powierzchni ciata statego enzyméw takich jak rodanaza®®, katalaza® i ureaza®™. Nie byto
natomiast dotad doniesien literaturowych dotyczacych immobilizacji lipazy z uzyciem metody
LB.

Dzieki immobilizacji enzymoéw technika LB, pojawity sie nowe drogi ich aplikacji, przede
wszystkim jako elementéw biosensoréw, np. do wykrywania glukozy, czy mocznika®®. Przewaga
sensoréw opartych na ultracienkich filmach nad innymi urzadzeniami tego typu wynika ze
znacznie wiekszej czutoséci i krotszego czasu odpowiedzi®’, ktéra mozna uzyskaé dzieki
zorganizowanej warstwie czgsteczek, o aktywnosci biologicznej lub katalitycznej uzaleznionej od
ich uporzadkowania®®. W przypadku enzymdw, ich adsorpcja w monowarstwie lipidowej chroni
je przed denaturacjg, stad czesto obserwuje sie wiekszg aktywnos$¢ enzymoéw w filmie LB niz w
roztworze®.

W obliczu rozwoju chordb cywilizacyjnych pojawita sie potrzeba rozwoju
biosensoréw opartych o lipaze. Wynika ona z koniecznosci oceny zawartosci tréjglicerydéw w
probkach biologicznych, takich jak osocze, a ta z kolei jest uzasadniona hiperlipidemia zwigzana
z chorobami uktadu krazenia, watroby oraz cukrzycg. Do tej pory, najbardziej powszechne
sposoby wykrywania tréjglicerydéw opieraty sie na metodach spektrofotometrycznychloo,
fluorometrycznych'®® i chromatograficznych®®, a takze na sensorach elektrochemicznych i

1
amperometrycznych'®

. Jednak wobec postepujacej miniaturyzacji i personalizacji urzadzen
biomedycznych, pojawia sie konieczno$¢ rozwoju tatwo dostepnych narzedzi
diagnostycznych. Technika cienkich filméw Langmuira-Blodgett stanowi odpowiedz na te

potrzebe'®.

Dlatego w publikacji H8, bedacej zwienczeniem mojej pracy nad cyklem
habilitacyjnym, wykorzystatam swoje wczesniejsze doswiadczenia ze zwigzkami z grupy POSS

oraz z monowarstwami zawierajgcymi biatka i zaproponowatam immobilizacje lipazy grzybowej
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technika Langmuira-Blodgett z wykorzystaniem 1,3,5,7,9,11,14-
heptacykloheksylotricyklo[7.3.3.15,11]heptasiloksano-3,7,14-triolu (TCyPOSS) jako materiatu
warstwotwoérczego. Materiatem wybranym jako podtoze do immobilizacji byt tlenek cyrkonu

1057107 'Na podstawie

(IV), ktérego aplikacje biomedyczne sg dobrze znane, rdwniez w sensoryce
przebiegu izoterm mm-A i krzywych A/Aq(t) ocenitam mozliwosé adsorpcji lipazy w monowarstwie
na powierzchni ciektej i wybratam odpowiednie stezenie lipazy na potrzeby immobilizacji na
ciele statym. Scharakteryzowatam rdéwniez witasciwosci lepkosprezyste monowarstwy
zbudowanej z TCyPOSS i lipazy, ktore okazaty sie byé odmienne od parametréw monowarstwy
samego TCyPOSS. Badania wtasciwosci filmu po przeniesieniu na powierzchnie ciata statego
potwierdzity obecno$é¢ czasteczek lipazy rozmieszczonych w filmie TCyPOSS. Lipaza
immobilizowana w filmie LB wykazywata nieco nizszg aktywnos$¢ enzymatyczng niz lipaza
natywna, ale jej aktywnos¢ niewiele sie zmienita po 8 dniach, podczas gdy aktywnos¢ natywnej
lipazy zmniejszyta sie o 20%. Ponadto lipaza immobilizowana w filmie LB zachowata 65%
aktywnosci poczatkowej po trzech cyklach reakcji. Zastosowana metodyka umozliwita mi opis
struktury filmu LB zawierajgcego lipaze i TCyPOSS oraz oddziatywan wystepujgcych w uktadzie.
Wyniki przedstawione w pracy H8 stanowig pierwszy opis immobilizacji lipazy wykonanej

technika LB, a takie sg pierwszym doniesieniem na temat immobilizacji enzymu technika LB z

wykorzystaniem nielipidowej substancji warstwotwadrcze;j.

Podsumowanie

Prace H1-H12 poszerzajg dotychczas znane mozliwosci techniki monowarstw Langmuira
o0 nowe obszary. W swojej pracy naukowej wykazatam jej wszechstronnos$é jako narzedzia do
pozyskiwania informacji o fizykochemii uktadéw o znaczeniu biomedycznym na poziomie
molekularnym. Zaczynajac od odkrycia nowych zwigzkédw warstwotwérczych z grupy POSS [H1] i
oceny ich oddziatywan z innymi materiatami [H2-H4], poprzez charakterystyke monowarstw
lipidowych [H5-H6], biatkowo-lipidowych [H7, H10, H11] oraz innych filméw wielosktadnikowych
[H9, H12], zakoriczytam prace nad cyklem publikacyjnym powracajac do pierwotnej koncepcji
POSS jako materiatu warstwotwoérczego [H8]. Ta S$ciezka nie bytaby jednak mozliwa do

pokonania, gdyby nie stopniowe budowanie koncepcji wielosktadnikowego filmu Langmuira
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zawierajgcego zaréwno czgsteczki syntetyczne, jak i pochodzenia naturalnego, ktéry mozna

przenie$¢ na powierzchnie ciata statego.

Podsumowujac, za najwazniejsze osiggniecia opisane w pracach H1-H12 uwazam:

a) Wykazanie, ze niektére catkowicie skondensowane, poliedryczne oligomeryczne
silseskwioksany klatkowe tworzg stabilne monowarstwy Langmuira;

b) Wykazanie, ze zwigzki typu POSS mogg by¢ wykorzystane do modyfikacji zwilzalnosci
powierzchni materiatdw za pomocg cienkich filméw LB;

c) Scharakteryzowanie monowarstw zawierajgcych POSS i ciekte krysztaty oraz
przeniesienie ich na powierzchnie ciata statego;

d) Opis oddziatywan miedzyczgsteczkowych w uktadzie karotenoid/lipidy na potrzeby
technologii liposomowych

e) Scharakteryzowanie natury oddziatywan w kompleksach typu HAMLET w skali
molekularnej;

f) Woykazanie, ze technika monowarstw Langmuira stanowi przydatne i narzedzie do oceny
oddziatywan typu lipid-biatko oraz lipid- surfaktant rozpuszczalny;

g) Wykazanie istotnego wptywu bromkoéw 1-alkilo-1-metylopiperydyniowych na modelowg
btong komorki grzyba oraz na modelowg warstwe surfaktantu ptucnego;

h) Opracowanie metody immobilizacji lipazy na powierzchni ditlenku cyrkonu technika

Langmuira-Blodgett.

Przyszie perspektywy

Oproécz znanych juz zalet techniki filméw Langmuira, takich jak prostota, czy niewielki
koszt, w pracach H1-H12 pokazatam nowe mozliwosci wykorzystania tej metodologii, a takze
rozwinetam juz istniejgce. Podczas wielu lat badan nad nierozpuszczalnymi warstwami
monomolekularnymi zdobytam doswiadczenie, ktére pozwala mi oceni¢ mozliwosci i
ograniczenia (ktore zestawitam na Rysunku 12), a takze perspektywy dalszego rozwoju tego

obszaru nauki.
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Identyfikacja nowych

Dtugi czas trwania pomiarow — materiatow
y, warstwotworczych
/
//
Wymagania dot. czystosci j / Modyfikacja powierzchni
/// - S B materiatéw biomedycznych

Ograniczona stabilnosc
niektérych zwigzkow

Wspomaganie rozwoju

B e metod diagnostycznych

warstwotwaorczych
Odtwarzanie zjawisk
Koniecznosé e!iminacji — \; zachodzacych w
artefaktow / organizmach zywych
.
Ryzyko nadinterpretacji — — Wspomaganie
wynikéw projektowania formulacji

farmaceutycznych
Rysunek 12 Ograniczenia i mozliwosci techniki monowarstw Langmuira w Swietle prac H1-H12.

Za najwazniejszg zalete techniki filméw Langmuira uwazam jej wszechstronno$é¢, ktora
sprawia, ze moze by¢ uzyta jako narzedzie wspierajgce rozwigzywanie interdyscyplinarnych
probleméw naukowych. Jednak w mojej ocenie jedng z dziedzin ktéra moze najbardziej
skorzysta¢ na dalszym rozwoju techniki monowarstw Langmuira jest biomedycyna. Wynika to z
faktu, ze granica faz woda/powietrze jest szczegdlnym obszarem z punktu widzenia
nasladowania i kontrolowania zjawisk biologicznych. Zadna inna technika eksperymentalna nie
pozwala na podobne manipulowanie czgsteczkami. W srodowisku naukowym wymienia sie
technike filmow LB jako wazne narzedzie rozwoju tzw. nanoarchitektury, ktérg mozna
wykorzysta¢ do budowy sensoréw, badania procesdéw rozpoznawania molekularnego, a nawet

elementéw maszyn molekularnych.

Cho¢ prace H1-H12 skupiajg sie na ukfadach o znaczeniu biomedycznym, jednak
mozliwosci techniki filmow Langmuira i Langmuira-Blodgett znacznie wykraczajg poza ten obszar
badan. Wszedzie tam gdzie istnieje potrzeba tworzenia i osadzania na powierzchni ciat statych
wysoce zorganizowanych cienkich filméw z molekularng precyzjg, technika LB jest niezwykle
atrakcyjna. Wynika to takze z jej kompatybilnosci z rdznymi materiatami i podtozami.

Perspektywiczne wydajg sie wiec takie aplikacje jak modyfikacja powierzchni elektrod,
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wytwarzanie cienkich powtok funkcjonalnych, czy modyfikacja nanostruktury powierzchni za
pomocga cienkich filméw zbudowanych z nanomateriatéw. Postepujgca miniaturyzacja urzadzen
sprzyja rozwojowi nanotechnologii, dlatego mozna oczekiwa¢, ze monomolekularne filmy nadal
bedg dalej cieszyé sie duzym zainteresowaniem w elektronice. W tym obszarze mozna tez
spodziewac sie badan w zakresie nowych zwigzkdéw warstwotwérczych i warstw o nietypowej
architekturze, podobnie jak niektdre funkcjonalizowane silseskwioksany okazaty sie byé

zwigzkami warstwotwdrczymi.

Szczegdlnie duze nadzieje mozna wigzac¢ z dalszym rozwojem metod badan wtasciwosci
lepkosprezystych monowarstw, ktére mogag stanowi¢ Zrdédto danych fizykochemicznych
istotnych z punktu widzenia stabilnosci formulacji farmaceutycznych, kosmetycznych, a takze
produktéw spozywczych. Coraz doskonalsze sposoby kontrolowania sktadu i parametréw uktadu
badawczego, np. poprzez wymiane subfazy pozwalajg znaczgco poszerzyé mozliwosci techniki
filmoéw Langmuira i skrdci¢ czas trwania eksperymentéw. Z metodologicznego punktu widzenia
obiecujgce wydaje sie takze zastosowanie technik spektroskopowych oraz metod analitycznych
takich jak wysokosprawna chromatografia cieczcowa do iloSciowego oznaczania niektorych
zwigzkdw w subfazie w celu oceny stabilnosci monowarstw i potencjalnej desorpcji czgsteczek,
zwtaszcza w przypadku filméw wielosktadnikowych.

W tym miejscu nalezy réwniez wspomnie¢ o ograniczeniach techniki Langmuira. Te zas w
mojej ocenie zwigzane sg przede wszystkim z samym przebiegiem eksperymentu. Badania
uktadéw o znaczeniu biomedycznym czesto wymagajg dtugiego czasu trwania pomiaréw, co
moze wigzac sie z pojawieniem sie artefaktdw spowodowanych np. odparowaniem subfazy, czy
degradacjg badanych zwigzkéw. Nalezy wiec dazyé do kompromisu pomiedzy czasem pomiaru, a
oczekiwanymi efektami eksperymentu. Otrzymanie powtarzalnych wynikéw pomiaréw wymaga
takze dbatosci o najdrobniejsze szczegdty techniczne i Swiadomego doboru warunkédw pomiaru.
Z tymi wyzwaniami wigze sie oczywiscie ryzyko nadinterpretacji wynikéw badan.

W odniesieniu do filméw LB pozadanym kierunkiem poszukiwan naukowych sg wszelkie
metody pozwalajgce wydtuzy¢é ich trwatos¢ na powierzchni. Osiggniecie tego celu moze
przyczyni¢ sie do szerszego wykorzystania ultracienkich powtok nawet w trudnych, czy

nietypowych warunkach. Innym wyzwaniem zwigzanym z przenoszeniem filméw na ciato state,
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a jednoczesnie obiecujgcym kierunkiem rozwoju jest kwestia powiekszenia skali, ktéra juz od
kilku lat pojawia sie w literaturze naukowej i na rynku urzadzen do wytwarzania filméw LB%,

Na koniec warto zwrdci¢ uwage na badania in silico, ktére w potgczeniu z technika filméw
Langmuira mogg stanowic¢ zrédto istotnych danych fizykochemicznych o znaczeniu poznawczym

oraz wspomagajacym projektowanie farmaceutykow™®.

4.3. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowych

Jestem wspodtautorkg 30 prac w czasopismach indeksowanych w bazie Journal Citation
Reports oraz wielu doniesien konferencyjnych. Zakres tematyczny publikacji, ktérych jestem
wspoétautorka obejmuje fizykochemie warstw powierzchniowych i zjawisk zachodzacych na
granicy faz. Po zakonczeniu realizacji pracy doktorskiej kontynuowatam badania zwigzane z

adsorpcja surfaktantow**°

. Z kolei badania dotyczgce monowarstw Langmuira tworzonych przez
poliedryczne oligomeryczne silsekwioksany klatkowe opisane w artykutach H1-H4
zapoczatkowaty nowy watek badawczy w zespole kierowanym przez prof. dr hab. inz. Krystyne
Prochaska, ktérego jestem cztonkiem. W tym obszarze badan petnitam role promotora
pomocniczego w dwdch przewodach doktorskich. W latach 2013-2016 bytam gtéwnym
wykonawcg w projekcie NCN OPUS 3 pt. Nowe funkcjonalizowane silseskwioksany. Synteza i opis
relacji typu struktura - wtasciwosci powierzchniowe”, w ktérym prowadzitam badania dotyczgce
monowarstw i filmoéw LB zwigzkdéw typu POSS o réznej strukturze chemicznej. Wraz z zespotem
badatam m.in. oddziatywania POSS z lipidami w kontekscie ich potencjalnego zastosowania jako
sktadnikéw biomateriatdw. Celem badan byta ocena wptywu wspomnianych substancji na
modelowe btony komdrkowe®. Prace te byly pierwszym opisem zachowania POSS w obecnosci
czasteczek o znaczeniu biologicznym w skali molekularnej. Ponadto badatam réwniez mozliwosé
wykorzystania poliedrycznych oligomerycznych silsekwioksanéw klatkowych jako substancji

h*11:12  Wraz z zespotem wykazatam mozliwoéé tworzenia ultracienkich

powtokotwérczyc
filméw powierzchniowych zawierajgcych POSS, ktére moga stuzyé do hydrofobizacji powierzchni

materiatéw'®.

W kolejnych latach skupitam swoje zainteresowania naukowe na substancjach
pochodzenia naturalnego. Prowadzitam badania wtasciwosci reologicznych wielosktadnikowych

monowarstw lipidowych w konteks$cie mozliwosci ich wykorzystania jako skfadnikéw
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h''* Bratam

liposoméw, ktére moga byé nosnikami lekéw i innych substancji bioaktywnyc
rowniez udziat w pracach dotyczacych wtasciwosci fizykochemicznych mieszaniny kwasu
oleanolowego i kwasu oleinowego jako uktadu o potencjale aplikacyjnym w przemysle
farmaceutycznym™®>. Pracowatam takze nad uktadami lipidowo-biatkowymi w kontekscie ich

oddziatywan na granicy faz woda/powietrze z wykorzystaniem technik spektroskopowych®.

Moje zainteresowania naukowe obejmujg takze zwilzalno$¢ materiatéw. Ich
odzwierciedleniem jest publikacja opisujgca mozliwos¢ tworzenia powtok hydrofobowych na

16 W tym obszarze badari powstat réwniez

bazie fluorosilanéw osadzonych na powierzchni szkta
patent pt. ,Sposéb  wytwarzania  silnie  hydrofobowych  powierzchni na  bazie
fluorokarbofunkcyjnych silseskwioksandw” ktérego jestem wspottwdrczynia®’. Jestem réwniez
wspoétautorkg pracy dotyczacej m.in. zwilzalnosci i energii powierzchniowej biomateriatu
opartego na kwasie poli(mlekowym) i hydroksyapatycie do zastosowan w postaci

bioreserbowalnych implantéw kostnych''’.

Za osiaggniecia naukowe w roku akademickim 2018/2019 otrzymatam Nagrode Rektora

Politechniki Poznanskie;j.

W trakcie kariery naukowej kierowatam dziataniem naukowym Miniatura
finansowanym ze srodkéw NCN pt. ,Badanie mechanizmu powstawania i dziatania kompleksow
typu HAMLET”. Bytam takze kierownikiem projektu badawczego finansowanego przez Urzad
Miasta Poznania z programu Akademicki Poznan pt. ,Superhydrofobowe powierzchnie do
ochrony budowli i zabytkéw poznanskich”. Ponadto kilkukrotnie petnitam funkcje kierownika w
projektach wewnetrznych Politechniki Poznanskiej dla mtodej kadry naukowej finansowanych ze
Srodkéw statutowych (DS-MK). Obecnie jestem cztonkiem miedzywydziatowego zespotu
realizujgcego grant rektorski Politechniki Poznanskiej pt. ,Funkcjonalizowane  materiaty
polimerowe do zastosowan biomedycznych- wytwarzanie i charakterystyka” w ramach ktérego
opracowuje metode modyfikacji powierzchniowej materiatéw polimerowych. Petna lista
publikacji, ktérych jestem wspoétautorka znajduje sie w Zatgczniku 3, a analiza naukometryczna
wykonana przez dyplomowanego kustosza Dziatu Informacji Naukowej Biblioteki Politechniki

Poznanskiej zostata przedstawiona w Zatgczniku 10.
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na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej w grupie prof. dr hab. inz. Kazimiery Wilk,

gdzie realizowatam badania aktywnosci powierzchniowej wodnych roztwordow surfaktantow.
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W okresie 10.04.-15.06.2007 odbytam dwumiesieczny staz w Max-Planck-Institut fiir
Kolloid- und Grenzflachenforschung w Poczdamie (Niemcy) w grupie dr Reinharda Millera. W
trakcie stazu bratam udziat w realizacji projektu dotyczacego aktywnosci powierzchniowej
olejéw roslinnych jako wskaznika ich jakosci. W trakcie pobytu zajmowatam sie pomiarami
dynamicznego napiecia miedzyfazowego w uktadzie woda/olej z wykorzystaniem réznych metod
badawczych oraz obliczeniami fizykochemicznymi zwigzanymi z ilosciowym opisem adsorpcji na
granicy faz ciecz/ciecz. Projekt realizowatam we wspétpracy z firmg Nestle. Efektem stazu jest

publikacja:

Dopierala, K., Javadi, A., Kragel, J., Schano, K.-H., Kalogianni, E.P., Leser, M.E., Miller, R.
Dynamic interfacial tensions of dietary oils, Colloids and Surfaces A: Physicochemical and
Engineering Aspects, 2011, 382 (1-3), pp. 261-265.

Otrzymatam rowniez stypendium z projektu europejskiego COST Action D43 na udziat w
tygodniowym szkoleniu Fluids and Solid Interfaces na Wydziale Inzynierii Chemicznej
Uniwersytetu w Sofii, ktére zrealizowatam w okresie 12-15 kwietnia 2011.

W kolejnych latach bratam udziat w stazach dla kadry naukowej w ramach programu
Erasmus+. W okresie 6-12 stycznia 2013 realizowatam wizyte w Instituto Superior Técnico w
Lizbonie, gdzie w zespole prof. Benilde Saramago wykonywatam pomiary technikg Langmuira-
Blodgett. W dniach 11-15 lutego 2019 r. w ramach programu Erasmus+ zrealizowatam wizyte na
Woydziale Inzynierii Chemicznej Universitat Politécnica de Catalunya w Barcelonie, gdzie
szkolitam sie w zakresie technik charakteryzowania cienkich filméw powierzchniowych za
pomocg mikrowagi kwarcowej, technik elektrochemicznych i mikroskopii sit atomowych, a takze
wzietam udziat w seminarium, na ktérym zaprezentowatam wifasng tematyke badawczg dla
grupy badawczej Biotechnologii Molekularnej i Przemystowej, ktérej liderem jest dr Tzanko
Tzanov.

W okresie 1.08-30.10.2022r. odbytam trzymiesieczny staz naukowy na Rutgers, the
State University of New lJersey w Stanach Zjednoczonych w ramach projektu ORBIS
finansowanego z programu Marii Sktodowskiej Curie RISE (Horyzont 2020). W trakcie stazu
pracowatam w Center for Dermal Research i Laboratory of Drug Delivery pod kierownictwem

prof. Bozeny Michniak-Kohn, gdzie realizowatam badania zwigzane z opracowaniem
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transdermalnego systemu dostarczania lekdw opartego na transetosomach i transferosomach.
Celem badan byt dobdr sktadnikow formulacji, t.j. lipidu i surfaktantu, ktére zapewnia jej
odpowiednig stabilnos¢ i efektywny transport leku przez skére. W trakcie stazu prowadzitam
pomiary witasciwosci reologicznych warstw lipidowych w obecnosci réznych surfaktantow.
Oceniatam réwniez parametry fizykochemiczne oraz stabilnos¢ formulacji poprzez pomiar
wielkosci czastek i potencjatu zeta w czasie. W czasie stazu bratam udziat w badaniach permeac;ji
leku poprzez skére ludzkg ex vivo z wykorzystaniem komory dyfuzyjnej Franza i wysokosprawnej
chromatografii cieczowej. Otrzymane wyniki sg aktualnie przygotowywane do opublikowania w
postaci manuskryptu pt. ,The Effect of the Edge Activator Combinations in Transethosomal
Formulations for Skin Delivery of Thymoquinone”. Staz w Center for Dermal Research i
Laboratory of Drug Delivery uwazam za przelomowy moment w mojej pracy naukowej,
poniewaz pozwolit mi potaczy¢ badania fizykochemiczne z farmaceutycznymi, a takze
zweryfikowa¢ warto$¢ prowadzonych przeze mnie badan modelowych i odnie$¢ je do
efektéow dziatania konkretnych formulacji na skérze ludzkiej. Dzieki tej aktywnosci
wyznaczytam kierunek i plany przysztych dziatan naukowych, ktére zaktadajg $cisty
wspotprace ze srodowiskiem naukowym i otoczeniem gospodarczo-przemystowym z obszaru

medycyny i farmacji.

W trakcie mojej kariery naukowej bratam aktywny udziat w licznych konferencjach, seminariach
i szkoleniach organizowanych przez instytucje naukowe krajowe i zagraniczne. Osobiscie

prezentowatam wyniki badan naukowych m.in. w trakcie 14 nastepujacych konferencji:

° Seminarium sieci SURUZ (Krakow 2004)- referat

° Seminarium sieci SURUZ (Gdansk 2005)- referat

° Sympozjum Czwartorzedowe sole amoniowe (Poznan 2005)- poster

° International Scientific Conference Surfactants and dispersed systems in theory and
practice (Ksigz 2007)- poster

° 24" European Colloid and Interface Society Conference (Praga 2010)-poster

° 25t European Colloid and Interface Society Conference (Berlin, 2011)-poster

° 14™ International Conference of Organized Molecular Films (Paryz 2012)-poster
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26" European Colloid and Interface Society Conference, (Malmo —Lund, 2012)-poster
27" European Colloid and Interface Society Conference, (Sofia 2013)- referat,
International Soft Matter Conference (Rzym 2013)- poster

The 20th International Symposium Surfactants in Solutions (Coimbra 2014)- poster
International Conference Nanotech Poland 2019 (Poznan)- referat
BAM/LB/Ellipsometry workshop (Warszawa 2019)- referat

Fizykochemia granic faz - metody instrumentalne, Lublin 2019 (wyktad na zaproszenie)

V Ogodlnopolska Konferencja Naukowa Biopolimery-zrédto nowych materiatéw (online,

2022)- referat

Wzietam réwniez udziat w nastepujacych seminariach i szkotach letnich:

1st ORBIS Summer Schools (Dublin, 2019)
2"4 ORBIS Summer School (Helsinki, 2019)
3" ORBIS Summer School (Poznari, 2022)

Innovations in dermatological science conference (online, 2022).

W latach 2008-2023 41 razy petnitam role recenzentki w wielu czasopismach, m.in. ACS Applied

Material and Interfaces, Journal od Colloid and Interface Science Journal of Molecular Liquids,

Langmuir, Colloids and Surfaces A, Helyion, Colloid and Polymer Science, Advances in Colloid

and Interface Science i innych. Wybrane certyfikaty potwierdzajgce aktywno$¢ recenzencka

przestawitam w Zatgczniku 8. Od 2021 roku jestem takze aktywnym cztonkiem European Colloid

and Interface Society.

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke

W trakcie kariery naukowej realizowatam zajecia dydaktyczne dla studentéw |, 1l'i lll stopnia

Politechniki Poznanskiej dla kierunkéw Technologia chemiczna, Technologie ochrony

Srodowiska, Inzynieria chemiczna i procesowa, Inzyneiria farmaceutyczna, w tym takze dla grup

miedzynarodowych, t.j.:

a)

Wyktady z przedmiotéw:
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e Technologie przyjazne srodowisku (20h/semestr),
e Zjawiska powierzchniowe w medycynie i ochronie srodowiska — wyktad obieralny
(15h/semestr),
e Surface phenomena and catalysis (6h/semestr),
e  Fundamentals of chemical technology (14h/semestr),
b) Zajecia projektowe z przedmiotdow:
e Techniki membranowe (15h/semestr),
e Projekt technologiczny (60h/semestr),
e Technologie informacyjne (15h/semestr),
c) Zajecia laboratoryjne z przedmiotéw:
e Techniki membranowe (30h/semestr),
e Podstawy technologii chemicznej (60h/semestr).
e Projektowanie czasteczek/czgstek o pozgdanych wiasciwosciach (zajecia dla

Interdyscyplinarnego Studium Doktoranckiego Nauka o Materiatach, 6h)

W trakcie stazu na Rutgers, the State University of New Jersey (USA) prowadzitam takze
jednorazowo wyktad dla doktorantéw ze Szkoty Farmacji im. Ernesta Mario. Jestem
wspotautorky skryptu pt. ,Membranowe techniki separacji” pod red. Krystyny Prochaska (Wyd.
Politechniki Poznanskiej, 2013). Bratam réwniez udziat w opracowaniu programu przedmiotow
Inzynieria ukfadéw biomimetycznych oraz Uktady biomimetyczne o znaczeniu biomedycznym

dla kierunku Bioinformatyka.
Ponadto, bytam promotorem pomocniczym w trzech zakonczonych przewodach doktorskich:

° Anna Wamke ,Charakterystyka monowarstw i filméw Langmuira-Blodgett
tworzonych przez funkcjonalizowane silseskwioksany”, Politechnika Poznariska
2016; promotor: prof. dr hab. inz. Krystyna Prochaska,

° Marta Skrzypiec ,Dwusktadnikowe monowarstwy Langmuira i filmy Langmuira-
Blodgett — morfologia, oddziatywania miedzyczasteczkowe, wtasciwosci
lepkosprezyste”, Politechnika Poznariska 2020, promotor: prof. dr hab. inz. Krystyna

Prochaska,
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° Martyna Krajewska ,Biomimetic systems studied by Langmuir and Langmuir-
Blodgett techniques”, Politechnika Poznanska, 2023; promotor: prof. dr hab. inz.

Krystyna Prochaska (rozprawa wyrdzniona).

Petnitam réwniez role promotora w 16 dyplomach magisterskich oraz w 28 dyplomach
inzynierskich dla studentéw Woydziatu Technologii Chemicznej Politechniki Poznarnskiej
kierunkéw Technologia chemiczna, Inzynieria farmaceutyczna, Technologie ochrony Srodowiska,
Inzynieria chemiczna i procesowa, w tym takze dla studentdw kierunkéw anglojezycznych.

W latach 20012-2013 petnitam funkcje administracyjng w projekcie PO IG 01.01.02-00-
074/09 ,Biotechnologiczna konwersja glicerolu do polioli i kwaséw dikarboksylowych” o
akronimie ,Zielona Chemia” finansowanego z Programu Operacyjnego Innowacyjna
Gospodarka. Od roku 2019 jestem cztonkiem Steering Committee w miedzynarodowym
projekcie Open Research Biopharmaceutical Interships Support (ORBIS) finansowanym z
programu Research and Innovation Staff Exchange (RISE) Marii Sktodowskiej Curie Horyzont
2020 nr 778051. W projekcie uczestniczy kilkanascie jednostek naukowych oraz partneréw
przemystowych z Polski, Niemiec, Irlandii, Finlandii, Czech, Stowenii, Ukrainy i Standéw
Zjednoczonych. Moim zadaniem, jako cztonka Steering Committee jest wsparcie koordynatora
projektu w zakresie realizacji celow naukowych. Aktywno$¢ w ramach projektu ORBIS
umozliwia mi staty kontakt i wspotprace z miedzynarodowym srodowiskiem akademickim oraz z
partnerami przemystowymi z branzy farmaceutycznej.

W ramach dziatalnosci organizacyjnej bratam udziat w promocji Wydziatu podczas Dnia
dla Dziewczyn na Politechnice Poznanskiej. Ponadto, bytam zaangazowana w przygotowanie
planu Laboratorium Cienkich Filméw Powierzchniowych i zakup aparatury w nowym budynku
Centrum Dydaktycznego Wydziatu Technologii Chemicznej. We wspotpracy z Portalem
Naukowca zorganizowatam takze jednodniowe szkolenie z umiejetnosci miekkich tj. z
zarzadzania czasem, komunikacji i pracy w zespole dla pracownikéw i doktorantéw Zaktadu
Technologii Chemicznej, ktére odbyto sie 15 listopada 2013. W roku 2020 bratam udziat w
przygotowaniu pokazéw naukowych i nagraniu materiatdw audiowizualnych na tzw. Noc

Naukowcdw, ktora odbyta sie w formie zdalne;.
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7. Inne informacje dotyczace kariery zawodowej

W okresie od 1.07.2008 r. do 30.09.2009 r. oraz od 17.01.2015 do 30.01.2016 r. miatam

przerwy w pracy naukowej zwigzane

urodzeniem dzieci. Liczbowe

zestawienie

podsumowujgce méj dorobek przedstawia Tabela 1. Dane naukometryczne zostaty zaczerpniete

z opracowania przygotowanego przez dyplomowanego kustosza Dziatu Informacji Naukowej

Biblioteki Politechniki Poznanskiej, ktore jest zawarte w Zataczniku 10.

Tabela 1 Liczbowe zestawienie catego dorobku

Parametr Liczba
Publikacje w czasopismach z bazy Journal Citation Reports (JCR) 30
Sumaryczny Impact Factor (IF)- zgodnie z rokiem opublikowania 126,060
Liczba punktéw ministerialnych 2024
Liczba cytowan w wyltgczeniem autocytowan
wg bazy Scopus 213
wg bazy Web of Science 299
Indeks Hirscha wg bazy Web of Science 10
Uzyskane patenty krajowe 1
Wyktady na zaproszenie 1
Komunikaty wygtoszone na konferencjach 6
Kierownictwo w projektach naukowych 2
Udziat w projektach w roli wykonawcy 2
Staze zagraniczne (>30 dni) 2
Promotorstwo prac inzynierskich 28
Promotorstwo prac magisterskich 16
Promotor pomocniczy w przewodzie doktorskim 3
Recenzowane artykuty naukowe 41
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