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1.LAUTOREFERAT
1. Imig¢ i nazwisko

Magdalena Przybyto

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe z podaniem nazwy miejsca i roku ich uzyskania

Studia doktoranckie: 10/1/2004 — 1/26/2010 na Politechnice Wroctawskiej na Wydziale
Podstawowych Probleméw Techniki w Instytucie Fizyki specjalnos$¢: Biofizyka

Stopien naukowy: dr nauk fizycznych

Promotor: prof. Marek Langner

Recenzenci: prof. Wactaw Urbanczyk, prof. Jerzy Dobrucki

Tytul rozprawy doktorskiej: Wybrane aspekty dynamiki dwuwarstwy lipidowej

Studia magisterskie: 1/9/2003 — 8/31/2004 na Politechnice Wroctawskiej na Wydziale Podstawowych
Probleméw Techniki, Kierunek: Fizyka Techniczna, Specjalno$¢: Inzynieria Biomedyczna, Optyka
Biomedyczna

Tytuk: mgr inz.

Promotor: prof. Marek Langner

Tytul pracy magisterskiej: Analiza asocjacji jodku propidyny z oligonukleotydami w oparciu o efekt
gaszenia fluorescencji

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

01/03/2014 — obecnie Wojewodzki Szpital Specjalistyczny Osrodek Badawczo-Rozwojowy we
Wroctawiu umowa o wolontariat w zakresie kierowania rozwojem OS$rodka, pozyskiwania srodkow
grantowych, planowania do§wiadczen

10/1/2012 — obecnie Politechnika Wroctawska Wybrzeze Wyspianskiego 27, Wroctaw

Pracownik Naukowo-Dydaktyczny, Katedra Inzynierii Biomedycznej WPPT

Adiunkt / Prowadzenie zaj¢¢ dydaktycznych; opracowywanie i realizacja projektéw badawczych.
10/1/2010 — 30/09/2012 Politechnika Wroctawska

Instytut Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowej, WPPT

Asystent / Prowadzenie zaje¢¢ dydaktycznych; opracowywanie i realizacja projektow badawczych.
10/16/2009 — 9/30/2010 Politechnika Wroctawska, Wybrzeze Wyspianskiego 27, Wroctaw

Instytut Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowe;j

Starszy referent / Organizacja pracy laboratorium

5/31/2007 — 9/16/2009 Centrum Badawczo-Rozwojowe Novasome Olsztynska 5, Wroctaw
Koordynator Projektéw; planowanie i nadzorowanie projektow badwaczych, opracowywanie formulacji
farmaceutycznych; projektowanie linii technologicznych do produkcji wyrobdéw farmaceutycznych;
wykonywanie testow in-vitro; analizy fizyczne, fizyko-chemiczne; opracowywanie projektow
badawczych. (Centrum Badawczo-Rozwojowe w rozumieniu ustawy)

1/10/2006 —12/31/2006 Instytut Chemii Fizycznej Czeskiej Akademii Nauk, Dolejskova 3, 18223, Praga
8, Republika Czeska

Hof Fluorescence Group Pracownik naukowy

Planowanie i realizacja projektow badawczych; organizacja konferencji naukowych;



4. Wskazanie osiagni¢cia wynikajacego z art. 16 ust.2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz.
595 ze zm.):

Po uzyskaniu stopnia doktora, w swojej dziatalno$ci naukowo-badawczej skupiam si¢ na badaniach
zwigzanych z tymi aspektami biofizyki bton lipidowych, ktore sg wazne dla rozwoju nowych technologii
wytwarzania formulacji liposomowych. Mimo tego, ze liposomy sg znane od trzech dekad, oraz ze kazde
rozwiazanie wprowadzone na rynek bylo sukcesem zaréwno komercyjnym jak i merytorycznym, to
technologia ta nie jest powszechnie stosowana. Taki stan rzeczy jest spowodowany brakiem zrozumienia
mechanizmow molekularnych wiodacych do formowania liposoméw. Brakuje przede wszystkim wiedzy
dotyczacej roli srodowiska wodnego w procesie samoagregacji lipidow. Projektowanie i wytwarzanie
liposomowych postaci lekow wymaga polaczenia wynikow badan podstawowych w zakresie nauk
fizykochemicznych i biochemicznych, ktérych planowanie oparte jest o dogtgbne zrozumienie procesow
fizjologicznych oraz patofizjologicznych. Dodatkowo badania te musza by¢ prowadzone zgodnie z
zasadami i metodami wspotczesnej farmacji. Wyniki tych badan wykorzystywane sa do projektowania i
konstruowania autorskich urzadzen, gdyz na rynku nie ma gotowych rozwigzan technicznych i
technologicznych do wytwarzania wyrobow nanomedycznych. Tym samym technologie liposomowe
bedac czeScia nano-medycyny sa waznym elementem wspolczesne] inzynierii biomedyczne;.
Prowadzenie prac naukowo-badawczych oraz wdrozeniowych w zakresie technologii kierowanych
no$nikow lekow w ogdlnosci a technologii liposomowych w szczegdlnosci, jest przedsigwzigciem
interdyscyplinarnym. To spowodowato, ze w swojej pracy naukowo-badawczej, od lat wspotpracuje ze
srodowiskiem inzynierow konstruktorow, elektronikow, fizykow oraz lekarzy 1 farmaceutow. Nowatorski
charakter prowadzonych badan spowodowal, iz ta wspotpraca odbywa si¢ z krajowymi i zagranicznymi
oSrodkami akademickimi oraz z partnerami przemyslowymi. Polaczenie badan podstawowych i
aplikacyjnych w zakresie rozwoju technologii liposomowych bylo mozliwe dzigki wynikom prac
stanowigcych osiggnigcie naukowe. Realizacja badan podstawowych oraz prac rozwojowych byla
mozliwa dzigki pozyskanym przeze mnie $rodkom finansowym pochodzacym ze zrodet publicznych i
prywatnych. Interdyscyplinarny charakter badan wymagat koordynacji duzych zespotow badawczych, z
czego w czterech projektach bytam liderem konsorcjum. Wynikiem tych prac sg publikacje naukowe w
czasopismach migdzynarodowych, uzyskane patenty i1 zgloszenia patentowe, glownie o zasiggu
miedzynarodowym. Moja aktywno$¢ naukowa oraz wdrozeniowa w formie liposomowych produktow i
autorskiego miejsca wytwarzania form liposomowych znalazta uznanie srodowiska wyrazone nagrodami
1 wyr6znieniami.

Prace stanowigce osiagnigcie naukowe to cykl publikacyjny dotyczacy opracowania metod oceny
transportu wody przez dwuwarstwy lipidowe. Zdobyta wiedz¢ wykorzystano do opracowania nowych
procesOw wytwarzania, w wyniku ktorych wprowadzono na rynek unikalne produkty. Publikacje z okresu
od 2010 roku do 2017 roku zostaty przedstawione chronologicznie od najstarszych do najnowszych, a
wyniki 1 opracowania w nich zawarte nie dotyczg w zadnym stopniu prac prowadzonych w trakcie
doktoratu. Opis w punktach [P1-P7] przedstawia moj wkltad w powstanie publikacji, natomiast wkiad
wspotautorow zostat zamieszczony w oswiadczeniach o wspotautorstwie.



a. Tytul osiagniecia naukowego:

“Mechanizm transportu wody przez dwuwarstwe lipidowa i1 jego wykorzystanie w technologii
wytwarzania nanozeli liposomowych dla potrzeb zastosowan biomedycznych.”

b. Publikacje lub inne prace wchodzace w sklad osiagniecia naukowego:

(autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci wydawniczy)

P1.Przybylo M, Borowik T, Langner M
Fluorescence Techniques for Determination of the Membrane Potentials in High Throughput
Screening.
Journal of Fluorescence. 2010, vol. 20 nr. 6 s. 1139-1157

Jest to pierwsza praca opublikowana po doktoracie jako praca przegladowa, pisana na zaproszenie,
dotyczaca wysokoprzepustowych metod pomiaru potencjatdéw wystepujacych na blonie. M6j wklad w
powstanie tej pracy polegat na opracowaniu zagadnien dotyczacych metodologii pomiarow potencjatu
dipolowego z zastosowaniem sond fluorescencyjnych, pod katem przygotowania badan okreslajacych
transport wody przez dwuwarstwe lipidowa. Pomiar bezposredni mozliwy jest jedynie z zastosowaniem
modelu monowarstwy lipidowej 1 opiera si¢ on na wykorzystaniu elektrod jonizowanych. Wyniki dla tego
modelu bton nie zgadzaja si¢ iloSciowo z wynikami otrzymanymi z badan dwuwarstwy. Badania w
modelu dwuwarstwy wykorzystuja zmiany w sygnatach NMR oraz EPR, jak roéwniez bazuja na
technikach fluorescencyjnych. W pracy omowiono szczegdtowo dotychczasowe wyniki oceny potencjatu
dipolowego dla wybranych sond fluorescencyjnych, ktore wykorzystalam nastgpnie w badaniach
pasywnego transportu wody przez btony pecherzykéw liposomowych oméwionych w [P4]. M6j wklad
oceniam na 33%.

5 letni IF IF z roku publikacji liczba pkt. MNiSW w roku publikacji  |Liczba cytowan

1.701 1.966 32 14

P2.Cyprych K, Procek J, Langner M, Przybylo M
Improved method to evaluate the ability of compounds to destabilize the cellular plasma membrane.
Chemistry and Physics of Lipids. 2011, vol.164 nr. 4 s. 276-282

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu doswiadczen dotyczacych okreslenia
warunkow pomiaru transportu wody indukowanego osmotycznie w celu opracowania metody oceny
transportu z uwzglednieniem wszystkich mozliwych warunkéw granicznych. Dotychczasowa metoda
dostgpna w literaturze, w tym wczesniejsze prace w laboratorium, zakltadaty pomiar w jednym arbitralnym
punkcie réznicy ci$nienia osmotycznego. Wprowadzenie ,,skanu osmotycznego” umozliwito okreslenie
optymalnej r6znicy ci$nienia osmotycznego, ktory gwarantuje catkowita hemoliz¢ oraz minimalizuje
rozrzuty wynikéw. W pracy przeprowadzitam do$wiadczenia, wykazujace zakres stosowalnosci metody
w zaleznosci od gatunku, od ktérego pochodzi krew (czlowiek, krolik). W pracy planowatam i
wykonywatam do$§wiadczenia, w celu okreslenia zakresu stosowalno$ci nowoopracowanej metody oraz
bralam udziat w opracowaniu wynikow i pisaniu tekstu manuskryptu. M6j wktad oceniam na 50%.



5 letni IF IF z roku publikacji | liczba pkt. MNiSW w roku publikacji | Liczba cytowan
3.367 2.571 27 1

P3.Lis M, Wizert A, Przybylo M, Langner M, Swiatek J, Jungwirth P, Cwiklik L
The effect of lipid oxidation on the water permeability of phospholipids bilayers.
Physical Chemistry Chemical Physics. 2011, vol. 13 nr. 39 5.17555-17563

Mo¢j wklad w powstanie tej pracy polegatl na zaplanowaniu oraz wykonaniu doswiadczen w czesci
eksperymentalnej pracy. Dotyczyta ona do$wiadczalnej oceny transportu wody przez dwuwarstwe
lipidowa, komplementarng do badan przeprowadzonych metodami dynamiki molekularnej. Badania
prowadzone byly na liposomach typu LUV (Large Unilamellar Vesicles) zbudowanych z DOPC z
dodatkiem lipidu utlenionego — POVPC. Celem pracy byta ocena integralnosci dwuwarstwy lipidowej w
o technike zatrzymanego przeplywu, ktéra pozwolitaby oceni¢ wyniki otrzymane technika dynamiki
molekularnej. Metoda ta nastepnie byta rozwijana w [P5], [P4] oraz wykorzystana w [P7] i [P6]. W pracy
zaplanowatam i przeprowadzitam cze$¢ doswiadczalng oceny transportu wody. Przeprowadzitam analize
danych oraz pisatam cz¢$¢ manuskryptu dotyczaca fragmentu eksperymentalnego. M6j wktad oceniam na
30% .

5 letni IF IF z roku publikacji liczba pkt. MNiSW w roku publikacji  |Liczba cytowan

4.449 3.573 40 49

P4.Przybylo M, Procek J, Hof M, Langner M
The alteration of lipid bilayer dynamics by phloretin and 6-ketocholestanol.
Chemistry and Physics of Lipids. 2014, vol. 178 s. 38-44

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na wykonaniu do$§wiadczen (zaplanowanie i prowadzenie
eksperymentu w technice SR, analiza danych, pisanie manuskryptu) w zakresie metody ,,relaksacji
rozpuszczalnika” (ang. solvent relaxation technique), ktére miaty na celu okreslenie wptywu potencjatu
dipolowego na transport wody w poprzek btony. W doswiadczeniach wykorzystano wyniki z opracowania
przygotowanego w [P1] w zakresie fluorescencyjnych metod oceny zmian w potencjale dipolowym oraz
metodologie zaproponowang w [P3]. Zmiany w poziomie uwodnienia btony oraz ruchliwos$ci czasteczek
lipidu pod wptywem zmian w potencjale dipolowym, miaty bezposredni wptyw na pasywny, transport
wody indukowany ci$nieniem osmotycznym. Mdj wktad oceniam na 50%.

5 letni IF IF z roku publikacji liczba pkt. MNiSW w roku publikacji  [Liczba cytowan

2.650 2422 25 4

P5.Przybylo M, Drabik D, Lukawski M, Langner M
Effect of Monovalent Anions on Water Transmembrane Transport.
Journal of Physical Chemistry B. 2014, vol.118 nr 39 s. 11470-11479

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na przeprowadzeniu doswiadczen w cze¢sci dotyczacej wptywu
jondw z serii Hofmeistera (kosmo vs cheo tropy) na pasywny transport wody, w oparciu o opracowang
metodologie [P3] (bez analizy krzywych). Poniewaz transport wody nie jest mierzony wprost i wymaga
interpretacji zmian obserwowanego rozpraszania $wiatla, w pracy dolgczono dane potwierdzajace,
iz zmiana sygnatu pochodzaca od S$wiatlta rozproszonego koreluje ze zmiang fluorescencji 6-



karboksyfluoresceiny, w trakcie samogaszenia, ktore zachodzi w wyniku wyptywu wody z wnetrza

liposomow. Oddzialywanie jondw z dwuwarstwa lipidowa zostato dodatkowo potwierdzone wynikami z

pomiarow ITC. W badaniach oprocz planowania i prowadzenia do§wiadczen bratam udzial w pisaniu

manuskryptu. Mdj wklad oceniam na 35%.

5 letni IF IF z roku publikacji liczba pkt. MNiSW w roku publikacji  |Liczba cytowan
3.187 3.302 30 5

P6.Przybylo M, Borowik T, Langner M
Liposome-based methodologies to assess pharmacokinetic parameters of drugs.
W: Liposomes in analytical methodologies ed. by Katie A. Edwards. (Cornell University) Singapore:
Pan Stanford Publishing, cop. 2016. s. 345-383

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na przygotowaniu opracowania dotyczacego zastosowania
liposoméw jako modelu btony do badania przechodzenia zwigzkdéw przez blong, szczegélnie pod katem
zastosowan biomedycznych. Podrozdziat 9.3.1 (wstgp) oraz 9.5 ,,Membrane Permeability Determination”.
Doswiadczenie zdobyte w trakcie badan prowadzonych przeze mnie w zakresie [P1-P5] pozwolity mi
okresli¢ warunki graniczne stosowania metod do oceny transportu molekut w poprzek bton lipidowych w
oparciu o liposomowy model dwuwarstwy lipidowej. Na bazie prac wlasnych oraz analizy literaturowej
przygotowano dyskusje dotyczaca zatozen metodologii wykorzystujacej zamknigcie sondy/znacznika
wewnatrz liposomow (jak w [P4]). M6j wkiad oceniam na 30%.

5 letni IF IF z roku publikacji liczba pkt. MNiSW w roku publikacji  |Liczba cytowan

0 0 5 3

Wspotczynnik Field-Weighted Citation Impact w bazie Scopus, wynosi 0,83 dla monografii naukowe;j.

P7.Przybylo M, Drabik D, Szostak K, Borowik T, Kloesgen B, Dobrucki J, Sikorski A, Langner M
Changes in lipid membrane mechanics induced by di- and tri-phenyltins.
Biochimica Et Biophysica Acta-Biomembranes. 2017, vol. 1859 nr 8 s. 1301-1309

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu eksperymentow oraz wykonaniu
doswiadczen w zakresie: badan technikg mikromanipulacji, w celu okreslenia wtasciwosci
mechanicznych bton lipidowych (przez wyznaczanie modutu Younga) na modelu mikroliposoméw
wytwarzanych technika elektroformacji oraz jego zmiany w obecno$ci dwu oraz troj fenylku cyny (IV)!,
opracowaniu metody oraz wykonaniu pierwszych doswiadczen do ceny wspotczynnika podziatu
fenylkéw do btony, na podstawie biosensora fluorescencyjnego (wyniki do publikacji zostaly
powtérzone w celu weryfikacji poprawnosci oznaczen). W pracy przeprowadzatam rowniez
dos$wiadczenia na hodowlach komorkowych makrofagdéw, ktore wykazaty niespecyficzne, toksyczne
dziatanie obu zwigzkdéw, zwigzane ze zmiang przepuszczalnosci bton komérkowych (doswiadczenia
rowniez byly powtdrzone w celu weryfikacji poprawnosci obserwowanych zmian). Obserwowane
zmiany w obrazowaniu technikg mikroskopii konfokalnej wykazaly zaburzenia w integralnosci
wewnatrzkomoérkowych struktur btonowych, co w efekcie skutkowato apoptoza komorki, co okreslono
W oparciu o obserwowane zmiany morfologiczne (pgcherzyki apoptotyczne). Zmiany w mechanice bton
zbadane przeze mnie technikg mikromanipulacji (modut na rozcigganie) oraz zmiany w module na
zginanie ( ang. bending rigidity coefficient), okre$lone przez wspotautorow, wykazaly wyrazng korelacje
ze zmianami w przepuszczalno$ci wody w obecnosci badanych zwiazkéw, korzystajac z opracowanej

! https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/triphenyltin_chloride#section=Chemical-and-Physical-Properties



przeze mnie metodologii, opisanej w pracach P2-PS5. Jest to przyktad zastosowania juz metody
stanowigce] osiggniecie naukowe. Moj wktad oceniam na 40%.

5 letni IF IF z roku publikacji liczba pkt. MNiSW w roku publikacji  [Liczba cytowan
3.640 3.438 35 1
Wskazniki parametryczne publikacji
Pozycja: 5 letni IF IF z roku publikacji | .1 pkt. MNiSW w roku publikacji |  Li¢ZP2
cytowan
Suma: 18,994 17,272 194 74

Wszystkie publikacje znajduja si¢ w bazach Web of Science oraz Scopus. Wspotczynnik Field-Weighted
Citation Impact w bazie Scopus, wynosi 0,83 dla monografii naukowej (poz. 2).
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c¢. Omowienie celu naukowego wyzej wymienionych prac i osiagni¢tych wynikow wraz z
omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania.
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1. Wprowadzenie

Opracowanie bedace przedmiotem postgpowania habilitacyjnego pt. “Mechanizm transportu wody
przez dwuwarstwe lipidow3 i jego wykorzystanie w technologii wytwarzania nanozeli liposomowych
dla potrzeb zastosowan biomedycznych” sklada si¢ z treSci zawartych w 7 publikacjach,
dokumentujacych rozwdj metodologii badawczej, ktéora pozwolita na wykazanie relacji pomiedzy
lokalnymi zmianami w dwuwarstwie lipidowej a biernym transportem wody. W fizjologii sam transport
wody przez btony biologiczne jest zjawiskiem znanym 1 przejawia si¢ w formie osmozy. Transport wody
przez btony biologiczne jak i blony modelowe jest przedmiotem badan od lat. Transport ten opisywany
jest parametrami makroskopowymi, takimi jak wspotczynnik przepuszczania. Parametry te oparte sg na
uproszczonym modelu btony, ktory zaklada, Ze transport odbywa si¢ na drodze dyfuzji przez jednorodna
btong. Gléwna trudnos¢ z tym modelem polega na tym, ze czasteczki wody, z racji wysokiej polarnosci,
nie powinny wnika¢ do jednorodnej hydrofobowej btony. Powoduje to, ze do dzi$ nie istnieje spojny i
powszechnie uznany opis mechanizmu molekularnego tego procesu, ktory jest udokumentowany
wynikami do$wiadczalnymi. Skuteczny, z punktu widzenia aplikacji, model doswiadczalny transportu
wody generowanego rdznicg ciSnien osmotycznych wymaga zdefiniowania i sparametryzowania blony
pOtprzepuszczalnej, ktora jest warunkiem koniecznym, aby zjawisko osmozy wystgpito. Trudnosci z
doborem wlasciwego modelu eksperymentalnego oraz ze sposobem detekcji strumienia wody, powoduja,
ze nieliczne doniesienia literaturowe dotyczace transportu wody przez btony powstale w wyniku
samoorganizacji nie dostarczaja danych pozwalajacych na jednoznaczne sformutowanie modelu dla
strumienia wody. Zrozumienie mechanizmu molekularnego dla biernego transportu wody w poprzek bton
lipidowych stanowi kluczowe zagadnienie wielu waznych obszaréw inzynierii biomedycznej. Transport
wody indukowany rdéznicg ci$nien osmotycznych zmienia stan btony potprzepuszczalnej i1 jest waznym
czynnikiem mechano-sensorycznym na poziomie komérkowym i tkankowym. Transport wody przez
agregaty lipidowe jest takze krytycznym elementem procesu wytwarzania kierowanych no$nikéw lekow
czy, opartych o liposomy, biosensorow. Cisnienia osmotyczne oraz sposoby ich kontrolowania sg
kluczowe dla zrozumienia funkcjonowania organdéw opartych o btony poiprzepuszczalne rozdzielajace
przedzialy wodne. Przykladami tego sa; transport masy i objetosci w ciatku szklistym oka czy rownowaga
cisnien onkotycznych w tkankach. Brak takiej rownowagi w tym drugim przypadku wynika ze zmian
przepuszczalno$ci $cian naczyn krwiono$nych dla albuminy. Poznanie i iloSciowe opisanie proceséw

entropowych, ktorych przykladem jest osmoza wymaga podejscia interdyscyplinarnego laczacego
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biofizyke i fizykochemi¢ agregatéw makromolekularnych, w szczegolnosci powstatych w wyniku
samoorganizacji bton biologicznych, biologi¢ molekularng i fizjologie. Dodatkowo, badania tych
procesOw wymagaja opracowania 1 zastosowania wyrafinowanych modeli koncepcyjnych i
doswiadczalnych. Modele doswiadczalne powinny odzwierciedla¢ nie tylko rzeczywisto$¢ biologiczna,
ale takze umozliwia¢ opracowanie modeli teoretycznych weryfikowanych mierzalnymi parametrami.
Modele bton biologicznych obejmuja zar6wno skale makro jak i nano. Kazdy z tych modeli wymaga
innego warsztatu do§wiadczalnego oraz innego podej$cia metodologicznego. Modele makro wymagaja
zastosowania mikromanipulacji w polaczeniu z technikami obrazowania wspomaganymi zaawansowang
analizg obrazu, np. do okres§lenia parametrow mechanicznych blony. Do analizowania modeli btony w
skali nano wykorzystywane sg techniki spektroskopowe, dynamiczne i kalorymetryczne. Niezaleznie od
zastosowanego modelu doswiadczalnego czy zastosowanej techniki pomiary iloSciowe wymagaja
zdefiniowania parametrow, ktore najczesciej sg szacowane na podstawie okreslonych zatozen co znaczaco
utrudnia interpretacj¢ uzyskanych wynikow. Wszystkie dostgpne techniki pomiarowe, z wyjatkiem
dynamicznego rozpraszania $wiatta i mikroskopii elektronowej, stosowane sg wylacznie w badaniach
podstawowych. Brak jakichkolwiek technik przydatnych do charakteryzacji i optymalizacji procesu
wytwarzania nanostruktur lipidowych wymusil konieczno§¢ zaprojektowania i zbudowania
dedykowanych urzadzen i opracowania nowych technik pomiarowych. W badaniach wykorzystywano
wlasne, prototypowe konstrukcje, dzigki ktorym mozliwe bylo wykonanie serii pomiaréw technikg
fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej z analizg szumu 1/f (ang. flicker noise) z wykorzystaniem
modelu mikroliposoméw. Obserwacje transportu wody wykonano w oparciu o nowa metode
wykorzystujaca technike zatrzymanego przeptywu z detekcja Swiatta rozproszonego w tandemie z
technika dynamicznego rozpraszania $wiatla. Zaproponowana metoda, w przeciwienstwie do innych
metod okreslajagcych w sposob posredni transport wody przez blony, nie wymaga zastosowania
przetwornika sygnatu jakim jest sonda fluorescencyjna co znaczaco uproscilo analize zbieranych danych.
Opracowang metode wykorzystano do okreslenia zmian w procesach przeptywu wody w zaleznosci od
zmian w strukturze blony (obecno$¢ jonow w interfazie czy utlenionych lipidow). Na podstawie
otrzymanych danych zaproponowano molekularny model transportu wody, ktory zaklada powstawanie w
btonie defektow strukturalnych, zmieniajacych chwilowa lokalng integralno$¢/ ciggto$¢ btony. Pokazano
takze, iz prawdopodobienstwo utworzenia lokalnego defektu, ktory umozliwia dyfuzje wody jest zalezne
od wielkosci termicznych fluktuacji oraz od wiasciwo$ci mechanicznych btony.

Przeprowadzone badania stanowig probe wyjasnienia zjawiska transportu wody w oparciu o wyniki

doswiadczalne 1 maja bezposrednie zastosowanie w autorskiej technologii wytwarzania zeli
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liposomowych, opublikowanej w migdzynarodowym patencie WO2018172504-A1 — pkt. II — C — 3. 3.
Przybylo, M., M. Langner, and T. Borowik. "Unilamellar Liposome with One Lipid Bilayer Enclosing
Hydrophilic Space Useful in Liquid Composition for E.G. Medicament and Cosmetic Product, Comprises
Hydrophobic Compound Forming Lipid Bilayer, and Propylene Glycol or Glycerin." Lipid Systems sp z

0.0.

2. Wstep
2.1 Transport wody przez blony lipidowe w ukladach biologicznych

Jedng z fundamentalnych funkcji btony biologiczne;j jest jej zdolnos¢ do tworzenia dobrze zdefiniowanych
homeostatycznie, wewnatrzkomérkowych, przedzialow wodnych [1][2]. Zdolno$¢ utrzymania lokalnej
homeostazy jest niezbedna do zapewnienia wymiany materii, transformacji energii 1 informacji. Procesy
zyciowe komorki wymagaja ztozonych i przestrzennie zrdznicowanych strumieni masy, ktore sa
niezbedne do podtrzymania potencjaldéw blonowych oraz réznicy potencjatow chemicznych w
oddzielonych btong przestrzeniach wodnych komorki. Wzajemnie sprz¢zone strumienie mas pomi¢dzy
przedziatami napedzane sg pompami, np. Na+,K+ATPaza, ktore w procesie tzw. transportu aktywnego
pierwotnego podtrzymuja r6znice potencjalow elektrochemicznych kosztem energii metabolicznej (ATP).
Uwaza si¢, iz w przypadku transportu biernego na drodze dyfuzji prostej krytycznym parametrem,
okreslajacym zdolno$¢ molekuty do pasywnego przechodzenia przez dwuwarstwe lipidowa, jest jej
polarno$¢ czyli zdolnos¢ do wnikania w btong. W ogdlnosci im czasteczka jest bardziej polarna i tym
samym lepiej rozpuszczalna w wodzie tym gorzej przechodzi przez btong [3]. Zalezno$¢ tg przedstawia
Rysunek 1, gdzie zestawiono wspotczynniki przepuszczalno$ci [cm/s] wybranych zwigzkow w funkcji

ich polarno$ci. Wyraznym wyjatkiem w tym zestawieniu jest woda, dla ktorej zmierzona
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warto$¢ wspotczynnika przepuszczalno$ci wynosi 1072 i jest on zblizony do czgsteczek etanolu, molekuty

znacznie mniej polarnej[4].

kwas
tryptofan kapronowy
etanol
mocznik
gllcerol
glukoza indol
kwas
W ctow
L1111 |
012 O10 108 ‘IO6 ‘IO4

Wspotczynnik Przepuszczalnosci (cm/s)

niska > wysoka
przepuszczalnosc¢

Rys. 1 Wspotczynniki przepuszczalnosci [em/s] dla wybranych molekut obrazujacy ich zdolno$¢ do pasywnej dyfuzji w
poprzek dwuwarstwy lipidowe;.

Dos$wiadczenia oparte o pomiary zjawiska hemolizy oraz na modelowych blonach biologicznych czy
modelowych dwuwarstwach lipidowych, wykazuja iz woda posiada zdolno$¢ dyfuzji przez bton¢ pomimo
jej wysokiej polarnosci [P2], [5],[6, 7]. Sam mechanizm transportu nadal nie posiada jednoznacznego
opisu. W efekcie, w literaturze funkcjonuje kilka hipotez thumaczacych przechodzenie wody przez
dwuwarstwe lipidowa. Pierwsza z nich to model dyfuzji przez rozpuszczalno$¢, gdzie pojedyncze
czasteczki woda wnikajg w blong lipidowa (ang. solubility diffusion model) [8], [3], [9]. Drugi model to
model dyfuzji przez pory przejSciowe (ang. transient pore model). W modelu tym podstawowym trybem
transportu wody nie jest dyfuzja pojedynczych czasteczek wody, ale zaklada si¢ powstawanie
przejsciowych poroéw skladajacych si¢ z klastrow czasteczek wody, przemieszczajacych sie
kooperatywnie przez dwuwarstwe lipidowa. W modelu tym powstanie poréw wynika z fluktuacji gestosci
btony, zarowno w obszarze interfazy jak i w obszarze hydrofilowym btony. Natura tych dynamicznych
nieciaglosci btony moze by¢ hydrofobowa, taczac objetosci hydrofobowe dwuwarstwy badz hydrofilowa,
stabilizowana grupami polarnymi lipidow, odwrdconych do wnetrza dwuwarstwy. Zaklad sig, ze pory
hydrofobowe posiadaja znacznie krotszy czas zycia, rzedu psek i sg sub-nanometrowych rozmiaréw. Pory
hydrofilowe wymagaja znacznie wigkszej reorganizacji btony niz tylko lokalnych fluktuacji gestosci, sg
one bardziej stabilne i maja wigksze $rednice, rzedu 0,7-0,9 nm [10], [P5-P3, P1]. Modele te uwzgledniaja
role takich parametrow jak hydrofobowos¢ substancji przechodzacej przez btong, ich rozmiar

czasteczkowy oraz ksztatt. Wplyw na taki transport blony ma sktad i gestos¢ upakowania czasteczek
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lipidow w btonie. Model transportu wody przez blong wybierany jest raczej arbitralnie tak aby byt zgodny
uzyskiwanymi danymi eksperymentalnymi [11]. Mimo, ze woda tatwo przenika przez btong¢ lipidowa, w
uktadach biologicznych dodatkowo wystepuja biatka wspomagajace jej transport — akwaporyny [12]. Ich
odkrycie zostalo nagrodzone nagroda Nobla w roku 2003[13]. Obecnos¢ tych biatek transbtonowych
thumaczona jest wymogami kinetycznymi. [los¢ akwaporyn skorelowana jest z wielko$cig wymaganych
fizjologicznie strumieni wody np. w nerkach. Bialkom tym przypisuje si¢ takze inne funkcje o czym
Swiadcza doniesienia o ich roli, m in. w regulacji procesO6w neurologicznych jak pamig¢ czy plastycznos¢
synaptyczna[14], w rozwoju 1 progresji nowotworow [15, 16], w stanach zapalnych [17, 18], czy
funkcjonowania ukfadu immunologicznego [19]. Transport wody, nie jest wigc jedyna funkcja
akwaporyn, szczeg6lnie w Swietle tatwosci z jaka woda przenika przez dwuwarstwe lipidowa, w ktorej

biatka te sg zanurzone, [P4-P5],[P7] [3, 20-22].

2.2 Zjawisko samoagregacji lipidow i jego rola w formowaniu liposomow

Podstawg tworzenia si¢ liposoméw jest efekt hydrofobowy, zjawisko bedace wynikiem maksymalizacji
entropii uktadu sktadajacego si¢ z licznych czasteczek wody i czasteczek lipidow([23, 24]. Woda posiada
maksymalng entropi¢ w stanie, w ktorym jej czasteczki majg mozliwos¢ utworzenia jak najwigkszej liczby
wigzan wodorowych z innymi czasteczkami wody. Jesli wprowadzimy do niej inne substancje nastapi
reorganizacja jej czasteczek tak, aby zminimalizowaé energi¢ swobodng, przy jednoczesnej
maksymalizacji entropii (rownanie 1)

AG=AH-TAS (1)
Jesli wprowadzona czasteczka (jak np. jon) bedzie silnie oddziatywaé z czasteczkami wody, zmiana
entalpii bedzie wigksza niz zmiana entropii, stad czasteczki pozostang rozpuszczone w wodzie.
W sytuacji, gdy czasteczka dodana do wody ma niskg polarno$¢ i brak zdolno$ci tworzenia wigzan
wodorowych, konieczna zmiana entropii ukladu bedzie znacznie wigksza. Brak mozliwo$ci
oddziatywania z czasteczkami wody, skutkuje minimalizacja powierzchni ,,uporzadkowania wody” Sz

<281, czego konsekwencja jest agregacja czasteczek, jak to schematycznie przedstawiono na rys.2
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Rys. 2 Proces agregacji czasteczek hydrofobowych w wodzie powoduje iz catkowita powierzchnia “uporzadkowania wody”
jest zmniejszona 2S; > S, (AS > 0).

2.3 Znaczenie transportu wody przez blony w technologii kierowanych no$nikow lekow

Z powodu biokompatybilnosci, znaczna czgs$¢ kierowanych nos$nikéw lekow oparta jest na sferycznych
strukturach lipidowych — liposomach. Jednym z decydujacych czynnikow o przydatnosci liposoméw do
zastosowan farmakologicznych jest mozliwos¢ ich wytwarzania w warunkach przemystowych w sposob
powtarzalny z punktu widzenia jednorodno$ci rozmiaréw i sktadu, gdy wytwarzane sa z mieszanin
lipidow. Obecne na rynku preparaty liposomowe charakteryzujg si¢ powtarzalnym rozmiarem z dobrze
zdefiniowanym rozrzutem nie przekraczajacym 8 % (np. Doxil/Caelyx liposmowa forma doksorubicyny
posiada liposomy, ktorych $rednia srednica hydrodynamiczna wynosi 85 nm +- 5 nm pomig¢dzy seriami).
Jednym ze sposobow wytwarzania liposomow o zadanym rozmiarze jest ich kalibracja na filtrach
poliweglanowych z porami o odpowiednim rozmiarze. Jednakze, same pory nie gwarantuja uzyskania
pozadanych rozmiarow. Konieczne jest takze opracowanie precyzyjnych rezimoOw procesowych.
Ekstruzja liposomoéw z duzych agregatow wielowarstwowych wymaga zapewnienia statego przepltywu
objetosci, ktory nie bedzie powodowal akumulacji lipidow na powierzchni filtra. Proces ekstruzji zalezy
wigc od dwoch czynnikow; mechanicznych cech agregatow lipidowych, ktore zalezag w gtdwnej mierze
od skfadu lipidéw i temperatury wytwarzania oraz od wielkosci strumienia wody przez btony lipidowe,
ktéry gwarantuje uformowanie si¢ jednowarstwowych liposoméw w trakcie przechodzenia przez pory na
filtrze. Geometria procesu (duze rozmiary wielowarstwowych agregatéw w stosunku do $rednicy por w
filtrze) powoduje, ze powstanie liposomu wymaga kinetycznej harmonizacji strumienia wody przez btone
z predkoscig procesu ekstruzji. Okreslenie transportu przez btone lipidowa jest wiec krytycznym
parametrem procesowym, decydujacym o wydajnosci procesu ekstruzji jak i1 jakosci (homogennos$ci)
uzyskiwanych liposoméw. Niewystarczajacy strumien wody przez btong lipidowa moze spowodowac

heterogennos¢ liposoméw z punktu widzenia sktadu szczegdlnie w sytuacji, gdy liposomy formowane sg
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z mieszanin lipidow réznigcych si¢ podatnoscig na odksztalcenie (np. fosfatydylocholiny i cholesterolu).
Znany jest fakt, ze zle dobrane parametry procesowe skutkujg liposomami, ktorych sktad odbiega od
zamierzonego a ich populacja jest heterogenna z punktu widzenia proporcji lipidow w pojedynczych

liposomach [25].

3. Ogolny cel prac badawczych

Celem badan bylo opracowanie efektywnej metodologii oceny transportu wody przez dwuwarstwe
lipidowa jako narzedzia do rozwoju technologii wytwarzania nanozeli liposomowych do zastosowan
biomedycznych, w szczegdlnosci jako kierowanych no$nikéw substancji aktywnych biologicznie. Prace
te przyczynity si¢ do opracowania autorskiej technologii pozwalajacej zamyka¢ z duza wydajnoscig
substancje hydrofilowe, w skali przemystowej, takie jak hydrofilowe substancje niskoczasteczkowe,
polimery, bialka czy kwasy nukleinowe. Dzigki fatwej mozliwosci skalowania od gramatury
laboratoryjnej (<1g) do tysigcy kilogramow, dane z badan przepuszczalno$ci w skali laboratoryjnej
pozwolity rozwing¢ testowane rozwigzania do skali produkcyjnej. Mozliwos¢ kontroli transportu wody
przez blony jest jednym z kluczowych czynnikow, ktorych zrozumienie pozwala rozwija¢ opracowang
technologi¢ 1 oraz kontrolowa¢ sposob formowania pecherzykéw lipidowych w zaleznosci od wtasciwosci

srodowiska wodnego.

3.1 Opracowanie metody oznaczania transportu wody w blonach biologicznych

[P2] Biologiczna aktywno$¢ molekut w duzej mierze zalezy od dwoch czynnikow; jednym z nich jest
specyficzno$¢ dzialania na poziomie molekularnym, drugg zdolnos¢ do przechodzenia przez barierg jaka
jest btona biologiczna. Specyficzno$¢ to parametr, ktory jest wzglednie tatwo mierzalny za pomoca metod
biochemicznych badZ metodami dynamiki molekularnej. Przepuszczalno$¢ btony to parametr, ktéry nadal
nie jest fatwy do przewidzenia badz okres§lenia na podstawie dostgpnych metod. Nadal brakuje jasnych
kryteridow oceny substancji pod katem ich zdolno$ci do przechodzenia przez btony biologiczne. Jednym z
pierwszych modeli btony biologicznej wykorzystywanym do oceny oddzialywania molekut z btonami
biologicznymi byta blona plazmatyczna erytrocytow. Erytrocyty nie posiadaja wewngtrznych organelli,
dzieki czemu nie maja mozliwo$ci kompensacji powierzchni blony. Ich ekspozycja na dziatanie ci$nienia
osmotycznego, poprzez pomiar zmiany transmitancji $wiatta w funkcji czasu to jedno z podstawowych
metod okreslenia integralnosci btony lipidowej. Metoda ta bazuje na zatozeniu, iz ci$nienia osmotyczne
powstate w wyniku rozcienczenia fazy wodnej, w ktdrej zawieszone sg erytrocyty, powoduja wptyw wody

do ich wnetrza a w konsekwencji ich pekanie co okresla si¢ mianem hemolizy. Proces ten monitorowany
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jest jako zmiana transmitancji $wiatla, ktorego gtéwna sktadowsq jest $wiatto rozproszone. W technice tej
pomiar wykonywany jest poprzez gwattowne zmieszanie réwnych objetosci zawiesiny erytrocytow w
ptynie fizjologicznym z roztworem posiadajacym znaczaco nizsze ci$nienie osmotyczne. Powszechnie
stosowana metoda jest metodg statyczna, gdzie poziom hemolizy okresla si¢ dla szeregu probek o roznej
wielko$ci roznicy ci$nien osmotycznych po zadanym czasie. Zaproponowana przeze mnie metoda jest
metodg dynamiczng, gdzie mierzona jest zalezno$¢ zmiany rozpraszania Swiatla w funkcji czasu dla
zawiesiny erytrocytow wystawionych na dziatanie zadanej r6znicy ci$nien osmotycznych. W tym celu,
pozyskano erytrocyty ze $wiezej krwi zdrowych osobnikéw (RCKiK we Wroctawiu) lub zwierzat
(Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu) i rozcienczono w soli fizjologicznej do stalej wielkoS$ci
hematokrytu rownego 1%. Kinetyke osmotycznie indukowanej lizy tak przygotowanych erytrocytow
mierzono technikg zatrzymanego przeptywu, w ktorej rejestrowano transmisj¢ Swiatta w funkcji czasu.
Urzadzenie pomiarowe (BioLogic, Grenoble France) zostato wyposazone w lampg¢ ksenonowo-rtgciows,
monochromator o szczelinach 0,5 nm oraz kwarcowg kuwete przeplywowa o dlugosci drogi optycznej 1
cm. Zawiesing erytrocytow (300 mOsm) zmieszano z woda destylowana w roéznych proporcjach,
indukujac w ten sposob roézne gradienty cisnien osmotycznych. Przepuszczalno$¢ swiatla rejestrowano
przy 610 nm w odniesieniu do czystej wody, dla ktorej ustalono 100% wartosci przechodzenia §wiatta
(transmitancj¢). Krzywe zbierano przez 60 s z szybkos$cig probkowania 10 ms. Poniewaz spadek natezenia
Swiatla przechodzacego przez probke moze by¢ wynikiem zardwno absorpcji, jak i rozpraszania,
zarejestrowano dodatkowg kinetyke przy nizszych dlugosciach fali odpowiadajacych absorpcji
hemoglobiny. Stwierdzono, ze niezaleznie od dlugosci fali $wiatla obliczone parametry kinetyczne
hemolizy byly statystycznie nie do odrdznienia. Absorpcja probki wynika wylacznie z obecnosci
hemoglobiny, ktorej st¢zenie pozostaje stale podczas eksperymentu. Dlatego ilo$¢ zaabsorbowanego

Swiatla jest rowniez stala 1 nie przyczynia si¢ do procesow zaleznych od czasu.

Podsumowanie: Na podstawie obserwacji zmian w zachowaniu kinetyk w funkcji ci$nienia
osmotycznego, zaproponowalam wprowadzenie techniki ,skanu osmotycznego” co umozliwito
okreslenie optymalnej rdéznicy ci$nienia osmotycznego, ktére gwarantuje catkowita hemolize¢ oraz
minimalizuje rozrzuty wynikow. W pracy przeprowadzilam do§wiadczenia, wykazujace skuetczno$¢ i
zakres stosowalnosci metody w zaleznosci od gatunku, od ktérego pochodzi krew (cztowiek, krolik). Jest
to jedna z podstawowych metod oceny toksycznosci w trakcie badan nad nowymi nanono$nikami.
Prawidtowos$¢ metodologii pomiarowej, walidowanej w kontekscie zarowno dodatniego jak i ujemnego

wyniku decyduje o mozliwosci dalszego wykorzystania testowanego no$nika liposomowego.
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3.2 Opracowanie metody oznaczania dyfuzyjnego transportu wody przez dwuwarstwy lipidowe

Dotychczas opracowano szereg technik pozwalajagcych mierzy¢ dynamike uwodnienia blony lipidowej, w
tym jej dyfuzji, co przedstawiono w jednej z ostatnich prac przegladowych [26]. Nalezg do nich: techniki
rozpraszania neutronéw[27, 28], spektroskopia dielektryczna[29], spektroskopia terahercow (THz) [30],
spektroskopia fluorescencji w skali femtosekundowej (fs) [31] jak w skali psek-nanosek] jak podaje
nowsze prace [31-34] oraz techniki NMR [35], w szczegolnosci, 2H NMR [36], spektroskopia jadrowa
Overhausera (NOESY), 70O oraz ?H - dyspersja relaksacyjna magnetycznego rezonansu jadrowego
(NMRD), i '"H NMRD z i bez uzycia znacznikow spinowych [37]. Kazda z nich wymaga
wysokospecjalistycznego sprzetu, unikalnych kompetencji od operatora oraz skomplikowanych modeli
pozwalajacych wlasciwie zinterpretowaé dane eksperymentalne. Dlatego rzadko sa one stosowane w
warunkach przemystowych, gdy sa opracowywane i sprawdzane liposomy jako element nowych narzedzi
farmakologicznych w postaci kierowanych no$nikéw lekéw. Ostatnio pojawily si¢ w literaturze wyniki
oparte o symulacje komputerowe. Dla potwierdzenia wynikow wymagaja one jednak wsparcia w postaci
danych doswiadczalnych z racji trudnosci z opracowaniem samego modelu wody [38-40]. W celu oceny
transportu wody w poprzek dwuwarstwy lipidowej w sposob racjonalny z punktu widzenia naktadow
czasowych i finansowych zastosowalam alternatywne rozwigzanie korzystajac z czgsciowo opisanej w
[P2], techniki zatrzymanego przeptywu. Opiera si¢ ona na monitorowaniu zmian §wiatla padajacego na
probke w funkcji czasu, z mozliwos$cia akwizycji od milisekund do dziesiagtek godzin. Mierzone zmiany
intensywnosci $wiatta w czasie mogg wynikac ze zmian w absorpcji, transmisji, rozpraszaniu, polaryzacji
czy fluorescencji. Dzigki temu zaproponowane rozwigzanie jest mocno uniwersalne. Do oceny transportu
wody zastosowano podejscie, w ktorym monitorowane jest zmiana $wiatta rozproszonego tak jak

przedstawia to schemat przedstawiony na rysunku 3.

Swiatlo padajgce 405 nm

! °e 0O 00
« 0 OF ‘ Kierunek

——— przeptywu
0% % o ~\ elektrozawér

Swiatto rozproszone

O zawiesina jednowarstwowych liposoméw
e roztwdr czynnika osmotycznego

Rys. 3 Schemat uktadu pomiarowego do oznaczen transportu wody przez dwuwarstwe lipidowa.
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Liposomy, o okreslonym sktadzie lipidow, zawieszone w wybranym roztworze soli badz cukru, mieszane
sg w czasie krotszym niz milisekundy z roztworem tego samego czynnika osmotycznego o wyzszym
stezeniu. W wyniku réznic w ci$nieniu osmotycznym pomigdzy wnetrzem a zewngtrzem liposomow,
nastepuje wyciek wody z liposomow. Skutkiem tego zjawiska jest zmiana w natezeniu S$wiatta
rozproszonego na powierzchni liposoméw. Rozpraszanie $wiatta w funkcji czasu rejestruje si¢ pod katem
90° w stosunku do wiagzki padajacej. Uklad wyposazony jest w lampg ksenonowo-rteciows,
monochromator o szczelinie 0,5 nm i kwarcowa kuwete przeptywowa o dlugosci drogi optycznej 1,5 mm.
Dhugos¢ fali wigzki padajacej ustawiono na 405 nm. Sama technika pomiaru, po raz pierwszy
zaprezentowana w [P3] 1 wykorzystana do badania zjawisk transportu wody przedstawionych w [P4],
[PS], [P7], znana byla wcze$niej. NowoScia w zaproponowanym przez mnie podejsciu, bylo
uwzglednienie w analizie, zjawiska zachodzacego przed wzrostem intensywnos$ci §wiatta rozproszonego,
oznaczonego na rysunku 4 jako to. Wczesniejsze prace korzystajace z tej techniki pomingty obecno$é

obserwowanej zmiany w rozpraszaniu, ktora jak wykazano w trakcie
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Rys. 4 A Kinetyki zmiany rozpraszania Swiatta na liposomach (egg-PC) w obecnoS$ci roznicy ci$nienia osmotycznego
zbierane po zmieszaniu roztworu liposoméw z roztworem soli KCI. Linia prosta pokazuje zmian¢ w rozpraszaniu w
warunkach izoosmotycznych. B. Ilustracja procesu kurczenia si¢ liposomow z wyréznionymi obszarami zmian opisanymi
szczegolowo w tekscie.

prowadzonych prac, bardzo silnie zalezy od warunkow do$wiadczalnych, takich jak wielko$¢ roznicy
ci$nienia osmotycznego oraz sktadu dwuwarstwy lipidowej, jak opisano w [P3], potencjatu dipolowego
[P4] czy typu jonu w fazie wodnej [P5]. Pozwolito to uzyska¢ znacznie wigcej informacji zaréwno o

samym transporcie wody jak 1 podatno$ci mechanicznej badanej dwuwarstwy.

Uklad doswiadczalny zastosowany w prezentowanych badaniach sklada si¢ z jednowarstwowych
pecherzykéw lipidowych utworzonych w roztworze, ktdérego ci$nienie osmotyczne ma wartos¢ bliska

zera. Nastepnie pecherzyki poddaje si¢ dzialaniu roztworu o wysokim ci$nieniu osmotycznym i

21



monitoruje wynikowg kinetyke¢ kurczenia si¢ pgcherzykdéw. Poniewaz ci$nienie osmotyczne wewnetrznej
fazy wodnej pecherzyka jest pomijalne, roznica ci§nien osmotycznych w poprzek membrany pozostaje
stata przez caty czas trwania eksperymentu. Zaktadajac, ze pole powierzchni pgcherzykow si¢ nie zmienia,
strumien wody mozna opisa¢ nastgpujaca zaleznoscia:

dV  PArx
V,Adt  RT

2)

gdzie A to powierzchnia pgcherzykow, P wspotczynnik przepuszczalnosci dla wody, Vw molowa objetosé
wody, An rdznica ci$nien osmotycznych w poprzek blony.
W takim przypadku, zgodnie z rownaniem 2, strumien wody powinien pozosta¢ staty w czasie, co
oznacza, ze zalezno$¢ objetosci pecherzyka w czasie powinna si¢ zmienia¢ liniowo z nachyleniem
proporcjonalnym do iloczynu stezenia soli poza pecherzykiem i wspotczynnika przepuszczalnos$ci btony.
Przyktady doswiadczalnych krzywych kinetyk zebranych dla liposoméw uformowanych z
fosfatydylocholiny jajecznej, w funkcji réznicy cis$nienia osmotycznego przedstawiono na Rys. SA.
Wszystkie krzywe maja ztozony charakter niezgodny z przewidywaniami uproszczonego modelu
reprezentowanego przez rOwnanie 2.
W zaproponowanym przeze mnie modelu, krzywa kinetyki transportu wody posiada wyrazne trzy
obszary:
e poczatkowy spadek rozpraszania loo-lo.fin Wynikajacy z ustalania si¢ réwnowagi na zewnetrz
liposomow po zmieszaniu si¢ dwoch roztworow
e gwaltowny wzrost rozpoczynajacy si¢ od czasu to lo fin-Ifinfin Wynikajacy z wycieku (transportu)
wody przez dwuwarstwe lipidowa
e Ifinfin - [ obszar ustalenia si¢ rownowagi pomiedzy ciSnieniem osmotycznym, a mechaniczng
podatno$cia blony i fluktuacjami termicznymi
Intensywnos¢ §wiatla rozproszonego przez zawiesing pecherzykow zalezy od liczby liposoméw obecnych
na drodze optycznej, rozktadu wielko$ci liposomow 1 wiasciwosci optycznych trzech odrgbnych, choé
wspoélzaleznych obszarow: zewnetrznej fazy wodnej, dwuwarstwy lipidowej 1 wewngtrznej fazy wodne;.
Swiatlo jest najskuteczniej rozproszone na styku migdzy tymi regionami [41] . W trakcie eksperymentu z
zatrzymanym przeptywem, gdy zawiesing liposomOow miesza si¢ z roztworem zawierajagcym badany
zwigzek, zewnetrzna faza wodna zmienia si¢, co zmienia rowniez zewnetrzng powierzchnie dwuwarstwy
lipidowej. Mieszanie zawiesiny pgcherzykow ze stezonym roztworem jest procesem, ktory trwa przez
kilka milisekund. Dlatego poczatkowy spadek intensywno$ci rozproszonego $wiatla odpowiada zmianom

strukturyzacji (reorganizacji) zewngtrznej monowarstwy btony pecherzyka (Rys. 5B). Minimalna warto$¢
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natezenia §wiatla rozproszonego (lo, fin) odpowiada sytuacji, w ktorej interfaza kazdej monowarstwy btony
lipidowej jest eksponowana na rdzne roztwory wodne, a objetos¢ pecherzyka nie ulega zmianie. Nastepnie
zawiesina liposoméw przechodzi w stan réwnowagi, w ktérym rdznica ci§nien osmotycznych zostaje
zrownowazona przez modyfikacje topologie blony. Kofcowy, rownowagowy poziom natezenia Swiatta
rozproszonego (Ifin, in) odzwierciedla ostateczny, trwaly stan wszystkich powierzchni lipidowych. W
pozniejsze] analizie przyjeto, ze osmotycznie indukowany strumien wody ma miejsce wkrotce po
zrownowazeniu zewngtrznej fazy wodnej i trwa az do osiggnigcia ostatecznego stanu rownowagi blony
lipidowe;.

Aby zmierzy¢ wptyw rdznicy ci$nien osmotycznych na strumien wody, zmodyfikowano klasyczny model
biofizyczny. Rys. 5B pokazuje schematycznie typowa zalezno$¢ rozpraszania $wiatta w czasie po
ekspozycji pecherzykdw na roéznicg ci$nienia osmotycznego [P7,PS,P4,P3]. W opracowanej metodologii
stosuje si¢ rowniez ,,skan osmotyczny”, tak jak zaproponowano to w [P2], dzicki czemu otrzymuje si¢
dodatkowe informacje o ukladzie. Dane literaturowe [41], rys. 6.A-B oraz wyniki opublikowane w
publikacjach przedstawionych do habilitacji, pokazuja, ze intensywnos$¢ rozproszonego §wiatta zawiesiny
pecherzykow zalezy gtownie od wlasciwos$ci optycznych interfazy dwuwarstwy lipidowej. Innymi stowy,
zmiana wspoélczynnika zatamania blony o okoto 0,7 powoduje wicksza zmiang intensywnosci
rozpraszania niz podwojenie $redniej srednicy pecherzyka z 80 do 200 nm (rys. 6.B). W trakcie badan,
rozklad rozmiarow pecherzykow przed i po wycieku wody byl monitorowany za kazdym razem za
pomoca techniki Dynamicznego Rozpraszania Swiatta (DLS) a przykladowe dane zostaly
zaprezentowane na Rys.6 A. Z analizy opartej o rozpraszanie Mie, ktore jest obserwowane w
doswiadczeniu 1 pomiaréw kontrolnych technikg DLS, wynika jednoznacznie, iz obserwowane zmiany
pochodza od zmian wspoélczynnika zalamania $wiatla na granicy faz woda — blona, w wyniku
reorganizacji blony spowodowanej wyciekiem wody 1 kurczeniem liposomow. Zaproponowane podejscie
oraz dane kontrolne w serii publikacji [P3-P7] po raz pierwszy doswiadczalnie wykazaly Zrédto wzrostu
intensywnosci §wiatla rozproszonego, w trakcie wycieku, mimo obserwowanego niewielkiego spadku w

Srednicy hydrodynamicznej liposomow.
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Rys. 5 A Przyktadowe wyniki pomiaréw kontrolnych w technice dynamicznego rozpraszania §wiatta mierzone w funkcji
réznicy ci$nienia osmotycznego. B. Wyniki z analizy symulacji zmian w rozpraszaniu pod wptywem zmian w $rednicy
liposoméw oraz wspotczynnika zatamania $wiatla na granicy faz woda-btona [P4].

Ilosciowa ocena krzywych eksperymentalnych opiera si¢ na zalozeniu, ze woda przeplywa przez
spontanicznie utworzone pory lipidowe. To zalozenie rozszerza opis dwuwarstwy lipidowej z bariery
statycznej (opisanej rownaniem 2) na blizszg rzeczywisto$ci reprezentacj¢, gdzie blona jest traktowana
jako dynamiczny agregat lipidowy. Krzywe eksperymentalne mozna podzieli¢ na trzy etapy; podczas
poczatkowego etapu (I) spadku intensywnos$ci §wiatla rozproszonego odzwierciedlajgcego reorganizacje
zewngtrznej powierzchni dwuwarstwy lipidowej i tworzenie porow lipidowych, po dodaniu osmotycznie
aktywnego zwigzku do zewnetrznej fazy wodnej. Ten proces jest znacznie wolniejszy niz czas martwy
instrumentu i zalezy od warunkéw do$wiadczalnych. Zatozono, ze w tym czasie dwuwarstwa lipidowa
reorganizuje si¢, aby umozliwi¢ przeptyw wody. Czas trwania tej fazy jest rowny ,.to” i zalezy od
wewnetrznych wiasciwosci dwuwarstwy, w tym od sklonnosci do tworzenia si¢ poréw lipidowych co
wykazano w serii doswiadczen aplikacyjnych [P5, P7]. Prawdopodobienistwo otwarcia porow zalezy
zarowno od czynnikow wewnetrznych, takich jak sktad i wtasciwosci mechaniczne blony) [42, 43], oraz
czynnikow zewnetrznych, jak obecnos¢ gradientow elektrochemicznych czy obcigzenie mechaniczne
[44],[45, 46]. Dopiero utworzenie si¢ poréw lipidowych umozliwia pasywny strumien wody jak to
pokazuje réownanie (2). Wyptyw wody z pecherzykdéw zmienia ich wlasciwosci (w tym organizacje
interfazy dwuwarstwy), na co wskazuje rosngca intensywnos¢ rozproszonego swiatta. Koncowa wartos¢
natezenia $wiatla rozproszonego przez zawiesing pecherzykow jest wypadkowa wiasciwosci interfazy
kazdej z monowarstw blony (wewnetrznej 1 zewngtrznej), po zrébwnowazeniu ci$nienia osmotycznego
przez spr¢zysto§¢ mechaniczng btony i jej fluktuacje termiczne. Oznacza to, Ze zmiana rozpraszania
swiatla (Ifin, fin - Ifin, 0) moze by¢ wykorzystana jako miara podatno$ci btony na odksztalcenie, co zostato
potwierdzone za pomocg pomiaréw fluorescencyjnej mikroskopii flicker-noise [P7]. Aby uwzgledni¢
reorganizacj¢ btony po jej ekspozycji na rdznice ciSnien osmotycznych, rownanie 2 zmodyfikowano w

nastgpujacy sposob:
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Réwnanie 3 uwzglednia dwustopniowag kinetyke osmotycznie indukowanego strumienia wody
ocenianego na podstawie zmiany natezenia Swiatla rozproszonego. Przedstawione dane eksperymentalne,
zgodnie z przewidywaniami w literaturze, uzasadniaja stwierdzenie, ze sklonno§¢ do otwarcia poréw
lipidowych jest wewnetrzng wlasciwoscig btony, ktora zalezy od lipidéw tworzacych blone, sktadu faz
wodnych 1 réznicy ci§nien osmotycznych. Krzywa kinetyczna moze by¢ parametryzowana przy uzyciu
dwoch wielko$ci dynamicznych; czasu, w ktorym pojawia si¢ lokalne minimum (to) i dynamika zmiany
objetosci liposomow (strumien wody). Zawiesing pecherzykow wystawiong na dziatanie roznicy ci$nien
osmotycznych mozna rowniez analizowa¢ przy uzyciu parametrOw rownowagowych; zmiany nat¢zenia
$wiatla rozproszonego zwigzanego ze zmianami interfazy w dwuwarstwie lipidowej (Io, fin 1 Ifin, fin). RysS.
5B przedstawia schematycznie te wielko$ci. Lokalne minimum (to) jest skorelowane z reorganizacja
zewngtrznej interfazy, spowodowang pojawieniem si¢ osmotycznie aktywnego zwiazku (soli lub
sacharozy), po ktérym nastgpuje reorganizacja dwuwarstwy lipidowej. Czas opo6znienia punktu
odchylenia (to) zalezy od odpornosci dwuwarstwy lipidowej na reorganizacj¢ i jest proporcjonalny do
(Am)!. [P3, P4, P5, P7].

Podsumowanie. Obserwujac zachowanie zmian w rozpraszaniu $wiatta na pecherzykach liposomowych,

w trakcie indukowanego osmotycznie wyptywu wody z pecherzykdéw, zaobserwowalam, iz czas
potrzebny do przejScia od fazy spadku intensywnosci do gwattownego wzrostu (to) ma powtarzalny
charakter, niezalezny od technicznych parametréw urzadzenia pomiarowego. Czas ten zalezy natomiast
silnie, 1 w sposob liniowy, od réznicy ci$nien osmotycznych, bez wzgledu na rodzaj uzytej substancji
osmotycznie czynnej (NaCl, KCl, NaBr, NaSCN, sacharoza). Wprowadzenie do metodologii techniki
,»skanu osmotycznego”, zaproponowanego po raz pierwszy w [P2], pozwolito na postawienie hipotezy, iz
to co widzimy w kinetyce, to transport wody poprzedzony spontanicznym utworzeniem si¢ pory w btonie.
Wykazatam réwniez, iz obserwowany wzrost intensywnosci, w trakcie wycieku wody to efekt zmian we
wspotczynniku zalamania §wiatla na granicy faz woda/blona 1 wynika on z reorganizacji interfazy.
Wecezesniej w metodzie tej zupelnie niejasne bylo, dlaczego w trakcie kurczenia liposomow, przy
zmniejszajacej si¢ objetosci rozpraszanie nie maleje a ro$nie. Takie podejscie pozwolito dodatkowo
obserwowa¢ wzgledne zmiany w uporzadkowaniu dwuwarstwy lipidowej jako zmiany w warto$ci

rozpraszania jak szczegdlowo opisano w [P5].
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3.3 Wplyw struktury dwuwarstwy lipidowej na transport wody przez blony

Na podstawie analiz przeprowadzonych w [P1], oraz w celu potwierdzenia hipotezy o wystepowaniu por
transbtonowych odzwierciedlonych zmianami w rozpraszaniu $wiatla przez liposomy wystawione na
dzialanie réznicy ciSnien osmotycznych, podjeto badania nad okre§leniem znaczenia wlasciwosci
dwuwarstwy lipowej dla indukowanego osmotycznie transportu wody. W publikacji tej pokazano w jaki
sposob zmiana potencjatu dipolowego dwuwarstwy lipidowej (wywotana obecno$cia molekut
zmieniajacych jego warto$¢ takich jak floretyna oraz 6-ketacholestanol), zmienia podatno$¢ na wnikanie
wody. Spos$rdd znanych potencjalow elektrycznych zwigzanych z btona, potencjat dipolowy jest
najwiekszy generujgc lokalnie pole elektryczne o wartosci 10° V/m. Zasadnicza roznica pomiedzy
potencjalem blonowym a potencjalami powierzchniowym i dipolowym, wynika ze zrddla ich
pochodzenia. Pierwszy z nich generowany jest przez zewngtrzne pole elektryczne, natomiast dwa
pozostate generowane sg przez rozktad tadunkéw w samej dwuwarstwy lipidowej. Stad potencjat
dipolowy silnie zalezy od struktury btony i peini krytyczng rolg w procesach transportu czy w dziataniu
biatek btonowych. W pracy [P4], bazujac na opracowanej metodzie oraz pomiarach technika ,,relaksacji
rozpuszczalnika” (ang. solvent relaxation techmnique), wykazano, iz redukcja potencjatu dipolowego
zwigksza poziom uwodnienia dwuwarstwy lipidowej i w konsekwencji zwigksza przepuszczalno$¢ blony
dla wody. Natomiast wzrost warto$ci potencjatu dipolowego skutkuje spadkiem jej przepuszczalnosci dla
wody.

Jednym z pierwszych zastosowan opracowanej metody byto wykorzystanie jej do oceny tworzenia por w
btonach, zawierajacych utlenione lipidy [P3]. Okreslenie i zrozumienie tego zjawiska ma znaczenie
zarOwno w kontekscie procesow fizjologicznych zachodzacych w komoérkach jak rowniez w kontekscie
konstruowania no$nikéw liposomowych. W pierwszym przypadku, zwigzany jest z faktem, iz blony
komorkowe posiadaja w swojej strukturze lipidy o wigzaniach podwojnych, ktore stosunkowo tatwo
ulegaja utlenianiu. To skutkuje pojawieniem si¢ fragmentow polarnych w tancuchu weglowodorowym, w
miejscu utlenienia. W przypadku bton liposomowych nosnikow lekéw sytuacja jest bardzo podobna.
Proces utleniania jest procesem, w wyniku ktérego no$nik liposomowy moze utraci¢ integralno$é
dwuwarstwy lipidowej co prowadzi do uwalniania zamknigtej substancji czynnej, co jest niekorzystnym
zjawiskiem w kontekscie stabilno$ci opracowywanych preparatow. W pracy [P3], okres§lono wplyw
stopnia utleniania lipidow na przepuszczalnos¢ wody przez btony fosfolipidowe zbudowane z

fosfatydylocholiny (PC), wykorzystujac zarbwno metody do$wiadczalne jak i symulacje MD?. W pracy

2MD ang. Molecular Dynamics, metoda symulacji komputerowych stosowana do badan dynamiki oddzialywan w oparciu
numeryczne rozwigzania rownan ruchu Newtona.
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tej skupiono si¢ na wplywie stopnia utlenienia lipidow na przenikanie wody i na proces powstawania
porow. W badaniach do$wiadczalnych okre§lono zmiane wydajnosci wyptywu wody z pecherzykow
fosfolipidowych zawierajacych rézne ilosci utlenionych lipidéw. Przeprowadzone symulacje MD
modelowych, utlenionych, blon fosfolipidowych, pozwolity oceni¢ prawdopodobienstwo powstania
poréw oraz rolg¢ utlenionych lipidéw w tym procesie. Powstawanie przejSciowych porow w
dwuwarstwach lipidowych moze mie¢ daleko idace konsekwencje wszedzie tam, gdzie znaczenie ma
trwato$¢ gradientow potencjalow elektrochemicznych. Blony biologiczne odpowiedzialne sa za
wytworzenie 1 utrzymanie wewnatrzkomorkowej homeostazy jonowej, ktéra zalezy od wydajnego
przeptywu wody, w konsekwencji wszelkie roéznice ci$nienia osmotycznego na blonach biologicznych,
powstate w wyniku réznych proceséw metabolicznych, moga by¢ skutecznie wyeliminowane. Jednakze
losowe powstawanie, charakteryzujacych si¢ niskg specyficzno$cia, poréw w dwuwarstwie lipidowej jest
czynnikiem obnizajagcym barierowe funkcje btony biologicznej oraz utrudnia utrzymanie asymetrii
lipidow. W takim przypadku, biatka efektywnie i specyficznie transportujace wodg, takie jak akwaporyny,
zmniejszaja znaczenie niespecyficznego transportu wody przez pory lipidowe. Dlatego podwyzszona
sktonnos¢ btony do przejSciowego tworzenia poréw indukowanych utlenionymi lipidami begdzie
nieustannie wptywala na wewnatrzkomorkowa homeostaze i wymagania energetyczne dla jej utrzymania,
co z pewnoscig zmniejszy wydajnos¢ metaboliczng komoérek. Wptyw utlenionych lipidow na
przepuszczalno§¢ wody przez blone jest rowniez krytycznym czynnikiem przy projektowaniu
ukierunkowanych systemow dostarczania lekow na bazie lipidow. W tym przypadku kontrola utleniania
lipidow jest konieczna nie tylko dla zapewnienia stabilnos$ci sktadu chemicznego, ale takze dla
zachowania wiasciwosci fizykochemicznych preparatu. Zamykanie zwigzkow biologicznie czynnych w
nanokapsutkach lipidowych (liposomach) jest decydujacym czynnikiem wplywajacym na
ukierunkowanie leku i rozszerzenie niepozadanych skutkéw ubocznych.

Podsumowanie. W pracy wykazano, iz opracowana metoda pomiaru niespecyficznego transportu wody

przez btong lipidow3 jest na tyle czula 1 selektywna, Ze mozna przy jej pomocy oceni¢ znaczenie zmiany
wybranych parametréw btony na jej przepuszczalno$¢. W szczegdlnosci zmiana potencjatu dipolowego i
utlenienie lipidéw maja znaczacy wpltyw na niespecyficzng przepuszczalnosci blony. Zaproponowana
metodologia stanowita wazne wsparcie doswiadczalne wlasciwej interpretacji danych otrzymanych w

wyniku badan MD.

3.4 Wplyw skladu fazy wodnej na transport wody przez blony

27



Wszystkie uktady biologiczne sktadaja si¢ z dwoch faz: hydrofobowej i hydrofilowej, ktore sg rozdzielone
przez interfazy. Faza hydrofobowa jest obecna wewnatrz zlozonych makroczasteczek 1 zespotow
molekularnych, takich jak btony biologiczne. Hydrofobowy rdzen dwuwarstwy lipidowej zapobiega
swobodnej wymianie polarnych i natadowanych czasteczek miedzy réznymi przedzialtami wodnymi.
Uwaza sig, ze sklad fazy wodnej wptywa nie tylko na procesy zachodzace w objetosci komorki, ale takze
na te wystepujace w Srodowisku interfazy dwuwarstwy lipidowej. Pomimo duzej liczby prac
eksperymentalnych i teoretycznych, majacych na celu wyjasnienie funkcjonalnej wspotzaleznosci miedzy
fazami wodnymi 1 blonowymi, nadal brakuje szczegétowego zrozumienia tej zaleznosci. Wplyw jonow
hydrofilowych na struktur¢ 1 wlasciwosci dwuwarstwy lipidowej ma szczegodlne znaczenie, poniewaz
btony biologiczne sg czg¢sto narazone na ekstremalne nierownowagi potencjatéw elektrochemicznych.
Wykazano na przyklad, Ze jony zaktocaja uwodnienie, mobilno$¢ 1 organizacje lipidow w dwuwarstwie
lipidowe;j. Efekty te zalezg od typu jonow i wlasciwosci agregatow lipidowych. Badania wptywu rodzaju
jonow 1 ich ilo$ci na wlasciwosci i1 strukture biologicznie istotnych makroczastek zaowocowaly
konstrukcja serii Hofmeistera. Seria Hofmeistera ocenia jony zgodnie z ich zdolno$cig do uporzadkowania
czasteczek wody, co moze skutkowac réoznymi efektami, takimi jak zmiana zdolno$ci do wytracania
biatek. W pracy [P5] okreslono wptyw rodzaju jonu i jego st¢zenia na indukowany osmotycznie strumien
wody przez btony lipidowe zgodnie z wcze$niej opracowang metodologia. W celu oceny wigzania
badanego jonu z btong przeprowadzono badania przy pomocy kalorymetrii miareczkowej ITC (TAM 11,
TA Instruments). Gdy liposomy tworzone bylty w roztworach zawierajacych NaBr i NaCl, obserwowane
zmiany natgzenia $wiatfa rozproszonego byty znacznie mniejsze niz te w obecnosci soli NaSCN. Wynik
ten jest zgodny z wynikami badan kalorymetrycznych wykazujacych, ze jony SCN- sg silniej zmieniajg
wlasciwosci blon niz jony Br- lub Cl-. Gdy sila oddzialywania jon - blona jest pordownywana ze
wspolczynnikiem przepuszczalnosci dla wody nie obserwuje si¢ korelacji. To wskazuje, ze sktad jonowy
fazy wodnej nie zmienia przepuszczalnosci btony dla wody.

Podsumowanie: W pracy wykazano, ze natezenie $wiatta rozproszonego przez zawiesing liposomow w

trakcie indukowanego osmotycznie wyptywu wody jest miarg tego zjawiska oraz jest efektem przede
wszystkim zmian we wspotczynniku zalamania §wiatla na granicy woda-btona. Dzieki temu jest to
wygodna 1 prosta miara zmiany uporzadkowania interfazy dwuwarstwy lipidowej. Ilo§¢ $wiatla
rozproszonego przez zawiesing liposomow zalezy glownie od wlasciwosci na granicy faz lipid-woda, na
ktora wptywa rodzaj i ilo§¢ jonéw obecnych w fazie wodnej. Wykazano rdwniez, ze sklad jonowy fazy

wodnej nie wptywa na warto$¢ przepuszczalnosci btony lipidowe;.
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3.5 Korelacja parametrow mechaniki dwuwarstwy lipidowej z transportem wody

Zaproponowany model do$wiadczalny wraz z dedykowang metodologia pomiarowa pozwolit
wygenerowac dane do§wiadczalne wskazujace na to, Ze transport wody przez btong lipidowa jest mozliwy
dzieki spontanicznie powstajagcym porom. Formowanie si¢ pory wymaga zmiany topologii agregatu
lipidowego, ktéra skorelowana jest z mikromechanika agregatow lipidowych. Zaproponowany
mechanizm transportu wody przez blony zostal wykorzystany na okreslenie mechanizmow
molekularnych, ktére moga by¢ podstawg toksycznosci niespecyficznej wybranych substancji
amfifilowych [P7]. Badania przeprowadzone byly zaréwno na modelach biofizycznych jak i na
komodrkach. W badaniach wykorzystano techniki mikromanipulacji oraz fluorescencyjnej mikrosopii
flicker-noise w celu oceny mechanicznych wiasciwosci modelowej btony lipidowej. Uzyskane wyniki
porownano z transportem wody i stwierdzono zalezno$¢ pomiedzy wspotczynnikiem podatnos$ci na
zginanie btony oraz wspolczynnikiem przepuszczalnosci blony dla wody. Btona modyfikowana byta
roznymi ilo§ciami dwu- oraz troj-fenylku cyny (IV). Zmiany obserwowane w uktadach modelowych
(liposomach) widoczne byly rowniez w eksperymentach in-vitro na hodowlach komoérkowych.

Podsumowanie: Uzyskane przez mnie wyniki potwierdzity, iz zmiany w podatnos$ci blony na zginanie

(mierzone jako wspdlczynnik podatno$ci na zginanie ang. bending rigidity coefficient — parametr bedacy
wielokrotnoscig ksT okreslajacy podatnos¢ na lokalne odksztatcenie blony w wyniku ruchéw termalnych)
skorelowany jest z podatno$cia do tworzenia por lipidowych. Obserwowane wyniki w [P1] sa
komplementarne do danych otrzymanych wcze$niej, opisanych w [P3], oraz [P4], co zestawiono na

rys.7A oraz 7B.
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Rys. 6 A. Wykres podsumowuje obserwowang w pracach [P7], [P4], [P3] zalezno$¢ wplywu struktury btony lipidowej na jej
podatno$¢ na zginanie, dla badanych sktadow btony lipidowej. B. Wykres przedstawiajacy korelacj¢ pomigdzy czasem to ,
reprezentujagcym prawdopodobienstwo otwarcia pory w btonie a podatnoscig na lokalne odksztatcenie (wspdtezynnik modutu
na zginanie), opracowany w oparciu o uzyskane wyniki na kolejnych etapach rozwoju metodologii.
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4. Podsumowanie i wnioski

4.1 Mechanizm transportu wody i jego znaczenie w technologii wytwarzania Kkierowanych
nosnikow lekow

Wyniki moich badan pozwolity zaproponowac realistyczny model opisujacy transport wody przez
dwuwarstwe lipidowa. Dodatkowo zaprezentowatam metodologi¢ pomiarowa 1 wyznaczytam wartosci
parametréw mechanicznych blon liposomoéw. Przedstawione prace przedstawiaja szczegoty techniczne 1
metodologiczne opracowanych metodologii wraz z mozliwo$ciami ich zastosowania w aplikacjach
biomedycznych, co przedstawiono w serii publikacji aplikacyjnych [P3-P5, P7]. Na podstawie
otrzymanych danych zaproponowano model opisujacy molekularny mechanizm transportu polarnych
czasteczek wody przez hydrofobowa barierg lipidowa. Model ten zaktada pojawianie si¢ w blonie
lokalnych defektow, zmieniajacych jej integralnos$c/ciggtosé. W zaproponowanym modelu, transport
wody zalezy wiec od podatnosci btony do formowania pory/defektu. Doswiadczalnie przejawia si¢ to
niemonotonicznym charakterem kinetyki zmiany intensywno$ci $wiatla rozproszonego na liposomach
poddanych dziataniu rdéznicy ciSnien osmotycznych. W pracach wykazano réwniez, iz
prawdopodobienstwo utworzenia lokalnego defektu umozliwiajacego dyfuzje wody jest zalezne od
wlasciwosci mechanicznych blony. Po uformowaniu si¢ pory, woda pokonuje barier¢ btony na drodze
dyfuzji zgodnie z roéznicg potencjatow elektrochemicznych a wielko$¢ tego strumienia nie zalezy od
sktadu lipidowego dwuwarstwy. Zmiana sktadu lipidowego btony ma jednak znaczenie dla
prawdopodobienstwa powstania pory, ktory szacowany jest jakoSciowo na podstawie wartosci czasu to
wyznaczonego z krzywych kinetycznych rozpraszania liposomow dla serii r6znicy ci§nien osmotycznych
(pomiar w tzw. ,,skanie osmotycznym”). Sama roznica ci$nien osmotycznych takze zmieniata parametr
to. Do$wiadczenie, zdobyte w trakcie prowadzenia tych prac oraz nowe spojrzenie na natur¢ biofizyczng
liposoméw pozwolily na opracowanie autorskiej technologii wytwarzania nanozeli liposomowych.
Technologia ta ma zastosowanie w farmacji do wytwarzania preparatow nowej generacji tzw.
kierowanego dostarczania substancji biologicznie czynnych oraz do konstrukcji biosensorow [P6].
Rozw@j] nanotechnologii w kierunku mozliwosci rozwinigcia zastosowan biomedycznych wymaga
interdyscyplinarnego podejscia, taczacego wiedze z zakresu biofizyki i1 fizykochemii nanoagregatow,
fizjologii, immunologii 1 patofizjologii z kompetencjami inzynierskimi w zakresie projektowania
urzadzen i procesOw. W prowadzonych pracach czgsto rozwigzanie zagadnienia badawczego wymagato
wykonania 1 skalibrowania autorskich urzadzen np. urzadzenia do wytwarzania mikro-liposomow w

warunkach termostatowanych (wielokomorowy zestaw do elektroformacji) wraz z towarzyszaca mu
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elektroniky, komory do obrazowania mikro-liposoméw, o konstrukcji gwarantujacej minimalny ruch
konwekcyjny cieczy, zautomatyzowane urzadzenie do wytwarzania liposoméw z pomiarem sity ekstruz;ji
(pierwsze rozwigzanie tego typu na S$wiecie), czy skonstruowanie urzadzenia produkcyjnego do
wytwarzania nanozeli liposomowych. Przeprowadzone w ramach osiggnigcia naukowego badania,
poprzez sformutowania nowego spojrzenia na agregaty lipidowe, umozliwity opracowanie uniwersalnej
technologii wytwarzania liposomow na skale przemystowa na drodze ekstruzji jak tez w wyniku

optymalizacji procesu samoorganizacji.

4.2 Glowne osiagniecia cyklu naukowo-badawczego

e [P1, P2] Na podstawie obserwacji zmian w zachowaniu kinetyk w funkcji roznicy ci$nien
osmotycznych, opracowatam metode¢ ,,skanu osmotycznego” co umozliwito okreslenie optymalne;]
réznicy ci$nien osmotycznych, ktdre gwarantuja osiagnigcie catkowitej hemolizy a przeprowadzenie
wielopunktowego pomiaru pozwolito na zmniejszenie rozrzutdéw mierzonych parametrow. W pracy
przeprowadzitam do§wiadczenia, pokazujace, ze optymalna roznica ciSnien osmotycznych zalezy od
gatunku, od ktérego pochodzi krew (cztowiek versus krolik). Jest to jedna z kluczowych metod
oceny toksyczno$ci w trakcie badan nad nowymi wyrobami nano-bio-medycznymi. Prawidlowos¢
metodologii pomiarowej, walidowanej w kontekscie zardowno wystepowania lub braku toksycznosci,
wskazuje na mozliwe zastosowania wyrobu nano-bio-medycznego.

o [P3, P4] Zaproponowatam nowy model opisujacy transport wody przez btong, ktory nastepnie
wykorzystano do interpretacji krzywych kinetycznych uzyskiwanych dla zawiesiny liposomow
wystawionych na dziatanie réznicy ci$nien osmotycznych. Nowa parametryzacja krzywych
kinetycznych pozwolita na zdefiniowanie parametrow przydatnych do rozwoju technologii
liposomowych oraz wskazanie w jaki sposob parametry te moga by¢ modyfikowane. Opracowana
nowa metodologia wskazala, ze intensywnos¢ §wiatla rozpraszanego przez liposomy zalezy w
glownej mierze od wlasciwosci interfazy blony co z kolei pozwolito oceni¢ w jaki sposob sktadniki
fazy wodnej oddziatujg z lipidami. Dodatkowo, wprowadzenie ,,skanu osmotycznego™ jako metody
oceny wilasciwosci liposomoéw, zaproponowanego po raz pierwszy w [P2], pozwolilo na
zaproponowanie hipotezy, iz mierzone kinetyki mozna spojnie zinterpretowac transportem wody
poprzedzonym utworzeniem si¢ pory w blonie.

e [P5] Wykazalam réwniez, iz obserwowany wzrost intensywnos$ci, w trakcie wycieku wody to efekt
zmian we wspotczynniku zalamania $wiatta na granicy faz woda/btona i wynika on z reorganizacji

interfazy w trakcie kurczenia. Wczesniej w metodzie tej zupelnie niejasne bylto, dlaczego w trakcie
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kurczenia liposomoéw, przy zmniejszajacej si¢ objetosci rozpraszanie nie maleje a rosnie. Takie
podejscie pozwolitlo dodatkowo obserwowaé wzgledne zmiany w uporzagdkowaniu dwuwarstwy
lipidowej jako zmiany w warto$ci rozpraszania. Dzigki temu jest to wygodna i prosta miara zmiany
uporzadkowania interfazy dwuwarstwy lipidowej. [lo§¢ §wiatla rozproszonego przez zawiesing
liposomoéw zalezy gltdwnie od wlasciwosci na granicy faz lipid-woda, na ktorg wplywa rodzaj i ilos¢
jonoéw obecnych w fazie wodnej. Wykazano rowniez sktad jonowy fazy wodnej nie wplywa na
warto$¢ przepuszczalnosci.

e [P7] Uzyskane przez mnie wyniki potwierdzity, iz zmiany w podatno$ci btony na zginanie (mierzone
jako wspotczynnik podatnosci na zginanie ang. bending rigidity coefficient — parametr bedacy
wielokrotnoscig ksT) zwigzane sg z podatnoscig btony do tworzenia por lipidowych, wplywajac w
ten sposob na wielko$¢ strumienia wody indukowanego réznicg ci$nien osmotycznych.

e [P6] Opracowana metodologia, razem z innymi technikami pomiaru przechodzenia przez btony
lipidowe, zostata przedstawiona w metodycznej pracy przegladowej w podreczniku, pod redakcja
prof. Katie Edwards (Cornell University). Celem opracowania bylo wykazanie uzytecznosci
liposoméw w badaniach nad nowymi formami lekéw, zarowno dla substancji niskoczasteczkowych
jak 1 wysokoczasteczkowych.

e Opracowane metodologie i narzedzia pomiarowe skutecznie wykorzystalam w opracowaniu
autorskiej technologii wytwarzania liposomowych no$nikéw lekow, ktorg zgloszono do
miedzynarodowej ochrony patentowej WO2018172504-A1 —pkt. I-C—3.3.  Przybylo, M.,
M. Langner, and T. Borowik. "Unilamellar Liposome with One Lipid Bilayer Enclosing Hydrophilic
Space Useful in Liquid Composition for E.G. Medicament and Cosmetic Product, Comprises
Hydrophobic Compound Forming Lipid Bilayer, and Propylene Glycol or Glycerin." Nowa
technologia wytwarzania liposoméw zostala wdrozona do produkcji na terenie przedsigbiorstwa
Lipid Systems sp. z o.0., ktére dzigki tej technologii jest unikalnym, w skali §wiata, miejscem
wytwarzania liposomowych no$nikéw lekow. W sprzedazy obecnie s3 dwa produkty liposomowe
(Ascolip® Liposachettes™, VitaDLip), oparte o opracowang technologie, natomiast w

przygotowaniu do wdrozenia, kolejne cztery.

5. Obecne projekty i zagadnienia badawcze

Moja obecna dzialalno$¢ naukowo - badawcza, koncentruje si¢ na rozwoju opracowanej technologii

wytwarzania liposomowych no$nikéw lekéw 1 zamykania z duza wydajnoscia makromolekut
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hydrofilowych. Ponizej przedstawiam krotka charakterystyke projektow badawczych, ktére obecnie sa

przeze mnie realizowane:

opracowanie liposomowe]j postaci doksorubicyny krystalizowanej na polimerach zamknietych
wewnatrz liposomow z przeznaczeniem do uwalniania za pomocg techniki wysokozogniskowanych
ultradzwigkow z obrazowaniem MRI (HIFU — High Intensity Focused Ultrasound). Celem projektu
jest opracowanie liposomowych nano-no$nikow lekow, ktére posiadajg wysoki kontrast dla fali
ultradzwigkowej o wysokiej czestotliwosci wynikajacy zarowno ze struktury btony lipidowej jak 1
mechanicznych wtasciwosci wewngetrznej, zawierajacej polimer, fazy wodnej. Taka konstrukcja
liposomu pozwoli na kontrolowane uwalnianie zawarto$ci nano-agregatu, lokalnie w organizmie
cztowieka w obszarze zogniskowanym przez ognisko wigzki generowanej technikg High Intensity
Focused Ultrasound HIFU. Z sukcesem =zostala zakonczona I faza projektu 2016-2018
wspotfinansowanego przez Projekt ,,Innowacyjne nanono$niki cytostatykow w technologii
SonosomeTM do lokalnego uwalniania z wykorzystaniem zogniskowanych ultradzwigkow (HIFU)”
catkowita warto$¢ projektu 5 535 715,00 zt dofinansowanie 4 644 850,00 zl, okres realizacji
01.01.2016-30.06.2018r. Nr wniosku POIR.04.01.04-00-0050/15. Obecnie projekt uzyskat
pozytywng opini¢ NCBiR w zakresie realizacji czgsci badawczej 1 wszedl w faze przygotowania do
wdrozenia.

opracowanie liposomowej formy zelaza dla poprawy biodostgpnosci zelaza u chorych ze
zdiagnozowang anemia spowodowang niedoborem tego skfadnika (m.in. pacjenci onkologiczni —
kobiety z migsniakami macicy, pacjenci przed operacjami z obnizonym poziomem hemoglobiny,
pacjenci z niewydolno$cig nerek zakwalifikowani do leczenia nerkozastgpczego).

opracowanie nanosnika dla terapii genowych, szczegdlnie z wykorzystaniem siRNA. Celem projektu
jest rozw0j nowych strategii dostarczania kwaséw nukleinowych dla terapii genowych w oparciu o
innowacyjng, autorska technologi¢ wysokowydajnego zamykania makromolekul w liposomach.
Projekt zaklada opracowanie liposomowego, nie-kationowego, nosnika zawierajacego kwasy
nukleinowe, ktory zapewniatby zarowno kontrolowany sposob zamykania polimeru, mozliwos$¢
modyfikacji jego powierzchni w sposob niezalezny od rodzaju i sktadu wewnetrznej fazy wodne;.
Proponowane rozwigzanie jest ekonomicznie co powoduje, ze przyszle, oparte o tg technologii
wyroby, beda atrakcyjng oferta rynkowa. Aktualnie w literaturze mozna znalez¢ dwa typy wektorow
genetycznych — wirusowe z wysoka wydajnoscig transfekcji oraz nie-wirusowe, gtéwnie kationowe
liposomy czy polimery, znane jako ,,lipo- lub poly-plexy” o niskiej efektywnos$ci. Jednak problem z

powtarzalno$cig tworzenia struktury kompleksu lipid-DNA, wysoka cena surowcoéw oraz bardzo
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niski poziom transfekcji powoduja, iz rozwigzanie to jest nieprzydatne dla zastosowan bio-nano-
medycznych. W przeciwienstwie do wszystkich dostgpnych rozwigzan, autorskie rozwiazanie
LipoShell®, umozliwia, nieosiagalne innymi metodami, udokumentowane procenty zamkniecia
polimeréw z wydajnoscia przekraczajaca 80% co znaczaco poprawia efektywnos¢ wprowadzania
materialu genetycznego do wngtrza komoérek. W ramach projektu przewiduje si¢ wykorzystanie
posiadanej technologii do dostarczania kwasow nukleinowych do komoérek skory, pod katem
mozliwosci terapii genowej komorek somatycznych, w tym fibroblastow, dla zwigkszenia produkcji
kolagenu oraz keratynocytow, dla obnizenia ekspresji czynnikéw indukujacych odpowiedz ukladu
immunologicznego, pod katem mozliwosci zastosowania w wybranych chorobach skory, takich jak
luszczyca.

opracowanie liposomowych kropli do oczu z przeznaczaniem do stosowania w leczeniu Syndromu
Suchego Oka (DES). Efektem dzialania kropli jest odbudowa uszkodzonej warstwy filmu lzowego
poprzez dostarczenie optymalnego skladu fosfolipidow. Projekt wspolfinansowany jest przez
Europejski Fundusz Rozwoju Regionalnego, Program Operacyjny Wojewodztwa Malopolskiego na
lata 2014-2020, Os$ priorytetowa: Gospodarka wiedzy, Poddzialanic 1.2.1 ,Projekty badawczo
rozwojowe przedsigbiorstw™ na realizacj¢ projektu nr RPMP.01.02.01-12-0491/16 pt. . .Prace B+R
w zakresie chemii medycznej 1 ich zastosowanie w terapii syndromu suchego oka”. Celem projektu
Jest stworzenie 1 wdrozenie skutecznych rozwigzan bedacych innowacja produktowa na skale
migdzynarodowa, ktorymi bgda wyroby medyczne - bezetanolowe liposomowe preparaty
okulistyczne do zastosowania we wspomaganiu terapii zespolu suchego oka. Skutecznosé
preparatow opracowanych w toku prac B+R zostanie potwierdzona w ramach pilotazowego badania
klinicznego przeprowadzonego na grupie pacjentow. Finalnie opracowane preparaty dedykowane sg
poprawie jakosci zycia 0sob z symptomami zespolu suchego oka, tj. grupie stanowiacej wg. ostatnich
szacunkow ponad 30% populacji Polski. Calkowita wartos¢ Projektu wynosi: 3 804 163,20 zi przy
dofinansowaniu projektu z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego2 333 191,20 zi

250% 2009
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2.WYKAZ DOROBKU

Wykaz opublikowanych prac naukowych lub tworczych prac zawodowych oraz informacja o
osiggnieciach dydaktycznych, wspolpracy naukowej i popularyzacji nauki.

I. Wykaz innych (niewchodzacych w sklad osiagniecia wymienionego w pkt 4)
opublikowanych prac naukowych oraz wskazniki dokonan naukowych

A. Publikacje naukowe w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JRC)
Po doktoracie:

1. tukawski M, Datek P, Borowik T, Forys A, Langner M, Witkiewicz W, Przybylo M,
New oral liposomal Vitamin C formulation: properties and bioavailability.
Journal of Liposome Research 2019 przyjete do druku

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na wykonaniu doswiadczen w zakresie opracowania
liposomowej postaci witaminy C w autorskiej technologii zelu liposomowego, zaplanowanie i
przeprowadzenie do$wiadczen klinicznych dotyczacych farmakokinetyki witaminy C oraz jej
biodostepnosci w postaci liposomowej, jak rowniez prowadzenie analiz fizykochemicznych (reologia).
Udziat obejmowat pozyskanie dofinansowania na prace badawcze. Moj udzial procentowy szacuje na 40
%

Impact factor: 2,576 liczba pkt MNiSW: 25

2. Bar A, Targosz-Korecka M, Suraj J, Proniewski B, Jasztal A, Marczyk B, Sternak M, Przybylo M,
Kurpinska A, Walczak M, Kostogrys R B, Szymonski M, Chlopicki S Degradation of Glycocalyx
and Multiple Manifestations of Endothelial Dysfunction Coincide in the Early Phase of Endothelial
Dysfunction Before Atherosclerotic Plaque Development in Apolipoprotein E/Low-Density
Lipoprotein Receptor-Deficient Mice.

Journal of the American Heart Association. 2019, vol. 8 nr 6 s. e011171-e011171

Moj wyktad w powstanie pracy polegal na wytworzeniu i charakteryzacji liposomowej postaci gadolinium
wykonanej w technologii zelu liposmowego (LipoShell®). M6j udziat procentowy szacuje na 5 %.
Impact factor : 4,450 liczba pkt MNiSW: 40

3. Szostak K, Czogalla A, Przybylo M, Langner M
New lipid formulation of octenidine dihydrochloride.
Journal of Liposome Research. 2018, vol. 28 nr 2 's. 106-111

Moj wkiad w powstanie pracy polegal na opracowaniu, wytworzeniu 1 charakteryzacji liposomowej
postaci oktenidyny, przekazanej nastepnie do badan efektywnos$ci mikrobiologicznej. Udziat obejmowat
réwniez pozyskanie dofinansowania na prace badawcze. M§j udziat procentowy szacuje¢ na 40 %. Wyniki
zostaly zgloszone do ochrony patentowe;.

Impact factor : 2,576 liczba pkt MNiSW: 25
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4. Fraczkowska K, Bacia M, Przybylo M, Drabik D, Kaczorowska A, Rybka J, Stefanko E,
Drobczynski S, Masajada J, Podbielska H, Wrobel T, Kopaczynska M
Alterations of biomechanics in cancer and normal cells induced by doxorubicin.
Biomedicine & Pharmacotherapy. 2018, vol. 97 s. 1195-1203

Mo; wkiad w powstanie pracy polegat na zaplanowaniu do$wiadczen 1 wykonaniu czgsci
eksperymentalnej dotyczacej oceny zmian w mikromechanice blon lipidowych pod wplywem
doksorubicyny. Udziat obejmowat rowniez pozyskanie dofinansowania na prace badawcze. M6j udziat
procentowy szacuj¢ na 10 %.

Impact factor:3,457 liczba pkt MNiSW: 25

5. Drabik D, Doskocz J, Przybylo M
Effects of electroformation protocol parameters on quality of homogeneous GUV populations.
Chemistry and Physics of Lipids. 2018, vol. 212 s. 88-95

Mo¢j udzial obejmowat zaplanowanie i1 opracowanie zmodyfikowanego protokotu wytwarzania
mikroliposomoéw w technice elektroformacji, jak réwniez zaprojektowanie i wykonanie ukfadu do
wytwarzania mikroliposoméw (konstrukcja komoér do elektroformacji). Udzial obejmowat rowniez
pozyskanie dofinansowania. Mj udzial procentowy szacuje na 30 %.

Impact factor:2,766 liczba pkt MNiSW: 25

6. Doskocz J, Drabik D, Chodaczek G, Przybylo M, Langner M
Statistical Analysis of Bending Rigidity Coefficient Determined Using Fluorescence-Based Flicker-
Noise Spectroscopy.
Journal of Membrane Biology. 2018, vol. 251 nr 4 s. 601-608

Moj udzial obejmowat dostarczenie warsztatu do wytwarzania liposomow (konstrukcja 1 wykonanie
komory do elektroformacji, konstrukcja systemu do obrazowania stabilizujacego pecherzyki w trakcie
pomiardw na mikroskopie konfokalnym oraz nadzor nad pracami do$wiadczalnymi. Moj udziat
procentowy szacuj¢ na 20 %.

Impact factor:1,638 liczba pkt MNiSW: 20

7. Glogocka D, Przybylo M, Langner M
Molecular crowding has no effect on the dilution thermodynamics of the biologically relevant cation
mixtures.
General Physiology and Biophysics. 2017, vol. 36 nr 2 s. 197-204

Moj udziat obejmowal prace eksperymentale oraz analiz¢ danych. M6j udziat procentowy szacuje na 10%.
Impact factor:1,479 liczba pkt MNiSW: 15

8. Przybylo M, Glogocka D, Dobrucki J.W., Fraczkowska K, Podbielska H, Kopaczynska M, Borowik
T, Langner M
The cellular internalization of liposome encapsulated protoporphyrin IX by HeLa cells.
European Journal of Pharmaceutical Sciences. 2016, s. 39-46

Moj udziat obejmowat zaplanowanie i wykonanie do$wiadczen w zakresie hodowli komoérkowych,
wykonania i charakteryzacji liposoméw w funkcji sktadu blony, wykonania i charakteryzacji formulacji
fotouczulacza. M6j udzial procentowy szacuj¢ na 30 %.

Impact factor:3,756 liczba pkt MNiSW: 35
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9. Drabik D, Przybylo M, Sikorski A, Langner M,
The Effect of a Fluorophore Photo-Physics on the Lipid Vesicle Diffusion Coefficient Studied by
Fluorescence Correlation Spectroscopy.
Journal of Fluorescence. 2016, vol. 26, nr 2 s. 661-669

Moj udziat obejmowal opracowanie metody weryfikacji oceny wspdtczynnika dyfuzji pod katem
kalibracji objetosci ogniskowej w FCS (Fluorescencyjna Spektroskopia Korelacyjna), dla badan z
liposomami. Wykonywatam do$wiadczenia w technice FCS oraz DLS, bratam udziat w przygotowaniu
manuskrytpu. Mdj udziat procentowy szacuje na 30 %.

Impact factor:1.461 liczba pkt MNiSW: 25

10. Drabik D, Przybylo M, Chodaczek G, Iglic A, Langner M,
The modified fluorescence based vesicle fluctuation spectroscopy technique for determination of
lipid bilayer bending properties.
Biochimica et Biophysica Acta — Biomembranes. 2015, vol. 1858 nr 2 s. 244-252

Mo¢j udzial obejmowat, pozyskanie dofinansowania, zaplanowanie doswiadczen a nastgpnie dostarczenie
warsztatu do wytwarzania liposoméw (konstrukcja 1 wykonanie komory do elektroformacji, konstrukcja
systemu do obrazowania stabilizujacego pegcherzyki w trakcie pomiardw na mikroskopie konfokalnym
oraz udziat w pomiarach technikg mikroskopii konfokalnej oraz spinning-disc. Nie obejmowat analizy
danych 1 opracowania metodologii analizy. Mj udzial procentowy szacuje na 30 %.

Impact factor:3,498 liczba pkt MNiSW: 35

11. Glogocka D, Przybylo M, Langner M
Molecular Machines - a New Dimension of Biological Sciences.
Cellular & Molecular Biology Letters. 2015, vol. 20 nr 2 s. 248-264

Moj udzial polegat na przygotowaniu opracowania literaturowego oraz graficznego. Uwzgledniat pisanie
manuskryptu. Mo6j procentowy szacuje na 10%.
Impact factor: 1,753 liczba pkt MNiSW: 15

12. Glogocka D, Noculak A, Pucinska J, Jopek W, Podbielska H, Langner M, Przybylo M
Analysis of metal surfaces coated with europium-doped titanium dioxide by laser induced
breakdown spectroscopy.

Acta of Bioengineering and Biomechanics. 2015, vol. 17 nr 3 s. 33-40

Moj udziat obejmowat zaplanowanie doswiadczen oraz wykonanie pomiaréw technikg LIBS w celu oceny
jednorodnosci pokrycia powierzchni metalowych powlekanych tlenkiem tytanu domieszkanownym
europem. Bratam aktywny udziat w pisaniu manuskryptu. Moj udziat szacuj¢ na 35%.

Impact factor: 0,767 liczba pkt MNiSW: 15

13. Szura D, Ozimek L, Przybylo M, Karlowicz-Bodalska K, Jazwinska-Tarnawska E, Wiela-Hojenska
A, Han S
The Impact of Liposomes on Transdermal Permeation of Naproxen - in Vitro Studies. Acta Poloniae
Pharmaceutica. 2014, vol. 71 nr 1 s.145-151

Moj udzial polegat na wykonaniu pomiaréw przechodzenia przez skérg na modelu skory z ucha $wini na
komorach Franza i opracowaniu formulacji liposomowej zawierajacej naproxen. Mdj udziat szacuje na
15 %.
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Impact factor: 0,737 liczba pkt MNiSW: 15

14. Kaczynski M, Borowik T, Przybylo M, Langner M
Dilution thermodynamics of the biologically relevant cation mixtures.
Thermochimica Acta. 2014, vol. 575 s. 269-275

Mo6j udziat polegat na wykonaniu pomiaréw technikg izotermicznej kalorymetrii miareczkowej —
miareczkowanie roztworéw wybranych par soli oraz pisaniu manuskryptu. Moj udziat szacuje na 10%.
Impact factor: 2,184 liczba pkt MNiSW: 30

15. Przybylo M, Procek J, Kaczynski M, Borowik T, Hof M , Langner M
A multitime-scale approach of the lipid bilayer dynamics,
Advances in Planar Lipid Bilayers and Liposome vol. 15, 2012

Mo¢j udziat polegal na zaplanowaniu i wykonaniu do§wiadczen w zakresie wykazania zmian w dynamice
dwuwarstwy lipidowej. Celem pracy bylo wykazanie, iz w badaniach, gdzie mierzy si¢ zmiany w
dynamice dwuwarstwy lipidowej, konieczne jest prowadzenie badan w catej skali czasowej. Na podstawie
molekul — lidokainy oraz etanolu, wykazano, iz zmiany w dynamice dwuwarstwy lipidowe] moga
zachodzi¢ np w zakresie mikrosekund (dyfuzja) podczas gdy w zakresie nanosekundowym, zmiany nie
muszg by¢ widoczne. W pracy pomiary prowadzone byly technikami FCS (Fluorescencyjna
Specktroskopia Korelacyjna), stopped-flow, solvent relaxation. Moj udziat szacuj¢ na 50%.

Rozdzial w ksigzce

16. Borowik T, Przybylo M, Pala K, Otlewski J, Langner M.
Quantitative measurement of Au and Fe in ferromagnetic nanoparticles with Laser Induced
Breakdown Spectroscopy using a polymer-based gel matrix.
Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy. 2011, vol. 66 nr 9-10 s. 726-732

Mo¢j udziat polegat na zaprojektowaniu oraz wykonaniu dos§wiadczen technikg Spektroskopii Laserowo-
Indukowanego Rozpadu do ilosciowej oceny =zawartoSci ztota 1 zelaza w nanoczastkach
ferromagnetycznych. W trakcie do$§wiadczen opracowano metod¢ ilo§ciowego oznaczania skiadu w
nanoczastkach bez konieczno$ci ich rozcienczania. Wyniki zwalidowano technikg ICP. M¢j udziat
szacuje na 30%.

Impact factor: 2,876 liczba pkt MNiSW: 35

41



Podsumowanie parametryczne:

Dorobek niewskazany jako osiggniecie naukowe:

Pozycja IF MNiSW |Pozycja |IF MNiSW | Pozycja |IF MNiSW
1. 2,576 25 6. 1,638 20 11. 1,753 15
2. 4,450 40 7. 1,479 15 12. 0,767 15
3. 2,576 25 8. 3,756 35 13. 0,737 15
4. 3,457 25 9. 1,461 25 14. 2,184 30
5. 2,766 25 10. 3,687 35 15. 2,876 35

Sumaryczny impact factor dla publikacji innych niz wskazanych jako osiagni¢cie naukowe: 36,163

Sumaryczna liczba punktow MNiSW: 380

Dorobek wskazany jako osiagniecie naukowe:

Sumaryczny impact factor dla publikacji wskazanych jako osiggnigcie naukowe: 17,272

Sumaryczna liczba punktéw MNiSW: 194

Sumaryczny IF po doktoracie : 53,435

Sumaryczna liczba pkt MNiSW po doktoracie: 574

Sumaryczny IF przed i po doktoracie : 53,435+14,026 = 67,461
Sumaryczna liczba pkt MNiSW przed i po doktoracie: 574 + 150 = 724
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Przed doktoratem:

Badania prowadzone w ramach mojej pracy doktorskiej pt. ” Wybrane Aspekty Dwuwarstwy Lipidowej”
dotyczyty okreslenia wptywu wybranych anestetykéw na dynamike dwuwarstwy lipidowej. Miaty
charakter poznawczy zwigzany z okresleniem mechanizmu dziatania anestetykéw. Podstawa do podjecia
tego zagadnienia, byly dane literaturowe sugerujagce mozliwos¢ modyfikacji funkcjonowania kanalow
jonowych, w wyniku zmian w dynamice dwuwarstwy lipidowej. Przykladem takiej zmiany jest
zmniejszenie ruchliwosci lipidow na poziomie interfazy, co skutkuje zaburzeniami w zdolnosci
przechodzenia kanatu jonowego ze stanu otwartego do zamknietego [47, 48]. Badania przeprowadzono
dla czterech anestetykow oraz w trzech skalach czasowych. Wykazano zalezno$¢ pomigdzy potencjalem
interfazy w skali nanosekundowej (technika ,,solvent relaxation”). Mimo silnego wptywu na ruchliwos¢
lipidéw skali nanosekundowej, nie zaobserwowano zmian w dyfuzji lipidow. Wspdlczynnik dyfuzji
mierzony technika FCS (Fluorescencyjnej Spektroskopii Korelacyjnej), nie zmienit si¢ w sposob
statystycznie istotny w obecnos$ci anestetykow. Otrzymane wyniki byly zbiezne z wynikami z dynamiki
molekularnej [47, 48]. W pracy przedstawiono takze wyniki dotyczace wplywu badanych anestetykdéw na
funkcjonalno$¢ kanatu gramicydyny, transportujacego jony H™ oraz K*. W badaniach wykazano, iz
obecno$¢ anestetykow zaburza transport protonow, co zmierzono w uktadzie modelowym w oparciu o
opracowany liposomowy biosensor fluorescencyjny. Gotowa praca zostala zlozona w Instytucie Fizyki
w czerwcu 2009 roku. Od momentu zlozenia pracy, majac na uwadze che¢ pozostania w nauce,
rozpoczelam nowy zakres badan zwigzany juz bezposrednio z zagadnieniami dotyczacymi rozwoju
liposomowych kierowanych no$nikow lekow.

17. Grzybek M, Kubiak J, Lach A, Przybylo M, Sikorski AF.
A Raft-Associated Species of Phosphatidylethanolamine Interacts with Cholesterol Comparably to
Sphingomyelin. A Langmuir-Blodgett Monolayer Study.
Plos One. 2009;4(3).

Impact factor: 4,351 liczba pkt MNiSW: 32

18. Przybylo M, Borowik T, Okruszek A, Langner M
A Method to Evaluate a Propidium Iodide Association with Oligonucleotides and Oligonucleotide-
Cationic Lipid Interactions.
Current drug discovery technologies 5, no. 2 (2008-Jun 2008): 162-7.

19. Przybylo M, Olzynska A, Han S, Ozyhar A, Langner M.
A fluorescence method for determining transport of charged compounds across lipid bilayer.
Biophysical Chemistry. 2007;129(2-3):120-125.

Impact factor: 1,913 liczba pkt MNiSW: 27

20. Przybylo M, Borowik T, Langner M.
Application of liposome based sensors in high-throughput screening systems.
Combinatorial Chemistry & High Throughput Screening. 2007;10(6):441-450.

Impact factor: 2,67 liczba pkt MNiSW: 27
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21. Przybylo M, Sykora J, Humpolickova J, Benda A, Zan A, Hof M.
Lipid diffusion in giant unilamellar vesicles is more than 2 times faster than in supported
phospholipid bilayers under identical conditions. Langmuir. 2006;22(22):9096-9099.

Impact factor: 3,902 liczba pkt MNiSW: 32

22.0lzynska A, Przybylo M, Gabrielska J, Trela Z, Przestalski S, Langner M. Di- and tri-phenyltin
chlorides transfer across a model lipid bilayer.
Applied Organometallic Chemistry. 2005;19(10):1073-1078.

Impact factor: 1,190 liczba pkt MNiSW: 27

Pozycja: IF liczba pkt. MNiSW Liczba cytowan

17. 4,351 32 17
18. 0 5 3
19. 1,913 27 5
20. 2,670 27 4
21. 3,902 32 149
22. 1,190 27 1

Suma: 14,026 150 74

B. Zrealizowane oryginalne osiagnie¢cie projektowe, konstrukcyjne i technologiczne
Po doktoracie

W okresie od 2011 do 2016 roku prowadzilam badania nad autorskg i1 unikalng technologia wytwarzania
zeli liposomowych oraz realizowatam prace konstrukcyjne i1 projektowe urzadzen stanowiacych lini¢
produkcyjng dla nowo opracowanej technologii. Prace prowadzone byly w ramach zatozonej przeze mnie
spotki typu spin-off Lipid Systems sp. z 0.0. W wyniku tych prac powstala unikalna technologia
wytwarzania zeli liposomowych LipoShell®, ktora umozliwia wysokowydajne zamykania substancji
hydrofilowych w liposomach, w skali przemystowej. W oparciu o to rozwigzanie uruchomiono produkcje
zeli liposomowych do podazy doustnej oraz form liposomowych w postaci ptynnej. Obecnie
wykorzystanie terapeutyczne substancji hydrofilowych zamkni¢tych w liposomach jest niewielkie z
uwagi na brak metody pozwalajacej na uzyskanie wysokiej wydajnosci zamykania tych substancji.
Zamykanie bierne skutkuje niewielka wydajnoscig zamykania substancji hydrofilowych najczesciej
nieprzekraczajacg kilku procent. Rozwoj oraz wdrozenie autorskiej i unikalnej w skali §wiata technologii,
zgloszonej do ochrony patentowej w trybie PCT (pkt.C-3), to wynik polaczenia wiedzy w dziedzinie
biofizyki bton oraz umiejetnosci konstrukcyjno-projektowych, dzieki ktorym uruchomiono pierwsza w
Polsce oraz jedng z nielicznych na $§wiecie instalacji do produkcji liposomowych no$nikow lekow. Cechy,
ktore wyrdzniaja opracowang technologi¢ to: wysoka wydajno$¢ zamykania substancji hydrofilowych
(powyzej 80%), w tym polimeréw biatek czy kwasow nukleinowych, mozliwos¢ bardzo precyzyjnej
kalibracji rozktadu rozmiaréw liposoméow, w tym bez koniecznos$ci ekstruzji, jednorodno$¢ otrzymywane;j
populacji liposomow (<200 nm, oraz PdI < 0.1), skalowalno$¢ procesu do ton produktu, znaczna redukcja
odpadow oraz energii wytwarzania w zwigzku z wykorzystaniem i kontrolg procesu samoorganizacji.
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Zaproponowane rozwigzanie techniczne jest jedynym pozwalajacym na ekonomiczne wytwarzanie
liposomow metodg ekstruzji w trybie cigglym. W kontekscie technologii zamykania substancji czynnych
w liposomach, nie istniejg rozwigzania technologiczne, ktore mozna by poréwna¢ do opracowanej
technologii LipoShell®.

C. Udzielone patenty miedzynarodowe i krajowe
Po doktoracie

1. Bilmin, K., Grieb P, Langner M, Przybylo M, Szopinski P. "Heparin Sodium Salt Form Used for
Dermal Applications and Used as Active Ingredient of Drugs for Preventing Blood Clotting and
Formation of Blood Clots in Blood Vessels, Comprises Heparin, or Its Salt, Liposomes, and/or
Hydrogel." Lipolek Sp z 0.0. WO2015181746-A1 PL408371-A1 PL229532-B1 nr prawa
wylacznego: 229532.

Mo¢j wkiad w powstanie tego patentu polegal na opracowaniu rozwigzania zamykajacego heparyng w
liposomach; wykonaniu doswiadczen oraz pisaniu patentu. Moj udziat procentowy szacuje na 33 %

2. Borowik, T., Langner M, Przybylo M, Potaczek P. "Liposome Composition, Useful for Reducing
Inflammation, Pain and Fever, Comprises Naproxen and Excipients, and Phospholipids
(Phosphatidylcholine) in Form of Calibrated Aggregates in Conjunction with Double Alcohol
(Propylene Glycol)." Przedsieb Prod Farmaceutycznej Gemi; Ppf Hasco-Lek Sa. EP2255790-A1;
PL214538-B1; nr prawa wytacznego EP2255790-B1

Moj wktad w powstanie tego patentu polegat na udziale w pracach badawczych oraz technologicznych,
ktére pozwolity opracowac stabilny 1 efektywny preparat zawierajacy naproxen. Moéj udziat procentowy
szacuje na 20 %

3. Przybylo, M., Langner M, Borowik T "Unilamellar Liposome with One Lipid Bilayer Enclosing
Hydrophilic Space Useful in Liquid Composition for E.G. Medicament and Cosmetic Product,
Comprises Hydrophobic Compound Forming Lipid Bilayer, and Propylene Glycol or Glycerin."
Lipid Systems sp z 0.0. WO2018172504-A1

Zgloszenie patentowe. M¢j wklad w powstanie tego patentu polegat na opracowaniu wysokowydajnego
sposobu zamykania substancji hydrofilowych w liposomach (opracowanie technologii, sktadu,
konstrukcji urzadzenia do produkcji), w procesach niskoenergetycznych. Moj udzial procentowy szacuje
na 40%.

4. Langner, M., Przybylo M. "Supramolecular Aggregate in Form of Phosphatidylcholine and
Octenidine Complex Useful as Disinfectant for Skin, Mucous Membranes, Wounds and Internal
Organs, and Treating Skin Infections, Mucous Membranes, and Wounds." Pharmbridge Sp z o.0.
EP3111958-A1

Zgloszenie patentowe. Moj wklad w powstanie tego patentu polegal na opracowaniu liposomowej

formulacji oktenidyny pod katem wytwarzania produktow dezynfekcyjnych. Moj udziat procentowy
szacuje na 50 %
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5. Borowik, T., Langner M, Przybylo M "Liposome Composition, Useful for the Prevention or
Treatment of Infections of Skin, comprises a Gel Containing Nisin, Lipids, Preservatives, Buffers
and a Gelling Agent." Lipid Systems Sp z o0.0. PL402511-A1

Zgloszenie patentowe. Mdj wklad w powstanie tego patentu polegat na opracowaniu sposobu zamykania
peptydu kationowego — nizyny dla efektywnego dziatania jako preparatu antybakteryjnego w zelach
liposomowych. M@j udziat procentowy szacuje na 33 %

6. Borowik T, Langner M, Przybylo M, International Patent Application No. PCT/EP2018/075613
"Aqueous composition comprising at least one phosholipid and further at least one terpene with
acaricidal activity against demodex" 28 marca 2019 WO 2019/057899.

Zgloszenie patentowe. M6j wktad w powstanie tego patentu polegat na opracowaniu formulacji i testach

skutecznosci, przeprowadzeniu analizy fizykochemicznej opracowanego rozwigzania, pisaniu tresci
zgloszenia, opracowaniu wynikow doswiadczalnych. Mdj udzial procentowy szacuje na 30 %
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D. Wynalazki oraz wzory uzytkowe i przemyslowe, ktore uzyskaly ochrong i zostaly wystawione na
miedzynarodowych lub krajowych wystawach lub targach

E. Monografie, publikacje naukowe w czasopismach mi¢dzynarodowych lub krajowych innych niz
znajdujace si¢ w bazie, o ktorej mowa w pkt. I A:

Po doktoracie

1. Matejek D, Drobczynski S, Przybylo M, Langner M,
Micro- and macrorheology of newtonian fluids and complex macromolecular systems — comparison
of dynamic light scattering, optical tweezers and rotary rheometry,
Current Topics in Biophysics, vol. 36 (Suplement A), 2013, s. 36

2. Czernielewski L., Przybylo M., Ulatowska - Jarza A., Podbielska H. Badanie fluorescencji
$wiatlouczulacza fotolonu w komorkach He-La. Acta Bio-Optica et Informatica Medica., vol. 18, nr
1,s.55-58,2012

3. Jopek W, Kaczynski M, Misiewicz P, Przybylo M, Spektroskopia Laserowo Indukowanego
Rozpadu (LIBS) — Podstawy i Zastosowania, Wybrane Zgadnienia Optyki Biomedycznej dla
Studentow Inzynierii Biomedycznej i Medycyny, Redaktor: Halina Podbielska (2011). Rozdziat w
ksigzce w jezyku polskim

4. R. Eugene Zierler, redakcja Leszek Kubisz, Magdalena Przybylo Hemodynamika dla chirurgéw
naczyniowych. Chirurgia Naczyniowa i wewnatrznaczyniowa Przeglad wiedzy. Wesley S. Moore
Peter F. Lawrence Gustavo S. Oderich Wydanie polskie pod redakcja prof. Grzegorza Oszkinisa,
prof. Wojciecha Witkiewicza (2018) Elsevier

5. Matuszak M, Datek L, Langner M, Przybylo M, A model of binding of doxorubicin with heparin
and enoxaparin. International Scientific Journal Mathematical Modeling. 2018, vol. 2, nr 4, s. 167-
169.

6. Duda M, Fraczkowska K, Przybylo M, Kopaczynska M: Charakterystyka nanostrukturalna
materiatu genetycznego do zastosowania w terapii genowej / Maciej Duda [i in.]. Acta Bio-Optica et
Informatica Medica. 2015, vol. 21, nr 1, s. 1-8, 4 rys., bibliogr. 37 poz., Summ. ISSN: 1234-5563

F. Opracowania zbiorowe, katalogi zbiorow, dokumentacja prac badawczych, ekspertyz, utworow
i dziel artystycznych

G. Sumaryczny impact factor wedlug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem
opublikowania:

Sumaryczny IF przed i po doktoracie: 53,435+14,026 = 67,461

H. Liczba cytowan publikacji wedlug bazy Web of Science (WoS)
314

I. Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science (WoS)
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J.

Kierowanie mi¢dzynarodowymi i krajowymi projektami badawczymi oraz udzial w takich

projektach

Po doktoracie

1.

2018-2021 Opracowanie wysokooczyszczonej formy fosfolipidow do zastosowania w produkcji
liposomowych kierowanych nosnikéw lekow, wyroboéw medycznych 1 suplementéow. Umowa nr:
POIR.04.01.04-00-0159/17-00. Catkowita wartos¢ projektu: 5 010 625 zt Kwota dofinansowania: 4
259 031,25 zt Lider konsorcjum Autor wniosku i kierownik projektu

2018-2020 Projekt pn ,,Prace B+R w zakresie chemii medycznej 1 ich zastosowanie w terapii
syndromu suchego oka” wspotfinansowany z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego,
Program Operacyjny Wojewddztwa Malopolskiego na lata 2014-2020, OS$ priorytetowa: Gospodarka
wiedzy, Poddziatanie 1.2.1 ,,Projekty badawczo rozwojowe przedsiebiorstw” nr RPMP.01.02.01-12-
0491/16 pt. Catkowita warto$¢ projektu: 3 804 163,20 zt kwota dofinansowania 2 333 191,20 zt —
glowny wykonawca, wspodtautor technologii wykorzystywanej w projekcie

2016-2018 Projekt ,,Innowacyjne nanono$niki cytostatykow w technologii SonosomeTM do
lokalnego uwalniania z wykorzystaniem zogniskowanych ultradzwickow (HIFU)” catkowita warto§¢
projektu 5 535 715,00 zt dofinansowanie 4 644 850,00 zt, okres realizacji 01.01.2016-30.06.2018.
Nr wniosku POIR.04.01.04-00-0050/15.Lider konsorcjum Autor wniosku i kierownik projektu

2017-2019 Projekt Harmonia - NCN ,,Opracowanie inteligentnego farmakologicznego preparatu
inhalacyjnego z mozliwo$cia kierowanej akulmulacji 1 aktywnego uwalniania substancji czynnej
zewngtrznym polem elektromagnetycznym”- kwota dofinansowania 699 100 zt Wykonawca

2013-2016 — realizacja projektu badawczo-wdrozeniowego w ramach programu Demonstrator PLUS
- Projekt ,,Innowacyjne technologie liposomowe do zastosowan w terapii nowotworowej — LIDOX”
catkowita warto$¢ projektu 8 535 000,00 zt, dofinansowanie: 6 646 000,00 zt, okres realizacji
01.04.2014-31.07.2015r. Nr umowy UOD-DEM-1-027/001 Autor wniosku i kierownik projektu

2011/2013-realizacja projektu badawczego wlasnego w ramach grantu nr N N302 663740
,Opracowanie metody oznaczania dystrybucji metali uwalnianych z implantow w materiatach
biologicznych” / Wykonawca

2010/2013 — realizacja projektu badawczego wlasnego ,,Peseta optyczna w zastosowaniach
biomedycznych” / Wykonawca

Przed doktoratem

8.

9.

2006/2007 - realizacja projektu badawczego - grant wlasny przyznany przez Akademickie Centrum
Inzynierii Biomedycznej, Politechnika Wroctawska, 3000pln / Kierownik

2006/2007 - realizacja projektu badawczego - grant wlasny przyznany przez Akademickie Centrum
Inzynierii Biomedycznej, Politechnika Wroctawska, Kierownik, 3000 pln

10.2006/2007 (12 m-cy) Projekt TWIPSA "Transfer Wiedzy do Przedsigbiorstw Dolnoslaskich -

przyznawany przez Urzad Marszatkowski Dolnego Slaska, realizowany w przedsiebiorstwie CBR
Novasome, 20000 pln / Kierownik Projektu
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11.

12.

13.

K.

2007/2010 - Realizacja projektu badawczego wlasnego "Opracowanie platformy liposomowej dla
nanobiosensorow fluorescencyjnych" finansowanego ze srodkéw MNiSzW, nr umowy:
1903/B/T02/2007/33 Wykonawca

2007 — 2012 Realizacja projektu badawczego w ramach Inicjatywy Technologicznej I "Innowacyjne
technologie liposowe dla preparatow transdermalnych" przyznanego firmie CBR Novasome w roku
2007 okres realizacji 5 lat kwota 2 866 640 pln Wykonawca

2007-2009 Program Operacyjny Innowacyjna Gospodarka O$ priorytetowa: 4. Inwestycje w
innowacyjne przedsiewzigcia. Dzialanie 4.2: Stymulowanie dzialalno$ci B+R przedsigbiorstw oraz
wsparcie w zakresie wzornictwa przemystowego. Tytut projektu: Przeksztatlcenie CBR Novasome
Sp. z 0.0. w Centrum Badawczo-Rozwojowe kwota brutto: 5 732 973,08 PLN Wykonawca i autor
wniosku

Miedzynarodowe i krajowe nagrody za dzialalno$¢ naukowa albo artystyczna

Po doktoracie

1.

2.

2015 —Polska Nagrody Innowacyjnosci,

2012-2015 Stypendium Ministra Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego dla wybitnych mtodych
naukowcow,

2012 -2013 Stypendium w konkursie Mtoda Kadra 2015 plus dla mtodych doktorow,

2012 Pierwsza nagroda w mi¢dzynarodowym konkursie “Master of Innovation” Brno, Republika
Czeska,

2012 Pierwsza Nagroda w Ogolnopolskim Konkursie Przedsigbiorczo$ci Akademickiej oraz tytut
“Akademicki Lider Biznesu” Lipid Systems, Magdalena Przybyto, Marek Langner

2011 Druga Nagroda Zespolowa Prezesa Kancelarii Rady Ministrow za wybitne osiggnigcia
naukowo-techniczne za prace pt.” Rozwoj Technologii Kierowanych No$nikéw Lekéw — od badan
podstawowych do wdrozenia”

Przed doktoratem

7.

2008/2009 Stypendium Naukowe na realizacj¢ projektu pt. “ Zmiany w dwuwarstwie lipidowej
indukowane anestetykami, finansowane ze srodkow projektu “Grant — wsparcie prac badawczych
poprzez stypendia naukowe dla doktorantow” Priorytet VIII Dziatanie 8.2 Poddziatanie 8.2.2.
Programu Operacyjnego Kapital Ludzki przyznany przez Wydzial Rozwoju Gospodarczego Urzedu
Marszatkowskiego Wojewodztwa Dolnoslaskiego,

2006/2007 Stypendium TWIPSA “Transfer Wiedzy do Przedsigbiorstw Dolnoslaskich”
przyznawany przez Urzad Marszatkowski Dolnego Slaska.

49



L. Wygloszenie referatow na miedzynarodowych i krajowych konferencji tematycznych

Po doktoracie

1.

Przybylo M, Langner M" Proton transfer through the lipid bilayer — fluorescence studies" 4th
Seminar on Biophysics of Lipids, Praga 16-18 listopada 2010

Przybylo M, ,,.Liposomal doxorubicin and MDR reversal” 1st International Seminar on Gene
Sequencing in Drug Development” 01-02 lipiec 2015 Wroctaw

Przybylo M, , Liposomal doxorubicin in Sonosome® technology for targeted delivery with high
intensity focused ultrasoud” 2™ International Seminar on Gene Sequencing in Drug Development”
14-15 czerwiec 2017 Wroctaw

Przybylo M, , Efficient encapsulation of polymers in liposomes for controlled drug release with
HIFU” 7th Wroctaw — Prague Seminar on Biophysics of Lipids, 12-14 kwiecien 2018, Pierwoszow

Przybylo M, ,,Pharmacological and pharmacokinetic studies of oral liposomal vitamin C of
enhanced bioavaiability” Bone marrow transplantation — much more than haematopoietic tissue
reconstitution 11th International Conference, 18-20 grudnia 2017 Wroctaw

Przed doktoratem

6.

I1.

Przybylo M, Langner M. " Cztowiek - cywilizacja - przyszto$¢. I Konferencja Naukowa Studentow,
Wroctaw, 19-20 maja 2003. Wroctaw : Oficyna Wydaw. PWroc., 2003. s. 353-358

Przybylo M " Micromechanics of lipid bilayers." 1st Students' Scientific Conference of
Biomechanics. Bio-Mech-Young, Szklarska Poreba, 27-30 maja 2004. Wroctaw: Oficyna Wydaw.
PWroc., 2004. s. 13-14.

Dorobek dydaktyczny i popularyzatorski oraz informacja o wspolpracy

miedzynarodowej habilitanta

A. Uczestnictwo w programach europejskich oraz innych programach miedzynarodowych i
krajowych

Po doktoracie

1.

LLP-Erasmus Program for Staff Training Mobility Academic Year 2012/ 2013, Université
Montpellier 2, P1.E.Bataillon, 34095 Montpellier, Cedex 05, France 12-23.07.2013 suma: 40h

LLP-Erasmus Program for Staff Training Mobility Academic Year 2010/ 2011, Institute of Physical
Chemistry Czech Academy of Sciences, Dolejskova 3, Praha 8, 8-15.09.2011 suma: 40h

LLP-Erasmus Program for Staff Training Mobility Academic Year 2010/ 2011, Josef Stephan
Institute of Physical Chemistry Lubljana, Slowenia , 29.08-5.09.2011 suma: 40h
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B.

LLP-Erasmus Program for Staff Training Mobility Academic Year 2009/ 2010, BioLogic SAS, 1
rue de I'Europe Claix FR-38640 France , 20-28.09.2010 suma: 40h

. LLP-Erasmus Program for Staff Training Mobility Academic Year 2009/ 2010, Institute of Physical

Chemistry Czech Academy of Sciences, Dolejskova 3, Praha 8, 1-8.08.2010 suma: 40h

Aktywny udzial w miedzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych

Konferencje miedzynarodowe po doktoracie:

1.

Doskocz J, Przybylo M, Langner M

The effect of lipid phase on liposome stability upon exposure to the mechanical stress. W: 6th
European Joint Theoretical/Experimental Meeting on Membranes, EITEMM2018 [Dokument
elektroniczny] : 12-14 December 2018, Helsinki, Finland. [Helsinki : University of Helsinki, 2018].
s. 43-43.

Drabik, D. Przybylo M, et al. (2015). "Effect of Cholesterol on the bending rigidity of DOPC lipid
bilayers." European Biophysics Journal with Biophysics Letters 44: S191-S191.

Lukawski, M., Przybylo M et al. (2015). "Liposomal doxorubicin carrier stability after endocytosis,
study with FRET lifetime imaging." European Biophysics Journal with Biophysics Letters 44: S195-
S195.

Procek, J., Przybylo M et al. (2015). "Lipid gel extrusion as a new method for drug encapsulation
with high efficiency." European Biophysics Journal with Biophysics Letters 44: S197-S197.

Drabik, D., Langner, M., Przybylo, M., Walczak, T., Algorithm development of vesicle fluctuations
spectroscopy technique, Proceedings of the VI International Symposium on Trends in Continuum
Physics, TRECOP"14, Poznan-Bedlewo, May 4-7, 2014. Poznan : Agencja Reklamowa
COMPRINT, [2014]. s. 14-15.

Walczak, T., Drabik, D., Grabski, J.K., Langner, M., Przybylo, M., Application of genetic
algorithms for determination of the bending rigidity coefficient of lipid bilayer, Biomechanics 2014 :
International Conference of the Polish Society of Biomechanics : abstracts, £.6dz, September 1-3,
2014, Poland / eds. J. Awrejcewicz [i in.]. £.6dzZ : Department of Automation, Biomechanics and
Mechatronics and Faculty of Organization and Management of the Lodz University of Technology,
[2014]. s. 237-238.

Procek J, Lukawski M, Przybylo M, Langner M: The quantification of doxorubicin and lipids in
liposomal doxorubicin formulation / Jan Procek [1 in.]. W: ESB 2015 [Dokument elektroniczny] :
27th European conference on Biomaterials, 30 August - 3 September, Krakoéw, Poland : final
programme and book of abstracts. Krakow : Scientific Publishing House "Akapit", cop. 2015. s. 485-
485, 1 tab., bibliogr. 2 poz. ISBN: 978-83-63663-63-6

Lukawski M, Przybylo M, Langner M: Determination of liposomal doxorubicin concentration in
blood by fluorescence spectroscopy / Maciej Lukawski, Magdalena Przybylo, Marek Langner. W:
ESB 2015 [Dokument elektroniczny] : 27th European conference on Biomaterials, 30 August - 3
September, Krakow, Poland : final programme and book of abstracts. Krakow : Scientific Publishing
House "Akapit", cop. 2015. s. 492-492, 1 rys., bibliogr. 1 poz. ISBN: 978-83-63663-63-6
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Lokalizacja elektroniczna: http://esb2015.org/upload/final programme/ESB2015-Final- Programme-
and-Book-of-Abstracts.pdf

9. Drabik D, Przybylo M, Langner M: The effect of the vesicle diameter on the bending rigidity of
POPC and DOPC lipid bilayers / Dominik Drabik, Magdalena Przybylo, Marek Langner. W: ESB
2015 [Dokument elektroniczny] : 27th European conference on Biomaterials, 30 August - 3
September, Krakow, Poland : final programme and book of abstracts. Krakow : Scientific Publishing
House "Akapit", cop. 2015. s. 537-537, 3 rys., bibliogr. 3 poz. ISBN: 978-83-63663-63-6
Lokalizacja elektroniczna: http://esb2015.org/upload/final programme/ESB2015-Final- Programme-
and-Book-of-Abstracts.pdf

Artykuly w materialach konferencji krajowych po doktoracie

10. Dalek P, Przybylo M, Langner M
Pomiar sity ekstruzji w funkcji st¢zenia lipidu w procesie formowania liposomow. W: Wspotczesna
mysl techniczna w naukach medycznych i biologicznych : IX sympozjum, Wroctaw, 22-23 czerwca
2018 : materiaty konferencyjne. Wroctaw : Oddziat Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu, cop.
2018.s. 73-74

11. Glogocka D, Przybylo M, Langner M: Wplyw jonow metali cigzkich na przepuszczalnosé
dwuwarstwy lipidowej / Daria Glogocka, Magdalena Przybylo, Marek Langner. W: Wspotczesna
mysl techniczna w naukach medycznych i biologicznych : VI sympozjum, Wroctaw, 19-20 czerwca
2015 : materiaty konferencyjne. Wroclaw : Oddziat Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu, cop.
2015. s. 33-34, 1 rys., bibliogr. 1 poz. ISBN: 978-83-934204-8-3

12. Lukawski M, Przybylo M, Langner M: Optymalizacja metody ekstrakcji doksorubicyny z matryc
biologicznych / Maciej Lukawski, Magdalena Przybyto, Marek Langner. W: Wspodlczesna mysl
techniczna w naukach medycznych i biologicznych : VI sympozjum, Wroctaw, 19-20 czerwca 2015
: materialy konferencyjne. Wroctaw : Oddzial Polskiej Akademii Nauk we Wroclawiu, cop. 2015. s.
65-66, 1 rys., 1 tab., bibliogr. 3 poz. ISBN: 978-83-934204-8-3

13. Gtogocka D., Drobczynski S., Przybylo M., Langner M. “Wlasciwosci makro- i mikroreologiczne
prostych 1 ztozonych uktadow makromolekularnych - poréwnanie metod. Wspdlczesna mysl
techniczna w naukach medycznych i biologicznych: IV sympozjum, Wroctaw, 20-21 czerwca 2013:
materiaty konferencyjne. Wroctaw: Oddziat Polskiej Akademii Nauk we Wroclawiu, cop. 2013. s.
53-54.

14. Gtogocka D. Gajda K. Przybylo M. Langner M. Wykorzystanie spektroskopii emisyjne;j
wzbudzanej laserem do analizy dyfuzji jonow srebra w ko$ciach dlugich. Biocybernetyka i
inzynieria biomedyczna [Dokument elektroniczny] : XVIII krajowa konferencja naukowa, Gdansk,
10-12 pazdziernika 2013 / red. Adam Bujnowicz, Jerzy Wtorek. [Gdansk: Wydziat Elektroniki,
Telekomunikacji i Informatyki Politechniki Gdanskiej, 2013]. s. 1-6.

15. Cyprych K, Przybylo M, “A Method Development For Determination Of The Proton Transfer
Across Lipid Bilayer” VIII Konferencja Naukowa Studentéw, Szklarska Poreba 23-25 sierpnia 2010;
seria: Konferencje: Oficyna Wydawnicza Politechniki Wroctawskiej str. 101-107 Punktacja PWr
ZW 45/2009: 3, liczba autorow: 2
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16. Procek J, Przybylo M “A Fluorescence Approach For Determination Of The Lidocaine Diffusion
Across Lipid Membrane” VIII Konferencja Naukowa Studentow, Szklarska Poreba 23-26 08 2010
str. 172-177

17. Misiewicz P, Przybylo M, “The effect of the salt concentration in the confined aqueous volume on
the osmoticaly induced water flux through the lipid bilayer.”, International Conference on Medical
Physics and Engineering on Physics and Engineering for Health and Wellness of Society, 21-24
Wrzesien 2011, Poznan

'

18. Magda Przybylo, Marek Langner " Proton transfer through the lipid bilayer — fluorescence studies'
4th Seminar on Biophysics of Lipids, Praga 16-18 listopada 2010.

19. Lukawski M, Zajac D, Langner M, Przybylo M: Zastosowanie spektrofluorymetrii do obserwacji
asocjacji i dysocjacji n-oleinoilo-dopaminy z modelami biatek i bton biologicznych. W:
Wspolczesna mysl techniczna w naukach medycznych i1 biologicznych : IV sympozjum, Wroctaw,
20-21 czerwca 2013 : materialy konferencyjne Wroctaw : Oddziat Polskiej Akademii Nauk we
Wroctawiu, cop. 2013. s. 49-50.

20. Drabik, D., Przybylo, M., Langner, M., Ocena fotostabilnosci sond fluorescencyjnych w badaniach
dyfuzji liposomoéw z wykorzystaniem fluorescencyjnej spektroskopii korelacyjnej, Wspotczesna
mysl techniczna w naukach medycznych i biologicznych : V sympozjum, Wroctaw, 20-21 czerwca
2014 : materialy konferencyjne. Wroctaw : Oddzial Polskiej Akademii Nauk we Wroclawiu, cop.
2014.s.27-28

21. Hanus-Lorenz B, Przybylo M, Kazimierczuk Z, Grieb P, Langner M: Zmiany wtasciwosci
mikromechanicznych bton lipidowych indukowane inhibitorami kinazy CK2 / Beata Hanus-Lorenz
[1in.]. W: Wspolczesna mysl techniczna w naukach medycznych i biologicznych : V sympozjum,
Wroclaw, 20-21 czerwca 2014 : materiaty konferencyjne. Wroctaw : Oddziat Polskiej Akademii
Nauk we Wroctawiu, cop. 2014. s. 39-40

22. Przybylo M, Drabik D, Lukawski M, Langner M: Wptyw jednowarto$ciowych jondéw na transport
wody przez blony biologiczne / Magdalena Przybylo [i in.]. W: Wspoditczesna mysl techniczna w
naukach medycznych 1 biologicznych : V sympozjum, Wroctaw, 20-21 czerwca 2014 : materiaty
konferencyjne. Wroctaw : Oddzial Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu, cop. 2014. s. 83-
84ISBN: 978-83-934204-5-2

Artykuly w materialach konferencyjnych przed doktoratem

23. Thormann E, Kristiansen SP, Przybylo M, Kloesgen B. On the phase state and morphologies of
membranes of charged lipids. Biophysical Journal. 2004;86(1):381A-381A.

24.Kim DH, Bezrukov S, Dathe M, Przybylo M, Kloesgen B. Effect of the synthetic antimicrobial
peptide KLA1 on the mechanical stability of giant vesicles. Biophysical Journal. 2004;86(1):380A-
381A.

25. Langner, M., A. Olzynska, Przybylo M., J. Gabrielska, Z. Trela and S. Przestalski (2005).
"Phenyltin chlorides transfer across the model lipid bilayer." European Biophysics Journal 34(6):
803-803.1.
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26. Borowik T, Przybylo M, Langner M "Nuclear magnetic resonance spectroscopy in studies of
biomolecules", Czlowiek - cywilizacja - przysztos¢. II Konferencja Naukowa Studentow. Referaty,
Wroctaw, 22-24 maja 2005. T. Wroctaw : Oficyna Wydaw. PWroc., 2005. s. 221-226.

27.Przybylo M, Langner M. " Cztowiek - cywilizacja - przyszto$¢. I Konferencja Naukowa Studentow,
Wroctaw, 19-20 maja 2003. Wroctaw : Oficyna Wydaw. PWroc., 2003. s. 353-358

28. Przybylo M " Micromechanics of lipid bilayers." 1st Students' Scientific Conference of
Biomechanics. Bio-Mech-Young, Szklarska Porgba, 27-30 maja 2004. Wroctaw : Oficyna Wydaw.
PWroc., 2004. s. 13-14.

29.Dyba P, Przybylo M "Wptyw melittininy na hemolize krwi." Blony biologiczne : monografia / pod
red. Janiny Gabrielskiej i Pawta Misiaka. Wroctaw : Uniwersytet Przyrodniczy, 2008. s. 165-168.

30. Procek J, Przybylo M, Langner M " Method development for the studies of erythrocytes hemolysis."
Cztowiek - cywilizacja - przysztos¢: VII Konferencja Naukowa Studentow, Wroctaw, 18-20 maja
2009: referaty. T. 1. Wroctaw: Oficyna Wydawnicza Politechniki Wroctawskiej, 2009. s. 187-192.

31. Cyprych K, Przybylo M, Langner M " Scattering stopped flow method to study kinetics of
erythrocytes hemolysis." Czlowiek - cywilizacja - przysztos¢: VII Konferencja Naukowa Studentow,
Wroclaw, 18-20 maja 2009: referaty. T. 1. Wroctaw: Oficyna Wydawnicza Politechniki
Wroctawskiej, 2009. s. 181-186.

32.Kim DH, Bezrukov S, Dathe M, Przybylo M et al.Effect of the synthetic antimicrobial peptide
KLAT1 on the mechanical stability of giant vesicles Conference Information: 48th Annual Meeting of
the Biophysical Society, FEB 14-18, 2004 Baltimore, MD BIOPHYSICAL JOURNAL Volume: 86
Issue: 1 Pages: 380A-381A Part: Part 2 Suppl. S Supplement: Part 2 Suppl. S Published: JAN 2004

33. Thormann E, Kristiansen SP, Przybylo M, et al. On the phase state and morphologies of membranes
of charged lipids Conference Information: 48th Annual Meeting of the Biophysical Society, FEB 14-
18, 2004 Baltimore, MD BIOPHYSICAL JOURNAL Volume: 86 Issue: 1 Pages: 381A-381A Part:
Part 2 Suppl. S Supplement: Part 2 Suppl. S Published: JAN 2004

34. Cyprych K, Przybylo M, “A Method Development For Determination Of The Proton Transfer

Across Lipid Bilayer” VIII Konferencja Naukowa Studentéw, Szklarska Poreba 23-25 sierpnia 2010;
seria: Konferencje: Oficyna Wydawnicza Politechniki Wroctawskiej str. 101-107
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. Udzial w komitetach organizacyjnych miedzynarodowych i krajowych konferencji naukowych

. Udziat w Komitecie Naukowym VIII Konferencja Naukowa Studentéw, Szklarska Porgba 23-25
sierpnia 2010;

. Udziat w organizacji konferencji naukowej: 3nd Prague Seminar on Biophysics of lipids, listopad
2006, Praga -kontakt z zaproszonymi gos¢mi, przygotowanie programu konferencji, organizacja

logistyczna

. Udzial w organizacji konferencji naukowej: 4th Prague Seminar on Biophysics of lipids, pazdziernik
2008, Wroctaw kontakt z zaproszonymi gos¢mi, przygotowanie programu konferencji, organizacja
logistyczna

. Organizacja konferencji naukowej: 7th Prague Seminar on Biophysics of lipids, 12-14 kwiecien
2018, Pierwoszow Komitet Organizacyjny

. Organizacja dwdch migdzynarodowych seminariéw: Gene Sequencing in Drug Development, lipiec
2015 oraz czerwiec 2017 Wroctaw.

. Otrzymane nagrody i wyréznienia inne niz wymienione w pkt I K
. 2018 Nagroda Rektora Politechniki Wroclawskiej,
. 2017 Nagroda Rektora Politechniki Wroclawskiej,
. 2016 Nagroda Rektora Politechniki Wroctawskiej,
. 2013 Nagroda Rektora Politechniki Wroclawskiej,

. 2012 Nagroda Rektora Politechniki Wroctawskiej,
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E. Udzial w konsorcjach i sieciach badawczych

Lider trzech konsorcjow naukowo-przemystowych na rzecz realizacji projektéw badawczych
wymienionych w pkt. J.

l.

F.

Konsorcjum projekt 1 : Lider Lipid Systems sp. z 0.0. , Wojewodzki Szpital Specjalistyczny
Osrodek Badawczo-Rozwojowy we Wroctawiu, Centrum Materiatlow Polimerowych i Weglowych
PAN, PPHU Somar.

Konsorcjum projekt 2: Lider Lipid Systems sp. z 0.0. , Wojewodzki Szpital Specjalistyczny Osrodek
Badawczo-Rozwojowy we Wroctawiu, Specjalistyczny Szpital ProFamilia w Rzeszowie

Konsorcjum projekt 3: Lider Lipid Systems sp. z 0.0. , Wojewodzki Szpital Specjalistyczny Osrodek
Badawczo-Rozwojowy we Wroctawiu, Politechnika Wroctawska, Politechnika Poznanska,

Wroctawski Park Technologiczny we Wroctawiu.

Kierowanie projektami realizowanymi we wspolpracy z naukowcami z innych osrodkow

polskich i zagranicznych oraz we wspolpracy z przedsi¢biorcami, innymi niz wymienione w pkt I J

G. Udzial w komitetach redakcyjnych i radach naukowych czasopism

H. Czlonkostwo w mi¢dzynarodowych i krajowych organizacjach oraz towarzystwach naukowych

1.

I.

Wroclawskie Towarzystwo Naukowe Oddzial Medyczny, cztonek

Osiggniecia dydaktyczne i w zakresie popularyzacji nauki lub sztuki

. Opieka naukowa nad studentka Joanng Doskocz; studentka kierunku Inzynieria Biomedyczna, za

udziat i osiggnigcia w realizacji projektow kierowanych przez habilitanta w roku 2018 byta laureatka
stypendium Ministra Szkolnictwa oraz w tym samym roku otrzymata Diamentowy Grant.

Opieka naukowa nad studentami: Piotrem Rzeszowskim oraz Katarzyng Debinska kierunku
Weterynaria na Uniwersytecie Przyrodniczym we Wroclawiu, za udziat i osiggniecia w realizacji
projektow kierowanych przez habilitanta w roku 2018 zostali laureatami Stypendium Ministra
Szkolnictwa.

. Udziat w ,,Dniach otwartych” na Politechnice Wroctawskiej (2007-2012)

Organizacja stazy studenckich oraz stazy dla pracownikéw naukowych w ramach projektu ,,Staz
sukcesem naukowca” w przedsigbiorstwach typu spin-off 2012 - 2014

Opiekun kota Naukowego Inzynierii Biomedycznej ,,Micela”
Od 2017 roku do dzisiaj - Koordynator autorskiego projektu praktyk zawodowych w Wojewodzkim

Szpitalu Specjalistycznym Os$rodku Badawczo-Rozwojowym dla studentow I stopnia Inzynierii
Biomedycznej ,,Asystent Pacjenta”
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J.

2018 — do dzisiaj Koordynator projektu praktyk zawodowych w Wojewddzkim Szpitalu
Specjalistycznym O$rodku Badawczo-Rozwojowym dla studentow II stopnia Inzynierii
Biomedycznej ,,Asystent Lekarza”

Od 2011 do dzisiaj Organizator praktyk zawodowych w firmach z branzy technologii
biomedycznych na Dolnym Slasku dla studentow Inzynierii Biomedyczne;.

Opieka naukowa nad studentami i lekarzami w toku specjalizacji

Prace magisterskie: 2012/2019

l.

Joanna Doskocz Okreslenie profili farmakokinetycznych oraz farmakodynamicznych liposomowego
preparatu przeciwnowotoworowego.

Mateusz Augustyn Biedron Wydzial Elektroniki - 2017 Badanie wptywu systemu stymulacji
mig$niowo-nerwowej na rozwoj wybranego osrodka ruchowego w mozgu cztowieka z dysfunkcjami
konczyny gornej

. Marta Kwiecien Kinetyka oddziatywania wybranego fotouczulacza z blonami lipidowymi.

Joanna Wiodarczyk WPPT/IB - 2013 Dyfuzja jondw w cementach chirurgicznych analizowana
technika spektroskopii laserowo indukowanego rozpadu./ Ion diffusion detected in surgical cements
studied by laser induced breakdown spectroscopy.

Dominik Drabik WPPT/Fizyka — 2013 Dyfuzja agregatéw lipidowych analizowana technika
fluorescencyjnej spektroskopii korelacyjnej. / Diffusion of lipid aggregates studied by fluorescence
correlation spectroscopy.

Marzena Obara WPPT/IB 2013 Model dyfuzji jonow metali w fantomie polimerowym analizowany
technika Spektroskopii Laserowo Indukowanego Rozpadu

Katarzyna Michalik WPPT /IB 2013Model dyfuzji w ko$ciach badany technika spektroskopii
laserowo indukowanego rozpadu / Diffusion of metal ions in polymer matrix studied by Laser
Induced Breakdown Spectroscopy

Sonia Kotuta 2013 WPPT/IB Sprawdzenie jednorodnosci rozktadu powierzchniowego jonéw metalu
w kosci technikg spektroskopii laserowo indukowanego rozpadu.

Maciej Lukawski 2012 Oznaczenie maksymalnej ilosci dopaminy modyfikowanej lipidem w
liposomach. The determination of the maximum encapsulation efficiency in liposomes for lipid
modified dopamine

10. Magdalena Lambucka 2012 Oznaczanie poziomu zamknigcia inhibitoréw kinaz w liposomowych

no$nikach lekow w funkcji sktadu agregatu. / Determination of the kinase inhibitors encapsulation in
liposomal drug carriers as a function of the aggregate composition

11. Urszula Czuba 2013 Opracowanie metody analizy dystrybucji metali cigzkich w kosciach technika

Laserowo Indukowanego Rozpadu / Method development of heavy metal distribution analysis in
bones based on the Laser Induced Breakdown Spectroscopy Technique.
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12. Zofia Kautzka 2012 Oznaczenie poziomu zamkni¢cia disulfiramu oraz disulfiramu sodu w

liposomach - optymalizacja kompozycji / The determination of the encapsulation efficiency for
disulphiram and sodium disulphiram in liposomes — composition development

Prace inzynierskie 2011/2019

l.

Adrian Cytrynowski Analiza technikg wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja
rozproszeniowg fosfolipidow filmu tzowego - badanie oddziatywania fosfolipidow z soczewkami
kontaktowymi. 2018/2019

Grzegorz Czyrski Charakterystyka zaleznosci wtasciwosci reologicznych nanozeli lipidowych od
rozktadu rozmiaréw liposomow 2018/2019

Jarostaw Kanin Ocena cytotoksycznosci wybranych form kontrastéw rezonansowych do
obrazowania w technice rezonansu magnetycznego. 2018/2019

Tomasz Klimek Projekt aplikacji mobilnej do badania stuchu 2018/2019

. Jakub Janczara Termodynamika ukladow zawierajacych inhibitory kinaz, blony lipidowe oraz

albuminy 2016/2017

Joanna Doskocz Charakterystyka parametréw mechanicznych i topologicznych populacji
jednowarstwowych mikroliposomow 2016/2017

Aleksandra Kaczorowska WPPT Okreslenie topologicznej jednorodnosci dwuwarstwy lipidowej w
funkcji sktadu btony technikg fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej

Ewa Poranska WPPT Optymalizacja systemu do pomiaru dyfuzji transdermalnej dla substancji
hydrofobowych.

Marta Kamecka WPPT Oznaczenie poziomu przechodzenia przez skore heparyny enkapsulowanej w
zelu liposomowych .

10. Joanna Misiewicz WPPT Okreslenie wptywu wielkos$ci probki modelu skory ludzkiej oraz

glebokosci zbiornika akceptorowego na poziom przechodzenia nizyny.

11. Adrianna Kuziak WPPT/IB Okres$lenie wplywu skiadu liposoméw na przechodzenie nizyny przez

skore

12. Patrycja Smaza ,, Modyfikacja lidokaing transportu wody przez btony lipidowe”

13. Przemystaw Kaczor ,, Modyfikacja etanolem transportu wody przez btony lipidowe”

Prowadzone formy zaje¢ dydaktycznych

1.
2.
3.

Zajecia laboratoryjne: Laboratorium Podstaw Fizyki 2004/2007
Seminarium Bionanostruktury I 2005/2006
Zajecia laboratoryjne: Laboratorium Biofizyki 2008, 2010, 2013, 2014
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4. Zajecia laboratoryjne: Technologie Informacyjne , 2010, 2013-2014

5. Laboratorium Biofizyki - Okreslanie kinetyki reakcji technikg zatrzymanego przeplywu.(2008)
opracowanie instrukcji do zajeé

6. Laboratorium Biofizyki - Oznaczanie stg¢zen technikami spektrofotmetrycznymi.(2008) opracowanie
instrukcji do zajec

7. Zajecia laboratoryjne prowadzone w ramach programu Erasmus Mundus - zajecia prowadzone w
jezyku angielskim (2008)

8. Laboratorium Biofizyki - Opracowanie metody oznaczania pKa stabych kwasow technika
konduktometryczng (2010) opracowanie instrukcji do zajec

9. Wyktad autorski do zaje¢¢ "Fizjologia" kod kursu MDP3401W (2010-obecnie)

10. Wyktad autorski do zaje¢ "Inzynieria Tkankowa i Genetyczna" kod kursu MDP2909W (od 2011-
2015)

11. Wyktad autorski "Fizykochemiczne metody analityczne" - zajecia prowadzone na filit w Jeleniej
Gorze kod kursu CHC1010W(2011)

12. Wyktad autorski do zaje¢ ,,Kierowane No$niki Lekoéw” (od 2012-2017)

13. Wyktad autorski do zaje¢¢ ,, Nanomedycyna”(od 2012-2017)

14. Opracowanie i realizacja zaj¢¢ projektowych do przedmiotu ,,Bionanostruktury I’ (od 2011 - obecnie)

15. Opracowanie 1 realizacja zaje¢ projektowych do przedmiotu ,,Nanomedycyna” (od 2012 - obecnie)

16. Opracowanie i realizacja zaj¢¢ seminaryjnych ,,Biosensory” (2012-2016)

17. Opracowanie 1 realizacja zaje¢ ,,Technologie Informacyjne” (2011-2018)

18. Opracowanie zaj¢¢ ,,Pakiety Obliczeniowe” (Origin , CAD/CAM) od 2019 obecnie w przygotowaniu

K. Opieka naukowa nad doktorantami w charakterze opiekuna naukowego lub promotora
pomocniczego

1. mgr inz. Wojciech Jopek
promotor — prof. dr. hab. inz. Marek Langner, Wydziat Podstawowych Probleméw Techniki,
Politechnika Wroctawska;
drugi promotor — prof. dr hab. inz. Romuald Bedzinski, Wydzial Mechaniczny, Uniwersytet
Zielonogorski;
promotor pomocniczy — dr inz. Magdalena Przybyto, Wydziat Podstawowych Probleméw Techniki,
Politechnika Wroclawska,
data wszczecia przewodu doktorskiego- 14.09.2015
temat rozprawy doktorskiej: Optymalizacja biomanipulatora typu r¢ka czlowieka do zastosowania w
celach protetycznych dla pacjentdw z roznym stopniem amputacji.

2. mgr inz. Kamila Szostak
Promotor: prof. dr. hab. inz. Marek Langner, Wydziat Podstawowych Probleméw Techniki,
Politechnika Wroctawska;
promotor pomocniczy — dr inz. Magdalena Przybyto, Wydzial Podstawowych Probleméw Techniki,
Politechnika Wroclawska;
data wszczecia przewodu doktorskiego - 02.06.2016
temat rozprawy doktorskiej: Komorkowy model farmakokinetyczny przeznaczony do testowania
kierowanych no$nikow lekow;
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3. mgr inz. Maciej Lukawski
Promotor: prof. dr. hab. inz. Marek Langner, Wydziat Podstawowych Problemow Techniki,
Politechnika Wroctawska;
promotor pomocniczy: dr inz. Magdalena Przybyto, Wydziat Podstawowych Problemow Techniki,
Politechnika Wroctawska;
data wszczecia przewodu doktorskiego, 02.06.2016
temat rozprawy doktorskiej: No$nik lekow z mozliwo$cia kontrolowanego uwalniania
indukowanego falg mechaniczna;

L. Staze w zagranicznych i krajowych naukowych osrodkach naukowych lub akademickich

1. 31/5/2007 - 16/9/2009 Centrum Badawczo-Rozwojowe Novasome, ul. Olsztynska 5, Wroctaw
Koordynator Projektow Koordynacja projektow badawczych; opracowywania formulacji
farmaceutycznych; projektowanie linii technologicznych do produkcji wyrobéw farmaceutycznych;
przeprowadzanie testow In-vitro; analizy fizyczne, fizyko-chemiczne; opracowywanie projektow
badawczych

2. 1/10/2006 - 31/12/2006 Instytut Chemii Fizycznej Czeskiej Akademii Nauk, ul. Dolejskova 3,
18223, Praga 8, Republika Czeska - Hof Fluorescence Group Pracownik Naukowy

3. Polska, Polska Akademia Nauk, Instytut Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych, realizacja
projektu badawczego Metody: Spektroskopia ramanowska i podczerwieni pazdziernik 2002-luty
2003. Staz naukowy z Politechniki Wroctawskiej.

4. Polska, Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej, PAN, realizacja projektu badawczego,
metoda: Fluorescencja Stanow Ustalonych Wroctaw Listopad 2002 - Marzec 2003, Staz naukowy.

5. Republika Czeska, Instytut Chemii Fizycznej, Czeskiej Akademii Nauk w Pradze, realizacja projektu
badawczego, metoda: technika relaksacji rozpuszczalnika, kwiecien 2003. Metody: FCS,
Korelacyjna Spektroskopia Fluorescencyjna, SR, metoda relaksacji rozpuszczalnika. wspdlna
publikacja

6. Dania, Instytut Fizyki Uniwersytecie Potudniowej Danii, realizacja trzech projektow badawczych,
metody: mikroskopia kontrastu fazowego 1 modulacji Hoffmana, techniki elektroformacji, metody
mikromanipulacyjne, mikroskopia konfokalna, sierpien 2003 - marzec 2004 , wyjazd w ramach
programu Sokrates - Erasmus.

7. Dania, Instytut Fizyki na Uniwersytecie Poludniowej Danii, realizacja trzech projektéw badawczych,
Wptyw oddziatywan elektrostatycznych na mechaniczne wiasciwosci bton lipidowych, lipiec 2005.

8. Polska, Grupa Biofizyki, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow realizacja projektu badawczego, badania
na zywych komorkach, kwiecien 2005.

9. Republika Czeska, , Instytut Chemii Fizycznej, Czeskiej Akademii Nauk w Pradze, wyjazd w
ramach programu Leonardo, sierpien-pazdziernik 2005.

10. Warsztaty dotyczace dyfrakcji neutronowej, Niemcy, Forschungszentrum Juelich, "Neutron
scattering course", Wrzesien 2004, finansowane z funduszy Unii Europejskiej, jezyk angielski czas
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trwania : 14 dni - 7 dni cz¢$¢ teoretyczna - 7 dni, cz¢$¢ praktyczna - wykonanie do§wiadczen oraz
analiza danych z doborem modelu suma: 80 h

11. Warsztaty dotyczace technik kalorymetrycznych, Szwecja, Sztokholm, firma TA Instruments. 7 dni
— praktyczne warsztaty z technik kalorymetrycznych listopad 2007 suma: 32h

12. Szkolenie: Badanie 1 ocena materiatow farmaceutycznych metodami analizy termicznej, kalorymetrii
1 technikami sorpcji" oraz praktyczna szkota technik pomiarowych IR 1-2 pazdziernik 2007 suma:
20 h

13. Migdzynarodowe warsztaty 1st International Workshop on Advanced Fluorescence Imaging and
Dynamics listopad 17-21 2008 suma: 50 h

14. Warsztaty w zakresie badan rozwojowych substancji farmaceutycznych - wymagania" Krakow luty
2007 suma: 24 h

M. Wykonane ekspertyzy lub inne opracowania na zamodéwienie

1. Transfer technologii: (w oparciu o zgloszenie patentowe nr PL388134) Borowik T., Przybylo M.
Langner M. Opracowanie liposomowej formulacji naproksenu do podazy transdermalnej. Data
wdrozenia: I-IV 2009 r. Miejsce wdrozenia: C.B.R. Novasome sp. z 0.0. (potwierdzenie w postaci
Swiadectwa pracy oraz zlecen prac w zakresie wdrozenia)

2. Transfer Technologii: (w oparciu o zgloszenie patentowe PL388134) Borowik T., Przybylo M.
Jopek W. Potaczek P. Transfer technologii wytwarzania liposomowej postaci naproksenu. Data
wdrozenia: V-IX 2009 r. Miejsce wdrozenia: P.F.F. Hasco-Lek (potwierdzenie w postaci §wiadectwa
pracy oraz zlecen prac w zakresie wdrozenia)

3. Koncepcja fizyczna reprezentacji modutow palcéw zgodnych ze zgltoszeniem patentowym nr
P390186 "Uklad pomiarowy dla czujnikéw akustomiograficznych do zastosowania w uktadzie
sterowania aktywnej protezy reki w robotyce" - proteza reki jest obecnie w fazie prototypowej w
zamawiajace] firmie. (Potwierdzenie protokotem odbioru)

4. Ekspertyzy w Programie Operacyjnym Innowacyjna Gospodarka 2007 — 2013 (Priorytet 1 ,,Badania
1rozw0j nowoczesnych technologii”. Dziatanie 1.1. ,,Wsparcie badan naukowych dla budowy
gospodarki opartej na wiedzy”. Poddziatanie 1.1.1. ,,Projekty badawcze z wykorzystaniem metody
foresight”). Nr umowy: UDA-POIG.01.01.01-02-011/09-00

5. Ekspertyza dotyczaca okreslenia warunkow wytwarzania liposomow w standardach GMP
opracowana dla EIT+ (2011)

N. Udzial w zespolach eksperckich i konkursowych

1. 2018-2019 Ekspert funduszu ABAN Fund w ramach Programu Operacyjnego Inteligentny Rozwdj
(Dziatanie 1.3 Poddziatanie 1.3.1 Wsparcie Projektow badawczo-rozwojowych w fazie preseed
przez fundusze typu proof of concept — BRIdge Alfa)

2. 2018 - 2019 Udziat w zespole eksperckim, w roli kluczowego koordynatora Urzgdu
Marszatkowskiego Dolnego Slaska w zakresie opracowania programu konkursowego dla wspdlnego
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przedsigwzigcia Marszalka Dolnego Slaska oraz Narodowego Centrum Badan i Rozwoju pn.
Dolnoslaska Strefa Technologii Biomedycznych.

. Ekspert ds Dolnoslaskiej Strategii Innowacji 2030 Urzadu Marszalkowskiego Dolnego Slaska.

. Recenzowanie projektow miedzynarodowych i krajowych

. Recenzje wnioskow grantowych dla Fundacji na rzecz Nauki Czeskiej .. The Czech Science
Foundation™ w latach 2010-2012. Zrecenzowano sze$¢ wnioskow grantowych; 2015 — recenzja 4
wnioskow grantowvch.

. Recenzowanie publikacji w czasopismach miedzynarodowych i krajowych

. Journal of Physical Chemistry C (2017)

AS. 04. 2009
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