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uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

07.12.2019 Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu,
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Studium Podyplomowe Badan Klinicznych i Biomedycznych Badan
Naukowych

21.12.2018 Doktor nauk chemicznych
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Wydziat Chemii
Tytut pracy doktorskie;j:
,Synteza i charakterystyka  stalych  nanoczgstek  oraz
nanostrukturalnych nosnikow lipidowych przeznaczonych do celow
kosmetycznych i farmaceutycznych”
Promotor: prof. dr hab. Izabela Nowak

Praca doktorska zostata wyr6zniona przez recenzentow.

11.06.2013 Magister chemii
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Wydziat Chemii
Tytut pracy magisterskiej:
,,Hyaluronic acid as a facial filler for men — rheology study and skin
efficiency estimation in in vivo tests”

Promotor: prof. dr hab. Izabela Nowak
Praca doktorska zostata napisana w jezyku angielskim.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych Ilub

artystycznych

04.06.2020 — obecnie Adiunkt, Instytut Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk,
Zaktad Funkcji Kwasoéw Nukleinowych
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4. Oméwienie osiagnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.)

4.1 Tytul osiagniecia naukowego

»Nanoczastki lipidowe jako skuteczne nos$niki substancji aktywnych w leczeniu chordb
nowotworowych”

4.2 Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia

Osiagni¢cie zostato udokumentowane sze§cioma recenzowanymi pracami, opublikowanymi
w latach 2018-2021 w czasopismach o =zasiggu mig¢dzynarodowym. Laczna warto$¢
bibliometryczna przedstawionych publikacji wynosi: Impact Factor (IF) 27,388 oraz 660
punktow ministerialnych.

[H1] Aleksandra Zielinska, Carlos Martins-Gomes, Nuno R. Ferreira, Amélia M. Silva,
Izabela Nowak, Eliana B. Souto. Anti-inflammatory and anti-cancer activity of citral:
Optimization of citral-loaded solid lipid nanoparticles (SLN) using experimental
factorial design and LUMiSizer. International Journal of Pharmaceutics 2018, Vol. 553
(1-2), s. 428-440.

Praca oryginalna; doi: 10.1016/j.ijpharm.2018.10.065 [IF 4,213; Pkt. Min. 100]

Moj udzial w powstanie tej publikacji polegat na: zaproponowaniu koncepcji

badan, samodzielnym opracowaniu metodologii enkapsulacji cytralu i geraniolu
W nanoczgstki -~ lipidowe,  dokonaniu  analizy  statystycznej,  samodzielnym
przeprowadzeniu syntezy oraz charakterystyki fizykochemicznej otrzymanych
produktow,  przygotowaniu  probek do analizy za pomocq LUMISizera,
wspotuczestniczeniu ~ w  badaniach  oznaczania  aktywnosci  przeciwzapalnej
monoterpenow oraz testach cytotoksycznosci, interpretacji uzyskanych wynikow,
opracowaniu danych oraz zredagowaniu publikacji.

[H2] Irina Pereira, Aleksandra Zielinska, Nuno R. Ferreira, Amélia M. Silva, Eliana B.
Souto. Optimization of linalool-loaded solid lipid nanoparticles using experimental
factorial design and long-term stability studies with a new centrifugal sedimentation
method. International Journal of Pharmaceutics 2018, VVol. 549 (1-2), s. 261-270.

Praca oryginalna; doi: 10.1016/j.ijpharm.2018.07.068 [IF 4,213; Pkt. Min. 100]

MOoj udzial w powstanie tej publikacji polegal na: pomysle i zaproponowaniu
koncepcji badan, opracowaniu metodologii enkapsulacji linalolu w state nanoczgstki
lipidowe, dokonaniu analizy statystycznej, pomocy w przeprowadzeniu syntezy oraz
charakterystyki  fizykochemicznej — otrzymanych — produktéow, wykonaniu analizy
stabilnosci i oceny cytotoksycznosci nanoczgstek oraz czynnym udziale w opracowaniu
otrzymanych wynikow i pisaniu manuskryptu.
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[H3]

[H4]

[H5]

Aleksandra Zielinska, Nuno R. Ferreira, Alessandra Durazzo, Massimo Lucarini,
Nicola Cicero, Soukaina E. Mamouni, Amélia M. Silva, Izabela Nowak, Antonello
Santini, Eliana B. Souto. Development and Optimization of Alpha-Pinene-Loaded Solid
Lipid Nanoparticles (SLN) Using Experimental Factorial Design and Dispersion
Analysis. Molecules 2019, Vol. 24, nr 15, art. 2683, s. 1-17.

Praca oryginalna; doi: 10.3390/molecules24152683 [IF 3,267; Pkt. Min. 140]

Moj udzial w powstanie tej publikacji polegat na: pomysle i zaproponowaniu
koncepcji badan, dokonaniu selekcji lipidow, samodzielnym opracowaniu metodologii
enkapsulacji alfa-pinenu w state nanoczgstki lipidowe, dokonaniu analizy statystycznej,
samodzielnym przeprowadzeniu syntezy oraz charakterystyki fizykochemicznej
otrzymanych produktow, przygotowaniu probek do analizy za pomocqg LUMISizera oraz
dokonaniu analizy uzyskanych wynikéw, opracowaniu danych i zredagowaniu
publikacji.

Aleksandra Zielinska, Nuno R. Ferreira, Agnieszka Feliczak-Guzik, Izabela Nowak,
Eliana B. Souto. Loading, release kinetics and stability assessment of monoterpenes -
loaded solid lipid nanoparticles (SLN). Pharmaceutical Development and Technology
2020, Vol. 25, nr 7, s. 832-844.

Praca oryginalna; doi: 10.1080/10837450.2020.1744008 [IF 3,133; Pkt. Min. 40]

MOoj udzial w powstanie tej publikacji polegal na: pomysle i zaproponowaniu
koncepcji badan, dokonaniu selekcji lipidow, samodzielnym opracowaniu metodologii
enkapsulacji wybranych monoterpenéw w nanoczgstki lipidowe, dokonaniu analizy

statystycznej, przeprowadzeniu syntezy oraz dogtebnej charakterystyki fizykochemicznej
wszystkich otrzymanych produktow, przygotowaniu probek do analizy za pomocg
LUMISizera, przeprowadzeniu badan uwalniania za pomocg komor dyfuzyjnych
Franza, przygotowaniu probek do analiz spektrofotometrycznych, przeprowadzeniu
procesu liofilizacji nanoczgstek, dokonaniu analizy uzyskanych wynikéw, opracowaniu
danych i zredagowaniu publikacji.

Eliana B. Souto, Aleksandra Zielinska, Selma B. Souto, Alessandra Durazzo,
Massimo Lucarini, Antonello Santini, Amélia M. Silva, Atanas G. Atanasov, Conrado
Marques, Luciana N. Andrade, Patricia Severino. (+)-Limonene 1,2-Epoxide-Loaded
SLNs: Evaluation of Drug Release, Antioxidant Activity, and Cytotoxicity in an HaCaT
Cell Line. International Journal of Molecular Sciences 2020, Vol. 21, nr 4, art. 1449, s.
1-11.

Praca oryginalna; doi: 10.3390/ijms21041449 [IF 5,923; Pkt. Min. 140]

Moj udzial w powstanie tej publikacji polegal na: zaproponowaniu koncepcji
badan, opracowaniu metodologii inkorporacji epoksydu limonenu do nanoczgstek
lipidowych, dokonaniu walidacji metody, przeprowadzeniu syntezy nanoczgstek,

przeprowadzeniu badan uwalniania, pom0OC W ocenie wiasciwosci przeciwzapalnych
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| cytotoksycznych na wybranych liniach komorkowych, dokonaniu analizy uzyskanych
wynikow, opracowaniu otrzymanych wynikow i pisaniu manuskryptu.

[H6] Aleksandra Zielinska*, Marlena Szalata, Adam Gorczynski, Jacek Karczewski, Piotr
Eder, Patricia Severino, Jos¢ M. Cabeda, Eliana B. Souto, Ryszard Stomski. Cancer
Nanopharmaceuticals: Physicochemical Characterization and In Vitro/In Vivo
Applications. Cancers 2021, Vol. 13, nr 8, art. 1896, s. 1-38.

Praca przegladowa; doi: 10.3390/cancers13081896 [IF 6,639; Pkt. Min. 140]

Moj udzial w powstanie tej publikacji polegal na: zaproponowaniu koncepcji
artykutu  przeglgdowego, doglebnym  przeglgdzie literatury  naukowej,
wyselekcjonowaniu i zebraniu pozycji literaturowych, podziale artykutu na sekcje
tematyczne, przygotowaniu i napisaniu czesci tekstowej oraz graficznej pracy, edycji
manuskryptu, naniesieniu poprawek edytorskich oraz na polemice z recenzentami.
*Autor korespondencyjny.

4.3 Omowienie osiagniecia naukowego

Badania nad produkcja zoptymalizowanych nanoczastek lipidowych rozpoczetam
w ramach studiow doktoranckich na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu w 2014 roku. W tym samym roku, w ramach wyjazdu na staz naukowy do
Niemiec na Wydziat Farmacji Freie Universitit Berlin, miatam mozliwos¢ dotgczenia do
grupy badawczej profesora Rainera H. Miillera, pod ktorego opicka wykonywatam pierwsze
syntezy w zakresie nanoczgstek lipidowych z wykorzystaniem homogenizacji
wysokoci$nieniowej. Profesor R.H. Miiller uznawany jest za prekursora nanoczastek
lipidowych 1 od 1991 roku prowadzi liczne badania nad ich synteza oraz nowymi
zastosowaniami. Nasza wspolpraca zaowocowata powstaniem innowacyjnych nanonosnikow
substancji czynnych na bazie olejéw roslinnych, a wyniki otrzymanych badan zostaty
wyrdznione nagroda na miedzynarodowej konferencji w Miinster (Niemcy, 25-28.03.2015).

W kolejnych latach moglam kontynuowaé prace badawcze zwigzane z charakterystyka
i optymalizacjg nanoczastek lipidowych oraz enkapsulacjg monoterpendow (alfa-pinen, cytral,
geraniol, limonen, linalol) pod opieka naukowa niezwykle cenionej w tej dziedzinie profesor
Eliany B. Souto na Wydziale Farmacji w Coimbrze (Portugalia). W ramach wyjazdu
naukowego prowadzitam badania nad formg lekéw o modyfikowanym uwalnianiu dla
innowacyjnych formulacji zawierajacych stale nanoczastki lipidowe (SLN) inkorporowane
monoterpenami oraz testy in vitro z wykorzystaniem komoér dyfuzyjnych Franza. Trwajaca do
dzisiaj wspoétpraca z grupa badawcza profesor E.B. Souto zaowocowala zredagowaniem
licznych publikacji z listy filadelfijskiej w omawianym obszarze, jak rowniez rozdziatami
w monografiach oraz zaprezentowaniem wynikow w formie kilkunastu komunikatow
naukowych na konferencjach miedzynarodowych.

W ramach rozprawy doktorskiej zatytutowanej ,, Synteza i charakterystyka stalych
nanoczgstek oraz nanostrukturalnych nosnikow lipidowych przeznaczonych do celow
kosmetycznych i farmaceutycznych”, ktéra obronitam z wyrdznieniem w 2018 roku,
przeprowadzatam finalne badania dotyczace doglebnej charakterystyki fizykochemicznej
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otrzymanych nanono$nikoéw inkorporowanych monoterpenami. W badaniach wykazatam
istotne wptywy poszczegélnych skladnikéw nanoczastek na ich ostateczng wielko$é
I stabilno$¢, co potwierdzitam analizg statystyczng. Ponadto przeprowadzitam badania na
wybranych liniach komorkowych potwierdzily silne dzialanie przeciwnowotworowe
wybranych monoterpenow, ktore inkorporowatam w nanoczastki. Wszystkie wyniki uzyskane
zarowno W Polsce jak i za granica, w trakcie przygotowywania rozprawy doktorskiej, jak
rowniez podczas realizacji mi¢dzynarodowych projektoéw badawczych, zainspirowaty mnie
do dalszych poszukiwan nad opracowywaniem skutecznej i powtarzalnej metodologii
otrzymywania nanoczastek lipidowych jako no$nikéw substancji aktywnych.

Od 2016 do 2020 roku bytam gléwnym wykonawca miedzynarodowego projektu
,,PAIRED: Magnetically and photochemically actuated bioactive Nanowires for remotely
controlled drug delivery ” (M-ERA-NET/0004/2015), ktorego celem bylo otrzymanie bardziej
wydajnych, kontrolowanych przestrzennie i czasowo metod dostarczania lekéw. W tym celu
bylam odpowiedzialna za projektowanie 1 produkcje innowacyjnych bioaktywnych
hybrydowych nanodrutow jako zaawansowanych nosnikoéw lekow przeciwnowotworowych.
Otrzymane produkty optymalizowatam w celu aktywacji magnetycznej i fotochemicznej
W sposob, aby umozliwiaty one kontrolowane uwalnianie leku w okreslonych lokalizacjach
jak rowniez generowaty lokalng hipertermie¢ w celu wzmocnienia efektow terapeutycznych.

Przedstawiona rozprawa habilitacyjna ,,Nanoczastki lipidowe jako skuteczne nos$niki
substancji aktywnych w leczeniu choréb nowotworowych” obejmuje cykl szesciu
publikacji naukowych, w tym pigciu oryginalnych prac badawczych oznaczonych symbolami
[H1]-[H5] oraz jednej pracy przegladowej [H6]. Prace badawcze [H1]-[H5] dotycza
enkapsulacji réznych monoterpenow 0 wlasciwos$ciach przeciwzapalnych
i przeciwnowotworowych w nanoczastki lipidowe, ktore otrzymywatam za pomoca metody
homogenizacji wysokosnieniowej, a nastgpnie charakteryzowalam przy uzyciu r6znych metod
fizykochemicznych. Okreslatam migdzy innymi wielko$¢ czastek, potencjat zeta, stabilno$¢
oraz szybko$¢ uwalniania substancji aktywnej z nanoczastek. Z kolei praca przegladowa [H6]
obejmuje doglebny przeglad literatury naukowej dotyczacy obiecujacych mozliwosci
zastosowania nanofarmaceutykow w schematach chemioterapeutycznych do leczenia r6znych
typéw nowotworow. W pracy omoéwitam glownie znaczenie technologii analitycznych,
ktérych stosowanie pozwala na scharakteryzowanie nanofarmaceutykow i nanoczastek oraz
ich whasciwosci tak, aby mogty by¢ one wlasciwie wykorzystywane w potencjalnej terapii
onkologicznej. Przeglad dotyczy takze obecnego stanu wiedzy w zakresie stosowania
nanofarmaceutykéw w leczeniu nowotworéw oraz najnowszych wyzwan zwigzanych z ich
implementacja.

Niniejsze opracowanie stanowi zwigzly opis przeprowadzonych badan naukowych
Z uwzglednieniem najwazniejszych osiagnig¢. Wszystkie szczegdly dotyczace procedur
otrzymywania 1 stosowanych technologii w analizie nanoczastek lipidowych
inkorporowanych monoterpenami, jak rowniez opis wlasciwosci fizykochemicznych wraz
z danymi liczbowymi, rycinami i tabelami przedstawitam w zataczonych publikacjach.
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4.3.1 Znaczenie i cel badan

Nanoczastki lipidowe uznawane s3 obecnie za jedne z najbardziej skutecznych
nosnikoéw substancji aktywnych i dzigki temu znajduja zastosowanie w réznych dziedzinach
naukowo-technologicznych, a zwlaszcza w medycynie. Ich gléwnym zadaniem jest
zwiekszenie biodostepnosci inkorporowanego leku. Nanoczastki lipidowe obejmuja:

. I generacje, stale nanoczastki lipidowe (ang. Solid Lipid Nanoparticles, SLN),
zbudowane wylacznie z thuszczow statych;

. II generacje, do ktorej naleza nanostrukturalne nosniki lipidowe (ang. Nanostructured
Lipid Carriers, NLC), w ktorych budowie obecne sa nie tylko tluszcze stale, ale
I thuszcze ciekte (oleje).

Obie generacje (SLN 1 NLC) zlozone s3 z dwodch niemieszalnych faz: lipidowej
i wodnej, dlatego tez do ich produkcji niezbedne jest uzycie surfaktantu. Roznica w budowie
obu nanostruktur jest odmienne rozmieszczenie substancji aktywnej w przestrzeni matrycy
lipidowej (ryc. 1), ktéra w przypadku SLN posiada jednorodng forme¢ natomiast w NLC
stanowi nieuporzadkowang mieszaning lipidow statych i cieklych. Nanoczastki lipidowe
charakteryzuja si¢ zdolnoscia do modyfikowanego uwalniania lekéw, a ponadto nie sa
toksyczne, co wynika z ich biodegradowalnej matrycy lipidowej, ktora ulega rozktadowi
enzymatycznemu do zwigzkow naturalnie wystepujacych w organizmie cztowieka.

stale nanoczgstki lipidowe nanostrukturalne nos$niki lipidowe
lek o sta}yl lipid surfaktant
1*30 :‘o. ;: ',r: ”f
lek zdyspergowany 7 % SN, _ lek przyczepiony
lub rozpuszczony w :’,* s R " do powierzchni NLC
stalej matrycy SRR e ¥ S Y
ipi el = A o~ . . A ..“. .. B Y ',...‘
lipidowej SLN KL, . o .' N e lek rozpuszczony
/ ‘/-' delar 4~ * 4 . #v W mieszaninie lipidowej
lek przyczepiony  / Xt ‘\,’
do powierzchni SLN - Wt " T mieszanina stalych
. surfaktant ' i Ci inidow
jednorodna matryca i ciektych lipidow

Ryc. 1. Schematyczna struktura SLN i NLC [opracowanie wtasne].

Celem badan prowadzonych w ramach niniejszego postepowania habilitacyjnego byto
nie tylko opracowanie powtarzalnych metod produkcji nanonosnikoéw inkorporowanych
wybranymi monoterpenami (alfa-pinen, cytral, geraniol, limonen, linalol), ale rowniez analiza
wlasciwoscei fizykochemicznych, takich jak wielko$¢ otrzymanych czastek, wspotczynnik
polidyspersyjnosci, warto$¢ potencjatu zeta, analiza dotyczaca szybko$ci uwalniania dla
kazdego zbadanych monoterpendéw, oznaczenie efektywnos$ci enkapsulacji oraz kompleksowa
charakterystyka matrycy lipidowej. Tym sposobem, odpowiednio zoptymalizowane
nanono$niki substancji czynnych o okreslonych wtasciwo$ciach moga okaza¢ si¢ niezwykle
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pomocne w leczeniu onkologicznym. Aby moc porownaé¢ wszystkie wybrane monoterpeny
inkorporowane do nanoczgstek, przeanalizowatam ich struktur¢ chemiczng (ryc. 2).

w | nen |HsC CH;
\ J N
" CH, \ W Alfa-pinen 3 i. ,;'ﬁ i CHs 1
N0 %?..:' e X "ToH
0 0 ot :\, % Geraniol
| W Cytral: "% ¥V wiy |
(¢ CM: ) A-Geranial ~ & “ '.,.'.3 °!;L° HC' "CHy
—— : \ )
CH, B-Neral - ~
W Linalol H,C | OH
S
|
o CH;
HsC™  CHs HaC”™ “CHs,

Ryc. 2. Struktury chemiczne monoterpenéw inkorporowanych do SLN [opracowanie wtasne].

Okazato si¢, ze mozliwe jest jedynie wytworzenie SLN, poniewaz W strukturze
geraniolu i linalolu wystepuje grupa hydroksylowa (grupa wodorotlenowa; -OH), ktora
odpowiada za hydrofilowy charakter czasteczki tych zwigzkow i uniemozliwia wytworzenie
NLC. Wynika to z faktu, ze oba monoterpeny posiadaja zwigkszong tendencj¢ do tworzenia
miceli na skutek taczenia si¢ grup -OH z niepolarnymi tancuchami weglowodorowymi
surfaktantu, zamiast ich rozproszeniem w matrycy lipidowej. W rezultacie zarowno wysokie
powinowactwo do fazy wodnej, jak i dodatkowo wysoka lotnos¢ geraniolu/linalolu,
uniemozliwiajg ich dyspersje w fazie lipidowej, a w konsekwencji rowniez synteze NLC.

Cel pracy realizowatam wedlug zataczonego schematu (ryc. 3).
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Ryc. 3. Etapy opracowywania nowego nanono$nika terapeutycznego inkorporowanego wybranym
monoterpenem o wlasciwosciach przeciwnowotworowych [opracowanie wlasne].

4.3.2 Bezpieczenstwo stosowania nanoczastek lipidowych

Potencjalna toksyczno$¢ nanoczastek lipidowych moze zaleze¢ od trzech aspektow:
rozmiaru czastki, inkorporowanej substancji aktywnej oraz od rodzaju surfaktantu. Zaklada
sie, ze czastki o wielkosci przekraczajacej 40 nm nie sg zdolne przeniknagé¢ do zywych
komorek naskorka ani do krwioobiegu, a tym samym nie wywotujg dziatan niepozadanych
dla organizmu. Z kolei w zaleznosci od wtlasciwosci fizykochemicznych zastosowanej
substancji czynnej, a przede wszystkim od sposobu jej uwalniania do krwioobiegu —
w przypadku procesu niekontrolowanego i nicodpowiednio mierzonego, moze dojs¢ do
wywotania natychmiastowej reakcji nadwrazliwos$ci organizmu (anafilaksja). Niezwykle
istotnym czynnikiem warunkujacym bezpieczenstwo stosowania nanoczastek lipidowych jest
odpowiedni dobor surfaktantu. Przeprowadzone dotychczas badania naukowe dowiodty,
ze najbezpieczniejsze w uzyciu sg surfaktanty niejonowe. Ponadto wszystkie substancje
pomocnicze, wchodzace w sklad SLN/NLC powinny wykazywa¢ dziatanie obojetne na
organizm cztowieka. DO syntezy nanoczastek lipidowych mozna stosowaé zatem jedynie
zwigzki, ktore zostaly zaakceptowane przez Agencje Zywnosci i Lekow (ang. American Food
and Drug Administration, FDA) oraz Europejska Agencje Lekow (ang. European Medicines
Agency, EMA) i znajduja si¢ na liScie substancji uwazanych za bezpieczne (ang. Generally
Recognized As Safe, GRAS). Oprocz wielkosci 1 biodegradowalnos$ci nanoczastek nalezy
zwraca¢ uwage na ich droge podania. Najnowsze badania naukowe wskazuja podawanie
przezskorne jako najmniej inwazyjny system dostarczania lekow. W przypadku podawania
miejscowego SLN, dozwolone jest wykorzystywanie wszystkich powszechnie stosowanych
w przemysle farmaceutycznym substancji pomocniczych. Natomiast w podawaniu doustnym
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nanoczgstek, dopuszczalne jest stosowanie lipidéow 1 surfaktantéw uzywanych do produkcji
lekéw w postaci tabletek, granulatéw oraz kapsutek.

4.3.3 Inkorporowanie i uwalnianie substancji aktywnej

Waznym czynnikiem charakteryzujacym zdolno$¢ nanoczastek lipidowych do
inkorporacji substancji aktywnej jest pojemno$¢ tadunkowa (ang. loading capacity, LC) -
wyrazana w procentach i okre$lajaca ilo$¢ substancji aktywnej, ktora moze by¢ zwigzana
z faza lipidowa. Warunkiem koniecznym do uzyskania odpowiedniej pojemnosci tadunkowe;j
nanoczastek lipidowych jest m.in. wysoka rozpuszczalno$¢ leku w stopionym lipidzie,
mieszalno$¢ stopionego leku ze stopionym lipidem, chemiczna i fizyczna struktura stale;
matrycy lipidowej oraz stan polimorficzny materiatu lipidowego. Zazwyczaj rozpuszczalno$é
leku powinna by¢ wyzsza niz wymagana, poniewaz ulega ona obnizeniu w trakcie chtodzenia
mieszaniny.

W zaleznosci od stezenia 1 rozpuszczalno$ci, substancje aktywne moga by¢
inkorporowane w rdzeniu (ang. drug-enriched core) lub w powtoce (ang. drug-enriched shell)
lub tez moga zosta¢ molekularnie rozproszone w calej matrycy lipidowej nanoczastki (ang.
solid solution) (ryc. 4). Nastgpnic na podstawie typu inkorporacji, mozna wyrdznié
najwazniejsze postacie leku: o przedluzonym, opodznionym, pulsacyjnym oraz
przyspieszonym uwalnianiu.

Modyfikowane uwalnianie leku (ang. modified released dosage form, MR) zalezy m.in.
od sktadnikéw formulacji oraz sposobu jej wytwarzania. Najszybciej uwalniane sg substancje
aktywne i leki, ktore zostaty zdyspergowane w catej matrycy SLN. Znacznie wolniej zachodzi
natomiast uwalnianie leku inkorporowanego w rdzeniu. Ten model uwalniania wykazuja
czastki wytworzone metoda homogenizacji wysokoci$nieniowe] na gorgco. Poczatkowo
szybsze uwalnianie leku zachodzi pod wplywem dziatania wysokiej temperatury procesu
I spowodowane jest wiekszg rozpuszczalnoscig sktadnikow aktywnych w wodzie o wyzszej
temperaturze.

SLNtypI SLN typ II SLN typ III
lek w matrycy lipidowej lek w powtoce lek w rdzeniu
surfaktant lek powloka rdzen
\ e ?..5. > \?;. * ‘f 2, %..3. S
R * ,,f:: .'..:.,:{;N

w‘:...*;';. ::gmmz* ...: :.*.w w{::%::;ﬂ‘
ety

AR | R | R

staly lipid matryca lipidowa 40 - 1000 nm

Ryc. 4. Rozmieszczenie substancji aktywnej w zalezno$ci od typu SLN [opracowanie wlasne].
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4.3.3 Oméwienie wynikow

Do optymalizacji sktadu nanoczastek lipidowych zostata wykorzystana analiza
statystyczna w celu znalezienia odpowiedniego stosunku sktadnikéw i parametrow do
produkcji. Tym samym, w pigciu oryginalnych publikacjach naukowych [H1]-[H5] badatam
Wplyw czynnikéw niezaleznych i zaleznych dla syntezowanych SLN inkorporowanych
monoterpenami. Zmiennymi niezaleznymi byly: surfaktant (Poloxamer 188) oraz staty lipid
(Imwitor® 900 K- wybrany podczas selekcji lipidow), natomiast na zmienne zalezne
wybrano: wielko$¢ czastek (ang. Z-Average, Z-Ave), wskaznik polidyspersyjnosci (ang.
Polydispersity Index, PDI) i potencjal zeta (ang. Zeta Potential, ZP). W rezultacie powstat
projekt czynnikowy 22, sktadajacy si¢ z dwoch czynnikow niezaleznych, ustalonych na dwoch
poziomach (tab. 1). Dla kazdego czynnika niezaleznego ustalono odpowiednie wartosci
pozioméw: dolnego (-1), goérnego (+1) oraz centralnego (0). Wszystkie dane analizowano za
pomocg oprogramowania Statistica 7.0 (Stafsoft, Inc., Tulsa, Oklahoma, USA). W celu
zbadania wpltywu zmiennych niezaleznych na zmienng zalezng przeprowadzono réwniez
analize¢ wariancji - test statystyczny ANOVA, pomagajacy oszacowa¢ prawdopodobienstwo,
z jakim wyodrebnione czynniki mogg by¢ powodem rdznic miedzy obserwowanymi $srednimi
grupowymi.

Tabela 1. Wyjsciowy 2-poziomowy projekt czynnikowy, zawierajacy wartosci: nizsze (-1), wyzsze
(+1) 1 wartosci poziomu centralnego (0) dla kazdej zmienne;.

Poziomy
Czynniki niezalezne

-1 0 +1

Imwitor® 900 K 2% (m/v) 4% (m/v) 8% (M/v)

Poloxamer 188 1,25% (m/v) 2,5% (m/v) 5% (M/v)

W pracy [H1] ,, Anti-inflammatory and anti-cancer activity of citral: Optimization of
citral-loaded solid lipid nanoparticles (SLN) using experimental factorial design and
LUMiSizer ” (2018) dokonywatam nie tylko optymalizacji nanoczastek lipidowych, ale przede
wszystkim badatam dziatanie przeciwzapalne i przeciwnowotworowe wybranych
monoterpendow. Celem badan byla enkapsulacja monoterpenu o silniejszym dzialaniu
przeciwzapalnym 1 przeciwnowotworowym oraz przyspieszone testy stabilno$ci za pomoca
analizatora dyspersji LUMiSizer. W pierwszym etapie pracy testowatam aktywno$¢
przeciwzapalng cytralu 1 geraniolu, oceniajagc ich aktywno$¢ inhibicji tlenku azotu (NO).
Przeprowadzone badania wykazaty, ze w komorkach RAW 264.7 przy najnizszym
przygotowanym stezeniu (5 pg/ml) cytral hamowal wytwarzanie NO az w 84%, podczas gdy
geraniol w 52% (w tym samym st¢zeniu). Dodatkowo, przy najwyzszych badanych st¢zeniach
(20 pg/ml) aktywnos$¢ hamowania dla cytralu wynosita 99%, wskazujac jednocze$nie na
wyzszy potencjal przeciwnowotworowy tego zwigzku. Tym samym, w nastgpnym etapie
dokonatam oceny cytotoksycznosci cytralu na dwoch modelach komorkowych skory:
nienowotworowym HaCaT oraz nowotworowym A431.
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Kolejnym etapem bylo opracowanie powtarzalnej metodyki otrzymywania SLN
inkorporowanych cytralem. Po dokonaniu selekcji statego lipidu, przeprowadzitam analize
statystyczng, w celu wybrania najbardziej optymalnego skladu dyspersji cytral-SLN. Do
syntezy nanoczastek lipidowych zastosowalam metod¢ homogenizacji wysokoobrotowe;j
(Ultra-Turrax® T25), a nastgpnie wysokocisnieniowej na goraco. Dla otrzymanych SLN
analizowatam witasciwosci fizykochemiczne, takie jak: Z-Ave, PDI oraz ZP.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze najlepiej zoptymalizowana okazata si¢ dyspersja SLN,
zawierajaca 1% m/v cytralu, 4% m/v statego lipidu (Imwitor® 900 K) oraz 2,5% ml/v
surfaktantu (Poloxamer 188). Reszte sktadu, tj. 92,5% m/v, stanowila woda demineralizowana
(Milli-Q® Plus). Wielko$¢ otrzymanych czastek wynosita 97,7 nm, przy wskazniku
polidyspersyjnosci 0,249. Koncowym etapem badan byta przyspieszona analiza stabilno$ci
wszystkich SLN, przechowywanych w temperaturze pokojowej 25°C przez okres jednego
miesigca. Za pomoca ewolucji profili transmisyjnych, ktore dostarczyly informacji m.in. na
temat kinetyki procesu rozdzielania, indeksu niestabilnosci czy predkosci sedymentacii,
dokonatam charakterystyki wszystkich otrzymanych SLN.

Odpowiedni dobdr lipidow to jeden z najistotniejszych etapéw poprzedzajacych synteze
nanoczastek lipidowych. Jego glownym celem jest wybor najbardziej jednorodnej
mieszaniny, ktoérego dokonuje si¢ na podstawie obserwacji rozpuszczalnosci inkorporowane;j
substancji czynnej w okre$lonym lipidzie, zmieszanych ze sobg w optymalnym stosunku:
substancja czynna/staty lipid. Doktadng procedure selekcji lipidow opisatam w pracy [H2]
I [H3], wchodzacych w sktad osiagnigcia naukowego.

We wszystkich badaniach testowatam osiem réznych lipidow statych: Compitol® 888
ATO, Dynasan® 116, Dynasan® 118, Dynasan® P 60 (F), Imwitor® 900 K, Kolliwax®
GMS 11, Precirol® ATO 5 i Witepsol® E85. Na podstawie selekcji lipidow, najbardziej
przystawalnym lipidem dla wszystkich badanych monoterpendéw okazat si¢ Imwitor® 900 K,
ktérego z tego powodu wybratam do syntezy wszystkich SLN. Wysoka kompatybilno$¢ tego
lipidu wytlumaczylam obecnoscig dlugiego tancucha alkilowego oraz amfifilowego
charakteru struktury chemicznej monostearynianu glicerolu, zapewniajacego dobrg stabilnos¢
dla wszystkich polarnych i niepolarnych zwigzkow.

W kolejnej pracy zatytutowanej [H2] ,, Optimization of linalool-loaded solid lipid
nanoparticles using experimental factorial design and long-term stability studies with a new
centrifugal sedimentation method” (2018) skupitam si¢ gldwnie na opracowaniu skutecznej
metodologii enkapsulacji linalolu, ktoéry podobnie jak geraniol mogt zostaé wiaczony
w strukture jedynie SLN. Dotychczasowe badania wskazywaty, ze linalol jest cennym
zwigzkiem o szerokim spektrum wlasciwosci terapeutycznych, jednak obiecujace efekty
terapeutyczne tego monoterpenu sg ograniczone z uwagi na jego stabg rozpuszczalno$¢
W wodzie 1 lotno$¢. Dowiedziono, ze enkapsulacja linalolu w systemach dostarczania lekow,
takich jak nanoczastki lipidowe umozliwia przezwycigzenie ograniczen fizykochemicznych
linalolu. Dlatego tez celem kolejnych badan bylo otrzymanie i zoptymalizowanie linalolu
enkapsulowanego w SLN z wykorzystaniem eksperymentalnego projektu czynnikowego.
W ramach tej pracy, za pomoca nowoczesnej metody sedymentacji odsrodkowej LUMiSizer
oszacowatam dlugoterminowg stabilno§¢ wytworzonego SLN inkorporowanego linalolem.
Wszystkie dyspersje SLN otrzymatam metoda homogenizacji wysokoci$nieniowej na goraco.
Wplyw zmiennych niezaleznych, stezen surfaktantow i lipidow na wielkos$¢ czastek linalol-
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SLN, wskaznik polidyspersyjnosci i potencjat zeta ocenialam za pomoca 22 czynnikowego
projektu ztozonego z dwoch zmiennych, z ktérych kazda zostata okreslona na dwa poziomy.
Dla kazdej z trzech zmiennych zaleznych przeprowadzitam analiz¢ wariancji ANOVA z 95%
przedziatem ufnos$ci. Wyniki dowiodty, ze stezenie surfaktantu, jak réwniez oddziatywanie
miedzy réznymi st¢zeniami lipidu a surfaktantem mialo statystycznie istotny wptyw na Z-Ave
i PDI. Eksperymentalne projektowanie czynnikowe zostalo z powodzeniem zastosowane do
opracowania optymalnej dyspersji SLN, wymagajgcej minimum przeprowadzonych
eksperymentéw. W oparciu o uzyskane wyniki, optymalna dyspersja SLN zatadowana
linalolem sktadata si¢ z 1% m/v linalolu, 2% m/v statego lipidu i 5% m/v surfaktantu. Ponadto
analiza stabilno$ci wykazata, ze wytworzone dyspersje SLN obcigzone linalolem miaty
ograniczong stabilno$¢ podczas przechowywania, ktora mozna latwo przezwycigzy¢ poprzez
natozenie powloki polimerowej na powierzchni¢ SLN. Z kolei LUMiSizer zastosowatam do
analizy kinetycznej linalolu-SLN podczas przyspieszonego czasu przechowywania.

Celem moich badan w pracy [H3] ,, Development and Optimization of Alpha-Pinene-
Loaded Solid Lipid Nanoparticles (SLN) Using Experimental Factorial Design and
Dispersion Analysis” (2019) bylo opracowanie powtarzalnej metodyki otrzymywania statych
nanoczastek lipidowych inkorporowanych alfa-pinenem. Niniejsze badania takze
przeprowadzitam z wykorzystaniem analizy statystycznej i analizy dyspersji. W pierwszej
kolejnosci dokonatam wyboru stalego lipidu, ktéry stanowitl matryc¢ nanoczastek. Selekcje
lipidow przeprowadzitam badajac rozpuszczalno$¢ alfa-pinenu w okreslonym lipidzie.
Nastgpnie ponownie za pomocag analizy statystycznej dokonalam wyboru najbardziej
optymalnego sktadu, tj. wtasciwego stosuneku statego lipidu i surfaktantu do dyspersji SLN,
co umozliwito skuteczng enkapsulacj¢ alfa-pinenu do SLN. Nanoczastki lipidowe
otrzymywatam metoda homogenizacji wysokoci$nieniowej na goraco, poprzedzonej
przygotowaniem pre-emulsji za pomoca homogenizacji z wykorzystaniem urzadzenia Ultra-
Turrax® T25. Wplyw zmiennych niezaleznych (lipidu i surfaktantu) na wiasciwosci
fizykochemiczne SLN, takich jak Z-Ave, PDI i ZP oszacowatam za pomocag uktadu
czynnikowego 22,

Na podstawie otrzymanych wynikéw wybratam optymalny sktad SLN, ktory sktadat
si¢ z 1% m/v alfa-pinenu, 4% m/v statego lipidu (Imwitor® 900 K), 2,5% m/v surfaktantu
(Poloxamer 188) oraz 92,5% m/v wody demineralizowanej Milli Q® Plus, dla ktorej
wymagana rezystywno$¢ osiggnela wartos¢ powyzej 18,2 MQ x cm (w temp. 25°C).
Wielko$¢ czastek dla zoptymalizowanej dyspersji wynosita 136,7 nm, przy wskazniku
polidyspersyjnosci 0,170. Nastepnym etapem badan bylo przeprowadzenie analizy stabilno$ci
za pomocg LUMiSizera, bgdacego obecnie jednym z najnowocze$niejszych urzadzen do
wykrywania wszelkich zjawisk niestabilno$ci dyspersji. Na podstawie uzyskanych profili
transmisyjnych, zawierajacych informacje na temat kinetyki procesu rozdzielania, dokonatam
charakterystyki SLN z uwzglednieniem tzw. indeksu niestabilno$ci oraz predkosci
sedymentacji.

Celem moich badan opublikowanych jako [H4] , Loading, release kinetics and
stability assessment of monoterpenes - loaded solid lipid nanoparticles (SLN)” (2020) byta
inkorporacja do SLN wybranych monoterpenow: alfa-pinenu, cytralu, geraniolu i limonenu,
a nastepnie charakterystyka fizykochemiczna otrzymanych nanostruktur. Aby poréwnaé
pojemnos¢ tadunkowa, stabilnos¢ oraz kinetyke uwalniania wybranych substancji aktywnych,
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dla wszystkich monoterpenéw przygotowatam jednakowy sktad SLN. Po wyborze
jednakowego dla wszystkich badanych monoterpenéw stalego lipidu, przeprowadzitam
ponownie analize statystyczng, a nastgpnie otrzymywatam SLN za pomocg homogenizacji
wysokoci$nieniowej na goragco, poprzedzonej homogenizacja wysokoobrotowa za pomoca
aparatu Ultra-Turrax® T25. W efekcie, sktad wszystkich SLN obejmowat: 1% m/v
monoterpenu (alfa-pinenu, cytralu, geraniolu, limonenu), 4% m/v statego lipidu - Imwitor®
900 K, 2,5% m/v surfaktantu- Poloxamer 188 oraz 92,5% m/v wody demineralizowanej -
Milli-Q® Plus. Dodatkowo przygotowatam tzw. probe kontrolng, oznaczong jako ,.pusty
SLN”, ktora nie zawierata sktadnika aktywnego, a tym samym skladata si¢ z 5% m/v tego
samego lipidu (Imwitor® 900 K) i 2,5% m/v identycznego surfaktantu (Poloxamer 188).
Wielko$¢ otrzymanych czastek miescita si¢ w granicach od 90 nm (alfa-pinen-SLN) do
140 nm (limonen-SLN), przy PDI w zakresie od 0,169 (alfa-pinen-SLN) do 0,338 (limonen-
SLN). Ponadto za pomoca LUMiSizera analizowatam wszystkie SLN (w dniu wytworzenia
nanoczastek oraz po tygodniowym przechowywaniu w temperaturze 25°C) w celu wykrycia
zjawisk niestabilno$ci. Profil uwalniania monoterpenéw z SLN okreslitam za pomocg komor
dyfuzyjnych Franza oraz spektrofotometru UV-Vis.

Nastepnie, przeprowadzitam proces liofilizacji za pomocg urzadzenia Freeze Dryer
(Scanvac Cool Safe) w temperaturze -54°C i pod cie$nieniem 46 mbar dla wszystkich SLN
inkorporowanych monoterpenami. Proces suszenia trwat 12 godzin, a otrzymane probki miaty
posta¢ bialego proszku. Obliczytam takze efektywnosci enkapsulacji monoterpenow
z wykorzystaniem techniki chromatografii gazowej. Kolejnym etapem moich badan byta
charakterystyka matrycy lipidowej nanoczastek za pomoca dyfrakcji rentgenowskiej (XRD,
nisko- i szerokokatowej), jak réwniez okreslenie zachowan fazowych SLN, badanych za
pomoca roznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC). Przeprowadzone badania wykazaly
mozliwo$¢ enkapsulacji lotnych zwiazkow, bowiem wszystkie wybrane monoterpeny zostaty
z powodzeniem inkorporowane do SLN.

W publikacji [H5] ,,(+)-Limonene 1,2-Epoxide-Loaded SLNs: Evaluation of Drug
Release, Antioxidant Activity, and Cytotoxicity in an HaCaT Cell Line” (2020) zostat
przedstawiony preparat na bazie SLN inkorporowanych 1,2-epoksydem (+)-limonenu
i monostearynianem glicerolu (Lim-SLN), dodatkowo stabilizowany Poloxamerem 188.
Bioragc pod uwage udokumentowane dziatanie przeciwnowotworowe (+)-limonenu, celem
moich badan bylo opracowanie statych nanoczastek lipidowych jako potencjalnych no$nikow
dla 1,2-epoksydu (+)-limonenu (Lim-SLN) oraz zbadanie wptywu tych czastek na profil
uwalniania, aktywno$§¢ antyoksydacyjna 1 cytotoksycznos¢ w linii komodrkowej
keratynocytow. Kilka doniesien naukowych potwierdza, ze 1,2-epoksyd (+)-limonenu moze
indukowac apoptoze komoérek nowotworowych, a takze hamowac¢ szlaki PI3K/Akt/mTOR17
i NF-xB. W niniejszej pracy oceniatam role SLN w peroksydacji lipidow i cytotoksycznosci
w spontanicznie przeksztatconej linii komorek keratynocytéw niesmiertelnych aneuploidow
ze skory dorostego cztowieka (linia komoérkowa HaCaT). Do przeprowadzenia testu
zywotnosci komorek zastosowaliSmy kolorymetryczny test bromku 3-(4,5-dimetylo-2-
tiazolilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliowego (MTT). Nanoczastki Lim-SLN otrzymywatam przy
uzyciu homogenizacji  wysokoci$nieniowej. W  efekcie otrzymane nanono$niki
charakteryzowaty si¢ pojemnoscia tadowania 0,39% oraz wydajnoscia enkapsulacji
wynoszaca 63%. Srednia wielko$¢ czastek dla Lim-SLN miescila sie w zakresie 194 + 3,4 nm
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przy wskazniku polidyspersyjnosci 0,244, podczas gdy proba kontrolna (bez monoterpenu)
uzyskata wielko$¢ 203 +15nm, przy PDI wynoszacym 0,213. Profil uwalniania
monoterpenu z SLN byt dopasowany do modelu kinetycznego zerowego rzedu, typowego dla
preparatow o kontrolowanym uwalnianiu. Inkorporacja monoterpenu nie wplyneta na profil
antyoksydacyjny. Uzyskane wyniki wzmacniajg warto$¢ dodang stosowania naturalnie
wystepujacych zwigzkéw przeciwutleniajgcych i przeciwnowotworowych w innowacyjnych
preparatach, ktore moga by¢ dalej wykorzystywane w kilku drogach podawania, w tym
doustnych 1 miejscowych. Nanoczgstki lipidowe sg szczegolnie interesujace jako nosniki
lekow do stosowania na skoére i doustnie ze wzgledu na ich rol¢ jako wzmacniaczy
przenikania i wchtaniania, poniewaz ich sklad przypomina zaréwno lipidy organizmu
cztowieka, jak | pozywienia.

Z kolei praca zatytutowana [H6] , Cancer Nanopharmaceuticals: Physicochemical
Characterization and In Vitro/In Vivo Applications” (2021) stanowi wnikliwy przeglad
najnowszego pismiennictwa dotyczacego gtownie wiasciwosci i zastosowania in vitro oraz in
Vivo szeroko pojetej grupy nanofarmaceutykow onkologicznych. W niniejszym przegladzie
szczegblowo  omowitam  najwazniejsze metody stosowane do  charakterystyki
fizykochemicznej, farmakokinetycznej i biofarmaceutycznej, ktore odgrywaja kluczowa role
W ocenie potencjalnej analizy obrazowania nanofarmaceutykow oraz w specyficznym
dostarczaniu lekéw przeciwnowotworowych do komorek/tkanek nowotworowych. Co wazne,
kilka technologii analitycznych pozwala na scharakteryzowanie nanofarmaceutykow
I nanoczastek oraz ich wilasciwosci w sposob, aby mogly by¢ wlasciwie wykorzystywane
w terapii onkologicznej. W pracy podkreslitam takze role wielofunkcyjnych nanoczastek
w diagnostyce 1 leczeniu nowotwordw, wyjasniajac sposob, w jaki nanoterapeutyki moga by¢
przydatne w nowoczesnej chemioterapii, a takze przedstawitam wyzwania zwigzanego
z komercjalizacja nanoczastek do leczenia nowotworow.

4.3.4 Podsumowanie i wnioski

Pomimo Ze istnieje kilka dostepnych klinicznie terapii przeciwnowotworowych, to
idealny lek przeciwnowotworowy nie zostal jeszcze odkryty. Liczne skutki uboczne
klasycznych lekéw chemioterapeutycznych ograniczajg leczenie. Dotychczas prowadzone
badania nad nowymi lekami ujawnity szereg nowych struktur chemicznych o silnej
aktywnosci biologicznej, ktore sg interesujgce w aspekcie leczenia raka. Wybrane do moich
badan monoterpeny stanowig najbardziej rozpowszechniong grup¢ naturalnie wystepujacych
w przyrodzie zwigzkow organicznych, bedacych gtownymi sktadnikami olejkoéw eterycznych.
Z uwagi na potwierdzone badaniami liczne wlasciwosci  (przeciwutleniajace,
przeciwdrobnoustrojowe, przeciwbolowe, przeciwlekowe, przeciwnowotworowe) staty sie
gldownym przedmiotem moich zainteresowan w badaniach nad inkorporacja w nanoczastki
lipidowe i celowanym dostarczaniu jako alternatywne zrodto terapeutyczne.
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W wyniku przeprowadzonych badan:

a. Opracowatam powtarzalne metody syntezy dla stalych nanoczastek lipidowych (SLN)
inkorporowanych: alfa-pinenem, cytralem, geraniolem, limonenem i linalolem dla
potrzeb biomedycznych.

b. Scharakteryzowalam wtasciwosci fizykochemiczne otrzymanych nanostruktur stuzacych
jako nosniki lekéw przeciwnowotworowych.

C. Zbadalam  aktywno$¢  przeciwzapalng 1  przeciwnowotworowg  zwigzkow
inkorporowanych do nanoczgstek lipidowych.

d. Obliczytam szybko$¢ uwalniania z SLN dla kazdego z badanych monoterpendéw
0 wlasciwos$ciach przeciwnowotworowych.

e. Oznaczylam efektywnosci enkapsulacji oraz ilo$ci zainkorporowanych substancji
aktywnych.

f.  Wykonalam kompleksowg analiz¢ matryc lipidowych otrzymanych SLN, bedacych
no$nikami lekow.

g. Otrzymane i1 zoptymalizowane nanoczastki lipidowe posiadaty zalozone przed synteza
wilasciwos$ci przeciwzapalne i przeciwnowotworowe.

h. W rezultacie, nowo powstate SLN mogg znalez¢ zastosowanie w medycynie jako nosniki
monoterpenow do produkcji innowacyjnych produktéw leczniczych.

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowg albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegolnosSci zagranicznej.

5.1 Zainteresowania naukowo-badawcze

Obecnie istnieje potrzeba tworzenia nowych, wygodnych aplikacyjnie, a zarazem
skutecznie dziatajacych form lekéw o kontrolowanych uwalnianiu 1 dostarczaniu do
okreslonego narzadu. Moje zainteresowania naukowe wpisujg si¢ we wspomniany nurt
i obejmuja opracowanie powtarzalnych procedur otrzymywania nanoczastek lipidowych,
zawierajagcych w skladzie substancje aktywne. Wsrdd substancji, ktore obecnie staram si¢
inkorporowa¢ w nanoczastki, sg przeciwciala monoklonalne (mAb), wprowadzone w latach
90. XX wieku do leczenia nieswoistych chorob zapalnych jelit (NChZJ) — w tym
wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego oraz choroby Lesniowskiego-Crohna, ktore stanowig
obszar mojej specjalnosci badawczej. W Polsce na te przewlekte i nieuleczalne jak dotad
schorzenia przewodu pokarmowego cierpi juz ponad 50 tysiecy pacjentéw, a ich liczba wcigz
ro$nie. Powszechnie stosowane terapie mAb powoduja czeste dziatania niepozadane po
podaniu dozylnym. Innym problemem jest spadek efektywnosci mAb wraz z czasem ich
przechowywania. Ponadto przeciwciala podawane s3 w formie zastrzykéw dozylnych,
co powoduje bol i dyskomfort u czeséci pacjentow.

Dlatego tez aktualnym celem prowadzonych przeze mnie badan jest opracowanie
skutecznego i powtarzalnego sposobu inkorporacji mAb w nanoczastki lipidowe, ktore moga
by¢ podawane doustnie. Dzigki temu mozliwa bedzie poprawa stabilnosci mAb, przy
jednoczesnym ograniczeniu cze¢sto$ci dziatan niepozadanych. Do tej pory, uzyskalam
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obiecujgce wyniki badan wstepnych, ktore dowiodly, ze nanoczastki lipidowe powleczone
przeciwcialami zapewniaja nie tylko wzrost stabilno$ci mAb, ale tez zmniejszaja ich
immunogenno$¢!. Nowoscia moich badan jest doustna forma podawania mAb w postaci
kapsutek, opornych na dziatanie soku zZotadkowego i ulegajacych rozktadowi w jelicie,
€0 moze znaczaco poprawi¢ komfort pacjentow.

Moj najnowszy pomyst zastosowania nanoczgstek lipidowych w podaniu doustnym
zwigzany jest gtownie z ich bezpieczenstwem oraz zdolnoscig do szybszego podawania
dojelitowego. Zrozumienie wplywu ich niewielkich rozmiaréw i ksztatltu na pozniejszy
rozktad w jelicie moze znalez¢ zastosowanie podczas opracowywania nanokapsutek w terapii
NChZJ. Utworzona podczas produkcji nanoczastek zewngtrzna otoczka lipidowa ulegnie
rozktadowi pod wptywem enzyméw do sktadnikoéw naturalnie wystepujacych w ludzkim
organizmie, co daje gwarancje bezpieczenstwa stosowania tego typu nosnikow.

Zaprojektowany, wielowatkowy tok badan zaczyna przynosi¢ oczekiwany pozytywny
rezultat, gdyz w oparciu o wnikliwg interpretacj¢ wynikdw, istotnie poglebiajaca stan wiedzy
w zakresie problematyki badan, moje prace juz teraz oferuja gotowe rozwiazania aplikacyjne.
Prowadzone badania umozliwiaja mi nie tylko wzmocnienie synergii badawczych
i komplementarnosci w ramach czynnej wspotpracy migdzynarodowej, ale takze inicjuja
kolejne prace i wspolne projekty multidyscyplinarne, majace na celu uzyskanie
przetomowych rezultatow przy zastosowaniu nanoczastek lipidowych jako nanono$nikow
lekoéw gastroenterologicznych w leczeniu nieswoistych zapalen jelit.

5.2 Wspolpraca naukowa w kraju i za granica

W ramach moich badan wspotpracuje z wybitnymi naukowcami z Polski 1 zagranicy
w zakresie  nanotechnologii, farmacji, immunologii, onkologii, gastroenterologii,
biotechnologii, genetyki oraz chemii. Najwazniejsze wspolprace, jak rowniez te, ktore
zaowocowaly licznymi publikacjami przedstawitlam w tabeli 2.

Od 2016 roku posiadam rowniez afiliacje nmaukowa zagraniczna z Uniwerytetu
w Coimbrze oraz Uniwersytetu Minho w Bradze (Portugalia) z uwagi na moja aktywna
wspoélprace z profesor Eliang B. Souto oraz prace w roli gldéwnego wykonawcy projektu
,,PAIRED: Magnetically and photochemically actuated bioactive Nanowires for remotely
controlled drug delivery” (M-ERA-NET/0004/2015), finansowanym przez the Portuguese
Science and Technology Foundation, Ministry of Science and Education (FCT/MEC), through
national funds and cofinanced by FEDER, under the Partnership Agreement PT2020.

W tym celu zostalam zostatam zarejestrowana na portugalskiej platformie CiénciaVitae:
Ciéncia ID: 9B1B-A35C-D809 (https://www.cienciavitae.pt/9B1B-A35C-D809)

! Souto, E.B.; Souto, S.B.; Zielinska, A.; Durazzo, A.; Lucarini, M.; Santini, A.; Horbanczuk, O.K.; Atanasov, A.G.; Marques, C.; Andrade,
L.N.; Silva, A.M.; Severino, P. Perillaldehyde 1,2-epoxide Loaded SLN-Tailored mAb: Production, Physicochemical Characterization and In
Vitro Cytotoxicity Profile in MCF-7 Cell Lines. Pharmaceutics 2020, 12, 161. https://doi.org/10.3390/pharmaceutics12020161

Strona 17 z 24


https://www.cienciavitae.pt/9B1B-A35C-D809
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics12020161

Dr Aleksandra Zielinska

Tabela 2. Najwazniejsze wspotprace migdzynarodowe i krajowe.

Autoreferat

Nazwa oSrodka naukowego

Kraj

Osoba wspélpracujaca

Department of Pharmaceutical Technology, Faculty of
Pharmacy, University of Coimbra, 3000-548 Coimbra;
CEB-Centre of Biological Engineering, University of Minho,
Campus de Gualtar, 4710-057 Braga

Centre for Research and Technology of Agro-Environmental
and Biological Sciences (CITAB), University of Tras-0s
Montes e Alto Douro (UTAD), Quinta de Prados,
5001-801 Vila Real;

Department of Biology and Environment, University of Tras-
0s-Montes e Alto Douro (UTAD), Quinta de Prados,
5001-801 Vila Real

Portugalia

Eliana B. Souto

Amélia Silva

CREA-Research Centre for Food and Nutrition,
Via Ardeatina 546, 00178 Rome

Department of Pharmacy, University of Napoli Federico 11,
80131 Napoli

Department of Agricultural Sciences, University of Napoli
Federico II, Via Universita 100, 80055 Portici, Napoli

Wiochy

Alessandra Durazzo

Antonello Santini

Raffaele Capasso

Laboratory of Biomaterials and Nanotechnology (LaBNUS),
University of Sorocaba, Sorocaba 18078-005, Sdo Paulo

Institute of Technology and Research (ITP), Avenida Murilo
Dantas 300, 49010-390 Aracaju;
Industrial Biotechnology, Tiradentes University (UNIT)
Avenida Murilo Dantas 300, 49032-490 Aracaju

Brazylia

Marco V. Chaud

Patricia Severino

Tiradentes Institute, 150 Mt, Vernon Street, Dorchester,
Massachusetts 02125, Unites States;
Division of Engineering in Medicine, Department of
Medicine, Harvard Medical School, Brigham and Women’s
Hospital, Cambridge, Massachusetts 02139, Unites States

USA

Patricia Severino

Su Ryon Shin

UCLan School of Pharmacy & Biomedical Sciences,
University of Central Lancashire, Preston

Wielka
Brytania

Kamalinder K. Singh

Department of Pharmacognosy, University of Vienna,
Althanstrale 14, 1090 Vienna; Austria
Ludwig Boltzmann Institute for Digital Health and Patient
Safety, Medical University of Vienna, Spitalgasse 23, 1090
Vienna; Austria;

Institute of Neurobiology, Bulgarian Academy of Sciences,
23 Acad. G. Bonchev str., 1113 Sofia, Bulgaria;
Institute of Genetics and Animal Breeding, Polish Academy
of Sciences, Jastrzebiec, 05-552 Magdalenka, Polska

Austria,
Butgaria,
Polska

Atanas G. Atanasov

Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu, Katedra i Klinika Gastroenterologii, Dietetyki
i Chorob Wewnetrznych

Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego
Katedra Medycyny Srodowiskowej;
Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu, Katedra i Klinika Gastroenterologii, Dietetyki
i Choréb Wewngtrznych

Polska

Piotr Eder

Jacek Karczewski
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6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych

nauke lub sztuke

6.1 Dzialalno$¢ dydaktyczna i popularyzatorska

Wykaz prowadzonych zajeé
dydaktycznych

Miejsce prowadzenia zajeé

Ilos¢ godzin

Pelniona funkcja

2013/2014

Zaktad Chemii Stosowanej,

Preparaty do pielegnacji Uniwersytet im. Adama 45 doktorant-
skory Mickiewicza w Poznaniu W)
Labirynt Pigknosci - . . .
warsztaty dla dzieci WBi/r(:]ZlZf d(;rr‘]rgnl\l/ll,i é:(?é\x?é;ztet 6 wspotorganizator
w ramach ' W Poznaniu i wyktadowca
Nocy Naukowcow 2013
Warsztaty dla nauczycieli . S
w ramach konferencji W}i’g}Zl'a; d?r;e;l,\l/ll’icllj(?évwv?cr;ztet 6 wykladowca
Nowe wyzwania dydaktyki ' W Poznaniu (28.02.2014)
chemii
Warsztaty podczas Wydziat Chemii, Uniwersytet wspotorganizator
Poznanskiego Festiwalu im. Adama Mickiewicza 6 i wyktadowca
Nauki i Sztuki 2014 w Poznaniu (10.04.2014)
skZ:e?i?tiigc;flizﬁﬁzic&e I Liceum Ogo6lnoksztatcace doktorant-
shaelEa B e im. Karola Marcinkowskiego 9 wyktadowca
dla uczniow Kklas .
L w Poznaniu (22.05.2014)
akademickich
Wspolorganizator . .. .
mi(;dzyn_z_lrodowej _ W}i]r(:]nf d?r;e;nl\l/ll’ig(?éyv?é;gtet 7 wspotorganizator
konferencji naukowej ' W Poznaniu (01-3.06.2014)
BaltSilica 2014
2014/2015
. .. Zaktad Chemii Stosowanej,
Preparaty d9 pielegnacji Uniwersytet im. A damaJ 90 doktorant-
skory Mickiewicza w Poznaniu WP
Labirynt Pieknosci - . .. .
warsztaty dla dzieci W}i]r(:]nf dg&e::\l/lﬁ (:L:(?(;\x?éigta 5 wspotorganizator
w ramach ' W Poznaniu i wyktadowca
Nocy Naukowcow 2014
Warsztaty podczas Wydzial Chemii, Uniwersytet wspotorganizator
Poznanskiego Festiwalu im. Adama Mickiewicza 6 i wyktadowca
Nauki i Sztuki 2015 w Poznaniu (10.04.2015)
PI’O{: sktérl):;zcyromvig:iszts;??ej’ Zaktad Chemii Stosowane;j, alv rok opiekun pracy
P prov o Uniwersytet im. Adama cary rox magisterskiej; pani
badan, omawianie wynikow, akademicki

recenzja dysertacji

Mickiewicza w Poznaniu

Marty Dabrowskiej

2015/2016
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Zaktad Chemii Stosowanej,

Preparat);l(jgrplelggnacjl Uniwersytet im. Adama 75 doklita(;rgnt;a
y Mickiewicza w Poznaniu Wy W
Labirynt Pigknosci - . . .
warsztaty dla dzieci Wydziat Chemii, Uniwersytet wspolorganizator
im. Adama Mickiewicza w 6 .
w ramach Poznaniu i wyktadowca
Nocy Naukowcow 2015
Wspélorganizator
miedzynarodowej . .. .
konferencji WG3 Meeting, W}iﬁ]ﬂf d?rlne;nl\l/ll’ig(?éyvieg;?et 24 wspotorganizator
COST Action CM1104 ' W Poznaniu (26-27.11.2015)
Reducible oxide chemistry,
structure and functions
Udzial i pomoc
W organizacji seminarium —
spotkania z przemystem Wydziat Chemii, Uniwersytet wspoloreanizator
w ramach cyklu im. Adama Mickiewicza 6 (%4 12g2015)
Chemia w stuzbie Kosmetyki w Poznaniu T
IX, Nadchodzgce wyzwania
dla przemystu kosmetycznego
Warsztaty podczas Wydzial Chemii, Uniwersytet wspotorganizator
Poznanskiego Festiwalu im. Adama Mickiewicza 6 I wyktadowca
Nauki i Sztuki 2016 w Poznaniu (11.04.2016)
Projekt ’pracy magISter§kleJ’ Zaktad Chemii Stosowanej, opiekun pracy
wspoélne prowadzenie - . caty rok . T .
, o g Uniwersytet im. Adama . .| magisterskiej; pani
badan, omawianie wynikéw, Lo . akademicki ' .
. - Mickiewicza w Poznaniu Justyny Przenicznej
recenzja dysertacji
2016/2017
. . Zaktad Chemii Stosowanej,
Preparat);lggrplelggnacp Uniwersytet im. Adama 35* dokl;tggnt;a
y Mickiewicza w Poznaniu Wy W
Labirynt Pigknosci - . . .
warsztaty dla dzieci W}i’g]mf d?ri]e;nl\l/ll]g(?é\/wvfézztet 6 wspotorganizator
w ramach ' W Poznaniu i wyktadowca
Nocy Naukowcow 2016
Warsztaty podczas Wydziat Chemii, Uniwersytet wspotorganizator
Poznanskiego Festiwalu im. Adama Mickiewicza 6 i wyktadowca
Nauki i Sztuki 2017 w Poznaniu (10.04.2017)
opiekun pracy
magisterskiej
. . Zaktad Chemii Stosowanej, realizowanej
Wspélne prowadzenie - .
badan. omawiani niké Uniwersytet im. Adama l. semestr w ramach programu
adan, omawianie wynrkow Mickiewicza w Poznaniu Erasmus+, pani
Irene Rubio Bueno
(Hiszpania)
Projekt dwoch prac rr?gl?;g?siiriﬁ'
magisterskich, wspolne Zaktad Chemii Stosowanej, Iv rok 913 i '
rowadzenie badan Uniwersytet im. Adama caly rox pani Natalii
p . R L i ) akademicki Kalinowskiej
omawianie wynikow, Mickiewicza w Poznaniu . ..
. .. oraz pani Weroniki
recenzja obu dysertacji Kluski

*obnizone pensum dydaktyczne z uwagi na staze naukowe (01.09.2016-23.12.2016 oraz 01.06.2017-08.09.2017) w ramach programu Erasmus+
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6.2 Opracowane pomoce dydaktyczne

Autorstwo serii artykutow o olejach roslinnych i substancjach aktywnych:

Zielinska A. Oleje roslinne jako surowce kosmetyczne cz. 1. Oleje owocowe: spozywaé
czy nakladaé na twarz? Swiat Przemystu Kosmetycznego, 2014, 1 (17), 50-52.
Zielinska A. Oleje roslinne jako surowce kosmetyczne cz. Il. Oleje orzechowe:
prawdziwa przekgska dla skéry! Swiat Przemystu Kosmetycznego, 2014, 2 (17), 16-17.
Zielinska A. Oleje roslinne jako surowce kosmetyczne cz. Ill. Oleje palmowe:
egzotyczny luksus... Swiat Przemyshu Kosmetycznego, 2014, 3 (17), 34-36.

Zielinska A, A. Feliczak-Guzik, M. Zebrowska. Substancje aktywne pochodzenia
roslinnego, stosowane w produktach kosmetycznych. o-bisabolol i inne surowce
terpenowe. Swiat Przemyshi Kosmetycznego, 2014, 3 (17), 20-23.

Zielinska A, Dabrowska M, Nowak I. Olej z nasion Meadowfoam — ,,perta” wsréd
olejow roslinnych. Polish Journal of Cosmetology, 2015, 18 (2).

Dabrowska M, Zielinska A, Nowak 1. Olej Monoi — eliksir wysp Potudniowego
Pacyfiku. Swiat Przemystu Kosmetycznego, 2015, 1 (18), 48-51.

Zielinska A, Nowak |, Zebrowska M. Substancje aktywne pochodzenia roslinnego,
stosowane w produktach kosmetycznych. Kwercetyna, hesperydyna, trokserutyna i inne
surowce flawonoidowe. Swiat Przemystu Kosmetycznego, 2015, 1 (18), 54-57.
Zielinska A, Nowak |, Zebrowska M. Substancje aktywne pochodzenia roslinnego,
stosowane w produktach kosmetycznych. Ramnoza i inne cukry proste. Swiat Przemystu
Kosmetycznego, 2015, 2 (22), 48-51.

Dabrowska M, Zielinska A, Nowak I. Lipid oxidation products as a potential health
and analytical problem. Chemik, 2015, 69 (2): 85-87.

6.3 Magistranci

e W latach 2015-2018 pelnitam role opiekuna 4 prac magisterskich studentéw kierunku

chemia, specjalnos$¢ chemia kosmetyczna na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu oraz w 2018 role opiekuna studentow zagranicznych.

e W latach 2016-2017 pelnitam rol¢ opiekuna 2 prac magisterskich studentéw kierunku

farmacja na Wydziale Farmacji Uniwersytetu w Coimbrze (Portugalia).

6.3 Popularyzacja nauki

W ramach mojej dziatalnosci popularyzatorskiej:

e bralam aktywny udzial w Nocy Naukowcow (lata 2013-2016) poprzez prowadzenie

., Labiryntu Pieknosci” na Wydziale Chemii UAM,;

e bralam aktywny udziat W Poznanskim Festiwalu Nauki i Sztuki (lata 2014-2017)

poprzez prowadzenie ,, Labiryntu Pigknosci” na Wydziale Chemii UAM;
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e prowadzitam warsztaty dla nauczycieli w ramach konferencji Nowe wyzwania dydaktyki
chemii (28.02.2014);
e prowadzitam zajecia laboratoryjne dla uczniéw klas akademickich z poznanskiego VIII

Liceum Ogolnoksztatcacego (22.05.2014).

7. Pozostale informacje
7.1 Wybrane szkolenia

Bratam udziat w licznych szkoleniach z technik i metod badawczych oraz z umiejetnosci
miekkich, w tym migdzy innymi:

e Dobra Praktyka Kliniczna GCP (Good Clinical Practice Certificate, NIDA Clinical
Trials Network), Krakow.

e Szkolenie z zakresu pisania tekstow naukowych (Program Operacyjny Kapitat Ludzki,
FNP Projekt SKILLS), Warszawa.

e Szkolenie z zakresu zarzadzania zespotem naukowym (POKL, FNP Projekt SKILLS),
Wroctaw.

e Szkolenie z zakresu upowszechniania nauki (POKL, FNP Projekt SKILLS), Warszawa.

e Szkolenie z zakresu prezentacji wynikéw badan naukowych (POKL, FNP Projekt
SKILLS), Krakow.

e Szkolenie z zakresu zarzadzania projektami badawczymi (POKL, FNP Projekt SKILLS),
Wroctaw.

e Szkolenie ,,Jak méwi¢ by Ci¢ zrozumiano. Oferta nauki dla biznesu” (Poznanski Park
Naukowo-Technologiczny UAM).

e Szkolenie z zakresu komercjalizacji wynikow prac badawczych (POKL, FNP Projekt
SKILLS), Poznan.

e Szkolenie z zakresu przedsigbiorczosci (POKL, FNP Projekt SKILLS), Warszawa.

e Certyfikowany kurs Aspekty Medycyny Estetycznej i Przeciwstarzeniowej;
Odpowiednie podejscie do pacjenta w parze z przedsigbiorczoscia (Europejskie
Centrum Szkoleniowe FENICE), Poznan.

7.2 Nagrody i wyréznienia

e Laureat Programu START 2021 Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej dla wybitnych
mlodych uczonych: https://www.fnp.org.pl/konkurs-start-2021-rozstrzygniety/

e Redaktor Goscinny Wydania Specjalnego pt. Current Research on the Cytotoxicity of
Drugs to Humans and Animals w czasopismie Toxics (IF = 3,271; ISSN 2305-6304).

e Czlonek Komitetu Organizacyjnego Migdzynarodowej Konferencji Farmaceutycznej
2020, Atlanta, USA (01.12.2019 —14.08.2020).
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Ambasador Nauki nadany przez Wydawnictwo Bentham Science 2019-2020
(Cambridge, UK).

Il nagroda za najlepszg prezentacj¢ ustng na konferencji miedzynarodowej 6th
European Young Engineers Conference (EYEC), Warszawa (24.04.2017 — 26.04.2017).
I nagroda za najlepszy poster naukowy na konferencji miedzynarodowej 5th European
Young Engineers Conference (EYEC), Warszawa (20.04.2016 — 22.04.2016).

| nagroda za najlepszy poster naukowy na konferencji migdzynarodowej 18th JCF-
Friihjahrssymposium 2016, Kiel, Niemcy (16.03.2016 — 19.03.2016).

I nagroda za najlepszy poster naukowy na konferencji mi¢gdzynarodowej 17th JCF-
Friihjahrssymposium 2015, Miinster, Niemcy (25.03.2015 — 28.03.2015).

Laureat ogolnopolskiego Konkursu TransFormation.doc organizowanego przez
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w ramach projektu systemowego
Wsparcie dla zarzgdzania badaniami i ich wynikami (11.10.2015 — 24.10.2015).
Laureat konkursu na najlepszy esej w jezyku angielskim Role of diplomacy in creating
the image of the state. Nagroda: Stypendium na Mi¢dzynarodowy Letni Uniwersytet
Dyplomacji 2015 (29.06.2015 — 03.07.2015).

Laureat w konkursie o stypendium wyjazdowe na staze zagraniczne, zorganizowanego
w ramach Programu Unii Europejskiej i Europejskiego Funduszu Spotecznego UAM:
Unikatowy Absolwent = Mozliwosci. Nagroda: Staz naukowy w Berlinie, Freie
Universitdt Berlin, Niemcy (03.11.2014 — 30.01.2015).

Stypendium Rektora Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu dla
najlepszych doktorantow (2014 — 2018).
e Stypendium projakosciowe Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu dla
najlepszych doktorantow (2014 — 2018).

7.3 Podsumowanie dorobku naukowego

Osiagniecie habilitacyjne:
5 publ. oryginalnych (w tym 3 z pierwszym autorstwem) z punktacja:
100 Pkt. Min.; 100 Pkt. Min.; 140 Pkt. Min.; 40 Pkt. Min.; 140 Pkt. Min., 140 Pkt. Min.

Warto$¢ IF = 27,388
Punktacja MNiSW = 660
Liczba cytowan (wg Web of Science) = 149

Dorobek naukowy poza osiagnieciem habilitacyjnym:
Laczna punktacja MNiSW = 3830

Liczba publikacji = 46

- w tym publikacje z pierwszym wspotautorstwem = 7

(w tym 3 prace po 140 Pkt. Min.; 1 praca po 100 Pkt. Min.; 2 prace po 40 Pkt. Min.; 1 praca
po 70 Pkt. Min.)

- w tym publikacje z IF = 37 (wartos$¢ IF: 167,995; punktacja MNiSW: 3640)
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Indeks Hirscha (wg Web of Science) = 16

Indeks Hirscha (wg Scopus) = 18

Indeks Hirscha (wg Google Scholar) = 21

Liczba cytowan/autocytowan (wg Web od Science): 645/569

(podpis wnioskodawcy)
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