Streszczenie projektu — przeznaczone dla Doktoranta
Przedstawiony projekt pracy doktorskiej dotyczy problematyki zwigzanej z opracowaniem

nanoemulsji wielokrotnych jako inteligentnych no$nikow lekow stosowanych w leczeniu
nowotworow.

Zainteresowane osoby prosimy o kontakt z przysztymi promotorami pracy — spotkanie pozwoli
na blizsze poznanie proponowanej tematyki i daje mozliwos¢ zaprezentowania sig¢ obu stron,
a  szczegolnie  Kandydatki/Kandydata. ~ Dane  kontaktowe:  tudek@ibb.waw.pl,
e.dluska@ichip.pw.edu.pl

Definicja i cechy emulsji wielokrotnych jako no$nikéw lekéw

Emulsje wielokrotne to uktady przynajmniej dwoch wzajemnie nierozpuszczalnych cieczy,
posiadajace struktur¢ bardziej ztozona niz powszechnie znane emulsje proste typu krople
oleju w wodzie, lub krople wody w oleju. W przypadku emulsji wielokrotnych mamy do
czynienia ze strukturami typu ,kropel w kroplach” (rysunek 1 1 2). Struktury takie
umozliwiajg zamykanie tzw. enkapsulacj¢ jednego lub kilku lekow jednoczes$nie, a nastgpnie
uwalnianie ich w miejscu chorobowo zmienionym z szybkoscia i st¢zeniem zaleznym od
wielkosci kropel 1 parametréow fizykochemicznych cieczy tworzacych emulsje takich jak
lepkos¢, gestosé, itp. oraz leku. Mozliwo$¢ zamykania w strukturze emulsji agresywnych
chemoterapeutykOw pozwala na minimalizacje ich niekorzystnego wplywu na zdrowe
komoérki. W celu zwigkszenia skuteczno$ci terapii na powierzchniach kropel mozna
umieszcza¢ substancje (przeciwciala) specyficznie rozpoznajace receptory komorek
nowotworowych — inteligentne nosniki (rys. 3), zagadnieniu temu poswigcona jest
proponowana praca doktorska.
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Rys. 1 Podstawowa struktura emulsji wielokrotnej.
Leki mogg by¢ zamykane albo w fazie wewnetrznej stanowigcej jedng z cieczy emulsji np. wode, albo
w fazie membranowej bedacej drugg ciecza np. olej, albo w obu tych fazach jednoczesnie.
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Rys. 2 Przyktadowe zdjecie farmaceutycznych emulsji wielokrotnych wytwarzanych w biokontaktorze
z przeptywem Couette’a-Taylora w warunkach pracy biokontaktora réznigcych sie intensywnoscia
mieszania cieczy: zdjecie (1) 1830 obrotéw /min, zdjecie (I1) 2330 obrotéw/min

Rys. 3 Emulsyjne nanonosniki z przeciwciatami na powierzchniach kropel fazy membranowej

Cele pracy obejmuja:

- Dobor sktadu nanoemulsji wielokrotnych (patrz rys. 1 i 2) oraz lekow do wybranych terapii
celowanych.

-Wytworzenie nanoemulsji z enkapsulowanymi w ich strukturach lekami w biokontaktorze z
przeplywem Couett’a-Taylora. Przeptyw ten umozliwia wytworzenie zlozonych struktur
emulsyjnych dzigki intensyfikacji procesow wymiany masy i pedu zachodzacych w badanych
uktadach.

- Przeprowadzenie badan uwalniania lekow z nanooemulsji w obecnosci i bez komorek
nowotworowych: okreslenie mechanizmu uwalniania oraz zmian st¢zenia leku w czasie w
srodowisku modelujacym plyny ustrojowe w warunkach obecnosci 1 bez komorek
nowotworowych.

- Opracowanie metody umieszczania na powierzchniach kropel przeciwciat, zdolnych do
rozpoznawania receptorow komorek nowotworowych tj. opracowanie inteligentnych
nanoemulsyjnych no$nikoéw lekow (rys. 3).

- Poszukiwanie biatek powierzchniowych specyficznych dla komoérek nowotworowych: W
badaniach begda uzywane rdézne linie komorek nowotworowych pochodzace z roéznych
narzadow (takich jak trzustka, jajnik, jelito grube). Zostang takze kupione linie
niezmienionych komoérek pochodzace z tych samych narzadow. Z komorek beda izolowane
biatka i poddane analizie spektrometrii mas, a takze bioinformatycznej. Zostang wybrane
biatka obecne w duzej ilosci lub wyltacznie w komoérkach nowotworowych, a nieobecne lub
obecne w znacznie mniejszej ilosci w komorkach niezmienionych pochodzacych z tej same;j
tkanki. Roznice zostang potwierdzone innymi metodami, jak Western blot.

- Przeprowadzenie badan uwalniania lekow z inteligentnych nanoemulsji: badania
mechanizmu 1 szybkosci uwalniania lekow.

- Badanie skutkéw dziatania lekow po dziataniu inteligentnych nanoemulsji : Zostang
wykorzystane metody badania zywotnosci komoérek w wyniku oddzialtywania z
nanoemulsjami (MTT lub Alamar Blue). Uwzglednia si¢ takze zastosowanie metod
obrazowania, jak mikroskopia elektronowa lub konfokalna w celu lokalizacji emulsji w
komorce. W takich badaniach beda wuzyte uklady modelowe za znacznikami
fluorescencyjnymi. Bedg badane rodzaje $mierci, apoptoza nekroza 1 autofagia, a takze
senescencja (starzenie, tzn. zahamowanie podziatoéw i metabolizmu komorki). Markery tych
zjawisk mozna bada¢ analizg Western przy uzyciu specyficznych przeciwciat.

- Porownanie wynikow badan efektywnosci dziatania lekow uwalnianych z nanoemulsji bez
przeciwcial 1 nanoemulsji z przeciwcialami (umieszczonymi na powierzchniach kropel) na
komorki nowotworowe.




- Wykorzystanie modelu matematycznego do okreslenia szybkosci uwalnia leku z
inteligentnych nos$nikow emulsyjnych. Proponuje si¢ wykorzystanie istniejgcego modelu
matematycznego dyfuzyjnego uwalniania lekéw dla ktérego opracowana jest procedura
obliczeniowa. Istnieje jednak mozliwo$¢ rozbudowy modelu w zaleznos$ci od zainteresowan i
mozliwosci Kandydatki/Kandydata.

- Poszukiwanie nowych celow terapeutycznych: Naprawa DNA jest glownym
mechanizmem wykorzystywanym przez komorki w obronie przed radio- i chemioterapia.
Inhibitory niektérych enzymow naprawy DNA sg obiecujagcym narzedziem do hamowania
wzrostu i proliferacji komorek nowotworowych. Leki takie sg jednak bardzo toksyczne takze
dla komoérek niezmienionych, co powoduje bardzo cigzkie skutki uboczne i1 dlatego, np.
inhibitory metylotransferazy OS-metyloguaniny (MGMT) zostaly wycofane z préb
klinicznych po 15 latach badan laboratoryjnych. Mozliwo$¢ zamkniecia takich czgsteczek w
no$niku, ktéry preferencyjnie wigzalby si¢ i wnikat tylko do komoérek nowotworowych
,0mijajac” niezmienione mogtaby umozliwi¢ uzycie tych czasteczek w probach klinicznych.
W planowanym projekcie inhibitory MGMT oraz innych enzyméw, np. endonukleazy miejsc
DNA pozbawionych zasad (nieinstrukcyjnych), APEl beda zamykane w mniejszych
wewnetrznych kroplach, a zewngtrzna duza kropla bedzie zaopatrzona w przeciwciata
rozpoznajace okreslone komorki nowotworowe. Bedzie badana przezywalno$¢ komorek
nowotworowych i niezmienionych w obecnosci takich nanoemulsji.



