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1. DANE PERSONALNE

Emilia Szymanska

2. POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE LUB ARTYSTYCZNE

2008 Dyplom magistra farmacji, UNIWERSYTET MEDYCZNY W BIALtYMSTOKU,
Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej.

Tytut pracy: “Wptlyw szoku septycznego na aktywnos¢ atypowych
receptoréw beta-adrenergicznych w uktadzie krqzenia szczura”
Promotor: prof. dr hab. Barbara Malinowska

2008 Prawo wykonywania zawodu farmaceuty na obszarze Rzeczpospolitej
Polskiej — uprawnienie (nr 01008135) wydane uchwatg Okregowej Rady
Aptekarskiej w Biatymstoku z dnia 16.06.2008 r.

2015-2016 Dyplom ukonczenia studiow podyplomowych ,Farmacja przemystowa”
UNIWERSYTET JAGIELONSKI, Collegium Medicum

2016 Dyplom doktora nauk farmaceutycznych, Wydziat Farmaceutyczny z
Oddziatem Analityki Medycznej.
Tytut pracy: “Ocena przydatnosci chitozanu jako substancji pomocniczej
do sporzgdzani postaci leku z klotrimazolem”
Promotor: prof. dr hab. n. farm. Katarzyna Winnicka

3. INFORMACIA O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH
LUB ARTYSTYCZNYCH

01.04.2008 — 30.09.2017: asystent badawczo — dydaktyczny, Zaktad Farmacji Stosowanej,
Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku

01.10.2017 - do chwili obecnej: adiunkt badawczo — dydaktyczny, Zaktad Farmacji
Stosowanej, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
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4. OMOWIENIE OSIAGNIEC, O KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1 PKT 2 USTAWY
4.1. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Zastosowanie modyfikowanych fizycznie chitozanow do projektowania
nowoczesnych form farmaceutycznych do podania miejscowego

4.2. PUBLIKACJE WCHODZACE W SKtAD OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Osiggniecie zostato udokumentowane cyklem 5 prac oryginalnych opublikowanych w
recenzowanych czasopismach, znajdujgcych sie w bazie Journal Citation Reports (JCR) o
tgcznym IF 32,218 (MNiSW 540). We wszystkich pracach jestem pierwszym autorem i
autorem korespondencyjnym. Oswiadczenia wspdtautoréw publikacji wchodzgcych w sktad
osiggniecia naukowego oraz kopie tych publikacji zostaty umieszczone w Zatgczniku 5.
Sumaryczny impact factor dorobku naukowego wg JCR IF 110,531 (MNiSW 2156).

(wspotczynnik oddziatywania IF podany za rok opublikowania pracy; punkty MNiSW wedtug
wykazu Ministra Nauki Szkolnictwa Wyzszego z dnia 1 grudnia 2021r.)

[P1] Szymanska E, Czarnomysy R, Jacyna J, Basa A, Wilczewska AZ, Markuszewski M,
Winnicka K. Could spray-dried microbeads with chitosan glutamate be considered as
promising vaginal microbicide carriers? The effect of process variables on the in vitro
functional and physicochemical characteristics. International Journal of Pharmaceutics, 2019,
568: 118558

IF =4,845; MNiSW = 100

[P2] Szymanska E, Krzyzowska M, Cal K, Mikolaszek B, Tomaszewski J, Wotczynki S, Winnicka
K. Potential of mucoadhesive chitosan glutamate microparticles as microbicide carriers -
antiherpes activity and penetration behavior across the human vaginal epithelium. Drug
Delivery 2021, 28: 2278

IF =6,819; MNiSW = 100

[P3] Szymanska E, Wos-Latosi K, Jacyna J, Dgbrowska M, Potas J, Markuszewski M, Winnicka
K. The correlation between physical crosslinking and water-soluble drug release from
chitosan-based microparticles. Pharmaceutics 2020, 12: 17 pp.

IF =6,321; MNiSW = 100

[P4] Szymanska E, Wojasinski M, Czarnomysy R, Debowska R, topianiak I, Adasiewicz K,
Ciach T, Winnicka K. Chitosan-enriched solution blow spun poly(ethylene oxide) nanofibers
with poly(dimethylsiloxane) hydrophobic outer layer for skin healing and regeneration.
International Journal of Molecular Sciences 2022, 23: 22 pp.

IF = 6,208 ; MNiSW = 140



http://212.33.76.61/cgi-bin/expertus3.cgi
http://212.33.76.61/cgi-bin/expertus3.cgi
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[P5] Szymanska E, Wojasinski M, Dgbrowska J, Krzyzowska M, Nowicka M, Ciach T, Winnicka
K. Chitosan-poly(ethylene oxide) nanofibrous mat as a vaginal platform for tenofovir
disoproxyl fumarate — the effect of vaginal pH on drug carrier performance. International
Journal of Biological Macromolecules 2022

IF =8,025; MNiSW = 100

4.3. AUTOREFERAT WRAZ Z OMOWIENIEM OSIAGNIECIA NAUKOWEGO
4.3.1. Wprowadzenie

Pojecie forma farmaceutyczna okresla postaé¢ jaka nadano lekowi, umozliwiajagca jego
bezposrednie podanie w celu osiggniecia pozgdanego efektu terapeutycznego,
diagnostycznego lub profilaktycznego. Pod tym pojeciem mozna rozumieé takze
zmodyfikowang fizycznie postac substancji aktywnej, najczesciej z wykorzystaniem substancji
pomocniczych w celu zapewnienia pozadanych cech farmakokinetycznych i/lub
aplikacyjnych. Zadaniem form farmaceutycznych jest nie tylko ochrona substancji aktywnej
przed rozktadem czy ograniczenie jej dziatarn niepozgdanych, ale rdwniez szeroko rozumiana
poprawa akceptowalnosci leku przez pacjenta poprzez wygodniejszg aplikacje, zmniejszenie
czestosci stosowania, czy utatwienie odmierzania dawki leku. Odpowiednio dobrana postac
leku do indywidualnych potrzeb i wymagan pacjenta stanowi wazny element skutecznosci
leczenia.

W chwili obecnej dazy sie do wiekszego zrdznicowania oraz doskonalenia postaci leku, ze
szczegblnym uwzglednieniem rodzaju choroby, stanu pacjenta oraz jego wieku. Kierunki
rozwoju nowoczesnych form farmaceutycznych koncentruja sie na modyfikacji szybkosci i
miejsca dziatania leku, w szczegdlnosci na opracowaniu form szybko dziatajacych, postaci o
kontrolowanym uwalnianiu, lub nos$nikéw, ktére w sposdb celowany przetransportujg
substancje lecznicza do okreslonej czesci organizmu. Niezaleznie od przeznaczenia,
nadrzedny cel stanowi poprawa dostepnosci biologicznej i skutecznosci terapeutycznej leku.
Sposrod nowoczesnych form farmaceutycznych na szczegdlng uwage zastuguja uktady
wielozbiornikowe oraz nosniki w rozproszeniu nano.

Termin uktady wielozbiornikowe (inaczej wielokompartmentowe) oznacza, ze dawka
substancji leczniczej podzielona jest na wiele mniejszych zbiornikéw. Przyktadem nosnikéw
wielokompartmentowych sg mikroczgstki (mikrosfery, mikrokapsutki) — na ogét sferyczne
czgstki o $rednicy nie przekraczajgcej 500 um. W mikrosferach substancja lecznicza jest
inkorporowana (rozpuszczona lub zawieszona) w polimerowej matrycy. W budowie
mikrokapsutek mozna natomiast wyrdznié polimerowg otoczke oraz rdzen z substancjg
aktywna. Mikroczastki stanowig przedmiot szczegdlnego zainteresowania technologéw z
uwagi na zdolno$é¢ do przenoszenia réznorodnych, czesto nietrwatych substancji oraz
mozliwo$é uzyskania przedtuzonego profilu uwalniania leku [1]. W literaturze odnalezé
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mozna liczne prace naukowe dotyczgce ich wykorzystania jako nosnikéw leku do podania
doustnego [2], na btony Sluzowe [3-4], czy do oka [5]. Na rynku farmaceutycznym dostepne
sg preparaty w postaci mikrosfer do podania pozajelitowego [6-7].

Nosniki w rozproszeniu nano to nanomateriaty o réznorodnym ksztatcie, ktérych wielko$é
wynosi od 1 do 300 nm. Poszczegdlne struktury moga wystepowac w stanie swobodnym lub
w postaci agregatéw (czy aglomeratdw) i organizowaé sie w formy jedno-, dwu- lub
wielowymiarowe. Nanonosniki stwarzajg mozliwos¢ celowanego dostarczenia substancji
aktywnej do okreslonego narzadu, tkanki czy komorki. W zatozeniu utatwiajg one
pokonywanie barier komorkowych i lokalizacje leku precyzyjnie w miejscu objetym stanem
chorobowymi.  Przyktadem  nanomateriatéw  wykorzystywanych ~w  technologii
farmaceutycznej sg liposomy, dendrymery oraz nanowtdkna [7-10].

Nanowtékna to materiaty o rozbudowanej powierzchni i wysokiej porowatosci. Mogag
przyjmowac réznorodne ksztatty, np. cienkiego filmu o grubosci do ok. 200-300 um. Do
zaawansowanych technik otrzymywania nanowtdkien nalezg metoda elektroprzedzenia (ang.
electrospinning) oraz rozdmuchu roztworu polimeru (ang. solution blow spinning, SBS) [11-
12]. Proces elektroprzedzenia opiera sie formowaniu wtékien w polu elektrycznym, w ktorym
nastepuje rozcigganie kropli dyspersji polimeru w nitki przy jednoczesnym odparowaniu
rozpuszczalnika. W metodzie SBS przedzenie wodnej dyspersji materiatu polimerowego
nastepuje w wyniku dziatania sprezonego powietrza o duzej predkosci optywajgcego
strumien roztworu polimeru. Nanowtdkna znajdujg zastosowanie w inzynierii tkankowej
miedzy innymi jako rusztowania (ang. scaffolds) sprzyjajgce procesom naprawczym tkanek i
narzagdow, np. regeneracji tkanki chrzestnej czy kostnej [13]. Badane sg réwniez pod katem
wykorzystania jako materiaty opatrunkowe ze wzgledu na wysoka przepuszczalnosé¢ gazow
oraz zdolno$¢ pecznienia i pochtaniania wydzieliny z sgczacej sie rany [14]. Z uwagi na
rozbudowang powierzchnie oraz wtasciwosci tworzenia hydrozelowej matrycy w $rodowisku
wodnym, nanowifdkna stanowig obiecujgcy materiat w technologii nosnikéw leku o
kontrolowanym profilu uwalniania substancji czynnej [15-16]. Warto wspomnie¢, ze w
ostatnim czasie na rynku $wiatowym pojawit sie innowacyjny materiat o strukturze
nanowtdkien otrzymany technikg elektroprzedzenia. Opracowany przez izraelskg firme
produkt AVflo® wykorzystywany jest do nieinwazyjnego zabiegu hemodializy u pacjentéw z
niewydolnoscig nerek [10].

Rozwéj nowych form farmaceutycznych jest mozliwy nie tylko dzieki innowacyjnym
rozwigzaniom technologicznym, ale réwniez nowym substancjom pomocniczym. Obszerng
grupe surowcéw pomocniczych wykorzystywanych przy formulacji leku stanowig zwigzki
wielkoczgsteczkowe, tzw. polimery. Sposréd nich niestabngcym zainteresowaniem w
technologii farmaceutycznej cieczg sie polimery chitozanowe, polikationowe substancje
zbudowane z podjednostek N-acetylo-D-glukozaminy i D-glukozaminy potgczonych
wigzaniem [ - (1,4) — glikozydowym. Substancje wyjsciowg do produkcji chitozanéw stanowi
chityna, bedgca materiatem budulcowym szkieletu morskich bezkregowcdéw, owadoéw, oraz
scian komodrkowych grzybow i bakterii. Chitozany charakteryzujg sie biozgodnoscig i
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biodegradowalnoscig. W organizmie ulegajg degradacji enzymatycznej przez m.in. lizozym
czy hemicelulazy do nietoksycznych oligosacharydéw, ktére mogg by¢ nastepnie wydalane
lub wykorzystane, m.in do syntezy endogennych glukozoaminoglikanéw [17].

Chitozany okreslane s terminem polimery wielofunkcyjne, z uwagi na ich wfasciwosci
biologiczne, tj. zdolnos$¢ rozluzniania potaczen miedzykomdrkowych, czy wiasciwosci
immunomodulujgce [17-18]. Ze wzgledu na mukoadhezyjnos¢, czyli zdolnos¢ oddziatywania z
btong $luzowa, polimery te wydaja sie niezwykle przydatng substancjg w technologii postaci
leku do podania miejscowego [19]. W szczegdlnosci zwraca sie uwage na aktywnos$é
przeciwdrobnoustrojowg chitozandéw per se polegajaca miedzy innymi na oddziatywaniu
miedzy dodatnio natadowanym polimerem a fosfolipidami btony komodrkowej
drobnoustroju, czy zdolnosci do tworzenia komplekséw chelatowych z jonami metali
niezbednymi do wzrostu komérek [20]. W ostatnich latach badania koncentrujg sie takze na
aktywnosci przeciwwirusowej tej grupy polimerdw i potencjale ich wykorzystania jako nosnik
lekéw przeciwwirusowych, czy adjuwant w technologii szczepionek [21]. Mechanizm
dziatania jest ztozony i zwigzany z bezposrednim wigzaniem chitozanu z powierzchnig wirusa
prowadzgcym do zaburzen struktury i przepuszczalnosci kapsydu biatkowego. Badania
wskazujg rowniez na blokowanie przez chitozan transferu materiatu genetycznego do
komérki poprzez wigzanie i odtgczanie wirusowego ogona [22]. Warto w tym miejscu
wspomnie¢ o nowej technologii Novochizol™ opartej na nanosferach wykonanych z
usieciowanego chitozanu. Nosnik ten wystepujgcy w postaci mikronizowanego proszku
zostat opatentowany przez szwajcarskg firme biotechnologiczng do zastosowan
diagnostycznych lub leczniczych [23]. Obecnie znajduje sie w fazie badan klinicznych u
pacjentéw z ciezkim przebiegiem zakazenn COVID-19 jako platforma dla lekéw skierowanych
przeciwko wirusowi SARS-CoV-2. W badaniach wykazano m.in. ze po podaniu wziewnym,
nanosfery wigzg sie z powierzchnig btony $luzowej drég oddechowych, a nastepnie uwalniajg
lek na drodze stopniowej dyfuzji i degradacji polimerowej matrycy [22].

procesu krzepniecia. Z uwagi na wspomniane witasciwosci hemostatyczne, ta grupa
biopolimeréw znalazta zastosowanie w produkcji opatrunkéw i srodkéw hamujgcych
krwawienie [24]. W badaniach potwierdzono ponadto korzystny wptyw chitozanéw na uktad
immunologiczny m.in. poprzez aktywacje makrofagéw i neutrofili czy pobudzanie
wydzielania cytokin przeciwzapalnych [25]. Zwraca sie réwniez uwage na ich korzystne
wiasciwosci regeneracyjne zwigzane ze stymulacjg procesu ziarninowania i reepitalizacji
naskdrka [26].

Na rynku dostepnych jest wiele odmian chitozanu rdznigcych sie m.in. masg czgsteczkowa,
czy stopniem deacetylacji — parametrach decydujgcych o jego cechach fizykochemicznych i
biologicznych. Pomimo licznych zalet, wysoka réznorodnos¢ wtasciwosci biopolimeru oraz
brak ujednoliconych wymagan dotyczgcych jakosci tej grupy surowcow ogranicza ich
praktyczne wykorzystanie w farmacji i medycynie. Nalezy podkreslié¢, ze modyfikacja fizyczna
chitozanu wskutek zastosowanego procesu technologicznego, jak réwniez obecnosc
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dodatkowych substancji pomocniczych moze modulowaé (nasila¢ lub ostabia¢) jego
aktywnosc¢ biologiczng. Wadg polimeru jest réwniez jego ograniczona rozpuszczalnos¢ w
srodowisku wodnym. Chitozany w postaci niemodyfikowanej rozpuszczajg sie jedynie w
roztworach o kwasnym pH ponizej jego statej dysocjacji (pKa ok. 6.3). Nalezy jednak
podkreslié, ze pochodne np. w postaci soli (t.j. chlorowodorek czy glutaminian)
charakteryzujg sie dobrg rozpuszczalno$cig w wodzie. Pomimo, iz chitozany nalezg do
surowcow wrazliwych na czynniki $Srodowiskowe i technologiczne, prace nad wptywem
modyfikacji fizycznych i chemicznych tej grupy biopolimeréw oraz ich aplikacyjnym
zastosowaniem w technologii farmaceutycznej sg podejmowane przez liczne osrodki
badawcze na $wiecie.

4.3.2. Zatozenia i cele badawcze

Rozwdj nowoczesnych postaci leku o pozgdanych cechach farmakokinetycznych i
aplikacyjnych jest mozliwy dzieki zastosowaniu polimerow wielofunkcycjnych. Chitozany
stanowig grupe naturalnych biopolimeréw o polikationowym charakterze i unikalnych
wiasciwosciach biologicznych. Ze wzgledu na zdolno$é¢ oddziatywania z btong sSluzowg w
pracach badawczych wykorzystywane s zwtaszcza do opracowywania form
farmaceutycznych do podana miejscowego. Z powodzeniem stosowane sg w technologii
materiatoéw opatrunkowych, preparatow kosmetycznych i suplementéow diety. Zrdéznicowana
struktura tej grupy polimeréw uwarunkowana m.in. masg czgsteczkowg i stopniem
deacetylacji utrudnia natomiast ich praktyczne wykorzystanie jako surowce farmaceutyczne.
Istotne zatem jest zbadanie znaczenia modyfikowanych fizycznie chitozandw w
projektowaniu nosnikéw leku do podania miejscowego.

Prace realizowano w dwdch gtéwnych watkach badawczych:

= projektowanie kompozycji farmaceutycznych opartych o unikalne potgczenie
substancji aktywnej i chitozanu z wykorzystaniem nowoczesnych technik
farmaceutycznych (metody suszenia rozpytlowego oraz rozdmuchu roztworu
polimeru) oraz ocena wptywu proceséow technologicznych na witasciwosci
fizykochemiczne i biofarmaceutyczne zaprojektowanych postaci leku;

= okreslenie wtasciwosci biologicznych modyfikowanych strukturalnie chitozanéw w
opracowanych nosnikach dla substancji przeciwwirusowej do podania
dopochwowego oraz w materiatach opatrunkowych o wifasciwosciach
regenerujgcych.

Badania przeprowadzone w oparciu o dwa gtédwne aspekty (technologiczny i
biofarmaceutyczny) umozliwity pogtebienie i uporzagdkowanie wiedzy w zakresie wptywu
proceséw technologicznych na modulowanie wtasciwosci fizykochemicznych i biologicznych
chitozanu, rozszerzenie danych dotyczacych bezpieczenstwa stosowania nowoczesnych
nos$nikdw leku oraz roli chitozanu jako adjuwanta potegujgcego dziatanie farmakologiczne
lekow.
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4.3.3. Optymalizacja technologii suszenia rozpytowego mikroczgstek z glutaminianu
chitozanu oraz ocena wtasciwosci pod kqtem zastosowania jako nosniki mikrobicydu do
podania dopochwowego

Celem podjetych w pierwszym etapie badan byto opracowanie technologii otrzymywania
wielozbiornikowych form leku w postaci mikroczgstek z substancjg przeciwwirusowg do
podania dopochwowego. Wyniki zawartam w artykule opublikowanym w roku 2019 [P1].
Modelowg substancje — zydowudyne, nalezgcg do inhibitorow odwrotnej transkryptazy,
wytypowano z uwagi na potencjat jej wykorzystania jako mikrobicyd w zapobieganiu infekgji
wirusowych przenoszonych drogg ptciowa. Mikrobicydy to grupa zwigzkéw zapewniajgcych
miejscowg ochrone przed przenoszeniem sie czynnikdw patogennych, bedgca wazinym
elementem strategii Swiatowe]j Organizacji Zdrowia dazacej do ograniczenia iloéci infekcji
przenoszonych drogg ptciowg [27]. Na przestrzeni kilkunastu lat zbadano mozliwosci
wykorzystania wielu rdznorodnych substancji jako mikrobicydy, w tym sSrodkéw
zakwaszajgcych, polimeréw wielkoczgsteczkowych, zwigzkdéw pochodzenia naturalnego, czy
wspomnianych inhibitoréw odwrotnej transkryptazy [28]. Kluczowe w tej dziedzinie wydaje
sie opracowanie innowacyjnej postaci farmaceutycznej dla mikrobicydu [29]. Zastosowanie
w tym celu chitozanu o wtasciwosciach mukoadhezyjnych i immunomodulujgcych mogtoby
nie tylko wydtuzy¢ czas przylegania leku do btony sluzowej, ale rowniez spotegowac dziatanie
farmakologiczne leku.

W badaniach przedstawionych w pracy P1 wykorzystano wysokiej czystosci glutaminian
chitozanu, rozpuszczalng w wodzie pochodng polimeru o stopniu deacetylacji 80% oraz
masie czgsteczkowej 232 kDa. Dla poréwnania uzyto takze chitozan niemodyfikowany o
poréwnywalnych wartos$ciach masy czasteczkowej i stopnia deacetylacji, powszechnie
stosowany w technologii suszenia rozpytowego [30]. Do otrzymania mikroczgstek
wykorzystano jednoetapowy proces suszenia rozpytlowego. W ocenie mikroczgstek
szczegllnie istotne byto zbadanie wptywu parametréw technologicznych na wydajnos¢
procesu i efektywno$¢ zamykania zydowudyny w chitozanowej matrycy. Z uwagi na
trudnosci w uzyskaniu produktu o pozgdanych wtasciwosciach zdecydowano o zastosowaniu
statystycznych narzedzi planowania doswiadczen (ang. Design of Experiments, DOE). Te czes¢
pracy eksperymentalnej realizowano we wspodtpracy z Katedrg Biofarmacji i
Farmakodynamiki Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Istotg DOE jest lepsze zrozumienie
rozpatrywanego procesu poprzez wyznaczenie modelu matematycznego i okreslenie
zaleznosci pomiedzy zmiennymi zaleznymi (wtasciwosciami produktu) i niezaleznymi
(parametrami procesu). Jako czynniki niezalezne wyznaczono stezenie i szybko$¢é przeptywu
roztworu polimeru, stosunek ilosci polimeru do leku, temperature suszenia oraz obecnos$é
etanolu jako dodatkowego wspotrozpuszczalnika. Celem byto otrzymanie mikroczastek w
postaci homogennego, sypkiego proszku o niskiej zawartosci wilgoci przy wydajnosci procesu
nie mniejszej niz 50%. Ze wzgledu na wystepowanie duzej ilosci zmiennych w doswiadczeniu
i ich potencjalny ztozony wptyw na proces oraz jakos¢ produktu, zastosowano frakcyjny plan
czynnikowy (ang. Fractional Factorial Design, FFD). W przebiegu jedenastu procesow
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technologicznych zrealizowanych zgodnie z zatozeniami matrycy eksperymentu otrzymano
mikroczastki, ktoére poddano analizie pod katem wielkoSci czastek, zawartosci leku,
skutecznosci procesu enkapsulacji oraz poziomu wilgotnosci nosnikéw (ryc. 1).
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Rycina 1. Wyniki planu eksperymentalnego z wykorzystaniem frakcyjnego planu czynnikowego FFD z
uwzglednieniem przewidywanych wartosci zmiennych wejsciowych (kolor czerwony) (Szymariska i
wsp. 2019 [P1]).

Zaobserwowano, ze zastosowanie chitozanu w postaci glutaminianu (zwtaszcza w potgczeniu
z dodatkowym wspodtrozpuszczalnikiem) zapewnito lepszg wydajno$é procesu, a otrzymane
nosniki leku charakteryzowaty sie wyzszg zawartoscig substancji czynnej. Uzyskane wyniki
byly podstawg do wytypowania czterech formulacji réznigcych sie temperaturg suszenia,
stosunkiem polimeru do leku oraz obecnosciag dodatkowego wspdtrozpuszczalnika, ktére
poddano dalszej analizie. W badaniu metody skaningowej kalorymetrii rdéznicowej
potwierdzono m.in. zachowanie krystalicznej struktury leku, a zaobserwowane przesuniecie
piku topnienia substancji po zmieszaniu z glutaminianem chitozanu wskazuje na interakcje z
nos$nikiem polimerowym. W celu okreélenia profilu uwalniania, przeprowadzono nastepnie
badania pecznienia oraz dostepnosci farmaceutycznej substancji leczniczej z formulacji
mikroczgstek. W doswiadczeniach zaobserwowano wydtuzony profil uwalniania, cho¢ w
przypadku nosnika o wyzszym stosunku leku do polimeru (2:1, w/w) odnotowano dosé
istotny efekt pierwszego wyrzutu, tj. ok. 50% dawki leku pojawito sie w ptynie akceptorowym
w ciggu pierwszych 45 min badania. Wynikato to z obecnosci wiekszej ilosci krysztatéw
substancji na powierzchni mikroczgstek. Wszystkie formulacje wykazaty wtasciwosci

10



Zatgcznik 3
do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego dr n. farm. Emilia Szymariska

pecznienia i tworzenia hydrozelowej matrycy w kwasnym srodowisku buforu imitujacego
ptyn pochwowy, cho¢ kinetyka pecznienia byta wyraznie wyzsza dla mikroczastek poddanych
dziataniu czynnika suszgcego o wyziszej temperaturze. W badaniach cytotoksycznosci z
wykorzystaniem linii komdrek nabtonka pochwy VK2/E6E7 zaobserwowano wptyw czasu
inkubacji i stezenia mikroczastek z zydowudyng na przezywalnos¢ i aktywnos$é komaérek. Do
doswiadczen wytypowano dwie formulacje réznigce sie stosunkiem polimeru do leku, tj. 2:1 i
5:1 (w/w). Wstepna analiza przy uzyciu kolorymetrycznego testu oceny aktywnosci
metabolicznej komdrek MTT wykazata zalezng od stezenia cytotoksycznosé nosnikow, choé
zaobserwowany spadek przezywalnosci komdrek byt umiarkowany (nie przekraczat 30% dla
najwyzszego stezenia po 24 h inkubacji) i najprawdopodobniej wynikat z niespecyficznych
oddziatywan leku z biatkami mitochondrialnymi prowadzacych do zaburzen metabolicznych
komérek. W badaniu potencjatu btonowego mitochondriow z uzyciem barwnika
fluorescencyjnego JC-1 odnotowano ok. 20% obnizenie potencjatu po 24 h inkubacji z
mikroczgstkami w najwyzszym stezeniu. Nie zaobserwowano natomiast negatywnego
wptywu polimerowego nosnika (bez leku) na przezywalnos¢ i potencjat mitochondrialny linii
VK2/E6E7. Warto podkresli¢, ze spadek przezywalnosci komérek w obecnosci mikroczgstek z
lekiem byt nizszy niz obserwowany w testach z uzyciem czystej zydowudyny. Powyisze
wyniki wskazujg na ochronny wptyw polimerowego nosnika wobec komérek nabtonka.

W kolejnym etapie, dwie najbardziej obiecujgce formulacje mikroczgstek rdéznigce sie
stosunkiem polimeru do leku (tj. 2:1 i 5:1, w/w) zostaty poddane dalszej, bardziej
szczegotowej ocenie ich witasciwosci biologicznych [P2]. Badania objety analize wtasciwosci
mukoadhezyjnych opierajgcy sie na pomiarze sity niezbednej do przerwania oddziatywan
pomiedzy postacig leku a materiatem biologicznym. Jako materiat biologiczny wykorzystano
zaanonimizowany wypreparowany w trakcie zabiegu labioplastyki ludzki nabtonek pochwy
(zgoda Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku nr R-1-002/462/2018).
Pomiary wykonywano dwoma metodami: tensometryczng z uzyciem analizatora tekstury
oraz grawimetryczng po uprzednim zdyspergowaniu mikroczastek z buforem imitujgcym
ptyn pochwowy. Zaobserwowano istotny wptyw stosunku glutaminianu chitozanu do leku na
zdolnos¢ oddziatywania nosnikéw leku z nabtonkiem pochwy. Mikroczastki o stosunku
polimeru do substancji aktywnej 5:1 (w/w) charakteryzowaty sie wyzszymi parametrami
mukoadhezji, co wydaje sie korzystne w aspekcie zapewnienia wydtuzonego kontaktu leku z
btong $luzowa. Istotnym elementem pracy byto okreslenie aktywnosci przeciwwirusowej
chitozanowych nos$nikéw z zydowudyng w warunkach in vitro. W badaniach wykorzystano
szczep wirusa opryszczki narzgdow ptciowych HSV-2, m.in. z uwagi na wysokga czestotliwos$é
infekcji i pojawiajgcy sie opornos¢ wirusa na konwencjonalnie stosowang farmakoterapie.
Badania wykonano na dwéch modelach komérkowych — ludzkich keratynocytach HaCaT oraz
komérek nabtonka pochwy VK2/E6E7. W celu okreslenia mechanizmu aktywnosci
przeprowadzono testy wigzania oraz przenikania z uzyciem szczepu referencyjnego HSV-
2 333 wrazliwego na acyklowir. Ocene iloSciowg opierajgcg sie na detekcji materiatu
genetycznego wirusa HSV-2 wykonano technikg taicuchowej reakcji polimerazy w czasie
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rzeczywistym RT-PCR. W doswiadczeniach wykazano, ze glutaminian chitozanu wykazuje per
se wifasciwosci hamujgce wirusa HSV-2, a jego obecnos¢ poteguje aktywnosc
przeciwwirusowg modelowego mikrobicydu. Mechanizm dziatania zwigzany jest z
bezposrednim oddziatywaniem z powierzchnig wirusa i blokowaniem jego wigzania do
komorki, a takze posrednim poprzez tworzenie hydrozelowej bariery utrudniajgcej kontakt
patogenu z komdrkami btony sluzowej (ryc. 2a).
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Rycina 2. (a) Hamowanie wigzania wirusa HSV-2 w warunkach in vitro na linii ludzkich keratynocytéw
HaCaT oraz komodrek nabtonka pochwy VK2-E6/E7 w obecnosci mikroczastek chitozanowych z
zydowudyng (MB2, proporcja polimeru do leku 5:1) oraz mikroczastek bez leku (placebo) w
odniesieniu do kontroli (acyklowiru); (b) przenikanie oraz (c) retencja zydowudyny wyrazone w ug na
jednostke powierzchni ludzkiego nabtonka pochwy w zaleznosci od zastosowanej formulacji
mikroczgstek (MB1 i MB2 o stosunku polimeru do leku odpowiednio 2:1 oraz 5:1 (w/w)) lub kontroli -
dyspersji zydowudyny w ptynie imitujgcym wydzieline pochwowg (Srednia + S.D.) (Szymariska i wsp.
2021 [P2])

W literaturze zwraca sie uwage na wptyw chitozanu na strukture i konformacje biatek bton
biologicznych oraz tadunek elektryczny na ich powierzchni, dzieki czemu moze modyfikowac
transport substancji aktywnych do wnetrza komorek [18]. Dlatego tez waznym etapem byto
okreslenie zdolnosci przenikania substancji aktywnej zamknietej w mikroczgstkach w
warunkach ex vivo przez wypreparowany ludzki nabtonek pochwy. W doswiadczeniach
oceniano transport bierny zydowudyny w podaniu jednorazowym przez ludzkg tkanke.
Przenikanie bierne substancji zachodzi bez udziatu energii, zgodnie z zasadami prawa Ficka.
Oznacza to, ze proces uzalezniony jest jedynie od sit fizycznych: m.in.: dyfuzji, osmozy czy
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energii kinetycznej powstatej na drodze drgan czastek oraz ruchdw Browna. Sposrdd metod
oceny stopnia przenikania, w praktyce wykorzystuje sie techniki ex vivo z uzyciem
wypreparowanego materiatu biologicznego pochodzenia zwierzecego lub ludzkiego oraz
technik in vitro, t.j. przesiewowe testy PAMPA (ang. Parallel Artificial Membrane
Permeability Assay), badania z wykorzystaniem tréjwymiarowych komercyjnych modeli
tkankowych czy biomimetycznych bton z tworzywa sztucznego.

Badania przenikania przeprowadzono przy uzyciu aparatu przeptywowego wyposazonego w
teflonowe komory zgodne z komorami Bronaugh zgodnie z obowigzujgcymi wytycznymi [31].
Dodatkowo wykonano badanie kontrolne z wykorzystaniem dyspersji zydowudyny w buforze
imitujgcym ptyn pochwowy. Analize ilosci substancji aktywnej w ptynie akceptorowym oraz
kumulujacej sie w nabtonku pochwy wykonano metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej. Cho¢ zydowudyna dobrze przenikata przez materiat biologiczny (o czym
Swiadczyta obecnos¢ dos¢ wysokich stezen substancji w ptynie akceptorowym w 1 godzinie
analizy), zaobserwowano nizszy stopien dyfuzji leku w doswiadczeniach z uzyciem
mikroczgstek chitozanowych. Otrzymane rdzinice w stopniu przenikania modelowego
mikrobicydu pomiedzy formulacjami oraz kontrolg wyraznie wskazuja, ze ilo$¢ glutaminianu
chitozanu ma wptyw na penetracje substancji aktywnej przez wypreparowany nabtonek
pochwy (ryc. 2b). Retencja modelowego mikrobicydu w tkance w badaniach z uzyciem
mikroczgstek istotnie przekraczata wartosci otrzymane dla kontroli z uzyciem dyspers;ji
zydowudyny (ryc. 2c). Warto podkresli¢, ze substancja lecznicza wykazywata tendencje do
wiekszej miejscowej kumulacji w tkance w badaniach z uzyciem mikroczgstek o stezeniu
polimeru do leku 5:1 (w/w), w ktérych obserwowano jednoczes$nie wolniejszg w czasie
penetracje zydowudyny. Pomimo stabszych wtasciwosci mukoadhezyjnych w kontakcie z
ludzkim nabtonkiem, wydaje sie zatem, ze powyzsza formulacja lepiej wpisywataby sie w
wymagania stawiane dla nos$nika mikrobicydu. Nizsze wartosci przenikania substancji
aktywnej przez nabtonek zmniejszajg ryzyko wystgpienia ogdlnoustrojowych dziatan
niepozadanych przy jednoczes$nie dos$¢ wysokiej miejscowej retencji w komadrkach nabtonka,
ktora wydaje sie sprzyjac osiggnieciu lepszego zabezpieczenia przed wnikaniem patogendéw.

W podsumowaniu, optymalizacja technologii otrzymania mikroczgstek z glutaminianem
chitozanu i zydowudyng przy wykorzystaniu metod DOE - poprzez odpowiedni dobodr
stezenia polimeru, substancji aktywnej i parametréw technologicznych umozliwita
otrzymanie mikroczgstek o pozgdanych wiasciwosciach biofarmaceutycznych oraz lepsze
zrozumienie wplywu parametréw procesu suszenia rozpytowego na charakterystyke
polimerowych nosnikéw. Przeprowadzone badania wykazaty réwniez wysoki potencjat
glutaminianu chitozanu w technologii wielozbiornikowych postaci leku dla modelowego
mikrobicydu. W oparciu o wyniki prac P1 i P2 wydaje sie zatem, ze zaprojektowane
mikroczastki z glutaminianu chitozanu spetniajg zatozenia stawiane no$nikom dla
mikrobicydu i wpisujg sie w aktualne trendy poszukiwania nowoczesnych rozwigzan
profilaktycznych przeciwdziatajacych szerzeniu sie infekcji wirusowych przenoszonych droga
pfciowa.
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4.3.4. Optymalizacja profilu uwalniania substancji aktywnej z chitozanowych mikroczgstek
po wprowadzenia czynnika sieciujgcego z zastosowaniem narzedzi planowania
statystycznego

Powodzenie badan nad projektowaniem procesu suszenia rozpytowego mikroczgstek z
glutaminianem chitozanu zachecito mnie do kontynuowania prac badawczych nad
optymalizacjg kinetyki uwalniania leku z nosnikéw polimerowych z wykorzystaniem narzedzi
planowania statystycznego. Wyniki zawartam w artykule opublikowanym w 2020 roku (P3).
W tym przypadku metody DOE miaty poméc w lepszym zrozumieniu wptywu sktadu form
farmaceutycznych na dostepnos¢ farmaceutyczng oraz zawartos¢ substancji aktywnej w ich
strukturze. W zatozeniu dazono do wydtuzenia profilu uwalniania substancji aktywnej oraz
zmniejszenia efektu pierwszego wyrzutu (ang. burst effect) w poczatkowym etapie dyfuzji
leku z no$nika (efekt ten obserwowano w pracy doswiadczalnej P1). W celu zmodyfikowania
kinetyki uwalniania zydowudyny z postaci leku zadecydowano o wprowadzeniu
dodatkowego czynnika sieciujgcego - beta-glicerofosforan disodu do sktadu mikroczgstek.
Beta-glicerofosforan disodu to nietoksyczny zwigzek zdolny do tworzenia trwatych potgczen
z grupami aminowymi chitozanu na drodze oddziatywan fizycznych w szerokim zakresie pH.
Zostat on przeze mnie wykorzystany réwniez w badaniach realizowanych w ramach rozprawy
doktorskiej nad oceng jakosci hydrozeli oraz wielokompartmentowych nosnikow dla
substancji przeciwgrzybiczej (zat.4, rozdziat I, pkt. 1.1, prace 4,7,8). Do otrzymania
mikroczgstek wykorzystano technike suszenia rozpytowego. Parametry metody zostaty
ustalone w oparciu o wyniki doswiadczen opublikowanych w pracy P1. Ze wzgledu na
ztozonos¢ procesu, zdecydowatam o wykorzystaniu matrycy pietnastu eksperymentow
realizowanych zgodnie z planem Box-Behnkena. Model, zakfadajacy trzy poziomy dla
kazdego parametru wejsciowego, pozwolit na ograniczenie ilosci eksperymentéw i
jednoczesnie umozliwit wykrycie ztozonych interakcji pomiedzy zmiennymi. W
doswiadczeniach oceniano wptyw sktadu i procesu sieciowania jonowego na zawartos$¢ leku
w mikroczastkach oraz dwa parametry dostepnosci farmaceutycznej, tj. efekt pierwszego
wyrzutu, czyli procent dawki leku uwolnionej z mikroczgstek w ciggu pierwszych 30 min
badania oraz czas, w ktérym w ptynie akceptorowym zaobserwowano >80% dawki leku
(parametr t80%). Otrzymane formulacje poddano szczegétowej analizie fizykochemicznej z
wykorzystaniem skaningowej kalorymetrii rdéznicowej, dyfrakcji rentgenowskiej i
spektroskopii Ramana. Doswiadczenia wykonano w trakcie pobytu badawczego w Dziale
Preformulacji Adamed Polska pod kierunkiem dr n. farm. Barttomieja Kubiaka (zat. 6).

Wysokie wartosci stopnia enkapsulacji leku (w zakresie od 80% do niemal 100%) potwierdzity
poprawnos$¢ zaplanowanego procesu i prawidtowo dobrane parametry suszenia
rozpytowego. Zgodnie z oczekiwaniami, wraz ze zmniejszeniem stosunku glutaminianu
chitozanu do leku (z 3:1 do 2:1, w/w), obserwowano poprawe enkapsulacji i zwiekszenie
zawartosci leku w matrycy polimeru. Zastosowanie wiekszej ilosci beta-glicerofosforanu
disodu i zmniejszenie stosunku polimeru do czynnika sieciujgcego (z 3:1 do 1:1, w/w)
skutkowato natomiast otrzymaniem mikroczastek o mniejszej zawartosci substancji

14



Zatgcznik 3
do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego dr n. farm. Emilia Szymariska

leczniczej. W badaniu dostepnosci farmaceutycznej zydowudyny zaobserwowano istotne
réznice pomiedzy formulacjami, cho¢ nalezy podkreslié, ze wszystkie preparaty odznaczaty
sie dwustopniowg kinetyka uwalniania substancji leczniczej: fazg pierwszego wyrzutu oraz
fazg wydtuzonego uwalniania. Obnizenie stosunku polimeru do leku (2:1, w/w) i wieksza
zawarto$é zydowudyny w mikroczgstkach (>20%) przyczyniata sie do nasilania efektu
pierwszego wyrzutu. W analizie fizykochemicznej wykazano, ze przyczyng tego zjawiska byta
adsorpcja krysztatéw leku na powierzchni mikroczgstek w efekcie ograniczonej pojemnosci
matrycy polimeru. llo$¢ beta-glicerofosforanu disodu oraz proporcja polimeru do czynnika
sieciujgcego w wielozbiornikowych nos$nikach miata istotne znaczenie w aspekcie kinetyki
pecznienia oraz dawki leku uwolnionej z mikroczgstek w ciggu pierwszych 30 min badania.
Umiarkowanymi wartosciami efektu pierwszego wyrzutu odznaczaty sie formulacje o
proporcji polimeru do czynnika sieciujgcego (1:1, w/w). Wieksza ilos¢ czynnika sieciujgcego
w matrycy mikroczgstek, poprzez zmniejszenie zdolnosci i kinetyki pecznienia nosnikow w
kontakcie z ptynem pochwowym, ograniczata dyfuzje leku przez uwodniong matryce
polimerowg. W efekcie powodowato to wolniejsze w czasie uwalnianie leku i nizsze wartosci
efektu pierwszego wyrzutu. Nie zaobserwowano natomiast istotnego wptywu ilosci beta-
glicerofosforanu disodu na parametr t80%. Wieksza ilos¢ czynnika sieciujgcego w
mikroczgstkach nie wydtuzata w sposdb istotny dyfuzji zydowudyny z mikroczgstek
chitozanowych. Powyisze obserwacje sg zaskakujagce w poréwnaniu do uprzednio
przeprowadzonych badan, w ktérych obserwowano wydtuzenie profilu uwalniania leku z
chitozanowej matrycy po uprzednim usieciowaniu fizycznym jego struktury [32].

W oparciu o przeprowadzone doswiadczenia wykazano ztozony charakter uwalniania
zydowudyny z wielokompartmentowe] postaci leku. Wptyw na proces miaty zaréwno stopien
usieciowania polimeru oraz zawartos¢ leku w matrycy chitozanu. W toku doswiadczen
wytypowano optymalng formulacje mikroczastek charakteryzujgca sie wysoka zawartoscig
zydowudyny, umiarkowanym efektem pierwszego wyrzutu oraz wydtuzonym do czterech
godzin uwalnianiem substancji leczniczej.

4.3.5 Ocena jakosci i mozliwosci zastosowania nanowtdkien chitozanowych otrzymanych
metodq rozdmuchu roztworu polimeru w technologii farmaceutycznej

W ostatnich latach chitozany sg intensywnie badane pod katem zastosowania w technologii
uktadow w rozproszeniu nano [33]. Wynika to m.in. z uwagi na ich hydrofilowy charakter,
tatwos¢ modyfikowania struktury i tworzenia réznorodnych form morfologicznych. Celowe
wydato sie zatem okreslenie roli chitozanu w technologii otrzymywania nanowtdkien. W
literaturze mozna odnalez¢ wiele prac po$wieconych materiatom chitozanowym uzyskanych
w procesie elektroprzedzenia. W swojej pracy skupitam sie na stosunkowo nowej metodzie
rozdmuchu roztworu polimeru, ktéra w przeciwienstwie do elektroprzedzenia, nie wymaga
zastosowania rozpuszczalnikéw organicznych i napiecia elektrycznego [12]. Zasada metody
rozdmuchu opiera sie na przedzeniu wodnej dyspersji materiatu polimerowego w wyniku
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dziatania sprezonego gazu (najczesciej powietrza) o duzej predkosci. Kluczowy w procesie
jest charakter reologiczny dyspersji polimerowej. Chitozan po rozpuszczeniu tworzy roztwory
o zwiekszonej lepkosci. Podobnie jak w przypadku innych polimeréw, stanowig one przyktad
ptynéw rozrzedzonym $cinaniem, co oznacza, ze ich lepkos$¢ maleje ze wzrostem uzytej sity
(tzw. predkosci $cinania). Taki charakter reologiczny ptynu wydaje sie odpowiedni do
otrzymywania materiatéw witdknistych metodg przedzenia. Wstepna ocena reometryczna
wykazata jednak zbyt krétki czas relaksacji analizowanych roztworéw chitozandéw (réznigcych
sie masg czasteczkowy, stezeniem oraz lepkoscig) uniemozliwiajgcych ich zastosowanie w
metodzie rozdmuchu. Zadecydowano zatem o wprowadzeniu dodatkowego polimeru:
poli(tlenku etylenu) o korzystniejszych wtasciwos$ciach reologicznych. Badania nad
otrzymaniem nanowfdkien prowadzitam we wspdtpracy z Laboratorium Inzynierii
Biomedycznej Politechniki Warszawskiej (zat. 6 oswiadczenie potwierdzajgce pobyt
badawczy, dokument umowy o wspdtpracy Politechnika warszawska/UMB). W procesie
rozdmuchu roztworu polimeru wykorzystano specjalistyczne urzadzenie sktadajgce sie z
ruchomego kolektora (odbieralnika) oraz uktadu koncentrycznych dysz: wewnetrznej przez
ktdrg przeptywa roztwodr polimeru i zewnetrznej ze sprzezonym gazem. W efekcie prac
wstepnych doprecyzowano cisnienie przeptywu powietrza, szybko$é przeptywu roztworu
mieszaniny polimeru, jego stezenie oraz proporcje polimerow w mieszaninie. Sporzadzono
dwie formulacje z chitozanu niemodyfikowanego o niskiej masie czgsteczkowej (232 kDa) i
stopniu deacetylacji 80% oraz poli(tlenku etylenu) w proporcji 1:4, w/w. Formulacje rdznity
sie stezeniem polimeréw w mieszaninie poddanej procesowi rozdmuchu, t.j. 8% (w/w)
(materiat CS/PEO 8%) i 10% (w/w) (materiat CS/PEO 10%). Otrzymane nanowtdkna
chitozanowe poddano szczegétowej analizie wtasciwosci fizykochemicznych, mechanicznych
i biologicznych pod katem ich zastosowania jako materiaty opatrunkowe (wyniki
przedstawiono w pracy P4). Pomimo, iz na rynku dostepnych jest wiele rodzajow
opatrunkéw, wecigz poszukiwane sg nowoczesne rozwigzania umozliwiajace szybsze i
tatwiejsze gojenie ran. Wykorzystanie do tego celu chitozanu o korzystanych wtasciwosciach
hemostatycznych i absorpcyjnych wpisuje sie zatem w aktualne trendy badawczo-rozwojowe
[24].

Otrzymane materiaty przyjety postac¢ biatej, gietkiej wtdkniny o stosunkowo gtadkiej
powierzchni i $rednicy widkien w zakresie 200-300 nm. W obrazie mikroskopowym
zaobserwowano nieregularne, izotropowe rozmieszczenie witdkien w strukturze materiatu
(ryc. 3a-b). Termin materiaty izotropowe oznacza, ze budujgce je wtékna uktadajg sie
symetryczne wzgledem wszystkich ptaszczyzn, dzieki czemu wykazujg podobne wtasciwosci
mechaniczne niezaleznie od kierunku rozciggania.
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Rycina 3. Obraz mikroskopowy nanowtdkien przygotowanych z: (a) 8% lub (b) 10% (w/w) roztworu
chitozanu (CS) i poli(tlenku etylenu) (PEO) (powiekszenie x10 000); (c) rozktad wielkosci wtdkien; (d)
ocena przylegania nanowtékien nie powlekanych oraz powlekanych warstwg poli(dimetylsiloksanu)
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do wypreparowanej ludzkiej skéry w odniesieniu do kontroli: materiatu opatrunkowego Aquacel’
(kontrola 1) i Sorbalgon® (kontrola 2) oraz filmu celulozowego (PC); (e) Migracja fibroblastéw skéry w
warunkach in vitro wyrazona jako procent powierzchni zamkniecia rany po inkubacji z ekstraktem
nanowtdkien CS/PEO 10% w zakresie stezerr 10-40 mg/ml w odniesieniu do: roztworu PEO, CS oraz
komérek nie poddanych dziataniu zadnych zwigzkéw (kontrola) (Szymariska i wsp. 2022, P4).

Obie formulacje charakteryzowaty sie wysokg porowatoscig w poréwnaniu do komercyjnych
materiatléw opatrunkowych z karboksymetylocelulozy sodowej (Aquacel®) i alginianu wapnia
(Sorbalgon®). Nizsze stezenie polimeréw w roztworze przyczynito sie do zmniejszenia
$rednicy wtdkien oraz porowatosci materiatu CS/PEO 8% - parametru decydujacego o
chtonnosci i dobrej przepuszczalnosci powietrza. W pracy oceniano réwniez potencjat
nanowtdkien CS/PEO do stymulowania procesu gojenia sie ran w warunkach in vitro.
Pomimo, iz badania wskazujg, ze chitozan pobudza proces migracji neutrofili i makrofagow
oraz nasila aktywnosc¢ fibroblastow [33], istotne byto zbadanie czy modyfikacja fizyczna
polimeru na skutek procesu technologicznego wptywa na jego wiasciwosci regenerujace.
Badania przeprowadzone za pomoca testu ,scratch” na linii ludzkich fibroblastéow HDFa
wykazaty, ze nanowtdkna posiadajg zdolno$¢ do pobudzania aktywnosci komorek skory juz
na wczesnym etapie zranienia, a proces rozdmuchu roztworu polimeru nie zmienit
wiasciwosci biologicznych chitozanu (ryc. 3e). Dodatkowo w ocenie cytotoksycznosci z
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wykorzystaniem tréjwymiarowego modelu naskdrka EpiSkin® odnotowano brak potencjatu
draznigcego nanowtdkien podczas 24 godzinnej inkubacji z tkanka.

Wazny element pracy stanowita analiza wptywu powlekania warstwg poli(dimetylsiloksanu)
na wilasciwosci mechaniczne, absorpcyjne i bioadhezyjne materiatéw polimerowych.
Obecnos¢ hydrofobowej powtoki zapewniata lepsze zabezpieczenie przed dostepem wilgoci
cho¢ w badaniach tensometrycznych wykazano, ze ostabia parametry wytrzymatosciowe
nanowtdkien polimerowych. Niemniej nalezy podkreslic, ze wyniki sprezystosci oraz
wytrzymatosci na rozcigganie uzyskane dla nanowtdkien powlekanych byty wyzsze niz te
otrzymane dla komercyjnych materiatéw opatrunkowych o strukturze wtéknin. W ocenie
wiasciwosci absorpcyjnych in vitro wykazano, ze zardéwno materiaty niepowlekane i
powlekane charakteryzuja sie wysoka zdolnoscig do pochtaniania ptynu imitujgcego
wydzieline z ran. W poczatkowej fazie testu, ptyn byt niemal natychmiast absorbowany przez
nanowtdkna, ktére stopniowo przeksztatcaty sie w hydrozelowg matryce. W pdzniejszym
etapie zaobserwowano jednak, ze badane materiaty (w szczegdlnosci nanowtdkna z warstwa
poli(dimetylsiloksanu)) wolniej pochtfaniaty ptyn w poréwnaniu do dostepnych materiatow
opatrunkowych. Wskazuje to na umiarkowane zdolnosci absorpcyjne nanowtdkien i
potencjat zastosowania w leczeniu ran S$rednim stopniu wysieku t.j owrzodzenia czy
oparzenia | czy Il stopnia. W badaniu tensometrycznym zdolnosci oddziatywania z
wypreparowang ludzkg skory (zgoda Komisji Bioetycznej UMB nr R-1-002/305/2019)
zaobserwowano, ze materiaty odznaczaty sie zréznicowanym stopniem bioadhezyjnosci do
skory. W przypadku wyrobdéw opatrunkowych cecha ta zapewnia utrzymanie materiatu w
miejscu aplikacji i ochrone zranionego obszaru niezaleznie od aktywnosci pacjenta. Z drugiej
strony, zbyt mocne przywieranie opatrunku do rany jest niepozadane, moze bowiem
powodowac bdl oraz uszkodzenia okolicznych tkanek na etapie jego wymiany. Nizsze
wartosci parametréw bioadhezji uzyskane dla formulacji CS/PEO 10 %, w szczegdlnosci po
dodatkowym powlekaniu warstwg poli(dimetylsiloksanu) w poréwnaniu do wynikdéw
uzyskanych dla formulacji CS/PEO 8% oraz komercyjnych materiatéw opatrunkowych
sugerujg, ze materiat ten moze by¢ tatwiej usuwany z powierzchni skéry, a tym samym
potencjalnie mniej draznigcy w kontakcie z rang. W toku przeprowadzonych badan
wytypowano formulacje CS/PEO 10% powlekang warstwg poli(dimetylsiloksanu) jako
materiat opatrunkowy o korzystniejszych parametrach wytrzymatosciowych, wysokiej
porowatosci i umiarkowanej bioadhezji.

Réwnolegle do doswiadczen oceniajagcych nanowtdkna jako materiaty opatrunkowe
prowadzono prace nad inkorporowaniem dizoproksylu tenofowiru do polimerowego
nanonos$nika oraz oceng jakosci kompozycji farmaceutycznej dla leku przeciwwirusowego do
podania dopochwowego. Wyniki doswiadczen przedstawiono w pracy P5. Dizoproksyl
tenofowiru to prolek nalezacy do grupy inhibitoréw odwrotnej transkryptazy, ktéry w
organizmie przeksztatca sie w aktywng forme tenofowir. W poréwnaniu do tenofowiru,
forma proleku charakteryzuje sie wyiszg biodostepnoscig i silniejszg aktywnoscig
farmakologiczna.
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Posta¢ filmu zbudowanego z nanowtdkien wydaje sie szczegdlnie atrakcyjna w aspekcie
podania dopochwowego i profilaktyki zakazen przenoszonych droga ptciowg ze wzgleddéw
aplikacyjnych. Dyskretna postac¢ cienkiego filmu zmniejsza dyskomfort i ryzyko podraznien na
etapie aplikacji. Dodatkowo, dzieki rozbudowanej powierzchni polimerowego materiatu
mozliwe jest osiggniecie wydtuzonego czasu kontaktu leku z btong Sluzowg i w efekcie
uzyskanie pozgdanego efektu farmakologicznego. Podczas badan preformulacycjnych z
mieszaniny polimeréw i leku o stezeniu 12% (w/w) uzyskano materiat o jednorodnym
rozmieszczeniu czgstek leku w matrycy polimerowej, co potwierdzono mapowaniem
powierzchni nanowtdkieny technika ramanowska (ryc. 4a).
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Rycina 4. (a) Przyktadowa mikrofotografia powierzchni nanowtdkieny wraz z mapg dystrybucji
dizosproksylu tenofowiru (czerwony), nanowtdkien CS/PEO (niebieski); powiekszenie x10; (b) Praca
mukoadhezji wyznaczona dla nanowtdkieny z lekiem oraz placebo; CP- film celulozowy (kontrola); (c)
Procent dawki leku uwalnionej z matrycy nanowtdkieny w zaleznosci od pH ptynu pochwowego w
porownaniu do badan z uzyciem czystej substancji aktywnej; (d) Przenikanie na drodze transportu
biernego dizosproksylu tenofowiru przez wypreparowany ludzki nabtonek pochwy w zaleznosci od
pH dyspersji ptynu pochwowego z lekiem (n=4, sredniat S.D.) (Szymariska i wsp. 2022, [P5]).

Wydajnos¢ zamkniecia substancji aktywnej w nosniku wyniosta blisko 70%. Proces
rozdmuchu roztworu zasadniczo nie zmienit wtasciwosci fizykochemicznych polimeru ani
aktywnosci przeciwwirusowej substancji aktywnej. W warunkach in vitro wykazano
hamowanie wirusa HSV-2 w obecnosci nanowtdkien choé efekt ten zdawat sie by¢ nie
zwigzany ze stezeniem uzytego materiatu. Brak korelacji dawka-efekt najprawdopodobniej
wynikat z zahamowania wychwytu proleku przez komorki i czasowego wysycenia enzymow
odpowiedzialnych za jego hydrolize do tenofowiru [34]. Nie zaobserwowano natomiast
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aktywnosci  przeciwwirusowej per se nanowtdkien bez leku (placebo), co
najprawdopodobniej wigzato sie z obecnoscig dodatkowego polimeru poli(tlenku etylenu) w
matrycy nosnika. Nie mozna jednak wykluczy¢ wptywu procesu SBS na zmiane witasciwosci
samego chitozanu. W ocenie cytotoksycznosci wykazano biozgodnos$é materiatu w kontakcie
z komérkami nabtonka pochwy VK2/E6E7.

Niezwykle istotnym elementem doswiadczen bylo wykazanie zaleznosci pomiedzy
wiasciwosciami mukoadhezyjnymi i kinetyka uwalniania substancji aktywnej z matrycy
nanowtdkien a pH ptynu pochwowego. W warunkach fizjologicznych odczyn wydzieliny
pochwowej jest kwasny i waha sie w granicach od 3,8 do 4,5, cho¢ u kobiet w okresie
menopauzalnym wartosci te wzrastajg do ok 5,0 [35]. W badaniach z uzyciem ptynu
imitujgcego wydzieline pochwowg o pH 3.8 obserwowano istotne nasilenie zdolnosci
oddziatywania nanowtoknin z ludzkim nabtonkiem pochwy oraz stosunkowo silne pecznienie
formulacji, co w efekcie powodowato szybszg dyfuzje leku z nosnika (ryc. 4b-c). Proces ten
zwigzany byt z wiekszg iloscig zjonizowanych grup aminowych w czgsteczce chitozanu w
silnie kwasnym pH. W efekcie odpychania taricuchdw polimeru przez jednoimiennie fadunki,
dochodzito do rozluzniania struktury przestrzennej nosnika i lepszej penetracji ptynu do jego
wnetrza. Odmienne zachowanie nanowtdkien chitozanowych obserwowano w pH 5,0.
Wzrost pH ptynu pochwowego przyczynit sie do wydtuzenia kinetyki uwalniania dizoproksylu
tenofowiru (przy jednoczesnym zmniejszeniu efektu pierwszego wyrzutu) ze zwartej
hydrozelowej matrycy ale réwniez ostabienia wtasciwosci mukoadhezyjnych. Warto
podkresli¢, ze fizjologiczne zmiany pH wydzieliny pochwowe] w zakresie 3,8-5,0 modulowaty
nie tylko wtasciwosci nanowtdkien, ale rowniez wptynety na stopien przenikania dizoproksylu
tenofowiru przez ludzki nabtonek pochwy. Okazato sie, nawet niewielki wzrost pH z 3,5 do
5,0 zwiekszat szybkos$¢ przenikania oraz akumulacje modelowego mikrobicydu w tkance (ryc.
4d). Obserwowane zmiany wynikaty m.in. z odmiennego stopnia zjonizowania czgsteczki leku
w badanym zakresie pH. Powyzsze obserwacje potwierdzajg, ze zmiennosci miedzyosobnicze
w zakresie wspomnianego odczynu ptynu pochwowego majg istotny wplyw na
biodostepnos¢ leku po podaniu dopochwowym [36].

W oparciu o przeprowadzone doswiadczenia nalezy stwierdzi¢, ze zaprojektowane
nanowtékna z tenofowirem dizoproksylu wydajg sie atrakcyjng formg leku do podania
dopochwowego wykazujgcg cechy inteligentnego nosnika zaleznego od pH. Silniejsze
przyleganie do tkanki i szybsze uwalnianie leku z polimerowej matrycy w kwasnym pH ptynu
pochwowego wydaje sie sprzyjaé¢ zainicjowaniu absorpcji leku przez btony biologiczne.
Wydtuzone w czasie, bardziej kontrolowane uwalnianie leku z matrycy w pH 5,0 moze
natomiast kompensowa¢ silniejsze i szybsze przenikanie leku oraz zmniejszenie rozrzutéw
stezen substancji aktywnej w tkance. Powyisze obserwacje wskazujg ponadto na
wielofunkcyjny charakter nanowtdkien chitozanowych oraz mozliwo$é ich wykorzystania
zaréwno jako platformy dla lekéw do podania miejscowego, jak réwniez jako materiat
opatrunkowy do stosowania na rany o umiarkowanym stopniu wysieku.
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4.4. PODSUMOWANIE

Prezentowany cykl prac nad rozwojem nowoczesnych form farmaceutycznych opartych o
unikalne pofaczenie substancji aktywnej i chitozanu, stanowi kompleksowe opracowanie
technologii otrzymywania nanowtdkien i wielozbiornikowych nosnikow leku oraz ich
charakterystyki w aspekcie zastosowania miejscowego jako postacie leku dla mikrobicydu
oraz materiaty opatrunkowe.

Przeprowadzone badania wykazaty wysoki potencjat glutaminianu chitozanu w technologii
suszenia rozpytowego mikroczgstek oraz chitozanu niemodyfikowanego o niskiej masie
czasteczkowej w otrzymywaniu nanowtdkien metodg rozdmuchu roztworu polimeru.
Modyfikacja fizyczna na etapie tworzenia formulacji zasadniczo nie zmieniata wtasciwosci
biologicznych chitozandw. Testowane nos$niki odznaczaty sie biozgodnoscig, zdolnoscig do
oddziatywania ze skdrg i btong sluzowg, a w przypadku nanowtdknin — takze wtasciwosciami
regenerujgcymi. Na uwage zastuguje réwniez odkrycie, ze glutaminian chitozanu poprzez
hamowanie wigzania wirusa HSV-2 do komoérki poteguje aktywnos¢ farmakologiczna
mikrobicydu. Dziatania przeciwwirusowego chitozanu nie potwierdzono natomiast w
doswiadczeniach z uzyciem nanowtdknin co moze wskazywacé na wptyw procesu rozdmuchu
roztworu polimeru lub obecnosci dodatkowego polimeru na aktywnos¢ biologiczng
chitozanu. Przeprowadzone doswiadczenia podkreslity rowniez znaczenie statystycznych
narzedzi planowania doswiadczen w projektowaniu proceséw technologicznych.

Uzyskane wyniki zestawione w jednotematyczny cykl publikacji umozliwiajacy
podsumowanie mojego dorobku naukowego, w ktérym mozina wskaza¢ dwie grupy
osiggnied:

1. W zakresie badan podstawowych:

(a) Ocena wptywu modyfikacji fizycznej chitozanéw na aktywnos$¢ przeciwwirusowq i
synergizm dziatania wobec wirusa HSV-2

(b)  Zbadanie roli polimeru w modulowaniu transportu biernego substancji aktywnej przez
ludzki nabtonek pochwy

(c) Ocena wptywu parametréw technologicznych i substancji pomocniczych na
wiasciwosci fizykochemiczne oraz profil bezpieczeAstwa chitozanowych nosnikéw w
warunkach in vitro

(d) Zbadanie potencjatu draznigcego nanowtdkien chitozanowych w kontakcie z
tréjwymiarowym ludzkim modelem skory oraz okreslenie roli chitozanu w procesie
gojenia ran

2. W zakresie badan aplikacyjnych:

(a) Optymalizacja technologii suszenia rozpytowego mikroczastek z modelowym
mikrobicydem
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(b)  Wytypowanie czynnikéw o kluczowym wptywie na jakos¢ otrzymanych nanowtdkien
chitozanowych w kontekscie ich wykorzystania jako materiat opatrunkowy oraz nosnik
mikrobicydu do podania dopochwowego

W  podsumowaniu, opracowanie procedury wytwarzania chitozanowych form
farmaceutycznych  pofaczone z ich petng charakterystykg fizykochemiczng i
biofarmaceutyczng umozliwity poznanie i petniejsze zrozumienie znaczenia oraz mozliwosci
wykorzystania modyfikowanych fizycznie chitozandéw w technologii farmaceutycznej.
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5. INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA NAUKOWA REALIZOWANA
W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI, INSTYTUCJI NAUKOWEJ LUB INSTYTUCII KULTURY, W
SZCZEGOLNOSCI ZAGRANICZNE)J

Wspétpraca z osrodkami naukowymi rozpoczeta sie w 2015 podczas mojego pobytu w
Wageningen University, Holandia (realizowanego w ramach programu Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego TransFormation.doc) oraz studidw podyplomowych na Uniwersytecie
Jagiellonskim kiedy to miatam mozliwos¢ nawigzaé kontakty z przedstawicielami osrodkéw
naukowych i badawczo-rozwojowych. Jednym z pierwszych wieloosrodkowych projektéw, w
ktdrych uczestniczytam dotyczyt badan w zakresie dziatania immunomodulujgcego oraz
wyjasnienia mechanizmu aktywnosci mukoadhezyjnych hydrozeli zawierajgcych nanoczastki
srebra sfunkcjonalizowane kwasem taninowym jako strategii leczenia i zapobiegania zakazen
wirusem opryszczki typu 2. Efektem wspotpracy z dr hab. Matgorzatg Krzyzowsky z
Wojskowego Instytutu Higieny i Epidemiologii w Warszawie byta publikacja w International
Journal of Molecular Sciences (zat. 4, rozdziat Il, pkt. 1.2, praca nr 12) oraz prace (zat. 4, pkt. |
prace nr 2,4) w ktérych oceniano aktywnos¢ przeciwwirusowg nanomateriatéw (badania
realizowano w Uniwersytecie w Goteborgu, Szwecja). Od tamtego czasu badania
wieloosrodkowe stanowig wazny element mojej aktywnosci zawodowej:

o efektem wspdtpracy z osSrodkami miedzynarodowymi: Katedrg Farmacji Stosowanej
Uniwersytetu w Ljubljanie (Stowenia) pod kierunkiem prof. Sréi¢a, Katedrq Inzynierii
Chemicznej Wyiszej Szkofy Chemiczno-Technologicznej w Pradze (Czechy) oraz Katedrqg
Farmacji Stosowanej Uniwersytetu w Zagrzebiu (Chorwacja) kierowanym przez prof. Anite
Hafner w zakresie badan fizykochemicznych nosnikéw leku zawierajgcych modyfikowany
fizycznie chitozan byly publikacje w czasopismach Marine Drugs (2016), Pharmaceutics
(2021) oraz Materials (2021) (zat. 4, rozdziat ll, pkt. 1.2., prace nr 8,19,22)

e wieloletnia wspodtpraca z dr. Anng Basg i dr hab. Agnieszkg Zofig Wilczewsky z
Wydziatu Chemii Uniwersytetu w Biatymstoku w zakresie analiz fizykochemicznych
nos$nikéw leku do podania miejscowego zaowocowata 5 publikacjami w Chemical and
Pharmaceutical Bulletin, Materials, Pharmaceutics, International Journal of Pharmaceutics,
Polymers (zat. 4, rozdziat Il, pkt. 1.2., prace nr 3,7,21-23)

e badania naukowe prowadzone w udokumentowanej wspodtpracy z dr inz. Michatem
Wojasinskim i prof. dr hab. inz. Tomaszem Ciachem z Laboratorium Inzynierii Biomedycznej
Politechniki Warszawskiej (umowa o wspodtpracy z 2021, zat. 6) w zakresie zastosowania
techniki rozdmuchu roztworu polimeru do otrzymywania nanowidkien o potencjale
wykorzystania jako nosnik leku oraz materiat opatrunkowy zaowocowaty publikacjami w
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International Journal of Molecular Sciences oraz International Journal of Biological
Macromolecules (zat. 4, pkt. | prace nr 4,5); w ramach wspdtpracy z osrodkiem w 2021 roku
odbytam krotkoterminowy staz naukowy (zat. 6)

o efektem udokumentowanej wspdtpracy z Katedrg i Zaktadem Farmakognozji
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (umowa o wspétpracy, zat. 6) dotyczgcej oceny cech
mukoadhezyjnych nosnikéw leku z surowcami pochodzenia roslinnego (zadania
realizowanego w ramach projektu NCN Sonata (2020/39/D/NZ7/01824) kierowanego przez
dr. Magdalene Paczkowska-Walendowskg) sg 4 prace opublikowane w Journal of Clinical
Medicine, Pharmaceutics oraz International Journal of Molecular Sciences (zat. 4, rozdziat Il,
pkt. 1.2., prace nr 16-19)

e wspotpraca z zespotem prof. dr hab. Michata Markuszewskiego z Zaktadu Biofarmacji
i Farmakokinetyki Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w zakresie doskonalenia
statystycznych metod projektowania procesu technologicznego zaowocowata cyklem prac
opublikowanych w International Journal of Pharmaceutics, Pharmaceutics oraz Materials
(zat. 4, rozdziat | prace nr 1,3); w ramach wspotpracy z osrodkiem w 2019 roku odbytam
krotkoterminowy staz naukowy (zat. 6)

e wspotpraca z prof. Krzysztofem Calem z Katedry Technologii Postaci Leku
Gdarnskiego Uniwersytetu Medycznego umozliwita rozszerzenie moich badan o model
eksperymentalny oceny przenikania substancji aktywnych w warunkach ex vivo przez ludzki
materiat biologiczny; przy uzyciu powyiszego modelu prowadzitam badania, m.in. nad
transportem mikrobicydu przez ludzki nabtonek pochwy (zat. 4, rozdziat | praca nr 4) oraz
zdolnosci przenikania i retencji substancji przeciwdrobnoustrojowych przez btone sluzowg
jamy ustnej, jak réwniez prac na zlecenie podmiotéw zewnetrznych (zat. 4, rozdziat 11, pkt. 1)

o efektem wieloletniej wspodtpracy z pracownikami Dziatu Preformulacji w Obszarze
Badawczo-Rozwojowym Adamed Pharma w zakresie zastosowania nowoczesnych technik
analizy fizykochemicznej w ocenie polimerowych nosnikéw leku sg prace opublikowane w
Pharmaceutics oraz International Journal of Biological Macromolecules (zat. 4, pkt. | prace nr
3,5); w ramach wspoétpracy z osSrodkiem w 2020 roku odbytam krétkoterminowy staz
naukowy (zat. 6)

e wspdtpraca z dr. Renatg Debowska, kierownika Dziatu Badawczo-Rozwojowego
Laboratorium Dr Irena Eris w zakresie doskonalenia metod oceny draznigcego potencjatu
preparatéw miejscowych in vitro w kontakcie z modelem tkankowym 3D zaowocowata pracg
w International Journal of Molecular Sciences (zat. 4, pkt. | prace nr 4); w ramach wspoétpracy
z osrodkiem w 2022 roku odbytam krétkoterminowy staz naukowy (zat. 6).
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6. INFORMACIA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH, ORGANIZACYJNYCH ORAZ
POPULARYZUJACYCH NAUKE | SZTUKE

6.1. DZIALALNOSC DYDAKTYCZNA
6.1.1. Ksztatcenie przeddyplomowe

od 2008 roku prowadzenie zaje¢ dla studentéw Il i IV roku Farmacji z przedmiotu
Technologia Postaci Leku

od 2009 opracowanie i prowadzenie zaje¢ dla studentéw V roku Farmacji z
przedmiotu Technologia Postaci Leku Il (Sporzqdzanie lekow recepturowych z
antybiotykami, Solubilizacja, Technologia srodkéw kosmetycznych) oraz Farmacja
praktyczna w aptece z opieka farmaceutyczng

od 2014 opracowanie i prowadzenie zajeé¢ fakultatywnych dla studentéw Il roku
Farmacji z przedmiotu Technologia preparatéow kosmetycznych

Od 2011 roku opracowanie i prowadzenie wyktadow dla studentéw I, IV i V roku
kierunku Farmacja dotyczgcych: Zasady dobrej praktyki wytwarzania lekow,
Technologia analizy procesu jako system optymalizacji przemystowej produkcji lekow,
Preparaty radiofarmaceutyczne, Preparaty homeopatycznych

6.1.2. Ksztatcenie podyplomowe

Od 2011 roku opracowanie oraz prowadzenie wyktadéw oraz ¢wiczen w ramach szkolenia
specjalizacyjnego dla farmaceutéw, organizowanych przez Studium Ksztatcenia
Podyplomowego na Wydziale Farmaceutycznym UMB poswieconych:

- Opiece farmaceutycznej nad pacjentem onkologicznym

- Opiece farmaceutycznej w astmie i przewlektej obturacyjnej chorobie ptuc
- Jakosci produktu leczniczego w aspekcie dopuszczenia do obrotu

- Terapii homeopatycznej

- Aseptyczne sporzqdzanie lekéw ocznych
6.1.3. Opieka naukowa nad studentami

» 0d 2017 roku opiekun Studenckiego Kota Naukowego przy Zaktadzie Farmacji
Stosowanej

Efektem pracy Kota Naukowego sg trzy punktowane prace naukowe o zasiegu krajowym i
miedzynarodowym (zat. 4, rozdziat | prace 3, 4; rozdziat Il, pkt. 2). Studenci uczestniczyli w
badaniach naukowych, ktérych wyniki zostaty zaprezentowane w podczas X/l Naukowego
Zjazdu Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego w Krakowie w 2017 roku oraz na 14th
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BIMC Bialystok International Medical Congress for Young Scientists w 2019 roku. Koto
naukowe wykazato sie réwniez aktywnoscig popularyzujgcg nauki farmaceutyczne podczas
organizacji warsztatow dla uczniow szkét podstawowych oraz przedszkoli woj. podlaskiego:
Farmaceuta - kto to taki? (2018, 2019); w latach 2018 oraz 2019 zostato docenione Il
miejscem w rankingu studenckich két naukowych UMB

» W latach 2010-2015 opiekun 3 prac magisterskich

» 0d 2016 promotor 6 prac magisterskich:

»Niezgodnosci recepturowe przy sporzgdzaniu potstatych postaci leku zawierajgcych
mocznik”, Joanna Potas, Farmacja (2018)

»Technologia sporzqdzania i ocena wtasciwosci preparatéow kosmetycznych z witaming C”,
Milena Bastek, Kosmetologia (2018)

,Optymalizacja technologii otrzymywania wielokompartmentowych nosnikéw zydowudyny
do podania miejscowego”, Karolina Fiedorczyk, Farmacja (2019)

,Wptyw sieciowania jonowego na dostepnosc¢ farmaceutyczng zidowudyny z mikroczgstek
chitozanowych”, Magdalena Dgbrowska, Farmacja (2020)

,0cena zdolnosci przenikania substancji przeciwwirusowej przez ludzki nabtonek pochwy z
wybranych nosnikow o wtfasciwosciach mukoadhezyjnych”, Kamil Adasiewicz, Farmacja
(2021)

,0cena wtasciwosci farmaceutycznych nanowtdkien chitozanowych jako materiatow
opatrunkowych na rany”, Natalia Czajka, Farmacja (2022)

6.1.4. Recenzje prac magisterskich

Recenzent 2 prac magisterskich na kierunku Kosmetologia i 1 pracy na kierunku Farmacja

,0cena mozliwosci wykorzystania grzybow jadalnych jako Zrddta biatka w diecie”, Julita
Szymborska, Farmacja (2022)

,0cena spozycia cynku a stan skory studentdw kierunku Kosmetologia”, Magdalena
Zareba, Kosmetologia (2020)

,0cena spozycia wapnia wsrod studentow kierunku Kosmetologia jako sktadnika
wptywajgcego na stan skory”, Natalia Podbielska, Kosmetologia (2020)

6.2. Osiaggniecia w zakresie popularyzacji nauki

e Publikacje popularno-naukowe dotyczace zagadnien receptury aptecznej (37 prac
opublikowanych latach 2014-2020) (wykaz prac zamieszczono w zat. 4, rozdziat Il, pkt.
3)
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e Organizacja warsztatow dla ucznidéw szkét podstawowych oraz dzieci w wieku
przedszkolnym woj. podlaskiego: Farmaceuta - kto to taki? (2018-2022)

e Udziat w projekcie ,Biatostockie Talenty XXI wieku” realizowanego przez Centrum
Ksztatcenia Ustawicznego w Biatymstoku skierowanego do ucznidw szkot
ponadpodstawowych (maj 2019)

e Prezentacja wyktadu , Terapia homeopatyczna” dla stuchaczy Uniwersytetu Trzeciego
Wieku w ramach cyklu spotkan ,Zapytaj farmaceute” organizowanym przez sekcje
Mtoda Farmacja (grudzien 2014)

6.3. DZIALtALNOSC ORGANIZACYJNA

e C(Cztonek komitetu organizacyjnego Konkursu Receptury Aptecznej podczas
konferencji naukowej ,,Farmakoterapia kobiet w cigzy i elementy farmakoekonomiki”
(kwiecien 2015)

e (Cztonek komitetu organizacyjnego Jubileuszu 40-lecia Wydziatu Farmaceutycznego z
Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej (czerwiec 2017)

e (Cztonek zespotu kontrolujgcego praktyki zawodowe na kierunku Farmacja (2017-
2022)

e Cztonek Wydziatowej Komisji Rekrutacyjnej Wydziatu Farmaceutycznego (2019/20)
oraz Uczelnianej Komisji Rekrutacyjnej prowadzgcej egzamin wstepny na | roku
studidow (2021/2022)

7. PRZEBIEG PRACY NAUKOWEJ | OSIAGNIECIA ZAWODOWE
7.1. Przebieg pracy naukowo-badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

W 2002 roku rozpoczetam studia na Wydziale Farmaceutycznym z Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej Akademii Medycznej w Biatymstoku na kierunku Farmacja. Prace magisterska
zatytutowang “Wptyw szoku septycznego na aktywnos¢ atypowych receptorow beta-
adrenergicznych w ukfadzie krgzenia szczura” wykonang pod kierunkiem prof. Barbary
Malinowskiej obronitam na Wydziale Farmaceutycznym w czerwcu 2007 roku, uzyskujgc
tytut magistra farmacji. Tematyka pracy dotyczyta zbadania roli nowych atypowych
receptoréw beta-adrenergicznych w nasileniu czestosci akcji serca obserwowanej w ostrej
fazie wstrzasu septycznego.

W 2008 roku rozpoczetam prace w Zaktadzie Farmacji Stosowanej Akademii Medycznej w
Biatymstoku na stanowisku asystenta. Od poczgtku moja dziatalnos¢ badawcza zwigzana byta
z projektowaniem, sporzadzaniem oraz oceng jakosci mukoadhezyjnych systemoéw
dostarczania leku. W badaniach naukowych prowadzonych przed uzyskaniem stopnia
doktora skupitam sie na technologii otrzymywania chitozanowych postaci leku z
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klotrimazolem do podania dopochwowego. Tematyka pracy wykazywata potencjat
aplikacyjny. Pomimo powszechnego wykorzystania klotrimazolu w terapii miejscowych
zakazen grzybiczych, na rynku farmaceutycznym brakowato zarejestrowanych
mukoadhezyjnych preparatéw do podania dopochwowego. W toku badan opracowatam
technologie otrzymywania tabletek, hydrozeli oraz mikroczastek, a wyniki badarn nad ich
oceng fizykochemiczng i farmaceutyczng opublikowatam w czasopismach z listy filadelfijskiej
(zat. 4, rozdziat Il, pkt. 1.1, prace nr 3,4,7,8). Waznym etapem byto okreslenie wptywu
polimeru na aktywnos¢ farmakologiczng klotrimazolu. W ocenie wfasciwosci
przeciwgrzybiczych zauwazono m.in., ze nosniki z chitozanem wykazujg per se dziatanie
hamujgce wzrost szczepdw Candida sp., a dodatkowo w obecnosci polimeru dochodzito do
nasilenia dziatania leku (wyniki poréwnywano do komercyjnego preparatu z klotrimazolem).
Z uwagi na wiasciwosci higroskopijne chitozanu oraz rozktad hydrolityczny struktury
polimeru, trwatos¢ fizykochemiczna opracowanych nosnikéw, zwtaszcza w formie potstatej
okazafta sie mocno ograniczona. Niemniej udato mi sie, poprzez modyfikacje struktury
chitozanu na drodze sieciowania jonowego, otrzymaé trwate fizykochemicznie nosniki
chitozanowe, i 0siggnac lepszg kontrole profilu uwalniania modelowej substancji lecznicze;j.

Podjete w ramach rozprawy doktorskiej prace umozliwity okreslenie wybranych czynnikow
na witasciwosci fizykochemiczne, przeciwdrobnoustrojowe oraz bezpieczenstwo stosowania
nos$nikdow chitozanowych. W 2016 roku przygotowatam pod kierunkiem prof. dr hab.
Katarzyny Winnickiej rozprawe doktorskg zatytutowang Ocena przydatnosci chitozanu jako
substancji pomocniczej do sporzgdzani postaci leku z klotrimazolem” i 27 pazdziernika 2016
roku uzyskatam tytut doktora nauk farmaceutycznych.

7.2. Przebieg pracy po uzyskaniu stopnia doktora

Od 2017 roku kontynuowatam swojg prace w Zaktadzie Farmacji Stosowanej UMB na
stanowisku adiunkta badawczo-dydaktycznego. Zainteresowanie tematykg technologii
farmaceutycznej i wykorzystaniem zwigzkéw polimerowych w projektowaniu nowoczesnych
nosnikow leku stato sie przedmiotem kolejnych projektéw badawczych, w ktérych petnitam
funkcje kierownika. Byt to grant Miniatura 1 przyznany przez Narodowe Centrum Nauki pt.
,Optymalizacja wielokompartmentowych nosnikdw zydowudyny do podania dopochwowego
przy zastosowaniu glutaminianu chitozanu” (2017/01/X/NZ7/00973) oraz projektu B+R
finansowanego ze S$rodkéw Regionalnego Programu Operacyjnego Wojewddztwa
Podlaskiego pt. ,Badania rozwojowe nad innowacyjnym systemem dostarczania leku na
bfone sluzowq jamy ustnej” (WND-RRPD.01.02.01-20-0203/20 2021-2022). Jestem rowniez
kierownikiem projektu aplikacyjnego realizowanego w ramach Inkubator Innowacyjnosci 4.0
z funduszy Programu Operacyjnego Inteligentny Rozwdj 2020-2021 pt. "Ocena profilu
bezpieczeristwa oraz przenikania kwasu delta-aminolewulinowego z innowacyjnej
kompozycji farmaceutycznej na btone sluzowq jamy ustnej”.

We wspotpracy z zespotem prof. Judyty Cieleckiej-Piontek z Zaktadu Farmakognozji
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu prowadzitam prace nad rolg zwigzkdéw
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wielkoczgsteczkowych w projektowaniu nosnikéw dla surowcéw roslinnych pod katem ich
zastosowania miejscowo: dopochwowo lub na btone $luzowga jamy ustnej (zat. 4, rozdziat Il,
pkt. 1.2, prace nr 16-19). Méj wkfad opierat sie na przeprowadzeniu badan mukoadhezji oraz
ustaleniu zaleznosci pomiedzy sktadem i metodg otrzymywania no$nikéw, a ich zdolnoscig
do oddziatywania ze zwierzecym modelem btony $luzowej. Otrzymane wyniki umozliwity
sprofilowanie roznic we witasciwosciach mukoadhezyjnych pomiedzy formulacjami, co
okazato sie pomocne w wyborze nosnika o najbardziej pozgdanych cechach aplikacyjnych. W
pracy poswieconej analizie jakosci tabletek dopoliczkowych z resweratrolem — zwigzkiem
polifenolowym o wifasciwosciach przeciwzapalnych i antyoksydacyjnych wykazano, ze
dodatek cyklodekstryn (oligosacharydéw wykorzystywanych technologii jako posredniki
rozpuszczania) nie tylko poprawia rozpuszczalnos¢ i modeluje profil uwalniania zwigzku, ale
ich rodzaj ma istotne znaczenie w aspekcie sity przylegania opracowanych tabletek do
zwierzecego modelu policzka. W osobnych doswiadczeniach nad charakterystyka nosnikow z
wyciggiem z rdestowca japonskiego Polygonii cuspidati okazato sie, ze rodzaj oraz stosunek
ilosciowy polimerdw syntetycznych (karbomeru i hydroksypropylometylocelulozy) w matrycy
tabletki modyfikuje site oddziatywania postaci leku z btong S$luzowa. Poza formami
mukoadhezyjnymi, oceniatam réwniez jakos¢ termowrazliwych nosnikéw leku roslinnego
stworzonych w oparciu o syntetyczny blokowy kopolimer poloksamer. Uktady
termowrazliwe to preparaty o zdolnosci do zmiany konsystencji i przechodzenia z formy
ptynnej (lub pétptynnej) w zel pod wptywem temperatury ciata ludzkiego. Ocene wtasciwosci
hydrozeli termowrazliwych zawierajgcych wyciag z korzenia tarczycy bajkalskiej Scutalaria
baikadensis przeprowadzono pod katem ich zastosowania w leczeniu standéw zapalnych
btony $luzowej jamy ustnej. Réwnolegle prowadzitam badania oceny stopnia przenikania na
drodze transportu biernego substancji przeciwdrobnoustrojowych. Doswiadczenia
prowadzitam w warunkach ex vivo przez wypreparowang tkanke zwierzecq oraz in vitro z
uzyciem biomimetycznych bton z tworzywa sztucznego (zat. 4, rozdziat Il, pkt. 1.2., prace nr
14,20). W chwili obecnej zgodnie z zaleceniami Europejskiej Agencji Lekéw, okreslenie
kinetyki przenikania lekéw stosowanych miejscowo na skére czy btony sluzowe stanowi
wazny element prac badawczo-rozwojowych. Skfad testowanych form farmaceutycznych
okazat sie kluczowy w aspekcie szybkosci przenikania leku przez btony biologiczne.
Szczegolnie istotne byto wykazanie, ze obecnos¢ olejku z drzewa herbacianego przyczynia sie
do zwiekszonej akumulacji ketokonazolu w naskérku, co w praktyce moze potegowac jego
aktywnos¢ przeciwgrzybicza. Zgromadzone doswiadczenie z zakresu technologii
farmaceutycznej pozwolity mi na lepsze zrozumienie roli poszczegdlnych polimeréw w
projektowaniu postaci leku oraz pogtebienie wiedzy w zakresie prawidtowej oceny
jakosciowe]j formulacji do zastosowania miejscowego. Sciste powigzane tematycznie z cyklem
artykutéw stanowigcych podstawe do wniosku habilitacyjnego sg réwniez prace poswiecone
charakterystyce komplekséw elektrolitowych (tzw. poliplekséw) oraz ich zastosowaniu w
technologii postaci leku (zat. 4, rozdziat Il, pkt. 1.2., prace 22-23). W badaniach dowiedziono
m.in., ze systemy dostarczania leku na btone sluzowg jamy ustnej powstate w oparciu o
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pofaczenia chitozanu z polimerami o przeciwstawnym fadunku wykazuja cechy
inteligentnych systemdw dostarczania leku reagujgcych na zmiany pH sliny.

W okresie 2019-2022 odbytam cztery krétkoterminowe wyjazdy zwigzane z realizacjg moich
planéw naukowych do krajowych osrodkéw badawczych (Gdanski Uniwersytet Medyczny,
Politechnika Warszawska) oraz jednostek badawczo-rozwojowych (Centrum Naukowo-
Badawcze Adamed Pharma S.A., Centrum Naukowo-Badawcze Dr Irena Eris S.A.) (zat. 6). W
ramach wspotpracy z otoczeniem gospodarczym wykonatam badania oraz ekspertyzy dla
firm farmaceutycznych dotyczgce oceny mozliwosci wdrozenia nowatorskich form
farmaceutycznych z substancjami leczniczymi, jak rowniez analizy przydatnosci surowcéw
farmaceutycznych do receptury aptecznej. Jestem takze twdrcg pracy projektowej bedacej
przedmiotem umowy sprzedazy know-how (zat. 6).

Zgromadzony dorobek naukowy obejmuje: 28 publikacji naukowych w czasopismach z listy
filadelfijskiej (w tym 3 prace pogladowe) o sumarycznym impact factor wg listy Journal
Citation Reports IF 110,531 (MNiSW 2156), 38 publikacji popularyzujgcych nauki
farmaceutyczne, 1 rozdziat w monografii naukowej, 20 wystgpienia konferencyjne, w tym 14
na konferencjach miedzynarodowych, oraz 3 wystgpienia na wyktadach na zaproszenie.

7.3. Doskonalenie zawodowe

» 0Od 2019 wspodtpraca z Biurem Transferu i Technologii UMB na stanowisku broker
innowac;ji (procedowanie umow sprzedazy know-how, badan zleconych, opieka nad
projektami B+R, szkolenia z zakresu komercjalizacji i zdolnosci patentowej)

7.4. Doskonalenie naukowe

» Kursy i szkolenia w ramach szkolenia ciggtego farmaceutéw zgodnie z aktualnym
rozporzgdzeniem Ministra Zdrowia z 20 lutego 2018 (od 2008)

» Warsztaty , Techniki in vitro badan biozgodnosci nanomateriatow” Wojskowy Instytut
Higieny i Epidemiologii, Warszawa (pazdziernik, 2014)

» Warsztaty “Zarzadzanie badaniami naukowymi” oraz “Twdrcze myslenie w pracy
naukowej” Organizowanego przez Regionalny Punkt Kontaktowy Programdéw
Badawczych UE w Biatymstoku w ramach programu "Rozwdj kariery naukowej"
Politechnika Biatostocka (listopad, 2017)

» Szkolenie DOE: komputerowe wspomaganie planowania i analizy statystycznej badan
innowacyjnych, StatSoft Polska Krakéw (listopad, 2019)

» Szkolenie In vitro permeability experiments: Experimental approaches and data
interpretation in practice InnoMe GmbH (on-line kwiecien, 2020)

31



Zatgcznik 3
do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego dr n. farm. Emilia Szymariska

» Uczestnik szkolenia UNGAP In vitro tools for evaluating the intraluminal and

absorption behavior of advanced drug formulations, Uniwersytet Potudniowej Danii,
Odense (on-line czerwiec 2021)

Uczestnik programu edukacyjnego Porozumienia Akademickich Centréw Transferu
Technologii i Pfizer Polska pt. ,Prowadzenie badari w zakresie nowych substancji i
technologii medycznych” (luty-czerwiec 2021)

7.5. Doskonalenie dydaktyczne

» Warsztaty “Zarzadzanie Informacjg Medyczng — zasady dobrych praktyk” w ramach

projektu:  ,Rozwédj kompetencji  dydaktycznych  pracownikow  Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej UMB” finansowanego
Europejskich, Wiedza Edukacja Rozwdj, UMB (maj, 2018)

» Szkolenie ,Techniki prezentacji i wystgpien publicznych, a innowacyjna dydaktyka”

(styczen 2020)

» Kurs dla kadry dydaktycznej ,,Prowadzenie zaje¢ z wykorzystaniem metody nauczania:

Problem Based Learning” (styczen-luty 2022)

7.6. Nagrody i wyrdznienia

Laureat Xl edycji ogdlnopolskiego konkursu ,Grasz o staz” (tytut zadania - "Projekt
PPAR: innowacyjny lek w cukrzycy typu 2") (2008)

Laureat programu TransFormation.doc realizowanego w ramach projektu
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego i pobyt w Wageningen University
(Holandia)(2015)

9 nagrdéd Rektora Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku za dziatalnos¢ naukowa
w latach: 2014-2022
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