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¢ Dyplom magistra fizjoterapii uzyskany na Uniwersytecie Medycznym w Lodzi w 2004 roku

e Dyplom doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia uzyskany na Uniwersytecie
Lodzkim w 20035 roku.

Dotychczasowe zatrudnienie:
e 2002-2003 — asystent w Katedrze Genetyki Molekularnej Uniwersytetu Lodzkiego
e od 2005 — adiunkt w Zaktadzie Mikrobiologii Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w
Kielcach
e 2009-2010 — starszy wykladowca na Wszechnicy Swietokrzyskiej w Kielcach
Zyciorys
W 1998 podjatem nauke na kierunku Biologia Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Lodzkiego. W latach 1999-2004 studiowalem na Wydziale Fizjoterapii
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. W 2002 roku uzyskalem tytul magistra biologii w zakresie
biochemii i genetyki. Prace magisterska wykonalem w Katedrze Genetyki Molekularnej
Uniwersytetu Lodzkiego na temat ,Oddzialywanie mutagenéw, antymutagenow i
komutagenéw srodowiskowych z DNA limfocytow krwi obwodowej i komorek blony sluzowe;j
jelita grubego™ pod kierunkiem prof. dr hab. Janusza Blasiaka. W roku 2004 uzyskatem tytut
magistra fizjoterapii na podstawie pracy ..Ocena wad postawy ciala u dzieci ze Szkoly
Podstawowej w Zbludowicach™ pod kierunkiem prof. dr hab. Krystiana Zolynskiego. W roku
2002 podjglem nauk¢ w ramach Stacjonarnego Studium Doktoranckiego Cytogenetyki,
Genetyki Molekularnej i Radiobiologii na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska UL. W
latach 2002-2003, w trakcie studiéw doktoranckich, bylem zatrudniony na stanowisku
asystenta w Katedrze Genetyki Molekularnej Uniwersytetu Lodzkiego. W roku 2005
uzyskatem tytul doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia na podstawie rozprawy
doktorskiej na temat ,,Uszkodzenia i naprawa DNA oraz dzialanie amoksycyliny w infekcji
Helicobacter pylori” pod kierunkiem prof. dr hab. Janusza Blasiaka. W pazdzierniku 2005
zostalem mianowany na stanowisko adiunkta w Zakladzie Mikrobiologii Uniwersytetu Jana
Kochanowskiego w Kielcach.



I. Wykaz publikacji stanowigcych osiggni¢cie naukowe, o ktorym mowa w
art. 16 ust. 2 ustawy dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz.
595 ze zm.)

A) Tytul osiggniecia naukowego:

Nowe zastosowania interferometrii laserowej w badaniach biomolekul

Na osiagniecie to sklada sig¢ cykl 7 prac opublikowanych w czasopismach, ktorych sumaryczny
IF (wedlug roku publikacji, dla publikacji z 2011 i 2012 przyjeto IF z 2010 r.) wynosi 12.538, a
liczba punktéw MNiSW (punktacja czasopism naukowych MNiSW z 2012) wynosi 189.

B) Publikacje wchodzace w sklad osiagnigcia naukowego:

Wspdlczynnik oddziatywania impact factor podano dla roku w ktérym ukazata si¢ publikacja,
punktacj¢ Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa WyzZszego z roku 2012, natomiast ilos¢ cytowan
podano wedlug bazy Web of Knowledge bez autocytowan. Os$wiadczenia wspétautoréw
publikacji zawarte sa3 w Zalaczniku 9.

1. Arabski M, Wasik S, Dworecki K, Kaca W (2007) Laser interferometric determination of
ampicillin and colistin transfer through cellulose biomembrane in the presence of Proteus
vulgaris O25 lipopolysaccharide, Journal of Membrane Sciences, 299, 268-275. (IF=2.432,
pkt. MNiSW=45, ilo$¢ cytowan=3)

M6j udzial w wyzej wymienionej publikacji dotyczyt koncepcji pracy, przeprowadzenia czgsci
doswiadczalnej (precypitacja LPS/kolistyna, technika Dot blot, metoda interferometrii laserowej,
analiza graficzna programem imagel), opisu procedur w rozdziale materialy i metody, wnioskowanie na
podstawie uzyskanych wynikéw oraz przygotowania manuskryptu do publikacji. Ogétem méj udziat
okreslam na 65 %.

2. Arabski M, Wasik S, Dworecki K, Kaca W (2009) Laser interferometric and cultivation
methods for measurement of colistin/ampicilin and saponin interactions with smooth and
rough of Proteus mirabilis lipopolysaccharides and cells Journal of Microbiological
Methods 77, 179-183. (IF=2.427, pkt. MNiSW=25, ilo$¢ cytowan=1)

M¢j udzial w wyzej wymienionej publikacji dotyczyl koncepcji pracy, przeprowadzenia czesci

doswiadczalnej (precypitacja LPS/kolistyna w obecnosci saponiny, mikrobiologiczne techniki

hodowlane, metoda interferometrii laserowej), opisu procedur w rozdziale materialy i metody,
wnioskowanie na podstawie uzyskanych wynikow oraz przygotowania manuskryptu do publikacji.

Ogdlem moj udziat okreslam na 65 %.

3. Arabski M, Davydova VN, Wasik S, Reunov AV, Lapshina LA, Solov*eva TF, Yermak I M,
Kaca W (2009) Binding and biological properties of lipopolysaccharide Proteus vulgaris
025 (48/57)-chitosan complexes. Carbohydrate Polymers 78, 481-487. (IF=3.167, pkt.
MNiSW=40, ilo$¢ cytowan=0)

Méj udzial w wyzej wymienionej publikacji dotyczyl koncepcji pracy, przeprowadzenia czesci

doswiadczalnej (precypitacja, test LAL, metoda interferometrii laserowej), opisu procedur w rozdziale

materialy i metody, wnioskowanie na podstawie uzyskanych wynikéow oraz przygotowania
manuskryptu do publikacji. Ogélem mdj udziat okreslam na 45 %.



4. Arabski M, Wasik S, Piskulak P, G6zdz N, Slezak A, Kaca W (2011) Analiza dyfuzji
antybiotykéw z zelu agarozowego metodami spektrofotometrii i interferometrii laserowej.
Polimery w Medycynie 41, 25-32. (pkt. MNiSW=35, ilos¢ cytowan=0)

Moj udzial w wyzej wymienione]j publikacji dotyczyl koncepcji pracy, udzial w czesci doswiadczalnej,

opisu procedur w rozdziale materialy i metody, wnioskowanie na podstawie uzyskanych wynikéw oraz

przygotowania manuskryptu do publikacji. Ogétem mdj udzial okreslam na 60 %.

5. Arabski M, Wasik S, Grzeskiewicz H, Drulis-Kawa Z, Gubernator J, Kaca W (2012) Laser
interferometric determination of liposome diffusion through artificial membranes, rozdzial
nr 14 w monografi pt. Interferometry - Research and Applications in Science and
Technology, ISBN: 978-953-51-0403-2 (pkt. MNiSW=24, ilos¢ cytowan=0)

Mo6j udzial w wyzej wymienionej publikacji dotyczyl koncepcji pracy, udzial w czesci doswiadczalnej
(analiza interferometryczna dyfuzji liposoméw przez membrany), opisu procedury badawczej,
wnioskowanie na podstawie uzyskanych wynikéw oraz przygotowania manuskryptu do publikacji.
Ogodtem méj udziat okreslam na 64 %.

6. Arabski M, Wegierek-Ciuk A, Grzegorz Czerwonka, Lankoff A, Kaca W (2012) Effects of
saponins against clinical E. coli strains and eukaryotic cell line. Journal of Biomedicine and
Biotechnology Article ID 286216. (IF=2.436, pkt. MNiSW=20, ilos¢ cytowari=0)

M6j udziat w wyzej wymienionej publikacji dotyczyl koncepcji pracy, przeprowadzenia czesci

doswiadczalnej (efekt saponiny na wzrost E. coli, test MTT, ocena wlasciwosci apoptotycznych

saponiny wobec komérek CHO), opisu procedur w rozdziale materialy i metody, wnioskowanie na
podstawie uzyskanych wynikéw oraz przygotowania manuskryptu do publikacji. Ogélem méj udzial
okreslam na 72 %.

7. Arabski M, Fudala R, Wasik S, Koza A, Futoma-Koloch B, Bugla-Ploskoriska G, Kaca W
(2012) The presence of anti-LPS antibodies, human serum activity against P. mirabilis S/R
forms and TLR4 (Thr3991le) gene polymorphism in rheumatoid arthritis. Clinical
Biochemistry 45, 1374-1382. (IF=2.076, pkt. MNiSW=30, ilos¢ cytowan=0)

Méj udzial w wyzej wymienionej publikacji dotyczyl koncepcji pracy, przeprowadzenia czesci
doswiadczalnej (ocena poziomu przeciwcial testem ELISA, test LAL, ocena zmiennosci genetyczne;
technika RFLP-PCR, wykonanie pomiaréw interferometrycznych), opisu procedur w rozdziale
materialy i metody, wnioskowanie na podstawie uzyskanych wynikow oraz przygotowania
manuskryptu do publikacji. Ogélem mdj udzial okreslam na 72 %.



ikéw wraz z omdéwieniem ich

C) Omdwienie celu naukowego ww.
ewentualnego wykorzystania.

C. 1 Wprowadzenie

Wiasciwosdci optyczne substancji chemicznych sg obecnie szeroko wykorzystywane do
ich oznaczefi w réznych dyscyplinach naukowych. Instrumentalne metody optyczne oparte na
pomiarze selektywnej absorpcji promieniowania (absorpcjometria), kacie skrecania
plaszczyzny S$wiatla spolaryzowanego (polarymetria) czy tez natgzenia promieniowania
fluorescencyjnego emitowanego przez substancje (fluorymetria) stanowia kanon standartowych
technik analitycznych stosowanych w naukach biologicznych. Jedna z technik pomiarowych
stosowanych w naukach fizycznych, ktéra moze mie¢ nowe zastosowanie w biologii jest
interferometria laserowa. Metoda ta oparta na zjawisku interferencji fal pozwala na ilosciowe
oznaczanie substancji poprzez pomiar réznicy wsp6lczynnikéw zalamania $wiatla substancji
badanej i wzorcowej. Ponadto, wlasciwosci promieniowania generowanego przez laser tj. mata
rozbiezno$¢ wiazki, waskie pasmo spektralne oraz wysoki stopieni koherencji wplywaja
pozytywnie na czulos¢ oznaczen [1].

W swojej pracy naukowej przedstawionej do oceny wykorzystalem unikalny uklad
interferometryczny (Ryc. 1ABE) skonstruowany w Zakladzie Fizyki Molekularnej
Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach przez dr Kazimierza Dworeckiego przy
wspolpracy z firmg Optel Sp. z o.0. Powyzszy uklad wykorzystano wczesniej do badan
fizycznych majacych na celu charakterystyke przepuszczalnosci membran i analize ewolucji
warstwy steZzeniowej w obszarach przymembranowych [2-4], dyfuzji anomalnej substancji w
strukturze zelu [5], oceny zaburzen hydrodynamicznych na efektywno$é proces dyfuzji [6] oraz
w celu wyznaczenia liczby Rayleigh’a [7]. Ponizej przedstawiono zasade dzialania powyzszego
systemu pomiarowego, ktéry wykorzystalem w pracach stanowigcych moje osiagniecie
naukowe. Wigzka $wiatla monochromatycznego o dlugosdci fali A=632.8 nm jest emitowana
przez laser He-Ne typu HN 40P firmy Zeiss i ulega oslabieniu w wyniku przejscia przez
polaryzator. Nastepnie po przeksztalceniu w plaska fale koherentng o $rednicy 80 mm dzieki
pinholowi wchodzacemu w sklad ekspandera pada na kostke $wiatlodzielaca i jest
rozseparowana na dwie wiazki. Pierwsza z nich przechodzi przez uklad membranowy (Ryc.
IB, 1D) lub zelowy (Ryc. 1C). Natomiast druga wiazka jest kierowana przez zwierciadlo na
plytk¢ kompensacyjna. W wyniku zastosowania kostki $wiatlodzielgcej doprowadza sie do
interferencji obu wigzek. Powstaly obraz interferencyjny (interferogram: Ryc. IE, IF, 1G) jest
rejestrowany przez kamere CCD i przedstawiony na monitorze graficznym. Komputerowy
System przetwarzania obrazu wraz z dedykowanym dla powyzszego ukladu pomiarowego
oprogramowaniem pozwala na matematyczng analiz¢ interferograméw przedstawiona na
monitorze systemowym. Ponadto wykonujac seri¢ zdje¢ obrazéw interferencyjnych w czasie i
przeprowadzajac ich analiz¢ matematyczng mozliwa jest analiza ilosciowa kinetyki uwalniania
substancji ~w  czasie rzeczywistym i rozklad jej stezenia w  obszarach
przymembranowych/powierzchni zelu.
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Ryc. 1 Schemat interferometru laserowego (A) oraz zastosowanych w pracach doswiadezalnyeh ukladéw:
membranowego 1 (B), zelowego (C), membranowego Il (D) wraz z przykladowymi interferogramami,
odpowiednio, E, F, G. Opis zasady pomiaru oraz budowy aparatury pomiarowej w przedstawiono w
tekécie.

Wynikiem interferencji wiazek $wiatta przechodzacych przez osrodki o réznych
wspblezynnikach ich zalamania jest roznica faz pomigdzy nimi, ktora powoduje przesuniecie
prazkéw interferencyjnych. Program komputerowy skanuje obszary w dowolnej odleglosci od
membrany lub powierzchni zelu z rozdzielczoscia zastosowanej kamery CCD i okresla w
kazdym punkcie odchylenie prazka od jego biegu prostoliniowego. Analizujac ich
zakrzywienie mozna wyznaczy¢ rozklad stezenia substancji w dowolnej odleglosci x od
membrany/powierzchni zelu (C(x,1)). Podstawg okreslenia wartosci Cfx,s) jest proporcjonalna
zaleznos¢ pomigdzy zmianami wspéiczynnika zalamania roztworu a odpowiadajgcym im
zmianom stezenia substancji. Wspolczynnik zalamania wodnych roztworéw substancji
wyznacza si¢ refraktometrycznie. Na podstawie uzyskanych danych eksperymentalnych



mozliwe jest okreslenie parametrow transportu poprzez analize profili st¢zeniowych, jak
grubos¢ warstwy stezeniowej, ilo$¢ substancji, strumien, wspolczynnik przepuszczalnosci
membrany, wspolczynnik dyfuzji, jak rowniez ewolucj¢ czasowa stezenia.

Dane literaturowe dotyczace zastosowania interferometrii laserowej w naukach
biologicznych sa obecnie ograniczone. Dotychczas analizy te stosowane byl w mikrobiologii
Jedynie w celu analizy aktywno$ci metabolicznej bakterii rodzaju Mycobacterium [8,9]. Celem
moich badaf bylo nowe zastosowanie techniki interferometrii laserowej w naukach
biologicznych. Mozliwo$¢ analizy w czasie rzeczywistym dyfuzji pomiedzy ukladami nie
mieszajagcymi sig, analiza oparta na zmianie wspélczynnika zalamania roztworu oraz
zastosowanie elementu systemu pomiarowego pozwalajacego na przeprowadzenie pomiaréw w
temperaturze 37°C sklonily mnie do zastosowania tej techniki w analizie oddziatywania
biomolekul opartym na zjawisku dyfuzji. Przedmiotem tych badan byly antybiotyki (kolistyna,
ampicylina, ciprofloksacyna, streptomycyna), zdefiniowane chemiczne lipopolisacharydy
Proteus sp. formy S i R oraz chitosan. Technike te zastosowalem réwniez do oceny dyfuzji w
czasie rzeczywistym antybiotykéw oraz liposoméw kationowych, jako ich potencjalnych
nosnikow, przez membrany o znaczeniu medycznym.

Czynniki, ktére wplynety na wybor zwiazkéw chemicznych do analiz ich interakcji z
zastosowaniem techniki interferometrii laserowej to ich szeroko rozumiane znaczenie
medyczne, specyficzne wlasciwosci biofizyczne opisane ponizej oraz unikalno$é wigzaca sie z
ich charakterystyka strukturalng. W pracach zastosowalem zdefiniowane strukturalnie
lipopolisacharydy oraz chitosan, wyizolowany oraz scharakteryzowany pod katem
biochemicznym przez zesp6t prof. I. Yermak z Instytutu Chemii Bioorganicznej Rosyjskiej
Akademii Nauk we Wiadywostoku w ramach wspélpracy miedzynarodowe;.

Istotng zaletg techniki interferometrii laserowej jest mozliwo$é analizy oddzialywania
zwigzkow chemicznych tworzacych roztwory quasi-rzeczywiste jak np. lipopolisacharydy
bakteryjne czy liposomy. Badania oddzialywan w ukladach koloidalnych utworzonych przez
zwigzki o wilasciwosciach amfifilowych sa znacznie utrudnione przy zastosowaniu technik
typowych dla nauk biologicznych. Obecnie wykorzystywane w biologii instrumentalne metody
analityczne wymagaja stosowania ukladéw jednofazowych o dyspersji czasteczkowe;.
Hydrofobowos¢ i zwigzana z nig rozpuszczalno$¢ substancji znacznie zaweza mozliwosci
wyboru odpowiedniej metody analitycznej. W przypadku interferometrii obecno$é¢ ugrupowan
chemicznych nadajacych wlasciwosci amfifilowe substancji zwigksza czulo$¢é pomiaru.
Substancje amfifilowe charakteryzuje wyzszy w stosunku do zwigzkéw hydrofilowych
wspolczynnik  zalamania roztworu, kitérego zmiana jest podstawa oznaczen
interferometrycznych. Interferometria laserowa moze wiec by¢ alternatywa dla analiz
ilosciowych zwigzkow slabo absorbujacych promieniowanie, zwlaszcza w oznaczeniach
ktorych stosuje si¢ sondy np. fluorescencyjne w celu zwigkszenia czulosci pomiaru. Tak
utworzone kompleksy r6znig sie¢ jednak pod wzgledem fizyko-chemicznym (masa,
rozpuszczalnos¢, fadunek) od form natywnych wyznakowanych substancji. Kompleksy te
mogg by¢ przedmiotem analizy iloSciowej, jednak ocena zmian ich stezenia w czasie np. w
wyniku transportu przez membrany jest problematyczna. Przedstawione powyzej zalozenia
naukowe i ich weryfikacja doswiadczalna staly si¢ podstawa mojej dziatalnosci naukowej w
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ramach wspélpracy z dr Stawomirem Wasikiem oraz dr Kazimierzem Dworeckim z Zakladu
Fizyki Molekularnej UJK. Dodatkowo, uzyskane wyniki byly weryfikowane z zastosowaniem
mikrobiologicznych metod hodowlanych, immunochemicznych, cytotoksycznych oraz
spektrofotometrycznych.

W pracy doswiadczalnej wykorzystalem zaréwno uklad membranowy jak rowniez
zelowy. Uklad membranowy (Ryc. 1BD) zlozony z dwéch kuwet kwarcowych wykonanych ze
szkia o wysokim stopniu jednorodnosci, przedzielono horyzontalnie membrang przez ktora
przechodzita stycznie do granicy osrodkéw wiazka $wiatla laserowego. Powyzszy uklad
pozwolil na charakterystyke kinetyki dyfuzji antybiotykéw oraz liposoméw przez membrany
celulozowe stosowane jako opatrunki w leczeniu trudno gojacych sie ran (Biofill, firmy
Fibrocel Biotechnological Products Ltd), wykorzystywany w urzadzeniach hemodializacyjnych
(Nephrophan) oraz membrany nukleoporowe o réznej $rednicy poréw (Ryc. 1B). Ponadto,
moim nowatorskim rozwiazaniem jest zastosowanie ukifadu membranowego do rozdzielenia
faz wodnego roztwér lipopolisacharydéw w celu okreslenia jego hydrofobowosci (Ryc. 1D).

Uklad zelowy (Ryc. 1C) stanowil modyfikacj¢ powyzszego zestawu poprzez wypehienie
jednej z kuwet roztworem zelowym mieszaniny LPS i/lub antybiotykéw. Stabilizacja
agregatow LPS-antybiotyk w strukturze zelu agarozowego pozwolila na ocene¢ wolnej puli
antybiotyku nie zwiazana z heteropolimerem poprzez analize interferometryczna jego dyfuzji z
zelu i posrednio ilo$¢ zwigzang z lipopolisacharydem (analiza réznicowa). Zastosowany przez
mnie ukiad zelowy w celu badania oddzialywania biomolekul z zastosowaniem interferometrii
laserowej stanowi istotne moje osiagnigcie naukowe. Ponadto, uklad ten wykorzystatem w celu
analizy poréwnawczej dyfuzji/uwalniania antybiotykéw 2z zelu za pomoca technik
interferometrii laserowej oraz spektrofotometrycznej.

Wynikiem mojej pracy naukowej stanowiacej podstawe do oceny jest cykl 7 publikacji,
ktérych wspdélnym mianownikiem jest nowatorskie zastosowanie techniki interferometrii
laserowej w celu badania oddziatywan biomolekul. Skrécong charakterystyke poszezegdlnych
prac przedstawiono w dalszej czesci rozprawy.

C. 2. 1. Ocena oddzialywania lipopolisacharydu ze zwigzkami aktywnymi biologicznie

Jednym z istotnych czynnikéw chorobotworczoéei bakterii Gram-ujemnych jest
lipopolisacharyd (LPS, endotoksyna). LPS jest heteropolimerem zbudowanym z:
ufosforylowanego glikolipidu (lipid A) oraz oligosacharydu rdzeniowego, do ktérego
dofgczony jest wielocukier O-swoisty (antygen O) [10]. Wielocukier O-swoisty bezposrednio
oddzialuje ze Srodowiskiem zewngtrznym i zawiera od kilku do kilkudziesieciu powtarzajacych
si¢ podjednostek oligosacharydowych (2-8 reszt monosacharydowych) pofaczonych liniowo
badZz w sposob rozgaleziony. Ponadto w czeéci O-swoistej wielu gatunkéw bakterii Gram-
ujemnych moga wystepowa¢ skladniki niecukrowe jak: fosforany, aminokwasy, rybitol,
glicerol, kwas mlekowy czy kwas pirogronowy [10,11].

Na chorobotworczos¢ bakterii Gram-ujemnych zwiazang z aktywnosécia LPS skladaja sie
zarowno mechanizmy umozliwiajace skuteczng kolonizacj¢ organizmu gospodarza tj. bariera
ograniczajgca wnikniecie zwigzkéw hydrofobowych, w tym antybiotykéw, do komorki
bakteryjnej, ochrona przed litycznym dziataniem zaktywowanego dopetniacza czy ograniczenie



skutecznej fagocytozy przez komorki zerne, jak réwniez efekt cytotoksyczny regionu LPS —
lipidu A. LPS uwolniony ze $ciany komoérkowej bakterii Gram-ujemnych m in. pod wplywem
antybiotykow o wlasciwosciach detergentow, aktywuje szereg reakcji biochemicznych m in.
prowadzi do aktywacji cytokin prozapalnych (czynnika martwicy nowotworéw TNFa,
interleukin 1, 6, 8, interferonu y), fosfolipidow (tromboksanu A2, leukotrienéw, czynnika
aktywacji plytek krwi PAF), proteaz (elastazy, katepsyny) oraz reaktywnych form tlenu
[11,12].

Czasteczki LPS uwolnione ze $ciany komérkowej maja silna tendencje do tworzenia
przestrzennych struktur lamellarnych, kubicznych oraz form mieszanych, co wynika z ich
budowy chemicznej [13,14]. Lipid A jest struktura hydrofobowa zbudowana najczesciej z
dwucukru  B-D-glukozamino-(1-6)-a-D-glukozaminy  podstawionego  hydroksylowymi
pochodnymi  kwasow tluszczowych, natomiast heterogenny wielocukier O-swoisty
charakteryzuja zdecydowanie silniejsze wilasciwosci hydrofilowe. Efektem powyzszego
zroznicowania strukturalnego w obregbie czasteczki LPS jest jej charakter amfifilowy
warunkujacy formowanie powyiszych struktur przestrzennych i tworzenie ukladow
koloidowych o réznym stopniu dyspersji. Powyzsza heterogennosé zaréwno w obrgbie budowy
czasteczki LPS, jak rowniez rodzaju i stopnia agregacji decyduje o wyborze techniki
analitycznej [15].

Celem pierwszej z prac skladajacych si¢ na moje osiggniecie naukowe byla ocena
interferometryczna dyfuzji antybiotykoéw (kolistyny i ampicyliny) z komplekséw utworzonych
z LPS wyizolowanym ze szczepu Proteus vulgaris 025 zarbwno w formie natywnej, jak
réwniez zmodyfikowanym chemicznie do postaci O-deacetylowane;:

1. Arabski M, Wasik S, Dworecki K, Kaca W (2007) Laser interferometric determination of
ampicilin and colistin transfer through cellulose biomembrane in the presence of Proteus vulgaris
025 lipopolysaccharide, Journal of Membrane Sciences, 299, 268-275.

Badania interferometryczne dyfuzji antybiotykow w obecnosci LPS pozwolily posrednio na
wnioskowanie o oddziatywaniu obu komponentéw w zastosowanym w powyzszej pracy
ukladzie badawczym. W pracy zastosowano dwa antybiotyki: kolistyng o dobrze poznanej jej
interakcji z lipopolisacharydem oraz ampicyling nie tworzaca komplekséw [16,17]. Kolistyna
nalezagca do grupy polimyksyn charakteryzuje si¢ wilasciwosciami amfifilowymi za ktére
odpowiada hydrofilowy dekapeptyd oraz reszty kwasow tluszczowych [18]. Taka budowa
chemiczna sprawia, iz antybiotyk ten jest zwiazkiem powierzchniowo czynnym, ktéry
oddzialujagc z fosfolipidami blony komérkowej, prowadzi do jej dezintegracji i w efekcie
Smierci komérki bakteryjnej. Efektem oddziatywania elektrostatycznego reszt fosforanowych
w lipidzie A, dodatnio naladowanych reszt aminowych dekapeptydu oraz interakcji pomiedzy
resztami acylowymi kwasow tluszczowych jest wytworzenie komplekséw LPS-kolistyna i
reorientacja tak powstalych agregatow. Oddzialywania te w ukladzie przestrzennym
przedstawia symulacja jej dynamiki molekularnej zaproponowana w 2009 roku przez Mares’a i
wsp. [19].

Cecha charakterystyczng struktury chemicznej LPS bakterii rodzaju Proteus analizowanych
W powyzszej pracy jest podstawienie reszty fosforanowej w strukturze lipidu A przez 4-amino-



4-deoksy-L-arabinozg. Zwigzek ten znaczaco obniza stopien interakcji LPS z kolistyna, czego
efektem biologicznym jest naturalna oporno$¢ szczepéw Proteus sp. na powyzszy antybiotyk
[20,21]. W przypadku analiz interferometrycznych z zastosowaniem natywnej formy LPS P.
vulgaris O25 nie zaobserwowalem oddzialywania tej formy z antybiotykiem w analizowanym
zakresie st¢zen, co potwierdzily badania spektrofotometryczne tworzenia precypitatéw LPS-
kolistyna. Ponadto, usuniecie estrowo zwiazanych trzech z pigciu reszt kwasu thuszczowego z
lipidu A zwigksza rozpuszczalno$é LPS (forma O-deacetylowana), ktéry w efekcie nie tworzy
agregatow. Powyzsza modyfikacja chemiczna LPS uniemozliwia analiz¢ formowania jego
kompleksow z antybiotykiem opartg na pomiarze stopnia precypitacji. Jednak na podstawie
badan opartych na technice interferometrii laserowej zaobserwowalem tworzenie kompleksow
w formowaniu ktérych istotne znaczenie moze mie¢ ujemnie ladunek antygenu O, w przypadku
izolatu ze szczepu P. vulgaris O25 determinowany obecnoscig reszt kwasu mlekowego. W celu
weryfikacji powyzszych wnioskow okreslitem stopien interakcji obu form lipopolisacharydéw
w obecnosci kolistyny z uzyta membrang celulozowg technika immunochemiczna dot blot. W
celu analiz statystycznych wynikéw zaproponowalem réwniez sposob uzyskania danych
liczbowych z subiektywnych wynikéw jak poziom szaroéci membrany. Skanowanie membran i
konwersja ich stopnia szarodci do postaci liczbowej w skali 1-256 z zastosowaniem programu
imageJ umozliwito poréwnanie statystyczne danych [22].

Zastosowanie zdefiniowanych na podstawie danych literaturowych oddziatywan LPS-
antybiotyk, dodatkowo zweryfikowanych doswiadczalnie z zastosowaniem techniki
interferometrii laserowej, w powyzszej pracy pozwolilo oceni¢ przydatno$é tej metody w
analizie ilosciowej dyfuzji antybiotykow putapkowanych przez agregaty LPS, Pomiary takie
moga mie¢ w przyszlosci znaczenie w charakterystyce zaréwno farmakodynamiki, jak rowniez
farmakokinetyki antybiotykéw. Ponadto technika ta umozliwia specyficzng dla badanej
substancji charakterystyke przepuszczalnosci roznych membran o znaczeniu klinicznym np.
wykorzystana w pracy membrana celulozowa Biofill firmy Fibrocel Biotechnological Products
Ltd. stosowana w leczeniu oparzen oraz trudno gojacych sie ran.

Kolejnym etapem badan byla analiza interferometryczna dyfuzji kolistyny i ampicyliny w
obecnosci naturalnej saponiny z kompleksow LPS form gladkich i szorstkich P. mirabilis.
Whioski uzyskane na podstawie powyzszych badan pozwolily na oceng interakcji powyzszych
zwiazkéw. Dodatkowo zostaly one zweryfikowane mikrobiologicznymi metodami
hodowlanymi w celu oceny zastosowania saponiny do przelamania naturalnej opornosci
szczepdw P. mirabilis na kolistyne:

2. Arabski M, Wasik S, Dworecki K, Kaca W (2009) Laser interferometric and cultivation
methods for measurement of colistin/ampicilin and saponin interactions with smooth and rough of
Proteus mirabilis lipopolysaccharides and cells Journal of Microbiological Methods 77, 179-183.

Analizy ilosciowe dyfuzji oparte na zjawisku interferencji wymagaja stosowania ukladow
dwuskladnikowych. Interferometria oparta na obserwacji zmian wspdlczynnika zalamania
roztworu nie umozliwia specyficznej identyfikacji substancji chemicznych, jak w przypadku
selektywnej absorpcji promieniowania tj. przy okreélonej dlugosci fali. Rozwiazaniem dla
ograniczenia uzycia tej metody, zwlaszcza w naukach biologicznych jest unikalny uktad
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zelowy (Ryc. 1ACF), ktory zastosowalem w powyzszej pracy. Uklad ten pozwala na ocene
ilosci substancji nie zwiazanej ze struktura zwiazku wysokoczasteczkowego na podstawie
analizy jej dyfuzji. Poprzez analiz¢ roznicowa mozna oceni¢ poziom oddzialywania obu
komponentow. Ich mieszanina jest stabilizowana w strukturze zelu agarozowego o niskiej
temperaturze topnienia, ktérego parametry biofizyczne uniemozliwiaja uwalnianie zwigzku
wysokoczgsteczkowego w przeciwienstwie do substancji. Po umieszczeniu ukladu w aparacie
pomiarowym mozna ilosciowo zaobserwowa¢ wolng pulg substancji uwalnianej do roztworu
wodnego, nie zwigzanej ze strukturg zwiazku wysokoczasteczkowego oraz dyfuzje wody w
strukture zelu (uklad dwuskladnikowy).

Na podstawie danych doswiadczalnych uzyskanych z zastosowaniem ukladu zelowego
zaobserwowalem, ze z komplekséw z formg szorstkg (R) LPS P. mirabilis (R45) uwalnia sig
2.4 razy mniej kolistyny niz z formg gladka (S) LPS S1959, co wskazuje na silniejsze wiazanie
antybiotyku przez form¢ R. Podstawienie jednej z dwoéch reszt fosforanowych w strukturze
lipidu A przez 4-amino-4-deoksy-L-arabinoz¢ nie blokuje istotnie oddziatywania LPS z
kolistyna. Swiadczy to o wysokim powinowactwie antybiotyku do LPS, co znalazlo
potwierdzenie w jego praktycznym zastosowaniu w leczeniu powiklan zwiazanych z sepsa tj.
detoksykacja poprzez wigzanie lipidu A jak centrum toksycznosci LPS uwalnianego w wyniku
antybiotykoterapii i aktywujacego ogolnoustrojowa odpowiedz zapalna [23]. W moich
kolejnych pracach antybiotyk ten stosowalem jako kontrole pozytywng bedaca punktem
odniesienia do oceny wiasciwosci detoksykacyjnych innych substancji m in. chitosanu.

Ponadto w powyzszej pracy zaobserwowalem wplyw ekstraktu naturalnego saponiny z
Quillaja saponaria na oddzialywania kolistyny z LPS P. mirabilis zarbwno form S jak i R.
Saponiny jako zwigzki zawierajagce w strukturze policykliczny aglikon oraz podstawniki
cukrowe posiadajg wlasciwosci detergentu, przez co znalazly zastosowanie m in. w przemysle
farmaceutycznym jako substraty to syntezy lekow steroidowych [24]. Saponina jako zwigzek
powierzchniowo czynny interkaluje w strukture micelarng obu form badanych LPS,
zwigkszajac dostgpnos¢ do lipidu A dla czasteczek kolistyny. Wskazuje na to wyzszy poziom
precypitacji LPS z kolistyng w obecnosci saponiny oraz mniejsza ilo$é¢ kolistyny uwalnianej z
komplekséw LPS/kolistyna/saponina zmierzona interferometrycznie z zastosowaniem ukladu
zelowego. Ponadto wyniki te wskazuja na mozliwosé oddzialywania saponiny z lipidem A,
zardwno form S jak i R.

Biorac pod uwage fakt, iz oddzialywanie zwiazkéw powierzchniowo czynnych, jak
wezesniej opisywanej kolistyny z LPS, moze wigzaé si¢ z ich efektami bakteriobdjczymi
przeanalizowalem efekt saponiny w obecnosci antybiotykéw na szczepy S i R P. mirabilis
(R45 i S1959). Zaobserwowalem, iz saponina moze wplywaé na integralnosé blony
komérkowej niezaleznie od kolistyny, na ktérg oba analizowane szczepy S i R sa naturalnie
oporne (obecnos¢ 4-amino-4-deoksy-L-arabinozy w lipidzie A). Efektem biologicznym obu
analizowanych zwigzkéw o wiasciwosciach detergentu jest zahamowanie wzrostu szczepow
bakteryjnych. Podobny wynik zaobserwowalem w przypadku efektu béjezego ampicyliny na
ktéra oba analizowane szczepy sa wrazliwe, a jej mechanizm dzialania zwigzany jest z
zaburzeniem syntezy peptydoglikanu. Wyniki te moga dodatkowo $wiadczyé o wiazaniu
saponiny do blony komérkowej bakterii. Kluczowym zagadnieniem dla opisywanego zjawiska
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jest jednak oddzialywanie saponiny z blong komoérkowa. Interakcje te sa dobrze
udokumentowane w przypadku eukariotycznych blon komérkowych, zaburzenie integralnosci
ktorych jest zwigzane z oddzialywaniem saponin z cholesterolem, ktéry nie wystgpuje w
strukturze blony bakteryjnej [25]. W przypadku komdrki bakteryjnej, lipid A bedacy strukturg
kotwiczaca LPS w blonie komérkowej moze by¢ migjscem interkalacji saponiny, co w efekcie
prowadzi do wzrostu jej przepuszczalno$ci, m in. dla obu badanych antybiotykéw. Mechanizm
ten moze réwniez tlumaczy¢ wynik Sen'a i wsp. [26]. Obserwowany przez nich
intensywniejszy wzrost komorek bakteryjnych Escherichia coli w obecnosci saponiny moze
by¢ zwigzany ze zwigkszeniem przepuszczalno$¢ blony komdrkowej i wydajniejszym
transportem substancji odzywczych z medium hodowlanego do komérki.

Powyzsze wnioski sugeruja, iz saponina jako zwiazek powierzchniowo czynny moze
oddzialywa¢ z bakteryjng blong komorkowg poprzez LPS i modyfikowaé¢ efektywnos¢ bdjeza
antybiotykow. Jednak mozliwos¢ jej oddzialywania z eukariotycznymi blonami komérkowymi
moze wigzac si¢ z efektami cytotoksycznymi wobec tych komorek. Istotnym zagadnieniem jest
wigc wybor optymalnego stgzenie saponiny skorelowany z efektem bakteriobdjczym
antybiotykow. Stezenie optymalne tzn. przy ktérym obserwujemy minimalny efekt
cytotoksyczny wobec komoérek eukariotycznych, a zarazem zahamowanie wzrostu komorek
bakteryjnych. Powyzsze zagadnienie jest celem kolejnej pracy skladajacej sie¢ na moje
osiagnigcie naukowe.

3. ArabskiM, Wegierek-Ciuk A, Grzegorz Czerwonka, Lankoff A, Kaca W (2012) Effects of
saponins against clinical E. coli strains and eukaryotic cell line. Journal of Biomedicine and
Biotechnology Article 1D 286216.

W pracy tej analizowalem efekt cytotoksyczny ekstraktu naturalnego saponiny z Quillaja
saponaria na eukariotyczng lini¢ komérkowa CHO-K 1 (test MTT, wlasciwosci apoptotyczne z
wykorzystaniem  cytofluorymetrii  przeplywowej) oraz  wilasciwosci  hemolityczne.
Zaobserwowalem, iz zwiazek ten w stgzeniu powyzej 25 pg/mL zwigksza odsetek komorek we
wczesnej apoptozie w stosunku do kontroli oraz zaburza integralnos¢ blony komérkowej
ludzkich erytrocytéw. Ocena wplywu saponiny na komoérki CHO-K1 z wykorzystaniem testu
MTT wskazuja na jej wlasciwosci cytotoksyczne w stezeniu powyzej 12 ug/mL. Na podstawie
powyzszych wynikéw do dalszej czesci badan zastosowalem saponing w stgzeniu 12 pg/mL tj.
o minimalnym efekcie cytotoksycznym. Saponina w powyzszym stezeniu zwigkszala
wydajnos¢ wzrostu wszystkich szeSciu analizowanych szczepow klinicznych E. coli
hodowanych w podlozu bogatym w skladniki odzywcze LB w przeciwiefistwie do
minimalnego podloza M9. Efekt ten moze by¢ zwigzany ze wzrostem przepuszczalnos¢ blony
komérkowej, ktorej mechanizm analizowalem we wczesniejszej pracy (nr. 2), m in. z
zastosowaniem interferometrii laserowej. Saponina w stezeniu 12 pg/mL w obecnosci
ampicyliny, streptomycyny oraz ciprofloksacyny indukowata wzrost szczepdw klinicznych E.
coli. Wynik ten wskazuje, iz zaburzenie integralnosci blony komérkowej, a zarazem wzrost jej
przepuszczalnosci wigze sie zardwno z efektywniejszym transportem zwigzkow
bakteriobdjczych, jak réwniez substancji odzywczych. Wigksza dystrybucja substratow
energetycznych w komorce bakteryjnej moze indukowaé¢ lub modyfikowaé mechanizmy
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opornosci wobec stosowanych antybiotykéw, zwlaszcza jezeli sa one stosowane w praktyce
klinicznej w dawkach subletalnych. Ryzyko to moze by¢ ograniczeniem stosowania saponin
naturalnych jako zwigzkow zwiekszajacych dystrybucj¢ lekow w komérkach bakteryjnych.
Jednak w obrebie calej grupy zwiazkow nalezacych do rodziny saponin obserwujemy silne
zroznicowanie ich aktywnosci biologicznej zaréwno wobec komorek bakteryjnych jak i
eukariotycznych. Szczegolnie istotne w powyzszej tematyce sg prace nad syntezg de novo lub
modyfikacja chemiczna naturalnych zwiazkéw chemicznych w kierunku biofarmaceutykéw o
przewidywanych i porzadnych klinicznie wlasciwosciach biologicznych.

Celem mojej kolejnej pracy byla ocena wigzania chitosanu, jako zwiazku o potencjalnych
wlasciwosciach detoksykacyjnych z lipopolisacharydem z wykorzystaniem techniki
interferometrii laserowej oraz ocena efektow biologicznych powstatych kompleksow. Wyniki
wezesniejszych badan nad oddziatywaniami LPS z kolistyna i ich modyfikacja w obecnosci
naturalnej saponiny stanowity punkt odniesienia do oceny efektywnosci tworzenia kompleksoéw
LPS-chitosan.

4. Arabski M, Davydova VN, Wasik S, Reunov AV, Lapshina LA, Solov‘eva TF, Yermak I M,
Kaca W (2009) Binding and biological properties of lipopolysaccharide Proteus vulgaris O25
(48/57)-chitosan complexes. Carbohydrate Polymers 78, 481-487.

Chitosan jako liniowy polimer zlozony z reszt 2-amino-2-deoksy-D-glukopiranozy oraz 2-
acetyloamido-2-deoksy-D-glukopiranozy polaczonych wigzaniem B-1,4 glikozydowym jest
polikationem [27.28]. Ladunek ten warunkuje jego wigzanie z ujemnymi resztami LPS i
wskazuje na potencjalne wilasciwosci detoksykacyjne. Oddzialywanie to zaobserwowalem w
powyzszej pracy zardwno z uzyciem techniki wirowania w gradiencie sacharozy, jak rowniez
interferometrii laserowej. Istotnym parametrem fizycznym ktéry odgrywa znaczaca role w
tworzeniu komplekséw LPS-chitosan jest temperatura. Analizujac powyzsze interakcje w
temperaturze 25°C i 37°C obserwujemy efektywniejsze tworzenie komplekséw. co moze by¢
wynikiem zmian termodynamicznych w obrebie reszt acylowych w strukturze lipidu A.
Dowodem tego zjawiska jest zmiana ksztaltu i rozmiaréw agregatéw LPS [29]. Efekt ten
potwierdzaja wyniki z zastosowaniem wirowania w gradiencie sacharozy oraz analiza z
wykorzystaniem mikroskopii elektronowej przedstawione w powyzszej pracy. Dodatkowo
wyniki uzyskane na podstawie tych technik dowodza iz w obecnosci chitosanu zmieniajg sig
zarowno ksztalt, jak rowniez rozmiar kompleksow z LPS P. vulgaris O25 w wyniku ich
dezintegracji. Podobny efekt opisano we wczesniejszych pracach w przypadku kolistyny oraz
hemoglobiny [30.31]. Na podstawie danych uzyskanych z wykorzystaniem interferometrii
laserowej zaobserwowatem, iz oddziatywanie chitosanu z LPS P. vulgaris O25 jest stabsze niz
kolistyny. Polikation ten nie wplywa na wiazanie antybiotyku do lipidu A. Analiza
poréwnawcza tych interakcji wskazuje, iz chitosan moze wigzac si¢ do LPS poprzez ujemnie
natadowane podstawniki cukrowe w strukturze antygenu O na powierzchni agregatow LPS.
Efektem powyzszych oddziatywan jest obnizenie aktywnosci biologicznej LPS P. vulgaris 025
w obecnosci chitosanu mierzona testem LAL oraz o 65% nizsza aktywacja TNFa przez P.
vulgaris 025 w obecnosci chitosanu, okreslona w testach in vivo.
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C 2. 2. Analiza poréwnaweza dyfuzji antybiotykéw

5. Arabski M, Wasik S, Piskulak P, Goéidz N, Slezak A, Kaca W (2011) Analiza dyfuzji

antybiotykéw z zelu agarozowego metodami spektrofotometrii i interferometrii laserowej.
Polimery w Medycynie 41, 25-32.
Celem powyzszej pracy bylo poréwnanie czulosci technik spektrofotometrii oraz
interferometrii laserowej w ilosciowym oznaczeniu dyfuzji ampicyliny, streptomycyny,
ciprofloksacyny oraz kolistyny. Zaletami pomiaru ilosci substancji na podstawie absorpcji
promieniowania w funkcji dlugosci fali (spektrofotometrii) jest selektywno$é. Oznaczenia te
nalezg do metod poréwnawczych, w ktorych na podstawie krzywych wzorcowych i zalozen
prawa Beera mozliwe jest wyznaczenie stezenia substancji badanej. Pomimo iz zgodnie z
powyzszym prawem wielkos¢ absorbancji $wiatta jest wprost proporcjonalna do stgzenia
substancji je pochlaniajacej. to stosuje si¢ ono w specyficznym do analizowanych roztworu
zakresie stezen. W przypadku ich wysokich, a zwlaszcza niskich wartosci obserwujemy
odstgpstwa od tego prawa, a ekstrapolacja wynikow na podstawie krzywej wzorcowej jest
dyskusyjna. Ponadto brak wiazain m in. chromatoforowych w strukturze analizowanej
substancji uniemozliwia czuly pomiar absorpcji promieniowania. Aktualnie stosowanym
rozwigzaniem w analizach spektrofotometrycznych jest znakowanie podwyzszajgce czulos¢
oznaczef np. pochodne kwasu sulfonowego w oznaczeniach ilosciowych ampicyliny [32].
Jednak analiza spektrofotometryczna tak utworzonych kompleksow, mogacych réznié sig¢ pod
wzgledem masy, tadunku czy tez rozpuszczalnosci od natywnej formy substancji bez znacznika
ma charakter ilosciowy. Prawidlowa ocena dyfuzji komplekséw w funkcji czasu (rozklad
stezenia) i ocena iloSciowa tego procesu jest problematyczna i nie umozliwia wnioskowania na
temat transportu natywnej, niewyznakowanej substancji. Technika alternatywng oceny zmian
stgzen w czasie moze by¢ interferometria laserowa. Na podstawie wynikow uzyskanych w
powyzsze] pracy zaobserwowalem réznice w kinetyce procesu dyfuzji analizowanych
antybiotykow. W przypadku pomiaréw interferometrycznych ilo$¢ dyfundujacej substancji jest
wprost proporcjonalna do gradientu stezenia, zgodnie z prawem dyfuzji Ficka. Analiza
spektrofotometryczna i uzyskane na jej podstawie krzywe dyfuzji maja przebieg prostoliniowy,
niezgodny z teoretycznym przebiegiem opisanym przez powyzsze prawo. Pomiary
interferometryczne lepiej odwzorowujg proces dyfuzji, dodatkowo powalajac na jej pomiar w
nizszym zakresie stezen niz spektrofotometria, w tym zwiazkéw nie w pelni rozpuszczalnych w
wodzie jak leki amfifilowe, np. kolistyna. Istotng zaleta interferometrii jest analiza rozkfadu
stezenia antybiotykéw w dowolnej odleglosci od powierzchni zelu. Technika ta pozwala na
pomiar gradientu st¢zenia od najwyzszej wartosci na powierzchni zelu (silne ugigcie prazka
interferencyjnego) do coraz nizszego w miare¢ oddalania si¢ od membrany w czasie
(prostowanie krzywizny prazka). W przypadku spektrofotometrii pomiar dokonywany jest w
Scisle okreslonej, jednej odleglosci od powierzchni zelu tj. przechodzenia wiazki $wiatla przez
kuwetg pomiarowa.

Powyzsza ewolucja stgzeniowa w czasie umozliwia badanie rozkladow st¢zen oraz jego
przewidywanie matematyczne. Znajgc zmierzone interferometrycznie zmiany rozkladow
stezenia przed i za membrana mozemy obliczy¢ matematycznie ich rozklad teoretyczny
wewnatrz membrany, co jest waznym elementem modelowania matematycznego procesow
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dyfuzji. Jezeli membrang o dostatecznie duzej sSrednicy poréw zastosujemy jako ,rusztowanie™
dla biofilmu bakteryjnego i/lub monowarstwy komoérek eukariotycznych mozemy okresli¢
teoretyczny ich rozklad wewnatrz powyzszych struktur. Weryfikujge w kolejnym kroku model
teoretyczny doswiadczalnie mozemy wnioskowaé o np. wigzaniu iloSciowym antybiotykow
przez biofilm czy tez tworzeniu wiazan krzyzowych z DNA komoérek eukariotycznych.
Obecnie na podstawie przeprowadzonych przez mnie pracach doswiadczalnych, m in. z
wykorzystaniem techniki interferometrii laserowej, opracowywany jest model farmakokinetyki
ciprofloksacyny w biofilmie P. aeruginosa oraz dyfuzji ampicyliny przez monowarstwg
komorek CHO-K1.

C. 2. 3. Analiza ilosciowa dyfuzji liposoméw przez membrany

6. Arabski M, Wasik S, Grzeskiewicz H, Drulis-Kawa Z, Gubernator J, Kaca W (2012) Laser

interferometric determination of liposome diffusion through artificial membranes, rozdzial nr 14
w monografi pt. Interferometry - Research and Applications in Science and Technology, ISBN:
978-953-51-0403-2.

Celem naukowym kolejnej pracy jest interferometryczna ocena dyfuzji liposomow
kationowych przez rozne membrany stosowane jako opatrunki w leczeniu trudno gojacych sig
ran (Biofill, firmy Fibrocel Biotechnological Products Ltd), wykorzystywane w urzadzeniach
hemodializacyjnych (Nephrophan) oraz membrany nukleoporowe o rdéznej Srednicy porow.
Optymalizacja terapii z wykorzystaniem liposomow jako nosnikow lekéw wymaga
modyfikacji ich wlasciwosci fizykochemicznych, jak sklad jakosciowy i ilosciowy, rozmiar,
czy ladunek, ktore bezposrednio wplywaja na zwigkszenie dystrybucji postaci liposomalnej
leku. [33,34]. Liposomy jako zwiazki hydrofobowe tworzace roztwory micelarne silnie
zalamujace $wiatlo, ktoérego zmiany wspolczynnika sa bezposrednim parametrem mierzonym w
interferometrii. Technikg¢ t¢ wykorzystalem wigc do optymalizacji kluczowego parametru o
znaczeniu klinicznym, na ktéry wptywaja powyzsze cechy fizykochemiczne liposoméw jakim
jest ich dyfuzja przez membrany, np. stosowane jako opatrunki w leczeniu zakazefi
bakteryjnych ran.

Najwazniejszy wniosek z powyzszej pracy to fakt, iz kinetyka dyfuzji liposoméw silnie
zalezy od typu membrany. Przez membrany typu splot jak Biofill czy Nephrophan efektywnej
dyfunduja liposomy kationowe w poréwnaniu to membran nukleoporowych. Faza nasycania
obu membran celulozowych przez liposomy i nastgpnie ich uwalnianie wplywa na
efektywniejszg ilosciowo dyfuzje niz w przypadku membran nukleoporowych. Z kolei wysoka
polaryzacja stezenia liposoméw po obu stronach membrany nukeoporowej o $rednicy poréw
0.9 um skutkuje, iz po czasie 40 min. zardwno ze st¢zenia poczatkowego liposomow | mg/mL
jak i 2 mg/mL przedyfundowala ta sam ilos¢ substancji. Na podstawie analiz krzywych
kinetyki dyfuzji wywnioskowalem, ze w przypadku wyzszego stezenia wyrzut substancji w
pierwszych 18 min. dyfuzji powoduje na tyle wysoki wzrost stg¢zenia za membrang, iz réznica
stezef w stosunku do przedzialu przed nia jest niewielka. Niski gradient st¢zenia hamuje proces
dyfuzji. W przypadku stgzenia poczatkowego | mg/mL gradient st¢zenia liposoméw w funkcji
czasu pomigdzy membrang utrzymuje si¢ na wyzszym poziomie, co w efekcie moze thumaczyé
ta sama ilos¢ przedyfundowanej substancji. Zagadnienie polaryzacji st¢zeniowej odgrywa
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wazna role w kontekécie oczekiwanych efektow terapeutycznych lekéw oraz ich efektow
ubocznych. Zastosowanie nosnikow lekow, jak liposomy umozliwia uzyskanie tego samego
efektu przy nizszym stezeniu, a przez to slabszych efektach ubocznych. Natomiast
zastosowanie ich optymalnego stezenia dodatkowo moze sprzyja¢ skutecznosci terapii.
Powyzsze wyniki wskazuja, iz technika interferometrii laserowej moze mie¢ zastosowanie w
analizie tego zjawiska, zwlaszcza w kontekscie liposoméw jako nosnikow lekow.

C 2. 4. Ocena hydrofobowosci izolatéw LPS w celu optymalizacji metody ELISA

7. Arabski M, Fudala R, Wasik S, Koza A, Futoma-Koloch B, Bugla-Ploskoiiska G, Kaca W
(2012) The presence of anti-LPS antibodies, human serum activity against P. mirabilis S/R forms
and TLR4 (Thr3991le) gene polymorphism in rheumatoid arthritis. Clinical Biochemistry PMID:
22749779,

Celem kolejnej pracy byla ocena depozycji skladnikéw dopelniacza w zaleznosci od
struktury chemicznej antygenu O LPS P. mirabilis oraz korelacja poziomu przeciwcial anty-
LPS P. mirabilis form S (03, 023, 09, 040, 049, 010) i form R (R110 i R45) w surowicy
pacjentow z reumatycznym zapaleniem stawéw (RZS) z polimorfizmem genu #/rd.
Podstawowa technika immunochemiczng, ktorg zastosowalem w powyzszej pracy byl test
ELISA. Poczatkowym etapem w procedurze tego testu jest oplaszczenie plytek titracyjnych
izolatem LPS. Heterogenno$¢ LPS wigze si¢ z jego r6znym stopniem agregacji, tadunkiem oraz
powinowactwem do powierzchni plytki zastosowanej w badaniach. Istotnym zagadnieniem jest
wigc mozliwosci oceny stopnia pokrycia jej powierzchni przez roézne izolaty LPS, co
bezposrednio rzutuje na poziom identyfikowanych przeciwcial w badanych surowicach
ludzkich. Zastosowany przez mnie wspolczynnik pokrycia na podstawie danych uzyskanych
testem ELISA i LAL wraz z pomiarem hydrofobowosci wodnych roztworéw LPS pozwala na
dokladniejszg interpretacj¢ poziomu przeciwcial w badanych surowicach z zastosowaniem
testu ELISA.

Wykorzystany nowatorsko w pracy uklad membranowy wchodzacy w sklad systemu
interferometrycznego umozliwia rozdzial faz wodnego roztworu LPS, dzigki uzytej membranie
oraz pomiar grubosci warstwy stezeniowej (8). Zaobserwowalem, iz grubos$¢ tej warstwy jest
dodatnio skorelowana z wigkszg rozpuszczalnoscia agregatow LPS, stopniem pokrycia
powierzchni plytki titracyjnej zmierzonym testem LAL i w konsekwencji poziomem
przeciwcial anty-LPS okreslonym z uzyciem testu ELISA. Na podstawie wynikéw uzyskanych
z zastosowaniem powyzszych technik zaobserwowalem, iz poziom przeciwciat anty-LPS form
R jest wyzszy w poréwnaniu do form S u pacjentéow z RZS. Prawdopodobnie rozchwianie
odpowiedzi immunologicznej w RZS prowadzi do produkcji przeciwcial wobec stabo
immunogennych frakcji LPS, jak rdzen czy lipid A, konserwatywnych pod wzgledem budowy
dla Enterobacteriaceae.

Analizujac uzyskane wyniki zaobserwowalem rowniez wyzszy poziom przeciwcial anty-
LPS 03, 023, 040 i 049 w surowicy pacjentoéw RZS w stosunku do kontroli, co potwierdzaja
wczesniej opublikowane dane [35]. Role P. mirabilis w patogenezie RZS w stosunku do innych
Enterobacteriaceae potwierdza obecno$¢ unikalnych podstawnikéw chemicznych w strukturze
LPS, jak 4-amino-4-deoksy-L-arabinozy w lipidzie A, kwasu D-galaktouronowego w czgsci
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rdzeniowej oraz kwaséw uronowych w antygenie O [36]. W przypadku oceny poziomu
przeciwcial anty-O10 nie zaobserwowalem réznic w grupie pacjentow z RZS oraz kontrolnej,
co moze by¢ zwigzane z obecnoscia bardzo specyficznego i immunogennego kwasu L-
alturonowego w strukturze antygenu O [36]. Podobna zalezno$¢ charakteryzuje poziom
przeciwcial anty 09, co moze wynika¢ z linearnej, a przez to slabiej immunogennej struktury
antygenu O. Ponadto na powierzchni agregatow LPS O9 poziom depozycji biatek ukladu
dopelniacza (C3d i C5b) jest wyzszy, co moze sprzyja¢ formowaniu kompleksu atakujgcego
blone bakteryjna MAC i eradykacji bakterii. W przypadku rozgal¢zionego antygenu O LPS
049 poziom depozycji jest nizszy, dzigki czemu moze on pemié¢ funkcje ochronng wobec
aktywnosci bakteriob6jczej dopelniacza. Przedluzajaca si¢ infekcja bakteryjna moze wige
sprzyja¢ indukcji przeciwcial anty-O49 P. mirabilis. Ponadto, poziom przeciwcial anty-LPS P.
mirabilis w surowicach pacjentéw z RZS nie jest zalezny od zmiennosci polimorficznej w
obregbie genu #/r4 (Thr3991le), co potwierdzajg dane literaturowe [37,38].

C. 3 Gléwne osiggniecia naukowe
Na podstawie przedstawionego powyZej streszczenia prac skladajacych si¢ na

jednotematyczny cykl publikacji przedstawiony do oceny, za swoje glowne osiagnigcia

uwazam nowatorskie zastosowanie techniki interferometrii laserowej w celu:

e oceny oddzialywania lipopolisacharydow z kolistyna, saponing oraz chitosanem,

e charakterystyki ilosciowej dyfuzji antybiotykéw oraz liposoméw kationowych przez
membrany o znaczeniu medycznym,

e oceny ilosciowej uwalniania antybiotykoéw (ampicyliny, kolistyny, streptomycyny,
ciprofloksacyny) z zelu,

e opracowanie nowego ukladu zelowego pozwalajacego na oceng oddzialywania biomolekul
z polimerami,

e nowatorskie wykorzystanie ukladu membranowego wchodzacego w sklad systemu
interferometrycznego do pomiaru hydrofobowosci izolatoéw LPS.
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D. Plany na przyszlosé

W najblizszej przysztosci planuj¢ wykorzystanie techniki interferometrii laserowej w badaniu
dyfuzji nanozwiazkéw srebra przez monowarstwy komoérek eukariotycznych z jednoczesnym
okresleniem ich efektu cytotoksycznego we wspdlpracy z firmg ANT Advanced
Nanotechnologies Sp z 0.0. oraz Zakladem Radiobiologii i Immunologii Uniwersytetu Jana
Kochanowskiego w Kielcach. Ponadto w ramach projektu NCN (2012/04/M/NZ6/00335)
realizuj¢ zadanie zwiazane z oceng eradykacji biofilmoéw P. aeruginosa przez inaktywowane
czastki fagowe oraz ekspresjonowane biatka fagowe z wykorzystaniem interferometrii
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laserowej w ramach mi¢dzynarodowego projektu COST dzialanie BM1003. Powyzsze wyniki
zostang wykorzystane do modelowania matematycznego analizowanych procesow dyfuzji.

ZESTAWIENIE SUMARYCZNE DOROBKU NAUKOWEGO

. Punktacja
EELTENC O impact factor _ pkt. MNiISW
przed doktoratem (7*) 14.538 180
po doktoracie (23*) 36.035 483
- w tym wchodzace w skiad osiagnigcia naukowego (7*) 12.538 189
Sumaryczny impact factor i pkt. MNiSW 50.573 663
* ilosé publikacji naukowych
Kielce, 18 marca 2013 X
ichal Arabski
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