STRESZCZENIE

Systemy kontrolowanego dostarczania lekow (DDS, ang. Drug Delivery Systems) s to
najczesciej uktady oparte na: polimerach (polielektrolity, dendrymery, biatka), lipidach
(liposomy), surfaktantach (micele), wirusach (nanoczastki wirusowe) czy nanoczastkach
nieorganicznych (nanorurki weglowe, nanoczastki ztota, kropki kwantowe, materiaty
mezoporowate). W niniejszej pracy zweryfikowano mozliwos¢ zastosowania f-laktoglobuliny
wotowej (LGB), jako biomimetycznego uktadu transportujgcego. Specyficzna struktura tego
biatka, ktore naturalnie wystepuje w mleku krowim, umozliwia immobilizacje leku zar6wno
na powierzchni, jak i w kieszeni wigzacej, zlokalizowanej we wnetrzu struktury biatka. Do
zastosowania takiego uktadu istotne jest poznanie zaro6wno wlasnosci fizykochemicznych
samego nosnika, jak i mechanizmu tworzenia kompleksu z substancjg czynng oraz jego
stabilno$¢ w warunkach §rodowiskowych.

Komplementarne techniki analityczne, takie jak: dynamiczne rozpraszanie $wiatla
(DLS), elektroforeza kapilarna, spektrofotometria UV-Vis, mikrowaga kwarcowa
z monitorowang dyssypacjg energii (QCM-D), spektroskopia w podczerwieni z transformacja
Fouriera (FTIR), oraz symulacje metodag dynamiki molekularnej (MD) zostaly zastosowane
do charakterystyki fizykochemicznej oraz wizualizacji uktadu na poziomie molekularnym,
niezbednej do okreslenia wlasciwosci B-laktoglobuliny.

Badania eksperymentalne przeprowadzono zard6wno w roztworze, jak i na granicy faz
ciecz/gaz oraz ciato stale/ciecz. Okreslono $rednice¢ hydrodynamiczng, potencjat zeta, tadunek
nieskompensowany, punkt izoelektryczny, a takze stabilno$¢ izoformy A oraz mieszaniny
izoform A+B w zaleznos$ci od sily jonowej oraz pH roztworu. Badania DLS potwierdzity
tendencj¢ LGB-A oraz LGB-AB do tworzenia zarowno form oligomerycznych jak
1 agregatow w skrajnych wartosciach pH.

W celu okreslenia optymalnych warunkéw dla utworzenia funkcjonalnych warstw
B-laktoglobuliny zbadano wptyw parametrow srodowiska zewnetrznego (pH, sita jonowa) na
proces adsorpcji biatka. Pomiary przeprowadzono dla LGB-AB oraz LGB-A na powierzchni
zlota z zastosowaniem QCM-D. Stosujagc metode QCM-D zaobserwowano wzrost
maksymalnego pokrycia powierzchniowego zaréwno ze wzrostem pH, jak i sily jonowe]
roztworu, co $wiadczy o dominujagcym wptywie oddziatywan elektrostatycznych na proces
adsorpcji czgsteczek biatka. Sprawdzono réwniez stabilno$¢ tworzonych warstw 1 stopien

odwracalnosci procesu adsorpcji. Otrzymane wyniki zostaly poroéwnane z obliczeniami



teoretycznymi, opartymi na modelu Random Segential Adsorption (RSA) dla czasteczki
o geometrii elipsoidy. Na podstawie przeprowadzonych badan zostal zaproponowany
mechanizm adsorpcji LGB na powierzchni ztota, ktéra charakteryzuje si¢ ujemnym
fadunkiem powierzchniowym. Badania wskazuja, ze czasteczki LGB tworza monowarstwe
w orientacji side-on, co jest zgodne z kierunkiem wyznaczonego momentu dipolowego
czasteczki, a stopien hydratacji warstw biatkowych jest rowny 50 oraz 60% odpowiednio dla
LGB-AB oraz LGB-A.

Zwerytikowano wpltyw wysokiego ci$nienia na stabilno$¢ konformacyjna
B-laktoglobuliny wotowej. Wykazano, ze biatko poddane wysokiemu ci$nieniu ma wyzszy
potencjal zeta oraz punkt izoelektryczny niz w warunkach ci$nienia atmosferycznego.
Ponadto efektywno$¢ adsorpcji LGB na powierzchni zlota jest wyzsza dla
wysokocisnieniowej formy LGB 1 §wiadczy o reorientacji czasteczki.

Skuteczno$¢ tworzenia kompleksow biatko-lek badano poprzez efektywnos¢
immobilizacji w strukturze LGB czynnika aktywnego, jakim jest chlorowodorek tetrakainy
oraz okreslenie wptywu przejscia Tanforda na tworzenie aktywnego kompleksu zaréwno dla
izoformy A jak 1 mieszaniny izoform A+B. Badania przeprowadzono dla r6znych stosunkow
molowych LGB:TET w pH 7,5 oraz pH 5,5. Tworzenie kompleksu LGB-TET weryfikowano
wieloptaszczyznowo stosujac migdzy innymi metod¢ UV-Vis, QCM-D oraz pomiar zeta
potencjatu uktadu.

Przeprowadzone badania umozliwity opracowanie procedury tworzenia monowarstw
LGB na powierzchni Au o okreslonym stopniu pokrycia i orientacji zaadsorbowanych
czasteczek biatka, co ma istotne znaczenie dla tworzenia warstw funkcjonalnych

o kontrolowanych wtasciwosciach fizykochemicznych.



