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1. Dane osobowe

Imie¢ i nazwisko: Beata Kaczmarek-Szczepanska

2.  Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

2023 r. Dyplom ukonczenia studidw podyplomowych

Wyzsza Szkota Bankowa w Warszawie
Studia podyplomowe ,,Agile i scrum. Zwinne zarzadzanie projektami”

2019 r. Doktor nauk chemicznych

Tytut pracy: Kompozyty kolagenu, chitozanu oraz kwasu hialuronowego jako matryce dla
nanoczastek nieorganicznych

Promotor: prof. dr hab. Alina Sionkowska

Wydziat Chemii, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

2019 r. Dyplom ukonczenia studiéw podyplomowych

Wyzsza Szkota Bankowa w Toruniu
Studia podyplomowe ,,Zarzadzanie projektami”

2016 r. Dyplom ukonczenia studiow podyplomowych

Wyzsza Szkota Zawodowa Kosmetyki 1 Pielegnacji Zdrowia w Warszawie
Studia podyplomowe ,,Chemia i Technologia Kosmetykow”

2013 r. Magister z zakresu chemii

Tytut pracy: Antibiotic release from chitosan and collagen composites
Promotor: prof. dr hab. Alina Sionkowska

Wydziat Chemii, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu
Specjalno$¢: Chemistry for Advanced Materials

2011 r. Licencjat z zakresu chemii

Tytul pracy: Zastosowanie polimeréw syntetycznych w kosmetyce wtosow i paznokci
Promotor: dr hab. Katarzyna Lewandowska, prof. UMK
Wydziat Chemii, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Specjalno$¢: Chemia kosmetyczna



3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach

naukowych

Okres zatrudnienia Stanowisko i miejsce zatrudnienia
2019-obecnie adiunkt

Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu,

Wydzial Chemii

2018-2019 asystent
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu,

Wydzial Chemii

4. Omowienie osiggniecia, o ktérym mowa w art. 219 ust. 1 pkt.
2 Ustawy 2.0, stanowigcego podstawe postepowania
habilitacyjnego

4.1. Tytut osiggniecia naukowego
Nowe materialy biopolimerowe modyfikowane zwigzkami fenolowymi do zastosowan

medycznych

4.2. Publikacje sktadajace sie na osiggniecie naukowe
Na osiggniecie naukowe sktada si¢ 11 publikacji (H1-H11)

H1: Kaczmarek Beata*, Mitek Oliwia, Nadolna Kinga, Owczarek Agata, Kleszczynski
Konrad, Osyczka Anna Maria; Normal and cancer cells response on the thin films
based on chitosan and tannic acid; Toxicology in Vitro 62 (2020) 104699
IF =2,959 (biezacy 3,2); MNiSW = 100 (obecnie: 100); Q2
Moj wktad w powstanie pracy polegat na opracowaniu koncepcji wszystkich badan i
sformulowanie hipotezy badawczej, zaprojektowaniu badan, przygotowaniu filmow
na bazie chitozanu oraz kwasu taninowego, nadzorowaniu prowadzonych badan,
dyskusji uzyskanych wynikéw, przygotowaniu pracy do druku oraz korespondencji z

recenzentami pracy.



H2:

H3:

H4:

Kaczmarek-Szczepanska Beata*, Wekwejt Marcin, Mazur Olha, Zasada Lidia,
Palubicka Anna, Olewnik-Kruszkowska Ewa; The physicochemical and antibacterial
properties of chitosan-based materials modified with phenolic acids irradiated by UVC
light; International Journal of Molecular Sciences 22 (2021) 1-16

IF = 6,208 (biezacy: 5,6); MNiSW = 140 (obecnie: 140); Q1

Mo6j wkilad w powstanie pracy polegal na zdefiniowaniu hipotezy badawczej,
opracowaniu koncepcji badan, opracowaniu koncepcji badan, przygotowaniu filméw
na bazie chitozanu z dodatkiem kwasow fenolowych, zaprojektowaniu badan,
wykonania charakterystyki fizykochemicznej filméw, zaplanowaniu i nadzorowaniu
poszczegbdlnych etapéw realizacji pracy, analizie wynikdéw, przygotowaniu
manuskryptu, redakcji catosci oraz korespondencji z recenzentami pracy. Badania byty

finansowane w ramach projektu, ktorego bytam kierownikiem.

Kaczmarek Beata*, Wekwejt Marcin, Nadolna Kinga, Owczarek Agata, Mazur Olha,
Patubicka Anna; The mechanical properties and bactericidal degradation effectiveness
of tannic acid-based thin films for wound care; Journal of Mechanical Behavior of
Biomedical Materials 110 (2020) 103916

IF =3,372 (biezacy 3,9); MNiSW = 100 (obecnie 100); Q2

Moj wkiad w powstanie pracy polegat na opracowaniu koncepcji oraz zaplanowaniu
wszystkich badan, sformutowaniu hipotezy, wyborze metod badawczych
niezbednych do przeprowadzenia do$wiadczenia, przygotowania filméw na bazie
kwasu taninowego, nadzorowaniu prowadzonych badan, dyskusji uzyskanych
wynikOw oraz na przygotowaniu pracy do druku, jak 1 korespondowaniu z

recenzentami pracy.

Kaczmarek-Szczepanska Beata*, Sosik Adrianna, Matkowska Anna, Zasada Lidia,
Michalska-Sionkowska Marta; Chitosan-based films enriched by caffeic acid with
poly(ethylene glycol): a physicochemical and antibacterial properties evaluation;
International Journal of Biological Macromolecules 192 (2021) 728-735

IF = 6,953 (biezacy 8,2); MNiSW = 100 (obecnie: 100); Q1

Moj wklad w powstanie pracy polegal na zdefiniowaniu hipotezy badawczej,
opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu przebiegu badan, przygotowaniu filméw

na bazie chitozanu oraz kwasu kawowego, opracowaniu metodyki, interpretacji



H5:

H6:

H7:

wynikow, przygotowaniu manuskryptu, redakcji catos$ci oraz dyskusji z edytorem
czasopisma i recenzentami. Badania byly finansowane w ramach projektu, ktorego

bytam kierownikiem.

Kaczmarek-Szczepanska Beata, Michalska-Sionkowska Marta, Mazur Olha,
Swiatczak Joanna, Swiontek Brzezinska Maria*; The role of microorganisms in
biodegradation of chitosan/tannic acid materials; International Journal of Biological
Macromolecules 184 (2021) 584-592

IF = 6,953 (biezacy 8,2); MNiSW = 100 (obecnie: 100); Q1

Moj wklad w powstanie pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan,
sformutowaniu hipotezy badawczej, przygotowaniu filmoéw na bazie chitozanu oraz
kwasu taninowego, wykonaniu charakterystyki filmow przed i po degradacji. Moj
wktad w powstanie tej pracy obejmuje réwniez interpretacje i opis uzyskanych
wynikow  dotyczacych charakterystyki materialdow, wspotopracowanie oraz
wspoétredagowanie manuskryptu wraz z dr hab. Marig Swiontek Brzezinskg, prof.
UMK.

Wekwejt Marcin, Malek Marcin, Ronowska Anna, Michno Anna, Palubicka Anna,
Zasada Lidia, Klimek Agnieszka, Kaczmarek-Szczepanska Beata*; Hyaluronic
acid/tannic acid films for wound healing application; International Journal of
Biological Macromolecules 254 (2024) 128101

IF = 8,2 (biezacy 8,2); MNiSW = 100 (obecnie: 100); Q1

Moj wklad w powstanie pracy polegal na zdefiniowaniu podjetego problemu
naukowego, opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu 1 nadzorowaniu
poszczegblnych etapoéw realizacji pracy, wykonaniu badan zwigzanych z
charakterystyka fizykochemiczng filmow, przygotowaniu manuskryptu, redakcji
calosci oraz korespondencji z recenzentami pracy. Badania byly finansowane w

ramach projektu, ktorego bytam kierownikiem.

Kaczmarek-Szczepanska Beata*, Polkowska Izabela, Pazdzior-Czapula Katarzyna,
Nowicka Beata, Gierszewska Magdalena, Michalska-Sionkowska Marta, Otrocka-
Domagata Iwona; Chitosan/phenolic compounds scaffolds for connective tissue

regeneration; Journal of Functional Biomaterials 14 (2023) 69



H8:

H9:

H10:

IF = 4,8 (biezacy: 4,8); MNiSW = 100 (obecnie: 100); Q2

Mo6j wkilad w powstanie pracy polegal na zdefiniowaniu hipotezy badawczej,
opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu badan i nadzorowaniu poszczegdlnych
etapow realizacji pracy, wykonaniu badan zwigzanych 2z charakterystyka
fizykochemiczng skafoldéw, przygotowaniu manuskryptu, redakcji cato$ci oraz
korespondencji z recenzentami pracy. Badania byly finansowane w ramach projektu,

ktorego bytam kierownikiem.

Kaczmarek-Szczepanska Beata*, Mazur Olha, Michalska-Sionkowska Marta,
Lukowicz Krzysztof, Osyczka Anna Maria: The preparation and characterization of
chitosan-based hydrogels cross-linked by glyoxal, Materials 14 (2021) 1-12

IF = 3,748 (biezacy: 3,4); MNiSW = 140 (obecnie 140); Q2

Moj wklad w powstanie pracy polegal na zdefiniowaniu podjetego problemu
naukowego, opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu badan i nadzorowaniu
poszczegdlnych etapéw realizacji pracy, wykonaniu badan zwigzanych =z
charakterystyka fizykochemiczng materialow, przygotowaniu manuskryptu, redakcji
calosci oraz korespondencji z recenzentami pracy. Badania byty prowadzone w ramach

projektu, ktorego bytam kierownikiem.

Kaczmarek Beata*, Nadolna Kinga, Owczarek Agata, Mazur Olha, Sionkowska
Alina, Lukowicz Krzysztof, Vishnu Jithin, Manivasagam Geetha, Osyczka Anna
Maria; Properties of scaffolds based on chitosan and collagen with bioglass 45S5; IET
Nanobiotechnology 14 (2020) 830-832

IF = 1,847 (biezacy: 2,3); MNiSW = 70 (obecnie: 70); Q3

Moj wkiad w powstanie pracy polegal na zdefiniowaniu hipotezy badawczej,
przygotowaniu skafoldow z dodatkiem bioszkta, opracowaniu koncepcji badan,
zaplanowaniu i nadzorowaniu badan, analizie wynikoéw, przygotowaniu manuskryptu,
redakcji catos$ci oraz korespondencji z recenzentami pracy. Badania byly objete

projektem, ktorego bytam kierownikiem.

Kaczmarek-Szczepanska Beata*, Polkowska lzabela, Malek Marcin, Kluczynski
Janusz, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Wekwejt Marcin, Michno Anna, Ronowska

Anna, Patlubicka Anna, Nowicka Beata, Otrocka-Domagata Iwona; The



characterization of collagen-based scaffolds modified with phenolic acids for tissue
engineering application; Scientific Reports 13 (2023) 1-12

IF = 4,6 (biezacy: 4,6); MNiSW = 140 (obecnie: 140); Q1

Moj wkilad w powstanie pracy polegal na zdefiniowaniu podjetego problemu
naukowego, opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu badan i nadzorowaniu
poszczegblnych etapéw realizacji pracy, wykonaniu badan zwigzanych z
charakterystyka fizykochemiczng skafoldow, przygotowaniu manuskryptu, redakcji
catosci oraz korespondencji z recenzentami pracy. Badania byly wspotfinansowane w

ramach projektu, ktorego bytam kierownikiem.

H1l: Kaczmarek-Szczepanska Beata*, Mitek Oliwia, Michalska-Sionkowska Marta,
Osyczka Anna Maria; Bio-studies of scaffolds based on chitosan/tannic acid cross-
linked by glyoxal; Materials Letters 292 (2021) 129667
IF = 3,204 (biezacy 3,0); MNiSW = 70 (obecnie: 70); Q2

Moj wktad w powstanie pracy polegal na sformutowniu hipotezy badawczej oraz
opracowaniu koncepcji badan i okresleniu ich celu, nadzorowaniu prowadzonych
badan, przygotowaniu skafoldow na bazie chitozanu oraz kwasu taninowego z
dodatkiem glioksalu jako s$rodka sieciujacego, dyskusji uzyskanych wynikéw,

przygotowaniu pracy do druku oraz korespondencji z recenzentami pracy.

Podsumowanie

Zgodnie z rokiem publikacji Biezacy
IF sumaryczny 51,597 55,400
Liczba punktow MNiSW 1160 1160**

* autor korepondencyjny

** zgodnie z wykazem MNiISW z dnia 5 stycznia 2024 r.

4.3. Cel naukowy badan

Wprowadzenie

Biopolimery, zaréwno polisacharydy, jak 1 biatka, znalazly szerokie zastosowanie w

roznych dziedzinach zycia, cechujac si¢ szeregiem zalet w poroOwnaniu z polimerami
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syntetycznymi, a istotng korzy$cia wynikajaca z ich naturalnego pochodzenia jest ich
nieszkodliwo$¢  dla  $srodowiska [1,2]. Obserwowany  wzrost  zainteresowania
biomakroczasteczkami jako surowcami do otrzymywania biomateriatow uwarunkowany jest
ich biokompatybilnoscia, dzigki czemu mozna je stosowa¢ w medycynie (m.in. w opatrunkach,
suplementach diety, rusztowaniach w inzynierii tkankowej) [1-3].

Wyzwanie zwigzane z wykorzystaniem naturalnych polimeréw do opracowania
nowych materialdow do zastosowan medycznych dotyczy zrozumienia ich wiasciwos$ci
fizykochemicznych oraz biologicznego sposobu ich dzialania. Materialy na bazie
biopolimeréw charakteryzuja si¢ stabymi wlasciwosciami mechanicznymi oraz slabg
stabilno$cig. Co wigcej, naturalne polimery sprzyjaja namnazaniu si¢ patogenow, €0 z Koleli
stwarza ryzyko infekcji w przypadku ich wykorzystania w kontakcie z organizmem ludzkim
[4]. Dlatego konieczne jest podejmowanie dziatah majacych na celu poprawe wihasciwosci
materiatdw otrzymanych z biopolimeréw prowadzacych do polepszenia ich wlasciwosci
fizykochemicznych, takich jak chropowato$¢ i warto$¢ swobodnej energii powierzchniowe;j,
oraz takze wlasciwosci mechanicznych, przyczyniajacych sie do ich ochrony przed dziataniem
drobnoustrojow.

W celu poprawy wiasciwos$ci materiatow biopolimerowych przeprowadza si¢ procesy
sieciowania polimerow. Metody sieciowania moga by¢ klasyfikowane w dwojaki sposob — w
zalezno$ci od czynnika sieciujacego lub w zalezno$ci od zachodzacego mechanizmu
sieciowania, mozna wi¢c wyr6zni¢ sieciowanie chemiczne oraz fizyczne. Sieciowanie
chemiczne wedlug podzialu metod na podstawie rodzaju czynnika sieciUjgcego obejmuje
wprowadzenie do materiatu substancji, ktore majg zdolno$¢ do reagowania lub oddziatywania
z grupami funkcyjnymi obecnymi w tancuchu polimerowym, w wyniku czego moga tworzy¢
si¢ wigzania kowalencyjne lub oddzialywania miedzy $rodkiem sieciujacym a polimerem.
Substancje te moga by¢ pochodzenia naturalnego lub syntetycznego. Sieciowanie chemiczne
mozna przeprowadzi¢ poprzez wprowadzenie $srodka sieciujgcego do roztworu polimerowego
lub zanurzenie gotowego materiatu polimerowego w roztworze $rodka sieciujacego [5,6].
Drugi rodzaj sieciowania, sieciowanie czynnikami fizycznymi, moze nastgpowaé w wyniku
ekspozycji materiatu na czynniki fizyczne takie jak podwyzszona temperatura, promieniowanie
UV czy promieniowanie gamma [7]. Wazne jest jednak, aby sieciowanie czynnikami
fizycznymi bylo prowadzone w sposdb kontrolowany, poniewaz istnieje ryzyko degradacji
materiatu w przypadku nadmiernej ekspozycji na fizyczne czynniki sieciujace.

Analizujac stan dotychczasowych badan pod katem doboru czynnikow sieciujacych

materiaty biopolimerowe mozna stwierdzi¢, iz ro$nie zainteresowanie wykorzystania tych
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sposobow sieciowania, ktore nie sa szkodliwe dla organizmu ludzkiego, a jednocze$nie
przyczyniaja si¢ do poprawy wlasciwosci otrzymywanych materiatow. Z uwagi na obecne
trendy w projektowaniu i otrzymywaniu materiatow na bazie polimeréw naturalnych w swoich
badaniach skupilam si¢ na poszukiwaniu naturalnych Srodkoéw sieciujacych, ktorych
zastosowanie przyczyni si¢ do poprawy wlasciwosci fizykochemicznych materialéow
biopolimerowych wzgledem materialow niesieciowanych przy jednoczesnym nadaniu im
lub poprawieniu ich wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych. Projektowalam i
wytwarzalam nowe materialy, przykladajac szczeg6lng uwage do zrozumienia wplywu
zwiazkow fenolowych na biopolimery na poziomie molekularnym.

Poszukujac potencjalnych $rodkéw sieciujacych, ktére mozna wykorzystaé do
otrzymania biomateriatbw na bazie polimerow naturalnych, dostrzegtam mozliwos¢
wykorzystania do tego celu zwigzkow fenolowych. Zwigzki fenolowe zawieraja bowiem w
swojej strukturze liczne grupy hydroksylowe, zdolne do oddziatywania z hydrofilowymi
grupami funkcyjnymi tancuchéw polimerowych, takich jak grupy aminowe oraz hydroksylowe.
Zwiazki te wystepuja gldwnie w owocach i warzywach, i sa produktami ubocznymi
metabolizmu ro$lin. Charakteryzuja si¢ zrdéznicowang budowa, masg czasteczkowa,
wlasciwosciami biologicznymi, chemicznymi i fizycznymi. Prowadzone przeze mnie badania
dotyczyty weryfikacji mozliwosci ich wykorzystania do otrzymania materiatlow

biopolimerowych dedykowanych do zastosowan medycznych.

Cel badan prowadzonych w ramach habilitacji

Celem moich badan, ktore stanowig podstawe do ubiegania si¢ o stopien habilitacyjny,
bylo zweryfikowanie potencjatu zwigzkow fenolowych jako $rodkéw sieciujacych
biopolimery, a takze eksploracja ich potencjalnych wlasciwosci bioaktywnych. Jednoczesnie
dazylam do zrozumienia mechanizmu dzialania zwigzkéw fenolowych na biopolimery z
perspektywy chemicznej oraz powigzania tego mechanizmu z uzyskanymi witasciwosciami
materiatdéw biopolimerowych. W tym kontekscie wykorzystatam biopolimery, w szczegdlno$ci
chitozan, kolagen oraz kwas hialuronowy. Wybor tych substancji byt podyktowany ich
biokompatybilnoscia, zdolnoscig do stymulowania proceséw regeneracji tkanek 1 promowania
gojenia si¢ ran, oraz szerokim dostepem na rynku. Natomiast do modyfikacji biopolimerow
wyselekcjonowalam zwigzki fenolowe, ktore wedlug mnie maja zdolnos¢ do pelnienia
podwojnej roli. Z jednej strony, moga dziata¢ jako $rodki sieciujace biopolimery, poprawiajac

wlasciwosci  fizykochemiczne uzyskanych materiatow, =z drugiej zas, dzialaja
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przeciwbakteryjnie, przeciwzapalnie, przeciwnowotworowo, oraz antyoksydacyjnie [8].
Zwiazki te byty dotychczas znane w literaturze jako substancje wykazujace aktywnos¢
biologiczng. Jednak jako pierwsza wykorzystalam zdolno$¢ zwigzkéow fenolowych do
sieciowania biopolimerow do otrzymywania materiatdbw o szerokim zastosowaniu w
medycynie. Dodatkowo, jako pierwsza dokonatam wszechstronnej charakterystyki uzyskanych
materiatéw, zaréwno fizykochemicznej, jak i biologicznej, w tym takze poréwnatam ich
biokompatybilnos¢.

Aby zrealizowa¢ gléwny cel postawiony w kontekscie osiggnigcia stanowigcego
podstawe postepowania habilitacyjnego, sformutowatam cele szczegotowe, takie jak:
- opracowanie metody wprowadzenia wybranych zwigzkoéw fenolowych do roztworu
biopolimeréw oraz sposobu zsyntetyzowania jednorodnych materiatdéw w formie filmow oraz
skafoldow;
- scharakteryzowanie uzyskanych materiatbw prowadzace do okreslenia ich wlasciwosci
fizykochemicznych, obejmujacych wlasciwosci powierzchniowe, takie jak chropowatos¢ i
warto$¢ swobodnej energii powierzchniowej, oraz wlasciwosci mechaniczne, a takze
zrozumienie mechanizméw sieciowania biopolimeréw zwigzkami fenolowymi na badane
wlasciwosci fizykochemiczne;
- zaprojektowanie materiatow biopolimerowych zawierajacych zwigzki fenolowe podwajnie
usieciowanych, poprzez dobor réznych dodatkowych czynnikéw sieciujacych (takich jak
glioksal, glikol polietylenowy, bioszklo 45S5);
- okreslenie mozliwosci sterylizacji uzyskanych materiatow za pomocg promieniowania UVC;
- ocena wiasciwosci biologicznych uzyskanych materiatdéw, takich jak aktywnosé
przeciwbakteryjna, kompatybilno$¢ z krwig oraz komorkami, z wykorzystaniem metod in vitro
wraz ze zrozumieniem wplywu oddzialywan oraz rodzaju komponentoéw materialu na poziomie
molekularnym na ich wtasciwosci biologiczne;
- ocena wplywu uzyskanych materiatow na srodowisko, w tym ich zdolnos¢ do biodegradacii;
- ocena biokompatybilnosci materiatlow z tkankami metoda in vivo poprzez ich implantacje w

organizm zwierzecy.

W pierwszym etapie badan moje zainteresowanie wzbudzil kwas taninowy, ktory dotychczas
znany byl w literaturze jako zwigzek wykazujacy dziatanie przeciwzapalne,
przeciwdrobnoustrojowe oraz hamujacy krwawienie [9,10]. Kwas taninowy zbudowany jest
bowiem z glukozy i 10 czasteczek kwasu galusowego potaczonych wigzaniem estrowym. Ze

wzgledu na obecnos¢ wielu grup hydroksylowych w resztach kwasu taninowego zauwazytam
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mozliwos$¢ jego wykorzystania jako Srodka sieciujacego biopolimery. Wazng zalete kwasu
taninowego stanowi mozliwo$¢ rozpuszczenia go W tych samych rozpuszczalnikach co badane
przeze mnie biopolimery, czyli w wodzie oraz kwasie octowym. W swoich badaniach
wykorzystalam rowniez inne zwigzki fenolowe, takie jak kwas galusowy, kwas kawowy oraz
kwas ferulowy, ktore juz wczesniej byty znane w literaturze ze swojej aktywnosci biologiczne;.
Kwas galusowy (kwas 3,4,5-trinydroksybenzoesowy) wzbudzit moje zainteresowanie jako
zwigzek sieciujacy biopolimery ze wzgledu na obecno$¢ az czterech grup hydroksylowych w
swojej strukturze. Z kolei kwas kawowy (kwas 3,4-dihydroksycynamonowy) jest pochodng
kwasu cynamonowego, wzbogacong o grupy fenolowe. Kwas ferulowy (kwas 4-hydroksy-3-
metoksycynamonowy) jest takze pochodng kwasu cynamonowego, jednak w poréwnaniu z
kwasem kawowym, kwas ferulowy posiada jedng grupe metoksylowa. Podsumowujac, selekcji
zwigzkow fenolowych dokonalam, biorac pod uwage ich budowe (obecnos¢ grup
hydrofilowych), ich aktywnos¢ przeciwbakteryjng oraz przeciwutleniajgca. Wzory strukturalne

wykorzystanych zwigzkow fenolowych przedstawia rysunek 1.

p»@
@b O o
Eavesiges b Q.

D)

HO  OH CHs

A) B) 2

Rysunek 1. Wzor kwasu taninowego (A), kwasu kawowego (B), kwasu galusowego (C), oraz
kwasu ferulowego (D)

Majac na uwadze, iz opracowane przeze mnie materialy biopolimerowe moga znalez¢é
zastosowanie w medycynie jako materialy opatrunkowe oraz powtoki implantéw metalicznych,
otrzymalam materialy modyfikowane zwigzkami fenolowymi w formie cienkich filmow

metoda odparowania rozpuszczalnika. Z kolei materiaty dedykowane do zastosowania jako
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rusztowania w inzynierii tkankowej wytworzylam w formie porowatych struktur

trojwymiarowych, tzw. skafoldow, wykorzystujac do tego celu proces liofilizacji.

4.4. Przedstawienie najwazniejszych wynikow

Zatozony przeze mnie cel badan prowadzonych w ramach osiggnigcia stanowigcego podstawe
postepowania habilitacyjnego zrealizowatam otrzymujac materialty na bazie chitozanu,
kolagenu i/lub kwasu hialuronowego, wzbogacone dodatkiem wyselekcjonowanych zwigzkow
fenolowych. Proponowane przeze mnie zwigzki fenolowe majg zdolnos¢ do tworzenia wigzan
wodorowych z hydrofilowymi grupami funkcyjnymi wspomnianych biopolimeréw, przez co
dostrzegtam mozliwo$¢ ich wykorzystania jako $rodki sieciujace. Materialy otrzymane przeze
mnie w ramach osiggnigcia miaty forme cienkich filmow [H1-H6] oraz skafoldow [H7-H11].
Zakres prowadzonych przeze mnie badan dotyczyt oceny wlasciwosci fizykochemicznych
otrzymanych materiatoéw [H1-H4,H6-H9] oraz wlasciwosci biologicznych, ktérej dokonatam
nawigzujac wspolprace z innymi osrodkami naukowymi, krajowymi (Uniwersytet Jagiellonski,
Politechnika Gdanska, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Uniwersytet Warminsko-
Mazurski w Olsztynie, Wojskowa Akademia Techniczna, Gdanski Uniwersytet Medyczny,
Specjalistyczny Szpital w KoScierzynie) oraz zagranicznymi (University of Miinster, Niemcy;
Vellore Institute of Technology, Indie). Koordynowalam badania prowadzace do weryfikacji
cytokompatybilnosci materiatow [H1,H6,H8-H11], badania biokompatybilnosci uzyskanych
materiatow z krwig [H7,H10,H11], badania ich witasciwosci przeciwbakteryjnych [H2-
H4,H6,H10], oraz badania na modelu zwierzgcym metodami in vivo [H7,H10]. Dodatkowo,
majac na uwadze aspekt Srodowiskowy prowadzonych przeze mnie badan, nawigzatam
wspotprace z Wydziatem Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych UMK celem weryfikacji

zdolnosci do biodegradacji otrzymanych przeze mnie materiatow [H5].

Wiasciwosci fizvkochemiczne materialow w formie cienkich filmow

Materialy w formie cienkich filmow otrzymatam poprzez odparowanie rozpuszczalnika w
warunkach pokojowych. Z uwagi na powolne tworzenie si¢ wigzan wodorowych, ktore miaty
miejsce podczas tego procesu, mozliwe bylo uzyskanie materialdéw, w ktorych zwiazki
fenolowe mogtyby uwalnia¢ si¢ in situ, co z kolei warunkuje ich aktywno$¢. Nastepnie
wyselekcjonowatam filmy, ktére otrzymane z wykorzystaniem tej metody byty jednorodne w
catej swojej objetosci i poddatam je analizom fizykochemicznym.

Spektroskopia w podczerwieni zostata przeze mnie wykorzystana do zbadania oddziatywan
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zwigzkéw fenolowych z chitozanem. Analizujac uzyskane widma, zaobserwowatam, Ze po
wprowadzeniu zwiazkow fenolowych, takich jak kwas taninowy, kwas kawowy oraz kwas
ferulowy, nie dochodzi do powstania nowych wigzan chemicznych (wykres 1). Proces
sieciowania ma charakter fizyczny, polegajacy na tworzeniu si¢ wigzan wodorowych pomiedzy
grupami hydroksylowymi obecnymi w strukturze zwigzkéw fenolowych a grupami
hydrofilowymi, takimi jak grupy aminowe oraz hydroksylowe, znajdujacymi si¢ w strukturze

chitozanu.
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Wykres 1. Widmo FTIR-ATR dla filméw chitozanowych modyfikowanych kwasem ferulowym

(FA), kwasem kawowym (CA) oraz kwasem taninowym (TA) [H2]

Dla biomateriatéw, ktoére maja kontakt z tkankami lub plynami biologicznymi, istotne jest
posiadanie hydrofilowej powierzchni o niskiej swobodnej energii powierzchniowej, odnoszacej
si¢ do wlasciwosci chemicznych powierzchni, poniewaz zachodzi pewnego rodzaju
konkurencja miedzy komoérkami prawidtowymi a komérkami bakteryjnymi, ktore rywalizuja o
miejsce przy powierzchni materiatu [11]. Material o chropowatej hydrofilowej powierzchni
charakteryzujacej si¢ niskg swobodng energiag powierzchniowa sprzyja natomiast adsorpcji
biatek oraz adhezji komorek. Wystepuje zatem W swoich badaniach okreslitam takze
parametry mechaniczne otrzymanych filmow, poniewaz niska wytrzymato§¢ mechaniczna
filmow biopolimerowych jest jedng z ich gldéwnych wad. W zwiazku z tym moim celem byto
uzyskanie materialtbw  biopolimerowych modyfikowanych zwigzkami fenolowymi
charakteryzujacych si¢ mniejszg warto$cig chropowatosci, nizszg warto$cig swobodnej energii
powierzchniowej oraz lepszymi  wlasciwo$ciami  mechanicznymi  niz  materiaty
niemodyfikowane. Wazna dla mnie byla korelacja natury chemicznej komponentéw
materiatow i ich wplyw na wiasciwosci powierzchniowe w kontekscie ich zastosowan w
medycynie.
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Wiasciwosci powierzchniowe filmow

W ramach prowadzonych przeze mnie badan otrzymalam filmy -chitozanowe (CTS)
modyfikowane kwasem taninowym (TA) w stosunku wagowym 80/20, 50/50, 20/80 [H1].
Uzyskane wyniki wskazujag na zmniejszenie obu parametrow chropowatosci uzyskanych
filmow wraz ze wzrostem ilo$ci kwasu taninowego, jednak dla wszystkich materiatow wartosci
miescity si¢ w skali nanometrycznej. Zmiany chropowatosci powierzchni filméw wynikaja z
oddziatywan pojawiajacych si¢ miedzy grupami funkcyjnymi obecnymi w strukturze chitozanu
oraz kwasu taninowego, co powoduje zmian¢ ulozenia tancucha polimerowego i zmniejszenie

ilosci grup rozmieszczonych na powierzchni materiatu.
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Wykres 2. Parametry chropowatosci uzyskane dla powierzchni badanych filmow
chitozanowych modyfikowanych kwasem ferulowym (FA), kwasem kawowym (CA) oraz
kwasem taninowym (TA) przed (0Oh) oraz po 1 (1h) i 2 godzinach (2h) naswietlania [H2]

Materiaty chitozanowe zmodyfikowatam takze poprzez dodatek kwasu ferulowego (FA),
kwasu kawowego (CA) oraz kwasu taninowego (TA) w ilosci 10% wag. Kazda taka
modyfikacja wptyngta na spadek chropowatosci w stosunku do materiatu niemodyfikowanego,
ze wzgledu na utworzenie odzialywan z grupami hydrofilowymi obecnymi w strukturze
chitozanu, co z kolei zmniejszyto ich ilos¢ na powierzchni, a tym samym chropowato$¢
otrzymanych materiatow (wykres 2). Filmy poddatam dziataniu promieniowania UVC o
dhugosci fali 254 nm celem weryfikacji wptywu promieniowania na wlasciwosci materiatow
[H2]. Naswietlanie przez 1 godzing spowodowato zwigkszenie chropowatosci powierzchni
kazdego rodzaju probki ze wzglgdu na fotosieciowanie. Jednakze 2-godzinne napromienianie
przyniosto odwrotny efekt, tj. zmniejszenie chropowato$ci w porownaniu do probek
nienapromieniowanych. Mozna to wytlumaczy¢ niszczacym dzialaniem promieniowania UV,
w wyniku ktorego najmniej uporzadkowane fragmenty probek ulegajg fotodegradacji do

lotnych produktéw.
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Tabela 1. Parametry chropowatosci uzyskane dla powierzchni filméw otrzymanych z mieszaniny

kwasu hialuronowego oraz kwasu taninowego w stosunku 80/20, 50/50, 20/80 [H6]

Probka Ra [nm] Rq [nm]
80HA/20TA 3,45+ 0,17 421 +0,17
50HA/50TA 2,97 +£0,13 3,88+£0,21
20HA/80TA 2,92 +0,10 3,84 £ 0,09

Okreslitam takze chropowato$¢ filméw otrzymanych z mieszaniny kwasu hialuronowego oraz
kwasu taninowego w stosunku 80/20, 50/50/, 20/80 (tabela 1) [H6]. Zwigkszenie ilosci kwasu
taninowego powoduje zmniejszenie obu parametréw chropowatosci, ktore zachodza w wyniku
zmiany w organizacji tancucha polimerowego kwasu hialuronowego. Tym samym na
powierzchni filmu wystepuje mniej grup funkcyjnych, a w efekcie zmniejsza si¢ jej
chropowatos¢.

Analizujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze dodatek kwasow fenolowych (kwasu
taninowego, kwasu ferulowego oraz kwasu kawowego) do materiatow chitozanowych wptynat
na obnizenie chropowatosci powierzchni materiatlow, ze wzglegdu na roézng budowe
wykorzystanych zwigzkow fenolowych, wystepuja réznice w ilosci oraz sile oddziatywan
tworzacych si¢ miedzy chitozanem a zwigzkiem fenolowym. Z kolei w badaniach wykonanych
dla materiatow otrzymanych z mieszaniny kwasu hialuronowego oraz kwasu taninowego
zaobserwowalam obnizenie chropowatos$ci wraz ze wzrostem zawartosci kwasu taninowego,
podobnie jak w przypadku chitozanu, co oznacza, ze obserwowana tendencja nie zalezy od
rodzaju biopolimeru. Obnizenie chropowatosci powierzchni materiatow w formie cienkich
filméw jest korzystne i moze przyczyni¢ si¢ do poprawy integracji materiatu z otaczajgcym
srodowiskiem. Zestawiajac uzyskane wyniki, moge stwierdzi¢, iz najkorzystniejsze parametry
chropowatosci wykazuje film chitozanowy zawierajacy kwas taninowy w stosunku 20/80.

Kolejnymi istotnymi parametrem charakteryzujagcym powierzchni¢ biomateriatow jest
warto$¢ swobodnej energii powierzchniowe;j, sktadowej polarnej oraz dyspersyjnej, poniewaz
parametry te wptywaja na oddziatywania komorka-materiat [12]. Wyznaczytam kat zwilzania
powierzchni filméw z wykorzystaniem cieczy polarnej oraz niepolarnej, a nastgpnie obliczylam
warto$ci wspomnianych parametrow metodg Owensa-Wendta. Na podstawie uzyskanych
wynikow zauwazylam, ze wraz ze wzrostem ilo$ci kwasu taninowego w materiale ro$nie
swobodna energia powierzchniowa oraz sktadowa polarna (tabela 2) [H3]. Dzieje si¢ tak, ze
wzgledu na charakter hydrofilowy kwasu taninowego [13].

Analizujagc  wartosci uzyskane dla filmow otrzymanych z mieszaniny kwasu
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hialuronowego oraz kwasu taninowego, zauwazylam, ze warto$¢ sktadowej polarnej
zmniejszala si¢ wraz ze wzrostem zawarto$ci kwasu taninowego. Wynika to z faktu, ze kwas
hialuronowy jest wysoce hydrofilowy (logP -6,623) [H6]. Otrzymane zaleznosci wartosci
swobodnej energii powierzchniowej, skladowej polarnej oraz dyspersyjnej zaleza zatem od
polimeru, ktory zostal wykorzystany w mieszaninie z kwasem taninowym do otrzymania

filmow.

Tabela 2. Skiadowa polarna (YsP), dyspersyjna (VsD) oraz swobodna energia powierzchniowa
(Vs) filmow na bazie chitozanu i kwasu taninowego w stosunku 80/20 i 50/50, obliczone na
podstawie pomiaru kqta zwilzania dla wody oraz dijodometanu [H3] oraz filmow otrzymanych

z mieszaniny kwasu hialuronowego oraz kwasu taninowego w stosunku 80/20, 50/50, 20/80

[H6]

Probka YsP [mJ/m?] YsD [mJ/m?] Ys [mJ/m?]

CTS 0,91+ 0,02 28,27 + 0,14 29,19 + 0,16
80CTS/20TA 5,23+ 0,18 29,79 + 0,56 35,03+ 0,74
50CTS/50TA 9,51 + 0,26 28,10 + 0,55 37,61 + 0,80
80HA/20TA 30,22 + 0,50 24,03 + 0,48 54,25 + 0,99
50HA/50TA 16,02 + 0,24 28,15 + 0,31 44,17 + 0,56
20HA/80TA 15,41 + 0,41 27,21 +0,81 42,61 +1,21

Obliczytam takze wartos¢ swobodnej energii powierzchniowej dla filmow chitozanowych z
dodatkiem wybranych zwiazkéw fenolowych przed i po ekspozycji na promieniowanie UVC
(tabela 3) [H2]. Dodatek zwigzkéw fenolowych do chitozanu powoduje wzrost wartosci
sktadowej polarnej, co sugeruje, ze wzrasta hydrofilowos$¢ filmu, w zwigzku z obecno$cig wielu
grup hydroksylowych w ich strukturze. Uzyskane wyniki wskazuja, ze napromieniowanie
powierzchni materialow trwajace 1 1 2 godziny nie powoduje znaczacych zmian warto$ci

swobodnej energii powierzchniowej, sktadowej dyspersyjnej 1 polarne;.
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Tabela 3. Swobodna energia powierzchniowa (ys) sktadowa dyspersyjna (ysD) i polarna (ysP)
filmow chitozanowych z dodatkiem zwigzkow fenolowych przed i po ekspozycji na

promieniowanie UVC, obliczone na podstawie pomiaru kqta zwilzania dla gliceryny oraz

dijodometanu [H2]

Probka YsP[mI/m?]  YsD[mdm?]  Ys[ml/m?]
nienaswietlony

CTS 1,36 £0,15 27,02 + 0,30 28,39 + 0,44
CTS+FA 3,29+0,17 24,40 + 0,15 27,68 + 0,32
CTS+CA 3,76+0,04 25,95+0,12 26,71+ 0,16
CTS+TA 3,44+0,07 27,15+ 0,17 30,58 £ 0,24

naswietlanie przez 1 godz.

CTS 3,64 +0,14 28,13+ 0,48 31,78 £ 0,62
CTS+FA 4,32+0,13 28,76 + 0,18 33,08 £0,31
CTS+CA 2,19+0,16 24,07 +£0,19 26,26 + 0,35
CTS+TA 4,44+0,10 27,38 + 0,27 31,82+ 0,37

naswietlanie przez 2 godz.

CTS 7,36 £ 0,05 26,80 £ 0,12 34,16 £ 0,17
CTS+FA 7,46 +£0,17 28,64 + 0,41 36,10 £ 0,57
CTS+CA 1,94+0,04 25,98 = 0,08 27,92+ 0,12
CTS+TA 3,39+0,09 27,99+0,14  31,39+0,23

Podsumowujac, na podstawie uzyskanych wynikow mozna zauwazy¢, ze wzrost
hydrofilowo$ci materialéw idzie w parze z wzrostem swobodnej energii powierzchniowe;.
Dodatek kwasu taninowego do materialdow chitozanowych przyczynia si¢ do znacznego
wzrostu hydrofilowosci tych materiatéw, co skutkuje jednoczesnym wzrostem swobodnej
energii powierzchniowej. Natomiast im wigksza zawarto§¢ kwasu taninowego w filmie w
porownaniu z kwasem hialuronowym, tym nizsza hydrofilowos¢ 1 energia powierzchniowa,
poniewaz kwas hialuronowy wykazuje silniejszy charakter hydrofilowy niz kwas taninowy.
Poréwnujac parametry powierzchniowe filmow chitozanowych z dodatkiem kwasu ferulowego
oraz kwasu kawowego, stwierdzam, ze obecnos$¢ tych zwigzkow fenolowych w materiale
prowadzi do obnizenia energii swobodnej przy jednoczesnym wzroscie hydrofilowosci. Ta
Jednakze

zalezno$¢ dotyczy materiatow nienaswietlanych promieniowaniem UVC.

wykorzystanie promieniowania jako metody sterylizacji materiatow powoduje zmiany w ich
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wlasciwosciach powierzchniowych, ze wzglegdu na procesy fotodegradacji oraz

fotosieciowania.

Wiasciwosci mechaniczne filmow

Jednym z nadrzednych celow modyfikacji materialéw chitozanowych dodatkiem zwigzkow
fenolowych byta poprawa wlasciwosci mechanicznych materialow wzglegdem materiatow
niemodyfikowanych. Wtasciwosci mechaniczne filmow sg istotne pod katem ich praktycznego
wykorzystania jako materialy opatrunkowe. Po pierwsze, materiaty opatrunkowe muszg by¢
wystarczajagco wytrzymale, aby wytrzyma¢ manipulacje podczas aplikacji 1 zabezpieczy¢
obszar ranowy przed zewnetrznymi czynnikami, takimi jak ruchy ciala czy kontakt z ubraniem.
Po drugie, silne wtasciwosci mechaniczne sg niezb¢dne dla utrzymania integralnosci opatrunku
przez caly okres jego noszenia, co przyczynia si¢ do skuteczno$ci procesu gojenia si¢ rany.
Dlatego wtasnie wtasciwosci mechaniczne filméw sa kluczowe dla ich funkcjonalnosci i
skuteczno$ci jako materialow opatrunkowych.

Na podstawie uzyskanych wynikoéw zauwazytam, ze dodatek zwigzkow fenolowych do
chitozanu zwigksza warto$¢ modutu Younga oraz maksymalnej wytrzymatosci na rozigganie
uzyskanych filméw w porownaniu z materialami chitozanowymi niemodyfikowanymi
zwigzkami fenolowymi (wykres 3). Zwiazki fenolowe moga wptywaé na zmiang ukladu
fancucha polimerowego ze wzgledu na tworzace si¢ wigzania wodorowe migdzy grupami
hydroksylowymi obecnymi w strukturze zwiazkéw fenolowych a grupami hydrofilowymi,
takimi jak grupy aminowe oraz hydroksylowe, znajdujagcymi si¢ w strukturze chitozanu.
Ekspozycja materialow na promieniowanie UVC nieznacznie wplywa na warto§¢ modutu
Younga filmow CTS i CTS+FA po 1 godzinie oraz CTS+FA i CTS+TA po 2 godzinach
ekspozycji na promieniowanie UVC [H2]. W przypadku chitozanu niemodyfikowanego
warto$¢ modutu Younga wzrosta dwukrotnie po 1 godzinie, ze wzgledu na zaj$cie procesu
fotosieciowania. Ekspozycja materialu chitozanowego niemodyfikowanego zwigzkami
fenolowymi przez 1 1 2 godziny powoduje poprawe maksymalnej wytrzymatosci na
rozcigganie. Ekspozycja materiatow na dziatanie promieniowania UVC przyczynia si¢ do
nieznacznego pogorszenia parametréw mechanicznych w zwigzku z zachodzeniem procesu
fotodegradacji. Zauwazytam, ze w przypadku filméw uzyskanych z czystego chitozanu
glownie zachodzi proces fotosieciowania, co przyczynia si¢ do polepszenia wlasciwosSci
mechanicznych filméw w wyniku ekspozycji na promieniowanie UVC. Po dodaniu kwasow

fenolowych zaobserwowatam przewage procesu fotodegradacji, poniewaz ekspozycja grup
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funkcyjnych chitozanu jest nizsza niz w przypadku chitozanu niemodyfikowanego, co
zmniejsza liczbe tworzacych si¢ maloczasteczkowych produktow, ktore nastepnie odparowuja

z powierzchni.
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Wykres 3. Modut Younga (A) i maksymalna wytrzymatos¢ na rozcigganie (B) filmow na bazie
chitozanu (CTS) z kwasem ferulowym (FA), kawowym (CA) i taninowym (TA) probek
nienaswietlanych (0h) i naswietlanych przez 1 (1h) i 2 godziny (2h) [H2]

Celem okres$lenia wilasciwosci mechanicznych filméw, wykonatam takze badanie ich
parametrow mechanicznych filmoéw po zanurzeniu w roztworze SBF (ang. simulated body
fluid, symulowanym ptynie ustrojowym) na 24, 48 oraz 72 godziny (wykres 4) [H3]. Filmy na
bazie chitozanu bez dodatku kwasu taninowego ulegty degradacji zaraz po zanurzeniu. Dla
pozostatych materiatéw maksymalna wytrzymalo$¢ na rozcigganie byla r6zna w zaleznosci od
czasu zanurzenia. Dla probek na bazie chitozanu i kwasu taninowego w stosunku 80/20
zaobserwowatam wzrost maksymalnej wytrzymato$ci na rozcigganie przez pierwsze 24
godziny. Dla kolejnych czaséw zanurzenia wartos$¢ ta zmalata. Dla probek chitozanu i kwasu
taninowego w stosunku 50/50 najpierw zaobserwowatam spadek maksymalnej wytrzymato$ci
na rozcigganie, a po zanurzeniu na 48 godzin jej wzrost. Ten rodzaj materialu ma nizsza
zawarto$¢ chitozanu, dzigki czemu nie jest tak podatny na pgcznienie jak material otrzymany z
mieszaniny chitozanu i kwasu taninowego w stosunku 80/20. Z zanurzonych filméw uwalnia
si¢ kwas taninowy, co skutkuje ciemnieniem roztworu SBF. Jednoczesnie chitozan ulega
solwatacji przez czgsteczki wody, co prowadzi do poprawy parametréw mechanicznych.
Maksymalng warto$¢ omax zaobserwowatam po 72 godzinach zanurzenia w SBF. Po kolejnych
24 godzinach zanurzenia wszystkie probki ulegly znieksztalceniu i nie byto mozliwosci

kontynuowania badan.
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Wykres 4. Maksymalna wytrzymatos¢é na rozcigganie (omax) mierzona dla badanych filméw po

zanurzeniu w SBF na 1, 3, 5, 24, 48 i 72 godziny [H3]
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Wykres 5. Modut Younga (A) oraz maksymalna wytrzymatosé na rozcigganie (B) zmierzona
dla filmow chitozanowych modyfikowanych kwasem kawowym z dodatkiem glikolu
polietylenowego [H4]

Parametry mechaniczne zostaly takze przeze mnie wyznaczone dla filméw chitozanowych
modyfikowanych kwasem kawowym (w stosunku 80/20 oraz 50/50) z dodatkiem glikolu
polietylenowego (10 i 20% wag.) (wykres 5) [H4]. Zaobserwowatam spadek warto§ci modutu
Younga oraz maksymalnej wytrzymato$ci na rozcigganie wraz ze zmniejszeniem iloSci
chitozanu w materiale, jednak dodatek glikolu polietynelowego przyczynil si¢ do poprawy
wlasciwosci mechanicznych filmow. Mozna zatem stwierdzi¢, ze zwigkszenie ilosci kwasu
kawowego w stosunku do chitozanu prowadzi do pogorszenia parametréw mechanicznych
filmoéw, poniewaz w wyniku zanurzenia kwas kawowy jest uwalniany z materialéw, a
jednoczesnie chitozan jest solwatowany przez czasteczki wody. Z kolei wykonanie dodatkowej
modyfikacji filmow, poprzez wprowadzenie glikolu polietylenowego, przyczynia si¢ do
wzrostu warto$ci modutu Younga oraz maksymalnej wytrzymatosci na rozcigganie materiatow,
poniewaz uwalnianie kwasu kawowego jest ograniczone przez obecnos¢ glikolu

polietylenowego.
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Parametry mechaniczne filmow, takie jak nanotwardo$¢ i modut Younga, wyznaczytam
metoda nanoindentencji filméw na bazie kwasu hialuronowego oraz kwasu taninowego
(wykres 6) [H6]. Stosunek kwasu hialuronowego do kwasu taninowego w istotny sposéob
wplywal na oba badane parametry mechaniczne. Wzrost zawartosci kwasu taninowego
znaczaco poprawia odporno$¢ mechaniczng i zwigksza modul Younga, natomiast odwrotny
efekt zaobserwowatam w przypadku zwigkszenia zawartosci kwasu hialuronowego. Wynika to

z ilosci tworzacych si¢ oddziatywan pomiedzy grupami funkcyjnymi obu komponentow.

80HA20TA { |« 80HA/20TA

I

20HA/BO0TA A H<| 20HA/B0TA - e

SOHA/S0TA A H* S50HA/50TA

0 é "‘ é 0 1‘0 2‘0 3‘0 4‘0 5‘0 60
Nanohardness (GPa) Young Modulus (GPa)
Wykres 6. Wiasciwosci mechaniczne badane metodg nanoindentencji filmow otrzymanych z

mieszaniny kwasu hialuronowego oraz kwasu taninowego w stosunku 80/20, 50/50, 20/80 [H6]

Podsumowujac, modyfikacja chitozanu poprzez dodatek zwigzkow fenolowych prowadzi do
poprawy wiasciwosci mechanicznych materialdéw co sugeruje, ze tego typu modyfikacja moze
by¢ korzystna w kontekscie ich zastosowan. Ekspozycja materialtow na dziatanie
promieniowania UVC przyczynia si¢ do nieznacznego pogorszenia parametrow
mechanicznych. Wtasciwo$ci mechaniczne filméw po zanurzeniu w SBF zmienialy si¢ w
czasie. Najwigkszg roznice warto$ci maksymalnej wytrzymalosci na rozcigganie uzyskang dla
badanych materialtow zaobserwowatam po 24 godzinach od zanurzenia. Wykonanie
dodatkowej modyfikacji filméw na bazie chitozanu z kwasem kawowym poprzez
wprowadzenie glikolu polietylenowego przyczynia si¢ do wzrostu modutu Younga oraz
maksymalne] wytrzymalosci na rozcigganie uzyskanych materialow. Z kolei najwyzsza
warto$¢ nanotwardosci 1 modulu Younga, wyznaczonych metoda nanoindentencji, wykazat
film na bazie kwasu hialuronowego oraz kwasu taninowego w stosunku 20HA/80TA. W
wyniku deformacji materiatu poprzez dziatanie wglebnika, wigzania wodorowe migdzy
kwasem hialuronowym a kwasem taninowym zostajg zerwane i natychmiast tworza si¢ nowe

wigzania, co wplywa na polepszenie integralnosci strukturalnej uzyskanego materiatu.
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Wiasciwosci biologiczne uzyskanych filmow

Badanie Zywotnosci komorek

Majac na uwadze jak wazne sg badania biozgodnosci w zwigzku z potencjalnym
wykorzystaniem otrzymanych przeze mnie materialdow jako materialy opatrunkowe Ilub
powloki implantow metalicznych, nawigzalam wspotprace z prof. dr hab. Anna Osyczka
(Uniwersytet Jagiellonski), dr hab. Konradem Kleszczynskim (University of Miinster, Niemcy)
oraz dr Marcinem Wekwejtem (Politechnika Gdanska). Umozliwito mi to ich wykonanie.
Osobiscie nadzorowatam prowadzenie badan biologicznych, dostarczatam materialy do analiz,
podejmowatam decyzje dotyczace metod sterylizacji, wyboru rodzaju komoérek oraz selekcji

testow, a takze wspolnie z zespotem naukowym interpretowatam uzyskane rezultaty.

Podczas prowadzonych badan zbadatam odpowiedz komoérkowa na otrzymane materiaty
chitozanowe zawierajace kwas taninowy w stosunku 80/20, 50/20 oraz 20/80. Badania
wykonatam z wykorzystaniem réznych typow komorek, takich jak pierwotne ludzkie
mezenchymalne komoérki pochodzenia szpikowego (BMSC), HaCaT (spontanicznie
transformowane aneuploidalne niesmiertelne komorki keratynocytow), MNT-1 (ludzki
czerniak wysokopigmentowany), SK-MEL-28 (ludzki zto§liwy czerniak amelanotyczny) oraz
Saos-2 (ludzki kostniakomigsak). Pozwolilo to na okreslenie czy material wykazuje
zroznicowany wplyw na zywotno$¢ komorek w zaleznosci od typu linii komorkowej [H1].
Uzyskane wyniki wskazaly na wyzsza zywotno$¢ komorek w kontakcie z materiatami
otrzymanymi z chitozanu i kwasu taninowego w stosunku 20/80 oraz 50/50, w poréwnaniu z
materiatami w stosunku 80/20 (wykres 7). Z kolei zywotno$¢ komorek nowotworowych MNT-
1 oraz SK-MEL-28 na poziomie 30-40% w kontakcie z materiatem 80CTS/20TA wskazuje, ze

moga one by¢ skuteczne w przypadku terapii nowotworowych.
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Wykres 7. Aktywnos¢ metaboliczna roznych typow komorek (MNT-1, SK-MEL-28, Saos-2,
HaCaT, BMSC) hodowanych przez 6 dni na materiatach na bazie chitozanu oraz kwasu
taninowego [H1]

Filmy otrzymane z mieszaniny kwasu hialuronowego oraz kwasu taninowego w stosunku 80/20
oraz 20/80 zahamowaty wzrost komorek hFOB 1.19 o ~50%, ale nie byly cytotoksyczne,
poniewaz uwalnianie LDH nie byto podwyzszone (wykres 8) [H6]. Z kolei film na bazie
mieszaniny 50HA/50TA okazat si¢ by¢ najbardziej cytokompatybilny, poniewaz nie zmniejszat

wzrostu komorek ani nie powodowat zwiekszenia uwalniania LDH w stosunku do kontroli.
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Wykres 8. Wplyw filméw otrzymanych z mieszaniny kwasu hialuronowego oraz kwasu
taninowego w stosunku 80/20, 50/50, 20/80, na cytokompatybilnos¢ komorek hFOB 1.19

(Zywotnos¢ komorek i uwalnianie dehydrogenazy mleczanowej) po 72h hodowli [H6]
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Najwyzszg zywotno$¢ komorek na poziomie 170% dla SK-MEL-28, 110% dla SK-MEL-28,
80% dla HaCaT, oraz 70% dla BMSC, uzyskatam dla materialow otrzymanych z mieszaniny
chitozanu, oraz kwasu taninowego w stosunku 50/50. Z kolei sposréd materiatow
zawierajacych kwas hialuronowy najwyzsza zywotnos¢ komorek hFOB 1.19 zaobserwowatam
w przypadku materialdow zawierajacych kwas taninowy w stosunku 50/50 do kwasu
hialuronowego. Swiadczy to o poprawie cytokompatybilnosci materiatéw w wyniku ich

modyfikacji dodatkiem kwasu taninowego.

Wiasciwosci przeciwbakteryjne filmow

W ramach prowadzonych badan ocenitam hamowanie rozwoju bakterii w kontakcie z
materiatem, jak rowniez okredlitam, czy ekspozycja materiatow na promieniowanie UVC
wplywa na rozwoj bakterii na ich powierzchni [H2]. Hamowanie wzrostu bakterii oceniatam
poprzez pomiar zmgtnienia hodowlanego bulionu bakteryjnego z uzyciem badanych
materiatow, wedhug standardow McFarlanda [14]. Dodatek zwiazkow fenolowych nie wptynat
na zahamowanie wzrostu bakterii Staphylococcus aureus. W przypadku filméw naswietlanych
promieniowaniem UVC zaobserwowatam poprawe whasciwosci przeciwbakteryjnych filmow
z dodatkiem kwasu taninowego oraz kwasu ferulowego, zarowno dla naswietlania przez 1, jak
I 2 godziny. W przypadku Escherichia coli filmy na bazie chitozanu zawierajacego kwas
kawowy i ferulowy charakteryzowaty si¢ znacznie wigkszym zahamowaniem rozwoju bakterii
w porownaniu do filmoéw bez dodatku kwasow fenolowych.

Analizujac uzyskane wyniki hamowania wzrostu bakterii po ekspozycji materiatow na
dziatanie promieniowania UVC zaobserwowatam polepszenie wiasciwosci antybakteryjnych
otrzymanych filméw polimerowych. Badania pozwolily zatem potwierdzi¢ skutecznosé
sterylizacji filmoéw chitozanowych modyfikowanych wybranymi zwigzkami fenolowymi
(kwasem kawowym, taninowym oraz ferulowym) z wykorzystaniem promieniowania UVC o
dhugosci fali 254 nm.

Kolejne etapy badan dotyczyly filméw chitozanowych modyfikowanych kwasem
taninowym, ktoére poddatam badaniom z wykorzystaniem bakterii Staphylococcus aureus [H3].
Hamowanie wzrostu bakterii oceniatam wedtug standardow McFarlanda [14]. W przypadku
bakterii inkubowanych w kontroli (bez filmu) zaobserwowatam ich szybkie namnazanie do 4
MSi w ciggu 4 godzin, co odpowiada 12x108 CFU/mlI. Podobne wyniki uzyskatam dla filméw
50CTS/50TA. Natomiast w przypadku innych materiatéw (L00CTS i 80CTS/20TA) wzrost

bakterii byt spowolniony. Dla przyblizenia skali oszacowatam, ze filmy hamuja wzrost bakterii
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0 14% i 25% przy 2-godzinnej inkubacji, co odpowiada okoto 1,2x10® CFU i 2,2x10® CFU
(tabela 4). Istotne zahamowanie wzrostu bakterii w poczatkowej fazie inkubacji z materialem

odnotowatam przy wigkszej zawarto$ci chitozanu.

Tabela 4. Wplhyw materiatu na ilos¢ bakterii Staphylococcus aureus [H3]

Staphylococcus aureus
Czas Probka
[godz.] Kontrola
100CTS 80CTS/20TA \ 50CTS/50TA
0 15
2 2,93 2,14* 2,51* 2,85
4 >4 3,47* 3,86 >4
6 >4 >4 >4 >4

Pomimo udokumentowanej aktywnosci przeciwbakteryjnej kwasu taninowego [15] otrzymane
wyniki badan $wiadcza o przewazajacej aktywnos$ci chitozanu w badanych materiatach.
Wedlug literatury chitozan wykazuje wilasciwosci bakteriobojcze [16-18]. Istnieja trzy
proponowane modele zrozumienia przeciwdrobnoustrojowego dziatania chitozanu. Pierwszym
z nich jest interakcja migdzy kationami a ujemnie natadowanymi btonami komoérkowymi
drobnoustrojéw. W interakcji posredniczg grupy NHs" i aniony, prawdopodobnie poprzez
konkurowanie z Ca?* 0 miejsca elektroujemne na powierzchni membrany. Sprzyja to zmianom
wlasciwosci blony 1 hamuje rozwdj bakterii. Innym proponowanym mechanizmem jest
wigzanie chitozanu z DNA drobnoustroju 1 hamowanie syntezy mRNA 1 bialek. Trzecim
mechanizmem jest chelatacja metali, supresja pierwiastkow zarodnikowych i1 wigzanie
sktadnikow odzywczych niezbednych do wzrostu drobnoustrojow [19]. Doktadny mechanizm
dziatania nie jest znany, jednak aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa chitozanu w pierwszych
godzinach po implantacji odgrywa kluczowa role w ograniczaniu infekcji. Jest to szczegdlnie
wazne, poniewaz wystgpienie infekcji moze skutkowaé odrzuceniem implantu 1 p6Zniejsza
reoperacja [20]. W zwigzku z aktywnos$cig przeciwbakteryjng chitozanu istotne jest
wykorzystanie zwigzkow sieciujacych, ktore nie beda hamowac lub neutralizowac tego efektu.
Badania wykazaty, ze wprowadzenie do matrycy chitozanowej zwigzkow fenolowych, nie
wplywa na inhibicje aktywnosci przeciwbakteryjnej chitozanu.

Dodatkowo dokonatam oceny biofilmu utworzonego po zanurzeniu materialtow w roztworze
bakteryjnym Staphylococcus aureus. Biofilm zostal przeze mnie zbadany za pomoca
skaningowego mikroskopu elektronowego. Na powierzchni filméw SOCTS/S0TA i

80CTS/20TA zaobserwowatam bakterie oraz utworzenie biofilmu. Okazato si¢ jednak, ze im
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wigcej chitozanu zawieral material, tym mniej bakterii byto obecnych na powierzchni
materiatoéw. Uzyskane wyniki dotyczace wplywu chitozanu na blokowanie adhezji bakterii sa
zgodne z literaturg [21-23].

Podjetam takze probe okreslenia aktywnosci przeciwbakteryjnej kwasu kawowego jako
modyfikatora materiatu na bazie chitozanu zawierajacego takze glikol polietylenowy [H4]. W
wyniku inkubacji materialow przez 24 godziny stwierdzitam redukcje liczby zywych bakterii
w wymaganym zakresie (R > 2), co oznacza, ze wszystkie badane materiaty majg wtasciwosci

bakteriobojcze (wykres 9).
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Wykres 9. Dzialania bakteriobojcze wobec Staphylococcus aureus (SA) oraz Escherichia coli
(EC). Linig przerywang okreslono minimalny zakres, by zaklasyfikowaé¢ materialy jako

bakteriobdjcze [H4]
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Wykres 10. Zahamowanie wzrostu bakterii podczas inkubacji z filmami otrzymanych z
mieszaniny kwasu hialuronowego oraz kwasu taninowego w stosunku 80/20, 50/50, 20/80: A)
Staphylococcus aureus i B) Eschericha coli [H6]
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Filmy otrzymane z mieszaniny kwasu hialuronowego oraz kwasu taninowego wykazywaly
wlasciwos$ci przeciwbakteryjne zarowno wobec Staphylococcus aureus, jak i Escherichia coli
i przyczynily si¢ do spowolnienia ich wzrostu (wykres 10) [H6]. Zaobserwowatam, ze filmy
otrzymane z mieszaniny 20HA/80TA ulegly catkowitemu rozpuszczeniu w trakcie testu, co
moze mie¢ wplyw na uzyskane wyniki. Najskuteczniejsze dzialanie hamujace na
Staphylococcus aureus (~10%) zaobserwowano dla filmow S50HA/50TA, natomiast na
Escherichia coli (~14%) - dla filméw 20HA/80TA.

Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, iz filmy zawierajace zwiazki fenolowe, takie
jak kwas taninowy, kwas ferulowy oraz kwas kawowy wykazuja aktywnos¢ przeciwbakteryjna,
zarbwno wobec szczepow baketrii gram dodatnich, jak i ujemnych. Aktywno$¢ ta jest
podyktowana wystepowaniem wigzan wodorowych, ktérych zerwanie powoduje uwalnianie
zwigzkow fenolowych odpowiedzialnych za aktywno$¢ przeciwbakteryjng. Uzyskane wyniki
wskazuja na odpowiedni dobdr metody otrzymywania filmow, jak i doboru czynnikow
sieciujagcych, ktorych uwalnianie z matrycy jest mozliwe i warunkuje ich aktywnos¢
przeciwbakteryjna.

Dodatkowo ekspozycja materiatow na dziatanie promieniowania UVC wplywa
pozytywnie na wiasciwosci przeciwbakteryjne otrzymanych filméw polimerowych, poprzez
zmian¢ parametréw powierzchniowych materiatow na drodze fotosieciowania. W rezultacie,
osiggnetam efekt synergii miedzy promieniowaniem UVC a zastosowanymi zwigzkami
fenolowymi oraz ako pierwsza dokonatam pordéwnania aktywno$ci przeciwbakteryjnej

wykorzystanych srodkow sieciujacych w odniesieniu do materiatow biopolimerowych.

Biodegradacja filmow chitozanowych modyfikowanych kwasem taninowym

Kontynuujagc badania z udziatem mikroorganizmow, zbadatam ich role w wybranych
srodowiskach (gleba i kompost) w procesie biodegradacji materiatdow na bazie chitozanu i
kwasu taninowego [H5], co jest istotne przy rozwazaniach mozliwosci utylizacji otrzymanych
przeze mnie materialow. Badania byly prowadzone we wspotpracy z dr hab. Marig Swiontek
Brzezinska, prof. UMK (Wydziat Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych UMK). Osobiscie
nadzorowatam prowadzenie badania, dostarczatam materiaty do analiz, podejmowatam decyzje
dotyczace metod warunkoéw procesu, a takze wspdlnie z dr hab. Marig Swiontek Brzezinska

interpretowatam uzyskane rezultaty.

Biodegradacje filméw przeprowadzono metoda respirometryczng z wykorzystaniem

aparatury OxiTop. Zbadatam takze adhezj¢ mikroorganizméw do powierzchni materiatow
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wykonujac obserwacj¢ skaningowym mikroskopem elektronowym. Kolejnym etapem byta
identyfikacja bakterii, ktore znajdowaty si¢ na powierzchni filmow. W wyniku prowadzonych
badan stwierdzitam, Ze ilo$¢ tlenu potrzebna mikroorganizmom w glebie i komposcie wzrastata
wraz z wydhuzaniem si¢ czasu inkubacji (wykres 11). Badane materiaty ulegaty degradacji w
réznym tempie i w réznym stopniu zaleznie od §rodowiska, zaréwno w glebie jak i komposcie.
Po 14 dniach od rozpoczecia procesu biodegradacji zaobserwowalam tworzenie si¢ biofilmu na

filmach w glebie i komposcie.

(a)

1200
1000
20
= 800
E 600
400
200
0
2 4 6 8 10 12 14 days
mcontrol mBOCTS/20TA  wm50CTS/50TA
(b)
1200
1000
=11
=, 800
@]
en
z 600
400
ol |1 [ I“
[1]
2 4 6 8 10 12 14 days

mcontrol = 80CTS/20TA  m50CTS/50TA

Wykres 11. Biologiczne zapotrzebowanie tlenu przez mikroorganizmy w glebie (a) i
komposcie (b) w obecnosci filmow 50CTS/50TA i 80CTS/20TA [H5]
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Przy pomocy obrazowania skaningowym mikroskopem elektronowym zaobserwowatam
zmiany, ktére wynikaty z adhezji mikroorganizméw do filméw oraz ich uszkodzenia, bedace
wynikiem ich aktywnos$ci metabolicznej bakterii. Najmniejsze zmiany zaobserwowatam dla

materiatu otrzymanego z chitozanu i kwasu taninowego w stosunku 80/20 (rysunek 2).

(d) (¢)

Rysunek 2. Zdjecia SEM filmow: 50CTS/50TA przed biodegradacjg (a), S0CTS/50TA podczas
degradacji w glebie (b), 50CTS/50TA podczas degradacji w komposcie (c), 80CTS/20TA
przed biodegradacjq (d), 80CTS/20TA podczas degradacji w glebie (e), S0CTS/20TA podczas

degradacji w komposcie (f), powigkszenia 1000x [H5]

Wykonatam takze analize FTIR-ATR w celu okreslenia w jaki sposob dochodzi do degradacji
materiatu [H5]. Na widmie, ktore wykonatam dla filmoéw otrzymanych z chitozanu i kwasu
taninowego przed degradacja zaobserwowatam pasmo przy 1289 cm™, odpowiadajace
wigzaniu C-O-C, wchodzacemu w sktad tancucha polimerowego. Po degradacji
mikrobiologicznej pasmo jest nadal obecne, jednak ma inny ksztaltt, co moze sugerowac, ze to
wigzanie zostato przerwane w wyniku dziatania mikroorganizméw. Inna zmiana dotyczyta
pasma przy 1021 cm charakterystyczne dla grup COH i CH,OH. Liczba falowa wzrosta po
procesie degradacji dla kazdego rodzaju mikroorganizmu (GCTS1, GCTS2, KCTS2), a
intensywno$¢ zwiekszyta si¢. Wedtug mnie wzrosta liczba tych grup, co $wiadczy o degradacji
tancucha polimerowego. Dodatkowo zidentyfikowatam szczepy bakterii odpowiedzialne za

degradacje materiatow, na podstawie analizy sekwencji genu kodujacego 16S rRNA (tabela 5).
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Tabela 5. Identyfikacja bakterii tworzgcych biofilm na powierzchni materiatow [H5]

Szczep Pochodzenia szczepu

Acinetobacter calcoaceticus GTA2 szczepy wyizolowane z biofilmu
Bacillus mycoides GTA7 probki 50CTS/50TA podczas
Pseudomonas arsenicoxydans GTA8 biodegradacji w glebie

Pseudomonas laurylsulfativorans GTA9

Pseudomonas hunanensis KTA1 szczepy wyizolowane z biofilmu
Pseudomonas psychrophila KTA3 probki 50CTS/50TA podczas

biodegradacji w komposcie
Pseudomonas mohnii GCTS1 szczepy wyizolowane z biofilmu
Acinetobacter calcoaceticus GCTS2 probki 80CTS/20TA podczas
Brevibacillus laterosporus GCTS9 biodegradacji w glebie

Sphingobacterium kitahiroshimense KCTS2  szczepy wyizolowane z biofilmu
Stenotrophomonas humi KCTS3 probki 80CTS/20TA podczas

biodegradacji w komposcie

Omowione powyzej badania dotyczace biodegradacji pozwalajg stwierdzi¢, iz materialy na
bazie chitozanu oraz kwasu taninowego sa trudne w degradacji. Dzieje si¢ tak, poniewaz kwas
taninowy oraz chitozan wykazujg dziatanie przeciwbakteryjne, przez co aktywnos¢ bakterii w
odniesieniu do degradacji materiatow jest zahamowana. Identyfikacja szczepoéw bakterii
pozwolitaby w przyszlo$c na opracowanie preparatu przyspieszajacego degradacj¢ tego typu

materialow.

Wiasciwosci fizvkochemiczne materialow w formie skafoldow

Badania nad charakterystyka filmoéw biopolimerowych modyfikowanych zwigzkami
fenolowymi potwierdzity uzyskanie wtasciwosci, ktore sa cenne w kontekscie ich medycznego
zastosowania. Rozwijajac projektowanie i produkcje materiatdow do inzynierii tkankowej,
opracowatam materiaty biopolimerowe w formie skafoldow, modyfikowanych zwigzkami

fenolowymi, wykorzystujac przy tym technike liofilizacji.

Badania nad charakterystyka filméw biopolimerowych modyfikowanych zwigzkami
fenolowymi potwierdzity uzyskanie wtasciwos$ci cennych dla ich medycznego zastosowania.

Idac naprzeciw zapotrzebowaniu na nowoczesne materialty do inzynierii tkankowe;,
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opracowalam biopolimerowe skafoldy, modyfikowane zwigzkami fenolowymi, z mysla o ich
potencjalnym zastosowaniu jako rusztowania dla tkanki migkkiej, korzystajac z techniki

liofilizacji.

Wiasciwosci mechaniczne skafoldow

Wiasciwosci mechaniczne skafoldow wyznaczytam poprzez $ciskanie probek z uzyciem
maszyny wytrzymatosciowej. Wyniki uzyskane dla materiatow  chitozanowych
modyfikowanych zwigzkami fenolowymi wskazujg na wzrost parametrow mechanicznych,
takich jak modut Younga oraz maksymalna sita $ciskajaca. W wyniku modyfikacji chitozanu
kwasem galusowym (GA) odnotowatam wzrost warto$ci modutu Younga o ponad 11 kPa. W
przypadku dodatku kwasu ferulowego (FA) parametr ten wzrost 0 8 kPa, a dodatek kwasu
taninowego (TA) spowodowat wzrost modutu Younga 0 13 kPa (tabela 6). Najwyzsza wartos$¢
maksymalnej sily $ciskajacej wykazaly materialy chitozanowe zawierajace kwas galusowy
[H7].

Tabela 6. Parametry mechaniczne uzyskane dla skafoldow takie jak modut Younga (Emod) Oraz
maksymalng site Sciskajgcq (Fmax) [H7]
Probka Emod [kPa] Fmax [N]
CTS 19,41+0,21 0,75+0,09
CTS+GA 30,61+0,17 1,28+0,02
CTS+FA 27,74+0,12 097+0,11
CTS+TA 3242+0,35 121+0,14

Parametry mechaniczne oznaczylam takze dla porowatych materiatéw chitozanowych
modyfikowanych glioksalem, po zanurzeniu ich w roztworze kwasu taninowego o st¢zeniu 2,
5, 10 oraz 20% wag. (wykres 12) [H8]. Glioksal zostat przeze mnie zaproponowany jako srodek
sieciujacy, poniewaz zwigzki z grupy aldehydow sa jednymi z najlepszych zwiazkow
sieciujacych polisacharydy, a glioksal charakteryzuje si¢ mniejszg toksyczno$cig niz aldehyd
glutarowy [24]. Zwiazki te majg zdolno$¢ do reagowania z grupami aminowymi znajdujacymi
si¢ w tancuchu polimerowym, z utworzeniem wigzan kowalencyjnych. Uzyskane przeze mnie
wyniki wskazuja na brak réznic we wiasciwosciach mechanicznych skafoldow przed i po
zanurzeniu w roztworze kwasu taninowego, co potwierdza jak skutecznym $rodkiem

sieciujgcym jest glioksal.
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Wykres 12. Parametry mechaniczne materiatow chitozanowych modyfikowanych glioksalem

przed zanurzeniem oraz po zanurzeniu w roztworach TA o réznym stezeniu [H8]

Materialy chitozanowe zmodyfikowatam poprzez wprowadzenie do matrycy kolagenu (w
stosunku 50/50), glikozaminoglikanow (5% wag.), kwasu taninowego (5 oraz 20% wag.) oraz
bioszkta 45S5 (5 i 10% wag.) [H9]. Uzyskane wyniki (wykres 13) pozwolity na wyciagniecie
wniosku, ze im wigksza ilos¢ kwasu taninowego obecnego w materiale, jak i bioszkta, tym
lepsze parametry mechaniczne uzyskanych skafoldow. Dzieje si¢ tak na skutek podwdjnego

sieciowania zachodzacego migdzy polimerami a kwasem taninowym oraz bioszktem.
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Wykres 13. Parametry mechaniczne wyznaczone dla skafoldow: 1-
CTS/Coll+5%GAG+5%TA, 2-CTS/Coll+5%GAG+20%TA, 3-
CTS/Coll+5%GAG+5%TA+5%bioszkia, 4-CTSIColl+5%GAG+20%TA+5%b bioszkia, 5-
CTS/Coll+5%GAG+5%TA+10% bioszkia, 6-CTS/Coll+5%GAG+20%TA+10% bioszkia
[H9]
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Analizujagc uzyskane wyniki, zauwazytam, ze dodatek zwigzkow fenolowych polepsza
wlasciwo$ci mechaniczne badanych skafoldow, takie jak modul Younga oraz maksymalna sita
sciskajaca w porownaniu do materialdéw niemodyfikowanych. Jest to wynikiem oddziatywan
zachodzacych miedzy grupami funkcyjnymi biopolimerow a grupami funkcyjnymi obecnymi
w strukturze zwigzkow fenolowych. Ponadto, wprowadzenie bioszkta do matryc polimerowych
poprawito ich parametry mechaniczne dzicki podwdjnemu usieciowaniu materiatu
biopolimerowego. Moge zatem wnioskowaé, ze modyfikacja materialdéw chitozanowo-
kolagenowych w postaci skafoldow poprzez dodatek kwasow fenolowych oraz bioszkiet
przyczynia si¢ do poprawy ich parametréw mechanicznych. Sieciowanie materiatow
chitozanowych glioksalem charakteryzowaly si¢ statymi wartosciami modutu Younga oraz sity
Sciskajacej, niezmiennymi po zanurzeniu materialdw w roztworach kwasu taninowego o

réznych stezeniach.

Wiasciwosci biologiczne uzyskanych skafoldow

Badanie Zywotnosci komorek

Wyniki badania zywotnosci komorek w kontakcie z materiatami chitozanowymi podwdjnie
usieciowanymi poprzez dodatek glioksalu oraz przez zanurzenie w roztworze kwasu
taninowego o stgzeniu roztworu 2, 5, 10 oraz 20% wag. w wodzie przedstawione sg na wykresie
14 [H8]. Wyniki wskazujg, ze materiat po zanurzeniu w 20% roztworze kwasu taninowego
wykazuje zwigkszong cytotoksycznos¢ w stosunku do materiatu kontrolnego zanurzonego w

wodzie.

(% wg. kontroli)
2

2ywotnosé komorek

c T T T T
xi\é'?‘ :g\"«?- \6\ ;\?‘ ‘§\ ;\?‘
Wykres 14. Zywotnosé¢ komérek hPDL na badanych hydrozelach po 24 godzinach hodowli.

Wyniki wyrazono jako % zmiany zywotnosci komorek w porownaniu z hydrozelem bez kwasu
V Y J y Zy p 3%

taninowego [H8]
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Biokompatybilno$¢ materialdéw na bazie chitozanu i kolagenu modyfikowanych kwasem
taninowym, bioszklem oraz glikozaminoglikanami wyizolowanymi ze skor rybich zbadanych
dla komorek mezenchymalnych (MSC) za pomocg testu MTS. Prace byly prowadzone w
ramach badan wstepnych do projektu finansowaniego z Narodowego Centrum Badan i
Rozwoju w ramach konkursu Tango V, ktorego bytam kierownikiem. Stwierdzitam wzrost
zywotno$ci komorek dla rusztowan z 20% dodatkiem kwasu taninowego w poroéwnaniu do
dodatku 5% o okoto 30% dla wszystkich badanych materiatow (wykres 15). Nie zauwazytam,
aby obecnos¢ bioszkla miata jakikolwiek wpltyw na zywotnos¢ komorek w obecnosci kwasu
taninowego. Ponadto zywotno$¢ komorek okreslona podczas eksperymentu z dodatkiem kwasu
askorbinowego (ASC) i deksametazonu (DEX) nie wywotala istotnych zmian w przypadku
rusztowan z kwasem taninowym i bez niego. Mozna zatem zatozy¢, ze odpowiedz komorek nie
byta stymulowana przez dodatek ASC i DEX. Jest to ciekawy aspekt 1 potwierdza, ze

rusztowania usieciowane kwasem taninowym sg wysoce biokompatybilne [H9].
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Wykres 15. Zywotnos¢ komérek MSC w kontakcie z materiatami: 1-
CTS/Coll+5%GAG+5%TA, 2-CTS/Coll+5%GAG+20%TA, 3-
CTS/Coll+5%GAG+5%TA+5%Dbioszkto, 4-CTS/Coll+5%GAG+20%TA+5%bioszkto, 5-
CTS/Coll+5%GAG+5%TA+10%bioszkto, 6-CTS/Coll+5%GAG+20%TA+10%bioszkfo[H9]

Skafoldy na bazie kolagenu modyfikowanego roéznymi zwigzkami fenolowymi (kwasem
kawowym, kwasem ferulowym oraz kwasem galusowym) poddatam analizie komorkowe;j
celem okreslenia ich biokompatybilnosci (wykres 16) [H10]. Wyniki badan wskazuja, ze
Coll+CA i Coll+GA nie wywieratly dziatania cytotoksycznego na ludzka lini¢ komodrek
osteoblastycznych hFOB 1.19. Z drugiej strony zaobserwowano wzrost zywotnosci komorek
hodowanych na rusztowaniach wzbogaconych w kwas kawowy o 40% w stosunku do TCP.
Skafoldy modyfikowane kwasem ferulowym (Coll+FA) okazaly si¢ cytotoksyczne dla
komorek. Wystapit znaczny wzrost uwalniania LDH z uszkodzonych komoérek, ktéoremu

towarzyszyt spadek wzrostu komorek.
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Wykres 16. Zywotnosé komérek MSC w kontakcie z materiatami otrzymanymi na bazie
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kolagenu (coll) modyfikowanego kwasem kawowym (CA), kwasem ferulowym (FA) oraz

keasem galusowym (GA) [H10]

Dla materiatow na bazie chitozanu oraz kwasu taninowego modyfikowanych glioksalem (2 i
5% wag.) okreslitam cytotoksycznos¢ z wykorzystaniem komoérek (PDLSCs, komorki
macierzyste wigzadta ozebnowego) metodg in vitro (wykres 17) [H11]. W przypadku
skafoldow na bazie chitozanu i kwasu taninowego w stosunku 80/20 dodatek glioksalu wptynat
na poprawe zywotnosci komorek o 100% dla materiatow z 1% dodatku glioksalu, i az
trzykrotne zwigkszenie zywotnosci dla skafoldow z 5% dodatku glioksalu w stosunku do

materiatu bez glioksalu.

% zywotnosci wzgledem kontroli

Wykres 17. Aktywnos¢ metaboliczna PDLSC hodowanych na rusztowaniach wykonanych z
roznych proporcji (80/20, 50/50 lub 20/80) chitozanu i kwasu taninowego z 1 lub 5%
dodatkiem glioksalu [H11]
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Uzyskane wyniki wskazuja, iz materialy chitozanowe modyfikowane glioksalem, po
zanurzeniu w roztworze kwasu taninowego o stezeniach 2, 5, 10 oraz 20%, nie wykazatly
dziatania cytotoksycznego. Wprowadzenie kwasu taninowego do matrycy polimerowej na
etapie przygotowania skafoldu rowniez nie wptywa cytotoksycznie na material. Komorki w
kontakcie z materiatami kolagenowymi z dodatkiem kwasu kawowego, kwasu ferulowego oraz
kwasu galusowego wykazaly zywotno$¢ na poziomie wyzszym niz 70%, co $wiadczy o
cytokompatybilnos$ci materiatléw. Z kolei wykorzystanie glioksalu jako dodatkowego czynnika
sieciujgcego materialy na bazie chitozanu oraz kwasu taninowego wplyneto korzystnie na
zywotno$¢ komorek, szczegélnie w przypadku materiatlow otrzymanych z mieszaniny

chitozanu z kwasem taninowym w stosunku 80/20.

Badania kompatybilnosci skafoldow z krwigq

Badania kompatybilno$ci materiatow z krwig sg istotne ze wzglgdu na potencjalne
zastosowania tych materiatow w kontaktach z uktadem krwiono$nym. Ocena kompatybilno$ci
obejmuje sprawdzenie, czy materiat nie wywotuje niepozadanych reakcji immunologicznych,
oraz czy nie powoduje niepozadanych interakcji z czerwonymi krwinkami, wywolujac
hemolize. Wedtug normy ASTM F756-00 materiaty wykazujace hemolize powyzej 5% mozna
zaklasyfikowac¢ jako hemolityczne, a zatem nie powinny mie¢ dtugotrwalego kontaktu z krwia
[25]. Z kolei materiaty wykazujace stopien hemolizy ponizej 2% mozna zaklasyfikowac jako
niechemolityczne, a materiaty o stopniu hemolizy w zakresie 2-5% jako lekko hemolityczne.

Materialy chitozanowe modyfikowane kwasem taninowym oraz glioksalem poddano
badaniom kompatybilnosci z krwig [H11]. Badania wykazaly, iz wszystkie otrzymane
materiaty sg niehemolityczne, odnoszac si¢ do normy ASTM F756-00 wykazujace hemoliz¢
ponizej 2%. Podobnie materiaty chitozanowe modyfikowane kwasem galusowym, kwasem
ferulowym oraz kwasem taninowym wykazaty brak dziatania hemolitycznego [H7]. Materiaty
kolagenowe modyfikowane kwasem kawowym (CA), kwasem ferulowym (FA) oraz kwasem
galusowym (GA) takze wykazaty brak dziatania hemnolitycznego [H10].

Wszystkie materiaty, ktore poddano badaniu ich kompatybilnosci z krwia, okazaty si¢
niehemolityczne. Moga wiec znalez¢é zastosowanie w kontakcie z krwiag, co ma miejsce w

przypadku proponowanego ich zastosowania w inzynierii tkankowe;.
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Badanie biokompatybilnosci na modelu zwierzecym

Prace eksperymentalne zwigzane 2z okresleniem biokompatybilno$ci materiatow
chitozanowych modyfikowanych wybranymi kwasami fenolowymi [H7] oraz materiatow
kolagenowych z dodatkiem wybranych kwasow fenolowych [H10] poprzez implantowanie
skafoldow w organizm zwierzgcy zostaly wykonane we wspodtpracy z prof. dr hab. Izabela
Polkowska (Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie) oraz dr hab. Iwong Otrockg-Domagala,
prof. UWM (Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie). Celem badan byto potwierdzenie
biozgodno$ci otrzymanych przeze mnie materiatdéw pod katem ich zastosowan w inzynierii
tkankowej jako substytutow tkanek migkkich. Osobiscie nadzorowatam prowadzenie badania
na modelu zwierzecym, dostarczalam materiaty do analiz, podejmowatam decyzje dotyczace
miejsca implantacji oraz metody sterylizacji, a takze wspolnie z Iwong Otrockg-Domagata,
prof. UWM interpretowatam uzyskane rezultaty.

Materialty w formie skafoldow na bazie chitozanu modyfikowanego kwasem
taninowym, ferulowym oraz galusowym, wykazujace biokompatybilno$¢ w warunkach in
vitro, zostaty zaimplantowane, w okolicy miedzyzebrowej w tkance podskornej krolikow rasy
nowozelandzkiej [H7].

Badania histologiczne tkanek po implantacji wykazaty w przypadku proby kontrolnej
(materiatu chitozanowego) w obrgbie podskoérnej tkanki thuszczowej obecnosé fragmentu
materiatu widknistego (fragmenty skafoldu). Fragment ten otoczony byt umiarkowanym
naciekiem limfocytow, makrofagéw, umiarkowanie licznymi wielojadrzastymi komorkami
olbrzymimi (typu ciala obcego) z proliferacja tkanki tacznej (rysunek 3).

W przypadku tkanki po implantacji materiatu modyfikowanego kwasem galusowym nie
zaobserwowano pozostalosci skafoldow. W skdérze zaobserwowano jednak ogniskowa
proliferacje uboga w komorki, natomiast bogata w kolagen tkanke taczna, z pdZniejszym
zanikiem przydatkow (zwtoknieniem skory). Sugeruje to, Ze rusztowanie zostato wchionigte 1
zastgpione tkanka taczng. Tkanki podlegaja zatem organizacji zwigzanej z gojeniem i jej
naprawa.

W przypadku materiatbw modyfikowanych kwasem ferulowym zaobserwowano
czgSciowg resorpcje¢ materialu. Duzy implant umiejscowiony byt w tkance podskérnej,
otoczony naciekiem makrofagow, pojedynczych wielojadrowych komorek olbrzymich i
neutrofili, limfocytow o zmiennej liczbie, z obwodowa proliferacja tkanki tacznej.

Po implantacji skafoldow modyfikowanych kwasem taninowym nie zaobserwowano

fragmentow implantu. Wystapito zwtoknienie skory z zanikiem przydatkow.
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Rysunek 3. Obraz tkanki z wszczepionym skafoldem. Préobka kontrolna — A) tkanka z
wszczepionym materiatem chitozanowym (gwiazdki — fragmenty skafoldu, B) materiat
chitozan/kwas galusowy (gwiazdka - tkanka tqczna bogata w kolagen), C) chitozan/kwas
ferulowy (gwiazdki — fragmenty skafoldu), D) chitozan/kwas taninowy (gwiazdka — pdzniejsze
zwidknienie skory) [HT7]

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnioskowaé, ze wszystkie badane materiaty sa
bezpieczne do stosowania medycznego, jednak rusztowania chitozanowe modyfikowane
kwasem galusowym i taninowym byly szybciej wchianiane, a organizacja tkanki przebiega
szybciej niz w obecnosci materiatu modyfikowanego kwasem ferulowym.

Celem potwierdzenia biokompatybilnosci kwasow fenolowych przeprowadzitam badania
rusztowan na bazie kolagenu modyfikowanych kwasem kawowym, ferulowym oraz
galusowym [H10]. W przypadku kolagenu nie wykorzystatam dodatku kwasu taninowego,
poniewaz wchodzi on w bardzo silne oddziatywanie z tancuchem polimerowych kolagenu,

tworzac strukture zelowa.
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Rysunek 4. Tkanki pobrane po wszczepieniu skafoldow na bazie kolagenu u krolikow
nowozelandzkich: A) Kolagen z kwasem kawowym (Coll+CA). W skorze wlasciwej widoczne
jest tagodne zwitoknienie. Liczba przydatkow w tym obszarze jest zmniejszona; B) Kolagen z

kwasem ferulowym (Coll+FA). Obecne makrofagi, wielojgdrzaste komorki olbrzymie,
fagocytujgcy rozowy materiat (elementy rusztowania - wstawka) i liczne limfocyty; C)
Kolagen z kwasem galusowym (Coll+GA). Tuz pod naskorkiem wystepuje ogniskowy rozrost

unaczynionej tkanki tgcznej, umiarkowanie akantotyczny [H10]

Materialy wprowadzono do organizmu zwierzgcego analogicznie jak w przypadku materiatow
chitozanowych. Podczas badania histologicznego probek pobranych z miejsca wszczepienia
materialu kolagenowego modyfikowanego kwasem kawowym zaobserwowanO tagodne
ogniskowe zwtoknienie skory i ogniskowag regeneracj¢ miesni skornych (rysunek 4). Nie
zaobserwowano fragmentow implantu ani reakcji zapalnych. W probkach pobranych z miejsca
wszczepienia materialu  modyfikowanego kwasem ferulowym w tkance podskdrnej
stwierdzono ogniska makrofagéw, dos¢ liczne wielojadrzaste komorki olbrzymie (typu ciata
obcego), zmienng liczbe limfocytow oraz naciek pojedynczych heterofili w tkance podskornej
z towarzyszacg proliferacjg tkanki tacznej. Obserwacje te, widoczne wyraznie w postaci
ogniskowego zgrubienia skory, wskazuja na zaawansowang resorpcje implantu. W probkach
pobranych z miejsca wszczepienia materialu modyfikowanego kwasem galusowym widoczna
byta ogniskowa proliferacja dobrze unaczynionej, bogatej w kolagen tkanki tacznej z
hialinizacja w skorze. Badany naskorek byt umiarkowanie akantotyczny. Nie zaobserwowano
zadnych fragmentow implantow ani reakcji zapalnych. Mozna zatem stwierdzi¢, ze kolagen
modyfikowany kwasem kawowym 1 galusowym wchtania si¢ szybciej 1 latwiej niz
modyfikowany kwasem ferulowym i nie wywotuje procesu zapalnego.

Materialy chitozanowe oraz kolagenowe z dodatkiem wybranych kwasow fenolowych
po zaimplantowaniu w tkanke podskorng krolikow nie wywotaly zadnych niepokojacych
stanow zapalnych, co $wiadczy o ich biokompatybilnosci. Na podstawie zdje¢ histologicznych

tkanek stwierdzono, ze materialy na bazie chitozanu modyfikowanego kwasem galusowym
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oraz kwasem taninowym ulegty catkowitej resorpcji, z kolei materiat chitozanowy zawierajacy
kwas ferulowy ulegl cze$ciowej resorpcji. Natomiast material kolagenowy modyfikowany
kwasem kawowym i galusowym wchiongt sie szybciej i tatwiej niz modyfikowany kwasem
ferulowym. Wszystkie proponowane materialy mogg znalezé zastosowanie w inzynierii
tkankowej ze wzgledu na ich biokompatybilnos$c, jednak organizacja tkanki w miejscu
implantacji jest najkorzystniejsza, zarowno w przypadku materialu na bazie chitozanu jak i

kolagenu, w przypadku materiatu zawierajacego kwas galusowy.

4.5. Podsumowanie

Problem badawczy, ktory stanowi podstawe osiggni¢cia naukowego w ramach postgpowania
habilitacyjnego, dotyczyt modyfikacji materialdow biopolimerowych w celu uzyskania
doskonalszych wtasciwosci mechanicznych i powierzchniowych, przy zachowaniu ich
biokompatybilno$ci. Moje badania koncentrowaly si¢ na poszukiwaniu bezpiecznych
zwigzkow pochodzenia naturalnego, mogacych petni¢ rolg $rodkow sieciujacych dla
biopolimerow. Zaproponowatam modyfikacje materiatow biopolimerowych, w formie filmow
i skafoldéw, poprzez dodatek kwaséw fenolowych, takich jak kwas taninowy, kwas ferulowy,
kwas galusowy oraz kwas kawowy.

Do najwazniejszych wynikow badan wlasnych, wnoszacych znaczacy wktad w rozwoj nauk
chemicznych nalezy:

e Wykazanie, ze zastosowane przeze mnie zwigzki fenolowe moga petic role srodkéw
sieciujgcych biopolimery, co stanowi nowy paradygmat w badaniach nad naturalnymi
zwigzkami sieciujagcymi. Sieciowanie odbywa si¢ poprzez tworzenie wigzan
wodorowych, migdzy grupami hydroksylowymi obecnymi w zwigzkach fenolowych a
grupami aminowymi oraz hydroksylowymi wystepujacymi w tancuchu polimerowym;

e Wykazanie, Ze otrzymane przeze mnie materialy zawierajace zwiazki fenolowe
cechowaly si¢ nizsza chropowatoscig powierzchni filméw oraz lepszymi parametrami
mechanicznymi, takimi jak wyzszy modul Younga i warto$¢ maksymalnej
wytrzymato$ci na rozcigganie (w przypadku filmow) oraz na Sciskanie (w przypadku
skafoldow), w poréwnaniu z materiatami bez zwigzkow fenolowych. Dodatkowo, filmy
chitozanowe z dodatkiem kwasu ferulowego oraz kwasu kawowego charakteryzowaty
si¢ najnizsza energia swobodng, przy jednoczesnej wysokiej hydrofilowosci

powierzchni, co pozytywnie wpltywa na integralno$¢ biomateriatow z komoérkami [H1-
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H4, H6-H9];

e Opracowanie pionierskiej metody sieciowania uktadéw biopolimer/zwiagzek fenolowy,
z wykorzystaniem dodatkowych srodkow sieciujacych, takich jak glikol polietylenowy
[H4], glioksal [H8, H11] oraz bioszklo 45S5 [H9]. Zaproponowane przeze mnie
podwdjne sieciowanie stanowi innowacyjny sposOb otrzymywania materialow
biopolimerowych, ktore sprostaja wspdlczesnym wyzwaniom, takim jak poprawa
wlasciwo$ci mechanicznych 1 stabilnosci, przy jednoczesnym wykazywaniu
aktywnosci  przeciwbakteryjnej, cytokompatybilnosci i1 braku = wiasciwosci
hemolitycznych;

e Jako pierwsza dokonatam selekcji szczepéw odpowiedzialnych za ich degradacje
materialdw na bazie chitozanu oraz kwasu taninowego, co umozliwia opracowanie
preparatow przyspieszajacych rozktad materialdow chitozanowych modyfikowanych
kwasem taninowym [H5];

e Wykazanie, ze promieniowanie UVC moze by¢ skutecznym czynnikiem sterylizujagcym
materiaty chitozanowe modyfikowane kwasem taninowym, kwasem ferulowym oraz
kwasem kawowym, co jest istotne z punktu widzenia medycznych zastosowan tych
materiatow [H2];

Podsumowujac, powadzone przeze mnie badania to skokowy postgp w badaniach nad

poszukiwaniem naturalnych $rodkéw sieciujacych biopolimery. Uzyskane przeze mnie

wyniki stanowig podstawy do projektowania materiatow funkcjonalnych do zastosowan
medycznych. Prowadzone przeze mnie badania taczace aspekty chemii i biologii wnosza
istotny wktad w rozwoj innowacji w dziedzinie chemii polimerow, przyczyniajac si¢ do
dalszego postepu w naukach chemicznych. Zaprojektowane 1 otrzymane przeze mnie nowe
materiaty charakteryzowaty si¢ cytokompatybilnoscia [H1, H6, H8-H11], brakiem
hemolitycznych wiasciwosci [H7, H10, H11], aktywnoscig przeciwbakteryjng [H2-
H4,H6,H10] oraz biokompatybilnoscia [H7,H10], sa wigc bezpieczne dla organizmu

zywego 1 dlatego moga w przysziosci znalez¢ zastosowanie w medycynie.
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5. Omodwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Opis dzialalnosci naukowo-badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

W trakcie studiéw licencjackich zainteresowalam si¢ badaniami nad biopolimerami.
Kontynuowatam te tematyke rowniez w trakcie studiow magisterskich. Realizacja zatozen
pracy magisterskiej pt. ,,Antibiotic release from chitosan and collagen composites”,
przygotowanej na anglojezycznej specjalnosci Chemistry of Advanced Materials, pod
kierunkiem prof. dr hab. Aliny Sionkowskiej, pozwolita mi na lepsze zrozumienie zdobytej w
trakcie studiow wiedzy, zwlaszcza z dziedziny chemii polimeréw pod katem ich zastosowania
jako biomateriaty. Gtownymi sktadnikami badanych przeze mnie materialéw byt kolagen oraz
chitozan. Kolagen izolowany ze $ciggien szczurzych ogonow, modyfikowatam dodatkiem
chitozanu. Otrzymane materialy wykorzystatam jako matryce do uwalniania antybiotyku, jakim
byla gentamycyna. Rezultaty badan byly prezentowane na konferencjach oraz zostaty
opublikowane w formie 2 artykutow.

Zdobyte doswiadczenie oraz wiedza przyczynily si¢ do zainteresowania tematyka
biopolimerow podczas realizacji pracy doktorskiej (od 2013 roku) pt. ,,Kompozyty kolagenu,
chitozanu oraz kwasu hialuronowego jako matryce dla nanoczastek nieorganicznych” pod
kierunkiem prof. dr hab. Aliny Sionkowskiej, na Wydziale Chemii UMK. Badania w ramach
pracy doktorskiej byly czeSciowo realizowane na Wydziale Biologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego, w ramach wspotpracy z dr hab. Anng Marig Osyczka, prof. UJ. Podczas stazu
na Wydziale Biologii UJ, a takze w ramach dalszej wspolpracy, zbadana zostata
cytotoksyczno$¢ otrzymanych materiatbw metodami in vitro. Ponadto, biozgodno$¢
materiatow zostata zbadana metodami in vivo (na modelu zwierzgcym) na Wydziale Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, w ramach wspotpracy z prof. dr hab.
Izabela Polkowska. Bedac na studiach doktoranckich kierowatam projektem pt.
»~Projektowanie, otrzymywanie i1 badanie wlasciwosci materialdw na bazie polimerdéw
naturalnych z dodatkiem glikozaminoglikanéw izolowanych z odpadéw przemystu
spozywczego”(nr NCN 2015/19/N/ST8/02176), ktory uzyskal finansowanie w ramach
konkursu Preludium Narodowego Centrum Nauki. Wyniki uzyskane w ramach projektu zostaty
opublikowane w formie 5 artykutow. Kierowanie projektem NCN (w latach 2016-2019), a
takze trzema grantami Wydziatu Chemii UMK dotacji statutowej dla mtodych naukowcow oraz

uczestnikow studiow doktoranckich (w latach 2015,2016,2018) nauczyto mnie samodzielnos$ci
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naukowe;j.

Przed uzyskaniem stopnia doktora bylam wspotautorka 31 publikacji w czasopismach
wyroznionych w Journal Citation Reports, 9 publikacji w czasopismach wymienionych w
wykazie MNiISW oraz 1 recenzowanej publikacji niepunktowanej. Sumaryczny wspotczynnik
IF wynosit 89,751, a liczba punktéw MNiSW=1082 (zgodnie z rokiem publikacji). Wyniki
badan byly prezentowane w formie komunikatow (17 prezentacji) oraz posterow (22
prezentacji). Niektore prezentacje konferencyjne zostaly nagrodzone:

- I nagroda za najlepsze wystgpienie w sesji biomateriatlowej podczas II Ogolnopolskiego
Sympozjum Chemii Bioorganicznej, Organicznej i Biomateriatow (02.12.2017, Poznan)

- I nagroda za najlepsza prezentacje¢ ustng wygloszong podczas Il Lodzkiego Sympozjum
Doktorantow Chemii (28.04.2015, £.6dz)

- III miejsce w konkursie na najlepszy poster naukowy zaprezentowany na IX Kopernikanskim
Seminarium Doktoranckim (24-26.06.2015, Torun).

Podczas studiéow doktoranckich otrzymatam stypendium w ramach projektu Krok w przysztosé
— stypendia dla doktorantow (realizowanego w ramach Poddziatania 8.2.2 Regionalne strategie
innowacji Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki 2007-2013 oraz wspoifinansowanego ze
srodkow Europejskiego Funduszu Spotecznego, budzetu panstwa oraz budzetu wojewddztwa
(w 2015 roku).

Praca naukowo-badawcza zostata doceniona przez Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika
w Torunia nagroda III stopnia za osiggniecia uzyskane w dziedzinie naukowo-badawczej w
2014 roku, II stopnia za osiagni¢cia uzyskane w dziedzinie naukowo-badawczej w 2017 oraz
2018 roku, oraz wyrdznieniem zespolowym za osiggnigcia uzyskane w dziedzinie naukowo
badawczej w roku 2016. W 2012 roku otrzymatam prestizowe wyrdznienie - Stypendium
Ministra Nauki i Szkolnictwa WyzZszego za wybitne osiggniecia na rok akademicki 2013/2014.
Ponadto uzyskatam tytul Najlepszego Studenta na Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w
Toruniu w roku akademickim 2011/12 oraz tytul Najlepszego Absolwenta Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w roku akademickim 2012/13.

1 kwietnia 2018 roku zostatam zatrudniona na stanowisku asystenta w Katedrze Chemii
Biomateriatéw 1 Kosmetykow. Rozprawe doktorska pt. ,,Kompozyty kolagenu, chitozanu oraz
kwasu hialuronowego jako matryce dla nanoczgstek nieorganicznych” obronitam 19 kwietnia
2019 roku.
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Opis dzialalnos$ci naukowo-badawczej po uzyskaniu stopnia doktora

Od 2019 roku pracuje w Katedrze Chemii Biomateriatow 1 Kosmetykoéw na stanowisku
adiunkta. Udzial w licznych konferencjach mi¢dzynarodowych oraz krajowych, jak i odbyte
staze, pozwolity mi nawigza¢ wspolprace naukowa z wieloma o$rodkami. Publikacja prac w
tematyce modyfikacji materiatlow biopolimerowych zaowocowala otrzymaniem zaproszen do
wygltoszenia wyktadow. Trzy wyklady wygtositam na konferencjach mig¢dzynarodowych:
International Conference on NANO IN ENGINEERING, SCIENCE AND TECHNOLOGY (i-
NEST), Conference of The Biotech Research Society, Internatioanl Women’s Day Workshop.
Wyglositam takze wyklad na zaproszenie dla Kota Naukowego 'Materialty w Medycynie'
Politechniki Gdanskiej oraz wyktad na zaproszenie dla Sekcja Biokosmetologii Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie.

Po uzyskaniu stopnia doktora ukazaty si¢ 43 publikacje w czasopismach posiadajacych
wspotczynnik Impact Factor, znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports, ktérych jestem
wspoétautorka. W 30 pierwszym autorem, a w 28 jestem autorem korepsondencyjnym. Ponadto
jestem autorka lub wspotautorka 3 rozdzialdow w monografii, 1 patentu oraz 2 zgloszen
patentowych. Czg$¢ prac badawczych realizowana byta przy wspotpracy z innymi o$rodkami,
w tym roOwniez zagranicznymi:

- Department of Dermatology, University of Miinster, Niemcy;

- Centre for Biomaterials Cellular and Molecular Theranostics, Vellore Institute of Technology,
Vellore, Tamil Nadu, India;

- Department of Mechanical Engineering, Amrita Vishwa Vidyapeetham, Amritapuri Campus,
Clappana, India;

- Department of Materials Engineering, Indian Institute of Science, Bangalore, India;

- UT Health Science Center, Department of Cellular and Structural Biology, San Antonio, USA;
- Department of Dermatology, Comprehensive Cancer Center, University of Alabama at
Birmingham, Birmingham, USA;

- Instytut Zoologii i Badan Biomedycznych, Wydziat Biologii, Uniwerytet Jagiellonski w
Krakowie;

- Instytut Technologii Maszyn 1 Materiatow, Wydzial Inzynierii Mechanicznej 1
Okretownictwa, Politechnika Gdanska;

- Klinika Chirurgii Onkologicznej, Gdanski Uniwersytet Medyczny;

- Katerda i1 Klinika Chirurgii Zwierzat, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet
Przyrodniczy w Lublinie;
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- Katedra Anatomii Patologicznej, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet
Warminsko-Mazurski w Olsztynie;

- Wydzial Inzynierii Ladowej 1 Geodezji, Wojskowa Akademia Techniczna, Warszawa;

- Katedra Mikrobiologii Srodowiskowej i Biotechnologii, Wydzial Nauk Biologicznych i
Weterynarynych, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu;

- Katedra Chemii Fizycznej 1 Fizykochemii Polimeréw, Wydziat Chemii, Uniwersytet Mikotaja

Kopernika w Toruniu.

Po uzyskaniu tytulu doktora odbylam dwa trzymiesi¢gczne staze: w Vellore Institute of
Technology (Vellore, Indie) oraz CURAM (Galway, Irlandia):

- Vellore Institute of Technology, Vellore, India (opiekun: Prof. Geetha Manivasagam)

Staz naukowy odbytam w dniach 01.07-01.10.2019, podczas ktérego prowadzitam badania
naukowe dotyczace otrzymania materiatdbw biopolimerow oraz ich charakterystyki do
zastosowan medycznych. Wynikiem odbytego stazu s3 4 artykuty opublikowane w
czasopismach mi¢dzynarodowych (H9, P.7., P.9., P.29). Ponadto we wspotpracy z Vellore
Institute of Technology ztozone zostalty dwa projekty w ramach konkursu INDIA- POLAND
JOINT RESEARCH PROGRAMME NAWA 2019 pt. ,,Studies on in vitro and in vivo effects
of Rubia Tinctorum and Macrotyloma uniflorum extracts on urinary crystals” oraz ,,3D
bioprinted human epidermal skin substitute for permeation and toxicity evaluation of cosmetics
containing nanoparticles”. W ramach wspotpracy ztozony zostal takze projekt w ramach
konkursu M.Era-Net 2023 pt. ,,Multifunctional hybrid hydrogel films to prevent microbial
diseases: nanostructure and biodegradability aspect”, gdzie wyszczegdlniona bylam jako
koordynator konsorcjum (pozostali partnerzy projektu: University of Castilla-La Mancha
(UCLM) — Hiszpania, University Stadual Paulista (UNESP) — Brazylia, National Institute of
Research and Development for Optoelectronics (INOE) — Rumunia, Vellore Institute of
Technology (VIT) — Indie, Samos Medical Enterprise (SAMOSE) — Hiszpania).

- CURAM, Galway, Ireland (Prof. Abhay Pandit)

Staz naukowy odbytam w dniach 01.09-01.12.2023, podczas ktdrego prowadzitam badania
naukowe dotyczgce otrzymania | weryfikacji wlasciwosci materialdow na bazie biopolimeréw z
dodatkiem kwasu taninowego modyfikowanego plazmg. W ramach wspotpracy powstata
publikacja pt. ,,Cold plasma treatment of tannic acid as a green technology for the fabrication
of advanced cross-linkers for bioactive collagen/gelatin hydrogels” opublikowana w

czasopi$mie International Journal of Biological Macromolecules (P.32), a takze ztozony zostat
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projekt pt. ,Obrébka =zimng plazmg jako ekologiczna technologia wytwarzania
zaawansowanych srodkow sieciujgcych” w konkursie FIRST TEAM (Fundacja na Rzecz Nauki
Polskiej) w sierpniu 2023, oraz projekt w konkursie SONATA 19 (Narodowe Centrum Badan
1 Rozwoju) pt. ,,Wykorzystanie zimnej plazmy do modyfikacji kwasu taninowego prowadzace

do otrzymania zaawansowanych $rodkow sieciujacych” w grudniu 2023.

Od 2019 roku kierowatam projektem pt. ,,Liofilizat glikozaminoglikandéw 1 kolagenu z rybich
skor do zastosowan biomedycznych”, ktory uzyskat finansowanie w ramach konkursu TANGO
V, organizowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju. Projekt realizowany byt przez
zespot sktadajacy sie z 4 osob (bez kierownika). Najwazniejszymi rezultatami projektu jest
zgloszenie patentowe (PP3), uzyskanie ztotego medalu na mi¢dzynarodowych targach E-
NNOVATE 2023 (Bydgoszcz, Polska) oraz EUROINVENT 2023 (lasi, Rumunia) za
wynalazek ,,Lyophilisate of collagen and glycosaminoglycans isolated from fish skin”.
Ponadto, kierowalam 2 projektami, ktére uzyskaly finansowanie w ramach programu
,Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Badawcza”. Dodatkowo kierowatam projektem pt.
»Opracowanie kosmetyku przeznaczonego do pielggnacji skory osdb po usuni¢ciu zmian
nowotworowych” w ramach KONKURSU NA GRANT dla pracownikéw naukowych
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu ,,Inkubator Innowacyjnosci UMK 4.0, ktoérego
rezultatem jest zgloszenie patentowe (PP2), a takze wprowadzenie na rynek kremu
onkologicznego, dostepnego w sprzedazy od czerwca 2023 roku. Dziatalno$¢ naukowo-
badawcza zostala doceniona przez Ministra Edukacji i Nauki poprzez przyznanie mi
stypendium dla wybitnych mtodych naukowcow w 2022 roku, a takze przez wtadze rektorskie
uczelni oraz wladze dziekanskie licznymi stypendiami, takimi jak nagrody zespotowe II stopnia
za osiggniecia w 2019 oraz 2021 roku, I stopnia za osiggniecia w 2020 roku, oraz wyroznienie
indywidualne za osiggnigcia w 2020 roku. Ponadto aktywno$¢ publikacyjna zostala
uhonorowana przyznaniem Stypendiow Rektora UMK (lacznie 9) za wysoko punktowane
publikacje naukowe w czasopismach z przypisang liczbg punktéw od 140 do 200 w wykazie
MNiSW.

Poza dziatalno$cia publikacyjna, wyniki badan naukowych prezentowane byly przeze mnie
rowniez na wielu miedzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych, w postaci
komunikatéw naukowych (7) oraz posteréw (6). Jestem takze wspotautorkg komunikatow
ustnych (2) oraz plakatow (13).

Jestem cztonkiem Polskiego Stowarzyszenia Biomateriatow, a takze European Society for

Biomaterials (ESB).
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Po uzyskaniu stopnia doktora recenzowatam ponad 80 publikacji w wielu czasopismach
naukowych: Materials Science & Engineering R (Elsevier, IF=31); Acta Biomaterialia
(Elsevier, 1F=9,7); ACS Biomaterials Science & Engineering (ACS, IF=5,8); Sustainable
Chemistry and Pharmacy (Elsevier, IF=6); Scientific Reports (Nature, IF=4,6); Asian Journal
of Pharmaceutical Sciences (Elsevier, IF=10,2); Carbohydrate Polymers (Elsevier, 1IF=11,2);
International Journal of Biological Macromolecules (Elsevier, IF=8,2); LWT - Food Science &
Technology (Elsevier, IF=6); Colloids and Interface Sciences Communications (Elsevier,
IF=4,5); Food Bioscience (Elsevier, IF=5,2); Surfaces and Interfaces (Elsevier, 1F=6,2);
Current Neuropharmacology (Bentham, 1F=5,3); Food Chemistry (Elsevier, 8,8); Journal of
Drug Delivery Science and Technology (Elsevier, IF=5); Polymers for Advanced Technologies
(Wiley, IF=3,4); Materials Letters (Elsevier, 1F=3); Polymer (Elsevier, IF=4,6); Polymer
Degradation and Stability (Elsevier, IF=5,9); Polymer Testing (Elsevier, IF=5,1); New Journal
of Chemistry (RSC Publishing, IF=3,3); Materials Today Communications (Elsevier, IF=3,8);
Toxicology in Vitro (Elsevier, IF=3,2); Molecules (MDPI, IF=4,6); Materials (MDPI, 1F=3,4);
Marine Drugs (MDPI, 1F=5,4); International Journal of Molecular Sciences (MDPI, IF=5,6);
Polymers (MDPI, IF=5); Cosmetics (MDPI, IF=3,3); Pharmaceuticals (MDPI, 1F=4.6);
Nanomaterials (MDPI, IF=5,3); Pathogens (MDPI, IF=3,7); Antioxidants (MDPI, IF=7);
Coatings (MDPI, 1F=3,4); Journal of Polymer Engineering (De Gruyter, IF=2); Applied
Radiation and Isotopes (Elsevier, IF=1,6); Current Cosmetic Sciences (Bentham, IF=0). Jestem
takze redaktorem wydania specjalnego pt. "Biodegradable Polymers to Biomedical and
Packaging Applications" w czasopismie Polymers, MDPI [IF=5; MNiSW=100], oraz
redaktorem wydania specjalnego "Biocompatible Membrane Materials" w czasopi$mie
Memebranes, MDPI [IF=4.2; MNiSW=140]. Jestem takze cztonkiem Editorial Board Member

czasopisma Current Cosmetic Science (Bentham Science).
6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych
oraz popularyzujgcych nauke

Dzialalno$¢ dydaktyczna

Moja dzialalno$¢ dydaktyczna zwigzana jest z chemig kosmetyczng. Podniostam swoje
kompetencje konczac studia podyplomowe ,,Chemia i Technologia Kosmetykow” w Wyzszej

Szkole Zawodowej Kosmetyki i Pielegnacji Zdrowia w Warszawie. Prowadzg autorskie
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wyklady ze studentami Wydzialu Chemii UMK 2z przedmiotow: Podstawy produkcji
kosmetykow (15h), Kosmetyki kolorowe (15h), Preparaty pielegnacyjne (5h), Technologia
kosmetykéw (3h) oraz anglojezyczny przedmiot Cosmetics chemistry (30h). Ponadto prowadze
10 h wyktadu ogolnouniwersyteckiego: Nowoczesne trendy w branzy kosmetycznej. Prowadze
takze autoskie ¢wiczenia z Kosmetykow pielegnacyjnych (15h), Preparatow pielegnacyjnych
(10h), Podstaw produkcji kosmetykow (15h), Technologii kosmetykow (30h), jak i zajecia
laboratoryjne z Kosmetykéow kolorowych (30h), Form kosmetycznych (10h), Technologii
kosmetykow (10h), Materiatéow opakowaniowych (30h), Preparatow pielegnacyjnych (5h).
Jestem koordynatorem kilku przedmiotow (Podstawy produkcji kosmetykow, Kosmetyki
kolorowe, Nowoczesne trendy w branzy kosmetycznej). Prowadzg rowniez autorskie ¢wiczenia
i warsztaty badawcze w zakresie projektu Universitas Copernicana Thoruniensis In Futuro Il —
modernizacja Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w ramach Zintegrowanego Programu Uczelni.
Obecnie petni¢ funkcje promotorki pomocniczej doktorantki ze Szkoty Doktorskiej Nauk
Scistych i Przyrodniczych Academia Scientiarum Thoruniensis w roku akademickim
2023/2024. Recenzowatam jednga prace doktorska pt. “Synthesis Characterization and
Controlled Drug Delivery Application of Gelatin based Biodegradable Hydrogels” autorstwa
Pani Tanwar Archana Gajendra (Savitribai Phule Pune University). Do tej pory
wypromowatam 11 magistrow 1 17 licencjatow. Bylam réwniez recenzentem 5 prac
magisterskich i 21 prac licencjackich. Ponadto petnitam funkcje mentora w ramach programu
Wydziatu Chemii UMK Studia z mentorem i obj¢tam opieka mentorska 5 studentow kierunku
Chemia kosmetyczna. Wsparcie mentorskie zaowocowato ich licznymi sukcesami, wsrod
ktorych mozna wyrdzni¢ 7 Stypendiow Ministra Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego za wybitne
osiggnigcia. Zachgcam studentéw do udzialu w konferencjach zagranicznych i krajowych.
Wspieram ich réwniez w pisaniu pierwszych projektéw naukowych. Mam przyjemnos¢ petnic
funkcje opiekuna merytorycznego 4 grantéw studenckich realizowanych w ramach konkursu
Inicjatywa Doskonatosci — Grants4NCUstudents. W latach 2020/2021 oraz 2021/2022 bytam
opiekunem studentéw I roku kierunku chemia kosmetyczna. Wspotpracuj¢ takze ze studentami
z jednostek zagranicznych. Petnilam funkcje¢ promotora naukowego studentki Berfu Yigrik
(Ege University, [zmir, Turkey), ktora odbyta 4-tygodniowy staz na Wydziale Chemii UMK w
2022 roku (03-30.07) w ramach programu TSSP NatSci 2022.

Dzialalno$¢ organizacyjna
Poza dziatalno$cia naukowa 1 dydaktyczng rozwijam umiejetno$ci organizacyjne.

Wspotorganizowatam szkote letnig TSSP NatSci 2023 jako sekretarz, podczas ktorej 15
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studnetow z zagranicy odwiedzialo Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu w celu
realizacji miesi¢cznych stazy naukowych. Od 2021 jestem cztonkiem wydzialowego zespotu
ds. promocji 1 angazowatam si¢ w Dni Otwarte Wydzialu Chemii UMK w latach 2020-2023.
Aktywno$¢ organizacyjna zostala nagrodzona zespolowym wyroznieniem Rektora
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu za osiggnigcia organizacyjne w 2021 roku, a takze

Nagroda Pani Dziekan Wydziatu Chemii (2023).

Dzialalno$¢ popularyzujaca nauke

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk chemicznych rozwingtam dziatalno$¢ upowszechniajacg i
popularyzujaca nauke¢. Uczestniczytam w Torunskim Festiwalu Nauki 1 Sztuki (2022 rok)
promujac nauke wsroéd dzieci i dorostych. Prowadzitam zajecia w ramach Uniwersytetu
Mtodych organizowane przez Fundacj¢ Amicus Universitatis Nicolai Copernici, oferujace
mlodziezy poszerzenie swojej wiedzy z chemii. W ramach projektu prowadze zajgcia
laboratoryjne z uczniami szkot podstawowych lub $rednich. Ponadto prowadzg wyktady
popularnonaukowe dla uczniéw szkot podstawowych oraz ponadpostawowcyh, ktorzy
odwiedzaja Wydziat Chemii UMK.

Do dziatan popularyzujacych nauke nalezy rowniez wspoélpraca z firmg kosmetyczng DLA i
wspolne nagranie filmow edukacyjnych udostepnionych na stronach internetowych firmy oraz

Wydziatu Chemii UMK.

7.  Plany badawcze

Moje plany badawcze dotycza przede wszystkim aspektow komercjalizacji wynikow badan.
Prowadz¢ badania nad specjalistycznymi produktami kosmetycznymi z dodatkiem kwasow
fenolowych. Badania te sg podstawg projektu LIDER XV, ktéry ztozg w czerwcu 2024 roku.
Moje plany badawcze wiagze takze z checig opracowania innowacyjnych metod modyfikacji
zwigzkéw fenolowych dla polepszenia ich efektywnos$ci w wykorzystaniu ich jako $rodki
sieciujace, prowadzace do ich kontrolowanego uwalniania. Metody, ktore chce do tego celu
zastosowac, sg przyjazne dla srodowiska 1 nie przyczynigja si¢ do produkcji niebezpiecznych

odpadow.
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