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Zalgcznik 2a

1. Imie i nazwisko:

Aleksandra Anna Szczes$

Adres stuzbowy: Zaktad Zjawisk Miedzyfazowych, Katedra Chemii Fizycznej,
Wydzial Chemii
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej
pl. M. Curie-Sktodowskiej 3, 20-031 Lublin

tel.

081-537-77-47, fax: 081-445-46-11

e-mail: aszczes@poczta.umcs.lublin.pl

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe - z podaniem nazwy, miejsca i roku
uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej:

2001

2005

2008-2009

2009-2010

2010-2011

Tytut zawodowy magistra chemii

Wydziatl Chemii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie.
Tytut pracy magisterskiej: Badanie stabilnosci suspensji i swobodnej
energii powierzchniowej ciat statych.

Promotor: Prof. dr hab. Lucyna Hotysz

Stopien naukowy doktora nauk chemicznych

Wydziat Chemii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie.
Tytut rozprawy doktorskiej: Wptyw pola magnetycznego na

wtasciwosci uktadow zdyspergowanych.
Promotor: Prof. dr hab. Lucyna Hotysz

Studia podyplomowe - Kosmetologia-pielegnacja urody

Wydziat Fizjoterapii, Wyzsza Szkota Spoteczno-Przyrodnicza im.
Wincentego Pola w Lublinie.

Tytut pracy dyplomowej: Kosmeceutyki i drogi transportu

przezskdrnego.

Studia podyplomowe - Public Relations w badaniach naukowych

Wyzsza Szkota Ekonomii i Innowacji w Lublinie.

Tytut pracy dyplomowej: Promocja grupy badawczej jako element

public relations w badaniach naukowych.

Studia podyplomowe - Menadzer projektéw badawczych

Wyzsza Szkota Ekonomii i Innowacji w Lublinie.

3. Informacje o przebiegu pracy naukowej

2001-2005

X.2005-11.2007

od I1.2007 do
chwili obecnej

doktorant (Studia Doktoranckie w zakresie fizykochemii
powierzchni na Wydziale Chemii Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie)

asystent naukowo-dydaktyczny, Zakitad Zjawisk Miedzyfazowych,
Wydziat Chemii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

adiunkt naukowo-dydaktyczny, Zaktad Zjawisk Miedzyfazowych,
Wydziat Chemii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie
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4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach w zakresie
sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a. tytul osiagniecia naukowego
Wplyw matrycy organicznej na krystalizacje weglanu i fosforanu wapnia
w aspekcie biomineralizacji.

b. publikacje skladajace sie na osiggniecie naukowe

Podstawe postepowania habilitacyjnego stanowi cykl 12 pelnotekstowych
artykutéow [H1-H12] opublikowanych w latach 2007-2015, uszeregowanych biorac pod
uwage realizowany w nich cel naukowy. Komentarz do tych publikacji przedstawiony
w autoreferacie stanowi podsumowanie najwazniejszych osiggnie¢ naukowych
bedacych podstawag przedstawionej rozprawy habilitacyjnej i nie zawiera peinego
omoOwienia uzyskanych wynikéw. Sumaryczny Impact Factor jednotematycznego cyklu
publikacji wchodzacego w sktad rozprawy habilitacyjnej wedtug listy JCR, zgodnie
z rokiem opublikowania, wynosi [F=26,874.

H1. A. Szcze$, E. ChibowsKi, L. Hotysz, Influence of ionic surfactants on the properties of
freshly precipitated calcium carbonate. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and
Engineering Aspects 297 (2007) 14-18.

IF2007=2,309
Mo6j wktad w powstanie tej pracy polegat na stwoiaekoncepcji catej pracy, wykonaniu
wszystkich déwiadczet i opracowaniu wszystkich wynikow, przygotowanisunkow,
napisaniu pracy, korespondencji z edytorem i wgidale w przygotowaniu odpowiedzi na
recenzje.
M¢j udziat procentowy szaguna 90%.

H2. A. Szcze$, Influence of SDS on particle size and adhesion of precipitating calcium
carbonate. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects 320 (2008)
98-103.

IF2008=1,926
M6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na stworaekoncepcji catej pracy, wykonaniu
wszystkich déwiadczet i opracowaniu wszystkich wynikow, przygotowanisunkow,
napisaniu pracy, korespondencji z edytorem i priayganiu odpowiedzi na recenzje.
M¢j udziat procentowy szaguna 100%.

H3. A. Szczes, Influence of the surfactant nature on the calcium carbonate synthesis in
water-in-oil emulsion. Journal of Crystal Growth 311 (2009) 1129-1135.

IF2009=1,534
Mo6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na: stwaoinekoncepcji catej pracy, wykonaniu
wszystkich déwiadczet i opracowaniu wszystkich wynikow, przygotowanisunkow,
napisaniu pracy, korespondencji z edytorem i priayganiu odpowiedzi na recenzje.
Moj udziat procentowy szagupa 100%.
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H4. A. Bordéwka, A. Szcze$, Synthesis of a novel silica/apatite mesoporous
nanocomposite. Materials Letters 65 (2010) 175-178.

[F2010=2,120
MOj wkiad w powstanie tej pracy polegat na stwoizéncepciji catej pracy, wykonaniugsei
doswiadcze, wspotudziale w opracowaniu wszystkich wynikowrzygotowaniu rysunkow,
wspotredagowaniu publikaciji wspétudziale w przyge@tniu odpowiedzi na recenzje.
M0oj udziat procentowy szagupa 50%.

H5. A. Szcze$, M. Jurak, E. Chibowski, Stability of binary model membranes - Prediction
of the liposome stability by the Langmuir monolayer study. Journal of Colloid and
Interface Science 372 (2012) 212-216.

1F2012=3,172
Mo6j wktad w powstanie tej pracy polegat na stwoiaekoncepcji catej pracy, wykonaniu
cZsci daswiadcze, wspotudziale w opracowaniu wszystkich wynikowraygotowaniu
rysunkow, wspotredagowaniu publikacji, koresponglenc edytorem i wspotudziale
w przygotowaniu odpowiedzi na recenzje.
M0oj udziat procentowy szagupa 50%.

H6. A. Szczes, Effects of DPPC/Cholesterol liposomes on the properties of freshly

precipitated calcium carbonate. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 101 (2013) 44-48
IF2013=4,287

Mo6j wktad w powstanie tej pracy polegat na stwoiaekoncepcji catej pracy, wykonaniu

wszystkich déwiadczeé i opracowaniu wszystkich wynikow, przygotowanisunkow,

napisaniu pracy, korespondencji z edytorem i priayganiu odpowiedzi na recenzje.

Moj udziat procentowy szagupa 100%.

H7. A. Szcze$, Phosphate mineral formation on the supported
dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) layers. Materials Science and Engineering C 40
(2014) 373-381.

IF2014=3,088
Mo6j wktad w powstanie tej pracy polegat na stwoiaekoncepcji catej pracy, wykonaniu
wszystkich déwiadczeé i opracowaniu wszystkich wynikow, przygotowanisunkow,
napisaniu pracy, korespondencji z edytorem i priayganiu odpowiedzi na recenzje.
Moj udziat procentowy szagupa 100%.

H8. E. ChibowskKi, A. Szcze$, L. Holysz, Changes of zeta potential and particle size of silica
caused by DPPC adsorption and enzyme phospholipase Az presence. Adsorption 16
(2010) 305-312.

IF2010=1,993
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na wspotaldzw tworzeniu koncepciji catej pracy,
wykonaniu wszystkich fwiadcze, wspotudziale w opracowaniu wszystkich wynikéw
i przygotowaniu rysunkow, wspoétredagowaniu publikawspotudziale w przygotowaniu
odpowiedzi na recenzje.
Moj udziat procentowy szagupa 90%.



Zalgcznik 2a

H9. A. Szcze$, L. Hotysz, Influence of DPPC layers and PLAz on surface properties of
silica particles. Surface Innovations 3 (2015) 3-9.

brak IF
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: wspdiate w tworzeniu koncepcji catej pracy,
wykonaniu wszystkich €wiadcze, wspotudziale w opracowaniu wszystkich wynikéw
I przygotowaniu rysunkow, wspoétredagowaniu publikadkorespondencji z edytorem
i wspotudziale w przygotowaniu odpowiedzi na refenz
M0oj udziat procentowy szagupa 95%.

H10. M. Jurak. A. Szczes$, E. Chibowski, Physicochemical properties of phospholipid
model membranes hydrolysed by phospholipase Az (PLAz2) in the presence of cholesterol
at different temperatures. Applied Surface Science 266 (2013) 426-432.

IF2013=2,538
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: stwaoinekoncepcji catej pracy, wykonaniu
czsci doswiadcze, wspotudziale w opracowaniu wszystkich wynikowraygotowaniu
rysunkow, wspoétredagowaniu publikacji, wspoétudziale przygotowaniu odpowiedzi na
recenzje.
M¢j udziat procentowy szaguna45%.

H11. A. Szcze$, D. Sternik, Properties of calcium carbonate precipitated in the presence
of DPPC liposomes modified with the phospholipase Az. Journal of Thermal Analysis and
Calorimetry (2015) doi: 10.1007/s10973-015-4958-5

[F2015=2,0421
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: stwaoinekoncepcji catej pracy, wykonaniu
doswiadczeé z wyjtkiem tych obejmygych analiz termiczry, wspoétudziale w opracowaniu
wynikow z analizy termicznej i opracowaniu pozgstatwynikow, przygotowaniu rysunkéw,
napisaniu publikacji, korespondencji z edytoremziygotowaniu odpowiedzi na recenzje.
M¢j udziat procentowy szaguna 80%.

H12. A. Szcze$, Effect of the enzymatically modified supported
dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) bilayers on calcium carbonate formation.
Colloid and Polymer Science 249 (2016) 409-419.

[F2015=1,8651
Mo6j wktad w powstanie tej pracy polegat na: stwaorimekoncepcji catej pracy, wykonaniu
wszystkich déwiadczet i opracowaniu wszystkich wynikow, przygotowanisunkow,
napisaniu pracy, korespondencji z edytorem i priayganiu odpowiedzi na recenzje.
M¢j udziat procentowy szaguna 100%.

INajnowszy dostepny IF wedtug Journal Citation Report (Web of Knowlege, Thomson Reuters)
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c. Omowienie celu naukowego wyzej wymienionych prac i osiggnietych wynikow
wraz z omOwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Biomineralizacja jest zjawiskiem szeroko rozpowszechnionym w przyrodzie. Jest
to proces, w ktérym organizmy zZywe wytwarzaja mineraty nieorganiczne zwykle w celu
utwardzenia lub usztywnienia swoich tkanek. Biomineralizacja polega na selektywnej
ekstrakcji i wykorzystaniu pierwiastkow z lokalnego $rodowiska i wiaczeniu ich do
funkcjonalnej struktury pod $cista kontrolg biologiczng. Biomineraty stanowig waska
grupe substancji, zwykle wytwarzanych bardzo powoli, w umiarkowanych warunkach
nasycenia i temperatury. Gléwne zmineralizowane tkanki, takie jak koSci, zeby
i pancerze s3 zdominowane przez fosforan lub weglan wapnia i krzemionke. Jednak
znanych jest ponad 60 réznych typéw biomineratéw wystepujacych w organizmach
zywych, od bakterii do ssakéw, a nowe s3 odkrywane w zaskakujacym tempie.
Biomineraty te majg hierarchiczng strukture i sg uporzadkowane w réznych kierunkach,
co znajduje odzwierciedlenie w ich niezwyktych wtasciwosciach fizycznych. Ich unikalna
morfologia i hierarchiczna struktura wptywa na ich biofunkcjonalno$¢ i wiasciwosci
mechaniczne. Biomineralizacja oferuje organizmom wiecej niz tylko szkielet
i wytrzymato$¢ mechaniczng. Bierze rowniez udziat w wielu waznych funkcjach
biologicznych, takich jak ochrona, ruch, ciecie i rozdrabnianie, postugiwanie sie zmystem
magnetycznym i grawitacyjnym, magazynowanie. Proces biomineralizacji powoduje wazne
konsekwencje dla rozwoju i ochrony S$rodowiska naturalnego. Stad, badania
biomineralizacji s3 interdyscyplinarnymi badaniami na pograniczu chemii, biologii
molekularnej, biologii komérki, nauki o materiatach, ktérych rezultaty s3 wazne
w dziedzinie paleontologii, chemii morskiej, sedymentologii, medycyny i stomatologii [1-4].
W kontekscie chemii bionieorganicznej cele badawcze biomineralizacji obejmuja [2]:

- charakterystyke struktury i sktadu biomineratéow,

- zrozumienie wtasciwosci funkcjonalnych biomineratéw,

- wyjasnienie proceséw, poprzez ktore organiczne makroczasteczki i struktury
organiczne kontroluja synteze, budowe i organizacje przestrzenng
nieorganicznych materiatow na bazie mineralne;j.

Biomineralizacja moze inspirowac nowe strategie biomimetyczne w syntezie materiatow.

Badanie tworzenia przez nanoczqstki uporzqdkowanych hierarchicznych struktur
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biomineratéow jest pomocne w zrozumieniu istoty wzrostu krysztatéw i do produkcji
sztucznych materiatow o wtasciwosciach fizycznych zblizonych do biomineratéw.

Glownym przedmiotem moich zainteresowan badawczych jest powstawanie
mineratéw wapniowych, zwtaszcza weglanu wapnia i fosforanu wapnia, ze wzgledu na
ich znaczenie jako biomateriaty oraz réwniez ich réznorodne zastosowania medyczne
i przemystowe. Badania te s3 inspirowane fascynujacymi wtasciwo$ciami
mechanicznymi i optycznymi tych biomateriatéw, a takze ich strukturg, ktéra moze by¢
kontrolowana przez dodatki organiczne [1,5].

Weglan wapnia i fosforan wapnia majg wysoka energie sieci krystalicznej i niska
rozpuszczalnosci, dzieki czemu s3 termodynamicznie stabilne w $rodowiskach
biologicznych [2].

Weglan wapnia jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych mineratéw. Tworzy,
osady geologiczne, osady oceaniczne, kamien kottowy i biomineraty takie jak perty,
opalizujagce wewnetrzne warstwy muszli mieczakow i kamyczek btednikowy [6,7].
CaCO3 ma duze znaczenie praktyczne. Stosowany jest np. do wyrobu papieru, kitu, past
do zebdéw, farb, gumy, wapna palonego, cementu, kredy do pisania. Jest gtéwnym
(niepozadanym) sktadnikiem kamienia kottowego, ktéry powoduje straty energii
cieplnej, obnizajac sprawnos$¢ kottéw oraz wymiennikéw ciepta [1,6]. Weglan wapnia
wystepuje w réznych odmianach polimorficznych, takich jak (zgodnie ze wzrastajaca
rozpuszczalnoscig) kalcyt, aragonit, wateryt, jednowodny, szeSciowodny i amorficzny
weglan wapnia. Kalcyt jest najbardziej stabilng termodynamicznie forma weglanu
wapnia. W uktadach biologicznych kalcyt, aragonit, wateryt i amorficzny weglan wapnia
moga tworzy¢ zarodki krystalizacji i wzrastac stabilnie, a ich sieci krystaliczne moga by¢
stabilizowane przez obecne w uktadzie bioorganiczne makroczasteczki [8,9].

Kregowce tworza gtownie fosforany wapnia, zarowno w wyniku fizjologicznej (kosci,
zeby) jak i patologicznej mineralizacji. W kazdym przypadku dominujaca forma
mineratu jest apatyt weglanowy [3,10]. Dlatego prowadzone s3 intensywne badania
dotyczace fizykochemicznej charakterystyki z uwzglednieniem wtasciwosci
powierzchniowych nanokrystalicznych mineratéw fosforanu wapnia w kontekscie ich
wykorzystania do regeneracji kosci [11-13]. Z chemicznego punktu widzenia
biomineralizacja kos$ci i zebow jest krystalizacja in vivo fosforanu wapnia na
polimerowej matrycy kolagenu [14]. Faza stata moze wzrasta¢ poprzez rézne formy,
wedtug malejgcej rozpuszczalnosci, od amorficznego fosforanu wapnia do bruszytu

(CaHPO4:2H20), whitlockitu (Ca3(P0O4)2:3H20), 5-hydratu diwodoroszescioortofosforanu
7
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(V) osmiowapnia [CasHz(P0O4)s:5H20] i hydroksyapatytu (Ca10(P0O4)6(OH)z), w zaleznosci
od temperatury, pH, stezenia jonéw, stosunku Ca/P i obecnosci obcych jonéw
i czasteczek [10,15]. W przypadku mineratéw fosforanowych wytracanych z roztworéw
wodnych, oprécz hydroksyapatytu moga by¢ réwniez obecne inne formy fosforanu
wapnia jako wynik wspotstracania lub niecatkowitej transformacji form przejsciowych
do hydroksyapatytu [16,17].

W wielu biologicznie kontrolowanych procesach zarodkowaniem krystalicznych
substancji biologicznych, na przyktad materiatéw kostnych, kierujg wielkoczasteczkowe
biopolimery takie jak biatka [18] i polisacharydy [19]. W procesie biomineralizacji
wielkoczgsteczkowe matryce s3 w stanie w znacznym stopniu kontrolowa¢ wzrost
nieorganicznych krysztatéw. Wynika to miedzy innymi z ich komplementarnej struktury
wzgledem struktury powierzchniowej, tadunku i konfiguracji geometrycznej krysztatow
[20-22].

W literaturze mozna znalez¢ wiele badan dotyczacych kontrolowania
biomineralizacji przez szereg biatek [23,24] i polisacharydéw [25-28]. Biatka te sg
zazwyczaj ujemnie natadowane i zawierajg grupy funkcyjne: karboksylowe, siarczanowe
lub fosforanowe, ktére moga wigza¢ jony Ca2* i kontrolowa¢ tworzenie zarodkéw
krystalizacji przez obnizenie swobodnej energii oddziatywan pomiedzy Kkrysztatem
i makroczasteczka. Stwierdzono, ze ujemnie natadowana powierzchnia sprzyja
heterogenicznej nukleacji mineratéw wapniowych przez nagromadzenie jonéw wapnia
w wyniku elektrostatycznego przyciggania prowadzacego do zwiekszenia ich stezenia
w poblizu powierzchni [29-32].

Tworzenie naturalnych nieorganiczno-organicznych kompozytéw, takich jak kosci
i muszle, jest procesem wielostopniowym obejmujacym [33]:
- formowanie sie zewnatrzkomoérkowej matrycy,
- selektywny transport jonéw nieorganicznych do wyraznie uporzadkowanych

obszaréw,

- nukleacje mineratéw,
- 1 ostatecznie wzrost mineralu okreSlony przez przeorganizowane obszary
komérkowe.

Molekularne rozpoznanie pomiedzy grupami funkcyjnymi na powierzchni
organicznych makroczasteczek i jonami wapnia na powierzchni zarodkéw krystalizacji
obejmuje gtéwnie elektrostatyczne gromadzenie sie kationéw, dopasowanie

strukturalne i wymagania stereochemiczne [29,34,35]. Waznym aspektem w procesie
8
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biomineralizacji jest rola grup funkcyjnych znajdujacych sie na powierzchni
organicznych  centrow  Kkrystalizacji. Biomimetyczne podejscie do procesu
biomineralizacji oparte na wtasciwosciach fizykochemicznych grup funkcyjnych
(centréw Kkrystalizacji) moze przyczyni¢ sie do opracowania nowych strategii
w kontrolowanej syntezie nieorganicznych nanoczgstek, inzynierii krystalicznej
materiatéw sypkich oraz produkcji uporzadkowanych kompozytéow i materiatéw
ceramicznych.

Matryca organiczna wptywa najbardziej na zarodkowanie, wzrost i orientacja
mineratéw wapniowych poprzez [7]:

obniZenie energii nukleacji (zarodkowania) Kkrysztatéw poprzez miedzyfazowe

oddziatywania,

kontrolowanie szybkosSci zarodkowania, miejsca powstawania zarodkéw, postaci
krystalicznej 1 orientacji przestrzennej krysztaldw przez miedzyfazowe
oddziatywania miedzy grupami funkcyjnymi matrycy organicznej i jondw
W roztworze nasyconym.
Wzrost krysztatow zachodzi wedtug dwoch mechanizmoéw: starzenia Ostwalda
obejmujgcego wzrost wiekszych krysztatéw kosztem mniejszych lub agregacje, ktora
moze przebiega¢ wedlug losowego lub epitaksjalnego mechanizmu obejmujacego
krystalograficznie skierowang fuzje nanoczastek prowadzaca do powstania

pojedynczych krysztatow [36-38].

Pomimo przeprowadzenia wielu badan nadal nie jest w petni wyjasniony wptyw
biologicznych makroczasteczek na proces zarodkowania i wzrostu krysztatéw. Najmniej
zbadang grupa zwigzkéw w konteks$cie mineralizacji sg zwigzki powierzchniowo czynne.
W literaturze nie ma wielu publikacji dotyczacych roli tych zwigzkéw w procesie
zarodkowania i wzrostu krysztaléw [39-43] a dotycza one gtéwnie metody syntezy
nanoczastek w uktadzie odwréconych mikroemulsji [44-49].

Zwiazki powierzchniowo czynne powszechnie nazywane surfaktantami (z ang.
surface-active agents) majq szerokie zastosowanie jako detergenty, sa obecne
w produktach spozywczych, srodkach ochrony roslin i preparatach kosmetycznych oraz
odgrywajq istotng role miedzy innymi w medycynie, farmacji, metalurgii czy gérnictwie
itp. Od momentu wprowadzenia surfaktantow na rynek na poczatku XX wieku, ich
wykorzystanie stale wzrasta i w rezultacie obecnie zaliczaja sie one do grupy substancji

syntetycznych produkowanych na Swiecie w najwiekszej ilosci [50]. W 2008 roku

9
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roczna $wiatowa produkcja surfaktantéw wynosita 13 milion6w ton metrycznych,
a obroty z tego tytutu siegnety 24,33 mld dolaré6w amerykanskich. Szacuje sie, ze w 2018
roku $wiatowy rynek surfaktantow wygeneruje dochody powyzej 41 mld dolaréw
amerykanskich [51].

Zwiazki powierzchniowo czynne s duzymi czgsteczkami o masie czasteczkowej
zwykle powyzej 300 i amfipatycznej budowie. Ich czasteczka sktada sie z dwéch czesci
0 odmiennym powinowactwie do rozpuszczalnika. W przypadku zwigzku
powierzchniowo czynnego rozpuszczonego w Srodowisku wodnym, cze$¢ hydrofobowa
(liofilowa) niszczy strukture wody przez rozerwanie wigzan wodorowych pomiedzy
czasteczkami wody, natomiast w sasiedztwie czeSci hydrofilowej (lipofobowej)
nastepuje uporzadkowanie struktury wody [52,53]. CzeSciag hydrofobowa jest zwykle
reszta weglowodorowa o dtugim tancuchu (czasami fluoroweglowa, krzemowodorowa
lub mieszana oraz moga by¢ wbudowane grupy polarne) a cze$¢ hydrofilowa stanowia
jonowe lub silnie polarne grupy. Biorgc pod uwage wilasciwosci czeSci hydrofilowej
czasteczek surfaktantéw mozna przedstawic najbardziej ogélny podziata na dwie grupy:
zwigzki jonowe (anionowe, kationowe, amfoteryczne) i niejonowe, ktérych grupy

hydrofilowe nie tworza soli [53].

Cele badawcze i omdéwienie najwazniejszych wynikow badan.

Obecnos$¢ wysokiej jakosci syntetycznych zwigzkéw powierzchniowo czynnych
w naszym zyciu jest niekwestionowana. Nie bez znaczenia jest rowniez ich wptyw na
wiele proceséw zachodzacych w organizmach ludzi i zwierzat, w tym rowniez na proces
biomineralizacji. Z drugiej strony fosfolipidy (naturalne zwigzki powierzchniowo
czynne) to glowny sktadnik lipidow btonowych stanowigcych ponad 50% masy btony
komorkowej. Dlatego, aby poznac i chociaz czeSciowo zrozumie¢ wptyw oddziatywan
pomiedzy matrycg organiczng i roztworem skladnika nieorganicznego na wzrost
krysztatéw i ich wtasciwosci przeprowadzitam badania wykorzystujac wybrane

syntetyczne [H1-H4] i naturalne surfaktanty [H5-H12]. Wptyw tych oddziatywan na

wtlasciwosci materiatu jest istotny, a ich poznanie jest konieczne-do petnego korzystania
z odwzorowan oferowanych przez uktady biologiczne, niezbednych do wykorzystania

tych materiatéw nie tylko w medycynie.
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Surfaktanty syntetyczne

Jak juz wspomniano, jednym z najwazniejszych aspektéw biomineralizacji jest rola
grup funkcyjnych na powierzchni matrycy organicznej, w szczegélnosci dysocjujacych
na jony, ktére moga oddziatywac elektrostatycznie z jonami soli nieorganicznych.
Dlatego do badan wybrano jonowe zwigzki powierzchniowo czynne. W pracy [H1]
przedstawiono wyniki badan wptywu jonowych surfaktantéw na kinetyke wytracania
weglanu wapnia oraz wlasciwosci Kkrysztatéw otrzymywanych z réwnomolowych
roztwordéw CaClz i Na2C0s3. Do badan wybrano dwa jonowe surfaktanty zawierajace
fancuchy alkilowe o tej samej dtugosci: anionowy - dodecylosiarczan sodu (SDS)
i kationowy - bromek dodecylotrimetyloamoniowy (DDTAB). Na podstawie pomiaréw
transmisji $wiatta w czasie procesu wytrgcania weglanu wapnia stwierdzono, ze
kationowy surfaktant nie wptywa na kinetyke jego wytracania, natomiast surfaktant
anionowy powoduje jej spowolnienie. Obydwa surfaktanty spowalniaja wzrost
krysztatéw. Ponadto, DDTAB przyspiesza transformacje waterytu w kalcyt, podczas gdy
SDS ja zatrzymuje. Otrzymane zmiany badanych parametréw sg wynikiem oddziatywan
elektrostatycznych miedzy powierzchnig weglanu wapnia i czasteczkami surfaktantow,

co potwierdzajag pomiary potencjatu dzeta (rys. 1). Poniewaz poczatkowa warto$¢

potencjatu dzeta czastek weglanu wapnia

] jest taka sama w przypadku uktadu

1 odniesienia (bez surfaktantu) i w uktadzie

41 zkationowym surfaktantem, pokazuje to,

Zeta potential, mV
|

ze dodatnio natadowane grupy polarne
—0O0—no surfactant
—a4a—+ DDTAB

—e—+ DS il
0 2 40 0 80 100 120 oddziatujg elektrostatycznie z ujemnie

Time, min

{1 czasteczek  kationowego  surfaktantu

Rys. 1. Zmiany potencjalu dzeta weglanu natadowang powierzchnig CaCO3 dopiero

wapnia wytracanego in situ z roztworow CacCl po uptywie ok. 5 min, gdy nastepuje
i Na2COs, bez i w obecnosci SDS i DDTAB,

w funkeji czasu [H1]. Zmiana znaku potencjatu dzeta

z dodatniego na ujemny. Poniewaz pierwszy pomiar potencjatu dzeta zostat wykonany
po okoto 2 min od zmieszania roztworéw, jest mozliwe, Ze adsorpcja anionowego
surfaktantu na dodatnio natadowanych czastkach weglanu wapnia nastgpita do tego
czasu powodujac zmiane znaku, co powoduje spowolnienie kinetyki wytracania, tj.

zarodkowania i wzrostu krysztatéw.
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W celu lepszego wyjasnienia mechanizmu oddziatywan CaCOs-surfaktant podczas
zarodkowania i wzrostu Kkrysztatdw przeprowadzono analize statystyczng iloSci
i wielkoSci wytracanych czastek weglanu wapnia po dodaniu do uktadu réznych ilosci
SDS: natychmiast po zmieszaniu roztworéw CaClz i Naz2COz, oraz po 1, 2 i 3 min od chwili
zmieszania [H2]. Na spodzie szalki Petriego, w ktorej prowadzono wytracanie
umieszczono ptytke szklang. Na podstawie oceny statystycznej powierzchni zajmowanej
przez czastki weglanu wapnia na ptytkach szklanych stwierdzono, Ze Srednia liczba
czastek CaCOs3, Srednia powierzchnia zajmowana przez czastke i catkowita powierzchnia
zajmowana przez wszystkie czastki zmniejsza sie po natychmiastowym dodaniu 0,21,
0,42 i 0,84 pmola SDS, co odpowiada stezeniu surfaktantu odpowiednio 7,0, 14,0 i 28,0
MM. Parametry te nie wzrastajg jednak proporcjonalnie ze wzrostem stezenia
surfaktantu, a maksymalny efekt wystepuje przy stezeniu 14,0 uM. Tylko w obecnosci
0,42 pmol SDS S$rednia liczba czastek, srednia powierzchnia przypadajaca na czastke
weglanu wapnia i catkowita powierzchnia zajmowana przez wszystkie czastki zwieksza
sie stopniowo z czasem dodania surfaktantu. W oparciu o pomiary potencjatu dzeta
stwierdzono, Ze zmiany te sg spowodowane prawdopodobnie przez adsorpcje ujemnie
natadowanych grup polarnych surfaktantu na dodatnio natadowanych zarodkach
weglanu wapnia, moderujac zarodkowanie i wzrost krysztalow. Najwieksze zmiany
w obecnosci 0,42 pmola surfaktantu wskazuja, ze jest to maksymalna ilos¢ SDS, ktéra
mogta zaadsorbowal sie na powierzchni wytrgconego CaCOs3 w warunkach
doswiadczalnych. Powyzsze wyniki wskazuja, ze wlasciwoSci weglanu wapnia
straconego bez dodatkéw zalezg réwniez od metody jego wytracania. Kolejne badania
dotyczyty wiec wptywu surfaktantu na wytrgcanie weglanu wapnia inng metoda t;.
syntezg w uktadzie emulsyjnym woda-w-oleju [H3]. W przypadku niejonowego
surfaktantu, stosunek ilosci wody i surfaktantu jest parametrem, ktéry pozwala uzyskac
mate regularne krysztaty weglanu wapnia. Dodanie niewielkiej iloSci kationowego
surfaktantu (DDTAB) prowadzi do tworzenia krysztaléow o réznej morfologii, ale takiej
same]j formie krystalicznej i podobnym rozmiarze, podczas gdy dodanie anionowego
surfaktantu (SDS) odwraca rodzaj emulsji z woda-w-oleju do olej-w-wodzie prowadzac
do powstania agregatow aragonitu o nieokreslonym ksztatcie i mniejszym rozmiarze.
Mozna przypuszczaé, ze jest to spowodowane elektrostatycznymi oddziatywaniami

czasteczek surfaktantu i krysztatéw CaCOs.

12



Zalgcznik 2a

Wraz ze wzrostem diugosci zycia rosnie liczba oséb starszych wymagajacych
implantow medycznych w celu odtworzenia naturalnej funkcji lub estetyki
uszkodzonego organu. NajczeSciej stosowane s3 implanty zastepujace tkanki twarde.
Obecnie problemy zwigzane z zaburzeniami ortopedycznymi i stomatologicznymi
dotykaja miliony pacjentéw rocznie [54,55]. Wiekszo$¢ implantéw wykonuje sie ze
stopéw metali. W przypadku krétkoterminowego ich przebywania w organizmie (do
dwéch lat) wykonuje sie je ze stopéw kobaltu i stali austenitycznych, natomiast czas
uzytkowania implantéw z tytanu i jego stopow moze osiggnag¢ nawet do 25 lat. Jednak
mimo ich wytrzymatosci mechanicznej i trwato$ci chemicznej w Srodowisku
fizjologicznym ich integracja z tkanka nie jest wystarczajaca. Dlatego prowadzone sa
badania w celu uzyskania nowych materiatéw, zwtaszcza ceramicznych, ktore posiadaja
odmienne i nieosiagalne przez stopy metali wtasciwosci. Ceramika biomedyczna cechuje
sie strukturg o roéznej wielkoSci porow, powierzchnig i morfologia odzwierciedlajaca
dobra aktywnos$¢ biologiczng, biokompatybilnoscia i dobra odpornoscia na korozje.
Jednym z takich materiatéw, mogacych znaleZ¢ zastosowanie w biomedycynie
i inkapsulacji, jest MCM-41 (z ang. Mobil Composition of Matter No. 41)nowa
mezoporowata  krzemionka o regularnych  porach, charakteryzujgca sie
jednowymiarowymi porami o sze$ciokatnym ksztatcie. Od jego odkrycia w 1992 roku
MCM-41 stat sie najbardziej popularnym ,cztonkiem rodziny” M41 mezoporowatych
krzemionek i materiatéw glinokrzemianowych [56-59]. Metody syntezy MCM s3 oparte
na zastosowaniu surfaktantow jako matrycy do otrzymania uporzadkowania
przestrzennego tych materiatéw. Potgczenie materiatu MCM-41 o regularnej strukturze
i jednolitej porowatosci z hydroksyapatytem moze zwiekszy¢ bioaktywnos$¢
i biokompatybilno$¢ tego materiatu. W zwigzku z tym w kolejnym etapie badan
wykorzystano prosta metode wspotstragcania krzemionki i hydroksyapatytu na bazie
matrycy surfaktantowej do otrzymania jednorodnego materiatu o duzym zasiegu
uporzadkowania i potencjalnym zastosowaniu biomedycznym [H4]. Matryce
z surfaktantu wykorzystano do uzyskania mezoporowatego materiatu. Ze wzgledu na
porowatg strukture krzemionki i biokompatybilnosci hydroksyapatytu materiat ten
moze by¢ wykorzystany w implantologii i jako system dostarczania lekéw. Wszystkie
probki syntezowano w warunkach zasadowych stosujac bromek
cetylotrimetyloamoniowy (CTAB) jako matryce i ortokrzemian tetraetylu (TEOS) jako
Zzrédto krzemionki. Nowatorski materiat MCM-41/hydroksyapatyt o najlepszych

wtlasciwosciach uzyskano przez dodawanie kropla po kropli roztworu CaClz do wodnej
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mieszaniny zawierajgcej amoniak, surfaktant, NazHPO4 i TEOS, a stosunek Ca/P wynosit
1,66, jak w przypadku hydroksyapatytu. Nowy kompozytowy materiat o duzej
powierzchni wtasciwej (pie¢ razy wiekszej niz czysty hydroksyapatyt) z waskimi,
jednolitymi mezoporami o szeSciokatnym uktadzie wydaje sie by¢ bardzo obiecujacym

narzedziem do zastosowan biomedycznych.

Naturalne surfaktanty

Obecnos¢ lipidéw w uwapnionych tkankach wskazuje na potencjalng role bton
komorkowych w procesie biomineralizacji. Lipidy oznaczono w kosciach, chrzastkach,
szkliwie i zebinie [60,61]. Zywe komérki zawieraja ponad tysigc réznych lipidéw,
ktérych rdzen w przypadku bakterii, archeonéw i eukariotéw stanowi glicerol. Btony
komorkowe sktadajg sie gtéwnie z fosfolipidow, przede wszystkim zawierajacych
choline, ktére w naturalnych komérkach tworza dwuwarstwy. Te fosfoglicerydy
diacylowe zawieraja kwasy ttuszczowe zestryfikowane w pozycji sn-1 i pozycji sn-2
gliceryny potaczonej wigzaniem estrowym z kwasem fosforowym, ktory z kolei tworzy
wigzanie estrowe z réznymi czasteczkami - organicznymi zasadami, aminokwasami
i alkoholami [61-63]. Fosfatydylocholiny s3 gtéwnymi fosfolipidami w btonie
komorkowej ssakow, a najbardziej rozpowszechnionym fosfolipidem jest 1,2-
dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina (DPPC), dlatego jest czesto wybierana do badan
modelowych [61,64-67]. DPPC jest naturalnym surfaktantem i podstawowym
fosfolipidowym sktadnikiem surfaktantu ptucnego [68]. Zawiera on dwa nasycone
kwasy ttuszczowe zwigzane z glicerolem i choline, czwartorzedowy zwigzek amoniowy,
ktory jest zwigzany z trzecig grupa hydroksylowg glicerolu wigzaniem fosfodiestrowym

[61].

Rys. 2. Schemat struktury DPPC.

tadunek elektryczny czasteczki DPPC jest skoncentrowany w amfoterycznej
hydrofilowej polarnej ,gtowie” fosfolipidu, posiadajacej dwie oddzielone przestrzennie
i przeciwnie natadowane grupy: dodatnia grupe cholinowa —N™)(CH3); i ujemnie
natadowang grupe —OPO3 [69]. Jony wapnia moga wiec oddziatywac¢ z grupa fosforanowa

dziatajac jak centra zarodkowania [3,64].
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W btonie komérkowej od 20 do 25% masy lipidow wchodzacych w jej sktad stanowi
cholesterol, ktéry jest niezbedny dla jej normalnego funkcjonowania. Cholesterol
utrzymuje ptynno$¢ btony na staltym poziomie w duzym zakresie temperatur, wptywa
na jej przepuszczalno$¢ oraz reguluje wzajemne oddzialywanie i aktywno$¢ biatek
btonowych [66-68]. Zmiany ptynnosci i przepuszczalnosci dwuwarstwy lipidowej,
wynikajgce ze stezenia cholesterolu, majg biologiczne konsekwencje, gdyz zapewniajg
skuteczng regulacje sztywno$ci i morfologii btony, kontrolujac tym samym procesy
powstawania liposomow [70].

Pecherzyki lipidowe (liposomy), ktore sg kulistymi zamknietymi strukturami
zbudowanymi z dwuwarstw fosfolipidowych, monowarstwy Langmuira na granicy faz
woda-powietrze i dwuwarstwy lipidowe naniesione na podtoze state (filmy Langmuira-
Blodgett) sa powszechnie stosowanymi modelami bton biologicznych [71-74].
Wydawato sie wiec interesujace okre$lenie, czy pecherzyki lipidowe i dwuwarstwy
lipidowe posiadaja podobne wtasciwosci tak, aby mogty by¢ wykorzystane zamiennie
w badaniach biomineralizacji. Celem kolejnych badan [H5] byto uzyskanie odpowiedzi
na pytanie, czy parametry termodynamiczne (np. nadmiarowa swobodna energia)
uzyskane dla mieszanych monowarstw dwusktadnikowych DPPC i cholesterolu (Chol),
o roznym stosunku molowym Chol, na granicy faz woda/powietrze moga by¢ stosowane
do przewidywania wtasciwosci pecherzykéw lipidowych o analogicznym sktadzie. Na
podstawie analizy termodynamicznej izoterm ci$nienia powierzchniowego w funkcji
powierzchni przypadajacej na czasteczke rejestrowanych podczas kompresji
monowarstw Langmuira (izoterm TrA) stwierdzono, Ze najbardziej stabilny uktad,
w ktérym wystepuja najsilniejsze oddziatywania miedzyczasteczkowe zawiera 0,25
utamka molowego Chol. Badania stabilnosci pecherzykéw lipidowych o analogicznym
sktadzie potwierdzity te wyniki. W zwiagzku z tym w dalszych badaniach dotyczacych
mineralizacji stosowano zaréwno filmy lipidowe naniesionych na podtoze state jak
i liposomy o tym samym skladzie. Wykazano réwniez, ze dodatek cholesterolu do
monowarstwy DPPC powoduje zwiekszenie wartoSci wspoétczynnika kompresji
powodujgc wzrost sztywnoSci monowarstwy. Ten kondensacyjny efekt wywotany
obecno$cig cholesterolu jest uwazany za skutek silnych oddzialywan pomiedzy
cholesterolem i nasyconymi czgsteczkami fosfolipidéw [75] oraz konformacyjnym
i przestrzennym uporzgdkowaniem tancuchéw weglowodorowych w mieszanej

monowarstwie [76].
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dzeta w celu okreslenia oddziatlywann Rys. 3. Zmiany potencjatu dzeta liposoméw
miedzy jonami wapnia i blonami ][)l_l;é)]CI/Chol przy réznym stezeniu jonéw wapnia
lipidowymi skladajacymi sie z DPPC i mieszaniny DPPC i cholesterolu. Wyniki
zaprezentowane w pracy [H6] wskazuja, Ze wraz ze wzrostem stezenia jonOw wapnia
potencjat elektrokinetyczny pecherzykéw zmienia sie w kierunku wartosci bardziej
dodatnich, a zmiany te stajg sie coraz mniejsze wraz ze wzrostem zawartosSci
cholesterolu (rys. 3). Efekt ten wyjasniono skierowaniem gtowy DPPC do wnetrza
dwuwarstwy, co zmniejsza tym samym ekspozycje grupy fosforanowej i mozliwo$¢
oddzialywania z jonami wapnia. Oznacza to, Ze wilasciwoSci porzadkujace
i kondensujace cholesterolu w btonach lipidowych powodujg zmniejszenie powierzchni
zajmowanej przez czasteczke fosfolipidu w dwuwarstwie, co potwierdzity wyniki badan
przedstawione w pracy [H5]. Wieksza gesto$¢ grup fosforanowych w zewnetrznych
warstwach bton lipidowych powoduje nagromadzenie sie jon6w wapnia w poblizu
liposomoéw tworzac wiecej centrow zarodkowania. W zwigzku z tym zwieksza sie
szybko$¢ zarodkowania powodujac powstawanie matych krysztatéw weglanu wapnia
w obrebie pecherzykéw lipidowych tworzac porowate, kuliste agregaty. Wptyw
fosfolipidu na wytrgcanie weglanu wapnia jest dodatkowo wzmocniony przez
wprowadzenie do bton lipidowych cholesterolu. W ukiadzie odniesienia (bez
liposomoéw) powstajg nieregularne szes$cienne krysztaty. Obecno$¢ DPPC nie zmienia
formy krystalicznej utworzonych krysztatow CaCOs i w czasie wytragcania powstaje
jedynie kalcyt.

Nie tylko matryce liposomowe, ale réwniez monowarstwy Langmuira s3
uzytecznymi ukitadami biomimetycznymi stosowanymi do badania wielu proceséw
membranowych i oddziatywan zachodzacych na poziomie molekularnym m.in.

biomineralizacji [77-80]. Badania takie moga dostarczy¢ cennych informacji na temat
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mineralizacji bton komérkowych w warunkach fizjologicznych. Dlatego w pracy [H7]
przedstawiono badania procesu biomineralizacji z wykorzystaniem mono- i dwuwartwy
DPPC osadzonych na mice (rzadko do tej pory stosowanych do badania biomineralizacji)
w kontakcie ze sztucznym roztworem ptynéw ustrojowych (z ang. simulated body fluid -
SBF), w ktérym stezenie jondw jest prawie takie samo jak w osoczu ludzkiej krwi [81]

(tabela 1).

Tabela 1. Nominalne steZenie jonéw w sztucznym roztworze ptynédw ustrojowych (SBF) [81].

Jon Na* K+ Mg2+ Caz+ Cl- HCO3; HPO3;~ SOz~ pH

Stezenie

[mol/dm3]

142,0 50 1,5 2,5 147,8 4,2 1,0 0,5 7,4

Roztwory takie sg czesto stosowane do testéw in vivo bioaktywno$ci i zdolno$ci taczenia
materiatéw z tkanka kostng. Naniesione technika Langmuira-Blodgett/Schaefera na
powierzchnie miki uporzagdkowane mono- i dwuwarstwy zanurzano przez dwa tygodnie
w roztworze SBF w temperaturze 20°C i fizjologicznej temperaturze 37°C. Z badan tych
wynika, Zze w temperaturze fizjologicznej dwuwarstwa DPPC zwieksza powstawanie
mniej rozpuszczalnych form fosforanu wapnia. Zbadano réwniez wplyw czasteczek
Trisu (tri(hydroksymetyl)aminometanu - (HOCHz2)3CNHz), ktéry jest czesto stosowany
jako czynnik buforujacy w roztworze SBF, na proces mineralizacji. Wykazano, ze
podczas nieobecnosci Trisu wzrost temperatury powoduje powstawanie wiekszej ilosci
osadu. Analizujagc widma Ramana mozna przypuszczac, ze wptyw aminy jest wynikiem
oddziatywan wodorowych pomiedzy grupami fosforanowymi fosfolipidu i grupami
hydroksylowymi Trisu, zmniejszajacych ekspozycje grup fosforanowych w kierunku

oddziatywan z jonami wapnia.

Fosfolipidy s3 nie tylko elementami struktury bton komérkowych, ale biorg réwniez
udziat w wielu procesach biochemicznych. Hydroliza komorkowa fosfolipidow
katalizowana jest przez réznego rodzaju enzymy z grupy fosfolipaz, ktére biora udziat
w syntezie, modyfikowaniu i przebudowie lipidow komoérkowych oraz ich transporcie
wewnatrz- i miedzykomoérkowym [62]. Biorgc pod uwage stereospecyficzno$¢ wyrdznia
sie acylohydrolazy, do ktorych naleza fosfolipazy A1 i Az oraz fosfodiesterazy, wsrdod
ktorych wyroznia sie fosfolipaze C i fosfolipaze D (rys. 4). Fosfolipazy przeksztatcaja
czasteczki fosfolipiddw w mediatory lipidowe lub wtorne przekazniki informacji (takie

jak kwas arachidonowy, fosfatydany i diacyloglicerol), ktére odgrywaja kluczowa role
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w transporcie btonowym,
phospholipase A, transdukcji sygnatéw, podziatach
phospholipase A, 0 komoérkowych i apoptozie.
0 CH, 0~ C Ry Fosfolipazy @ s3  zaangaZowane
R, C'O CH 0 w metabolizm lipidow i rozwoj
3 choréb. Stad ogromne
CH,— O P{0—X
zainteresowanie przemystu
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, , farmaceutycznego stworzeniem

phospholipase C phospholipase D

Rys. 4. Struktura fosfolipidu i miejsca dziatania selektywnych i silnych inhibitoréw
fosfolipaz [82]. tych enzyméw.

Fosfolipaza Az (PLA2) katalizuje hydrolize fosfolipidow w pozycji sn-2, uwalniajac
wolne kwasy ttuszczowe i lizofosfolipidy [83,84]. Nadrodzina PLA2 sktada sie z dwdch
gtownych grup w zalezno$ci od ich lokalizacji komérkowej, tj. wydzielniczych fosfolipaz
A2 (sPLA2), ktére wymagaja milimolarnego stezenia jonéw wapnia do katalizy,
i wewnatrzkomoérkowych fosfolipaz Az. Fosfolipazy Az sa strukturalnie zwigzanymi
aktywnymi enzymami btonowymi obecnymi w zewnatrz- i wewnatrzkomérkowych
organellach ssakéw i innych zwierzat, a takze sa gtéwnymi sktadnikami toksyn wielu
wezy i owaddw. Fosfolipazy Az biorg udziat w metabolizmie lipidéw i rozwoju choréb
poprzez, miedzy innymi degradacje bton chorobotwoérczych drobnoustrojow [85,86]. Sa
one roOwniez zaangazowane w rdézne patologiczne procesy u ludzi, w tym stany zapalne,
procesy naprawy tkanek i procesy nowotworowe, dlatego poswieca sie im duzg uwage
[83,84].

Celem moich dalszych badan byto okreslenie wtasciwosci warstw DPPC na podtozu
statym modyfikowanych fosfolipazg A2 [H8-H10]. Warstwy lipidowe na statym nos$niku
maja duze znaczenie jako uktady modelowe do badania adsorpcji biatek i innych
czasteczek biologicznie czynnych, m.in. toksyn bakteryjnych i wiruséw na powierzchni
btony komoérkowej [87], jak réwniez przy konstrukcji biosensoréw [88]. Czesto jako
nos$nik lipidéw wykorzystuje sie krzemionke. Pokrywana lipidami krzemionka jest
wykorzystywana np. w chromatografii do rozdzielania biatek [89] i jako platforma do
skojarzonego obrazowania [90]. Na wstepie przeprowadzono badania wtasciwosci
elektrokinetycznych suspensji SiO2 z DPPC w dwdéch uktadach (i) SiO2/DPPC - fosfolipid
nanoszono na powierzchnie krzemionki z roztworu w chloroformie oraz (ii) SiO2+DPPC

—fosfolipid adsorbowat sie bezposrednio z roztworu wodnego. W pierwszym przypadku
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na powierzchnie SiO2 nanoszono DPPC w ilo$ci odpowiadajacej statystycznej mono-
(SiO2/DPPCmw) i dwuwarstwie (SiO2/DPPCpw), obliczonej na podstawie znajomo$ci
powierzchni wiasciwej krzemionki oraz powierzchni przekroju poprzecznego czasteczki

DPPC. W drugim uktadzie takie same iloSci

-30

> 'zsﬁ K %E@ggﬁ | fosfolipidu jak w pierwszym przypadku

g 0 - dodawano bezposrednio do roztworu NaCl

g‘i: IEE A [H8] Iub CaClz [H9]. Na podstawie

" | . | wynikéw uzyskanych w 1 mM roztworze

1002 _ NaCl stwierdzono, ze naniesienie fosfolipidu

E 800 _%‘P ? —1—% na powierzchnie SiO2 powoduje obnizenie
% 600 ujemnego  potencjatu  dzeta  czastek
§ 400 o krzemionki ~w  wyniku = zmniejszenia
0 ] oddzialywan elektrostatycznych i tworzenia

0

[ opeC ] L peec] mostkéow wodorowych DPPC z krzemionka
Rys. 5. Zmiany potencjatu dzeta (a) i Sredniej
$rednicy (b) czastek krzemionki pokrytych:
mono- i dwuwarstwa fosfolipidu (Si02/DPPC)  znajduja sie grupy -N+*(CH3)s, Kktére
lub przez adsorpcje z roztworu wodnego
(SiO2+DPPC) i agregatbw DPPC w 1 mM
roztworze NaCl [H8]. natadowang powierzchnig tlenku. Grupy

(rys. 5). W obojnaczej polarnej cze$ci DPPC

oddziatujg elektrostatycznie z ujemnie

silanolowe uwazane s3 za silne centra adsorpcyjne, ktére moga tworzy¢ mostki
wodorowe z grupami O-P fosfolipidu [91]. Nie bez znaczenia jest réwniez wplyw jonow
elektrolitu i ich stezenia na wtasciwosci badanych suspensji. Jony Na* moga oddziatywac
z ujemnie natadowang czeScig grupy polarnej DPPC, natomiast jony Cl- moga by¢
koordynowane do dodatniej grupy -N*(CHs)s. Obecno$s¢ DPPC w suspensji SiO2
w roztworze NaCl wptywa na zmiany potencjatu dzeta i Srednice czastek krzemionki.
Jezeli fosfolipid dodany byt bezposrednio do suspens;ji to jego wptyw na potencjat dzeta
byl nieco mniejszy, niz gdy czastki byly pokrywane DPPC z roztworu w chloroformie,
szczegllnie dla MW. W obu uktadach SiO2+DPPC (MW i DW) obecno$¢ zdyspergowanego
fosfolipidu powoduje widoczne zmiany potencjatu dzeta w poréwnaniu do ,czystego” SiOz,
co Swiadczy o jego adsorpcji z fazy objetoSciowej na powierzchni czastek. Jezeli czastki
krzemionki byty wcze$niej pokrywane fosfolipidem to réznice w warto$ciach potencjatu
dzeta wskazuja, ze rzeczywiscie na powierzchni znajduje sie wiecej lipidu, ktéry po
kontakcie z roztworem NaCl ulegt reorientacji.

W przypadku 1 mM roztworu CaClz [H9] we wszystkich badanych suspensjach SiOz w

obecnosci DPPC potencjal dzeta zmienia sie od wartosci potencjatu dzeta dla czystej
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krzemionki do  potencjatu  dzeta
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Rys. 6. Zmiany potencjatu dzeta (a) i Sredniej fosfolipidu. - Przy dwa razy wigksze]

$rednicy (b) czgstek krzemionki pokrytych: DPPC  zawarto$sci DPPC liposomy s3a nieco
z roztworu chloroformowego (SiO2/DPPC) lub
przez adsorpcje z roztworu  wodnego
(SiO+DPPC) i agregatbw DPPC w 1 mM warto$ci Sredniej jest wieksze niz przy
roztworze CaCl, [HI].

wieksze, ale odchylenie standardowe od

mniejszej ilosci fosfolipidu,
odpowiadajacej statystycznej monowarstwie. Uzyskane wyniki s3 w dobrej zgodnosci
z danymi Matsumury i wspot. [92], ktérzy otrzymali stabilne liposomy
fosfatydylocholiny o $rednicy 200 nm w 1 mM CaClz roztworze. Wartosci potencjatu
dzeta suspens;ji SiO2 zawierajacych DPPC, z wyjatkiem ukitadu SiO2/DPPCmw, sg réwniez
dodatnie. Takie same wartos$ci potencjatu dzeta uzyskano dla suspensji w przypadku
dodania mniejszej ilosci DPPC bezposrednio do roztworu (SiO2+DPPCuw) oraz dla czastek
pokrytych dwa razy wiekszg iloscia fosfolipidu z chloroformu (SiO2/DPPCpw), co wskazuje
na adsorpcje DPPC z roztworu CaClz na powierzchni krzemionki. Interesujgce jest rowniez
to, ze dla suspensji SiO2+DPPCmw i SiO2+DPPCpw potencjat dzeta rozni sie tylko o ok. +3,5
mV, z czego wynika, ze pokrycie powierzchni fosfolipidem jest podobne. Jony wapnia
zwiekszaja adsorpcje fosfatydylocholiny na czastkach krzemionki, ktore oddziatuja
z fosfolipidem gtéwnie przez wigzania wodorowe miedzy grupami Si-OH i O-P [91].
Wiadomo réwniez, ze jon wapnia moze oddziatywa¢ z dwoma czasteczkami fosfolipidu
[93]. W zwigzku z tym wydaje sie mozliwe, ze jeden jon Ca%* moze oddziatywac
elektrostatycznie z grupa SiO- krzemionki i grupa fosforanowg DPPC, utatwiajac
adsorpcje fosfolipidu na powierzchni Kkrzemionki poprzez utworzenie mostkéw
pomiedzy czastkami krzemionki i czasteczkami fosfolipidéw.

Poréwnujac wiasciwosci elektrokinetyczne suspensji SiO2 w obecnos$ci DPPC w roztworze
NaCl z wynikami uzyskanymi dla analogicznych uktadéw, ale w roztworze CaCl: wida¢, ze

dodatek jonéw Ca2* zmienia w sposéb istotny wtasciwosci badanych suspensji. Z wyjatkiem
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suspensji Si02+DPPCvw $rednie $rednice czastek w pozostatych uktadach praktycznie nie
réznia sie od wielko$ci czastek ,czystej” krzemionki i sg stosunkowo stabilne w czasie 60
min. Niemniej jednak, nie stwierdzono bezposredniej korelacji pomiedzy potencjatem dzeta
a wielkos$cig czastek. Wartosci potencjatu dzeta czastek z dodatkiem fosfolipidu sg
niewystarczajace do ich stabilizacji elektrostatycznej, dlatego w przypadku adsorpcji

biosurfaktantow nalezy rozpatrywac¢ rowniez mechanizm stabilizacji sterycznej.

Kolejne badania dotyczyty poréwnania wydajnos$ci enzymu PLA: dziatajagcego na
DPPC naniesiong na powierzchnie krzemionki (SiO2/DPPC) w 1 mM roztworze NaCl
o pH=6,3, 1 mM roztworze CaClz o pH=6,5, i buforze Tris zawierajgcym 10 mM
trihydroksymetyloaminometanu, 5 mM CaClz i 10 mM NaCl o pH=8 i 9. W obecnosci
fosfolipazy A2 ujemny potencjat dzeta suspensji SiO2/DPPC w roztworze NaCl obniza sie
w pordwnaniu do uktadu odniesienia bez enzymu. Po 24 godz. potencjal dzeta suspensji
SiO2/DPPCmwi SiO2/DPPCpw z enzymem réwniez nie osigga wartosci dla ,czystego” SiOz,
co Swiadczy o wptywie produktéw hydrolizy na jego wartos$¢, jak rowniez adsorpcji
czasteczek fosfolipazy Az [H8]. W roztworze CaCl: zaleznosci (=f(t) dla suspensji
SiO2/DPPC+PLA2 przebiegajg analogicznie jak w ukladzie bez enzymu, jednak jego
obecno$¢ powoduje obnizenie potencjatu dzeta, ktéry jest ujemny dla obu uktadéw
(z mono- i dwuwarstwg DPPC) [H9]. Jednak jego ujemne warto$ci sa mniejsze niz
w przypadku czystej krzemionki. Ponadto, w uktadzie SiO2/DPPCpw+PLA2 warto$¢
potencjatu dzeta jest prawie taka sama jak w przypadku uktadu zawierajacego
SiO2/DPPCmw, szczegllnie podczas pierwszych 15 min. Ten mniej ujemny tadunek
powierzchni moze by¢ spowodowany przez adsorpcje produktéw reakcji
enzymatycznej, ktorymi w tym przypadku sg kwas palmitynowy i lizofosfolipid. Mozliwe
jest, ze kwas palmitynowy uwolniony w wyniku reakcji enzymatycznej moze wchodzic¢
w interakcje z jonami wapnia w roztworze i tworzy¢ nierozpuszczalny palmitynian
wapnia. Lizofosfolipid pozostaje na powierzchni krzemionki powodujac, Ze potencjat
dzeta jest mniej ujemny niz dla czystej krzemionki.

W buforze Tris o réoznym pH [H8] wptyw PLA2 na potencjat dzeta czastek
krzemionki pokrytej DPPC jest odmienny niz w roztworze NaCl i podobny jak
w roztworze CaClz. W obu uktadach z enzymem wartos$ci potencjatu dzeta zmieniaty sie
w Kkierunku wartosci bardziej ujemnych (rys. 7 i 8). W czasie 60 min potencjat dzeta we
wszystkich badanych suspensjach nie zmieniat sie, z czego mozna wnioskowa¢, ze

degradacja warstewki fosfolipidu w wyniku hydrolizy DPPC nastgpita juz w czasie

21



Zalgcznik 2a

przygotowywania suspensji podczas jej sonifikacji. Poniewaz roztwory buforowe
zawierajg jony Ca2+, ktore katalizujg dziatanie enzymu mozna przypuszczaé, ze reakcja
przebiegta niemal catkowicie do chwili wykonania pierwszego pomiaru potencjatu dzeta
czy wielkoSci czastek. W tych uktadach stabilizujace dziatanie mogg wykazywac réwniez
produkty hydrolizy, szczegbélnie kwas palmitynowy, ktéry ze wzgledu na amfifilowy

charakter wplywa na stabilizacje steryczna.
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Rys. 7. Zmiany potencjatu dzeta vs. czas dla Rys. 8. Zmiany potencjatu dzeta vs. czas dla
czystej krzemionki, SiO2/DPPCuw  czystej krzemionki, SiO2/DPPCuw
i Si02/DPPCgw zdyspergowanej w buforze Tris i SiO,/DPPCgw zdyspergowanej w buforze Tris
o pH=8 po dziataniu enzymu PLA, [H8]. o pH=9 po dziataniu enzymu PLA, [H8].

Jak juz wspomniano, fosfolipidy zorganizowane jako pecherzyki liposomowe
i warstwy lipidowe naniesione na staty nosnik sg czesto stosowanymi modelami do
badania struktury bton biologicznych i oddziatywan wystepujacych w ich obrebie.
Dlatego w kolejnych badaniach poréwnano dziatanie PLA2 na dwuwarstwy lipidowe
naniesione na powierzchnie miki oraz pecherzyki lipidowe sktadajace sie z DPPC
i cholesterolu. Ze wzgledu na wazng rolg tego enzymu w medycynie wszystkie pomiary
przeprowadzono w dwoéch temperaturach, w temperaturze fizjologicznej 37°C
i w temperaturze pokojowej 20°C. W przypadku hydrolizy warstewek lipidowych na
mice wyznaczano zmiany skltadowych swobodnej energii powierzchniowej, natomiast
w przypadku liposoméw ich polidyspersyjnos¢ i wielkos¢ [H10]. Z poréwnania zmian
parametru elektrono-donorowego swobodnej energii powierzchniowej dwuwarstwy
lipidowej na mice oraz wielkoSci i polidyspersyjnosci liposoméw w czasie procesu
hydrolizy wynika, Ze moga by¢ one wskaznikiem tego procesu. Znaczne zmiany $rednicy
pecherzykéw i ich polidyspersyjnosci pojawity sie po 5 min dziatania enzymu
w temperaturze 20°C i po 1 min w temperaturze 37°C, co wskazuje na zwiekszong
aktywno$¢ enzymu w wyzszej temperaturze. W obecnos$ci cholesterolu 1:1 hydroliza

liposoméw zachodzi skuteczniej w temperaturze 37°C, co jest szczego6lnie widoczne
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w ciggu pierwszych 5-15 minut. Zmiany warto$ci catkowitej swobodnej energii
powierzchniowej (y7°7) i parametru elektrono-donorowego (ys) dwuwarstwy DPPC
naniesionej na mike wskazujg, ze proces hydrolizy jest bardziej efektywny w wyzszej
temperaturze, a produkty hydrolizy gromadza sie na powierzchni dwuwarstwy
prowadzac do wzrostu wartosci parametru y, . Obecno$¢ cholesterolu w dwuwarstwie
DPPC hamuje aktywnos$¢ PLAz i/lub przerywa reakcje hydrolizy. Ponadto, ze wzgledu na
niska rozpuszczalno$¢ produktow hydrolizy w roztworze pozostaja one w membranie,
zwlaszcza w temperaturze 20°C.

Ze wzgledu na to, ze obecno$¢ produktéw hydrolizy w btonie reguluje jej sktad
i zmienia witasciwos$ci fizykochemiczne, dlatego badania procesu mineralizacji
enzymatycznie modyfikowanych warstw fosfolipidow na statym nos$niku moga by¢
przydatne zarowno w celu okre$lenia czynnikow kontrolujacych biomineralizacje, jak
réwniez potencjalnego zastosowania biomedycznego (np. w implantologii). Naprawa
koSci jest procesem rekonstrukcji tkanki kostnej w miejscu zranienia. Jednakze, ze
wzgledu na stopien utraty kosci lub jej uszkodzenia mechanizm samonaprawy jest
czasem niewystarczajacy dla pelnej regeneracji. Doprowadzito to do poszukania
sztucznych substytutéow kostnych, ktoére niestety moga wywotywa¢ odpowiedz
immunologiczng po wszczepieniu. W zwigzku z tym, konieczne jest uzyskanie
biokompatybilnej powierzchni implantu [94]. Tak wiec, badania okres$lajace w jaki
sposéb zmiany w warstwach fosfolipidow spowodowane fosfolipaza A2 obecna podczas
przewlektego zapalenia lub infekcji moga zmieni¢ formacje i mineralizacje kosci wydaja

sie bardzo interesujace.

Aby sprawdzi¢, czy zmiany w strukturze btony spowodowane dzialaniem PLA:
wptywaja na wytrgcanie CaCOs jego wytracanie przeprowadzono w obecnosci
pecherzykéow lipidowych modyfikowanych tym enzymem. Mate jednowarstwowe
pecherzyki DPPC o $redniej Srednicy 119 nm uzyto jako szablon dla wytracania weglanu
wapnia z roztworéw CaClz i Naz2CO3 w temperaturze pokojowej 25°C i w temperaturze
fizjologicznej 37°C. Badania te moga dostarczy¢ informacji o wptywie defektow btony
lipidowej spowodowanych procesami zapalnymi na proces biomineralizacji. Hydrolize
jednowarstwowych pecherzykéw DPPC prowadzono przez 15 min (czas wystarczajacy
do zmiany struktury liposoméw [H9]) przed wytrgcaniem weglanu wapnia przy
koncowym stezeniu enzymu 0,02 jednostki/ml, takim jak w badaniach przedstawionych
w pracy [H9]. Uzyskane wyniki [H11] wykazaty, ze liposomy DPPC moga czeSciowo

stabilizowa¢ wateryt, a efekt ten zalezy od stezenia. Stwierdzono, Ze w temperaturze
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25°C wraz ze wzrostem ilosci pecherzykéw DPPC morfologia otrzymanych krysztatow
zmienia sie z romboedrycznej w sferyczna (rys. 9). Przy stezeniu liposoméw 100 mg/L
zaobserwowano mieszanine kalcytu i waterytu, a morfologia otrzymanych krysztatéw
przy tym stezeniu liposoméw (modyfikowanych enzymatycznie i niemodyfikowanych)
jest znieksztatcona ze sferycznej do czworokatnej (oznaczona czerwonymi strzatkami).
Oznacza to, ze w roztworze zgodnie z regutami Ostwalda transformacja lepiej
rozpuszczalnej formy (waterytu) do mniej rozpuszczalnej (kalcytu) odbywa sie przez
rozpuszczenie waterytu [95-97] a DPPC moze zapobiec tej transformacji. Jony wapnia
sa prawdopodobnie przyciggane przez polarne gltowy fosfolipidu tworzac strefe
przesycenia powodujaca tworzenie matych krysztatléw waterytu, ktore nastepnie
agreguja. Przy nizszych stezeniach liposomow krysztaty wytracaja sie prawdopodobnie
w objetosci roztworu. Gdy temperatura wzrasta ilo$¢ waterytu maleje, jednak
modyfikacja enzymatyczna nie wptywa znaczagco na zawarto$¢ waterytu

w temperaturze pokojowej, a takze w temperaturze fizjologicznej.

Rys. 9. Obrazy SEM weglanu wapnia wytragcanego z roztworéw CaCl; i Na;COz w 25°C: (A, A")
bez obecnosci liposomoéw, (B, B') bez obecnosci liposoméw ale w obecnosci PLA;, (C, C') w obecnosci
liposoméw 25 mg/L, (D, D) w obecnosci liposoméw 50 mg/L, (E-E’) w obecnosci liposoméw 100
mg/L, (F, F') w obecnosci enzymatycznie modyfikowanych liposoméw 100 mg/L [H11].

Te wzajemne oddziatywania pomiedzy czastkami weglanu wapnia i fosfolipidem zostaty
potwierdzone pomiarami potencjatu dzeta i analiza termograwimetryczng. Potencjat

elektrokinetyczny weglanu wapnia wytrgcanego w temperaturze 25°C i 37°C bez

24



Zalgcznik 2a

obecnosci liposoméw (zar6wno bez jak i z dodatkiem PLA2) byt praktycznie taki sam
iwynosit ok. -26 mV. W przypadku krysztatéw wytragconych w obecnosci liposomow
wartosci potencjatu dzeta przesunety sie w kierunku mniej ujemnych, a najwieksze zmiany
stwierdzono dla préobki o najwyzszym stezeniu DPPC (100 mg/L). Biorac pod uwage, zZe
czasteczka DPPC jako cato$¢ jest pozbawiona tadunku w szerokim zakresie pH (od 4 do
10) i sity jonowej [98,99] to przesuniecie wartosci potencjatu dzeta w kierunku mniej
ujemnych wartosci moze wskazywac¢ na adsorpcje fosfolipidu na czastkach weglanu
wapnia.

Podobne badania przeprowadzono réwniez na niemodyfikowanych
i modyfikowanych fosfolipazg A2 dwuwarstwach DPPC naniesionych na powierzchnie
miki. Mineralizacje weglanu wapnia badano w temperaturze pokojowej
i w temperaturze fizjologicznej w roztworze zawierajgcym jony wapnia i jony
wodoroweglanowe o stezeniu podobnym jak w osoczu ludzkiej krwi. Poczatkowe pH
roztworu wynosito 7,4 i 9,2. Wystepujace roznice we witasciwoSciach produktow
hydrolizy (wolny kwas ttuszczowy i 1-acylo-lizo-fosfolipid) tj. rozpuszczalno$¢ i tadunek
przy pH alkalicznym i okoto 7 moga wzmacnia¢ wigzanie jon6w wapnia przez
oddziatywania elektrostatyczne. Aby potwierdzi¢ te hipoteze przeprowadzono badania
mineralizacji w warunkach pH fizjologicznego i zasadowego. Opierajac sie na analizie
AFM i XPS [H12] wida¢, ze jedna godzina kontaktu z roztworem fosfolipazy A2 powoduje
zmiany w zewnetrznej warstwie dwuwarstwy DPPC i nagromadzenie sie produktéw
hydrolizy, czyli kwasu palmitynowego i lizofosfolipidu, na jej powierzchni. Po dwoch
tygodniach zanurzenia w roztworze kalcyt byt jedyna formg krystaliczng obecng na
wszystkich ~ badanych  powierzchniach, tj. czystej miki 1 enzymatycznie
niemodyfikowanych i zmodyfikowanych dwuwarstwach DPPC. Obecno$¢ dwuwarstw
fosfolipidowych przyspiesza wzrost krysztatéw przy poczatkowym pH=7,4, natomiast
w uktadzie o bardziej zasadowym pH poczatkowym przyspiesza zarodkowanie
(pojawito sie wiecej krysztatéw tworzacych agregaty). Podwyzszenie temperatury
prowadzi do powstawania duzych krysztatéw w fizjologicznym pH, i prawie nie wptywa
na wielkos¢ krysztatéw przy pH alkalicznym. Ponadto modyfikacja fosfolipaza A2
dwuwarstw fosfolipidowych nie wptywa na morfologie krysztatéw i ich utozenie na
powierzchni, ale powoduje niewielki wzrost rozmiaréw Kkrysztatéw przy nizszym pH
i znacznie zmniejsza wielkos¢ krysztatéw w pH zasadowym. Wynika to prawdopodobnie

z faktu, ze w wyniku hydrolizy jednej czasteczki DPPC powstaja dwie czasteczki
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oddziatujace z jonami wapnia powodujac lepsza ekspozycje grupy fosforanowej do

interakcji z jonami wapnia (rys. 10).
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Rys. 10. Proponowany mechanizm powstawania weglanu wapnia na naniesionych na podtoze
state dwuwarstwach DPPC [H12].

Wzrost pH z 7,4 do 9,2 zwieksza jonizacje grupy karboksylowej kwasu
dtugotancuchowego uwolnionego w wyniku hydrolizy prowadzac do zwiekszenia ilosci
zwigzanych jondéw wapnia. Uzyskane wyniki wskazujg, ze kompleksy jonow Ca?*
z okreSlonymi miejscami polarnymi na powierzchni membrany DPPC i produktami
hydrolizy dziataja jako centra nukleacji. Wzrost stezenia jonéw wapnia przy
powierzchni lipidow sprzyja zarodkowaniu i wytracaniu zgodnie z klasyczng teorig
zarodkowania Gibbs’a-Thomsona [100]. Wiecej zarodkéw obecnych na powierzchni
moze powodowaé wyzsze miejscowe stezenie jondw wapnia i jondw
wodoroweglanowych powstajacych podczas rozpuszczania fazy prekursora i jej

przeksztatcania w mniej rozpuszczalne formy tj. kalcyt.

Podsumowanie najwazniejszych osiagnie¢ badawczych w cyklu prac habilitacyjnych

W ramach cyklu prac habilitacyjnych [H1-H12] przedstawilam systematyczne
i kompleksowe badania dotyczace wptywu syntetycznych i naturalnych surfaktantéw na
mineralizacje weglanu wapnia i fosforanu wapnia. Wykonatam réwniez badania
uzupetniajgce dotyczace modelowych uktadéw bton biologicznych na stalym no$niku-
warstwy fosfolipidu na krzemionce, ktére poddawatam modyfikacji enzymatycznej
w roztworach zawierajacych jony biorgce udzial w procesie mineralizacji, co byto

przydatne w celu okreslenia czynnikoéw kontrolujgcych ten proces.

1. Analiza wptywu syntetycznych surfaktantow na mineralizacje weglanu wapnia

i fosforanu wapnia pozwolita na:
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zaproponowanie modelowych ukladéw imitujagcych biomineralizacje na bazie
wodnych roztworéw CaClz i Na2€03 o odpowiedniej sile jonowej oraz
dodecylosiarczanu sodowego lub bromku dodecylotrimetyloamoniowego;
wyjasnienie w oparciu o pomiary potencjalu dzeta i wlasciwoSci
powierzchniowych i objetosciowych dodecylosiarczanu sodowego mechanizmu
blokowania wzrostu krysztatéw weglanu wapnia przez surfaktanty anionowe;
uzasadnienie na podstawie oddzialywan bromku dodecylotrimetyloamoniowego
z powierzchnia weglanu wapnia opartych na wynikach pomiaréw potencjatu
dzeta braku wptywu surfaktantu kationowego na wzrost krysztatéw weglanu
wapnia;

wykazanie w jaki sposéb surfaktanty moga kontrolowac¢ wielkos¢ i ksztatt
nieorganicznych biomateriatow;

otrzymanie, z wykorzystaniem surfaktantéw, nowatorskiego kompozytowego,
porowatego materiatu MCM-41/hydroksyapatyt o odmiennych i nieosiggalnych
przez stopy metali wtasciwo$ciach, dobrej bioaktywnos$ci i biokompatybilnosci
z potencjalng mozliwoscig wykorzystania otrzymanego materiatu w implantologii

i jako systemy dostarczania lekow.

. Analiza wptywu naturalnych surfaktantéow, fosfolipidow bedacych gtéwnymi

sktadniami naturalnych bton komodrkowych, na mineralizacje weglanu wapnia

pozwolity na:

wykazanie roli mocnego elektrolitu w oddziatywaniach warstwy fosfolipidowej
z powierzchnig krzemionki;

wyjasnienie struktury i oddziatywania warstw fosfolipidu z powierzchnia
krzemionki na podstawie udziatu poszczegélnych grup funkcyjnych fosfolipidu
i grup na powierzchni krzemionki w tych oddziatywaniach;

wykazanie, Ze wytrgcanie weglanu wapnia w obecnosci liposoméw DPPC wptywa
na jego strukture krystaliczng i morfologie krysztatéw, a obecnos¢ fosfolipidu
moze zapobiegal transformacji lepiej rozpuszczalnego waterytu do mniej
rozpuszczalnego kalcytu;

wykazanie, ze w temperaturze fizjologicznej dwuwarstwa DPPC osadzona na mice
zwieksza powstawanie mniej rozpuszczalnych form fosforanu wapnia oraz
wyjasnienie tego zjawiska w oparciu o oddziatywania miedzyczasteczkowe;
wykazanie znaczenia obecnos$ci jonow Ca?* podczas hydrolizy DPPC katalizowanej

przez fosfolipaze Az;
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— okreSlenie oddzialywan miedzy jonami wapnia a modelowymi btonami
lipidowymi sktadajgcymi sie z DPPC oraz wptywu na te oddziatywania obecnoS$ci
cholesterolu i fosfolipazy A2 w réznych temperaturach w aspekcie powstawania
zarodkow Kkrysztatéw na matrycy liposomowej;

— zasugerowanie, Ze badania procesu mineralizacji enzymatycznie modyfikowanych
warstw fosfolipiddw moga by¢ przydatne w celu okres$lenia czynnikéw
kontrolujacych biomineralizacje, jak roéwniez potencjalnego zastosowania
biomedycznego z tego wzgledu, ze obecno$¢ produktéw hydrolizy w btonie
reguluje jej sktad i zmienia wtasciwosci;

— zastosowanie z powodzeniem dwuwarstwy DPPC na powierzchni miki jako
uktadu imitujgcego procesy membranowe a zarazem oddzialywania
miedzyczasteczkowe odgrywajace wazng role w biomineralizacji oraz
zaproponowanie mechanizmu powstawania mineratow wapniowych w takim

uktadzie oraz po jego modyfikacji enzymatycznej.

Powyzsze wnioski majg znaczenie poznawcze, poniewaz pozwalaja na lepsze
zrozumienie wptywu zwigzkéw organicznych obecnych w roztworze na strukture
krystaliczng i morfologie krysztatéw, jezeli istnieje molekularna komplementarnos¢
na granicy krysztal-matryca organiczna, oraz wptywie defektéw biony lipidowej
spowodowanych procesami zapalnymi na proces biomineralizacji. Moga miec
réwniez znaczenie aplikacyjne dla rozwoju nowej kontrolowanej syntezy
nanoczastek, inzynierii nieorganicznych materiatow sypkich oraz potaczenia

uporzadkowanych materiatéw kompozytowych i ceramicznych.
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5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Dzialalnos$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Moja dziatalno$¢ naukowa-badawcza w duzej czeSci wigze sie z weglanem wapnia
i fosforanem wapnia. Rozpoczetam jg na V-roku studiéw podczas realizacji pracy
magisterskiej w Zaktadzie Zjawisk Miedzyfazowych na Wydziale Chemii UMCS. Prace
magisterska pt. ,Badanie stabilnosci suspensji i swobodnej energii powierzchniowej ciat
statych” przygotowywatam pod kierunkiem p. prof. dr hab. Lucyny Hotysz. Badania te
koncentrowaty sie miedzy innymi na okre$leniu parametréw wptywajacych na
stabilno$¢ zawiesiny weglanu wapnia wytracanego z CaClz i Na203 poddawanego
dziataniu pola magnetycznego.

W czerwcu 2001 roku uzyskatam tytut zawody magistra, a od pazdziernika 2001
roku rozpoczetam Studia Doktoranckie na Wydziale Chemii UMCS. Prace doktorskag pt.
~Wplyw pola magnetycznego na wtasciwosci uktadow zdyspergowanych” realizowatam
pod kierunkiem p. prof. dr hab. Lucyny Hotysz. W pracy doktorskiej kontynuowatam
badania wptywu pola magnetycznego na wtasciwosci dyspersji weglanu wapnia, m.in.
w aspekcie zapobiegania osadzaniu sie kamienia kottlowego w urzadzeniach
grzewczych. Badania wplywu statego pola magnetycznego, w warunkach statycznych
jak i kinetycznych, na wtaSciwo$ci wytrgconego in situ weglanu wapnia dotyczyly
okreSlenia réznych parametrow na stabilnos$¢, wielko$¢ wytracanych czastek i ich
agregacji, struktury krystalicznej i adhezji czastek do powierzchni ciata statego. Z badan
tych wynika, ze state pole magnetyczne wptywa przede wszystkim na szybkos¢
zarodkowania i wzrost krysztatow weglanu wapnia i wigze sie ze zmiang w strukturze
warstewki hydratacyjnej wokét jonu Ca%*i CO%™.

Swoje zainteresowania naukowe skierowatam réwniez na materiaty ceramiczne oparte
na bazie fosforanu (V) wapnia oraz innych biomateriatéw, ktére umieszcza sie we
wnetrzu organizméw zywych w miejsce ubytkéow tkanki kostnej, jako sztuczne
substytuty umozliwiajace regeneracje kosci. Pokrycie fosforanem wapnia narzedzi
chirurgicznych oraz metalowych implantéw zwieksza ich zgodnos$¢ z tkanka kostng oraz
odporno$¢ na korozje w lekko kwasnym $rodowisku ptynéw ustrojowych. Kolejne
badania dotyczyty wptywu pola magnetycznego na witasciwos$ci fosforanu (V) wapnia,
przede wszystkim ze wzgledu na jego znaczenie w uktadach biologicznych oraz duzej
réznorodnosci jego form krystalicznych. Badania te byly realizowane w ramach

promotorskiego projektu badawczego MNil:
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~Wplyw pola magnetycznego na wtasciwosci strqcanego weglanu wapnia i fosforanu
(V) wapnia” realizowany w okresie od 31.08.2004 do 30.08.2005 (nr projektu:
3T09A 159 27).

Efektem dziatania pola magnetycznego byty zmiany wtasciwosci suspensji fosforanu
wapnia, ktore objawialy sie w zmianach szybkosSci zarodkowania i narastania
krysztatéw, pH suspensji i potencjatu elektrokinetycznego. Pole magnetyczne nie
wptywato na zmiany form krystalicznych fosforanu wapnia, co potwierdzita analiza
XRD, ale powodowato uporzadkowanie jego struktury wieksze w przypadku, gdy osad
wytrgcano z roztworéw CaClz i mieszaniny Na:HPOs4-NaH2POs4. Wzrost temperatury
przyspieszat proces wytracania fosforanu wapnia oraz zanik efektéw wywotanych
obecnos$cig PM.

Badania zwigzane z wplywem pola magnetycznego na wtasciwosci uktadow
zdyspergowanych realizowane podczas pracy doktorskiej i kontynuowane jeszcze po
doktoracie zostaty opublikowane w formie 11 artykutéw w czasopismach z bazy Journal

Citation Reports [P1,P6,P7,P9-P16 Zalacznik 3a].

Dzialalnos$¢ naukowa po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Wykorzystanie statego pola magnetycznego jako taniej i ekologicznej nie-chemicznej
metody uzdatniania wody posiada olbrzymi potencjat aplikacyjny. Jednak ze wzgledu na
ztoZono$¢ tego zjawiska nadal brak jest jednolitej teorii wyjasniajacej mechanizm jego
dziatania. Dlatego wspdlnie z p. prof. dr hab. Lucyng Hotysz i p. prof. dr hab. Emilianem
Chibowskim kontynuujemy badania nad stworzeniem petnego mechanizmu wptywu
statego pola magnetycznego na wode i wodne roztwory elektrolitéw. Z badan tych
wynika, ze wystepuje liniowa zalezno$¢ zmian przewodnos$ci wtasciwej roztworéw (4«) po
dziataniu pola magnetycznego w warunkach statycznych w funkcji wielkosci funkcji
termodynamicznych zwigzanych z procesem hydratacji jondw, tj. entropii hydratacji
(AhydrS*) i swobodnej entalpii (AdhydrG*). Zmiany te zaleza od rodzaju jondéw obecnych
w roztworze (jony ‘budujace’ i ‘niszczace’ strukture warstewki hydratacyjnej wokot jonu)
i s proporcjonalne do grubosci warstewki hydratacyjnej wokoét jonodw, co sugeruje, Ze pole
magnetyczne powoduje zmiany w strukturze takich warstewek. Wyniki badan zostatly
opublikowane w czasopismach z listy JCR oraz przedstawione na konferencjach
miedzynarodowych, gdzie wzbudzaja zainteresowanie. Staty sie one podstawa do
nawigzania wspotpracy z p. Jerzym Waznym, ktory jest konstruktorem opatentowanego
stosu magnetycznego (Patent PL 155856), ktéry wykorzystujemy w kolejnych
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badaniach. W zwigzku z kontynuacjg badan majacych na celu poznania mechanizmu
dziatania pola magnetycznego i jego wykorzystania pola do uzdatniania wody w grudniu
2015 roku wspoélnie z p. prof. dr hab. Emilianem Chibowskim ztozytam wniosek
o finansowanie projektu badawczego z zakresu badan podstawowych w ramach

konkursu NCN OPUS 10:

,Weryfikacja wptywu pola magnetycznego na wode i wodne roztwory wybranych

elektrolitow w aspekcie osadzania sie weglanu wapnia w instalacjach grzewczych”

(nr ID 317027).

W latach 2010-2013 jako gléwny wykonawca wspdlnie z p. prof. dr hab.
Emilianem Chibowskim i p. dr Matgorzatg Jurak bratam udzial w realizacji projektu

badawczego wtasnego MNiSW:

,Kompleksowe badania fizykochemicznych wtasciwosci modelowych lipidowych

bton komérkowych i ich liposoméw” (numer projektu: N N204 272839),

ktérego bytam pomystodawcy i wspoétredaktorem. Celem projektu byto okreslenie
stabilno$ci oraz oddziatywan wystepujacych w jedno- i wielosktadnikowych
warstewkach lipidowych na subfazie wodnej, osadzonych nastepnie na podtozu statym
oraz wystepujacych w postaci liposoméw oraz zbadanie zaleznosSci pomiedzy
wtasciwosciami tych uktadéw a przebiegiem hydrolizy katalizowanej przez fosfolipazy.
Analiza uzyskanych wynikéw pozwolita na wyciggniecie wielu interesujacych wnioskow
dotyczacych kompleksowych badan warstewek lipidow i ich liposomoéw w aspekcie ich
zwilzalno$ci. Projekt ten zostal bardzo dobrze oceniony, a wuzyskane wyniki
opublikowane w postaci 13 artykutéw naukowych, dwoch rozdziatéw w ksigzkach,
obszernego hasta w Encyklopedii The Encyclopedia of Surface and Colloid Science
i przedstawione 17 razy na konferencjach krajowych i miedzynarodowych gdzie
wzbudzily szerokie zainteresowanie innych badaczy.

W czasie realizacji tego projektu wykorzystatam wiadomosci i umiejetnosci zdobyte
podczas uczestnictwa w kursie ,Interfacial Engeneering in Nanotechnology w dniach
30.03-4.04.2009 roku w Lebniz Institut of Polymer Research w DreZnie organizowanym
w ramach programu COST 43.

Efektem wspétpracy z p. dr hab. Markiem Wesotowskim z Wydziatu Chemii

Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu byta praca na temat adsorpcji fenolu na
zamknietych nanorurkach weglowych opublikowana w Journal of Colloid and Interface

Science, 361 (2011) 288-292.
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Efektem wspoétpracy prowadzonej z pracownikami Department of Applied Physics

Univesrity of Granada w Hiszpanii jest m.in. artykut pt. ,Surface modification of glass

plates and silica particles by phospholipid adsorption” opublikowany w jJournal of
Colloid and Interface Science 353 (2010) 281-289. W dniach 4-14.02.2013 prowadzitam
tam pomiary reologiczne roztworéw exopolimeréw otrzymanych z bakterii
Rhodococcus, natomiast w dniach 2-8.10.2013 oraz 12-18.10.2015 wygtositam wyktady

w ramach sieci Erasmus.

Wyniki badan dotyczace stabilnosci liposoméw oraz ich potencjalnego zastosowania
w stomatologii oraz oddzialywan miedzy hydroksyapatytem i liposomami, otrzymane

w ramach wspotpracy z panem dr Markiem Tomankiewiczem z Zaktadu Stomatologii

Wieku Rozwojowego Uniwersytetu Medycznego w Lublinie byty prezentowane w formie
komunikatu ustnego w czasie 55. Zjazdu PTChem i SiTPChem w Biatystoku oraz posteru

w trakcie 14th International Conference on Organized Molecular Films w Paryzu.

W ramach projektu stazowo - szkoleniowego Staz Sukcesem Naukowca
realizowanego przez Poznanski Akademicki Inkubator Przedsiebiorczosci ze Srodkow
Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego, Priorytet VIII:
Regionalne kadry gospodarki, Dziatanie 8.2. Transfer wiedzy, Poddziatanie: 8.2.1:
Wsparcie dla wspétpracy sfery nauki i przedsiebiorstw, w terminie od 1.04.2012 do
30.09.2012 odbytam staz przemystowy w firmie ,Domena” Lukasz Maczka z siedzibg
w Lublinie. Celem projektu byto nawigzanie relacji pomiedzy lubelskimi uczelniami
i instytutami badawczymi, a lubelskimi przedsiebiorcami prowadzace do obopdlnego
transferu wiedzy: z nauki do biznesu i odwrotnie. W trakcie stazu poprzez prace
i codzienne obcowanie z dziatalnoScia podejmowang w sferze biznesu nabytam
umiejetno$ci na temat funkcjonowania przedsiebiorstwa oraz poszerzytam swoja
wiedze i umiejetnosci z zakresu komercjalizacji wiedzy, wdrazania innowacji i wtasnosci
intelektualnej. Ponadto znajomo$¢ problematyki gospodarki regionu lubelskiego
wptyneta na rodzaj i jako$¢ prowadzonych przeze mnie prac badawczych powodujac ich

ukierunkowanie na konkretne problemy rynku lokalnego.

W terminie 31.08.2012-10.05.2013 pracowatam jako konsultant w projekcie
Wsparcie Regionalnej Sieci Wspolpracy realizowanym w ramach Programu
Operacyjnego Kapitat Ludzki, Priorytet VIII Regionalne Kadry Gospodarki przez
Departament Gospodarki i Innowacji Urzedu Marszatkowskiego Wojewo6dztwa
Lubelskiego. W ramach projektu wspoétpracowatam z jednym z matych przedsiebiorstw
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wojewodztwa  lubelskiego nad  przygotowaniem  konkretnego  rozwiazania
inwestycyjnego majgcego na celu opracowanie nawozéw z biostymulatorami dla roslin

uprawnych.

Efektem wspotpracy prowadzonej z p. dr hab. Anng Jarosz-Wilkotazky prof. UMCS
z Zaktadu Biochemii UMCS oraz p. prof. dr hab. Ryszardem Dobrowolskim z Zaktadu Chemii
Analitycznej i Analizy Instrumentalnej Wydziatu Chemii UMCS jest obecnie realizowany

w ramach konkursu NCN OPUS 4 projekt badawczy, ktérego jestem Kierownikiem:

»Pozyskiwanie polisacharyddéw ze szczepu bakterii Rhodococcus oraz kompleksowe
badania mozliwosci ich wykorzystania jako bioflokulanty, biosorbenty oraz do

kontroli procesu mineralizacji” (numer projektu: 2012/07/B/ST5/01799).

Prowadzone w ramach tego projektu badania podstawowe posiadaja duzy potencjat
aplikacyjny. Przy zastosowaniu odpowiednich warunkéw badane szczepy bakterii moga
wydziela¢ polisacharydy o potencjalnym zastosowaniu jako bioflokulanty oraz
biosorbenty umozliwiajgc usuwanie metali ciezkich, a takze jako matryce pozwalajace
kontrolowa¢ proces mineralizacji. Uzyskane wyniki beda stanowity réwniez cze$¢
rozprawy doktorskiej Pani mgr Magdaleny Czemierskiej, uczestniczki studiow
doktoranckich na Wydziale Biologii, ktéra jest wykonawca w ww. projekcie. Efektem
prowadzonej wspéipracy jest roéwniez ztozony w grudniu 2015 roku wniosek
o finansowanie projektu badawczego w ramach konkursu NCN Preludium 10:
— Analiza wtasciwosci powierzchniowych komadrek bakterii z rodzaju Rhodococcus
i substancji przez nie wytwarzanych w celu ich zastosowania jako
bioemulsyfikatory i biosurfaktanty” (nr ID 317158 - M. Czemierska, A. Jarosz-
Wilkotazka, A. Szczes).
W 2012 roku w ramach 7 programu ramowego FP7-PEOPLE-2012-I0F wspoélnie
z prof. Davidem Beattie z Uviversity of South Australia ztozytam wiosek o finansowanie
projektu badawczego pt. ,Controlling Biomineralization using Macromolecular Layers”
(numer wniosku: 331716). Ze wzgledu na ilo§¢ wnioskéw, pomimo przekroczenia
wymaganego progu punktowego projekt nie zostat zakwalifikowany do finansowania.
Doswiadczenie zdobyte w czasie jego przygotowywania postuzyto przy aplikowaniu
o projekt w ramach programu Marie Curie-Sklodowska actions FP7-PEOPLE-2013-ITN
wraz z partnerami z wiodacych o$rodkéw naukowych w Europie. Od 1.01.2014 roku
wspoélnie z Panem prof. Emilem Chibowskim uczestnicze w realizacji projektu

finansowanego w ramach programu Marie Curie-Sklodowska actions FP7-PEOPLE-
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2013-ITN pt. Complex Wetting Phenomena (numer grantu: 607861) koordynowanego
przez Panig prof. Tatiane Gambaryan-Roissman z Technical University of Darmstadt.
Projekt ten jest realizowany we wspotpracy z 10 wiodagcymi osrodkami naukowymi
w Europie, m.in. Max Planck Institute of Colloids and Interfaces, Potsdam, Germany; The
Hebrew University of Jerusalem. Od listopada 2014 roku sprawuje opieke nad badanami
realizowanymi w ramach tego projektu przez Pania mgr Yingdi Yan, dotyczacymi
okreslania wtasciwosci fizykochemicznych implantéw w aspekcie ich adhezji do
materiatéw biologicznych. Zostalam roéwniez wybrana przez zespét koordynatorow
i promotoréw (,Advisory Board”) na ,przedstawiciela odpowiedzialny za

réwnouprawnienie” (,,Gender representative”).

Calkowity dorobek naukowy

Moj dotychczasowy dorobek naukowy obejmuje:

¢ 6 publikacji przed osiggnieciem stopnia naukowego doktora,

* 12 publikacji stanowigcych podstawe wniosku habilitacyjnego,

* 13 publikacji po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nieobjetych habilitacja

co stanowi 13cznie 31 publikacji naukowych, w tym 27 z listy Journal Citation Report
(JCR) o sumarycznym IF rownym 68,99. Sumaryczna liczba cytowani tych publikacji
wynosi 277, z wytgczeniem autocytowan 244, a h-index = 102.

Wyniki moich badan byty prezentowane na:

— 16 konferencjach krajowych i

— 17 miedzynarodowych w postaci 11 komunikatéw i 43 posterow.

Od roku 2009 na zaproszenie edytoréw czasopism o zasiegu miedzynarodowym
znajdujacych sie w bazie JCR wykonatam wiele recenzji artykutéw dotyczacych uktadéw
zdyspergowanych i fizykochemii powierzchni. W tym czasie przygotowatam 32 recenzje
dla:

- Powder Technology, 2014-2015, 2 recenzje,

- Material Science and Engineering C, 2013-2015, 7 recenzji,

- Journal of Colloid and Interface Science, 2012-2014, 5 recenz;ji,
- Applied Surface Science, 2014, 2 recenzje,

- Journal of Adhesion Science and Technology, 2014, 2 recenzje,

- Fullerenes, Nanotubes and Carbon Nanostructures, 2014, 1 recenzja,

zstatystyki wygenerowane w bazie Web of Science (W2% stycznia 2016 roku, z wgtkiem
sumarycznego IF, ktéry jest zsumowanym IF publikajedstawionych w za¢zniku 3a
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- Chemical Engineering and Processing: Process Intensification, 2014,
4 recenzje,

- Journal of Molecular Structure, 2013, 1 recenzja,

- Advances in Colloid and Interface Science, 2013, 1 recenzja,

- Water Research, 2013, 1 recenzja,

- Asia-Pacific Journal of Chemical Engeneering, 2013, 1 recenzja

- Colloids and Surfaces A, 2012, 2 recenzje,

- International Journal of Molecular Science, 2012, 1 recenzja

- Enviromental Engineering and Management Journal, 2010, 2 recenzje

Od wielu lat aktywnie wspoétpracuje rowniez z przedsiebiorstwami i instytutami

badawczymi realizujgc prace badawcze w odpowiedzi na ich zapotrzebowanie.
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