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2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca
I roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

2004 Tytul zawodowy: magister chemii
Jednostka: Zaklad Chemii Organicznej, Wydziat Chemil,
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie
Tytul pracy magisterskiej: Synteza P-chiralnej o-anizylo-m-
anizylo-p-anizylofosfiny
Promotor: Prof. dr hab. K. Michat Pietrusiewicz

2009 Stopien naukowy: doktor nauk chemicznych
Jednostka: Zaktad Zjawisk Migdzyfazowych, Wydziat Chemii,
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie
Tytul pracy doktorskiej: Wilasciwosci nanowarstewek fosfolipi-
déw osadzonych na podlozu statym 1 ich zmiany pod wptywem
enzymow
Promotor: Prof. dr hab. Emilian Chibowski

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2004-2009 doktorant (Stacjonarne Studia Doktoranckie), Zaklad Zjawisk
Miedzytazowych, Wydziat Chemii, Uniwersytet Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie

I1. 2009 - obecnie  adiunkt naukowo-dydaktyczny, Zaklad Zjawisk Miedzyfazo-
wych, Wydziat Chemii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej
w Lublinie

4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztu-
ki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311)

a) tytul osiagniecia naukowego/artystycznego
Charakterystyka fizykochemiczna modelowych blon komoérkowych oraz

ukladow zawierajacych substancje o aktywnosci biologicznej na cieklej
fazie nosnej i podlozu stalym


mailto:malgorzata.jurak@poczta.umcs.lublin.pl

b)

wykaz publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego (autor/autorzy,
tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci wydaw-
niczy)

Podstawe postepowania habilitacyjnego stanowi monotematyczny cykl 20 prac [H1-H20],
w tym 17 oryginalnych prac tworczych [H1, H3-H8, H11-H20] oraz 3 prac przeglado-
wych [H2, H9, H10], opublikowanych w latach 2011-2018, uszeregowanych chronolo-
gicznie. Sumaryczny Impact Factor wedhug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie
z rokiem opublikowania, wynosi IF=48,620.

H1.

H2.

H3.

H4.

E. Chibowski, M. Jurak, Interaction energy of model lipid membranes with water
and diiodomethane, Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering
Aspects 383 (2011) 56-60.

|F2011:2,236

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji catej pracy, zaplanowaniu i wy-
konaniu doswiadczen oraz opracowaniu wszystkich wynikow, przygotowaniu rysunkow, napisaniu
wstepnej wersji manuskryptu, wspotudziale w opracowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow
i wniesieniu stosownych poprawek do manuskryptu.

MGoj udzial procentowy szacuje na 70%.

E. Chibowski, M. Jurak, L. Holysz, Preparation, investigation techniques and sur-
face free energy of solid supported phospholipid layers, in The Encyclopedia of
Surface and Colloid Science, Second Edition, edited by P. Somasundaran, Taylor &
Francis Group, Boca Raton 2011, pp. 1-22, ISBN: 0-8493-9615-8.

IF2011:brak

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na wspotudziale w stworzeniu jej koncepcji, dokonaniu
obszernego przeglgdu literaturowego, wspotredagowaniu tekstu manuskryptu, wspotudziale w przy-
gotowaniu rysunkow oraz opracowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentéw i wniesieniu Stosownych
poprawek do manuskryptu.

Moj udziat procentowy szacuje na 60%.

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

|F2012:3,172

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wykonaniu doswiadczen technikq Langmuira, przepro-
wadzeniu analizy termodynamicznej stabilnosci badanych ukladow oraz ich stanu fazowego, wspot-
udziale w przygotowaniu tekstu manuskryptu i rysunkow, wspotudziale w opracowaniu odpowiedzi
na recenzje.

Moj udziat procentowy szacuje na 45%.

M. Jurak, Changes in stability of the DPPC monolayer during its contact with the
liquid phase, Chemistry and Physics of Lipids 165 (2012) 302-310.
| F2012:2, 147



HbS.

H6.

H7.

H8.

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegatl na stworzeniu koncepcji calej pracy, zaplanowaniu i wy-
konaniu doswiadczen oraz opracowaniu wszystkich wynikow, przygotowaniu rysunkow, napisaniu
pracy, korespondencji z edytorem, przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow oraz wniesie-
niu stosownych poprawek do manuskryptu po recenzji.

Moj udzial procentowy szacuje na 100%.

M. Jurak, Thermodynamic aspects of cholesterol effect on properties of phospho-
lipid monolayers: Langmuir and Langmuir-Blodgett monolayer study, Journal of
Physical Chemistry B 117 (2013) 3496-3502.

|F2013:3,377

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji calej pracy, zaplanowaniu i wy-
konaniu doswiadczen oraz opracowaniu wszystkich wynikow, przygotowaniu rysunkow, napisaniu
pracy, korespondencji z edytorem, przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow oraz wniesie-
niu stosownych poprawek do manuskryptu po recenzji.

Moj udzial procentowy szacuje na 100%.

M. Jurak, J. Mifiones Conde, Characterization of the binary mixed monolayers of
a-tocopherol with phospholipids at the air-water interface, Biochimica et
Biophysica Acta: Biomembranes 1828 (2013) 2410-2418.

|F2013=3,431

Mdj wikiad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu jej koncepcji, zaplanowaniu i przeprowa-
dzeniu wigkszosSci doswiadczen (poza wizualizacjq morfologii monowarstw przy uzyciu mikroskopu
kqta Brewstera), wspotudziale w interpretacji wynikow badan, przygotowaniu rysunkow i tabel,
wspotredagowaniu tekstu manuskryptu, korespondencji z edytorem, wspotudziale w opracowaniu
odpowiedzi na uwagi recenzentéw oraz wniesieniu stosownych poprawek do manuskryptu po recenzji.
Moj udziat procentowy szacuje na 60%.

E. Chibowski, M. Jurak, Comparison of contact angle hysteresis of different probe
liquids on the same solid surface, Colloid and Polymer Science 291 (2013) 391-399.
|F2013:2,410

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczen, wspotudziale
W opracowaniu wynikow i przygotowaniu rysunkow, wspotredagowaniu tekstu manuskryptu.
Moj udziat procentowy szacuje na 60%.

M. Jurak, Surface Gibbs energy interaction of phospholipid/cholesterol monolay-
ers deposited on mica with probe liquids, Chemistry and Physics of Lipids 183
(2014) 60-67.

”:2014:2,422

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na stworzeniu koncepcji calej pracy, zaplanowaniu i wy-
konaniu doswiadczen oraz opracowaniu wszystkich wynikow, przygotowaniu rysunkow, napisaniu
pracy, korespondencji z edytorem, przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow oraz wniesie-
niu stosownych poprawek do manuskryptu po recenzji.

Moj udziat procentowy szacuje na 100%.



HO.

H10.

H11.

H12.

H13.

E. Chibowski, M. Jurak, L. Holysz, Wettability of solid supported lipid layers,
in Surfactant Science and Technology: Retrospects and Prospects, Part Il, Chapter
3, edited by L.S. Romsted, CRC Press, Taylor & Francis Group, Boca Raton 2014,
pp. 121-148, ISBN: 978-1-4398-8295-5.

IF2014:brak

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na wspotudziale w stworzeniu jej koncepcji, dokonaniu
obszernego przeglgdu literaturowego, wspotredagowaniu tekstu manuskryptu, wspotudziale w przy-
gotowaniu rysunkow oraz opracowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow i wniesieniu stosownych
poprawek do manuskryptu.

Moj udzial procentowy szacuje na 60%.

E. Chibowski, M. Jurak, L. Holysz, A. Szczes, Wetting properties of model biolog-
ical membranes, Current Opinion in Colloid & Interface Science 19 (2014) 368-380.
| F2014:5,840

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na wspotudziale w stworzeniu jej koncepcji, dokonaniu
obszernego przeglgdu literaturowego, wspotredagowaniu tekstu manuskryptu, wspotudziale w przy-
gotowaniu rysunkow oraz opracowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow i wniesieniu stosownych
poprawek do manuskryptu.

MGoj udzial procentowy szacuje na 60%.

M. Jurak, Wettability of binary solid supported films of zwitterionic/anionic phos-
pholipids, Adsorption Science and Technology 33 (2015) 625-638.
I1F2015=0,633

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji catej pracy, zaplanowaniu i wy-
konaniu doswiadczen oraz opracowaniu wszystkich wynikéw, przygotowaniu rysunkow, napisaniu
pracy, korespondencji z edytorem, przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow oraz wniesie-
niu stosownych poprawek do manuskryptu po recenzji.

Moj udziat procentowy szacuje na 100%.

M. Jurak, Contact angle hysteresis and phase separation in dry phospholipid fillms
with cholesterol deposited on mica surface, Applied Surface Science 328 (2015)
596-605.

|F2015:3,150

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na stworzeniu koncepcji calej pracy, zaplanowaniu i wy-
konaniu doswiadczen oraz opracowaniu wszystkich wynikow, przygotowaniu rysunkow, napisaniu
pracy, korespondencji z edytorem, przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentéow oraz wniesie-
niu stosownych poprawek do manuskryptu po recenzji.

Moj udziat procentowy szacuje na 100%.

M. Jurak, E. Chibowski, Characteristics of a phospholipid DOPC/cholesterol bi-
layer based on surface free energy and its components, RSC Advances 5 (2015)
66628-66635.

|F2015:3,289

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegat na stworzeniu koncepcji catej pracy, zaplanowaniu i wy-
konaniu doswiadczen oraz opracowaniu wynikow, przygotowaniu rysunkow, wspotredagowaniu



H14.

H15.

H16.

H17.

tekstu manuskryptu, korespondencji z edytorem, przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow
oraz wniesieniu stosownych poprawek do manuskryptu po recenzji.
Moj udziat procentowy szacuje na 80%.

M. Jurak, J. Minones Jr., Interactions of lauryl gallate with phospholipid compo-
nents of biological membranes, Biochimica et Biophysica Acta: Biomembranes
1858 (2016) 1821-1832.

|F2016:3,498

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu jej koncepcji, zaplanowaniu i przeprowa-
dzeniu wszystkich doswiadczen, przygotowaniu wszystkich rysunkow, wspotudziale w interpretacji
wynikow badan, wspotredagowaniu tekstu manuskryptu, korespondencji z edytorem, wspoludziale
W opracowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow oraz wniesieniu stosownych poprawek do manu-
skryptu po recenzji.

Moj udziat procentowy szacuje na 80%.

M. Jurak, Effect of lauryl gallate on wetting properties of organized thin phospho-
lipid films on mica, The Journal of Physical Chemistry B 120 (2016) 6657-6666.
|F2016=3,177

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji catej pracy, zaplanowaniu i wy-
konaniu doswiadczen oraz opracowaniu wszystkich wynikow, przygotowaniu rysunkow, napisaniu
pracy, korespondencji z edytorem, przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow oraz wniesie-
niu stosownych poprawek do manuskryptu po recenzji.

Moj udziat procentowy szacuje na 100%.

M. Jurak, Surface free energy of organized phospholipid/lauryl gallate monolay-
ers on mica, Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects
510 (2016) 213-220.

”:2016:2,714

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji calej pracy, zaplanowaniu i wy-
konaniu doswiadczen oraz opracowaniu wszystkich wynikéw, przygotowaniu rysunkow, napisaniu
pracy, korespondencji z edytorem, przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow oraz wniesie-
niu stosownych poprawek do manuskryptu po recenzji.

Moj udziat procentowy szacuje na 100%.

M. Jurak, A.E. Wiacek, K. Terpitowski, Properties of PEEK-supported films of

biological substances prepared by the Langmuir-Blodgett technique, Colloids and

Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects 510 (2016) 263-274.
”:2016:2,714

MOdj wkiad w powstanie tej pracy polegat na stworzeniu jej koncepcji, wspétudziale w zaplanowaniu
badan, przeprowadzeniu doswiadczen z wyjqtkiem aktywacji powierzchni polimeru plazmgq, przygo-
towaniu wszystkich rysunkow, wspotudziale w interpretacji wynikow badan, zredagowaniu tekstu
manuskryptu, korespondencji z edytorem, wspotudziale w opracowaniu odpowiedzi na uwagi recen-
zentow oraz wniesieniu stosownych poprawek do manuskryptu po recenzji.

Moj udziat procentowy szacuje na 85%.



H18.

H19.

H20.

c)

Wstep

M. Jurak, A.E. Wiacek, Wettability of hybrid chitosan/phospholipid coatings,
Progress on Chemistry and Application of Chitin and Its Derivatives 22 (2017) 66-76.
IF2017:brak

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji catej pracy, wspotudziale w za-
planowaniu badan, wykonaniu doswiadczen technikq Langmuira-Blodgett/Schaefera i rozplywania,
wspoludziale w opracowaniu wszystkich wynikow i przygotowaniu rysunkow, napisaniu pracy, ko-
respondencji z edytorem, przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow oraz wniesieniu stosoW-
nych poprawek do manuskryptu po recenzji.

Moj udziat procentowy szacuje na 85%.

M. Jurak, A.E. Wigcek, R. Mroczka, R. Lopucki, Chitosan/phospholipid coated

polyethylene terephthalate (PET) polymer surfaces activated by air plasma, Col-

loids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects 532 (2017) 155-164.
IF2016=2,714

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji calej pracy, wspotudziale w za-
planowaniu eksperymentow, wykonaniu doswiadczen technikq Langmuira-Blodgett/Schaefera i roz-
plywania, wspotudziale w interpretacji wszystkich wynikow i przygotowaniu rysunkow, wspotreda-
gowaniu pracy, korespondencji z edytorem, wspotudziale w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi re-
cenzentow oraz wniesieniu stosownych poprawek do manuskryptu po recenzji.

MGoj udziat procentowy szacuje na 85%.

M. Jurak, R. Mroczka, R. Lopucki, Properties of artificial phospholipid mem-
branes containing lauryl gallate or cholesterol, Journal of Membrane Biology 251
(2018) 277-294.

IF2016=1,696"

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji catej pracy, zaplanowaniu i wy-
konaniu doswiadczen technikq Langmuira i Langmuira-Blodgett, przygotowaniu probek do analizy
FTIR-ATR, wspotudziale w interpretacji wszystkich wynikow i przygotowaniu rysunkow, wspotreda-
gowaniu pracy, korespondencji z edytorem, wspotudziale w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi re-
cenzentow oraz wniesieniu stosownych poprawek do manuskryptu po recenzji.

Moj udziat procentowy szacuje na 85%.

omowienie celu naukowego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow wraz
z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Blony biologiczne sg ztozonymi strukturami ograniczajacymi komorki, a takze ich organelle

wewnetrzne. Podstawowa funkcja blon jest ochrona przed otaczajacym $rodowiskiem oraz

kontrola przepuszczalnosci jonéw lub czasteczek do i na zewnatrz komorki [1, 2]. Wigkszosé

naturalnych bton biologicznych stanowia mieszaniny réznych czasteczek lipidowych (gtow-

nie fosfolipidow) i biatek. Rdzen tworzy biwarstwa lipidowa zbudowana gtownie z fosfolipi-

dow PL (takich jak fosfatydylocholina, nazywana potocznie lecytyna, fosfatydyloseryna, fos-

“IF aktualnie dostepny w bazie JCR na stronie: http://icr.incites.thomsonreuters.com/



http://jcr.incites.thomsonreuters.com/

fatydyloetanoloamina), glikolipidow i steroli. Lipidy blonowe (fosfo- i glikolipidy) charakte-
ryzuja si¢ wyraznie wyksztalcong czgscia hydrofobowa, ktora stanowia dwa tancuchy weglo-
wodorowe i czg$cig hydrofilows (polarng glowa) [1, 2]. Wykazuja zdolno$¢ do formowania
trwalych biwarstw w Srodowisku wodnym. Pozostate lipidy wystgpuja jako domieszki lipi-
dow blonowych. W danej temperaturze niektore lipidy blonowe wystepuja w fazie ciektokry-
stalicznej (fluid), a niektore w fazie zelowej [3], co prowadzi do lateralnej separacji faz i two-
rzenia domen. Domeny sg to wydzielone obszary, ktore odbiegaja sktadem i strukturg od po-
zostatej czesci blony 1 charakteryzujg si¢ podwyzszong lub obnizong zawartoscig danego typu
zwigzku(-6w). Formowanie domen jest kluczowym elementem funkcjonowania bton wiacza-
jac mechanizmy rozpoznawania, przesylania sygnatow, aktywnego transportu, endocytozy,
egzocytozy, wzrostu mikrobiologicznego i adaptacji do r6znych srodowisk [3-5]. Heteroge-
niczno$¢ sktadu chemicznego blony, uwzgledniajac zréznicowanie zarowno polarnych czegsci
(,,glow”) jak 1 acylowych tancuchéw (,,ogonow”) jej lipidowych sktadnikéw, przyczynia sie
do zachowania odpowiedniej ptynnosci [3, 6]. Zaleznie od sktadu jako$ciowego i ilosciowego
blony domeny ulegaja modyfikacjom. Ich rozmiar, struktura i stabilno$¢ sa determinowane
oddzialywaniami pomigdzy poszczegoInymi komponentami.

Typowym sktadnikiem bton biologicznych ssakéw jest fosfatydylocholina (PC) o cha-
rakterze obojnaczym: nasycona (1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina — DPPC), pét-
nienasycona (2-oleoilo-1-palmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina — POPC) i nienasycona
(1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina — DOPC) (rys. 1). Natomiast blony bakteryjne zawie-
rajg gldwnie anionowy fosfatydyloglicerol (PG) [7]. Przedstawiciclem tej grupy zwigzkow
jest nasycony 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfo-rac-(1-glicerol) — DPPG (rys. 1). Zaréwno
PC, jak i PG sa najczesciej spotykanymi fosfolipidami surfaktantu ptucnego, bedacego mie-
szaning lipidow 1 specyficznych biatek, w sktad ktorego moga wchodzi¢ takze nienasycone
fosfolipidy i cholesterol (Chol) w ilosciach zaleznych od rodzaju organizmu [8]. Cholesterol
(rys. 1) jest jednym ze specyficznych sktadnikow blon eukariontow, ktory poprzez oddziaty-
wania z innymi lipidami, moduluje przepuszczalno$é, mechaniczng stabilno$¢ oraz uporzad-
kowanie strukturalne bton [9].

Nowym aspektem w dziedzinie badan oddziatywan miedzy czasteczkami lipidow oka-
zal si¢ fakt, ze blony komorek zwierzat zawierajg lateralnie wydzielone domeny zwane lipi-
dowymi tratwami/raftami (lipid rafts) [5, 10, 11]. Rafty skladajg si¢ ze stosunkowo matych
(submikroskopowych) domen o malej zawartosci nienasyconych fosfolipidow 1 biatek trans-
membranowych, ale wzbogaconych w cholesterol, sfingolipidy i1 specyficzne bialka, w sto-

sunku do ich zawartosci w otaczajacej blonie [5]. Rafty maja ogromne znaczenie w procesie



przekazywania sygnaldw, transportu pecherzykowego, w regulacji cyklu komoérkowego
1 apoptozy, bowiem wplywaja na aktywacje receptoréw blonowych [5, 10]. Biorg udziat
w przebiegu chordb, takich jak: cukrzyca, choroba Alzheimera, choroby prionowe czy nowo-
twory [11, 12]. Badania wskazuja, ze oddziatywania Chol z innymi lipidami odgrywaja wazna
role w tworzeniu raftow w blonach komoérek zwierzat. Zwigkszanie lub zmniejszanie zawar-
tosci cholesterolu w membranie moze indukowa¢ powazne zmiany w rozkladzie i/lub funk-

cjach sktadnikow raftow.
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Rys. 1. Zwigzki budujace naturalne btony biologiczne i/lub zastosowane do badania oddziatywan w obrgbie
modelowych bton.

Najczesciej naukowcey skupiaja si¢ na badaniach z wykorzystaniem waskiego zakresu
stezenia Chol (do 50%) [13, 14] ze wzglgedu na ograniczong jego rozpuszczalno$¢ w blonie.
Powyzej progu rozpuszczalnosci, ktory zalezy od skladu, tworza si¢ krysztalty monohydratu
[15] lub dwuwarstwowe domeny [16, 17]. Uwaza si¢ je zwykle za symptom patologii, jed-
nakze okazuje si¢, ze moga one odgrywac takze pozytywna role fizjologiczna. Stwierdzono
na przyklad, ze blony w soczewce oka ludzkiego maja wyzsza zawartos¢ cholesterolu
W poréwnaniu z innymi blonami, ktory prawdopodobnie utrzymuje przezroczystos¢ soczewki
chronigc przed zaéma [16, 18]. Sktad blony soczewki oka zmienia si¢ znacznie wraz z wie-
kiem i mozna zaobserwowa¢ zmniejszenie stosunku molowego PL/Chol [19]. Inne funkcje

cholesterolu obejmuja regulacje przepuszczalnosci blony dla matych polarnych i niepolarnych



czasteczek [17]. Ta specyficzna rola cholesterolu przejawia si¢ poprzez oddziatywanie blony
PL-Chol z otaczajacym srodowiskiem.

W obrgbie blony rafty wspotistnieja z obszarami o wyzszej zawarto$ci nienasyconych
fosfolipidow. Obecnos¢ wigzan podwojnych w tancuchach kwasoéw tluszczowych sprawia, ze
sa one podatne na utlenianie bedace skutkiem powstawania wolnych rodnikow w komoérkach
I tkankach. Utlenianie natomiast obniza plynno$¢ blony, niszczy jej strukturg i zaburza jej
prawidtlowe funkcjonowanie [20, 21]. Uszkodzenia komoérek spowodowane peroksydacja
lipidéw prowadza do zmian nowotworowych. Biorgc pod uwage ten aspekt funkcjonowania
bton wylonita si¢ potrzeba badania wptywu zwigzkéw wykazujacych aktywnos¢ przeciwutle-
niajaca, stosowanych w celu ochrony blony przed uszkodzeniem oksydacyjnym, a w konse-
kwencji przed powstawaniem i rozwijaniem si¢ niektorych typow nowotworow.

Do badan wybrano dwa antyutleniacze: a-tokoferol (TF) — naturalnie wyst¢pujaca
i najbardziej biologicznie aktywna forme witaminy E [22, 23], oraz galusan laurylu (dodecy-
lu, LG) - pochodng kwasu galusowego (GA) bedacego naturalnym roslinnym trifenolem [24].
Wzbogacenie diety a-tokoferolem pomaga w leczeniu chorob sercowo-naczyniowych, Alzhe-
imera, Parkinsona lub miazdzycy, a takze wptywa korzystnie na profilaktyke przeciwnowo-
tworowg [22]. LG wykazuje rowniez potencjalng aktywnos$¢ przeciwnowotworowg [25, 26],
a z drugiej strony dziatanie antybakteryjne i przeciwwirusowe [27, 28]. Znikoma rozpusz-
czalno$¢ TF | LG w wodzie sprzyja organizowaniu si¢ czasteczek w obrebie blony. Stwier-
dzono ich zwigkszone powinowactwo do obszaro6w wystepowania lipidow nienasyconych,
w ktorych gromadzac si¢, mogg optymalizowaé ochrong bton przed utlenieniem i zniszcze-
niem, a jednocze$nie wywieraé efekt farmakologiczny [29-31].

Struktura ukladoéw (wielko$¢, morfologia i stabilno$¢ domen) zalezy od energii
oddziatywan wystepujacych pomiedzy sktadnikami w warstwie. W zaleznosci od sktadu
blony, energia oddzialtywan moze ulega¢ modyfikacji. Jednakze trudno jest okresla¢ wtasci-
wosci fizyczne i funkcje poszczegdlnych zwigzkow oraz ich wzajemne oddziatywania w natu-
ralnych blonach, tym bardziej skorelowaé rodzaj i wielko$¢ oddziatywan w obrgbie blony, jej
strukture oraz ptynnos¢, z energia oddziatywan blon z otaczajacym s$rodowiskiem. Dlatego
tego typu badania wykonuje si¢ w uktadach modelowych stosujac pojedyncze zwigzki lub
mieszaniny. Monowarstwy Langmuira na granicy faz woda/powietrze oraz mono- i biwarstwy
osadzone na podlozu stalym stanowig uznane modele blon biologicznych [32, 33].

Staba rozpuszczalno$¢ w wodzie oraz amfifilowy charakter czasteczek PL, Chol, TF
I LG (rys. 1) sprawiaja, ze orientuja si¢ one specyficznie na granicy faz woda/powietrze, two-

rzac monowarstwy Langmuira. Fazg no$ng dla filmu jest ciecz, najczgsciej woda, zwana sub-
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faza, ktora imituje naturalne sSrodowisko bton. Technika monowarstw Langmuira (L) jest uzy-
teczna w badaniach oddzialywan wystgpujacych pomigdzy poszczeg6dlnymi sktadnikami mo-
delowych bton biologicznych [34, 35], jak rowniez ich struktury w polaczeniu z mikroskopia
kata Brewstera (BAM) [36, 37]. Natomiast do otrzymywania warstw molekularnych o kontro-
lowanej grubosci na statym nos$niku stuzg metody Langmuira-Blodgett (LB) oraz Langmuira-
Schaefera (LS) [32, 38, 39]. Obie techniki polegaja na przenoszeniu monowarstw Langmuira,
skompresowanych do ustalonej wartosci ci$nienia powierzchniowego, z fazy cieklej na pod-
loze stale. Rdznica dotyczy orientacji nosnika: pionowa — LB, pozioma — LS.

Podloza dla uktadow biomimetycznych mogg by¢ rézne. Do przeprowadzonych prze-
ze mnie badan wybrano ptatki miki (muskowitu — naturalnie wystepujacego glinokrzemianu)
oraz ptytki polimerowe z polieteroeteroketonu — PEEK, politereftalanu etylenu — PET, ktore
dodatkowo pokryto biopolimerem (chitozanem) (rys. 2). Mika, ze wzglgdu na molekularng
gladko$¢ powierzchni oraz wysoka gestosé ladunku powierzchniowego (3,2x107 elem?) [40],
umozliwia silng adhezje czasteczek przenoszonych zwigzkow prowadzac do utworzenia zwar-
tego filmu na ciele statym przy jednoczesnym zachowaniu wiasciwos$ci monowarstw Langmuira.
Z kolei zastosowanie wymienionych polimerow i/lub biopolimeru jako no$nikow rozszerza

zakres badan uktadow biomimetycznych w wymiarze aplikacyjnym.
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Rys. 2. Nos$niki uktadow biomimetycznych.

Wydalo si¢ interesujace poszukiwanie zaleznos$ci pomiedzy witasciwosciami mono-

warstw Langmuira o scisle zdefiniowanym skfadzie, utworzonych na granicy faz woda/powietrze,
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a zwilzalno$cig analogicznych monowarstw Langmuira-Blodgett/Schaefera osadzonych na
mice i/lub podiozu polimerowym/biopolimerowym. Badania podjeto w celu uzyskania naj-
bardziej stabilnych ukladow oraz 0szacowania ich energii oddzialywan z cieczami o r6znym
charakterze (polarnym i niepolarnym) na granicy faz membrana/ciecz/gaz. Blony biologiczne
nie sg izolowanymi uktadami, ale pozostajg w kontakcie z substancjami o duzej r6znorodno-
Sci, dlatego tez wyniki przeprowadzonych badan mogg by¢ pomocne w lepszym zrozumieniu
ich funkcjonowania w procesach zachodzacych na powierzchni membran i z nimi zwigza-
nych, takich jak transport czasteczek wody, jonow 1 réznych substancji przez blony.

llosciowe okreslenie oddzialywan pomiedzy hydrofobowymi powierzchniami i woda
stanowi wcigz wyzwanie dla naukowcow. Jedng z termodynamicznych funkcji shuzacych do
charakteryzowania energetycznych 1 zwilzajacych wilasciwosci filmoéw jest ich swobodna
energia powierzchniowa, okreslana przez rodzaj i wielko$¢ oddziatywan wystepujacych
w obszarze migedzyfazowym film/ciecz/gaz. Nadal istniejg trudno$ci zwigzane z jej bezpo-
srednim, eksperymentalnym wyznaczeniem i opisem termodynamicznym [41-44]. Obecnie
szeroko rozpowszechnione jest wyznaczanie pozornej swobodnej energii powierzchniowej
ciat stalych poprzez pomiary katow zwilzania cieczy o znanym napigciu powierzchniowym
W powigzaniu z odpowiednimi koncepcjami oddziatywan miedzyfazowych, co pozwala na
stosunkowo szybkg oceng oddziatywan cialo state-ciecz [45-51].

Ponadto badania dotyczace zmian swobodnej energii powierzchniowej stanowig waz-
ny parametr w ocenie biokompatybilno$ci materiatow wszczepianych do organizmu [52].
Drugi aspekt podjetych przeze mnie badan dotyczyt kwestii polepszenia biokompatybilnosci
polimerow stosowanych w implantologii (PEEK-u oraz PET-u) poprzez pokrycie aktywowa-
nych powierzchni materialtdow polimerowych modelowa blong biologiczng. Obecno$¢ zwigz-
kow budujacych naturalne blony biologiczne stanowi swoisty tacznik pomigdzy uktadami
sztucznymi 1 biologicznymi zwigkszajac prawdopodobienstwo pozytywnej odpowiedzi orga-
nizmu, a jednoczes$nie moze ulatwi¢ wprowadzenie substancji czynnej, np. o wlasciwosciach
bakteriobojczych (LG), co dodatkowo zabezpiecza przed infekcjami.

W dziedzinie chirurgii ortopedycznej PEEK uznawany jest za wysokiej jako$ci termo-
plastyczny zamiennik kosci [53]. Testy przeprowadzone in vitro oraz in vivo potwierdzaja
brak cytotoksycznosci. Jednakze, biologiczna biernos¢ powierzchni PEEK-u, wynikajaca ze
stosunkowo niskiej energii powierzchniowej, ostabia integracj¢ z tkankami, co moze sprzyjac
rozwojowi bakterii wywotujac infekcje otaczajacej tkanki. Adhezja bakterii do powierzchni
biomaterialdw stanowi wazny wskaznik ryzyka infekcji i jest uwarunkowana mi¢dzy innymi

topografig i swobodng energia powierzchniowa [54].
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Natomiast PET jest czesto stosowany w rekonstrukcjach naczyn krwionosnych jako
material ochronny stentu [55, 56]. Jednak jego wada jest hydrofobowos¢, obojetnosé che-
miczna i staba biokompatybilno$¢. Ponadto widkna PET sg wrazliwe na powolng degradacje
hydrolityczng prowadzaca do niekorzystnych reakcji biologicznych [55]. W zwiazku z tym
powierzchnia PET wymaga modyfikacji przed kontaktem z krwig [56], w celu uzyskania od-
pornosci na degradacj¢, wilasciwosci przeciwzakrzepowych i lepszej biokompatybilnosci.
Okazuje si¢, ze wlasciwosci powierzchni polimerow mozna zmodyfikowaé powlekajac je
filmem biopolimerowym. W badaniach wykorzystano biopolimer — chitozan (rys. 2). Jest on
naturalnym polisacharydem o unikalnych wilasciwosciach, korzystnych z punktu widzenia
zastosowan biomedycznych i farmaceutycznych, takich jak: biodegradowalno$¢, biokompaty-
bilnos$¢, nietoksyczno$¢ oraz wilasciwosci antybakteryjne [57, 58]. Jednakze w kontakcie
z krwig chitozan zyskuje tadunek dodatni, co indukuje adhezje erytrocytow i plytek krwi, ad-
sorpcje fibrynogenu i krzepniecie krwi [59, 60]. W celu przezwycig¢zenia tej trudnosci pojawit
si¢ pomyst dalszej modyfikacji filmu chitozanowego poprzez pokrycie monowarstwa fosfoli-
pidu PL. Przylegajaca warstwa PL miata stanowi¢ oston¢ dla chitozanu przed bezposrednim
kontaktem z krwig 1/lub zmniejsza¢ gestos¢ tadunku dodatniego, polepszajac w ten sposob
wlasciwosci hemostatyczne materiatu. Wiadomo, ze morfologia powierzchni implantéw odgrywa
wazng role w ,,zakotwiczeniu si¢” w organizmie, dlatego zastosowanie odpowiedniej strategii

modyfikacji moze zapewni¢ materialom zoptymalizowang zwilzalno$¢ i chropowatosc.

Cele ogélne badan opisanych w pracach objetych postegpowaniem habilitacyjnym to:

e okreslenie uporzadkowania i upakowania czasteczek w monowarstwach Langmuira oraz
wyznaczenie ich struktury, rodzaju 1 wielkosci oddziatywan oraz stabilnosci uktadéw
dwu- i trojsktadnikowych PL-PL [H11], PL-Chol [H3, H5], PL-TF [H6], PL-LG [H14],
DPPC-DOPC-Chol i DPPC-DOPC-LG [H20], dla nast¢pujacych utamkéw molowych
drugiego lub trzeciego sktadnika x = 0; 0,25; 0,5; 0,75; 1, na subfazie wodnej,

e preparatyka filmow DPPC [H4], PL-PL [H11], PL-Chol [H1, H12, H13], PL-LG na mice
[H15, H16], DPPC-LG na aktywowanym PEEK-u [H17], DPPC na PET/chitozan (PET —
PET aktywowany plazma powietrzng) [H18, H19], o kontrolowanej grubosci i orientacji
molekut za pomoca technik LB lub LS oraz samoorganizujacych si¢ filméw chitozanu
technikg rozplywania roztworu S,

e Scharakteryzowanie struktury oraz wyznaczenie parametrow topograficznych powierzch-

ni mika/PL-Chol [H12, H13], mika/PL-LG [H15, H16], PEEK/DPPC-LG [H17],
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PET/chitozan/DPPC [H19] przy wykorzystaniu technik mikroskopowych (mikroskopii sit
atomowych AFM, mikroskopii optycznej, profilometrii optycznej),

e okreslenie zwilzalno$ci powierzchni mika/DPPC [H4, H7], mika/PL-PL [H11], mika/PL-
Chol [H1, H9, H10, H12, H13], mika/PL-LG [H15, H16], PEEK/DPPC-LG [H17],
PET/chitozan/DPPC [H18, H19] na podstawie pomiardéw kata zwilzania i jego histerezy,

e Wyznaczenie zmian swobodnej energii powierzchniowej i jej sktadowych dla badanych
powierzchni w oparciu o modele oddziatywan migdzyfazowych [H1, H2, H4, H5, H7,
H8, H10-H13, H16-H19],

e opracowanie termodynamicznej charakterystyki modelowych membran dzigki komplek-
sowej analizie wlasciwosci zwilzajacych 1 energetycznych oraz struktury uzyskanych
ukfadéw na statym nosniku (mika, PEEK, PET) w odniesieniu do upakowania, mieszal-

nosci i stabilno$ci monowarstw na subfazie wodnej.

Analiza monowarstw Langmuira
Stan termodynamiczny oraz jako$¢ monowarstw Langmuira okreslono na podstawie izoterm
sprezania, prezentujgcych zalezno$¢ cisnienia powierzchniowego (m) w funkcji powierzchni
fazy nos$nej przypadajacej na pojedyncza czasteczke w monowarstwie (A).

W celu zweryfikowania i porownania stanow fizycznych badanych filmow, jak row-
niez, aby uzyska¢ informacje na temat uporzadkowania i upakowania czasteczek w monowar-
stwach bezposrednio z przebiegu izoterm n-A obliczono modut $cisliwosci dla filméw o0 zna-

nym sktadzie korzystajac z rownania 1 [61]:

€t =—AG) M

Mieszalno$¢ i oddziatywania pomigdzy czasteczkami w dwu- i trojsktadnikowych
monowarstwach poddano jakosciowej analizie zgodnie z regula addytywnosci [34, 35].
W zwigzku z tym, bezposrednio z izoterm wyznaczono $rednig rzeczywista powierzchnig na
czasteczk¢ w mieszanym filmie dwusktadnikowym (4;,) lub trojsktadnikowym (A;,3) przy
roéznych wartos$ciach ci$nienia powierzchniowego, a nastgpnie poréwnano ja z wartoscig 0d-

powiadajaca mieszalnos$ci idealnej lub catkowitemu brakowi mieszalnosci czasteczek (row. 2):

Ag_% = A1x1 + Azxz |Ub A%l%?) = Alxl + A2x2 + A3x3 (2)
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gdzie: A, A,, A; oznaczaja powierzchni¢ przypadajaca na czasteczke w poszczegdlnych filmach
jednosktadnikowych przy danym ci$nieniu powierzchniowym, oraz x,, x,, X3 s3 utamkami
molowymi sktadnikow 1, 2, 3 w filmie mieszanym.

Na tej podstawie obliczono powierzchni¢ nadmiarowg przypadajaca na czasteczke w miesza-

nych monowarstwach dwu- i trojsktadnikowych (row. 3):

Agxe = A1z — Alldz lub Aexc = A1z — Ai1%3 (3)

Natomiast w celu oszacowania wielkosci oddziatywan pomiedzy czasteczkami w filmach

mieszanych obliczono nadmiarowg energi¢ Gibbsa mieszania (row. 4):

AGexc = N fonAexc dm 4)

gdzie: N oznacza liczbe Avogadro.
Ponadto ocen¢ termodynamicznej stabilnosci uktadow okreslono w oparciu o catkowita energie
Gibbsa mieszania z rownania:

AGy, = AGeye + AGy, (5)

gdzie idealng energie Gibbsa mieszania wyrazono jako:
AG;; = RT (xqInx; + x,Inx,) lub  AG;; = RT(xqInx; + x,Inx, + x3lnx;) (6)

gdzie: R to stata gazowa oraz T to temperatura.

Analiz¢ przeprowadzono dla monowarstw przy ciSnieniu powierzchniowym
30-35 mN/m, ktore odpowiada wewngtrznemu ci$nieniu bocznemu biwarstw fosfolipidowych
1 blon biologicznych 0 okreslonej gestosci upakowania czasteczek, pod ci$nieniem atmosfe-

rycznym i przy braku sit zewnetrznych (external stress) [62].

Monowarstwy PL-PL

Badania rozpocz¢to od analizy mieszanin dwusktadnikowych fosfolipidow wchodzacych
w skitad surfaktantu ptucnego (PC i PG) [H11]. Gléwnym zadaniem surfaktantu plucnego jest
usprawnienie mechaniki oddechowej, zmniejszenie napigcia powierzchniowego na granicy
faz powietrze/ciecz, zapobieganie zapadnigciu pgcherzykoéw plucnych i zmniejszenie wysitku
zwigzanego z oddychaniem [8, 63, 64]. Powszechnie przyjmuje sie, ze $cisle upakowane fil-
my mieszane wzbogacone w DPPC (40-50%) sa odpowiednie do zminimalizowania napigcia

powierzchniowego na granicy faz powietrze/ciecz w celu uniknigcia zapadnigcia pgcherzy-
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kow przy koncu wydechu. Jednakze odkryto, ze stabilnie niskie napigcie powierzchniowe
mozna osiggnaé rowniez stosujac filmy nienasyconych fosfolipidow, sprgzane w wystarczaja-
co szybkim tempie [65]. Waznym aspektem stabilnosci warstewki lipidowej w wysoce skom-
presowanych stanach jest upakowanie czasteczek lipidowych oraz wystepowanie uporzadko-
wanych 1 nieuporzadkowanych obszarow. Okazuje si¢, ze obecno$¢ anionowego fosfolipidu
DPPG zwigksza zdolno$¢ mieszaniny do separacji faz [66]. Zatem sktad filmu surfaktantu
plucnego odgrywa kluczowa role w lateralnej organizacji blony, jej stabilnosci
i prawidlowym funkcjonowaniu [63].

W tym konteks$cie podjeto systematyczne badania oddziatywan anionowego fosfolipidu
DPPG na fosfolipidy obojnacze DPPC, DOPC i POPC w monowarstwach Langmuira na gra-
nicy faz woda/powietrze w celu okreslenia stopnia skondensowania i mieszalnosci uktadow
dwusktadnikowych [H11]. Na podstawie wartosci AG,,. udowodniono wystgpowanie silniej-
szych oddziatywan przyciggajacych pomiedzy nasyconymi fosfolipidami DPPC-DPPG,
1 ostabienie tych oddziatywan w ukladach zawierajacych nasycony i nienasycony fosfolipid
(POPC-DPPG i DOPC-DPPG) w porownaniu do uktadéw jednosktadnikowych. Réwnocze-
$nie filmy DPPC-DPPG okazaly si¢ $cislej upakowane i bardziej uporzadkowane niz POPC-
DPPG i DOPC-DPPG, w ktorych stwierdzono czgsciowa mieszalno$¢ zwigzang z tworzeniem
obszarow dwufazowych (domen). Luzniejsze upakowanie czasteczek monowarstwy zwigksza

jej przepuszczalno$é w stosunku do wody i innych cieczy [H11].

Monowarstwy PL-Chol

Badanie mechanizmu tworzenia domen w modelowych btonach zintensyfikowano od momen-
tu postawienia hipotezy o istnieniu tzw. raftow lipidowych [5]. Rafty sa definiowane jako
nano-obszary (10-200 nm) blon wzbogacone w cholesterol, nasycone dlugotancuchowe lipidy
1 niektore biatka. Tym obszarom przypisuje si¢ udziat w réznorodnych procesach komorko-
wych, szlakach sygnatowych, w procesie ontogenezy oraz w chorobach takich jak HIV,
Alzheimer czy choroby prionowe [11]. Jednakze wcigz istniejg kontrowersje dotyczace me-
chanizmoéw tworzenia raftéw, ich sktadu 1 funkcji.

Cholesterol (Chol) jest waznym komponentem komorek eukariotycznych, w tym ssa-
kow. Wprowadzenie cholesterolu do membrany modyfikuje jej ptynnosé, przepuszczalnosé
1 wlasciwosci dielektryczne [9]. Jedna z wyjatkowych cech cholesterolu jest wywieranie tzw.
efektu kondensacyjnego/kondensacji (condensing effect) na czasteczki fosfolipidow (PL).

Przejawia si¢ to w zmniejszeniu powierzchni przypadajacej na jedna czasteczke w mieszani-
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nie PL-Chol [67, 68]. W celu wyjasnienia nieidealnego zachowania mieszanin PL-Chol za-
proponowano kilka modeli, ktore r6znig si¢ podstawowym mechanizmem prowadzacym do
kondensacji filmu. Na uwage zastuguja: model nadstruktury (superlattice model) [69, 70],
parasola (umbrella model) [71, 72], kompleksow skondensowanych (condensed-complexes
model) [73, 74], mezoskopowy (mesoscopic water—lipid—cholesterol model) [75] i inne [76, 77].
Weryfikacj¢ modeli prowadzi si¢ zard6wno dla uktadow monowarstw Langmuira, jak i biwar-
stwowych pecherzykow — liposomow [78]. Jednostke strukturalng liposomow stanowi biwar-
stwa — uktad dwoch monowarstw, ktorych czasteczki sa skierowane polarnymi czesciami na
zewnatrz. Z tego wzgledu molekularne upakowanie i oddzialywania migdzy czasteczkami
okreslone w mieszanych monowarstwach Langmuira na granicy faz woda/powietrze mozna
odnie$¢ do uktadow pecherzykow liposomowych o analogicznym sktadzie.

W pracy [H3] wykazano uzyteczno$¢ techniki monowarstw Langmuira do przewidy-
wania stabilnosci liposomow ztozonych z DPPC i Chol w aspekcie tworzenia dwusktadniko-
wych kompleksow skondensowanych. Dodatek Chol do monowarstwy DPPC powoduje
wzrost jej skondensowania przejawiajacy si¢ wyzszymi warto$ciami moduhu $cisliwosci Cgt
i zmniejszeniem $redniej powierzchni przypadajacej na czasteczke A;,. Nadmiarowa energia
mieszania Gibbsa AG,,. przyjmuje ujemne warto$ci osiggajgc minimum przy utamku molo-
WYM Xcnor = 0,25, co wskazuje rownoczesnie na najbardziej uprzywilejowany sktad miesza-
niny DPPC-Chol. Powyzszy wniosek potwierdzita wysoka stabilnos$¢ liposoméw 0 analogicz-
nym sktadzie [H3].

Nastepnie rozszerzono badania stabilnosci uktadéw PL-Chol o inne fosfolipidy:
DPPG, DOPC i POPC, w celu kompleksowego okreslenia wptywu Chol w zaleznosci od ro-
dzaju polarnej glowy fosfolipidu (PC kontra PG) i nasycenia/nienasycenia fancuchow weglo-
wodorowych [H5]. Z warto$ci modutow $cisliwosci Cs *wynika, ze wzrost stezenia Chol po-
woduje wzrost upakowania (skondensowania) monowarstw PL (rys. 3a). W przypadku DPPG
stosunkowo niewielka glowa polarna w poréwnaniu do DPPC umozliwia $cisla organizacje
czasteczek w monowarstwie ze wzgledu na zmniejszone zatloczenie steryczne. Z drugiej
strony, wigzania podwojne 0 konfiguracji cis w czasteczkach POPC i DOPC indukujg ,,zata-
mania” lancuchéw weglowodorowych. Ich obecnos$¢ utrudnia tworzenie si¢ zwartej mono-
warstwy, a tym samym uzyskuje si¢ nizsze warto$ci modutu $cisliwosci w odniesieniu do
wartosci okre§lonych dla nasyconych PL. Ponadto przeprowadzone badania wykazaty, ze
wprowadzenie Chol do monowarstwy PL powoduje redukcj¢ sredniej powierzchni przypada-
jacej na czasteczke A;, (efekt kondensacyjny). Zgodnie z modelem Radhakrishnana

i McConnella [73, 74] kontrakcja powierzchni jest efektem tworzenia si¢ skondensowanych
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kompleksow PL-Chol, co widoczne jest w postaci przegie¢ lub zalaman na krzywych zalez-
nosci powierzchni od sktadu blony. Na tej podstawie wstepnie oszacowano sktad dwusktad-
nikowych kompleksow, tj. dla DPPC-Chol przy xcp0; = 0,25, zas dla POPC-Chol przy xcno:
= 0,5. Brak przegi¢¢ na krzywych A;, = f(xcp0;) W przypadku uktadow DOPC-Chol oraz
DPPG-Chol sugeruje tworzenie si¢ stabych kompleksow lub ich brak. Po przekroczeniu steze-

nia granicznego w monowarstwie, Chol miesza si¢ z kompleksem lub wytraca si¢ z ukladu [H5].
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Rys. 3. (a) Modut scisliwosci C5* oraz (b) nadmiarowa energia Gibbsa AG,,. wyznaczone dla monowarstw PL-Chol
w zaleznosci od sktadu [H5].

Wyznaczone warto$ci nadmiarowej energii Gibbsa AG,,.. (rys. 3b) potwierdzity two-
rzenie si¢ stabilnych i zwartych filmow DPPC-Chol przy x.p,; = 0,25. Dla monowarstw
DPPG-Chol niewielkie minimum przy xcp0; = 0,25 dowiodlo znacznie mniejszej mieszalno-
sci Chol z DPPG niz z DPPC. Dla ukladow nienasyconych fosfolipidow POPC 1 DOPC
z Chol minimum AG,,. pojawito si¢ dla rownomolowych mieszanin, ale mniejsze warto$ci
energii Gibbsa sugeruja wystgpowanie stabszych oddziatywan przyciagajacych w poréwnaniu
z uktadem DPPC-Chol przy xcp,; = 0,25. Potwierdzono, ze cholesterol wykazuje wigksze
powinowactwo do nasyconej PC, a powinowactwo to maleje ze wzrostem nienasycenia tan-
cuchéw acylowych [H5]. Obecnos¢ Chol w $rodowisku nieuporzadkowanych nienasyconych
tancuchow weglowodorowych narzuca ograniczenia w ich konformacjach prowadzac do ob-
nizenia entropii (entropic penalty), co jest niwelowane, gdy Chol znajduje si¢ obok uporzad-
kowanych nasyconych tancuchéw palmitynowych PC [79]. Uprzywilejowane oddziatywania
PC-Chol oraz $ciste upakowanie czasteczek moga indukowa¢ tworzenie si¢ domen wzboga-

conych w Chol, co dobrze wpisuje si¢ w hipoteze raftow lipidowych.
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Btona i antyoksydanty
W przeciwienstwie do raftow blony zawieraja domeny wzbogacone w nienasycone fosfolipi-
dy, ktore sa podatne na utlenianie wskutek powstania wolnych rodnikow w komorkach
i tkankach. Ze wzgledu na wysoka reaktywno$¢, wolne rodniki sg zdolne do wywotywania
zaburzen metabolicznych i uszkodzenia struktury blony na r6zne sposoby, ostatecznie wywo-
tujac niepozadane zmiany chorobowe [20, 21]. Uszkodzenia komoérek spowodowane perok-
sydacja lipidéw prowadza do zmian nowotworowych. Podstawowa rolg biologiczng antyutle-
niaczy jest ochrona przed takim uszkodzeniem oksydacyjnym, a tym samym przed powsta-
waniem i rozwijaniem si¢ niektorych nowotworow [80]. Aby zmniejszy¢ ryzyko zmian pato-
logicznych, wiele wysitku wktada si¢ w opracowywanie bezpiecznych i skutecznych przeci-
wutleniaczy.

Jak juz wspomniano we wstepie do badan, wybrano dwa antyutleniacze: a-tokoferol
(TF) igalusan laurylu (LG). TF jest bez watpienia najbardziej istotng dla ludzi forma wita-
miny E znang ze swoich wlasciwosci antyoksydacyjnych [81]. Chociaz naturalne blony bio-
logiczne zawieraja niewielka ilo$¢ TF, tj. w zakresie of 0,1 do 1,0 mol% [23], ktora wydaje
si¢ zbyt niska, aby chroni¢ ogromng ilo$¢ nienasyconych fosfolipidow przed utlenianiem,
ostatnie badania nad wptywem suplementacji TF-em mitochondriow i mikrosoméw wykazaty
wzrost stezenia TF w tych frakcjach subkomérkowych [82]. W zwigzku z tym wysunigto
hipoteze, ze TF asocjuje z nienasyconymi fosfolipidami, do ktérych ma powinowactwo, co
prowadzi do zwigkszonego stezenia witaminy w tych regionach. Optymalizuje to proces
ochrony membran przed utlenianiem i zniszczeniem [29]. Jednakze zalezno$ci migdzy TF
i lipidami nie wynikaja wylacznie z mechanizmu antyoksydacyjnego. Amfifilowy charakter
czasteczek witaminy E sprawia, ze lokalizujg si¢ i odpowiednio orientujg na granicy faz
lipid/woda, gdzie oprocz funkcji antyoksydacyjnej moga istotnie wplywac na strukture i dy-
namike blony [83]. Dlatego TF w znacznym stopniu przyczynia si¢ do zachowania integral-

nosci i fizycznej stabilnosci blon, a tym samym ich bioaktywnosci [83].

Monowarstwy PL-TF
Celem badan przedstawionych w [H6] bylo uzyskanie odpowiedzi na pytanie, w jaki sposob
wyzsza niz fizjologiczna ilos¢ TF wptywa na wlasciwosci modelowej blony ztozonej z fosfo-
lipidu nasyconego DPPC, p6t-nienasyconego POPC lub nienasyconego DOPC.

Dodanie "niefizjologicznej" ilosci TF do PL (DPPC, POPC i DOPC) znaczaco zmie-

nia wlasciwosci filmow Langmuira tych PL, powodujac zarbwno zmniejszenie gestego upa-
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kowania czasteczek, jak i uporzadkowania monowarstw. Ujemne wartosci energii Gibbsa
mieszania AG,,;, dowodza, ze skladniki monowarstwy mieszaja si¢ w obszarze ci$nien po-
wierzchniowych ponizej pierwszego zatamania (tab. 1), a nastepnie podczas jej dalszej kom-
presji czasteczki TF sg czeSciowo wypychane z monowarstwy mieszanej.

W celu wyjasnienia mechanizmu zachowania mieszanych filmow DPPC-TF wykona-
no diagram fazowy widoczny na rysunku 4 poprzez naniesienie wartosci ci$nienia zatamania

n. dla r6znych utamkéw molowych TF.

Tabela 1. Wartosci ci$nienia zatamania mieszanych 60 DPPC TE
monowarstw fosfolipidow (DPPC, POPC i DOPC) e © © ¢
oraz a-tokoferolu (TF) przy réznym utamku molo- 50 . . .
wym x; [HE].
e P
> 40 + b 2
E
Tey Ty L) e® 30}
X mN/m  mN/m  mN/m
025 385 -— 500 20| P
DPPC/TF 0,50 33,1 ---- 50,0 q
0,75 150 315 50,0 c
10 |+
025  ----- - 42,8 o
POPC/TF 0,50 22,3 -—-- 42,8 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
0,75 16,1 31,5 42,8
X
025 - - 45,0 T
DOPC/TF 0550 37,5 - 45,0
075 192 32,7 450 Rys. 4. Diagram fazowy dla dwusktadnikowych fil-

moéw DPPC-TF [H6].

Faza P; skfadajaca si¢ z czgsteczek DPPC i1 TF tworzy ukfad o dobrej mieszalnosci
sktadnikow przy ci$nieniach powierzchniowych ponizej linii abcd. Pomi¢dzy czgsteczkami
wystepuja oddziatywania, ktére powoduja, ze dodanie DPPC do monowarstwy utrudnia usu-
wanie TF poza warstwe, wywolujac wzrost ci$nienia zatamania, ktore jest tym wigksze im
wicksza jest zawartos¢ DPPC w monowarstwie. W tym obszarze wzajemne oddziatywania
pomigdzy sktadnikami sugerujg tworzenie si¢ kompleksu odpowiedzialnego za maksymalng
stabilno$¢ uktadu. Najwigksze ci$nienie zatamania uzyskano przy x;r = 0,25 (tab. 1), co
wskazuje, ze stosunek molowy TF/DPPC w kompleksie wynosi 1:3.

Powyzej linii abcd sktadniki monowarstwy takze tworza uktad jednofazowy P, ale
o innej konformacji. Wzdhuz linii odpowiadajacej pierwszemu zatamaniu c; nastgpuje roze-
rwanie kompleksu, chociaz czasteczki TF nie sa calkowicie wypychane z mieszanej mono-
warstwy, lecz tylko czeSciowo, tworzg "obszar podpowierzchniowy" [84,85]. Zatem P, sktada

si¢ z czasteczek TF "pseudo-zatamanych" i czgsteczek DPPC.
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Podczas drugiego zatamania filmow mieszanych (C;) przy ci$nieniu ok. 50 mN/m, za-
chodzi wypychanie obu sktadnikéw z pojedynczej warstwy niezaleznie od ich sktadu (linia ef)
z jednoczesnym utworzeniem trzech faz: (a) wyzej wymieniona faza P, (b) faza TF po zala-
maniu (TF) i (c) faza DPPC po zatamaniu (DPPC(y)). Powyzsza interpretacja zostata po-
twierdzona technikg mikroskopowa kata Brewstera.

Analiza wartosci $redniej powierzchni na czasteczke w upakowanej monowarstwie
Langmuira A,,wyraznie wskazuje na znaczne rozpr¢zenie monowarstwy DPPC spowodowane
przez czasteczki TF. Natomiast w ukladzie DOPC-TF obserwuje si¢ kontrakcje powierzchni,
co potwierdza wysokie powinowactwo TF do nienasyconych PL i zwigkszong stabilno§¢ mo-
nowarstw. W konsekwencji mozna zatozy¢, ze sita oddziatywan przyciggajacych miedzy PL
i TF zmniejsza si¢ w nastepujacej kolejnosci: DOPC> POPC> DPPC [H6].

Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzajg hipoteze, ze a-tokoferol moze odgry-
waé wazng rolg w utrzymywaniu stabilno$ci blon biologicznych, a oddzialywania pomigedzy
czasteczkami sg determinowane glownie rodzajem fosfolipidow [HE]. Stabilizacja bton biolo-
gicznych nastgpuje w wyniku oddziatywan pomigdzy fitylowym tancuchem bocznym
a-tokoferolu i tancuchami kwaséw thiszczowych czasteczek fosfolipidow oraz tworzenia
wigzan wodorowych miedzy grupa fenoksylowa TF a grupg karbonylowa lub fosforanowsg
fosfolipidu [83]. TF tworzy stabilne kompleksy (Klastry) z fosfatydylocholing o $cisle okre-
Slonym sktadzie, przy ktorym czasteczki TF sg zorientowane wertykalnie w stosunku do
plaszczyzny membrany z grupami —OH skierowanymi do granicy faz lipid/woda. Czgsteczki
TF preferujg lokalizacje w poblizu wigzan nienasyconych, tj. czasteczka TF jest glebiej zanu-
rzona w membranie DOPC [H6]. Polozenie TF wzgledem nienasyconych lipidéow w tych sa-
mych domenach blony stanowi funkcjonalne poltgczenie roli strukturalnej z dziataniem anty-
oksydacyjnym witaminy E. Analogicznie do roli cholesterolu w tratwach, a-tokoferol moze
stabilizowa¢ domeny nie-raftowe (non-raft domains), wzbogacone w nienasycone fosfolipidy

[29]. Podobng hipoteze postawiono w przypadku galusanu laurylu (LG).

Monowarstwy PL-LG

LG jest pochodng kwasu galusowego bedacego naturalnym roslinnym trifenolem. LG i inne
pochodne kwasu galusowego, takie jak: galusan metylu, propylu, oktylu sa szeroko stosowane
jako antyoksydanty w produkcji zywnosci, gdyz wychwytuja reaktywne formy tlenu [86, 87].
LG prawdopodobnie ulega hydrolizie, przynajmniej czgsciowo, po spozyciu. Wciaz nie jest

jasne, czy niezhydrolizowany LG trafia do miejsc docelowych w blonach, gdzie jest potrzeb-
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ny do ochrony przed utlenianiem. Niektore spekulacje na ten temat zostalty przedstawione
w pracy [86]. Ponadto LG jest szeroko stosowany nie tylko w przemysle spozywczym, ale
rowniez w przemysle farmaceutycznym i kosmetycznym. Stwierdzono, ze poprzez wychwy-
tywanie rodnikow hydroksylowych LG jest skutecznym $rodkiem zapobiegajacym uszkodze-
niu komorek fibroblastow skory [88] oraz chroni m. in. mitochondria i ludzkie czerwone
krwinki przed utlenieniem [86]. LG wigze si¢ z blong [30] i jako hydrofobowy przeciwutle-
niacz wnika do wnetrza bton komoérek i organelli oraz podobnie jak a-tokoferol [29], moze
koncentrowa¢ si¢ w regionach podatnych na utlenienie. Dlatego przeprowadzono badania
mieszalnosci LG z fosfolipidami, gdyz moga by¢ pomocne w opracowaniu nowej generacji
przeciwutleniaczy wprowadzanych do nos$nikow lipidowych w zywnosci, farmaceutykach
i kosmetykach.

W literaturze mozna znalez¢ doniesienia, ze LG wykazuje potencjalng aktywnosé
przeciwnowotworowg wzgledem nowotwordéw skory [89] czy piersi [90] obejmujac procesy
apoptotyczne (zaprogramowanej genetycznie $mierci) w rosngcych komorkach. Ponadto,
dziata takze przeciwwirusowo wobec wirusOw zwierzecych, np. grypy, afrykanskiego pomoru
§win oraz przeciwbakteryjnie czy przeciwgrzybicznie [27, 28]. Te¢ biologiczng aktywnos¢
galusanu mozna przypisa¢ charakterystycznej amfifilowej budowie czasteczki, ktora zawiera
grupe hydrofilowa oraz hydrofobowy fancuch alkilowy. Hydrofobowy tancuch dodecylu wy-
daje si¢ wnosi¢ znaczny wkiad do aktywnosci, prawdopodobnie poprzez rosngce powinowac-
two do blon biologicznych, tym samym wplywajac na zmiang ich przepuszczalnosci [26],
analogicznie jak tancuch fitylowy oa-tokoferolu [29]. Staba rozpuszczalnos¢ LG w wodzie
ulatwia jego penetracje do wng¢trza membrany, gdzie oddziatujac z poszczegdInymi sktadni-
kami zmienia przepuszczalnos$¢ i stabilnos¢ membrany. Dlatego tez bezposrednie oddziaty-
wania pomiedzy LG i fosfolipidami wydaja si¢ by¢ $cisle powigzane z aktywnos$cig farmako-
logiczng. Z szerokiego spektrum galusanow tylko galusan laurylu taczy wysoka aktywnosc¢
przeciwutleniajaca z dostateczng hydrofobowoscia czasteczek [91] niezbedng do utworzenia
monowarstw Langmuira. Jako czasteczka amfifilowa moze silnie oddziatywaé z blonami lipi-
dowymi, ktore sg odpowiedzialne za wigkszos¢ ich funkcji biologicznych. Jednak informacje
na temat wptywu LG na przejscia fazowe lipidow i przestrzenng organizacj¢ blon sa znikome.
Do tej pory niewiele wiadomo na temat ich oddzialywania z heterogenicznymi filmami lipi-
dowymi. Dlatego badania skoncentrowano na okres$leniu wptywu LG na wiasciwosci jedno-
i wielosktadnikowych modelowych bton fosfolipidowych w aspekcie upakowania i uporzad-
kowania monowarstw, rodzaju i1 wielkosci oddziatywan, jak réwniez stabilnos$ci i struktury

filmoéw.
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Badania zaprezentowane w pracy [H14] jasno wskazuja, ze LG wplywa na upakowa-
nie i organizacje monowarstw PL (rys. 5a). Efekt ten jest bardziej wyrazisty dla nasyconych
fosfolipidow. W obecnosci LG nastepuje silne uptynnienie warstwy DPPG, natomiast w mie-
szaninie DPPC-LG przy x;; = 0,25, obserwuje si¢ wzrost skondensowania i obnizenie ci$nie-
nia przejscia fazowego monowarstwy DPPC. Przy wigkszej zawartosci LG (x;; > 0,5) war-
stewka staje si¢ bardziej ptynna.

Wtasciwos¢ uptynniania blon przez LG jest waznym aspektem w dziedzinie zmian nOwWotwo-
rowych, gdyz proliferacja (namnazanie) komorek nowotworowych jest zwigzana ze zmienio-
ng ptynnoscig bton komérkowych. Na przyklad guzy piersi sg sztywniejsze w pordwnaniu do
normalnych tkanek piersi [92, 93]. Prawdopodobnie efekt uptynnienia zmienionej nowotwo-

rowo blony moze przeciwdziata¢ dalszemu rozwojowi komorek nowotworowych.
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Rys. 5. (a) Modut $cidliwosci Cs* oraz (b) nadmiarowa energia Gibbsa AG,,. wyznaczone dla monowarstw PL-LG
w zaleznosci od sktadu [H14].

Z drugiej strony, LG nie zmienia ptynnosci blon utworzonych z nienasyconych fosfo-
lipidéw POPC i DOPC (rys. 5a). Chociaz precyzyjna lokalizacja LG w membranach jest kon-
trowersyjna, wiadomo ze amfifilowy charakter czasteczek umozliwia ich organizacj¢ nie tyl-
ko na granicy faz membrana/woda, gdzie oddzialuje poprzez wigzanie wodorowe z polarnymi
grupami PL, ale takze w glebszych regionach poprzez oddziatywania hydrofobowe z tancu-
chami weglowodorowymi PL. Bardziej ujemne warto$ci AG,,. uzyskane dla monowarstw
POPC-LG i DOPC-LG niz dla DPPC-LG wskazuja na silniejsze oddziatywania LG z niena-

syconymi PL (rys. 5b). Na tej podstawie mozna wnioskowac, ze LG lokuje si¢ preferencyjnie
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w glebszych regionach hydrofobowych nienasyconych PL, oddziatuje silnie ,,sitami hydrofo-
bowymi", utrzymujac ptynnos¢ blony [H14].

Udziat grup funkcyjnych DPPC lub DOPC w oddziatywaniach z LG w uwodnionych
biwarstwach PC-LG utworzonych na krysztale ZnSe, potwierdzono technika spektroskopowsa
wykorzystujaca zjawisko ostabionego calkowitego odbicia promieniowania IR (FTIR-ATR)
[H20]. Poréwnanie oparto na zalozeniu, ze wiasciwosci monowarstw Langmuira przy ci§nie-
niu powierzchniowym 30-35 mN/m mozna z powodzeniem skorelowaé¢ z wlasciwosciami
ukladow biwarstwowych [94, 95]. Takg analogi¢ monowarstwa-biwarstwa udowodniono po-
przednio w odniesieniu do uktadow PC-Chol w pracy [H3].

Ponadto oszacowano wzajemne potozenie ugrupowan czasteczek w monowarstwach
dwusktadnikowych DPPC-LG i DOPC-LG przy x;; = 0,25, po przeniesieniu na mike, pro-
wadzgc badania powierzchni technikg spektrometrii mas jonéw wtornych z czasem przelotu
(TOF-SIMS) [H20]. Technika ta pozwala na chemiczne oznaczenie rozmieszczenia zwigzkow
w filmach LB w oparciu o intensywnos$¢ sygnatu charakterystycznych jonéw wtoérnych [96].
Analiza TOF-SIMS potwierdzita, ze LG jest glebiej zanurzony w warstewce DOPC niz
w DPPC, blizej wigzan podwojnych, co koreluje z jego aktywnoscig przeciwutleniajaca
[H20]. Stwierdzono, ze LG nie penetruje matrycy weglowodorowej, ale znajduje si¢ w obsza-
rze migedzyfazowym lipid/woda zapewniajac skuteczng ochrone lipidow przed utlenianiem.

W tym aspekcie zachowanie LG wydaje si¢ analogiczne do TF [31].

Monowarstwy DPPC-DOPC-Chol oraz DPPC-DOPC-LG
Nastepnie poréwnano wptyw Chol i LG na wiasciwosci monowarstwy DPPC-DOPC (1:1),

ktora wykazuje czeSciowa mieszalnos¢ sktadnikdéw przejawiajaca sie¢ w wystepowaniu skon-
densowanych obszaréw uporzadkowanych wzbogaconych w DPPC i nieuporzadkowanych
wzbogaconych w DOPC [H20].

Dostosowaniu/organizowaniu si¢ Chol lub LG w obrgbie monowarstwy fosfolipidowe;]
DPPC/DOPC towarzyszy zmniejszanie si¢ powierzchni na czasteczke, ktdra z wyjatkiem x = 0,25,
jest nizsza w ukladzie DPPC-DOPC-LG, poniewaz powierzchnia zajmowana przez czastecz-
ke LG jest mniejsza niz Chol przy tym samym ci$nieniu powierzchniowym. Stwierdzono, ze
grupy hydroksylowe reszty polarnej LG mogg tworzy¢ wigzania wodorowe z atomami tlenu
grupy fosforanowej i1 estrowej PC, podczas gdy tancuch laurylowy znajduje si¢ pomigdzy
fancuchami weglowodorowymi PC. W konsekwencji oddziatywan LG-PC, polarne glowy PC

zorientowane poczatkowo prawie rownolegle do granicy faz powietrze/woda [97] zmieniaja
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orientacje (nachylenie). Zblizenie glow w wyniku tworzenia wigzania wodorowego prowadzi
do pozornej kondensacji monowarstwy, o czym $§wiadcza mniejsze wartosci powierzchni
przypadajacej na czasteczkg Ai,3. Mimo to LG utrzymuje ptynnos¢ monowarstwy DPPC-
DOPC (rys. 6a), co przypisuje si¢ zginaniu lub nachyleniu tancuchow PC. Jednak w tym
ukladzie grubos$¢ i upakowanie monowarstw zmieniaja si¢ tylko nieznacznie ze wzrostem
ilosci LG ze wzglgdu na podobny stan fizyczny i stopien skondensowania monowarstwy LG
i DPPC-DOPC. Dodanie LG do mieszaniny DPPC-DOPC, podobnie jak Chol, redukuje od-
dziatywania odpychajace, zwigkszajac tym samym stabilno$¢ uktadu tréjsktadnikowego.
Z tym, ze wielko$¢ oddziatywan jest wieksza w uktadach z Chol. W przeciwienstwie do Chol,
LG preferencyjnie umiejscawia si¢ w obszarach wzbogaconych w nienasycone PC chronigc
przed utlenianiem. Bardziej ujemne wartosci AG,y. | AG,,;, Wskazuja na silniejsze oddziaty-
wania przyciggajace (rys. 6b). Na podstawie tych parametrow 0szacowano najbardziej ko-
rzystny sktad uktadow trojsktadnikowych przy xcpo; lUb x,; = 0,5. Wynika stad, ze zardbwno
Chol, jak 1 LG, stabilizuja membrany fosfolipidowe, jednak mechanizm stabilizacji jest zu-
petnie inny. Cholesterol wywiera efekt kondensacyjny na PC (rys. 6a), indukuje konforma-
cyjne uporzadkowanie tancuchow weglowodorowych i zwigksza grubo$¢ membrany [98]. LG
wzmacnia stabilnos¢ monowarstw mieszanych oddziatujac przez wigzanie wodorowe z polar-

nymi cz¢sciami PC [H20].

(a) (b)
—m=— DPPC-DOPC-Chol 1500k DPPC-DOPC  —m— DPPC-DOPC-Chol
800 —e— DPPC-DOPC-LG hol —e— DPPC-DOPC-LG
DPPC _ 1000 -
g 2 500
Z E i LG
g 200 . 0
- r b LN e A o
% DOPC g bPPC - DOP AN /éhol
@) — e O -500¢t —*
100 - - <
DPPC-DOPC LG 1000 L \i/
! — ! ! ! ! ! _1500 1 |. - L L L L L
Fosfolipidy 0,25 0,50 0,75 1,00 Fosfolipidy 0,25 0,50 0,75 1,00
P PP, P XChol/LG Pl P1_P2 Pz XChol/LG

Rys. 6. (a) Modut $cisliwoéci C5* oraz (b) nadmiarowa energia Gibbsa AG,,. wyznaczone dla monowarstw
DPPC-DOPC-Chol (LG) w zaleznosci od sktadu [H20].

Tego typu oddziatywania lipofilowych przeciwutleniaczy z PC stanowig istotny mechanizm
ochronny przed utlenianiem [99], poniewaz redukuja dostep zewngtrznych i wewngtrznych

czynnikow agresywnych (to znaczy utleniaczy) do blony, zachowujac w ten sposob jej struk-
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ture i funkcje. Wydaje si¢, ze za aktywnos¢ przeciwutleniajaca LG gldéwnie odpowiada ugru-
powanie galusanowe, ale hydrofobowy tancuch dodecylowy moze réwniez odgrywac rolg

w modulacji wtasciwosci fizycznych blony [86].

Struktura cienkich warstw na subfazie cieklej i podlozu stalym

W celu uzupetnienia charakterystyki monowarstw Langmuira dokonanej w oparciu o reje-
strowane izotermy ©-A réwnolegle prowadzono bezposrednig wizualizacj¢ morfologii filmow
na granicy faz woda/powietrze w czasie rzeczywistym przy uzyciu mikroskopu kata Brewste-
ra (BAM). Technike zastosowano do badan homogenicznos$ci i/lub czesciowe] mieszalnosci,
stanu fizycznego i przej$¢ fazowych monowarstw jedno-, dwu- lub trdjsktadnikowych PL-TF
I PL-LG, uporzadkowania w poszczegolnych fazach kompresji, transformacji monowarstw
w struktury wielowarstwowe [H6, H14, H20] oraz okreslenia grubosci filmow [H20].

Na podstawie analizy mikroskopowej BAM dowiedziono, ze TF nie ulega degradacji
podczas kompresji monowarstwy [H6]. Ponadto wykazano, ze czasteczki TF powyzej ci$nienia
pierwszego zatamania filméw DPPC-TF nie opuszczajg obszaru miedzyfazowego DPPC/subfaza,
a tworzg dodatkowa warstwe (sublayer) utrzymujac jednoczesnie stan jednofazowy uktadu [H6].
W przypadku mieszanin PL-LG potwierdzono catkowitg mieszalno$¢ DPPC-LG, DOPC-LG
I POPC-LG oraz czesciowg mieszalno$¢ DPPG-LG z wystgpowaniem dwoch wspolistniejacych
faz: o podwyzszonej zawartosci DPPG i o podwyzszonej zawartos$ci LG [H14].

Nastgpnie monowarstwy Langmuira przenoszono na podioze stale technikg Langmuira-
Blodgett (LB) poprzez wynurzanie nosnika o wlasciwosciach hydrofilowych. Filmy LB wy-
suszone W suszarce prozniowej sa bezposrednio fizycznie zaadsorbowane do powierzchni
nosnej, co pocigga ryzyko zmian w oryginalnej strukturze monowarstwy poprzez oddziaty-
wania filmu z cialem statym. W zwigzku z tym kolejng z podjetych kwestii byta weryfikacja
zachowania struktury molekularnej filmow Langmuira po przeniesieniu ich na staty nosnik na
podstawie pomiardw topograficznych profilometrem optycznym (OP) oraz mikroskopem sit
atomowych (AFM). Poréwnania dokonano na przyktadzie uktadow PL-LG na mice [H15, H16].
Przektadanie sprezonych monowarstw odbywato si¢ przy ci$nieniu powierzchniowym 30-35
mN/m, zaleznie od rodzaju filmu. Wykazano, zZe transfer skompresowanego filmu
z granicy faz woda/powietrze na mike zasadniczo nie zmienia podstawowych cech struktural-
nych zwigzanych ze stopniem kondensacji, jednorodnoscia lub tworzeniem domen o okreslo-
nym ksztalcie i wielkosci [H14-H16]. Natomiast wyznaczone wartosci parametrow chropowa-

tosci (R, — $rednia chropowato$¢, R, — $rednie odchylenie kwadratowe) powierzchni [100, 101]
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powigzano ze wzajemnymi oddziatywaniami pomigdzy czasteczkami, a takze upakowaniem
i uporzadkowaniem filmow.

Dodatek LG podwyzsza chropowatos¢ filméw nasyconych PL-LG i obniza nienasy-
conych PL-LG w stosunku do czystych PL, ze wzgledu na réznice w lokalizacji LG w mono-
warstwach PL, niedopasowanie strukturalne czasteczek i/lub wystepowanie separacji faz
(DPPG-LG, x;; =0,2510,5) [H15].

Dla uktadéw mononowarstw PL-Chol (otrzymanych technikg LB) i biwarstwy DOPC-
Chol (uzyskanej technikg LS) stwierdzono znaczacy wzrost chropowatos$ci w obszarze wytrg-
cania si¢ Chol [H12, H13], natomiast jej minimum wystapilo przy takiej proporcji obu sktad-
nikow, przy ktorej okreslono najsilniejsze oddzialywania przyciggajace na podstawie zmian
AG,,. [H5]. Silna asocjacja czasteczek Chol i obojnaczych PC powoduje kondensacj¢ i wy-
gladzenie filmu. Mono- i biwarstwy Chol nie sg ciggle, a czasteczki Chol agreguja tworzac
charakterystyczne igty [H12] lub wysepki [H13]. Badania topograficzne potwierdzity zgod-
nos¢ wlasciwosci odpowiednich monowarstw L i LB/LS.

Sytuacja jest calkiem inna 1 do$¢ skomplikowana, jesli no$nik filmu lipidowego wyka-
zuje chropowatos$¢ na poziomie mikrometréw, np. PEEK [H17]. Prace [H17, H19] przedsta-
wiajg charakterystyke topografii powierzchni spreparowanych w oparciu o nowa koncepcje
projektowania biokompatybilnych materialow polimerowych poprzez modyfikacje plazma,
a nastepnie pokrycie zmodyfikowanej powierzchni modelowa blong zawierajaca substancje
o aktywnosci biologicznej [H17] lub warstwa mieszang (hybrydowa) chitozan/DPPC [H19].
Dzialanie plazmg niskotemperaturowg (zjonizowany gaz zawierajacy jony, elektrony i/lub
atomy/czasteczki niezjonizowane) na powierzchnie polimeréw powoduje ich aktywacje po-
przez utworzenie nowych grup funkcyjnych, zwickszajac tym samym wiasciwosci adhezyjne
[102]. W konsekwencji moze prowadzi¢ to do lepszej integracji implantow polimerowych
z tkankami Jednocze$nie aktywacja moze zwigksza¢ lub zmniejsza¢ chropowato$é po-
wierzchni w zaleznosci od rodzaju zastosowanego gazu [H17, H19].

Podczas procesu osadzania metoda rozptywania (S), LB lub LS czasteczki zwigzkow
mogg wnika¢ w zaglgbienia w powierzchni chropowatego nosnika wygtadzajac ja lub prze-
ciwnie — wywotywac wzrost chropowatosci. Znaczne rdznice w chropowato$ci monowarstwy
DPPC-LG na mice (rzedu nanometrow) [H15] i PEEK-u (rzedu mikrometréw) [H17] sa
zwigzane oczywiscie z chropowato$cig samego podloza, ale takze wynikajg z prawdopodob-
nych zmian w homogenicznos$ci, upakowaniu i uporzagdkowaniu czasteczek wywotywanych
oddziatywaniem filmu z ciatem stalym. Jego wilasciwosci dodatkowo zmieniajg si¢ w zalez-

nos$ci od rodzaju gazu uzytego do aktywacji plazma. Wydaje si¢ mato prawdopodobne, zeby
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monowarstwa $cisle przylegata do chropowatego podtoza. Obecno$¢é monowarstw indukuje
nieréwnos$ci w skali nanometrow, ktore dodatkowo zwigkszajg mikro-chropowato$¢ PEEK-u
w wyniku tworzenia si¢ powierzchni o strukturze hierarchiczne;.

W badaniach opisanych w kolejnej pracy [H19] jako no$nik staly zastosowano poli-
mer PET o szerokim spektrum zastosowan, m. in. jako material do produkcji sztucznych wig-
zadet czy stentow do naczyn krwionosnych [56, 103]. W celu zmniejszenia lub nawet wyeli-
minowania efektow ubocznych towarzyszacych umieszczeniu implantdow w organizmie,
tj. stany zapalne w wyniku zbyt stabej integracji polimeru z otaczajacag tkanka lub tworzenie
skrzepow, istnieje potrzeba dalszej modyfikacji powierzchni PET. Wykorzystano aktywacje
plazmg powietrzng oraz dwuetapowe pokrycie polimeru, najpierw warstwg chitozanu przez
rozptywanie (S), a nastgpniec monowarstwg DPPC czterema réznymi metodami: S, LB przez
wynurzanie (LB1) i zanurzanie (LB|) nosnika przez monowarstwe L, oraz LS. Topografie
1 chropowatos¢ powierzchni okreslono za pomoca trzech komplementarnych technik: AFM,
profilometria optyczna (OP) i mechaniczna (MP). Wykazano, ze film chitozanu zwigzany
z aktywowanym polimerem PET powoduje 26-30 krotny wzrost parametru S, (rownowazne-
go z parametrem R;) w stosunku do powierzchni polimeru, ze wzglgdu na formowanie kry-
stalicznych wzniesien o $rednicy w zakresie 1,3-3,5 um i wysoko$ci 100 nm-2,1 um. Obec-
nos¢ warstewki DPPC zmniejsza chropowatos¢ PET-u po aktywacji w skali nanometrow,
natomiast dla filmu chitozan/DPPC, wyrazne wygtadzenie powierzchni wyst¢puje tylko po
zastosowaniu techniki S do naniesienia roztworu DPPC. W pozostatych przypadkach, praw-
dopodobnie na skutek réznic w upakowaniu i organizacji czasteczek DPPC obserwuje si¢

wzrost chropowatosci [H19].

Kat zwilzania i jego histereza

Analiza topografii i chropowatosci powierzchni warstw i1 nos$nika okazala si¢ pomocna
w okreslaniu czynnikow odpowiedzialnych za zwilzalnos¢ modelowych blon. Badania zwil-
zalno$ci stanowity kolejny wazny element w realizacji celoéw badawczych.

Kat zwilzania jest bezposrednio mierzong wielkoscia, ktéra odzwierciedla usrednione
oddziatywania (sily) w obszarze trojfazowego kontaktu (cialo stale/ciecz/gaz) jako efekt wza-
jemnej ,rywalizacji” energii kohezji czasteczek cieczy i energii adhezji pomigdzy cieczg
i cialem statym [104, 105]. Kat zwilzania wody stanowi parametr okreslajacy hydrofilo-

wos¢/hydrofobowos¢ powierzchni ciala statego.
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Stwierdzono, ze dopiero chropowato$¢ powierzchni wigksza niz 10-30 nm [106]

wplywa na warto$¢ mierzonego kata zwilzania. Chropowato$¢ powierzchni wszystkich bada-
nych filméw LB/S (PL/Chol, PL/LG) na mice byla znacznie mniejsza niz podany zakres
[H12, H13, H15]. Dotyczy to takze powierzchni pigciu statystycznych monowarstw DPPC
otrzymanych przez rozptywanie roztworu na mice, szkle i polimetakrylanie metylu (PMMA)
[H7]. Stad wniosek, ze topografia tak cienkich filméw nie powinna by¢ gtownym czynnikiem
decydujacym o mierzonych warto$ciach kata zwilzania.
Z drugiej strony powierzchnia PEEK-u, warstwy DPPC-LG na PEEK-u, warstwy chitozano-
we i mieszane chitozan/DPPC wykazuja chropowato$¢ znacznie wigkszg niz 10-30 nm,
tj. R4 = 181-224 nm (dla powierzchni 50x50 um?). Dlatego w tych przypadkach zaréwno
chropowato$¢, jak i chemiczna heterogeniczno$¢ determinujg warto$¢ mierzonego makrosko-
powego kata zwilzania [H17, H19].

Do badan zwilzalno$ci stosowano trzy ciecze o zdefiniowanej polarnosci: wode (W),
formamid (F) i dijodometan (DM), réznigce si¢ wartosciami napig¢ powierzchniowych i ich

sktadowych. Podstawowe parametry charakteryzujace ciecze testowe zebrano w tabeli 2.

Tabela 2. Napigcie powierzchniowe i jego sktadowe cieczy testowych uzytych do pomiarow kata zwilzania
w mN/m [46] oraz inne parametry fizykochemiczne cieczy [H7].

Temperatura Pr¢zno$¢  Objeto$é  Powierzchnia

. . ~ wrzenia ar czasteczki  czasteczki
Clecz I woon® °C WPZO)"/C alnm3 alnm2
mm Hg
Woda, H,0 728 21,8 255 255 51,0 100 17,5 0,030 0,059
Formamid, *
HCONH, 580 390 228 396 19,0 210 0,08 0,066 0,197
D”"gmeta“’ 508 50,8 O 0 0 182 0,82 0,134 0,215
212

* obliczona przy zatozeniu kulistego ksztattu czasteczki, y, — napiecie powierzchniowe cieczy, v, — sktadowa
Lifshitza-van der Waalsa, y,"® — sktadowa kwasowo-zasadowa Lewisa, y,* — parametr elektrono-akceptorowy,
v — parametr elektrono-donorowy.

Powszechnie przyjmuje si¢, ze napigcie powierzchniowe niepolarnego dijodometanu
wynika wylgcznie z miedzyczasteczkowych oddzialywan Lifshitza-van der Waalsa yt" =y,
w ktorych sktad wchodza gldownie oddziatywania dyspersyjne Londona. Chociaz dijodometan
1 formamid nie s3 spotykane w naturalnym $rodowisku bton biologicznych, zastosowanie po-
wyzszego tripletu stwarza mozliwo$¢ wiarygodnej oceny usrednionych oddzialywan z cie-
czami o ré6znym charakterze, zar6wno polarnym, jak i niepolarnym. Jest to tym bardziej uza-
sadnione, ze blony nie sa izolowanymi uktadami, ale kontaktujg si¢ z substancjami o zrozni-

cowanych wiasciwosciach.
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Zmierzono wstepujace 6, i cofajace 6, katy zwilzania metoda ,,siedzacej kropli” 0 ob-
jetosci odpowiednio 3 uL i 2 uL [H1, H4, H5, H7-H13, H15, H16] oraz 6 pulL i 4 pL [H17-

H19], zaleznie od chropowato$ci powierzchni.

Zmiany kqta zwiliania w zaleinosci od czasu kontaktowania 7 cieczq
Ze wzgledu na fakt, ze fosfolipidy w srodowisku wodnym ulegaja spontanicznej agregacji do
biwarstw, pierwszym etapem badan bylo okres§lenie zmian kata zwilzania od momentu posta-
wienia kropli cieczy na powierzchni filmu w czasie 120 min kontaktowania [H4]. Pomiary
katow zwilzania przeprowadzono na monowarstwie DPPC, poniewaz jest to najczgsciej sto-
sowany fosfolipid w badaniach modelowych bton biologicznych. Ponadto, ze wzgledu na
obecnos$¢ nasyconych tancuchow palmitynowych, tworzy scisle upakowane monowarstwy,
w ktorych czesci weglowodorowe skierowane sg na zewnatrz, a polarne grupy fosfocholino-
we w kierunku podltoza.

Wartosci katow zwilzania zaleza od rodzaju cieczy i czasu jej kontaktowania z filmem
(rys. 7, tab. 3). W ciggu 120 minut wstepujacy kat zwilzania dijodometanu maleje o ok. 8°,
formamidu o ok. 25° za$ kat zwilzania wody gwaltownie zmniejsza sic w ciggu pierwszej

minuty o ok. 20° i po 60 minutach kropla wody rozptywa sie catkowicie po warstwie DPPC.

Tabela 3. Zmiany wstepujacych i cofajacych katow zwil-

, 100r 4 DM zania cieczy (W, F, DM) zmierzone w ciggu 60 sekund od
0 . —a—F postawienia kropli na monowarstwie DPPC osadzonej na
e —e—W mice [H4].
70F A
60 = =& &
50l e Wstepujace i cofajace katy zwilzania (°)

Czas W F DM

© — % & & % o
1 97,1 796 889 847 689 67,3
2 9,8 798 889 84,7 67,1 665
3 97,2 786 895 84,7 67,1 665
4 97,3 79,2 895 84,7 668 65,6
5 9,2 783 883 842 668 65,6
6 958 77,7 883 842 668 65,6
. . . 7 94,7 77,7 883 839 668 656
RyS 7. WStquJE}CC k@ty zwilzania ((93) WOdy (W), 8 93,9 77,9 88,6 83,6 67,5 65,6
9
10
20
30
60

30+ \E
20+ N

ol %
1

Wstepujacy kat zwilzania,

0 200 40 60 80 100 120
Czas, min

formamidu (F) i dijodometanu (DM) na monowar- 928 767 886 836 668 656
stwie DPPC w zaleznosci od czasu kontaktowania 903 764 881 839 675 656
monowarstwy z kroplg cieczy [H4]. 87:4 75:1 86:9 82:8 66:8 65:3
830 730 866 81,7 663 653
765 70,3 850 812 663 653

Wzrost hydrofilowosci powierzchni jest wynikiem reorganizacji monowarstwy do fragmenta-
rycznej biwarstwy, w ktorej czasteczki zewnetrznej warstewki orientujg ugrupowania polarne

w kierunku wody.
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Zastosowanie techniki AFM in situ w srodowisku wodnym potwierdzito, ze monowar-
stva DPPC przy dluzszym kontakcie z woda stopniowo przeksztalca si¢ do fragmentarycznej
biwarstwy o grubosci 5-6 nm. Jednakze nawet w przypadku kropli wody kat zwilzania nie
zmienia si¢ znaczaco w ciggu pierwszych kilku sekund po postawieniu kropli
(6,16, = 97°+1,77/79°+1,47) (tab. 3). Stwarza to mozliwoéé wiarygodnego okre$lenia zwil-
zalno$ci oryginalnych monowarstw. Majac na uwadze silnie polarny charakter wody jej
wzglednie wysokie katy zwilzania (6,/6, = 97°/79°) wyraznie wskazujg na apolarny charakter
filmu DPPC [H4].

Zmiany kqta zwilzania w zaleZnosci od sktadu chemicznego filmow

Kolejnym etapem byty badania wptywu sktadu chemicznego $cisle okreslonych monowarstw
PL-PL [H1, H11], PL-Chol [H1, H12] i PL-LG [H15, H16] na warto$¢ mierzonego kata zwil-
zania i jego histerezy. Na ich podstawie wykazano, ze wartosci kata zwilzania sg w glownej
mierze determinowane stanem fizycznym monowarstw, skladem jako$ciowym i iloSciowym
oraz rodzajem cieczy uzytej do pomiarow.

W temperaturze prowadzenia eksperymentu fosfolipidy DPPC i DPPG wystepuja
w stanie zelu, zwanym fazg stalg uporzadkowang (solid-ordered phase), w ktorej tancuchy
weglowodorowe wykazuja konformacje trans sprzyjajacg tworzeniu zwartych filmow. Lancu-
chy moga by¢ nachylone o ok. 30° wzgledem normalnej do membrany [33, 97], a nachylenie
zalezy takze od charakteru polarnej czes$ci czasteczek. Szczegdlnie grupy hydroksylowe
DPPG s3 zdolne do silnych oddziatywan poprzez wigzania wodorowe [107]. W zwiagzku
Z tym, chociaz $ciste upakowanie tancuchow zapobiega penetracji wody w gtab monowar-
stwy, co przejawia si¢ stosunkowo wysokim katem zwilzania wody, to jednak silna tendencja
DPPG do tworzenia wigzan wodorowych z wodg [108] powoduje obnizenie kata zwilzania
wody (8,/6, = 76,1°/62,9°) w stosunku do DPPC (8,/6, = 97°/79°).

Natomiast filmy zbudowane z nienasyconych fosfolipidow POPC lub DOPC znajduja
si¢ w fazie cieklokrystalicznej, zwanej fazg nieuporzadkowana ciekla (liquid-disordered phase,
fluid). Taki stan wynika z obecnosci wigzan podwdjnych, ktore zaklocaja uporzadkowana
strukture tancuchow weglowodorowych [3]. W zwigzku z tym warstewka cieklokrystaliczna
jest luzniej upakowana i bardziej przepuszczalna, a katy zwilzania wody zdecydowanie nizsze
(DOPC 8Y16) = 67,9°/44,5°% POPC ¥ 9}¥ = 59,5°/41,7°) [H11].

Temperatura przej$cia fazowego zel-ciekty krysztat wynosi ok. 41°C dla DPPC i DPPG, pod-
czas gdy dla POPC wynosi -3°C, a dla DOPC -18°C do -20°C [66,109]. Dlatego wystepowa-
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nie fosfolipidow w roznych stanach fizycznych, w temperaturze pomiaru, narzuca czgsciowy
rozdziat faz w mieszaninie udowodniony dodatnimi warto§ciami nadmiarowej energii Gibbsa
mieszania AG,,. [H11]. Wspotistnienie przestrzennie oddzielonych obszarow skondensowa-
nych (uporzadkowanych) wzbogaconych w nasycony PL (DPPC lub DPPG), ktore sg zanu-
rzone w cieklokrystalicznej (nieuporzadkowanej) matrycy wzbogaconej w nienasycone PL
(POPC lub DOPC), moze zwicksza¢ lub zmniejsza¢ zwilzalno$¢ dang cieczg zaleznie od wza-
jemnego stosunku obu sktadnikéw w monowarstwie w odniesieniu do uktadow jednosktadni-
kowych. Biorgc pod uwage wartosci modutu $cisliwosci, uklady mieszane fosfolipidow
POPC(DOPC)-DPPG sg mniej skondensowane, a przez to lepiej penetrowane przez czasteCz-
ki cieczy niz film DPPC/DPPG [H11].

Mieszanie czasteczek rdznego typu zwykle utrudnia tworzenie $cisle uporzadkowa-
nych monowarstw. Wprowadzenie nienasyconego fosfolipidu DOPC zawierajacego wigzania
podwdjne 0 konfiguracji cis do nasyconego DPPC zaburza jego $ciste upakowanie zwieksza-
jac powierzchni¢ przypadajaca na czasteczke 1 wywotuje cze$ciowg mieszalno$¢. Tworzeniu
domen w ukiadzie DPPC-DOPC towarzyszy obnizenie skondensowania i uporzadkowania
(nizsze warto$ci Cg 1) oraz ostabienie oddzialywan przyciggajacych w stosunku do czystych
monowarstw ze wzgledu na dodatnie wartos$ci A, | AG,,. [H1, H20]. W efekcie luzniej upa-
kowana warstwa staje si¢ bardziej przepuszczalna dla czgsteczek cieczy, a mierzony kat zwil-
zania mniejszy [H1].

Wyniki badan uktadoéw fosfolipidéow z cholesterolem (PL-Chol) przedstawione w pra-
cy [H12] wyraznie wskazuja, ze obecnos¢ Chol w monowarstwach (DPPC, POPC, DOPC,
DPPG) wywoluje stopniowe obnizenie wartosci kgtow zwilzania wody i dijodometanu ze
wzrostem zawartos$ci Chol. Wyjatek stanowi uktad POPC-Chol x.,; = 0,25, gdzie kat zwil-
zania wody jest wigkszy niz na POPC. Jednocze$nie mieszaniny Chol z nasyconymi PL
(DPPC, DPPG) tworza bardziej skondensowane i uporzadkowane filmy niz uklady Chol
z nienasyconymi PL (POPC, DOPC), a stopien skondensowania ros$nie ze wzrostem ilosci
Chol w monowarstwie [H5]. W tych uktadach zmiany katéw zwilzania nie koreluja $cisle ze
zmiang skondensowania filmu, ale zalezg od skladu i1 wzajemnej mieszalnosci sktadnikow.
Szczegblnie drastyczne obnizenie katow zwilznia wody obserwuje si¢ na monowarstwach
PL-Chol, gdy zawarto$¢ Chol przekracza prog jego rozpuszczalnosci i nadmiar Chol wytraca
si¢. Ponadto katy zwilZzania zmierzone na monowarstwie czystego Chol przeniesionej na mike
sg stosunkowo niskie, odpowiednio 8% /6% = 10,7°/5,5°% 6F 16F = 9,1°/6,8° 02 |9PM =
50,1°31,8° [H12] pomimo, ze modut $cisliwosci monowarstwy Chol $wiadczy o wysokim

upakowaniu i uporzadkowaniu filmu [H5]. Mozna to uzasadni¢ faktem, ze Chol nie tworzy
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jednorodnych struktur lamelarnych, co oznacza, ze po przeniesieniu monowarstwy na staly
nosnik czasteczki agreguja formujac struktury o ksztalcie igiel. Dlatego ciecze stosowane do
pomiarow moga mie¢ dostgp do odstonigtej powierzchni miki, co wnosi istotny wkiad do
wartosci kata zwilzania uktadu mika/Chol [H12]. Podobny trend zmian katéw zwilzania wy-
stgpuje dla mono- i biwarstw DPPC-Chol, z tym ze biwarstwy wykazuja mniejsza zwilzal-
nos¢, ze wzgledu na zmiang orientacji czasteczek zewnetrznej warstwy [H9].

Kolejny etap badan obejmowal okreslenie wplywu temperatury fizjologicznej 37°C na
zwilzalno$¢ biwarstw DOPC-Chol osadzonych na mice w zalezno$ci od zmieniajacych si¢
proporcji obu sktadnikéw i w odniesieniu do temperatury 20°C [H13]. Stwierdzono, ze obecno$é
Chol w biwarstwie DOPC powoduje zmiany katow zwilzania z minimum przy Xcpo; = 0,5.
Wyzsze katy zwilzania wody i formamidu otrzymano w temperaturze 37°C na czystym DOPC
i DOPC-Chol przy xcpo; = 0,25 [H13].

Nastepnie okreslono zwilzalno$¢ uktadow zawierajacych LG. Monowarstwa LG wy-
stepujac na subfazie wodnej w stanie cieczy rozprezonej charakteryzuje si¢ luznym upakowa-
niem czasteczek, podobnie do nienasyconych PL [H14]. W mieszaninach z POPC i DOPC
utrzymuje si¢ stan cieczy rozprgzonej, natomiast skondensowanie uktadow DPPC i DPPG
ulega zmniejszeniu w obecnosci LG ze wzgledu na zaktdcenie ich uporzadkowania (mniejsze
warto$ci C5 ') [H14]. Jedynie w uktadzie DPPC-LG przy x,; = 0,25 wystepuje wzrost upa-
kowania. Na podlozu statym monowarstwa LG wykazuje nizsze katy zwilzania w poréwnaniu
do monowarstw PL (816} = 37,2/25,3% 65 16F = 26,9/17,4°; 0PM[9PM = 61,0/59,1) [H15, H16].
Jak mozna bylo oczekiwaé, znacznie mniejsze katy zwilzania wody w stosunku do PL obser-
wuje si¢ W przypadku monowarstw dwusktadnikowych DPPC-LG i DPPG-LG, przy czym
wickszg redukcje katow uzyskuje sie na DPPG-LG uwidaczniajgc jednoczesnie wplyw polar-
nej grupy i czeSciowej mieszalnosci (separacii faz) na zwilzalno$¢ filméw dwuskladnikowych.

Ponadto warto podkresli¢, ze przebieg zmian katow zwilzania na monowarstwach
DPPC-LG, osadzonych na mice i PEEK-u, zaleznie od skfadu jest analogiczny, mimo roznic
w wartosciach (rys. 8). State podtoze odgrywa decydujaca role w procesie osadzania cienkich
filmow lipidowych [110, 111]. Gladka powierzchnia miki utatwia tworzenie zwartych filmow
zachowujac strukture i orientacje czasteczek monowarstwy Langmuira na granicy faz powie-
trze/woda. Prowadzi to zazwyczaj do uzyskania wysokich katow zwilzania. Chropowate pod-
foze polimerowe moze indukowaé znaczng redystrybucje czasteczek w filmach mieszanych
DPPC-LG w poréwnaniu z pierwotnym rozktadem w monowarstwach Langmuira. Z jednej
strony, bardziej rozwini¢ta powierzchnia nosnika zmniejsza oddziatywania miedzy membrang

a podlozem [112], tj. Sciste przyleganie, ktére wymagaloby wysokich naktadow energetycz-
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nych zwigzanych ze zginaniem filmu. Dodatkowo aktywacja polimeru plazma modyfikuje
jego wiasciwosci powierzchniowe, w tym ilo$¢ i rodzaj grup funkcyjnych oraz heterogenicz-
nos$¢ topografii. Wplywaja one na boczne oddziatywania sasiadujacych czasteczek filmu, co
powoduje zmiany w gestym catkowitym upakowaniu czasteczek, ich grupowaniu i uporzad-
kowaniu. Z drugiej strony, wzrost nieuporzadkowania tancuchow alkilowych moze sprzyjac
lokalnym silniejszym oddzialywaniom hydrofobowym migdzy czasteczkami w monowarstwie
[113]. W zwiazku z tym zauwazalne sg wyrazne zmiany zwilzalno$ci monowarstw DPPC-LG

w zalezno$ci od rodzaju nosnika i plazmy uzytej do aktywacji polimeru [H17].
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Rys. 8. Wstepujace i cofajace katy zwilzania (a) wody (W), (b) formamidu (F), (c) dijodometanu (DM) zmierzo-
ne na powierzchniach mika/DPPC-LG [H15] oraz PEEK/DPPC-LG [H17].
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Warto wspomnie¢, ze zwilzalno$¢ monowarstwy DPPC $cisle zalezy od orientacji jej
czasteczek. Na podstawie pomiarow katoéw zwilzania i analizy technika TOF-SIMS po-
wierzchni PET/chitozan/DPPC, zaproponowano indukowany obecnoscig chitozanu charakte-
rystyczny mechanizm reorientacji czasteczek DPPC podczas osadzania technika LB przez
wynurzanie (LB1) lub technikg S. Na skutek oddziatywan chitozan-DPPC polarne czesci
DPPC ukladaja si¢ w kierunku powietrza modyfikujac gesto$¢ fadunku powierzchniowego
chitozanu i zwigkszajac charakter hydrofilowy uktadu [H18, H19].

Histereza kqta zwilZania

Bardziej szczegdtowa charakterystyka powierzchni ciat stalych i/lub filméw obejmuje okre-
slanie histerezy kata zwilzania definiowanej jako roznica migdzy wartosciag wstepujacego
i cofajacego kata zwilzania [49, 114, 115]. Chociaz cofajacy kat zwilzania zalezy w pewnym
stopniu od techniki prowadzenia eksperymentu [116], to jesli zastosuje si¢ takg samg technike
i warunki do pomiaru wstepujgcego i cofajacego kata zwilzania, mierzone pozorne wartosci
kata zwilzania sg powtarzalne i dlatego wiarygodne. Ponadto na podstawie wartosci cofajace-
go kata zwilzania 1 histerezy mozna uzyska¢ dodatkowe informacje o wlasciwosciach filmu
powierzchniowego, jak réwniez o mechanizmie zachowania si¢ cieczy. Jest to mozliwe, po-
niewaz na mierzong wartos¢ cofajacego kata zwilzania na filmach wptywajg takie procesy
jak: wnikanie cieczy w giab filmu, retencja i reorganizacja czasteczek [117].

Analiz¢ zjawiska histerezy kata zwilzania w odniesieniu do modelowych bton przed-
stawiono w pracy [H7] dla mono- i multiwarstw fosfolipidu DPPC otrzymanych technika
rozptywania roztworu (S) na réznych no$nikach (mika, szklo, PMMA). Filmy utworzone po-
przez wylanie roztworu na powierzchni¢ ciata statego i odparowanie rozpuszczalnika nie sg
uporzadkowane ani gesto upakowane, a czgsteczki mogg agregowacé tworzac wysepki z tan-
cuchami weglowodorowymi ,,wystajacymi” na zewnatrz. Towarzysza im obszary Czystego
nosnika niepokrytego filmem [H2, H9, H10]. We wszystkich badanych uktadach wystgpuje
histereza kata zwilzania, ktéra w przypadku kropel wody wynosi nawet kilkanascie stopni.
Znacznie mniejsza histereza pojawia si¢ W przypadku kata zwilzania dijodometanu. Stwier-
dzono, ze nawet na pigciu statystycznych monowarstwach DPPC wielko$¢ histerezy kata za-
lezy od rodzaju stalego nosnika. Histereza jest wigksza na warstwach DPPC osadzonych na
powierzchniach wykazujacych silne oddziatywanie polarne, tj. szkfo i mika, niz na stabo po-
larnym PMMA (rys. 9). Wynika stad, ze zalezno$¢ miedzy rodzajem nos$nika stalego a wia-

Sciwosciami cieczy determinuje warto$¢ kata zwilzania i jego histerezy na tym samym rodzaju
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warstwy. Rowniez na tym samym stalym nos$niku histereza kata zwilzania zalezy od rodzaju
uzytej cieczy. Jest wicksza dla cieczy polarnych (wody i formamidu) niz niepolarnego dijodo-
metanu [H7, H10]. Jest to konsekwencja penetracji czasteczek wody do wngtrza warstwy
DPPC podczas cofania linii kontaktu trojfazowego przy pomiarze cofajacego kata zwilzania
[H7, H10]. Dostep czasteczek cieczy do polarnych i niepolarnych ugrupowan w czasteczkach

DPPC znajduje odzwierciedlenie w zmierzonych katach zwilzania [H7].
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Rys. 9. Histereza kata zwilzania wody, formamidu i dijodometanu na monowarstwach DPPC osadzonych na
szkle, mice i PMMA [H7, H10].

W kolejnym etapie badan okreslono histereze kata zwilzania réznych cieczy na $cisle
zdefiniowanych monowarstwach PL-Chol i PL-LG o zmiennym sktadzie, otrzymanych na
mice technikg LB [H12, H15]. Dla wszystkich badanych uktadoéw histereza jest dodatnia, czy-
li 6, > 0,, co oznacza catkowitg lub cze$ciowa zwilzalnos¢ powierzchni filmu przez ciecz
pozostala za cofajaca si¢ kropla. Wykazano, ze zwilzalno§¢ powierzchni o nanochropowatos$ci
moze by¢ zwigzana z rozkladem gestosci tancuchow weglowodorowych. Przy niskiej gestosci
czagsteczki cieczy zwilzajacej wnikaja w zaglebienia prowadzac do lepszej zwilzalnosci. Wraz
ze wzrostem gestosci tancuchoéw acylowych, uporzadkowana struktura monowarstwy zapo-
biega penetracji cieczy. Zatem Sciste upakowanie monowarstwy utrudnia wnikanie cieczy
podczas pomiaru wstepujacego kata zwilzania dajac wzglednie wysoka wartos$¢ kata zwilza-
nia. Jednak cofajac lini¢ tréjfazowego kontaktu ciato state/ciecz/gaz, czasteczki cieczy tatwiej

penetruja W zaglebienia powierzchni usuwajac powietrze uwigzione ponizej kropli podczas
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pomiarow wstepujacego kata zwilzania [118]. Wowcezas cofajacy kat zwilzania jest mniejszy
niz wstepujacy [H12, H15].

Histereza kata zwilzania okres$lona dla filméw Chol z nasyconymi PL (DPPC, DPPG)
jest wieksza niz dla filméw Chol z nienasyconymi PL (POPC, DOPC) [H12]. Luzniej upako-
wane 1 mniej uporzadkowane monowarstwy umozliwiaja tatwiejsze przenikanie cieczy pro-
wadzac do nizszych wstepujacych i cofajacych katow zwilzania, dzieki czemu uzyskuje si¢
mniejszg histereze. Charakterystyczne zmiany histerezy wystepuja dla filméw PL-Chol wy-
kazujacych separacje faz, zwigzang z wytracaniem si¢ nadmiaru Chol przy okreslonym skia-
dzie monowarstwy. Dla tego typu ukladow histereza kata zwilzania wody znaczaco maleje,
podczas gdy histereza kata zwilzania dijodometanu znacznie wzrasta. R6znice w zachowaniu
si¢ wody 1 dijodometanu przypisano innym mechanizmom (penetracja/retencja) [H12]. Po-
nadto histereza kata zwilzania wody okre$lona dla monowarstw PL-LG maleje w zalezno$ci
od utamka molowego LG, podczas gdy histereza kata zwilzania formamidu rosnie (poza
POPC-LG). Roznice w zachowaniu wynikaja z roznic w polarnosci cieczy oraz rozmiarow
ich czasteczek. Natomiast histereza kata zwilzania dijodometanu jest niewielka 1 zawiera si¢
w przedziale 2° niezaleznie od skladu, za$ histereza katow zwilzania polarnych cieczy wynosi
od 6° do 26° [H15].

Nawet na $ciSle upakowanych filmach histereza kata zwilzania wody jest duzo wigk-
sza niz dijodometanu. Sugeruje to wystepowanie zjawiska sorpcji/penetracji wody modyfiku-
jacego strukture filmu. Histereza moze by¢ spowodowana zmiang orientacji zaadsorbowanych
fizycznie czasteczek, ktore przy dtuzszym kontakcie z wodg eksponujg polarne ugrupowania
w strong cieczy [115, 119, 120]. W wyniku spontanicznej reorganizacji monowarstwy pro-
mowanej oddziatywaniami hydrofobowymi [120, 121] powstajg fragmentaryczne biwarstwy.
Nawet, jesli cofajacy kat zwilzania jest mierzony bezposrednio po wstepujagcym, monowar-
stwa pozostaje w kontakcie z ciecza przez dluzszy czas, ktory wystarcza na przeksztatcenie
struktury monowarstwy w biwarstwowe domeny i czgsciowe odkrycie powierzchni no$nika.
Ulatwia to przenikanie wody w glab warstwy podczas pomiaru cofajacego kata zwilzania
i prowadzi do wzrostu histerezy [H12].

Natomiast histereza kata zwilzania dijodometanu wynika raczej z faktycznego charak-
teru chemicznego czasteczki i jej rozmiarow [H15]. Zatem dijodometan bedac praktycznie
niepolarng ciecza nie powinien indukowac reorganizacji monowarstwy lipidowej. Dijodome-
tan charakteryzuje si¢ §rednig powierzchnig na czasteczke wynoszaca w przyblizeniu 0,215 nm?,
ktora jest ponad 3,6 razy wigksza niz powierzchnia czasteczki wody, tj. 0,059 nm? [H1]. Cie-

cze o wigkszych czasteczkach posiadaja mniejsza zdolnos¢ do penetracji warstewki i dlatego
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wykazujg mniejszg histerezg kata zwilzania. W tym przypadku histereza moze by¢ spowodo-
wana filmem cieczy (klastry i/lub nanokropelki) pozostalym za kroplg podczas cofania si¢
czota kropli (linii trojfazowego kontaktu ciato stale/ciecz/gaz). Innymi stowy, sity migdzycza-
steczkowe dzialajace migdzy czasteczkami filmu i kropli cieczy ,,wiazg” lini¢ trojfazowego
kontaktu do filmu powodujac histereze kata zwilzania [H12, H15].

Nie ma bezposredniej korelacji migdzy wartosciami katow zwilzania (i histerezy) oraz
chropowato$cig mniejsza niz 1 pum. W przedstawionych badaniach znacznym zmianom histe-
rezy towarzyszg tylko male zmiany parametréw chropowato$ci okreslone za pomocg profilo-
metru optycznego i mikroskopu sit atomowych (AFM). Chropowato$¢ nie jest gtdéwna przy-
czyng obserwowanej histerezy, dlatego tez musi ona wynika¢ z pewnych réznic w strukturze
warstw [H7, H12, H15]. Warunkujg jg zmiany sktadu jakos$ciowego i iloSciowego powierzch-
ni, upakowania, uporzagdkowania 1 organizacji czasteczek, ktorym towarzyszg zmiany topO-
graficzne gldwnie na poziomie angstreméw [H12, H15] i zgodnie z podejsciem Chibowskie-
go, obecnos¢ filmu cieczy poza linig trojfazowego kontaktu [H7, H12, H15]. Histereza kata
zwilzania wynika zardbwno z wlasciwosci powierzchni nosnika stalego, osadzonego filmu jak
i natury cieczy, tj. oddziatywan mi¢dzyczasteczkowych miedzy nimi [H7, H10].

Z drugiej strony, poniewaz powierzchnia PEEK bez i z osadzonymi warstwami wyka-
zuje chropowato$¢ w skali mikrometrow, aspekty topograficzne sg kluczowe dla wystepowa-
nia histerezy kata zwilzania [H17]. Obecno$¢ monowarstwy DPPC podwyzsza histereze kata
zwilzania cieczy w stosunku do histerezy okreslonej dla aktywowanego podloza PEEK. Na-
tomiast obnizenie kgtow zwilzania cieczy polarnych na warstewkach DPPC-LG i LG prowa-
dzi réwniez do zmniejszenia ich histerez (o ok. 8° w przypadku kropel wody lub 16° dla for-
mamidu). Decyduje o tym zmiana oryginalnego upakowania i organizacji czasteczek, ktorych
niepolarne grupy dazg do zminimalizowania kontaktu z woda/formamidem [120, 121]. Na
uwage zastuguje wysoka warto$¢ histerezy kata zwilzania dijodometanu (w zakresie 15-17°),
ktéra w niewielkim stopniu zalezy od skladu monowarstw DPPC-LG. Warto podkreslic,
ze chropowate powierzchnie mogg by¢ ,,jednorodnie” zwilzane ciecza, ktora wnika do wgte-
bien, lub ,,niejednorodnie”, gdy pod kropla cieczy we wglebieniach pozostaje powietrze. Pod-
czas pomiaru cofajacego kata zwilzania ciecz wypiera uwi¢zione pod kropla powietrze, co

powoduje wzrost histerezy kata.

Swobodna energia powierzchniowa

Wiadomo, ze kat zwilzania jest raczej jakoSciowym parametrem do oceny stanu hydrofobo-

wosci/hydrofilowos$ci warstw. Bardziej szczegétowa analize oddziatywan mozna uzyska¢ na
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podstawie warto$ci pozornej swobodnej energii powierzchniowej i jej sktadowych korzystajac

z teoretycznych modeli oddziatywan miedzyfazowych.

Model histerezy kqta zwilZania Chibowskiego (CAH)

W celu iloSciowego oszacowania zmian swobodnej energii powierzchniowej warstewek yg
wykorzystano zmierzone wstepujace 8, 1 cofajace 8, katy zwilzania wody (W), formamidu (F)
i dijodometanu (DM) o znanych warto$ciach napigcia powierzchniowego y;, (tab. 2) oraz za-
proponowane przez Chibowskiego teoretyczne podejscie uwzgledniajace histereze kata zwil-
zania (CAH) (row. 7) [49]:

_ yL(1+c0564)? @)
(2+cos0y+cosby)

Vs

Calkowitg warto$¢ pozornej swobodnej energii powierzchniowej (y&°%) wyrazono jako $red-
nig arytmetyczng wartosci okreslonych osobno na podstawie histerezy kata zwilzania wody
(y&), formamidu (y&) i dijodometanu (y2M) [H2, H8, H10, H16, H18]. y¥ iyE odzwiercie-
dlajg zarowno oddziatywania dyspersyjne jak i poprzez wigzania wodorowe, podczas gdy
y&M wskazuje praktycznie jedynie na oddziatywania natury dyspersyjnej. Jesli réznica po-
miedzy y¥ lub y& i y2M jest ujemna (co nie ma znaczenia fizycznego) to dowodzi, ze woda
i formamid oddziatujg jedynie poprzez sity dyspersyjne, ktore sg slabsze niz w przypadku
dijodometanu. y£° zawiera informacje o usrednionych oddzialywaniach wystepujacych na
powierzchni i jest uzyteczna przy poréwnaniu wartosci okre$lonych z innych modeli.

Wirod jednosktadnikowych monowarstw jedynie DPPC wykazuje nizsze warto$ci y&
(27,1 mIm?) i y& (28,5 mI/m?) niz y2M (34,6 md/m?), co sugeruje $cista strukture filmu, kto-
ry oddziatuje jedynie poprzez sity dyspersyjne i nie tworzy wigzan wodorowych z cieczami
polarnymi [H1, H8, H16]. Podobng zaleznos$¢ zaobserwowano takze w przypadku niemodyfi-
kowanych polimerow PEEK i PET, oraz uktadu PET/chitosan potwierdzajac apolarny charak-
ter powierzchni [H17, H18]. W pozostatych przypadkach monowarstw osadzonych na mice
(DPPG, POPC i DOPC, Chol, LG) [H8, H11, H16], PEEK-u (DPPC, LG) [H17] oraz
PET/chitosan (DPPC) [H18] oba typy oddziatywan determinujg wartosci swobodnej energii
powierzchni, poniewaz wartoéci Yo i y& sa wicksze od y2™. Szczegdlnie widoczny jest
wplyw rodzaju no$nika na oddzialywania osadzonej monowarstwy DPPC. Zmiany w upako-
waniu btony DPPC i/lub niejednorodnos¢ pokrycia niag PEEK-u indukuja mozliwo$¢ oddzia-

tywan z cieczami poprzez wigzania wodorowe powodujac wzrost y¢ i y& [H17].
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W uktadach dwusktadnikowych brak innych oddziatywan oprocz dyspersyjnych moz-
na stwierdzi¢ dla monowarstw mieszanych DPPC-DPPG [H11] oraz DPPC-Chol x ¢y, = 0,25
[H8]. Dodanie Chol lub LG do monowarstwy DPPC, DPPG, POPC i DOPC wptywa na od-
dziatywania z wodg, formamidem i dijodometanem, ktdre zmieniajg si¢ zaleznie od skladu
[H8, H16, H17]. Na uwage zasliguje znaczny wzrost y¢’ dla DPPC-Chol przy xcpe; = 0,5,
za$ dla POPC-Chol i DOPC-Chol przy xcno; = 0,75, w obszarze separacji faz sktadnikow
przy podanym sktadzie [H8]. Te wyniki dobrze koreluja z badaniami hydratacji lipidow, wy-
kazujgcych, ze liczba czgsteczek wody zwigzanych przez fosfolipidy znacznie wzrasta, gdy
cholesterol wytraca si¢ w postaci krystalicznej [122, 123]. Film DPPC/Chol x.1,; = 0,25 od-
dziatuje tylko dyspersyjnie, a jego struktura jest zwarta, co potwierdza hipoteze tworzenia
kompleksow skondensowanych przy tym skladzie (minimum A.,. [H8] 1 AG.y. [H5]).
W wigkszosci przypadkoéw luzniej upakowanych filmow fosfolipidow nienasyconych (POPC,
DOPC) i DPPG [H11], Chol [H8], lub LG [H16] swobodna energia powierzchniowa miesza-
nych warstw jest wyzsza niz energia warstw zawierajacych nasycony DPPC, niezaleznie od
uzytej cieczy do pomiaru katow zwilzania.

Ponadto ys monowarstw hybrydowych chitozan/DPPC zalezy od metody ich prepara-
tyki [H18]. Film DPPC otrzymany technikg LB przez wynurzanie (LB?) posiada najwyzsza
warto$é y¥ i yf, odpowiednio 71,8 mN/m i 57,3 mN/m, oraz najnizsza y2, 37,2 mN/m.
Sugeruje to znaczny udziat wigzan wodorowych, ktore pochodzg glownie od czesci polarnych
czasteczek DPPC, skierowanych na zewnatrz warstwy, podczas gdy czesci weglowodorowe
sg ukryte wewnatrz warstwy lub przestonigte przez ugrupowania polarne. Podczas osadzania
subfaza wodna uczestniczy w kreowaniu takiego nietypowego zachowania si¢ czgsteczek
DPPC na lub w warstwie chitozanu, w wyniku ktorego czgsteczki DPPC ,,zakotwiczajg si¢”
w warstewce chitozanu i zmieniajg orientacje. Zwickszenie swobodnej energii powierzchnio-
wej warstewki chitozanu poprzez pokrycie jej DPPC wydaje si¢ istotne z punktu widzenia
zastosowania W preparatyce protez naczyniowych na bazie PET [H18].

Nastepnie korzystajac z warto$ci swobodnej energii powierzchniowej, oraz uwzgled-
niajac powierzchni¢ przypadajaca na czasteczke (A) przy cisnieniu 35 mN/m [H8] lub uzy-
skang przez ekstrapolacj¢ odcinka izotermy n-A do zerowej wartosci ci$nienia powierzchnio-
wego [H1], obliczono energi¢ oddziatywan Gibbsa jednego mola czasteczek lipidow
Ymot = —(AGo1)) z woda, formamidem i dijodometanem [H1, H8]. Wyznaczone wartosci
wskazuja, ze molowa energia oddziatywan jednosktadnikowej monowarstwy DPPC i dwu-

sktadnikowej DPPC/Chol przy xcpo; = 0,25 z woda y,v,; jest nizsza niz z dijodometanem y2M,
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co sugeruje udziat tylko oddziatywan dyspersyjnych, a wigc $cislejsze upakowanie monowar-
stwy. Dla pozostalych uktadow PL-Chol moga wystepowac polarne oddziatywania poprzez
mostki wodorowe. Analizujac zaleznosci energii oddziatywan jednego mola czasteczek lipi-
dow z wodg ¥V, od skladu monowarstw, mozna zauwazyé wyrazne minima energii lub
przegiecia przy Xcpo; = 0,25 dla DPPC-Chol i DPPG-Chol oraz przy xcp.; = 0,5 dla POPC-
Chol i DOPC-Chol, ktore koreluja ze zmianami nadmiarowej energii Gibbsa AG,,., gdzie

minima pojawiaja si¢ przy analogicznym sktadzie monowarstw [H5] (rys. 10).
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Rys. 10. (a) Nadmiarowa energia Gibbsa mieszania (AG,,.) wyznaczona dla dwusktadnikowych monowarstw
Langmuira PL-Chol [H5] oraz (b) energia oddziatywan jednego mola lipidow z woda (Voo = —(AGpmer)) WyzZna-
czona dla dwusktadnikowych monowarstw Langmuira-Blodgett PL-Chol na mice [H8], zaleznie od utamka molo-
wego cholesterolu (xcp,;)- Literami A, B, C, D oznaczono uprzywilejowany sktad monowarstw dwusktadnikowych.

Silniejsze oddziatlywania pomigdzy czgsteczkami promujg bardziej skondensowang
strukture monowarstwy, ktora staje si¢ mniej przepuszczalna dla wody. Stad sktad filmow,
przy ktérym pojawiajg si¢ najnizsze warto$ci y,¥,, moze wskazywa¢ na uprzywilejowang
proporcje sktadnikow w monowarstwach lub tworzenie kompleksow dwusktadnikowych
[H8]. Ponadto korzystajac z podejscia CAH wyznaczono molowa energi¢ oddziatywan fil-
moéw DPPC-DOPC, o r6znym sktadzie, z wodg i dijodometanem [H1]. Podobnie jak dla ukta-
du DPPC-Chol energia oddzialywan mola lipidow z woda jest wigksza niz z dijodometanem,
za wyjatkiem S$cisle upakowanej warstwy DPPC. Czasteczki wody nie mogg jej penetrowaé
1 oddziatluja glownie poprzez sily dyspersyjne. Zmiany wartosci energii zaleznie od sktadu
filmu odzwierciedlaja roznice w upakowaniu i uporzadkowaniu filméw wielosktadnikowych.

Powyzsze wyniki wyraznie wskazuja, ze sita oddziatywan powierzchni monowarstw
zalezy od rodzaju, sity oddziatywan oraz wielkosci czasteczek cieczy uzywanej do pomiaru

katow zwilzania i wyznaczenia Swobodnej energii powierzchniowej. Im mniejsze sa czastecz-
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ki cieczy, tym tatwiej moga one wypelniac¢ zaglgbienia w monowarstwie i wnikaé do jej wne-
trza. Pomimo, ze obliczone w ten sposob wartosci sg wzgledne, ich zmiany odzwierciedlajg

zmiany w oddziatywaniach mi¢dzyczasteczkowych z okreslong ciecza.

Model van Ossa, Gooda i Chaudhury’ego
(Lifshitz-van der Waals - Acid-Base, LWAB)

Podejscie LWAB [45, 46] wyraza catkowitag swobodng energie powierzchniowg y&°t jako
sume skladowej apolarnej Lifshitza-van der Waalsa, y&", i polarnej kwasowo-zasadowej
Lewisa, y&? :

7 = st st 8)

Sktadowa y W uwzglednia oddziatywania dyspersyjne Londona (nie mniej niz 97%), dipol-dipol
Keesoma i dipol-dipol indukowany Debye’a. Sktadowa y&Z jest $rednig geometryczng parame-

tru elektrono-donorowego ys (zasady Lewisa) i elektrono-akceptorowego y¢ (kwasu Lewisa):

véE = 2\ysvd 9)

W mys] podejécia Lewisa skladowa y£8 odzwierciedla oddzialywania przez wigzania wodo-
rowe i pary elektronow 7. Na rysunku 11 przedstawiono roézne typy oddziatywan uwzgled-
nione w teorii LWAB oraz schemat potencjalnych oddziatywan pomig¢dzy lipidami i cieczami
uzytymi do pomiardéw kata zwilzania.

W oparciu o analize uktadow PL-Chol [H5, H13], PL-LG [H16, H17] stwierdzono, ze
zmiany swobodnej energii powierzchniowej y&°t zalezg od rodzaju uktadu i wzajemnej pro-
porcji sktadnikow. Wprowadzenie wzrastajacej ilosci Chol do monowarstwy PL wywoluje
stopniowy wzrost jej y&°f (rys. 12) [H5]. Natomiast energia monowarstw zbudowanych
z nasyconego DPPC jest zawsze nizsza niz monowarstw zawierajagcych nienasycony POPC
czy DOPC. Zmiany powigzano z gestosciag upakowania, uporzadkowaniem i nachyleniem
czasteczek (rys. 12) [H5]. Przy okreslonym sktadzie mogg tworzy¢ si¢ kompleksy dwusktad-
nikowe. Zachodzace ze wzrostem stgzenia Chol zmiany nachylenia ugrupowan polarnych
i/lub tancuchow weglowodorowych zaktocaja lokalne upakowanie czasteczek stanowigc sile
napedowa do formowania domen wzbogaconych i zubozalych w Chol lub wytracania si¢
Chol w postaci mikrokrysztatow [H12]. Wptywa to na przepuszczalnos¢ membrany w sto-

sunku do cieczy uzytych do pomiarow katow zwilzania [H12].
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LIFSHITZ-VAN DER WAALS INTERACTIONS Lifshitz-van der Waals interactions
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Rys. 11. Rodzaje oddziatywan w teorii LWAB oraz schemat potencjalnych oddziatywan pomiedzy DOPC, Chol
i cieczami: woda, formamidem i dijodometanem [H13].
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Rys. 12. Catkowita swobodna energia powierzchniowa, y£°t, wyznaczona z podejscia LWAB dla dwusktadni-
kowych monowarstw osadzonych na mice przy ci$nieniu powierzchniowym 35 mN/m w zaleznosci od utamka
molowego cholesterolu (xcp,;) Wraz ze schematami ilustrujacymi organizacje¢ czasteczek przy niskiej (u gory)
i wysokiej (na dole) zawarto$ci cholesterolu [H5].

Przeprowadzono takze analiz¢ warto$ci pozornej swobodnej energii powierzchniowe;j
i jej sktadowych okreslonych dla biwarstw DOPC-Chol w 20°C i 37°C zaleznie od ulamka
molowego komponentéw [H13]. Ogblnie y£°" w temperaturze 20°C jest nieco wigksza niz
w temperaturze fizjologicznej, ze wzgledu na nizszg energie cieplng czasteczek.

Natomiast rozwazajac sktadowe swobodnej energii powierzchniowej w badanych

ukladach monowarstw mozna stwierdzi¢, ze oddzialywania elektrono-akceptorowe y¢ nie
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wystepuja albo sg bardzo stabe. Jest to ogdlna wlasciwos¢ wigkszosci rzeczywistych uktadow
wskazujaca na zasadowy charakter powierzchni. Ponadto, jesli podczas obliczania tego para-
metru uzyskuje sie ujemng warto$¢ pierwiastka kwadratowego z yg, co nie ma sensu fizyko-
chemicznego, przyjmuje si¢ jego zerowg wartos¢ [H11, H16]. W wielu przypadkach, PL-LG
[H16], biwarstwy DOPC-Chol przy xcpo; = 0,25 [H13], wywoluje to zanizenie wartos$ci
YEH(LWAB), poniewaz oddziatywania y5 iygd sa komplementarne zgodnie z rownaniem 9.
Zerowa warto$¢ parametru yg generuje zerowa warto$¢ sktadowej kwasowo-zasadowej
(y&8), a to prowadzi do zréwnania wartoéci Y%t = yiW | pomimo wystepowania silnych
oddzialtywan elektrono-donorowych (ys ). W zwiazku z tym, bardziej miarodajne informacje
dotyczace oddziatywan monowarstw z cieczami polarnymi uzyskuje si¢ na podstawie zmian
parametru yg . Jego warto$¢ faktycznie wynika z oddziatywan polarnych ugrupowan fosfoli-
pidowych (PC i PG), grupy —OH cholesterolu oraz grup —OH i estrowej LG, z wodg i forma-
midem.

Wykazano, ze warto$¢ parametru yg gwaltownie ro$nie w ciggu pierwszych 2 minut
kontaktowania monowarstwy DPPC z woda z 6,7 mJ/m? do 83,9 mJ/m? [H4]. Z powodu sil-
nej tendencji do tworzenia wigzan wodorowych wystepuje przegrupowanie czasteczek DPPC
prowadzace do tworzenia biwarstw, ktore sg uprzywilejowane ze wzgledu na cylindryczny
ksztalt czasteczek fosfolipidu. Aby zapobiec reorientacji czasteczek lipidow w kontakcie
z cieczg pomiary wstepujacego kata zwilzania wykonywano w ciggu kilku sekund od posta-
wienia kropli, zapewniajac w ten sposob powtarzalne 1 wiarygodne wyniki.

Na dalszych etapach badan stwierdzono, Ze ygs zalezy od skladu warstewek, ich stanu fizycz-
nego oraz oddzialywan pomig¢dzy poszczegdlnymi komponentami, ktére to warunkujg zwar-
tos¢ filmu [H11, H13, H16, H17, H19]. Najnizsze wartosci y5 uzyskano dla $cisle skonden-
sowanych monowarstw DPPC, DPPC-DPPG [H11], DPPC-LG x;; = 0,25 [H16], co dowio-
dlo, ze gesto upakowane tancuchy weglowodorowe skutecznie ekranuja oddziatywania cieczy
z ugrupowaniami polarnymi. Waznym czynnikiem determinujagcym warto$¢ yg jest rodzaj
podioza. Monowarstwa DPPC na mice wykazuje nizsza warto$¢ yg niz na aktywowanym
PEEK-u, natomiast monowarstwa LG oraz DPPC-LG znaczaco wyzszg [H16, H17]. Wzrost
parametru ys wynika z tatwiejszego 1 blizszego kontaktu miedzy filmem a ciecza. Z tego
wzgledu, ze sam DPPG wykazuje silne oddziatywania y5 (ypppe = 37,2 mJ/m?), znaczny ich
wzrost obserwuje si¢ juz przy xpppg = 0,25 w monowarstwach PC, ktory wyraznie wzmacnia
si¢ w obecnos$ci nienasyconych fosfolipidow [H11]. Zarowno monowarstwy dwuskladnikowe
POPC-DPPG i DOPC-DPPG [H11], jak i DPPC-DOPC [H1, H20] oraz DPPG-LG [H14]
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wykazujg czesciowa mieszalnosé przejawiajacg sie we wspotistnieniu domen, co zmniejsza
uporzadkowanie filmu w poréwnaniu do jednoskladnikowych filméw, odpowiednio DPPG
i DPPC. Ponadto wprowadzenie nienasyconych fosfolipidow POPC lub DOPC zwigksza
srednig powierzchni¢ przypadajaca na czasteczke. Powstale warstwy mieszane sg luzniej upa-
kowane i bardziej przepuszczalne dla wody i1 innych matych czasteczek. W efekcie zmian
w organizacji molekularnej, polarne ugrupowania PL sg bardziej dostepne dla polarnych cie-
czy prowadzac do wzrostu oddziatywan elektrono-donorowych yg [H11]. Zmniejszeniu $ci-
stosci monowarstw towarzyszy ostabienie oddziatywan migdzy czasteczkami filmow po-
twierdzone dodatnimi wartosciami nadmiarowej energii Gibbsa mieszania AG,,. [H11, H14].
Rozwazajac oddziatywania biwarstw DOPC-Chol z polarnymi cieczami réwniez stwierdzono
najwyzsza warto$¢ parametru yg przy zawarto$ci xXcpo; = 0,25 [H13], co mozna powigzaé ze
wzrostem hydratacji (solwatacji) atomow tlenu grupy karbonylowej i fosforanowej poprzez
wigzania wodorowe W efekcie rozluznienia biwarstwy [124]. Jednak ze wzrostem zawartosSci
Chol kat nachylenia czasteczek wzgledem normalnej do biwarstwy maleje, prowadzac do
kompresji fancuchow acylowych [125].

Powierzchnia uktadow hybrydowych chitozan/DPPC wykazata zwigkszong polarno$¢
(wzrost ys i ys), gdy monowarstwe przygotowano przez rozplywanie lub technikg LB przez
wynurzanie no$nika PET/chitozan [H19]. Wzrost polarno$ci mozna tlumaczy¢ nietypowym
mechanizmem tworzenia si¢ monowarstwy DPPC z czgsteczkami zorientowanymi czg¢sciami
polarnymi w kierunku powietrza. Takie specyficzne zachowanie czasteczek dowiedziono
technikg TOF-SIMS na podstawie stosunku intensywnosci pikow 184/57 oraz 86/57 pocho-
dzacych od grupy fosfocholinowej (184 u) i cholinowej (86 u) oraz tancucha weglowodoro-
wego (57 u). Dane TOF-SIMS w powigzaniu ze zwilzalnoS$cig potwierdzity, ze sitg napedowa
odpowiedzialng za tworzenie monowarstwy DPPC na no$niku PET/chitozan sa oddziatywania
kwasowo-zasadowe Lewisa pomigdzy grupami aminowa/amoniowa lub hydroksylowsg chito-
zanu oraz grupami fosforanowymi/amoniowymi DPPC. Narzucaja one specyficzng organiza-
cje strukturalng mieszanej warstwy chitozan/DPPC wplywajac na zwilzalno$¢ powierzchni.
Drastyczny wzrost oddziatywan yg pochodzi od atoméw tlenu grup estrowych i/lub fosfora-
nowych DPPC, na ktorych skupiony jest czastkowy tadunek ujemny, ktory moze by¢ odpo-
wiedzialny za tworzenie ujemnego potencjatu zeta powierzchni. Przypuszcza sig, ze tak zmo-
dyfikowana powierzchnia polimeru bedzie redukowa¢ kumulowanie ptytek krwi na stentach
wykonanych lub pokrytych PET, polepszajac tym samym ich kompatybilnos$¢ z krwig. Cza-

steczki DPPC modyfikujac gestos¢ tadunku w powloce chitozanu moga poprawi¢ jego wia-
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$ciwosci hemostatyczne. Dlatego otrzymane powierzchnie PET wydaja si¢ obiecujace W uzy-

skaniu pozytywnej oceny atrombogenicznosci, a tym samym biokompatybilnosci [H19].

Weryfikacja podejs¢ do wyznaczania swobodnej energii powierzchniowej
w odniesieniu do modelowych blon biologicznych

Niezaleznie od metody przygotowania filméw wartosci wyznaczonej (apparent) calkowitej
swobodnej energii powierzchniowej y&°t z modelu LWAB s3 na og6l nizsze niz warto$ci
yé°t z modelu CAH jako $rednia arytmetyczna wartosci ys obliczonych na podstawie histere-
zy kata zwilzania wody y¥ , formamidu y£ i dijodometanu y2 [H11, H16, H17-H19]. Mo-
del LWAB uwzglednia tylko wstgpujacy kat zwilzania, model CAH zaréwno wstegpujacy, jak
i cofajacy. Rowniez wartosci y2M (CAH) sa wyzsze od warto$ci sktadowej Lifshitza-van der
Waalsa y£" (LWAB), choé¢ przebieg zmian jest analogiczny. Ponadto wartosci y& (CAH)
bardzo dobrze korelujg z y&°¢ (LWAB), cho¢ sg nieco wyzsze. W zwigzku z tym zastosowa-
nie jedynie y& (CAH) pozwala scharakteryzowaé usredniong catkowita swobodng energic
powierzchniowg y&°t z do$¢ dobrg doktadnoscig [H11, H16, H17-H19].

Wyzsze wartosci ys i y&°F wyznaczone z histerezy kata zwilzania (CAH) wynikajg z
faktu, ze podczas pomiaru cofajacego kata zwilzania ciecz kontaktuje si¢ z monowarstwa
przez dluzszy okres czasu niz podczas pomiaru wstgpujacego kata zwilzania. Jak dyskutowa-
no powyzej wydluzony czas kontaktu sprzyja penetracji cieczy polarnych w struktur¢ mono-
warstwy [126, 127]. Z drugiej strony, przyczyng takiego stanu rzeczy moze by¢ obecnos¢
filmu czasteczek cieczy pozostalego poza kropla po cofnigciu si¢ linii trojfazowego kontaktu
[118, H2]. W obu przypadkach efektem jest wzrost histerezy kata zwilzania i okreslonej na jej
podstawie wartosci swobodnej energii powierzchniowej [126, 127]. Zastosowanie jedynie
wstepujacego kata zwilzania w modelu LWAB nie uwzglednia tych efektow. Dlatego podej-
scie CAH odzwierciedla silniejsze oddziatywania danej cieczy z warstwg, wyznaczone dla
blizszych odleglosci miedzyczasteczkowych [126, 127, H2]. Jednak nie pozwala obliczy¢
oddzielnie parametrow elektrono-donorowego i elektrono-akceptorowego, ktore w wielu
przypadkach okazuja si¢ pomocne dla lepszego zrozumienia oddzialywan miedzyfazowych.

Wyznaczenie swobodnej energii powierzchniowej i jej sktadowych jest nadal proble-
matyczne, tym bardziej w przypadku uktadow naturalnych i imitujacych je blon modelowych.
Jednakze, dopoki nie ma bezposredniej i jednoznacznej metody okreslania rzeczywistych
wartosci swobodnej energii powierzchniowej, nawet wzgledne jej wartosci lub zmiany moga

by¢ pomocne w zrozumieniu procesoOw zachodzacych w skomplikowanych uktadach biologicznych.
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Do cyklu habilitacyjnego zostaly wlaczone 3 prace przegladowe [H2, H9, H10]. Za-
wieraja one kompleksowe omoéwienie wilasciwosci zwilzajacych, swobodnej energii po-
wierzchniowej 1 jej sktadowych oraz struktury warstw lipidowych otrzymanych réznymi
technikami: rozptywania, spin-coating, Langmuira-Blodgett (LB) lub Langmuira-Schaefera
(LS), na wybranych podiozach statych. Zmiany wlasciwosci powierzchniowych zostaty prze-
dyskutowane w aspekcie grubosci filmow, metody ich otrzymywania a takze modyfikacji
z wykorzystaniem enzymow lipolitycznych lub liposoméw, co dodatkowo podkresla ich cha-
rakter aplikacyjny. Prace te, pomimo iz sg wicloautorskie, stanowig rodzaj podsumowania
pewnego zakresu mojej dzialalnosci naukowej, poniewaz zawieraja gtdwnie moje wiasne do-
konania badawcze na tle obecnego stanu wiedzy i w odniesieniu do prac innych autorow.
Uwzgledniaja one roéwniez osiagnigcia omowione powyzej w ramach prac typowo badaw-
czych [H1, H4, H5, H7]. Prace te zostaly napisane w odpowiedzi na zaproszenie skierowane
od edytorow do prof. Emiliana Chibowskiego, dlatego On pelni w nich funkcj¢ autora kore-

spondujacego.

Podsumowanie osiagnie¢ naukowych objetych cyklem prac habilitacyjnych

1. Wyznaczenie izoterm zaleznoS$ci ciSnienia powierzchniowego w funkcji powierzchni
przypadajacej na czasteczke (izotermy m-A) dla jedno- i wielosktadnikowych monowarstw
Langmuira zbudowanych z fosfolipidow (PL), cholesterolu (Chol), a-tokoferolu (TF) i/lub

galusanu laurylu (LG), utworzonych na subfazie cieckle;j.

2. Analiza termodynamiczna izoterm n-A, ktora pozwolita na uzyskanie informacji na temat
przejs¢ fazowych i przemian konformacyjnych oraz stanu modelowych membran przy okre-
Slonym ci$nieniu powierzchniowym. Umozliwita wyznaczenie rodzaju i wielkosci oddziaty-
wan w wielosktadnikowej warstwie monomolekularnej oraz pozwolita na wskazanie sktadu
uktadéw o najwigkszej stabilnosci. Na tej podstawie:

e zaproponowano sktad modelowych bton PC/DPPG do badania lateralnej organizacji oraz

stabilno$ci filmu surfaktantu plucnego;
e potwierdzono, ze cholesterol wykazuje wigksze powinowactwo do nasyconej fosfatydylo-

choliny PC, a powinowactwo to maleje ze wzrostem nienasycenia tancuchow acylowych PC;
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3.

oszacowano sktad najbardziej stabilnych komplekséw dwusktadnikowych, tj. DPPC-Chol
Przy xcnor = 0,25; POPC-Chol przy xcpor = 0,5. W przypadku uktadow DOPC-Chol oraz
DPPG-Chol zasugerowano tworzenie si¢ mniej trwatych kompleksow lub ich brak;
wyjasniono mechanizm zachowania TF w monowarstwach fosfatydylocholiny PC w za-
lezno$ci od sktadu poprzez tworzenie si¢ komplekséw PC/TF odpowiedzialnych za mak-
symalnag stabilnos¢ uktadow (x5 = 0,25);

wykazano, ze TF i LG preferencyjnie asocjuja z nienasyconymi fosfolipidami, a cz3-
steczki obu antyutleniaczy moga lokowac¢ si¢ blizej wigzan nienasyconych, tj. beda gle-
biej zanurzone w monowarstwie DOPC niz w POPC lub w DPPC. Wzajemne polozenie
ugrupowan czasteczek w monowarstwach dwuskladnikowych DPPC-LG i DOPC-LG
przy x;c; = 0,25, po przeniesieniu filméw na mike, potwierdzono przy zastosowaniu
techniki TOF-SIMS. Taka struktura jest powigzana z dzialaniem antyoksydacyjnym.
Zwiazki te nie penetrujg matrycy weglowodorowej, ale znajdujac si¢ w obszarze miedzy-
fazowym lipid/woda, w poblizu wigzan nienasyconych PL, zapewniajg skuteczng ochro-
n¢ lipidow przed utlenianiem;

uzasadniono ro6zny mechanizm stabilizacji bton fosfolipidowych DPPC-DOPC przez
Chol i LG. Cholesterol wywiera efekt kondensacyjny na monowarstwy PC. Natomiast
LG wzmacnia stabilno$¢ monowarstw mieszanych oddzialujac z polarnymi cze$ciami PC
poprzez wigzania wodorowe, w ten sposob zwickszajac bariere ochronng przed utlenia-

niem ze wzgledu na redukcj¢ dostepu utleniaczy do btony.

Bezposrednia wizualizacja mikrostruktury monowarstw PL-TF, PL-LG, DPPC-DOPC-

Chol i DPPC-DOPC-LG na subfazie wodnej, dzigki zastosowaniu mikroskopu kata Brewstera

(BAM), potwierdzita stan fizyczny filméw przy danym ci$nieniu powierzchniowym, mieszal-

nos¢ sktadnikow lub czeSciowa mieszalno$¢ przejawiajaca si¢ we wspoétistnieniu domen,

i tworzenie struktur wielowarstwowych po zalamaniu filmu. Technika pozwolita na okresle-

nie wptywu sktadu jakosciowego i ilosciowego filmow na ich strukture.

4.

Preparatyka filmow PL, PL-PL, PL-Chol, PL-LG, o kontrolowanej grubosci (mono- lub

biwarstwy) i orientacji molekut na stalym no$niku (mika, PEEK, PET) metoda Langmuira-

Blodgett, Langmuira-Schaefera lub przez rozptywanie roztworu.

5.

Zastosowanie nowoczesnej metodyki otrzymywania materialow biokompatybilnych na

bazie polimerow PEEK i PET poprzez modyfikacje plazmg przy uzyciu rdéznych gazow,
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a nastgpnie pokrycie zmodyfikowanej powierzchni modelowa blong zawierajaca substancje

0 aktywnosci biologicznej DPPC, DPPC-LG lub warstwa mieszang (hybrydowa) chitozan/DPPC.

6. Zbadanie jako$ci, homogeniczno$ci i struktury filméw na podlozu statym za pomocg r6z-

nych technik mikroskopowych (mikroskopii sit atomowych, mikroskopii optycznej, profilo-

metrii optycznej), dzigki ktérym:

e wykazano, ze struktura filméw Langmuira PL-LG zostaje zachowana po przeniesieniu
ich na mike (LB),

e wykazano, ze uzycie podioza o chropowatosci w skali mikrometréw (PEEK) wptywa na
zmian¢ morfologii filmow,

e powigzano wartosci parametrow chropowatosci powierzchni ze wzajemnymi oddziaty-

waniami pomig¢dzy czasteczkami, a takze upakowaniem i uporzadkowaniem filmow

PL-Chol i PL-LG.

7. Scharakteryzowanie zwilzalnosci i okre$lenie charakteru hydrofilowo-hydrofobowego

modelowych blon osadzonych na powierzchniach statych na podstawie pomiarow wstepujg-

cych i cofajgcych katow zwilzania cieczy testowych o znanych sktadowych napiecia po-
wierzchniowego oraz wyznaczenie swobodnej energii powierzchniowej i jej sktadowych przy
wykorzystaniu wybranych modeli teoretycznych. W oparciu o otrzymane wyniki:

e dowiedziono, ze na zwilzalno$¢ 1 swobodng energi¢ powierzchniowa ma wptyw sposob
preparatyki warstw (techniki S, LB, LS), skfad jako$ciowy 1 ilosciowy, homogenicznos¢,
rodzaj podioza statego (mika, PEEK, PET) oraz jego chropowatos¢;

e okreslono mechanizm zachowania si¢ cieczy pomiarowych wzgledem modelowej blony
na podstawie zmian wartosci histerezy kata zwilzania determinowanych wnikaniem cie-
czy w strukturg blony, jej reorganizacjg w kontakcie z cieczg i/lub obecnoscig filmu cie-
czy poza kropla;

e wykazano, ze $ciS$le upakowane 1 uporzadkowane monowarstwy zawierajace nasycone
fosfolipidy sg stabiej przepuszczalne dla wody 1 innych cieczy w poroéwnaniu z uktadami
zbudowanymi z nienasyconych fosfolipidow. Znaczny wzrost hydrofilowo$ci mono-
warstw mieszanych PL-Chol obserwuje si¢ po przekroczeniu progu rozpuszczalno$ci
Chol, gdy jego nadmiar wytraca si¢ z uktadu, w uktadach PL-LG o czg¢éciowej mieszal-
nosci sktadnikow (DPPG-LG), oraz w uktadach PC-DPPG o zwigkszonym nieuporzad-

kowaniu przy xpppg = 0,25;
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e oszacowano wielko§¢ oddziatywan polarnych oraz dyspersyjnych modelowych blon
z cieczami o roznym charakterze imitujagcymi wlasciwosci srodowiska zewngtrznego;

e stwierdzono, ze energia oddziatywan blon z cieczami $cisle zalezy od sktadu filmu, wiel-
ko$ci oddzialywan migdzy sktadnikami oraz uporzadkowania i upakowania czasteczek,
co jest zwigzane z ekspansja lub kontrakcja sredniej powierzchni przypadajacej na cza-
steczke w monowarstwach mieszanych Langmuira;

e wykazano, ze najbardziej racjonalne informacje dotyczace oddzialywan modelowych
bton z cieczami polarnymi uzyskuje si¢ na podstawie zmian parametru yg , ktorego war-
tos¢ wynika z oddzialywan ugrupowan polarnych z woda i formamidem (tworzenia
mostkéw wodorowych);

e zaproponowano indukowany obecno$cig chitozanu charakterystyczny mechanizm re-
orientacji czasteczek DPPC podczas osadzania technika LB przez wynurzanie (LB17) lub

technika S, w ktorym wazna role odgrywaja czasteczki wody.

8. Zastosowanie i rownoczesnie weryfikacja modeli teoretycznych do wyznaczania swo-
bodnej energii powierzchniowej, co w efekcie pozwala na lepsze zrozumienie oddziatywan

wystepujacych na roznych granicach faz w uktadach biologicznych.

Wyniki badan dostarczajg nowych informacji pozwalajacych na petniejsza charaktery-
styke oraz poznanie mechanizméw biofizycznych i czynnikow odpowiedzialnych za oddzia-
tywanie antyutleniaczy (TF, LG) i/lub polimeréw/biopolimeréw z najwazniejszymi lipidami
bton biologicznych (DPPC, POPC, DOPC, DPPG) zwlaszcza w aspekcie farmakologicznym.
Poszerzenie wiedzy na ten temat moze zaowocowac bardziej racjonalnym i naukowym podej-
$ciem do projektowania bezpiecznych i skutecznych $srodkow o charakterze przeciwzapal-
nym, przeciwnowotworowym, przeciwbakteryjnym i przeciwwirusowym oraz lepszym po-
znaniem fizjologii i patologii komoérki.

Podjete badania moga przynies¢ nie tylko korzysci poznawcze, ale rowniez praktyczne
ze wzgledu na ich potencjalne zastosowania biomedyczne. Znajomo$¢ oddziatywan w mode-
lowych uktadach jest niezbedna dla zrozumienia i przewidywania procesoOw fizykochemicz-
nych oraz oddzialywan mig¢dzyczasteczkowych zachodzacych w skomplikowanych ukladach
biologicznych. Badania modelowych blon zawierajacych Chol, TF lub LG powinny przyczy-
ni¢ si¢ do lepszego zrozumienia ich udziatu w formowaniu i organizacji domen lipidowych.

Dlatego tez badania uktadéow lipidowych o kontrolowanym sktadzie moga by¢ pomocne
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w wyjasnieniu zalezno$ci pomi¢dzy tworzeniem domen lipidowych a funkcjonalnymi wta-

sciwo$ciami blony.

Z drugiej strony, badania oddziatywan sg takze kluczowym czynnikiem oceny bio-

kompatybilno$ci materiatdow. Maja zasadnicze znaczenie w inzynierii tkankowej, poniewaz

odgrywaja istotng role w przyleganiu, rozprzestrzenianiu, proliferacji i migracji komorek.

Tego typu badania moga by¢ pomocne w zrozumieniu procesow chemicznych i biologicznych

w aspekcie aplikacyjnym, np. projektowania biomateriatow o0 zdefiniowanych wiasciwosciach

hydrofilowo-hydrofobowych, biokompatybilnych implantow i biosensorow oraz ukierunko-

wanego dostarczania lekow.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych

Dzialalnos¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

1.10.1999 r. rozpoczetam 5-letnie studia magisterskie na Wydziale Chemii UMCS. Prace ma-
gisterskg wykonatam w Zaktadzie Chemii Organicznej pod kierunkiem prof. dr hab. Kazimierza
Michata Pietrusiewicza. Tematem mojej pracy byta Synteza P-chiralnej o-anizylo-m-anizylo-
p-anizylofosfiny. Egzamin magisterski zlozytam w dniu 23.06.2004 r. z wynikiem bardzo dobrym.

Nastepnie w latach 2004-2008 podj¢tam 4-letnie studia doktoranckie na Wydziale
Chemii UMCS. Prace doktorska Wiasciwosci nanowarstewek fosfolipidow osadzonych na
podtozu stalym i ich zmiany pod wplywem enzymow zrealizowatam w Zaktadzie Zjawisk
Miedzyfazowych pod kierunkiem prof. dr hab. Emiliana Chibowskiego. Tematyka zwigzana
z uktadami biologicznymi lipidow i lipaz, byta nowo podjeta tematyka badawczg i dotyczyta
fizykochemicznych wiasciwosci warstewek jedno- i dwuskladnikowych lipidow (DPPC,
DOPC, trioleinianu glicerolu (TO)) na podiozu stalym. Badania ukierunkowano na okreslenie
najpierw ich zwilzalno$ci, swobodnej energii powierzchniowej oraz struktury a nast¢pnie
zmian tych parametrow w wyniku reakcji hydrolizy katalizowanych enzymami: lipazy
z grzybow Candida cylindracea (LCc), fosfolipazy A z trzustki wieprzowej (PLA,) i fosfoli-
pazy C z bakterii Bacillus cereus (PLC). Preparatyka warstewek lipidowych, pojedynczych
i mieszanych, na podiozu stalym wymagata opanowania r6znych technik, m. in. metody roz-
plywania, spin-coating, a takze techniki Langmuira-Blodgett lub Langmuira-Schaefera. Wan-
na LB zostala zakupiona w 2006 r., a wiec w potowie studiow doktoranckich. Dopiero od
tego czasu mozliwe stalo si¢ kontrolowane przenoszenie mono- i biwarstw z subfazy wodnej
na no$nik staty oraz ich modyfikacja enzymatyczna. Rownolegle prowadzitam badania poten-
cjalu elektrokinetycznego i wiclkosci czastek statych pokrytych fosfolipidami i poddanych
dziataniu enzymu oraz stabilnosci suspensji. Cz¢$¢ badan zrealizowatam w ramach promotor-
skiego projektu badawczego Wiasciwosci nanowarstw fosfolipidow osadzonych na podtozu
statym i ich zmiany pod wplywem enzymow (N204 126 32/3186) finansowanego przez Mini-
sterstwo Nauki i Informatyzacji, ktorego bytam gtdownym wykonawca.

Efektem badan bylto scharakteryzowanie wtasciwosci fizykochemicznych i struktury
nanowarstewek w zalezno$ci od rodzaju nosnika statego, techniki osadzania, grubosci, a takze
modyfikowanych enzymatycznie w funkcji czasu. Dalo to mozliwos$¢ kontrolowanego otrzy-
mywania filmow o okreslonych wiasciwosciach hydrofilowo-hydrofobowych. Byty to nowa-
torskie badania tych uktadow, dotychczas niespotykane w dostgpne;j literaturze. Pozwolity na

petniejsza charakterystyke oddziatywan wystgpujacych w obszarze migdzyfazowym z udzia-
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tem lipidow, biofizycznego mechanizmu dziatania lipaz i fosfolipaz oraz kontrolowanego ich
uzycia jako nanonarzg¢dzi. Jednocze$nie badania umozliwity lepsze poznanie wlasciwosci
powierzchni ciat statych stosowanych jako nosniki. Wyniki tych badan zostaly opublikowane
w 7 pracach [A1-A5, C1, C2]".

Na wniosek dwoch recenzentéw rozprawa doktorska brata udziat w Wydzialowym Konkursie

na najlepsza prac¢ doktorskg obroniong na Wydziale Chemii w 2009 roku, zajmujac I1I miejsce.

Dzialalnosé naukowa po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Po zatrudnieniu w Zakladzie Zjawisk Miedzyfazowych (16.02.2009 r.) na stanowisku nauko-
wo-dydaktycznym kontynuowatam tematyke hydrolizy enzymatycznej podjeta w ramach pra-
cy doktorskiej. W tym czasie poszerzytam moje zainteresowania badawcze o analiz¢ uktadow
dwusktadnikowych zawierajacych sfingolipid [A10], uktadow lipidow osadzonych na szkle
[A8, AL0], krzemie lub sproszkowanym kwarcu [A11], modyfikacje enzymatyczng modelo-
wych blon w funkcji temperatury, sktadu [A9, C3] i rodzaju roztworu (NaCl, bufor Tris), pH,
sity jonowej [All, C4], fuzj¢ membran (biwarstw lipidowych z liposomami) [H10], w celu
okreslenia czynnikdw wplywajacych na przebieg tych proceséw.

W latach 2009-2012 sprawowatam nieformalng opiek¢ naukowg i monitorowatam
przebieg eksperymentow ujetych w koncepcji pracy doktorskiej dr Moniki Gotgbek (wszcze-
cie przewodu doktorskiego 20.12.2010 r., obrona pracy 19.06.2012 r.). Promotorem rozprawy
zatytulowanej Badanie zwilzalnosci i swobodnej energii powierzchniowej warstewek substancii
biologicznie czynnych naniesionych na powierzchnie ciat stafych, byta prof. dr hab. Lucyna Hotysz.

Cze¢s¢ powyze] wspomnianych zagadnien zostata zrealizowana w ramach projektu
badawczego Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego Kompleksowe badania fizykoche-
micznych wlasciwosci modelowych bton komérkowych i ich liposoméw (N N204 272839)
w latach 2010-2013, ktérego bytam glownym wykonawcg. Projekt byt ukierunkowany na:
(1) okreslenie stabilnosci oraz oddziatywan wystepujacych w jedno- i wielosktadnikowych
warstwach lipidowych na subfazie wodnej, (2) analogicznych warstw osadzonych na podiozu
statym oraz lipidow wystepujacych w postaci liposomow, (3) zbadanie zaleznosci pomiedzy
wilasciwosciami tych uktadow a przebiegiem procesu hydrolizy katalizowanej przez fosfoli-
pazy, (4) wyznaczenie czynnikow wplywajacych na agregacje i wzajemne przenikanie (fuzjg)

modelowych bton biologicznych.

“dane bibliograficzne publikacji oznaczonych literami A i C znajdujg sie w zataczniku 3a
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Wyniki badan warstw lipidowych naniesionych na nos$niki stale i pecherzykow lipo-
somowych oraz czynnikdw wptywajacych na ich polaczenie (,,fuzj¢”) z modelowymi blonami
biologicznymi moga mie¢ praktyczne wykorzystanie, m. in. do otrzymywania trwatych i efek-
tywnych liposomowych no$nikéw substancji czynnych (np. lekarstw, kosmetykdéw), sensorow
biologicznych i matryc dla enzymoéw, w procesach rozpoznania molekularnego zachodzacych
w organizmach zywych oraz lepszego poznania fizjologii i patologii komorki biologicznej
W Szerszym rozumieniu.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze dzigki wrazliwosci fosfolipaz na zmiany struktury blon
juz w skali nanometrow, mozna uzyska¢ kontrole procesu hydrolizy enzymatycznej modyfi-
kujac blony pod wzgledem ich sktadu. Doniesienia literaturowe dowodzg o istotnej roli fosfo-
lipaz w leczeniu raka. Dlatego wykonane badania podstawowe, oprocz ich poznawczego cha-
rakteru, moga by¢ rOwniez pomocne w opracowaniu systemu nosnikowego lekéw opartego na
wykorzystaniu zwigckszonej aktywnosci PLA, w chorej tkance (tkanka w stanie zapalnym lub
tkanka nowotworowa). Wymiernym efektem tego grantu bylo opublikowanie 13 artykulow
naukowych, w wigkszosci w czotowych czasopismach o §wiatowym obiegu, w tym rozdzialu
w ksigzce [H9] i opracowanie obszernego hasta w Encyklopedii The Encyclopedia of Surface
and Colloid Science [H2]. Poza tym wyniki byly upowszechnione na konferencjach krajo-
wych i zagranicznych w postaci 17 prezentacji (wykltady, komunikaty, postery).

Badania nad zwilzalno$cig warstw lipidowych osadzonych na no$niku statym stanowi-
ly jedno z zadan w projekcie miedzynarodowym Complex Wetting Phenomena (CoWet),
nr projektu 607861, z programu FP7-PEOPLE-2013-1TN - Marie-Curie Action: Initial Training
Networks, realizowanym w latach 2014-2017 w naszym Zakladzie. Bytam cztonkiem zespotu
redakcyjnego projektu, a podczas realizacji wystepowatam w charakterze eksperta. Przepro-
wadzitam w jezyku angielskim szkolenie z zakresu preparatyki i wtasciwosci warstw lipido-
wych na ciele statym dla zatrudnionej w Zakladzie, w ramach projektu, doktorantki
mgr Yingdi Yan. Obrona jej rozprawy doktorskiej odbyta si¢ w roku 2017. Poprowadzitam
rowniez warsztaty pt. Methods for model lipid membranes preparation and characterization
w czasie trwania Training Course (26-30.09.2016) dla innych doktorantow z projektu CoWet.
Rezultatem mojej aktywnosci naukowej w ramach podjetej w grancie tematyki byto opubli-
kowanie 11 prac.

W 2013 r. wspolnie z dr hab. Agnieszka Ewa Wiagcek, prof. UMCS,
dr hab. Martg Worzakowska (Zaktad Chemii Polimerow) oraz dr Konradem Terpitowskim
podjelismy badania majace na celu okreslenie wptywu niskotemperaturowej plazmy na zmia-

ne wilasciwosci objetosciowych i powierzchniowych wybranych polimerow (polieteroeteroke-

56



tonu (PEEK) i politereftalanu etylenu (PET)) w dwoch aspektach: specyficznych wlasciwosci
mechanicznych oraz ich wilasciwosci adhezyjnych. Mimo szerokiego spektrum zastosowan
plazmy i1 wielu opracowan na ten temat do$¢ trudno znalez¢ prace opisujace wptyw plazmy na
wlasciwosci polimerdw w aspekcie ich polaczen adhezyjnych ze sktadnikami blon biologicz-
nych i substancjami bakteriob6jczymi lub o znaczeniu farmakologicznym. Zastosowanie ni-
skotemperaturowej plazmy uzyskanej z powietrza, tlenu, argonu, azotu oraz mieszanych
uktadéw gazoéw miato na celu znalezienie optymalnych parametrow zwickszajacych wiasci-
wosci adhezyjne 1 biokompatybilno$¢ badanych polimerow. Z drugiej strony aktywacje pla-
zmg traktowano jako proces wstepny przed osadzeniem warstewek substancji biologicznie
czynnych, gldwnie chitozanu z uwagi na jego potwierdzone wlasciwosci antymikrobiologiczne.
Wykazano, ze aktywacja plazmg powietrzng, azotowa 1 mieszang zwigksza chropowatos¢
powierzchni polimeru PEEK 1 jego hydrofilowos$¢, co utatwia adhezje chitozanu prowadzac
do utworzenia upakowanego filmu, jednoczesnie zachowujac wilasciwosci mechaniczne no-
$nika [A12-Al4]. Przeprowadzono takze badania fizykochemiczne probek PET-u modyfiko-
wanego i niemodyfikowanego skrobig, ktore poddano dzialaniu plazmy powietrznej [ A15].
Stwierdzono, ze charakter otrzymanych powierzchni $cisle zalezy od czasu kontaktowania
Z plazma (1 min lub 3 min), stopnia zelowania skrobi, sit adhezji i chropowatos$ci. Zastosowa-
nie plazmy poprawia adhezj¢ skrobi do PET-u, co jest istotne w przemysle spozywczym, pO-
niewaz zmniejszenie przepuszczalnosci tlenu przez tego typu warstwe moze zabezpieczaé
zywnos$¢ 1 produkty farmaceutyczne przed zepsuciem [A15]. Substancje biologiczne stuzg
jako warstwy ochronne lub warstwy majace na celu poprawienie i podniesienie biozgodnosci
polimerow w wyniku zjawiska adhezji lub nadanie polimerom okreslonych wtasciwosci
o znaczeniu medycznym. Badania te mogg by¢ pomocne w opracowaniu nowatorskich preparatow
leczniczych 1/lub opakowan na bazie naturalnych i syntetycznych zwigzkdéw wielkoczasteczkowych.
Weciaz podejmujemy starania o uzyskanie grantu z Narodowego Centrum Nauki na
przeprowadzenie dalszych badan. W 2016 r. 12017 r. wniosek o finansowanie zostat opraco-
wany we wspolpracy z zespotem Pani prof. dr hab. Nadziei Dreli z Uniwersytetu Warszaw-
skiego. Zakres planowanych badan rozszerzono o ocen¢ biokompatybilnosci uzyskanych
biomaterialdw na podstawie wybranych reakcji odpornosciowych z udziatem leukocytow
kluczowych w stanie zapalnym (makrofagi, neutrofile) i odpornosci nabytej (limfocyty T i B).
Niestety zlozone wnioski, w ktorych wystepowatam jako glowny wykonawca, nie zostaly

zakwalifikowane do finansowania:

57



1. OPUS 17.06.2014 Nr rej. 2014/13/B/ST5/02145 Id 259948 Badania wplywu plazmy ni-
skotemperaturowej na wlasciwosci powierzchniowe wybranych polimerow z pamieciq ksztattu
w aspekcie polgczen adhezyjnych z warstewkami substancji biologicznych.

2. OPUS 16.06.2015 Nr rej. 2015/17/B/ST4/04217 1d 295970 Charakterystyka fizykoche-
miczna warstewek substancji biologicznych o charakterze antybakteryjnym osadzonych na
nosniku polimerowym "z pamieciq ksztattu" modyfikowanym plazmg niskotemperaturowq.

3. OPUS umowa konsorcyjna z Uniwersytetem Warszawskim 15.06.2016 Nr rej.
2016/21/B/ST4/03691 Id 336278 Charakterystyka fizykochemiczna i ocena biokompatybilno-
sci w zakresie odpowiedzi immunologicznej filmow substancji biologicznych o charakterze
antybakteryjnym osadzonych na polimerze PEEK modyfikowanym plazmg niskotemperaturowg.
4. OPUS umowa konsorcyjna z Uniwersytetem Warszawskim 22.06.2017 Nr rej.
2017/25/B/ST4/02816 Id 373708 Charakterystyka fizykochemiczna i ocena biokompatybilno-
sci w zakresie odpowiedzi immunologicznej implantow wykonanych z polieteroeteroketonu
modyfikowanych plazmg niskotemperaturowg pokrytych filmem wybranych substancji aktyw-

nych biologicznie.

Zaangazowalam si¢ rowniez w badania oddzialywan TiO,-chitozan-kwas hialuronowy
w dyspersjach oraz tych skladnikow z modelowg blong biologiczng technikg Langmuira. Ba-
dania te wchodzg w zakres pracy doktorskiej mgr Agaty Gozdeckiej pt. Charakterystyka od-
dziatywan TiOy/biopolimer w uktadzie dyspersyjnym i na podlozu stalym w aspekcie biokom-
patybilnosci, realizowanej pod kierunkiem dr hab. Agnieszki Ewy Wiacek, prof. UMCS,
gdzie pelnie funkcje promotora pomocniczego (otwarcie przewodu 18.12.2017 r.). Wszystkie
zwigzki sg nietoksyczne, biokompatybilne i biodegradowalne w organizmie ludzkim. Ze
wzgledu na te korzystne cechy stanowig potencjalne komponenty syntetycznego materiatu
skoropodobnego, do transplantacji tkanek ludzkich, zwlaszcza, ze w polaczeniu moga wyka-
zywaé dzialanie synergistyczne. Dlatego podjeto charakterystyke wzajemnych oddziatywan
poszczegolnych komponentow sztucznej skory i ich mieszanin z modelowymi blonami ko-
moérkowymi W celu lepszego zrozumienia procesow zachodzacych w organizmie czlowieka
po bezposrednim kontakcie biomateriatu z tkankami. Badania dotyczace stabilnosci dyspersji
TiO,-chitozan w zaleznosci od stezenia i pH opisano w pracy [A16]. Wykazaty one, ze chito-
zan adsorbuje si¢ na powierzchni TiO; dzieki oddziatywaniom elektrostatycznym i efektom
sterycznym zwigkszajac stabilno$¢ uktadu. Adsorpcja jest $cisle zalezna od pH 1 moze prowa-
dzi¢ do utworzenia trwalego biomaterialu TiO,-chitozan przy okreslonym stosunku sktadni-

kow [Al6]. Kolejne badania skoncentrowano na otrzymaniu innego typu biomaterialow
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z wykorzystaniem bioszkta, kwasu hialuronowego i/lub alginianu oraz scharakteryzowaniu
ich struktury, wiasciwosci zwilzajacych i swobodnej energii powierzchniowej [A17]. Wyniki
uzyskane w toku przeprowadzonych do tej pory badan byly sukcesywnie prezentowane na
konferencjach krajowych i miedzynarodowych w postaci 4 komunikatow i 12 posterow.

W obszarze implantologii kolejnym obiektem moich zainteresowan stata si¢ cyklospo-
ryna A (CsA). Jest 11-aminokwasowym polipeptydem stosowanym jako lek immunosupre-
syjny zapobiegajacy odrzutowi przeszczepu. Wspolnie z dr hab. Agnieszka Ewa Wigcek
i mgr. Kacprem Przykaza rozpoczg¢tam badania nad uzyskaniem uktadow hybrydowych, za-
wierajacych substancje biologicznie aktywne, immobilizowanych na wysoce biokompatybil-
nym podlozu polimerowym PEEK, o korzystnych wilasciwosciach fizykochemicznych 1 me-
chanicznych. Do utworzenia warstewki mieszanej wykorzystano chitozan, CsA oraz lipidy.
Wstepne badania uktadéw PEEK/substancja biologiczna zostaly oméwione w pracy dyplo-
mowej Pana Przykaza, ktorej bylam promotorem (2015 r.). Preparatyke i charakterystyke
zwilzalnosci uktadow PEEKI/chitozan/lipid-cyklosporyna przedstawiono w Jego pracy magi-
sterskiej. Obecnie bardziej zaawansowane badania tego typu uktadow stanowig jeden z aspek-
tow pracy doktorskiej mgr. Kacpra Przykaza, ktorej jestem promotorem pomocniczym
(otwarcie przewodu 18.06.2018 r.). Sadzimy, ze odpowiednie opracowanie biomateriatu moze
zosta¢ wykorzystane do uwalniania substancji o dziataniu immunosupresyjnym (CsA) bezpo-
srednio z powierzchni implantéw polimerowych. Wstepne badania zostaly opublikowane
w pracach [C5, C6] oraz upowszechnione na konferencjach w kraju i za granicg (5 komunika-
tow, 2 postery).

We wspolpracy z dr hab. Martg Palusinskg-Szysz z Zaktadu Genetyki i Mikrobiologii,
Wydziatu Biologii i Biotechnologii UMCS podjetam takze pilotazowe badania okreSlenia
wplywu peptydu LL-37 na fosfolipidy wydzielane z bakterii Legionella micdadei, stosujac
technike Langmuira. Rezultaty sg na etapie opracowania.

Moj dorobek jest doceniany na arenie mig¢dzynarodowej, o czym $wiadcza liczne
imienne zaproszenia nadsylane od organizatoréw konferencji, wydawcoéw i edytoréw czaso-
pism naukowych o $wiatowym zasiggu. Rowniez w odpowiedzi na zaproszenia edytorow

wykonatam 19 recenzji prac naukowych w zakresie fizykochemii powierzchni.

24,06 1018 WM w

59



