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Wstep i cel pracy
W ostatnich dziesigcioleciach biomateriaty stosowane jako implanty zyskaly ogromne
znaczenie w medycynie regeneracyjnej i inzynierii tkankowej. Do ich wytwarzania
najpowszechniej stosuje si¢ metale oraz polimery naturalne i/lub syntetyczne. Wsrod
polimerow na uwage zastuguje poli(tereftalan etylenu), PET, wykorzystywany
w rekonstrukcji naczyn krwiono$nych, jako zewnetrzna warstwa stentéw metalowych
albo samodzielnie [1-3]. Siatka wykonana z PET poprawia przeptyw krwi i zmniejsza
ryzyko przedostania si¢ blaszki miazdzycowej do naczynia [4]. Pomimo odpowiedniej
odporno$ci chemicznej [2], elastycznosci i wytrzymatosci wiokna, PET w kontakcie
z zywymi komoérkami wywotuje negatywng odpowiedZz immunologiczng, ktéra moze
skutkowa¢ odrzuceniem implantu [1]. Jest to spowodowane niska biokompatybilno$cia
polimeru. Dlatego tez, konieczna jest modyfikacja jego powierzchni. Okazuje sig, zZe
powlekanie PET naturalnym polimerem, przyktadowo wybranym do badan chitozanem
(Ch) zwicksza stopien biozgodnosci, dodatkowo chroniac przed stanami zapalnymi
wywolywanymi przez drobnoustroje [5, 6]. Ponadto ten naturalny polisacharyd moze
jednoczes$nie petni¢ funkcje systemu kontrolowanego uwalniania lekow, eliminujac
problem ograniczonej biodostgpnosci. Istniejg badania, ktére potwierdzaja, ze uklady,
w ktorych obecny jest chitozan sa dobrymi no$nikami lekow zapobiegajacymi nawrotom
zwezenia naczyn krwiono$nych [7-9]. Z drugiej strony, efektem niepozadanym jest to, ze
chitozan w kontakcie z krwig zyskuje tadunek dodatni, co sprzyja adhezji sktadnikow
krwi itworzeniu skrzepu [10]. W zwiazku z tym, aby zwigkszy¢ biokompatybilnos¢
konieczna jest dalsza modyfikacja powierzchni PET z naniesionym filmem
chitozanowym prowadzaca do uzyskania warstwy wierzchniej o optymalnych
wlasciwosciach fizykochemicznych 1 dodatkowo zmniejszajaca ryzyko aktywacji uktadu
odporno$ciowego, tworzenia skrzepéw krwi lub powstania stanow zapalnych.

W tym celu pojawita si¢ idea wykorzystania wybranych substancji bioaktywnych
0 wlasciwosciach  immunosupresyjnych (przyktadowo cyklosporyny A - CsA),
przeciwutleniajacych (galusanu laurylu - LG) i/lub przyjaznych dla komoérek, sktadnikow
naturalnych bton biologicznych (z grupy fosfolipidow - PL). CsA jest lekiem
powszechnie stosowanym W zapobieganiu odrzucenia przeszczepu, migdzy innymi
poprzez zdolno$¢ do hamowania aktywacji limfocytow T [11]. Jednakze ze wzgledu na
wysoka lipofilowos¢ 1 matg przepuszczalnos$¢ przez blony biologiczne, terapia doustna

jest malo efektywna [12-14]. Dlatego tez wprowadzenie CsA bezposrednio na




powierzchni¢ stentdow moze znaczaco poprawic jej biodostepnos¢. Jednakze, terapia tym
immunosupresantem wywotuje szereg niepozadanych skutkow ubocznych zwigzanych
Z uwalnianiem reaktywnych form tlenu, ktére wobec braku lub ostabionych
mechanizmow naprawczych komorki, prowadza do utleniania lipidow w btonach. Tego
typu procesy uszkadzaja komorki organizmu [15, 16], co w konsekwencji skutkuje
odrzuceniem implantu. Dlatego, aby zapobiec efektom negatywnym dziatania leku
(migdzy innymi nefro-, hepato- ikardiotoksyczno$ci) pojawita si¢ koncepcja
wprowadzenia zwigzkéw o aktywnosci przeciwutleniajgcej. Jednym z takich zwigzkow
jest galusan laurylu (LG) - pochodna kwasu galusowego. Badania potwierdzaja jego
zdolnos¢ do znacznego hamowania procesu utleniania lipidow [17, 18]. Dodatkowo LG
wykazuje wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowe [19]. Ponadto podobnie jak kwas
galusowy, moze wywiera¢ pozytywny wplyw na poprawe funkcji serca podczas terapii
CsA [20].

Z kolei uzycie fosfolipidow doskonale imituje srodowisko bton biologicznych, co
jest bardzo wazne w zrozumieniu oddziatywan implant/komorka, a w zastosowaniach
praktycznych zapewnia naturalne polaczenie implantu z otaczajacymi go tkankami.

Jednymi z pierwszych stentow wykorzystywanych w medycynie byly
nieulegajace degradacji stenty metaliczne, migdzy innymi wykonane ze stali szlachetne;.
Do wytwarzania szkieletu stentow metalicznych stosuje si¢ takze tantal, stop kobaltu
i chromu, platyny i chromu, nitinol (stop niklu i tytanu), oraz stopy magnezu [4, 21].
Pomimo zadowalajacych wlasciwosci mechanicznych, w wyniku korozji powierzchni,
jony metali moga si¢ uwalnia¢ do otaczajacych tkanek. Taki proces wywotuje
niekorzystne skutki uboczne, takie jak powstawanie skrzepoéw, stan zapalny, namnazanie
si¢ i przerost tkanek na styku stentu z tkanka naczyniowg lub krwig, a nawet zawegzenie
leczonego naczynia krwiono$nego [22-24]. Dlatego tez naukowcy prowadza badania nad
pokryciami metalicznych stentow, ktore majg na celu popraweg biokompatybilnosci oraz
zapobieganie uwalnianiu jonow z ich powierzchni [24]. Jako powtoke ochronng tego typu
stentow mozna zastosowa¢ migdzy innymi warstwe ztota. Zioto cechuje sie duza
odpornoscia na korozj¢ oraz tatwosciag dostosowywania si¢ do tkanek w organizmie
ludzkim, a takze niewielka adhezja ptytek krwi i w efekcie redukcja tworzenia skrzeplin.
Pomimo tego, ze stenty pokryte ztotem przeszty wszelkie rygorystyczne badania, wyniki
kliniczne nie byly zadowalajace [24]. Dlatego koniecznym wydaje si¢ ich dalsza

modyfikacja. Co wigcej, uzycie przewodzacego podloza metalicznego otwiera
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mozliwo$ci wykorzystania w badaniach dodatkowych technik stuzacych charakterystyce
pokry¢.

Wybrane do badan zwigzki, wytaczajac chitozan, moga tworzy¢ zorganizowane
monowarstwy Langmuira, jedno- lub wielosktadnikowe, o $cisle zdefiniowanym sktadzie
I orientacji czasteczek, na ciektej fazie nosnej. Roztwory polisacharydow stanowia
wowczas subfaze dla monowarstw. Tego typu uktady moga zosta¢ uzyte do pokrycia
powierzchni PET i/lub zlota za pomocg techniki Langmuira-Blodgett (LB) w celu
uzyskania kontroli nad wlasciwosciami jego powierzchni, tj. sktadem chemicznym,
topografia, zwilzalno$cig, ktore wplywaja na adhezj¢ komorek, a tym samym na
pozytywna odpowiedz organizmu na cialo obce. Przeprowadzenie takich badan jest
konieczne w projektowaniu powtok nowej generacji dla implantow w aspekcie wzrostu

ich biokompatybilnosci.

Biorac pod uwage ztozony proces projektowania nowoczesnych biokompatybilnych

powtok do zastosowan w chirurgii rekonstrukcyjnej celem dysertacji byto:

1) Scharakteryzowanie wiasciwosci fizykochemicznych cienkich filmow jedno-, dwu-
| trojsktadnikowych — zawierajgcych  fosfolipid,  immunosupresant  i/lub
przeciwutleniacz, utworzonych na ciektej fazie nosnej o roznym sktadzie (woda,
roztwor kwasu octowego, roztwor chitozanu);

2) Okreslenie mechanizmu  oddzialywan miedzy czgsteczkami — tworzgcymi
monowarstwy jedno-, dwu- i tréjsktadnikowe oraz czgsteczkami subfazy;,

3) Przeniesienie badanych  monowarstw o Scisle okreslonym  skiadzie
| wlasciwosciach na nosnik staly (PET, mike, mike i/lub szklo z naniesiong
warstwq ztota);

4) Scharakteryzowanie wlasciwosci fizykochemicznych monowarstw przeniesionych
na ciato stale pod kqtem struktury i oddzialywan miedzyczgsteczkowych,
W oparciu 0 mikroskopie sit atomowych, spektrometri¢ mas jonow wtornych

Z analizatorem czasu przelotu oraz pomiary kqta zwilzania.

Realizacja zalozonych celow pozwolita na uzyskanie nowych informacji na temat
organizacji przestrzennej mieszanych filmow wielosktadnikowych, ich upakowania,
uporzadkowania, orientacji czasteczek, mieszalnos$ci, stabilnosci oraz rodzaju 1 wielkosci
oddziatywan. Poszerzenie stanu wiedzy w tym zakresie jest niezbgdne dla petnego

zrozumienia i przewidywania procesow  fizykochemicznych  zachodzacych
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w skomplikowanych uktadach biologicznych w obszarze implant (stent)/tkanka.
Literatura przedmiotu w tym zakresie jest bardzo obszerna, ale z uwagi na ztozono$¢
procesow zachodzacych w organizmie czlowieka, indywidualny przebieg choroby,
wysoka specyficznos¢ odpowiedzi immunologicznej u poszczegdlnych pacjentow wcigz
pojawiaja si¢ nowe doniesienia przyblizajace naukowcow i lekarzy do otrzymania
biomateriatu idealnego [2, 24-37]. Zaplanowane badania $ci§le wpisujg si¢ w te trendy
I majg na wzgledzie przede wszystkim lepsze poznanie mechanizméw biofizycznych
oraz pehiejsza charakterystyke czynnikow odpowiedzialnych za oddzialywania na
poziomie czasteczkowym, istotnych w projektowaniu nowatorskich zamiennikow tkanek

i/lub systemoéw kontrolowanego uwalniania lekow.

W trakcie planowania badan wchodzacych w zakres dysertacji zdecydowano, ze

w realizacji gtownych celow badawczych pomocne beda nastepujace cele czastkowe:

1) preparatyka i charakterystyka monowarstw jedno- i wielosktadnikowych fosfolipidu
1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny (DOPC) i/lub 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-
fosfocholiny (DPPC), cyklosporyny A, przeciwutleniacza LG na subfazach ciektych
0 odmiennym sktadzie przy uzyciu techniki Langmuira i technik sprz¢zonych:

a) otrzymanie zalezno$ci ci$nienia powierzchniowego w funkcji powierzchni
przypadajacej na czasteczk¢ w monowarstwie (izoterm w — A),

b) okreslenie stanu fizycznego monowarstw w oparciu o wartosci modutu
Scisliwosci,

c) jako$ciowa i iloSciowa analiza oddziatywan w uktadach wielosktadnikowych na
podstawie zmian wartosci powierzchni nadmiarowej i nadmiarowej energii
mieszania Gibbsa,

d) badanie morfologii powierzchni i grubosci otrzymanych monowarstw przy uzyciu
mikroskopii kata Brewstera (BAM),

e) otrzymanie zaleznosci zmian potencjalu powierzchniowego w funkcji
powierzchni przypadajacej na czasteczke w monowarstwie (izoterm AV — A),

f) okreslenie wplywu sktadu cieklej fazy nosnej na wilasciwosci monowarstw
Langmuira.

2) Dobor optymalnych warunkéw przenoszenia 1 przenoszenie monowarstw
0 zdefiniowanym sktadzie 1 orientacji czasteczek na powierzchni¢ PET aktywowang

niskotemperaturowg plazma powietrzng i/lub inne nos$niki (mike, mike pokryta
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3)

4)

ztotem, szklo pokryte ztotem, krysztal kwarcu z napylonymi elektrodami ztotymi),

przy uzyciu techniki Langmuira-Blodgett:

a) monitorowanie zmian ci$nienia powierzchniowego w funkcji czasu (stabilno$é
monowarstw),

b) okreslenie zmian powierzchni przypadajacej na czasteczke w czasie przy statym
ci$nieniu powierzchniowym,

C) wyznaczenie izoterm spr¢zania-rozprezania przy wybranych warto$ciach
ci$nienia powierzchniowego,

d) wyznaczenie wspolczynnika przeniesienia monowarstw (TR),

e) okreslenie wptywu rodzaju podtoza na wspotczynnik przeniesienia badanych
monowarstw.

Charakterystyka  wiasciwosci  fizykochemicznych powierzchni  jedno-

i wielosktadnikowych filmow badanych substancji osadzonych na aktywowanej

powierzchni PET i/lub innych nos$nikach (mice, mice pokrytej ztotem, szkle pokrytym

ztotem, krysztale kwarcu z napylonymi elektrodami ztotymi) poprzez:

a) badanie struktury morfologicznej oraz czasteczkowej przy uzyciu mikroskopii sit
atomowych (AFM), spektrometrii mas jonéw wtornych z analizatorem czasu
przelotu (TOF-SIMS),

b) pomiary katow zwilzania cieczy testowych o znanych sktadowych napigcia
powierzchniowego (wody, formamidu, dijodometanu),

€) wyznaczenie oddziatywan apolarnych Lifshitza-van der Waalsa (LW) i polarnych
kwasowo-zasadowych (AB) przy wykorzystaniu podejscia van Ossa, Gooda
I Chaudhury’ego (LWAB) oraz oszacowanie zmian pozornej calkowitej
swobodnej energii powierzchniowej,

d) wykorzystanie mikrowagi kwarcowej (QCM) oraz woltamperometrii cyklicznej
(CV) w celu petniejszej charakterystyki powierzchni przy zastosowaniu no$nikow
stalych z osadzong warstwg ztota,

e) okreslenie wptywu podtoza na wlasciwosci monowarstw osadzonych na no$niku

statym.

Poszukiwanie korelacji pomigdzy wlasciwosciami zorganizowanych monowarstw
wielosktadnikowych utworzonych na cieczy 1 analogicznych po przeniesieniu na

nosnik staty pod katem struktury i1 oddziatywan miedzyczasteczkowych.
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1. Biomaterialy

1.1. Podstawowe pojecia opisujace biomaterial

Inzynieria tkankowa to interdyscyplinarna dziedzina medycyny, ktorej zadaniem jest
regeneracja i utrzymanie lub poprawa funkcjonowania tkanek. W tym celu wytwarzane
sa materialy zdolne do ich naprawy lub tez wymiany w organizmie ludzkim, tak zwane
biomateriaty. Biomaterial definiuje si¢ jako material naturalny lub syntetyczny
0 okreslonej formie, ktory poprzez oddzialywania z zywymi komorkami moze kierowac
przebiegiem procedury diagnostycznej lub terapeutycznej [38]. Materiaty
wykorzystywane do tego celu musza przypomina¢ struktur¢ naturalnej tkanki i mie¢
zblizone do niej wlasciwosci mechaniczne. Biomaterialem moze by¢ miedzy innymi
proteza lub implant. Najczesciej stosowanym terminem opisujacym odpowiednie
wymagania biologiczne biomateriatu jest biokompatybilnosé (biozgodnosé). Termin ten
oznacza zdolno$¢ materialu do wywolywania prawidtowej odpowiedzi gospodarza, czyli
doktadnie takich reakcji, jakie spowodowataby analogiczna tkanka ciala w okreslonym
zastosowaniu nie powodujac zadnych niepozadanych efektow ubocznych [29, 32, 39, 40].
Ponadto material biokompatybilny powinien posiadaé¢ odpowiednie wlasciwosci
powierzchniowe wptywajace na adhezje komorek i biodegradowalnosé [35, 41, 42].
Z kolei ,,prawidtowa edpowied? gospodarza” oznacza identyfikacje i charakterystyke
reakcji tkanek, ktore moga okaza¢ si¢ szkodliwe dla gospodarza i/lub doprowadzi¢ do
ostatecznego uszkodzenia biomaterialu w  wyniku dzialania mechanizmow
homeostatycznych [29].

Niezwykle waznym pojeciem jest takze hemokompatybilnosé oznaczajaca
wlasciwo$§¢ materiatu, ktéra umozliwia mu funkcjonowanie w kontakcie z krwig bez
wywotania reakcji niepozadanych. Powierzchnia hemokompatybilna to taka, ktéra
wywotuje niewielkg adhezj¢ 1 aktywacje plytek krwi lub tez nie wywotuje ich wecale.
W zwigzku z tym, nie powinna powodowaé powstawania zakrzepOw oraz stanow
zapalnych, natomiast powinna utatwia¢ gojenie tkanek [28, 32]. Ze wzgledu na fakt, ze
krew jest pierwszym ptynem ustrojowym, ktéry ma kontakt z kazdym biomateriatem,
hemokompatybilno$¢ ma ogromne znaczenie w wielu procedurach klinicznych, w tym
w rekonstrukcji naczyn krwiono$nych, przeszczepach naczyniowych, wprowadzaniu
stentow, zastawek serca, itp. [28].

Ponadto biomaterialy moga rowniez petni¢ funkcje nos$nikow komorek oraz

skutecznie dostarcza¢ leki w pozadane miejsce, eliminujgc problem biodostepnosci
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medykamentow lub skutkoéw ubocznych terapii. W ostatnich dziesigcioleciach sztuczne
materialy zostaty znacznie ulepszone dzigki inzynierii biomedycznej, ale nadal wymagaja

wickszej biokompatybilnosci i biofunkcjonalnosci [43].

1.2. Najwazniejsze czynniki wplywajace na biokompatybilnos$¢
materialow
Rozwazajac zespot reakeji fizjologicznych po wprowadzeniu biomateriatu do organizmu,
czesto w pierwszej kolejnosci bierze si¢ pod uwage niepozadane reakcje w skali makro.
Obejmujg one przede wszystkim rozwdj ostrych i1 przewleklych stanow zapalnych
bedacych odpowiedzig na ciato obce. Ogolnie w tych procesach kluczowa role odgrywa
adsorpcja bialek na powierzchni materiatu, wytwarzanie i dzialanie (aktywnosc)
komorek uktadu immunologicznego, w tym leukocytow, oraz rozwdj reakcji zapalnej
kontrolowany przez obecne w §rodowisku mediatory zapalenia [44, 45]. Na adaptacje
biomaterialu po wprowadzeniu do organizmu ma wptyw wiele czynnikdw. Przede
wszystkim wlasciwos$ci powierzchniowe materiatu majg szczegdlne znaczenie, poniewaz
determinuja oddzialywania zachodzace migdzy jego powierzchniga zewnetrzng
a otaczajacymi ja komodrkami [41, 46-48]. Dlatego tez to zewngtrzna warstwa materiatu
stanowi tacznik pomiedzy komodrkami a biomaterialem, odpowiadajac za jego
zywotno$¢. Do gtownych cech wplywajacych na biokompatybilno§¢ materiatu mozna

zaliczy¢ (Rysunek 1):

sktad chemiczny,

e topografie,

e degradacjg,

e charakter hydrofilowo-hydrofobowy,
e zwilzalnos¢,

e swobodng energi¢ powierzchniowa,

e zdolnos$¢ do wigzania biatek.
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Rysunek 1 Schemat kiuczowych czynnikow wplywajgcych na biokompatybilnosé¢ biomateriatu.

Opracowanie wlasne.

Znajomos¢ 1zrozumienie, jak powierzchnia wszczepionego biomateriatu wptywa na
szlaki biochemiczne jest kluczowe w opracowaniu metod optymalizacji wlasciwosci

materiatow przed implantacja [41].

1.2.1. Sklad chemiczny powierzchni biomateriatu

Sktad chemiczny powierzchni biomateriatu to pierwsza z istotnych wlasciwosci, ktorg
nalezy wzig¢é pod uwage podczas projektowania biokompatybilnych materiatow
stosowanych w medycynie. Obecno$¢ scisle okreslonych grup funkcyjnych, ktore
warunkuja odpowiednig topografi¢ oraz zwilzalno§¢ powierzchni, a takze nano-
| mikrostruktura wplywaja na adhezje komoérek oraz wigzanie biatek. Ponadto
W pierwszym etapie po implantacji, powierzchnia biomaterialu oddziatuje
z czasteczkami wody oraz plynami ustrojowymi. W zwigzku z tym na powierzchni
materiatu powinny znalez¢ si¢ grupy funkcyjne umozliwiajace adhezje tych czasteczek.
Dzigki przylaczeniu biatek mozliwe sga dalsze procesy integracji ciala statego
w organizmie, do ktorych mozna zaliczy¢ adhezj¢, migracje, proliferacje oraz
réznicowanie komorek [49-52].

W przypadku biomaterialu stosowanego w ukladzie krwiono$nym w celu
poprawy jego hemokompatybilno$ci wprowadza si¢ dodatkowe grupy funkcyjne, —OH,
—NH,, —CH3;, —COOH, —0S0s;H [25, 53, 54]. Ich obecno$¢ zmienia odpowiedz
biologiczng organizmu. Moze powodowa¢ zwigkszenie namnazania komorek,

zmniejszenie adhezji ptytek krwi lub umozliwi¢ immobilizacj¢ czasteczek innych
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substancji bioaktywnych. Zaobserwowano, ze wzrost st¢zenia powierzchniowych grup
hydroksylowych powoduje zwigkszong aktywacj¢ sktadnikéw osocza [55], podczas gdy
zwickszona metylacja skutkuje zmniejszeniem ich aktywacji [56]. Poza tym wykazano
takze, ze zwigkszone st¢zenie tlenu zmniejsza aktywacje krzepnigcia [57, 58].

Jedna z metod wprowadzania nowych grup funkcyjnych na powierzchni¢
biomateriatu jest zastosowanie plazmy [26, 59, 60], ktéra jednocze$nie wptywa na jego
topografi¢, zwigkszajac chropowatos¢ [26]. Wykazano réwniez, ze krotkotrwata
ekspozycja biomaterialu na zjonizowany gaz poprawia adhezje, a w niektorych
przypadkach aktywacje ptytek krwi, gtownie poprzez wzbogacenie powierzchni o nowe
grupy zawierajace tlen. Jednak efekty obrobki plazma nie sg dlugotrwate i moga z czasem

ustgpowac [30].

1.2.2. Topografia powierzchni biomateriatu

W celu wytworzenia biomateriatow istotne jest rozwazenie wpltywu architektury
powierzchni materialu na reakcje zywego organizmu. Ta wilasciwos$¢ biomateriatu
wptywa przede wszystkim na reakcje komorkowe oraz odpowiedz komorek gospodarza
na uwalniany lek. Zréznicowana topografia powierzchni generuje rézne formy kontaktu
komorek z otaczajacym je srodowiskiem. Chropowatos¢ powierzchni w skali mikro
modyfikuje odpowiedz komorek in vitro oraz biokompatybilnos¢ i adhezj¢ tkanek in vivo.
Ponadto zmiany powierzchni w skali nano- i mikrometrow indukujg zmiany w procesach:
adhezji, orientacji, rozprzestrzeniania i tworzenia cytoszkieletu makrofagow [27, 30].
Chropowato$¢ jest najczeSciej uzywanym w literaturze terminem do
charakteryzowania powierzchni [41]. Parametr ten odnosi si¢ do struktury i topografii
zewnetrznej warstwy powierzchni materialu 1 bardzo czesto jest stosowany do opisu
matryc do testow in vitro. Niemniej jednak zawsze nalezy mie¢ na uwadze, ze
oszacowane parametry chropowato$ci mogag si¢ znaczgco roézni¢ w zaleznosci od
wielkosci mierzonego obszaru. Ponadto chropowato$¢ nie zawsze wskazuje na
rzeczywistg topografi¢ powierzchni. Wptyw chropowato$ci powierzchni na zachowanie
komorek moze by¢ bezposredni i posredni oraz $cisle zalezy od ich rodzaju i wielu
zwigzanych z nimi ztozonych procesow wieloetapowych [32]. Literatura podaje, ze duza
chropowato$¢ powierzchni polimeru powoduje znaczace zmniejszenie kontaktu
z ptytkami krwi wptywajac na odpowiedZ hemostatyczng organizmu [28]. Poza tym,
naukowcy okreslili przedziaty wielko$ci chropowatosci powierzchni, ktére kontroluja

kontakt i adhezje plytek krwi. Kiedy chropowato$¢ jest wigksza niz 2 pm uzyskuje si¢
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wigksza powierzchni¢ kontaktu polimer-ptytki krwi, co prowadzi w wigkszym stopniu do
powstawania zakrzepdéw. Za najbardziej optymalng wielkos$¢ tego parametru uwaza si¢
warto$ci mniejsze niz 2 um 1 wigksze niz 50 nm. Taka powierzchnia cechuje si¢
wystepowaniem wypukiosci oraz zaglebien. W zwiazku z tym, ptytki krwi moga
przylegac tylko do wypuklo$ci na powierzchni, co powoduje, ze kontakt tych sktadnikow
krwi z biomateriatem jest mniejszy. W efekcie wystepuje mniejsza adhezja ptytek
i ograniczone tworzenie skrzepliny. Z kolei chropowato$¢ mniejsza niz 50 nm ma
niewielki wplyw na wigzanie komorek krwi z powierzchnig [28]. Mozna zatem
stwierdzié, ze okreslenie topografii biomaterialu jest niezbedne w aspekcie jego

biokompatybilnos$ci i poprzez rézne modyfikacje moze by¢ odpowiednio projektowane.

1.2.3. Zwilzalno$¢ powierzchni biomateriatu

Kolejny parametr powierzchni, zwilzalno$¢ jest rowniez uwazana za jeden
Z najwazniejszych czynnikéw wptywajacych na odpowiedz biologiczng organizmu po
wprowadzeniu biomaterialu zwigzang z adsorpcja biatek [41, 61]. Jest ona warunkowana
wczesniej omdéwionymi wlasciwosciami materialu, tj. sktadem chemicznym oraz
topografia powierzchni. Czasteczki wody, jako pierwsze oddzialuja iwigzg si¢
z powierzchnig biomateriatu [62, 63] wplywajac na interakcje z biatkami oraz
pozostatymi czasteczkami. Powierzchnie hydrofobowe znacznie cze$ciej wigzg biatka niz
powierzchnie hydrofilowe. Wynika to przede wszystkim z obecnosci silnych
oddziatywan odpychajacych biatko-hydrofilowa powierzchnia biomateriatu, na ktorej
wystepuja w duzej mierze wlasnie zwigzane czasteczki wody [64]. Dodatkowo ze
wzgledu na fakt, ze w plynach ustrojowych znajduje si¢ wiele réznych biatek dochodzi
pomiedzy nimi do rywalizacji o powierzchni¢ biomateriatu, a to z kolei moze wptywac
na wigzanie i/lub aktywacje ptytek krwi oraz zmiany konformacji biatek [61].
Doniesienia literaturowe na temat wplywu zwilzalno$ci powierzchni na
hemokompatybilno$¢ nie sg jednoznaczne, co prawdopodobnie wigze si¢ ze ztozonoscig
procesoéw, jakie zachodza we krwi oraz umiejetnoscig ich powigzania z parametrami
biomateriatéw, takimi jak sktad chemiczny i morfologia powierzchni [54, 65-67].
Chociaz istniejg prace, w ktorych odnotowano wigksza adsorpcje biatek na powierzchni
hydrofilowej, to aktywacja biatek byta wigksza na powierzchniach o wigkszej
hydrofobowosci [65, 68]. Poza tym, wiele badan potwierdzito, ze najwieksza liczba
ptytek krwi wystepuje na powierzchniach hydrofilowych badanych probek [54, 66].

Ponadto inni naukowcy dowiedli, ze najwigksza szybkos$¢ wigzania i rozprzestrzeniania
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si¢ komorek wystapila na powierzchniach, na ktorych wartosci kata zwilzania wody byly
mniejsze niz 60°, a dla powierzchni bardziej hydrofobowych szybkos$¢ byla znacznie
nizsza [69]. Do podobnych wnioskéw doszli takze Xu 1 wspot. [67] stwierdzajac, ze przy
wartosciach kata zwilzania wody pomiedzy 60° a 65° wystapit znaczny wzrost adhezji
badanych biatek.

Biomaterialy stosowane w inzynierii tkankowej obejmuja polimery naturalne (np.
chitozan [70-72]) i syntetyczne (m.in. poli(tereftalan etylenu) [1, 3, 73, 74]), metale
(przyktadowo ztoto [75-77]), materialy nieorganiczne, materialty pochodzenia
biologicznego oraz materiaty kompozytowe, w ktorych sktad moga wchodzi¢ wyzej
wymienione. Ponadto wiele innych substancji bioaktywnych moze ulatwia¢ naprawe

| regeneracje tkanek.

20



2. Materialy stosowane do projektowania powierzchni
biokompatybilnych

2.1. Polimery/Biopolimery

Polimery mozna podzieli¢ na dwie gtowne klasy w zaleznosci od pochodzenia:
syntetyczne i naturalne. Polimery pochodzenia syntetycznego majg szerokie spektrum
zastosowan ze wzgledu na mozliwo$¢ dostosowania ich wlasciwosci 1 szybkosci
degradacji w zaleznosci od potrzeb. Natomiast polimery naturalne cechujg si¢ doskonata
biokompatybilnoscig, ale nie zostalty w pelni zbadane ze wzglgedu na ich niepozadane
wiasciwos$ci [78]. Niestabilno$¢ polimeréw prowadzgca do biodegradacji okazata sie
niezwykle wazna w wielu zastosowaniach medycznych [79]. Biodegradowalne polimery
oferuja ogromny potencjat w wielu dziedzinach, takich jak dostarczanie lekéw, inzynieria
tkankowa, terapia genowa, medycyna regeneracyjna, implanty tymczasowe, powtoki na
implantach [80-82]. Podstawowymi kryteriami wyboru polimeru do zastosowania jako
biomaterial s3: dopasowanie wlasciwosci mechanicznych 1 szybkosci degradacji,
nietoksyczne  produkty  degradacji, biokompatybilno$¢é, okres  stabilnos$ci,
przetwarzalno$¢ i koszt [ 78, 83]. Wlasciwosci mechaniczne powinny by¢ dopasowane do
zastosowania, tak aby uzyska¢ wytrzymato$¢ wystarczajaca do czasu wygojenia
otaczajacej tkanki [84]. Dostgpnych jest wiele polimerdw, przy czym wybor
odpowiedniego zalezy od wymagan, jakie musi spetnia¢ dany biomateriat. Wsrdd nich
mozna wyr6zni¢ miedzy innymi te, uzyte w badaniach wchodzacych w sktad dysertacji,

poliestry (poli(tereftalan etylenu)) oraz polisacharydy (chitozan).

2.1.1. Poli(tereftalan etylenu)

Poliestrami nazywa si¢ zwigzki wielkoczasteczkowe powstate w wyniku reakcji
polikondensacji zachodzacej] miedzy monomerami, w ktérej wigzanie migdzy
czasteczkami zachodzi poprzez tworzenie grup estrowych w obrgbie gldéwnych
tancuchow makroczasteczek [85]. Poliestry moga wystepowacé naturalnie lub by¢
syntetyzowane. Poliestry naturalne sg biodegradowalne, a syntetyczne w wigkszos$ci nie
ulegajg biodegradacji [86]. O wlasciwosSciach poliestrow decyduje rodzaj stosowanych
substratow oraz grup funkcyjnych produktu, a takze ich stopien nienasycenia. Poliestry
mozna podzieli¢ na liniowe, nienasycone oraz zywice alkidowe. Do pierwszej grupy
polimerow, ktorg stanowig poliestry alifatycznych kwasow dikarboksylowych i glikoli
nalezy poli(tereftalan etylenu), PET. PET to liniowy nasycony poliester kwasu
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tereftalowego i/lub jego metylowych pochodnych oraz glikolu etylenowego lub tlenku
etylenu (Rysunek 2). Zostat odkryty w 1941 r. w Wielkiej Brytanii. Naukowcy wykazali,
ze ten aromatyczny poliester na bazie kwasu tereftalowego daje mocny, odporny materiat
0 wysokiej temperaturze topnienia i dobrych wtasciwo$ciach mechanicznych [85, 87].
Istnieje kilka metod otrzymywania tego polimeru, do ktérych mozna zaliczy¢:
e wymiang estrowg i polikondensacje prowadzong w sposob ciagly lub okresowy,
e polikondensacje kwasu tereftalowego i glikolu etylenowego,

e polikondensacje kwasu tereftalowego i tlenku etylenu.

C

n

Rysunek 2 Struktura meru poli(tereftalanu etylenu). Opracowanie wiasne przy uZyciu programu

Spartan 08 V 1.2.0. Kolor szary symbolizuje atomy wegla, czerwony atomy tlenu, a bialy atomy wodoru.

PET moze by¢ otrzymany w postaci amorficznej lub krystalicznej [87]. Obecnosé¢
duzych pier§cieni benzenowych w powtarzajacych si¢ jednostkach nadaje polimerowi
znaczng sztywno$¢ 1 wytrzymatos¢, zwlaszcza gdy tancuchy polimeru sg ustawione
wzgledem siebie w sposob uporzadkowany. Ponadto hydrofobowe grupy aromatyczne
kwasu tereftalowego zapewniaja biostabilno§¢ poprzez ograniczenie degradacji
hydrolitycznej. Temperatura topnienia wynosi okoto 260°C, a temperatura zeszklenia
mie$ci si¢ w przedziale 80-100°C. Poliester charakteryzuje si¢ wytrzymatoscig
na wydhuzenie w zakresie 20-40 %. Dodatkowo cechuje go niska chionno$¢ wilgoci
(0,5% w T =25°), dobra odporno$¢ na dziatanie temperatury i chemikaliéw oraz dobre
wlasciwosci mechaniczne [85, 87].

Dzigki korzystnym wlasciwosciom PET znalazt zastosowanie w wielu
dziedzinach przemystu jako material do wyrobu folii, elementow maszyn, samochodow,
butelek, pojemnikoéw oraz widkien [60, 86].

Dodatkowo PET jest stosowany w medycynie do wytwarzania membran do
szwoOw chirurgicznych, siatek chirurgicznych, rusztowan, cewnikow moczowych,

sztucznych wiezadel i Sciggien oraz w chirurgii sercowo-naczyniowej do produkcji
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zastawek serca, stentow naczyn krwionos$nych i/lub ich pokrycia [1-3, 88-94]. Siatka
wykonana z PET znacznie poprawia przeptyw krwi i zmniejsza ryzyko przedostania si¢
fragmentow blaszki miazdzycowej do §wiatta naczynia nie tylko podczas implantacji, ale
takze zapobiega embolizacji pooperacyjnej [4]. Widkna PET majg jednak pewne
ograniczenia zwigzane z niskg hemokompatybilnoscig, hydrofobowoscia oraz
niezadowalajaca adhezja do jego powierzchni komorek istotnych w przeszczepach
naczyniowych [33, 34]. Poza tym PET jest wrazliwy na powolng degradacje
hydrolityczng prowadzaca do nickorzystnych reakcji biologicznych [1]. W zwigzku
Ztym rusztowania syntetyczne moga powodowaé czgste wystepowanie infekeji
pooperacyjnych oraz przewlekla odpowiedZ immunologiczng [89], atakze
trombogenno$¢ (tworzenie skrzepdw), ktora jest gldwna przyczyng zawezania $wiatta
sztucznego przeszczepu wiencowego [88]. Wobec tego powierzchnia PET wymaga
modyfikacji przed kontaktem z krwig pacjenta [2].

Dlatego naukowcy prowadzg zaawansowane badania w celu zmniejszenia
procesu zakrzepowego, przy rownoczesnym wzmocnieniu oddziatywan polimer-
komorka oraz adhezji komorek s$rodblonka. Biokompatybilne i biodegradowalne
polimery naturalne, takie jak chitozan, moga by¢ stosowane jako powloki

powierzchniowe PET i/lub matryce do kontrolowanego uwalniania leku [95].

2.1.2. Chitozan

Polisacharydy opisuje wzor sumaryczny (C¢H;905),,. Sa to zwiazki zbudowane z cukrow
prostych polaczonych ze sobg wigzaniami glikozydowymi [87]. Wytwarzane sg gtoéwnie
przez rosliny, ale takze przez grzyby lub pancerze skorupiakéw morskich oraz insektow.
W organizmach zywych petnig role materiatu budulcowego i zapasowego [41]. Ponadto
naleza do grupy zwigzkow wielofunkcyjnych, gdyz w swojej strukturze zawierajg liczne
grupy, takie jak: hydroksylowa, ketonowa ialdehydowa [96]. W ostatnich latach
zainteresowanie polisacharydami w obszarze nauk biomedycznych znacznie wzrosto.
Wsrdd nich najwigksze znaczenie aplikacyjne ma miedzy innymi chitozan (Ch). Ch to
kopolimer  B(1—4)-2-amino-2-deoksy-D-glukopiranozy i p(1—4)-2-acetamido-2-
deoksy-D-glukopiranozy lub tez homopolimer p(1—4)-2-amino-2-deoksy-D-
glukopiranozy [97]. Polimer ten wystepuje naturalnie w przyrodzie, jest produkowany
przez grzyby Mucor rouxii i Choanephora cucurbitarum. Moze by¢ takze otrzymywany
w wyniku deacetylacji chityny, ktora wystepuje w pancerzach skorupiakow [97, 98].

W zaleznosci od tego, w jakich warunkach zachodzi proces, otrzymywany jest Ch
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0 réznym stopniu deacetylacji (z ang. deacetylation degree, DD), aco za tym idzie
0 roznych wilasciwosciach fizykochemicznych. DD jest parametrem okreslajacym
procentowg zawarto$¢ molowg jednostek monomerycznych glukozaminy (0-100%),
ktory warunkuje wtasciwosci chitozanu.

Jedna z cech zaleznych od DD jest biodegradowalnos$¢. W wyniku biodegradacji
powstaja nieszkodliwe dla czlowieka oligosacharydy, ktore ztatwoscia moga byc
przetwarzane przez szlaki metaboliczne i/lub wydalane przez organizm [99, 100].
Ponadto Ch jest biokompatybilny oraz cechuje si¢ zdolnoscig do uwalniania substancji
aktywnych,  wigzania  tluszczy, mukoadhezja, atakze  wlasciwosciami
przeciwdrobnoustrojowymi i aktywnoscig immunologiczng poprzez absorbowanie
metali toksycznych [6, 97, 101]. Dodatkowo moze tworzy¢ kompleksy z jonami metali,
wykazuje duze powinowactwo do barwnikéw. Dzigki powyzej omdwionym

wlasciwosciom Ch znalazl zastosowanie w wielu gat¢ziach przemystu (Rysunek 3).
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Rysunek 3 Zastosowanie chitozanu w roznych galeziach przemystu. Opracowanie wiasne na podstawie [97].

Ze wzgledu na cele postawione w ramach przygotowania rozprawy doktorskiej,
W nastgpnym etapie omowione zostang zastosowania chitozanu w medycynie.

Chitozan moze by¢ uzywany w inzynierii tkankowej, poniewaz stymuluje adhezj¢
I namnazanie komorek, co skutkuje skroconym czasem regeneracji tkanek [41]. Dzieki
obecno$ci grup funkcyjnych w strukturze chitozanu, biopolimer jest podatny na
modyfikowanie jego powierzchni 1 mozliwe jest tworzenie wielu materiatow

oraz kompozytow o udoskonalonych wlasciwosciach [102-106]. Bierze udzial
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w budowie tkanek zastepczych, przyspiesza takze regeneracj¢ kosci. W literaturze mozna
znalez¢ badania dotyczace opracowania potaczen chitozanu z hydroksyapatytem,
chondroityng i innymi biopolimerami, ktore moga wspomaga¢ namnazanie osteoblastow
| proces wrastania kosci w implant [102, 107-111]. Co wigcej, Ch chroni komorki tkanki
chrzestnej sprzyjajac jej odbudowie [112, 113].

Naukowcy przeprowadzili badania nad hydrozelami z dodatkiem chitozanu, ktore
pomogty w odbudowie skory [110, 114]. Chitozan w postaci hydrozeli jest takze
stosowany do otrzymywania systeméw kontrolowanego uwalniania substancji
leczniczych. Jest to mozliwe dzigki tatwosci w regulowaniu jego wlasciwosci poprzez
zmiany pH, temperatury lub sity jonowej rozpuszczalnika [115-117].

Ponadto chitozan jest wykorzystywany jako pokrycie matryc lub biomaterialow
(w tym implantéw). Dzigki temu, mozliwe jest dostarczanie lekéw bezposrednio
W pozadane miejsce. Poza tym tego typu pokrycia spowalniajg tempo degradacji,
moduluja odpowiedzi komodrkowe i miejscowe uwalnianie czynnikow wzrostu
Z powierzchni biomateriatu, w efekcie czego minimalizowane s3 powiklania
pooperacyjne [7, 9, 118-120]. Witasciwo$¢ ta jest niezwykle istotna w przypadku
substancji silnie hydrofobowych, ktorych wchtanianie z przewodu pokarmowego jest
znacznie zmniejszone. Jednakze w krwiobiegu dodatnio natadowany chitozan (—NHJ)
moze wchodzi¢ w oddzialywania z ujemnie natadowanymi ptytkami krwi, prowokujac
tworzenie si¢ skrzepéw [10]. Tak wiec jednoczesne stosowanie chitozanu z innymi
substancjami wydaje si¢ by¢ odpowiednie, aby zmniejszy¢ gesto$¢ jego tadunku, a tym

samym uczyni¢ go mniej trombogennym.

2.2. Substancje bioaktywne

2.2.1. Leki. Cyklosporyna A

Substancje bioaktywne to takie, ktore moga wykazywaé potencjalne zastosowanie
terapeutyczne jednoczesnie zmniejszajac stan zapalny oraz skutki stresu oksydacyjnego
| zaburzen metabolicznych [121]. Z kolei lek wedlug definicji podanej przez
encyklopedi¢ Britannica to kazda substancja chemiczna, ktéora wplywa na
funkcjonowanie organizméow zywych wywotujacych choroby (w tym bakterie, grzyby
I wirusy) w organizmie pacjenta [122]. Wsrdd lekow mozna wyrdézni¢ roézne zwigzki
chemiczne. Przedstawicielami takich substancji sg peptydy. Peptydy to zwigzki

chemiczne zawierajgce w strukturze reszty aminokwasowe potgczone ze sobg wigzaniami
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peptydowymi. Peptydy, ktore zawieraja od 10 do 100 reszt aminokwasowych nazywa si¢
polipeptydami [123]. Do grupy polipeptydow nalezy cyklosporyna A (z ftac.
Ciclosporinum, CsA). CsA to cykliczny zwigzek o wzorze sumarycznym
Co2H111N11012, skladajacy sie z 11 aminokwasow o strukturze rozgalezionej
(Rysunek 4) [13, 124, 125]. W $rodowisku naturalnym jest produkowana przez grzyby
Tolypocladium inflatum [124, 125] oraz Beauveria nivea [126]. Ponadto moze by¢ takze
wytworzona w procesie biosyntezy bezposredniej lub syntezy chemicznej [124].

Rysunek 4 Struktura cyklosporyny A. Opracowanie wlasne przy uzyciu programu Spartan 08V 1.2.0.
Kolorem szarym oznaczono atomy wegla, czerwonym atomy tlenu, bialym atomy wodoru, a niebieskim

atomy azotu.

CsA nalezy do grupy lekow immunosupresyjnych, a jej skuteczno$¢
potwierdzono w 1978 roku. Wykazuje rowniez dodatkowa aktywnos¢ biologiczng, w tym
przeciwgrzybicza, przeciwzapalng 1 przeciwpasozytniczg [13]. Dzigki powyzszym
wlasciwos$ciom jest stosowana w transplantologii w celu zapobiegania odrzuceniu
przeszczepu (serca, ptuc i nerek) lub implantu oraz szpiku kostnego. Znajduje
zastosowanie takze w dermatologii oraz okulistyce [13, 124]. Co wigcej, W 1977 roku
CsA zostata zatwierdzona jako lek przeciw tuszczycy oraz reumatoidalnemu zapaleniu
stawow. Wykorzystanie CsA jako leku jest mozliwe dzigki zdolnosci do przenikania
przez btony na drodze dyfuzji biernej. Proces ten wigze si¢ ze zmianami konformacji CsA
(Rysunek 5) [127], ktora $cisle zalezy od polarnoéci otaczajacego osrodka. Jedng z nich
stanowi konformacja ,,otwarta”, ktorg przyjmuje czasteczka w otoczeniu polarnym.
Wowczas grupy polarne obecne  w strukturze CsA  moga oddzialywaé
z rozpuszczalnikiem poprzez wigzania wodorowe. Z kolei w srodowisku niepolarnym,

przykltadowo tworzonym przez *tancuchy weglowodorowe blony (dwuwarstwy
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lipidowej), czasteczka CsA zmienia konformacj¢ na tak zwang ,,zamkniety”, w ktorej
dominujg wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe [127, 128].

Dziatanie CsA polega na hamowaniu reakcji immunologicznych zaleznych od
limfocytow T bez naruszania komorek szpiku [11, 124]. Ze wzgledu na waski zakres
terapeutyczny i zmienng charakterystyke wchtaniania CsA, podczas terapii niezbgdne
jest doktadne monitorowanie jej stezenia we krwi [13]. Inng wadg leku jest szeroki zakres
dziatan niepozadanych, w szczegdlnosci nefrotoksyczno$¢ charakteryzujaca si¢
wzrostem st¢zenia kreatyniny imocznika w surowicy, ktory moze skutkowaé

nieodwracalnym uszkodzeniem nerek, takim jak zwtoknienie srodmigzszowe.
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Rysunek 5 Zmiany konformacji CsA podczas transportu biernego. Opracowanie wiasne na podstawie [127].

Ponadto produkowane podczas terapii wolne rodniki mogg takze powodowa¢ hepato-
i kardiotoksycznos¢ [11-15, 129]. Nadmierny stres oksydacyjny indukowany przez
reaktywne formy tlenu (z ang. reactive oxygen species, ROS) i wolne rodniki, ktore
chemicznie uszkadzajg czasteczki biosubstancji, takie jak lipidy, biatka, kwasy
nukleinowe, prowadzi do stanu zapalnego, starzenia si¢ komorek, a nawet Smierci [15, 16].
Ze wzgledu na duza mase czasteczkowa (1202,61 Da) oraz mozliwo$¢ tworzenia
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych, CsA jest stabo rozpuszczalna w wodzie
I ptynach ustrojowych [13]. W zwigzku z tym pojawiaja si¢ problemy z biodostepnoscia
I biozgodnoscia CsA, ktore sprawiajg, ze doustne podawanie leku nie jest efektywne
(20-50%) [13, 124, 130]. Dlatego tez naukowcy pracujg nad wynalezieniem no$nikow, ktore

pozwolg na bardziej skuteczne dostarczanie leku 1 zminimalizowanie efektoéw ubocznych
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terapii. Wérodd nich mozna znalez¢ mikroemulsje, biodegradowalne nanoczastki polimerowe
I lipidowe oraz systemy ztozone z polisacharydéw (w tym chitozanu) [13, 131-136].

Z punktu widzenia inzynierii tkankowej niezbedne jest zaprojektowanie
nowatorskich biopowtok dla stentow na bazie chitozanu, ktore moga by¢ uzywane do
dostarczenia leku, jego miejscowego uwalniania i wchtaniania do krwi. Z kolei, aby
zredukowa¢ skutki negatywne terapii mozna jednocze$nie w tego typu powtoce

zastosowac przeciwutleniacz.

2.2.2. Przeciwutleniacze. Galusan laurylu

Reakcje utleniania sg niezbedne do zycia, poniewaz wspierajg funkcjonowanie ztozonych
uktadow naszego ciata, ale mogg by¢ rowniez destrukcyjne. Powstajace w wyniku stresu
oksydacyjnego wolne rodniki oraz ROS powoduja uszkodzenia tkanek, ich starzenie,
anawet $mier¢. Procesy te generujg liczne choroby, miedzy innymi serca, watroby,
a nawet nowotwory [137].

Przeciwutleniacz, to zwiazek, ktory juz przy niskich stezeniach w odniesieniu do
substratu moze opdzni¢, zahamowa¢ lub nawet catkowicie zapobiec jego utlenieniu
poprzez niszczenie ROS [137-140]. Jednym z przedstawicieli substancji
0 wlasciwos$ciach przeciwutleniajgcych jest galusan laurylu (dodecylu), LG (Rysunek 6).
LG to ester kwasu galusowego i alkoholu n-dodecylowego. Dziatanie przeciwutleniajgce
zawdzigcza budowie czgsci polarnej - ugrupowaniu pirogalolowemu zawierajacemu trzy
grupy hydroksylowe, oraz - niepolarnemu tancuchowi weglowodorowemu C12 [17, 18].
W wielu uktadach biologicznych surfaktanty 0 podobnej grupie polarnej, posiadajace
tancuch C10 lub C12, wykazuja maksymalng aktywnos$¢ btonowa [141], co zapewnia
optymalng zdolno$¢ do oddziatywan z dwuwarstwa lipidowa. Tym samym galusan
laurylu jest najbardziej aktywny sposréd pochodnych kwasu galusowego i bardziej

aktywny niz sam kwas galusowy [142].
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Rysunek 6 Struktura galusanu laurylu. Opracowanie wlasne przy uzyciu programu Spartan 08 V 1.2.0.

Kolor szary symbolizuje atomy wegla , czerwony atomy tlenu, a bialy atomy wodoru.

Kubo i wspoét. wykazali, ze LG wychwytujac wolne rodniki hamuje w znacznym
stopniu peroksydacje lipidow, a dodatkowo wykazuje wlasciwosci przeciwbakteryjne
wobec bakterii Gram-dodatnich [19]. Poza tym zapobiega utlenianiu kwas linolenowego
w wigkszym stopniu niz kwas galusowy [18, 143] oraz chroni czerwone krwinki przed
stresem oksydacyjnym [18]. Ponadto niektére badania pokazujg, ze LG wykazuje
potencjalng aktywnos$¢ przeciwnowotworowa w stosunku do wywotlanych chemicznie
guzow skory [144], czerniaka [145] czy raka piersi [146]. Badania opisane przez
Calcabrini i wspot. [146] wykazaly, ze LG wywoluje apoptoze ludzkich komorek raka
piersi, co moze by¢ bezposrednio zwigzane z hamowaniem glikoproteiny P przez ten
galusan. Zdolno$¢ te¢ mozna wykorzysta¢ do zmniejszenia opornosci komorek
nowotworowych na leczenie réznymi lekami.

Utlenianie nienasyconych kwasow tluszczowych w blonach biologicznych
powoduje spadek ptynnosci btony [147] oraz zaburza jej strukture i funkcjonowanie
[148, 149]. Tak wigc podstawowa rolg biologiczng przeciwutleniaczy jest ochrona przed
tego typu uszkodzeniami oksydacyjnymi. Dlatego okre$lenie oddziatywan pomiedzy
przeciwutleniaczem LG a fosfolipidami wchodzgcymi w sktad bton wydaje si¢ konieczne
w celu opracowania biokompatybilnego pokrycia dla biomaterialdéw stosowanych

W inzynierii tkankowe;.

2.2.3. Skladniki blon biologicznych. Fosfolipidy

Dwuwarstwa lipidowa, sktadajaca si¢ z podwojnej warstwy czasteczek fosfolipidow,
cholesterolu 1 glikolipidéw, uwazana jest za podstawowa jednostke budujaca btony
biologiczne (Rysunek 7). Zapewnia ona takze funkcjonalng barier¢ migdzy
poszczego6lnymi sekcjami komorki oraz migdzy komorka a jej srodowiskiem [150, 151].
W dwuwarstwie lipidowej osadzone sa biatka, ktore transportuja jony i czasteczki

rozpuszczalne w wodzie przez blone.
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Lipidy peinig kilka gtownych funkcji w komodrkach. Po pierwsze sa
wykorzystywane do magazynowania energii. Po drugie, macierz bton komorkowych jest
utworzona przez lipidy, ktore skladaja si¢ z czgsci hydrofobowej i hydrofilowe;.
Sktonnos$¢ ugrupowan hydrofobowych do samoasocjacji oraz tendencja ugrupowan
hydrofilowych do oddziatywan ze §rodowiskiem wodnym i mi¢dzy sobg jest fizyczna
podstawa spontanicznego tworzenia si¢ bton. Oprocz funkcji barierowej, lipidy
zapewniaja btonom cechy niezbedne do podzialu komorek, rozmnazania i transportu.
Ponadto umozliwiajg rowniez agregacje okreslonych biatek w btonach, a innym
rozpraszanie. Wreszcie, lipidy moga dziataé jako przekazniki w procesach

biochemicznych [152-155]. Dodatkowo lipidy nadaja blonom komoérkowym charakter ptynny.

powierzchnia czesé hydrofilowa
zewnatrzkomoérkowa taficuch boczny cukru fosfolipidu
i czeéé hydrofobowa
E fosfolipidu

biona
biologiczna

bialko obwodowe

powierzchnia ehicleateiol bialka integralne

wewnatrzkomorkowa

Rysunek 7 Budowa blony biologicznej. Opracowanie wiasne na podstawie Encyclopedia Britannica.

Najczeséciej wystepujacymi lipidami w blonie komoérkowej sg fosfolipidy.
W strukturze fosfolipidéw mozna wyrdzni¢ czes¢ hydrofilowa, ktora zawiera grupe
fosforanowa zwigzang z pozostata czescia czasteczki. Fosfolipidem, ktéry jest najbardziej
powszechnie wystepujacym w blonach komoérkowych jest fosfatydylocholina [150].
W sktad fosfolipidow wchodzg miedzy innymi 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina
(DOPC) oraz 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina (DPPC). Oba fosfolipidy r6znig si¢

od siebie nasyceniem tancuchow weglowodorowych. Ich struktury przedstawia Rysunek 8.
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Rysunek 8 Struktury fosfolipidéw DOPC i DPPC. Opracowanie wiasne przy uzyciu programu
Spartan 08 V 1.2.0.

Ze wzgledu na roéznice w nasyceniu tancuchow weglowodorowych fosfolipidy DOPC
I DPPC sg najczgéciej wybierane do badan, poniewaz doskonale nadaja si¢ do tworzenia
modelowych bton biologicznych. Jedna z powszechnie stosowanych metod do okreslenia

oddziatywan, jakie moga zachodzi¢ w modelowych btonach jest technika Langmuira.
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3. Metody wykorzystywane do preparatyki filmoéw oraz ich
charakterystyki na granicy faz ciecz/powietrze

3.1. Metoda Langmuira

Historia monowarstw Langmuira i Langmuira-Blodgett (LB) si¢ga okoto 100 lat, kiedy
to zostaly opublikowane pionierskie prace Agnes Pockels, Irvinga Langmuira i Katherine
Blodgett. Substancje tworzagce monowarstwy Langmuira na granicy faz ciecz/powietrze
powinny spetnia¢ dwa podstawowe wymagania: musza by¢ amfifilowe
I nierozpuszczalne w  wodzie. Ugrupowania hydrofobowe odpowiadajg za
nierozpuszczalno$¢ zwigzku w subfazie, podczas gdy ugrupowania hydrofilowe
umozliwiaja utrzymanie czasteczek na powierzchni cieczy [156, 157]. Pierwsze
substancje amfifilowe stosowane jako monowarstwy Langmuira miaty dlugie tancuchy
alkilowe. Byly to kwasy tluszczowe 1 fosfolipidy. Wigkszo$¢ tych substancji
W temperaturze pokojowej wystepuje w stanie statym. Po wprowadzeniu do cieczy ich

czasteczki tworza struktury koloidalne, w postaci micel i liposomow.

3.1.1. Tworzenie monowarstw Langmuira

Monowarstwa Langmuira tworzy si¢, gdy substancje amfifilowe zostang umieszczone na
granicy faz z roztworu przygotowanego w lotnym rozpuszczalniku niemieszajagcym sig
zwoda. Powierzchnia miedzyfazowa ciecz/powietrze posiada dodatkowg energie
wynikajacag z rdéznicy sit spdjnosci. Roznica stanu energetycznego czasteczek
znajdujacych si¢ wewnatrz fazy oraz na powierzchni powoduje powstawanie tak zwanej
energii miedzyfazowej. Swobodng energi¢ migdzyfazowa mozna wyznaczy¢ poprzez
pomiary napigcia powierzchniowego. Napigcie powierzchniowe wody wynosi okoto
73 mN m™t w 20°C, ktore jest wyzsze od napiecia wigkszosci substancji chemicznych.
Czyni ja to bardzo dobrg faza no$ng stosowang do badan monowarstw.

Gdy roztwor zwiazku amfifilowego zostanie umieszczony na subfazie poprzez
nakroplenie za pomoca mikrostrzykawki, szybko rozprzestrzenia si¢, pokrywajac
dostgpny obszar. W miar¢ odparowywania rozpuszczalnika formuje si¢ monowarstwa.
Gdy powierzchnia dostepna dla monowarstwy jest duza, odlegto$¢ migdzy sasiednimi
czasteczkami takze jest znaczaca, a ich oddziatywania sg stabe. Monowarstwe mozna
wtedy uzna¢ za dwuwymiarowy gaz. W tych warunkach monowarstwa ma niewielki
wplyw na napigcie powierzchniowe wody. Jesli dostepna powierzchnia monowarstwy

ulegnie zmniejszeniu na skutek sprezania, czasteczki zaczynaja si¢ odpycha¢. Ta
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dwuwymiarowa analogia cis$nienia nazywana jest ci$nieniem powierzchniowym

(Rownanie 1),

T=Yo—Y 1)

gdzie y, to napiecie powierzchniowe subfazy bez naniesionej monowarstwy, a y to

napigcie powierzchniowe subfazy w obecnosci monowarstwy.

Monowarstwy Langmuira sa badane przy uzyciu wanny Langmuira [156].
Urzadzenie utrzymujace cieklg faz¢ no$ng (subfaze¢) najczesciej jest wykonane z teflonu,
aby zapobiec jej wyciekowi poza krawedzie. Stalg temperature fazy no$nej zapewnia
zastosowanie termostatu. Powierzchni¢ monowarstwy mozna zmieniaé przy uzyciu
jednej lub dwoch ruchomych barierek (Rysunek 9). Podczas spr¢zania monowarstw
ci$nienie powierzchniowe i $rednia powierzchnia przypadajaca na czasteczke sg stale

monitorowane.

waga

\

plytka Wilhelmiego

ruchome barierki
Rysunek 9 Wanna Langmuira. Opracowanie wiasne.

Napigcie powierzchniowe wyznacza si¢ przy uzyciu platynowej ptytki
Wilhelmy'ego. Jednakze plytka moze by¢ takze wykonana z innego materiatu, na
przyktad miki, szkta lub bibulki filtracyjnej. Metoda opiera si¢ na pomiarze sity
dzialajacej na ptytke czesciowo zanurzong w cieklej fazie no$nej. Znajac wymiary phytki
sita ta jest nastgpnie przeksztalcana przy uzyciu odpowiednich réwnan w napigcie
powierzchniowe.

Najwazniejszym  wskaznikiem  wlasciwosci  monowarstwy  materiatu
amfifilowego jest pomiar ci$nienia powierzchniowego (m) w funkcji powierzchni

przypadajacej na czasteczke (A) [158]. Pomiar odbywa si¢ w stalej temperaturze
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a wyznaczana krzywa jest znana jako izoterma m — A. Zwykle izoterma jest rejestrowana
przez sprezanie monowarstwy w wyniku ruchu barierek poruszajacych si¢ ze stalg
szybkoscia, przy cigglym monitorowaniu cisnienia powierzchniowego. Rysunek 10
przedstawia schematyczng izoterme w — A [156].

Na podstawie uzyskanej izotermy monowarstwy mozliwe jest okreslenie
dwuwymiarowych stanow skupienia (faz), w ktérych monowarstwa wystepuje podczas
procesu sprezania. Kazda z faz odpowiada innemu odcinkowi na izotermie mw — A
| charakteryzuje jg wspotczynnik nachylenia [159]. Zachowanie fazowe monowarstwy
zalezy glownie od wilasciwosci fizycznych i chemicznych substancji amfifilowej oraz

temperatury i sktadu subfazy.

Ciato state
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Rysunek 10 Przykiadowa izoterma m — A wraz z zaznaczonymi stanami fizycznymi (fazami) monowarstwy.

Opracowanie wlasne.

Mozna wyr6znié faze:

e gazowa (z ang. gasous, G), w ktorej czasteczki znajdujace si¢ na cieklej fazie
no$nej s3 zlokalizowane w duzych odlegtosciach, a wigc mozna zatozy¢, ze nie
wystepuja pomigdzy nimi oddzialywania. Dlatego monowarstwa zachowuje si¢
jak gaz dwuwymiarowy,

e cicklg rozprezong (z ang. liquid-expanded, LE) pojawiajaca si¢ przy pewnym
sprezeniu monowarstwy, ktore redukuje odlegltosci miedzy czasteczkami
powodujac powstawanie stabych oddziatywan. Monowarstwa przyjmuje wtedy

stan dwuwymiarowej cieczy rozprezonej,
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e ciekla skondensowang (z ang. liquid-condensed, LC), w ktorej czasteczki znajduja
si¢ tak blisko siebie, ze sg jednakowo zorientowane, i w zwigzku ztym
oddziatywania pomi¢dzy nimi sg coraz silniejsze,

e stalg (z ang. condensed, C), w ktorej monowarstwa wykazuje najwicksze
upakowanie czasteczek, przyjmujac fazg¢ odpowiadajaca dwuwymiarowemu
krysztatowi.

Dalsza redukcja powierzchni przypadajacej na czasteczke prowadzi do zatamania
monowarstwy, ktoremu odpowiada warto$¢ ci$nienia zatamania (z ang. collapse surface
pressure, ;). . $cisle zalezy od wielu czynnikow, w tym od temperatury, pH subfazy
oraz szybkosci spr¢zania monowarstwy. Po zatamaniu tworzy si¢ struktura trojwymiarowa.
Ponadto mozna wyr6zni¢ fazy przejsciowe, w ktoérych badana monowarstwa wykazuje

wiasciwosci posrednie pomiedzy danymi fazami, np. LE-LC [156, 157].

3.1.2. Stan fizyczny monowarstw Langmuira

Scisliwo$é jest parametrem powszechnie stosowanym parametrem do charakterystyki
monowarstw. Okre§la ona stan fizyczny badanej monowarstwy 1 najczg$ciej jest
przedstawiana jako, tak zwany modut $cisliwosci. Moze by¢ obliczony bezposrednio

z danych izoterm m — A zgodnie z Rownaniem 2:
1 _ 4 (dm
=4 (dA)T_p )

gdzie €5 to modut $cisliwoéci, A to powierzchnia przypadajaca na czasteczke.

Modut Scisliwosci, znany rowniez jako modul sprezystosci Younga, okresla
elastyczne wlasciwosci monowarstwy poddawanej kompresji tylko w jednym kierunku,
gdy przytozona jest do niej sita. Modut Younga stuzy do oszacowania, jak bardzo
monowarstwa jest upakowana przy okre§lonej warto$ci ci$nienia powierzchniowego.
Otrzymane zaleznosci C; ! = f(m) dostarczajg informacji o stanie fizycznym
monowarstw $cisle zwigzanym z upakowaniem 1 uporzadkowaniem czasteczek na
granicy faz ciecz/powietrze.

Zgodnie z klasyfikacja Daviesa i Rideala [160] w zaleznosci od warto$ci modutu
Scisliwosci monowarstwa wystepuje w okreslonej fazie (Tabela 1). Im wigksza jest

warto$é C; ! tym badana monowarstwa jest bardziej upakowana i skondensowana.
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Tabela 1 Wartosci C;* oraz przypisane im stany fizyczne monowarstwy [160].

C;1 (MmN m?) Stan fizyczny monowarstwy
0-12,5 Gaz (G)
12,5 do 50 Ciecz rozpr¢zona (LE)
50-100 Posredni LE-LC
100 do 250 Ciecz skondensowana (LC)
> 250 Staty (C)

Podobne zakresy wystepowania monowarstwy w danych fazach podali takze inni
naukowcy [161-163]. Dodatkowo wyznaczenie modutu $cisliwosci umozliwia §ledzenie
przej$¢ fazowych, ktore na wykresie C;1 = f (1) sa widoczne jako charakterystyczne

minima.

3.1.3. Oddzialywania miedzyczasteczkowe

Monowarstwy mieszane, utworzone z wigcej niz jednego sktadnika, mozna analizowac
w aspekcie termodynamicznym, podobnie jak mieszaniny trojwymiarowe. Dlatego na
podstawie izoterm m — A mozna przeprowadzi¢ analiz¢ oddziatywan wystepujacych
pomiedzy czasteczkami.

Oddzialywania te mozna scharakteryzowa¢ zgodnie z zasada addytywnosci
[158, 164]. W tym celu bezposrednio z izoterm m — A wyznacza si¢ wartosci Sredniej
powierzchni na czasteczke w monowarstwach dwu- (4;,) lub trojsktadnikowych (A44,3)
przy danym cis$nieniu powierzchniowym i zestawia si¢ z tymi uzyskanymi w przypadku

idealnej mieszalno$ci pomiedzy czasteczkami lub catkowitego jej braku (Rownania 3 i 4):
Ai& = Ax1 + Azx2 3

ALYy = A1 (ry + x2) + Asxs (4)

gdzie A;, A, i A3 oznaczaja $rednie warto$ci powierzchni przypadajacej na czasteczke
przy danym ci$nieniu powierzchniowym w monowarstwach jednosktadnikowych, a x4,
X2 | x3 to ulamki molowe, odpowiednio 1-szego, 2-giego oraz 3-ciego sktadnika

w monowarstwach mieszanych.
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Nastepnie, aby wyznaczy¢ rodzaj mozliwych oddziatywan (przycigganie lub
odpychanie) miedzy czasteczkami w filmach dwu- i trojsktadnikowych oblicza si¢

nadmiarowg powierzchni¢ (4,) (Ré6wnania 5 i 6):

A =Aqp — Ag% (5)
Ae = Aqz3 — Ag%s (6)

Powierzchnia nadmiarowa rdwna zeru §wiadczy o idealnej mieszalno$ci lub catkowitym
braku mieszalno$ci sktadnikow w monowarstwie, podczas gdy ujemne wartosci A,
wskazuja na silniejsze oddziatywania przyciggajace miedzy  sktadnikami
W monowarstwie mieszanej niz pomigdzy czasteczkami w  monowarstwach
jednosktadnikowych. Ponadto wartosci A, < 0 moga rowniez wynika¢ z efektow
sterycznych, np. wprowadzenia jednej czasteczki w strukturg drugiej w celu utworzenia
kompleksu.

Dodatkowo wielko$¢ oddziatywan mozna oceni¢ na podstawie nadmiarowej

energii mieszania Gibbsa, AG, (Réwnanie 7):

AG, =N [, A, dn @)

gdzie N oznacza liczbe Avogadra.

Nastepnie, na podstawie obliczonej calkowitej energii mieszania Gibbsa (AG,,)
mozna scharakteryzowac stabilno$¢ termodynamiczng monowarstw wielosktadnikowych

(Rownanie 8):
AG,, = AG, + AGi, (8)
gdzie idealng energi¢ mieszania Gibbsa, AG;; mozna wyrazi¢ jako (Réwnania 9 i 10):
AGig = RT(yaln y1 + xzInx7) (9)

AGiq = RT[(x1 + x2) InCry + x2) + x31n xs] (10)
gdzie R jest statg gazowa, a T 0znacza temperaturg.
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3.2. Metoda wibrujacej plytki

Wyznaczenie izoterm zmian potencjalu powierzchniowego w funkcji powierzchni na
czasteczkg (AV — A) jest pomocne w okresleniu upakowania i orientacji czasteczkowe;j
podczas sprezania monowarstwy [157]. Zmiana potencjalu powierzchniowego zwana
potencjalem powierzchniowym AV monowarstwy jest okreslana jako rd6znica
potencjatow miedzy czystg ciekla fazg nosng a subfazg pokryta monowarstwg [165, 166].
Wielko$¢ ta zalezy zardwno od gestosci upakowania, jak 1 orientacji czasteczek.
Monowarstw¢ na granicy faz ciecz/powietrze mozna traktowaé jako zbidr dipoli
czasteczkowych, ktore przyczyniaja si¢ do jej polaryzacji.

Jedng z metod wyznaczania potencjatu powierzchniowego jest metoda wibrujace;j
plytki. Polega na umieszczeniu elektrod, jednej pod subfaza (przeciwelektroda), a drugiej
nad nig (tak zwana sonda Kelvina), ktore podczas spre¢zania monowarstwy rejestruja

zmiany potencjatu powierzchniowego (Rysunek 11).

/ wibrujaca pltytka

przeciwelektroda

Rysunek 11 Schemat wanny Langmuira sprzgzonej z miernikiem potencjatu powierzchniowego.

Opracowanie wlasne.

Zmiany potencjalu powierzchniowego sa zwigzane z efektywnym momentem dipolowym
czasteczek tworzacych monowarstwe rownaniem Helmholtza (Rownanie 11) [160, 166, 167]:

AV = (11)

£&9-A

gdzie p, to efektywny moment dipolowy, & oznacza przenikalno$¢ monowarstwy,
&, - przenikalno$é w prozni (8,85417 x 1072 F m™), A - powierzchnie przypadajaca na

czasteczke.
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Ze wzgledu na fakt, ze przenikalno$¢ monowarstwy (&) jest warto$cig nieznana,
zmiany efektywnego momentu dipolowego czasteczek tworzacych monowarstwe
podczas kompresji mozna wyznaczy¢ jako tak zwany pozorny moment dipolowy (¢,) na

podstawie rownania (Réwnanie 12):
uaz”f:AV-A-eo (12)

Potencjal powierzchniowy jest zwykle zerowy przy duzych warto$ciach
powierzchni przypadajacej na czasteczkg, poniewaz wlasciwosci elektryczne
monowarstwy nie roznig si¢ zasadniczo od tych dla czystej ciektej fazy nosnej. Podczas
sprezania monowarstwy, AV ma tendencj¢ do zwigkszania si¢, poniewaz dipole orientuja
si¢ w kierunku bardziej pionowym do granicy faz. Ponadto tworzenie domen sprawia, ze
monowarstwa jest wystarczajaco zwarta, aby spowodowaé gwattowny wzrost potencjatu
powierzchniowego, ktory dodatkowo zwigksza si¢ wraz 2z reorientacjg dipoli.
Powierzchnia przypadajaca na czasteczke, przy ktorej zachodzi tworzenie si¢ domen jest
wigksza niz powierzchnia, przy ktorej ma miejsce wzrost cisnienia powierzchniowego,
co oznacza, ze izoterma AV — A jest bardziej odpowiednia do monitorowania

poczatkowych etapow tworzenia si¢ monowarstwy niz izoterma w — A [157].

3.3. Mikroskopia kata Brewstera (BAM)

Mikroskopia kata Brewstera (z ang. Brewster Angle Microscopy, BAM) to nowoczesna
technika, ktora w sprzezeniu z wanng Langmuira umozliwia badanie morfologii
monowarstw otrzymanych na granicy faz ciecz/powietrze w czasie rzeczywistym. Zasada
pomiaru opiera si¢ na wlasciwosci $wiatta p-spolaryzowanego wytworzonego przez laser,
ktore pada na granicg dwoch osrodkow (ciecz/powietrze) pod katem Brewstera (53°, gdy
subfazg jest woda) [157]. W powyzszych warunkach odbicie $wiatta od powierzchni fazy
cieklej nie wystepuje. W efekcie tego otrzymuje si¢ obraz zaciemniony. Po naniesieniu
roztworu badanej substancji na faze no$ng iutworzeniu cienkiego filmu czgsé
promieniowania padajacego ulega odbyciu w wyniku zmiany wspotczynnika refrakcji
przy jednoczesnym braku zmiany (lub zmiany w niewielkim stopniu) warto$ci kata
Brewstera. Swiatlo odbite kierowane jest do kamery ina ekran monitora. W celu
zaabsorbowania promieniowania rozproszonego na dnie wanny umieszcza Si¢ czarng
ptytke szklang. W efekcie uzyskuje si¢ obraz w skali mikrometrow 0 wysokiej

rozdzielczo$ci. Przyktadowe obrazy otrzymane w ten sposob ilustruje Rysunek 12.
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Dodatkowo umieszczenie mikroskopu w obudowie zapewnia ochrong¢ zaréwno przed

zanieczyszczeniami, jak i rozproszonym $wiattem laserowym.

Rysunek 12 Obraz BAM (720 x 400 um?) uzyskany dla monowarstwy galusanu laurylu (a) podczas

przejscia G-LE (~ 0,5 mN m™) oraz (b) po jej zatamaniu (~ 47 mN m') na granicy faz woda/powietrze.

3.4. Metoda Langmuira-Blodgett

Przenoszenie monowarstw na podloze stale zostalo zapoczatkowane w latach
trzydziestych XX wieku przez Katherine Blodgett [157, 168]. Metoda polega na
pionowym przesuwaniu nos$nika stalego przez nierozpuszczalng monowarstwe
rozpostarta na granicy faz ciecz/powietrze. Jako nosniki mozna stosowac réznego rodzaju
materialy (metale, polimery, mike, kwarc, szklo) [156]. Materiat ten jest zwykle
wybierany na podstawie zamierzonego zastosowania lub metody charakteryzacji
monowarstw Langmuira-Blodgett.

Typowa procedura przenoszenia obejmuje sprezenie monowarstwy Langmuira do
zadanego cis$nienia powierzchniowego, po czym wczesniej zanurzony nosnik staly jest
wynurzany z ciektej fazy nosnej przy pomocy mechanizmu zanurzajaco/wynurzajacego.
Dzigki temu otrzymuje si¢ monowarstwe Langmuira-Blodgett (LB, Rysunek 13a).
Powyzsza procedure stosuje si¢, gdy powierzchnia podloza stalego ma charakter
hydrofilowy. Wanna Langmuira-Blodgett poza typowym wyposazeniem wanny
Langmuira posiada rynienke, do ktorej zanurzany jest materiat staty [156].

Podczas przenoszenia monowarstwy utrzymywana jest stata warto$¢ cisnienia
powierzchniowego dzigki balansujacym ruchom barierek. Rownoczesnie mozliwe jest
wyznaczenie wspotczynnika przeniesienia (z ang. transfer ratio, TR), ktorego wartos¢
bliska jednos$ci wskazuje na ilo$ciowe przelozenie monowarstwy z fazy cieklej na nosnik

staty.
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Rysunek 13. Schemat otrzymywania monowarstw (a) Langmuira-Blodgett oraz (b) Langmuira-

Schaefera. Opracowanie wiasne na podstawie [157].

W  przypadku metody Langmuira-Schaefera nosnik staly o powierzchni
hydrofobowej przyktada si¢ poziomo do monowarstwy (Rysunek 13b). Z kolei
potaczenie dwoch powyzej omoéwionych wariantdéw pozwala na uzyskanie ztozonych
dwuwarstw lipidowych jako alternatywy do bezposredniego osadzania liposomow na

podtozu statym.
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4. Metody modyfikacji powierzchni polimerow. Aktywacja
plazma

Czesto w przypadku biomateriatbw stosowanych w medycynie konieczna jest
modyfikacja ich powierzchni ze wzgledu na niekorzystne wiasciwosci, na przyktad niska
swobodng energiag powierzchniowg lub nieefektywng adhezje komorek. Do takich metod
mozna zaliczy¢ obrobke fizyczna, chemiczng, powlekanie powierzchni oraz modyfikacje
w fazie objetosciowej w celu utworzenia materialu kompozytowego [169].

Modyfikacja plazmg od dawna uznawana jest za skuteczng metode¢ zmian
wlasciwo$ci powierzchniowych biomateriatow. Plazma to czwarty stan skupienia
materii, ktory zawiera rozne formy aktywne, takie jak atomy, czasteczki, jony, elektrony,
rodniki i fotony. Zjonizowany gaz moze by¢ wytwarzany w zamknigtym uktadzie
reaktora zawierajacego niskoci$nieniowa mieszaning gazow poprzez wzbudzenie falami
elektromagnetycznymi [170, 171]. Tak wygenerowane reaktywne czasteczki gazu moga
oddziatywaé z powierzchnig biomaterialu i modyfikowaé jego wiasciwosci fizyczne
I chemiczne (bez zmian w fazie obje¢tosciowej), zachowujac jednoczesnie whasciwosci
mechaniczne, elektryczne i optyczne materiatu. Dziatanie plazmg wptywa na topografie,
swobodng energi¢ powierzchniowg i zwilzalno$¢ powierzchni [172, 173]. Ponadto
plazma jest czgsto stosowana ze wzgledu na brak koniecznosci uzycia toksycznych
chemikaliow [171].

Wiele danych literaturowych potwierdza, Ze dziatanie plazmg powoduje
wprowadzenie dodatkowych grup funkcyjnych na powierzchnig¢ badanego materiatu [26,
59, 60, 174-177], ktére w dalszej modyfikacji, jaka jest na przyklad osadzanie

monowarstw na no$nik staty sprawiaja, ze proces ten zachodzi bardziej efektywnie.
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5. Metody wykorzystywane w charakterystyce powierzchni
stalych

5.1. Mikroskopia sit atomowych (AFM)

Mikroskopia sit atomowych (z ang. atomic force microscopy) po raz pierwszy zostala
opisana w 1986 roku [178]. Aktualnie jest powszechnie stosowana do badania
| obrazowania topografii powierzchni w roéznych osrodkach. Zasada dzialania AFM
(Rysunek 14) opiera si¢ na pomiarze sily wystepujacej pomigdzy ostrg igla
a powierzchnig badanej probki. W wyniku tej sity wspornik ugina sie, a jej pomiar jest
mozliwy poprzez ogniskowanie wigzki lasera oraz detekcje wigzki odbitej [179-181].

Rozdzielczos¢ uzyskanego obrazu zalezy od geometrii igly.

fotodetektor
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/
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Rysunek 14 Schemat budowy i dziatania AFM. Opracowanie wlasne.

Pomiary AFM mozna prowadzi¢ w réznych trybach w zaleznosci od tego, jakie
cechy powierzchni majg by¢ scharakteryzowane 1 wyodrgbnione na obrazie. Najbardziej
powszechnie stosowanymi trybami sg kontaktowy (z ang. contact mode), kontaktu
przerywanego (z ang. intermittent contact mode lub tapping mode) oraz bezkontaktowy
(z ang. non-contact mode) [180, 181]. Pierwszy z wymienionych opiera si¢ na
oddziatywaniach igly z powierzchnig bez przerywania kontaktu mi¢dzy nimi. Dzieki
prowadzeniu pomiarow w tym trybie, ktory jest szybki 1 prosty, mozliwe jest takze
wyznaczanie innych parametrow (np. tarcia, rezystancji). Jednakze podstawowa wada
jest mozliwo$¢ uszkodzenia probki, szczegdlnie kiedy posiada wrazliwg powierzchni¢
(polimery, probki biologiczne, itp.), oraz wprowadzenia zanieczyszczen, ale takze

szybsze zuzycie ighly [180].




Z kolei w trybie przerywanym zasada prowadzenia pomiaru jest analogiczna jak
w kontaktowym, z tym, ze igta kontaktuje si¢ z badang powierzchnia przez bardzo krotki
okres czasu. Natomiast tryb bezkontaktowy to taki, w ktorym wspornik z iglg wibruje
z dang czestotliwo$cig rezonansowg zblizajac si¢ do powierzchni probki. W wyniku
oddziatywan igta-powierzchnia czestotliwos¢ ta jest zmieniana.

Najczesciej stosowanym parametrem do okre§lenia chropowatosci powierzchni
jest srednie kwadratowe odchylenie profilu (z ang. root mean square, S,). S, wyliczany

jest zgodnie z Rownaniem 13:

Sq = [ ZMd T G v (13)

gdzie x i y to wspotrzedne, z to odchylenie prostopadte od idealnie gladkiej powierzchni,
M to liczba punktow w kierunku x, N to liczba punktow w kierunku y, k i [ to punkty
pomiarowe.

AFM ma bardzo szeroki aspekt aplikacyjny. Mozliwe jest uzyskanie nie tylko
obrazu morfologii powierzchni, ale takze obrazu fazowego, a stosujac inne tryby
pomiarowe mozna takze otrzymaé obrazy rozkladu potencjatu powierzchniowego.
Istotne jest takze to, Zze mozna go zastosowal do scharakteryzowania filmow
organicznych, osadzonych na nosnikach statych [173, 182-186]. Dodatkowo ogromna
zaletag AFM jest fakt, ze nie trzeba pokrywaé probki warstwa przewodzaca ztota, jak jest
to konieczne w przypadku skaningowego mikroskopu elektronowego (z ang. scanning

electron microscope, SEM).

5.2. Spektrometria mas jonow wtéornych z analizatorem czasu przelotu
(TOF-SIMS)
Spektrometria mas jonéw wtornych z analizatorem czasu przelotu (z ang. time of flight
secondary ion mass spectrometry, TOF-SIMS) to wariant spektrometrii mas, ktory
znajduje zastosowanie w charakteryzowaniu mi¢dzy innymi powierzchni polimeréw oraz
osadzonych na nich warstw, ale takze biomateriatow i tkanek [173, 186-196].
TOF-SIMS polega na bombardowaniu powierzchni wysokoenergetyczng wigzka
jondéw pierwotnych. W wyniku tego procesu powstaja jony wtérne, ktore sg analizowane
w dalszych etapach pomiaru (Rysunek 15). Analizator czasu przelotu umozliwia
jednoczesne wykrywanie jonow o réznych stosunkach masy do tadunku (m/z) z duza

szybkoscig (siggajaca 50 kHz) i czutoscig [197-199].
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Rysunek 15 Schemat budowy i dziatania aparatu TOF-SIMS. Opracowanie wiasne.

Jony wtdérne sg przyspieszane ze statym potencjalem (zwykle 2-8 keV), ktérego
polaryzacja decyduje o tym, czy w detektorze sg rejestrowane jony dodatnie czy ujemne.
Jony charakteryzujace si¢ mala masa poruszaja si¢ z wigksza predkoscia 1 docieraja
wczesniej do detektora. Separacja jonow jest mozliwa wtedy, gdy energia analizowanych
jonoéw jest stata. Zebrane dane sg konwertowane na widma masowe o bardzo wysokiej
rozdzielczosci (np. 10 000 dla piku Si 0 masie 29 u), ktore poddawane sg dalszej analizie
[197-199].

W ciagu ostatniej dekady nastgpit znaczny rozwdj zrodet jonow. Obecnie
stosowane umozliwiaja znacznie mniej destrukcyjng analiz¢ bardziej migkkich
materiatow, takich jak probki organiczne, polimerowe 1 biologiczne. Cieklokrystaliczne
dzialo jonowe uwalnia wigzke jonéw stuzaca do analizy w urzadzeniu TOF-SIMS.
Pierwotnie stosowanymi dziatami byly te oparte na jonach galu, ztota, a obecnie na
jonach bizmutu [197]. Istotng zaletg dziata bizmutowego jest mozliwos¢ formowania
matych klastrow, co zwigeksza wydajno$¢ jonéw wtornych a jednoczesnie pozwala
osiggna¢ rozdzielczo$¢ boczna ponizej 50 nm. Dodatkowo probke mozna poddaé
trawieniu jonowemu z uzyciem jondéw cezu, tlenu lub argonu, co pozwala otrzymac
rozktad przestrzenny pierwiastkbw w probce (profile glebokosciowe). W przypadku
TOF-SIMS rozdzielczo$¢ wglebna jest na poziomie okoto 1 nm. Ponadto ostatnio
wdrozono jonowe argonowe dziato klastrowe (ang. gun cluster argon ion beam),
w ktérym wigzka argonu zbudowana jest z 1000-3000 atomdéw, co powoduje, ze energia
odzialywania z probka jest kilka-kilkaset tysiecy razy mniejsza w stosunku do zrédet Cs
lub O. Pozwala to uzyska¢ widma przy rejestracji profili gleboko$ciowych dla grubszych

warstw organicznych.
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5.3. Pomiar kata zwilzania (CA) i wyznaczanie swobodnej energii
powierzchniowej

Jak zostalo wcze$niej wspomniane zwilzalno§¢ powierzchni biomateriatu jest bardzo
wazng cecha, ktora determinuje odpowiedz organizmu na sztuczny materiat. Zwilzalnos¢
powierzchni najczesciej jest okreslana poprzez pomiary kata zwilzania, ktory jest
definiowany jako ,.kat miedzy styczng do powierzchni kropli osadzonej na powierzchni
ciata statego, w punkcie trojfazowego kontaktu, a jej rzutem na powierzchni¢ graniczng
ciato state-gaz”. Kat zwilzania migdzy cieczg a powierzchnig idealng ciata statego (to
znaczy takg, ktora jest atomowo gladka, chemicznie jednorodna, niereaktywna
I nicodksztalcalna pod wplywem cieczy) byt tradycyjnie definiowany za pomoca
roéwnania Younga (Rownanie 14), ktory powigzal kat zwilzania znapigciem

powierzchniowym [200].

Y1€0s 6 = ¥5 — Vg (14)

gdzie 6 to kat zwilzania, y; to napigcie powierzchniowe cieczy, y, to swobodna energia

powierzchniowa ciata stalego, y,; to swobodna energia miedzyfazowa ciato state/ciecz.

Na podstawie powyzszego roOwnania mozna stwierdzi¢, ze powierzchnia
badanego ciata stalego charakteryzujaca si¢ wysoka swobodng energia powierzchniowa
(powierzchnia hydrofilowa) bedzie powodowala, ze mierzony kat zwilzania bedzie niski.
| odwrotnie, uzyskany kat zwilzania bedzie wysoki, gdy swobodna energia
powierzchniowa danego materiatu jest niska (powierzchnia hydrofobowa) [201].
Najczgsciej stosowang cieczg do okreslenia zwilzalnosci poprzez pomiar kata zwilzania
jest woda. Wedtug jej warto$ci okresla si¢ powierzchnie superhydrofobowe (CA>150°)
I superhydrofilowe (CA<10°) [202].

Istnieje kilka metod pomiaru kata zwilZzania:

e metoda siedzacej kropli,

e pecherzykowa,

e Wilhelmy’ego,
przy czym pierwsza z nich jest najczesciej stosowana. Technika siedzacej kropli polega
na umieszczeniu kropli cieczy testowej z mikrostrzykawki na powierzchni badanego
materiatu. Po jej postawieniu na materiale mozna zmierzy¢ wstepujacy kat zwilzania,
zwykle za pomoca goniometru. Natomiast po odciggnigciu czgsci objetosci kropli

z powierzchni badanego materiatu mozna zmierzy¢ cofajacy kat zwilzania.
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W metodzie pgcherzykowej badany materiat jest zanurzony w cieczy, pod ktorym
umieszczana jest rurka kapilarna dozujaca pecherzyk powietrza. Kat zwilzania to kat
utworzony migdzy ciatem statym a cieczg. W celu zmierzenia wstepujgcego kata
zwilzania pe¢cherzyk jest zasysany ponownie do strzykawki.

Z kolei metoda Wilhelmy’ego polega na zanurzeniu ptytki przyczepionej do
mikrowagi w roztworze cieczy, ktora nastgpnie powoli si¢ wynurza. Kat wstepujacy
stanowi kat pomiedzy badanym ciatem stalym a meniskiem cieczy, a cofajacy to kat
mi¢dzy materiatlem statym a cieczg [203].

Dodatkowo na bazie zmierzonych katéw zwilzania mozna wyznaczy¢ swobodng
energi¢ powierzchniowa dla badanego materiatu, ktora umozliwia glebsza
charakterystyke oddzialywan, jakie zachodzg pomiedzy materiatem statym a ciecza
testowa. Jednym ze stosowanych podejs¢ do wyznaczenia swobodnej energii
powierzchniowej jest teoria LWAB (Lifshitz -van der Waals/Acid-Base) [204-206]. Na
jej podstawie praca adhezji zalezy od oddzialywan zachodzacych pomiedzy ciatem

statym a cieczg na granicy faz (Ré6wnanie 15)

Wi =y,(1+ cosf,) =2 /VSLWVfW + 2y T2y (15)

Autorzy podejscia LWAB zdefiniowali catkowitag swobodng energi¢ powierzchniowa

jako sume oddziatywan apolarnych ¥V i polarnych y#8 (Réwnania 16 i 17):

szt = VSLW + VSAB (16)

VSAB = 2\/ ys_ys+ (17)

gdzie 6, to $redni wstepujacy kat zwilzania, ¥ to catkowita swobodna energia

powierzchniowa, yIW sktadowa Lifshitza-van der Waalsa, yA? to sktadowa kwasowo-

zasadowa, y, Oznacza parametr elektrono-donorowy, a y;'/l parametr elektrono-

akceptorowy.

Aby obliczy¢ y&° nalezy rozwiazaé trzy rownania (16) z trzema niewiadomymi.
Ponadto teoria ta zaklada konieczno$¢ zastosowania dwoch cieczy polarnych

i jednej niepolarnej. Wybor trzech cieczy testowych stuzacych do wyznaczania

swobodnej energii powierzchniowej i jej sktadowych nadal stanowi kwesti¢ dyskusyjna.
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W zalezno$ci od zastosowanego uktadu cieczy mozna uzyska¢ rozne wartoSci
sktadowych swobodnej energii powierzchniowej. W celu weryfikacji Janczuk i wspot.
badali r6zne kombinacje pigciu cieczy: wody, formamidu, glicerolu, dijodometanu
i bromoformu [207]. W wyniku pomiaréw kata zwilzania na powierzchniach cholesterolu
i/lub soli kwasow zolciowych stwierdzili, ze optymalna trojka cieczy powinna sktadaé
si¢ z jednej cieczy niepolarnej o stosunkowo wysokim napigciu powierzchniowym
(przyktadowo dijodometanu) oraz dwodch cieczy polarnych o istotnie réznych
sktadowych napiecia powierzchniowego (np. wody 1 formamidu). Dowiedli, ze
zastosowanie takiego zestawu do pomiarow kata zwilzania skutkuje najmniejszym
bledem przy wyznaczaniu sktadowych swobodnej energii powierzchniowej, a tym
samym zapewnia najbardziej wiarygodne wyniki. Ponadto autorzy nie rekomenduja
uzycia dwoch cieczy stabo polarnych (dijodometanu i bromoformu) lub dwoéch cieczy
polarnych o podobnych sktadowych napigcia powierzchniowego (formamidu i glicerolu)
ze wzgledu na znaczne odchylenia w obliczeniach sktadowych swobodnej energii

powierzchniowe;j.

5.4. Mikrowaga kwarcowa (QCM)

Mikrowaga kwarcowa (z ang. quartz crystal microbalance, QCM) to czule na masg
urzadzenie, ktdre moze mierzy¢ mase w zakresie od nano- do mikrogramow. QCM sklada
si¢ z piezoelektrycznego krysztalu kwarcu o cigciu AT (Rysunek 16), umieszczonego
pomiedzy gorng i dolng elektroda. QCM okresla ilo§ciowo zmiang masy, mierzac zmiang
czestotliwosci rezonansowej krysztalu kwarcu [208]. QCM dziata w oparciu 0 zasade
odwrotnego efektu piezoelektrycznego. Zmienne napigcie jest przyktadane migdzy
dwiema elektrodami, ktore wytwarzaja pole elektryczne powodujgc mechaniczne wibracje

w krysztale kwarcu z powodu indukowanego naprezenia [208, 209].
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Rysunek 16 Schemat rezonatora QCM z napylong elektrodq zlotq po zanurzeniu w subfazie wodnej przed

osadzeniem monowarstwy Langmuira.

W przypadku materialéw statych z osadzonymi monowarstwami Langmuira
mozna okresli¢ ich pokrycie ilosciowo przy zastosowaniu rownania Sauerbreya [210]

(Réwnanie 18):

2fZA
10/2m1_/2 (18)

Aelpq Hq

Af =

gdzie f, to podstawowa czestotliwo$¢ rezonansowa, Am to zmiana masy, A,;to
powierzchnia elektrody, g, to modut $cinania kwarcu (2,95 x 10™ dyn cm?), p, to

gestos¢ kwarcu.

5.5. Woltamperometria cykliczna (CV)

Woltamperometria cykliczna (z ang. cyclic voltammetry, CV) jest wszechstronng
technikg elektrochemiczng wykorzystywang w szerokim zakresie zastosowan
przemystowych 1 badawczych [211]. Konwencjonalne pomiary CV s3 wykonywane
w uktadzie trojelektrodowym, sktadajacym sie z elektrody pracujacej, przeciwelektrody
i elektrody odniesienia. Technika ta umozliwia monitorowanie reakcji elektrodowych
poprzez pomiar pradu rejestrowanego na elektrodzie pracujacej W funkcji przyktadanego

potencjalu. Rysunek 17 przedstawia schemat takiego uktadu.
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Rysunek 17 Schemat ukiadu tréjelektrodowego stosowanego w pomiarach CV. Opracowanie wlasne.

Typowe zastosowania CV obejmuja miedzy innymi ocen¢ jakosci lekoéw
w farmaceutykach [212, 213], oznaczanie fenoli i przeciwutleniaczy w zywnosci i winie
[214] oraz wykrywanie biomolekul na przyktad hormonow [213, 215], a takze

sprawdzanie homogeniczno$ci monowarstw LB na nos$nikach statych [185, 216, 217].
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6. Odczynniki i no$niki

Do utworzenia monowarstw Langmuira na granicy faz ciecz/powietrze i filmow
Langmuira-Blodgett oraz do zbadania ich wtasciwosci fizykochemicznych zastosowano

ponizej podane odczynniki chemiczne i no$niki state.

e 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina  (DOPC), >99,0%, Sigma-Aldrich,
Polska,

e 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina (DPPC), >99,0%, Sigma-Aldrich,
Polska,

e cyklosporyna A (CsA), >299,0%, Alfa Aesar, Niemcy,

e galusan laurylu (LG), >99,0%, Aldrich, Stany Zjednoczone,

e chitozan, MW 100000 - 300000 Da, stopien deacetylacji 82% + 2, Acrds
Organics, Szwecja,

e kwas octowy, 99,5-99,9%, Avantor Performance Materials Poland S.A., Polska,

e chloroform, 99,8%, Macron Fine Chemicals, Avantor Performance Materials
Poland S.A., Polska,

e metanol, >99,9%, Fluka™, Szwecja lub ROMIL-SpS™ Super Purity Solvents
Specifications, Polska,

e aceton, >99,9%, Avantor Performance Materials Poland S.A., Polska,

e woda dejonizowana o oporze wlasciwym 18,2 MQ cm, oczyszczona przez system
Milli-Q Plus 185, Millipore, Stany Zjednoczone,

e formamid, 99,5%, Acrds Organics, Szwecja,

e dijodometan, 99,0%, Sigma-Aldrich, Polska,

e poli(tereftalan etylenu), Bayer Material Science, Niemcy,

e mika, Continental Trade, Polska,

e mika pokryta warstwa zlota, Georg Albert PVD Beschichtunben, Niemcy,

e szlo pokryte warstwg zlota, Arrandee, Niemcy.
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7. Przygotowanie roztworow

7.1. Roztwory jedno- i wieloskladnikowe

W celu sporzadzenia roztworéw potrzebnych do utworzenia monowarstw Langmuira
przygotowano nawazki DOPC, DPPC, CsA oraz LG. Nastgpnie rozpuszczono je
w mieszaninie rozpuszczalnikow chloroform:metanol (4:1, v:v) uzyskujac roztwory
podstawowe o stezeniu rownym 1 mgmL?®. W dalszej kolejnosci zmieszano
odpowiednie  objetosci  roztword6w  bazowych otrzymujac  roztwory  dwu-
i trojsktadnikowe (Tabela 2). W przypadku mieszanin trojsktadnikowych zachowano
staly stosunek molowy dwoch pierwszych sktadnikow rowny 1:1, za§ utamek molowy

sktadnika trzeciego wynosit 0,25; 0,50 lub 0,75.

Tabela 2 Skiad roztworéw wielosktadnikowych uzytych do tworzenia monowarstw Langmuira wyrazony

utamkiem molowym i stosunkiem molowym poszczegdlnych komponentow.

Ulamek molowy Stosunek molowy
¥ DOPC : CsA : LG
DOPC-CsA 0,25 3
0,50 1
0,75 1
DOPC-CsA-LG 0,25 3
1
1

0,50
0,75

N e S I = Y
o NN O O O

* ulamek molowy y dotyczy ostatniego (drugiego lub trzeciego) sktadnika

7.2. Subfazy

Do przeprowadzenia eksperymentu technika monowarstw Langmuira zastosowano trzy
ciekle fazy nosne: wode z systemu Milli-Q, 0,1 % roztwor kwasu octowego (AA) oraz
0,1 mg mL™ roztwér chitozanu (Ch). 0,1 % roztwér kwasu octowego sporzadzono przez
rozcienczenie kwasu stezonego woda dejonizowang. Nastgpnie odwazong ilos¢ Ch
rozpuszczono w 0,1 % AA i poddano homogenizacji z szybkosciag 7000 obrotoéw na
minute przy uzyciu homogenizatora SilentCrusher M (Niemcy) w czasie 20 minut.

Roztwor po przygotowaniu przechowywano w lodowce.
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8. Otrzymywanie monowarstw Langmuira oraz badanie ich
wlasciwosci

Do utworzenia monowarstw Langmuira na granicy faz ciecz/powietrze i/lub ich

przeniesienia na nosnik staty zastosowano nast¢pujace wanny Langmuira/Langmuira-

Blodgett:

e wann¢ Langmuira-Blodgett KSV NIMA o powierzchni catkowitej rownej
783 cm?, sprzezona z mikroskopem kata Brewstera nanofilm_ultrabam (Accurion
GmbH, Niemcy), bedaca na wyposazeniu Katedry Zjawisk Miedzyfazowych,
Instytutu Nauk Chemicznych, Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej,

e wanng¢ Langmuira-Blodgett KSV 2000 Standard (KSV, Finlandia), o powierzchni
catkowitej réwnej 780 cm?,  sprzezona z miernikiem potencjatu
powierzchniowego (z ang. Surface Potential Sensor, SPOT, KSV NIMA) bedaca
na wyposazeniu Katedry Zjawisk Miedzyfazowych, Instytutu Nauk
Chemicznych, Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej,

e wanne Langmuira KSV NIMA 702, o powierzchni catkowitej rownej 720 cm?,
sprzezong z miernikiem potencjatu powierzchniowego (Kelvin Probe, Nanofilm
Technologie GmbH), bedaca na wyposazeniu Katedry Chemii Fizyczne;,
Wydziatu Nauk, Uniwersytetu w Saragossie,

e wann¢ Langmuira-Blodgett KSV NIMA KN 2003, o powierzchni
catkowitej 841 cm?, bedaca na wyposazeniu Katedry Chemii Fizycznej,
Wydziatu Nauk, Uniwersytetu w Saragossie.

Teflonowe wanny wyposazone byly w dwie barierki, wykonane rowniez z teflonu
lub z poliacetalu Delrin umozliwiajac kompresje symetryczng. Wanny umieszczono na
stotach antywibracyjnych, w obudowach z zaciemnionymi $cianami, pomieszczeniach

0 zmniejszonym zanieczyszczeniu lub typu clean room.

8.1. Wyznaczanie izotermm — A

Zmiany napigcia powierzchniowego w funkcji powierzchni przypadajacej na czasteczke
(izotermy m- A) rejestrowano przy uzyciu platynowej pltytki Wilhelmy'ego lub paska
bibutki chromatograficznej z dokladnoscia +0,1 MN'm?®. W celu unikniecia
wprowadzenia zanieczyszczen przed kazdym pomiarem ptytke platynowa ptukano

metanolem, potem wodg i wyprazano w plomieniu palnika. W przypadku zastosowania
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bibuitki, kazdorazowo przed pomiarem nowy pasek zanurzano w etanolu i suszono
W powietrzu. Statg temperature (20 £+ 1°C) subfazy cieklej utrzymywano za pomoca
systemu obiegu wody z termostatem Alpha RA 8 (Lauda, Niemcy) i/lub klimatyzacji
stacjonarnej w pomieszczeniu laboratoryjnym.

Przed wykonaniem eksperymentu przeprowadzano procedur¢ mycia wanny
Langmuira/Langmuira-Blodgett. Powierzchni¢ wanny oraz barierek przecierano przy
uzyciu chusteczek bezpylowych nasgczanych acetonem. Po 15 minutach czynno$¢
powtarzano stosujgc metanol. Po kolejnych 15 minutach, gdy rozpuszczalnik odparowat,
wanng przeplukiwano trzykrotnie woda dejonizowana, a nastgpnie napetniano ja subfaza
do pomiaru odsysajac nadmiar cieczy wraz z ewentualnymi zanieczyszczeniami za
pomoca pompy prozniowej Suction Pump SP20 (Penlon, Anglia). Czysto$¢ powierzchni
fazy no$nej sprawdzano poprzez pomiar napigcia powierzchniowego podczas ruchu
barierek w kierunku $rodka wanny. Jezeli warto$¢ zmiany napigcia nie przekraczata
0,30 mN m™ uznawano, ze powierzchnia nie zawiera zanieczyszczen. W przeciwnym
wypadku, procedur¢ mycia powtarzano.

Po doczyszczeniu powierzchni ciektej fazy nos$nej nanoszono roztwér badanej
substancji, rozpuszczonej w mieszaninie chloroform:metanol (opis przygotowania
roztworéw podano wczesniej), przy uzyciu mikrostrzykawki Hamiltona (Hamilton—
Bonaduz, Szwajcaria). Znajac powierzchni¢ wanny oraz masy molowe zwigzkoéw
dobierano obj¢tos¢ roztworow (15 - 70 ulL) w taki sposob, aby po nakropleniu uzyskac
monowarstwe w stanie gazowym. Po naniesieniu roztworu na powierzchni¢ fazy ciektej
odczekiwano 10 minut w celu catkowitego odparowania rozpuszczalnika. Nastgpnie
monowarstwe poddawano kompresji symetrycznej, ze stala szybkoscig ruchu barierek
réwng 20 mm mint,

Ponadto w celu okre$lenia stabilno$ci badanych monowarstw rejestrowano
zmiany ci$nienia powierzchniowego w funkcji czasu przy trzech wybranych wartosciach
poczatkowych m, (5, 10, 15mNm?) oraz izotermy sprezania-rozprezania
(my = 10 mN m™), ktére dodatkowo dostarczyly informacji o odwracalnosci procesu.
Dla kazdej monowarstwy uzyskano co najmniej trzy izotermy m — A. Maksymalny blad
pomiarowy wynosit +4 A% czast.}, a najbardziej reprezentatywne izotermy zostang

przedstawione w dysertacji (Rozdziat 12.1).
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8.2. Wyznaczanie izoterm AV — A

W celu wyznaczenia zmian potencjatu powierzchniowego (AV) zachodzacych podczas
mechanicznego $ciskania monowarstwy wykorzystano miernik potencjatu SPOT.
Wartosci AV zostaly wyznaczone jako roznica potencjatéw pomiedzy ptytka wibrujaca
umieszczong nad subfaza a przeciwelektroda zanurzong w subfazie, z doktadnoscig do
+ 1 mV. Zdjecie wanny Langmuira-Blodgett KSV 2000 Standard wraz z miernikiem
przedstawiono na Rysunku 18. W oparciu o warto$ci zmiany potencjatu
powierzchniowego obliczono wartosci pozornego momentu dipolowego czasteczek

tworzacych monowarstwe korzystajac z rownania Helmholtza (Réwnanie 12):

8.3. Okreslanie morfologii

Bezposrednig obserwacje morfologii oraz pomiary grubo$ci monowarstw Langmuira
utworzonych na granicy faz ciecz/powietrze prowadzono przy zastosowaniu mikroskopu
kata Brewstera sterowanego komputerowo (nanofilm_ultrabam Accurion GmbH,

Rysunek 18). Rozdzielczo$¢ lateralna (boczna) mikroskopu wynosi 2 pum.

9. Otrzymywanie monowarstw Langmuira-Blodgett

W celu przeniesienia monowarstw Langmuira z fazy ciektej na cialo state stosowano
wann¢ Langmuira-Blodgett KSV 2000 Standard przedstawiong na Rysunku 18. Wanna
stuzaca do osadzania monowarstw Langmuira dodatkowo wyposazona jest w niewielkie
zaglebienie (rynienke¢) oraz mechanizm zanurzajaco-wynurzajacy z uchwytem (z ang.
dipper), ktory umozliwia zanurzanie/wynurzanie ciata stalego na okreslong
glebokosé/wysokosé.

Przed przystapieniem do eksperymentu analogicznie prowadzono procedurg
mycia opisang wczesniej. Po sprawdzeniu czystosci subfazy, no$nik staty mocowano
w uchwycie i zanurzano w cieczy. Nastgpnie nanoszono chloroformowo-metanolowy
roztwor badanej substancji. Po odparowaniu rozpuszczalnikéw monowarstwe poddawano
kompresji symetrycznej do ci$nienia powierzchniowego réwnego 10 mN m. Powyzsza
warto$¢ ci$nienia, mniejsza niz cisnienie zatlamania monowarstw poszczegolnych
zwigzkow, zapewnila obecno$¢ wszystkich substancji w monowarstwie podczas
przenoszenia i po osadzeniu. Monowarstwy sprezano przy szybkosci ruchu barierek
wynoszacej 20 mm mint.  Bezpo$rednio po osiagnieciu zadanego ci$nienia

powierzchniowego no$nik wynurzano ze stata szybkoscia 5 mm min?, utrzymujac

56



jednoczes$nie stala warto$¢ ci$nienia. Nastgpnie podtoze z naniesiong monowarstwa
pozostawiono do catkowitego odparowania wody 1iumieszczono w eksykatorze
Z ciemnego szta chronigcym przed dziataniem promieni slonecznych, w czasie przed

dalszymi badaniami.

10. Przygotowanie plytek PET

10.1. Czyszczenie plytek

Przed modyfikacja powierzchni PET, plytki (20 x 20 x 3 mm?®) pociete z handlowo
dostepnej plyty (Bayer Material Science, Niemcy) umyto metanolem oraz dwukrotnie
wodg z systemu Milli-Q. Kazdorazowo ptytki zanurzone w obu cieczach umieszczono
w tazni ultradzwigckowej (UM4, Unima, Polska) na 15 minut. Nastepnie ptytki
wysuszono oraz przechowywano w cksykatorze wykonanym z ciemnego szkla

w temperaturze pokojowej.

10.2. Aktywacja niskotemperaturowgq plazma powietrzng

W celu aktywowania powierzchni PET umyte i wysuszone ptytki polimeru wtozono do
komory generatora niskotemperaturowej oraz niskoci$nieniowej (0,20 mbar) plazmy
powietrznej (Pico, Diener Electronic, Niemcy, Rysunek 18) na 1 minute (PETp). Moc
plazmy powietrznej wynosita 460 W, a proces plazmowania przebiegal przy stalym
przeplywie gazu rownym 22 sccm. Bezposrednio po zakonczonym procesie aktywacji

powierzchni¢ PET poddano dalszej modyfikacji.

11. Badanie wlasciwosci fizykochemicznych monowarstw
Langmuira-Blodgett

11.1. OKkreslanie topografii powierzchni przy pomocy AFM

Po osadzeniu monowarstw na ptytkach z poli(tereftalanu etylenu) 1/lub miki
(20 x 30 x 0,5 mm?®), miki pokrytej ztotem (5 x 10 X 1 mm?®) oraz szkta z warstwa zlota
(5x 10 x 2mm?®) okreslono ich wlasciwosci fizykochemiczne. Do zbadania
nanostruktury monowarstw Langmuira-Blodgett zastosowano dwa mikroskopy sit
atomowych (5600LS AFM, Aglient Technologies oraz Bruker Multimode 8). Pierwszy
znich (Rysunek 18) zostal wykorzystany, gdy monowarstwy przenoszono na

poli(tereftalan etylenu). Badania wykonano w trybie kontaktu przerywanego (z ang.
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tapping mode) przy uzyciu igly skanujacej o promieniu <7 nm, czestotliwosci
rezonansowej 330 kHz z rozdzielczoscia 256 X 256 1w obszarze skanowania
20 x 20 um?. Pomiary prowadzono w co najmnigej trzech losowo wybranych miejscach
probki rozmieszczonych w obszarze 10 X 10 mm?.

Z kolei mikroskop Bruker Multimode 8 z jednostka sterujacg Nanoscope V byt
uzywany do pomiaréw dla monowarstw LB przeniesionych na mike oraz mike z warstwa
ztota. W tym przypadku skanowanie prowadzono réwniez w trybie bezkontaktowym,
Z czestotliwo$cig skanowania 1 Hz, ale stosujgc igte firmy Bruker o promieniu 8 nm,
czestotliwoéci rezonansowej 90-210 kHz, oraz stalej sprezystosci réwnej 5N m™,
Powierzchnie probek skanowano w co najmniej trzech losowo wybranych miejscach

rozmieszczonych w obszarze 1 X 1 mm?2.

11.2. Okreslanie organizacji czasteczkowej przy pomocy TOF-SIMS

Po wykonaniu pomiaréw z wykorzystaniem mikroskopu sil atomowych probki
umieszczono w komorze spektrometru mas jondéw wtornych z analizatorem czasu
przelotu (TOF-SIMS, ION-TOF GmbH, Niemcy, Rysunek 18). Pomiary prowadzono
w warunkach ultrawysokiej prézni (ci$nienie robocze p < 10° mbar). Wzbudzenie jonow
wtornych uzyskano poprzez bombardowanie probki jonami Bi* o energii 30 keV (prad
wigzki jonowej > 1,0 pA) w trybie Spectrometry mode. Nominalna $rednica wigzki w tym
trybie pomiarowym wynosita ponizej 5 um, a rozdzielczo$¢ masowa 29 000, mierzona
dla piku Si (29 u). Czas ekspozycji probki na wigzke pierwotng ustalono w taki sposob,
aby zachowa¢ warunki rezimu statycznego, gwarantujacego uzyskanie widma masowego
o wysokiej jakosci (dawka<1 x 102 jonéw cm?). Obszar skanowania wynosit
200 x 200 um? przy rozdzielczosci 256 X 256 punktéw pomiarowych. Zastosowano
1 strzal/piksel. Do neutralizacji fadunku pozostalego na powierzchni uzyto wiazki
elektronéw o energii 20 eV i potencjale powierzchniowym (U =-360 V). Widma
masowe rejestrowano w trybie dodatnim (z ang. positive mode) w zakresie mas 0-1200 u.
Analize statyczng i1 identyfikacj¢ charakterystycznych fragmentéw prowadzono przy
uzyciu oprogramowania SurfaceLab 6.7 (ION-TOF). Otrzymane widma skalibrowano
uwzgledniajac pozycje fragmentow CH3, C,HF, C,HZ. Intensywnosci (pola pikow)

znormalizowano wzgledem intensywnosci catkowitej (z ang. total intensity).
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11.3. Okreslanie zwilzalnosci przy pomocy pomiarow kata zwilzania
CA

Nastepnie okreslono zwilzalno$¢ powierzchni no$nikdw przed i po modyfikacji plazma
1/lub monowarstwami badanych substancji. W tym celu zmierzono wartosci kata
zwilzania metoda siedzacej kropli za pomocag aparatu DGD ADR, GBX S.A.R.L
sprzgzonego z kamerg oraz stolikiem o stopniu nachylenia kontrolowanym
automatycznie (Rysunek 18), sterowanych przez oprogramowanie Windrop++. Do
kazdego eksperymentu wykorzystano trzy ciecze testowe o roznej polarnosci i dobrze
znanych skladowych napiecia powierzchniowego: wode Milli-Q, formamid oraz
dijodometan (Tabela 3). W kazdym przypadku do pomiaru kata zwilzania zastosowano
takg samg objetos¢ cieczy, ktora wynosita 6 pL. Pomiar kata wstepujacego odbywat sie
na podstawie ksztaltu kropli bezposrednio po jej postawieniu. Uzyskane wartosci kata
zwilzania wody, formamidu i dijodometanu postuzyty do obliczen swobodnej energii

powierzchniowej i jej sktadowych przy zastosowaniu podejscia LWAB (Réwnanie 16).

Tabela 3 Napigcie powierzchniowe oraz jego sktadowe dla cieczy testowych stosowanych w pomiarach

kqta zwilzania wyrazone w mN mt [204-206].

Ciecz testowa ytot yw yAB Y y*
Woda 72,8 21,8 51,0 25,5 25,5
Formamid 58,0 39,0 19,0 39,6 2,28
Dijodometan 50,8 50,8 0,0 0,0 0,0

Ponadto do pomiarow kata zwilzania wody metoda siedzacej kropli na monowarstwach
osadzonych na mice, mice pokryte] warstwa zlota oraz szkle pokrytym warstwg ztota
zastosowano tensjometr optyczny (Attension Theta Lite, Rysunek 18). Kat zwilzania
zmierzono umieszczajac za kazdym razem krople o takiej samej objetosci przy pomocy

mikrostrzykawki na powierzchni probki.

11.4. Okreslanie stopnia pokrycia powierzchni nosnika przy pomocy
QCM

Dodatkowo w celu okreslenia efektywnosci przenoszenia monowarstw Langmuira na

rezonator QCM z napylong elektroda ztota (Rysunek 16) wykonano eksperymenty

stosujgc mikrowage kwarcowg (Quartz Crystal Microbalance, QCM, Stanford Research

Systems). W trakcie eksperymentu prowadzono pomiar czestotliwosci czystego
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rezonatora QCM (bez osadzonej monowarstwy LB) oraz nosnika z osadzong
monowarstwg, réznice czgstotliwosci wykorzystano do obliczenia stopnia pokrycia

powierzchni przy uzyciu rownania Sauerbreya (ROwnanie 18).

11.5. OKkreslanie jakosci pokrycia przy pomocy CV

Dodatkowo do oceny jakosci monowarstw LB otrzymanych na szkle pokrytym warstwag
ztota wykorzystano woltamperometri¢ cykliczng (CV). Pomiary prowadzono w ogniwie
trojelektrodowym (Rysunek 17), gdzie elektrod¢ odniesienia stanowita elektroda
chlorosrebrowa Ag|AgCl||KCl, przeciwelektrode drucik platynowy, za$ elektrodg
pracujaca Au(l11). Jako elektrolit zastosowano 0,1 M roztwor KCl zawierajacy
heksacyjanozelazian(Ill) potasu Kz[Fe(CN)g]. Zmiany potencjalu wynikajace
Z przeniesienia elektronu migdzy parg redoks (Réwnanie 19) w elektrolicie a elektroda
zlota rejestrowano przy uzyciu potencjostatu Autolab firmy Eco Chemie w zakresie od

0,8 do -0,2 V mierzonego wzgledem elektrody odniesienia z predkoscig skanowania

100 mV st

2K,[Fe(CN)¢] + Cl, > 2K;[Fe(CN)¢] + 2KCl (19)
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Katedra Zjawisk Miedzyfazowych, Instytut Nauk Chemicznych, Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej

Wanna Langmuira-Blodgett KSV 2000
Standard sprz¢zona z miernikiem potencjatu
powierzchniowego SPOT

Wanna Langmuira-Blodgett KSV NIMA
sprzegzona z mikroskopem kqta Brewstera

nanofilm_ultrabam (Accurion GmbH)

Generator plazmy Pico,

Diener Electronic

Aparat do pomiaru kqta zwilzania DGD ADR,
GBX S.AR.L

Laboratorium Optyki Rentgenowskiej, Wydzial Medyczny, Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana

Pawla 11

Katedra Chemii Fizycznej, Wydzial Nauk, Uniwersytet w Saragossie, Hiszpania

Mikroskop sit atomowych 5600LS AFM,
Aglient Technologies

Spektrometr mas jonow wtérnych
z analizatorem czasu przelotu,
TOF SIMS 5-100, ION-TOF GmbH

Tensjometr optyczny,
Attension Theta Lite

Potencjostat AUTOLAB 302N (Eco Chemie, Holandia)
oraz standardowy ukiad tréjelektrodowy stosowane do
pomiarow metodg CV

Rysunek 18 Wybrane urzqdzenia pomiarowe zastosowane w eksperymentach objetych rozprawg doktorskg.
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Opis oraz dyskusja wynikow
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12. Charakterystyka monowarstw (filméw) Langmuira jedno-
I wieloskladnikowych (DOPC, CsA, i/lub LG) otrzymanych
na roznych subfazach (woda, AA, Ch)

Naturalna organizacja bton opiera si¢ na wilasciwosciach samoasocjacji tworzacych je
czgsteczek, miedzy innymi fosfolipidow. W warunkach in vitro proces ten prowadzi do
uzyskania struktury dwuwarstwowej. Technika Langmuira umozliwia utworzenie
jednowarstwowego modelu bton biologicznych — monowarstwy, ktorej wtasciwosci, takie
jak upakowanie czgsteczek, $cisliwos¢ i stan fizyczny, sa podobne do dwuwarstwy o takim
samym sktadzie [218-220]. Dlatego technika Langmuira umozliwia modelowanie bton
biologicznych oraz ich oddzialywan z innymi zwigzkami.

W ramach badan realizowanych w pracy doktorskiej do uformowania modelowe;j
btony biologicznej zastosowano nienasycony fosfolipid DOPC jako podstawowy element
jej budowy. Lipidy, ktéore w swojej strukturze zawierajg grupe cholinowa sa najbardziej
rozpowszechnione w komorkach eukariotycznych [221]. Ponadto fosfatydylocholiny
Z nienasyconymi wigzaniami w tancuchach weglowodorowych stanowia jeden z gléwnych
sktadnikéw wigkszosci bton, co determinuje ich ptynny charakter. Uzycie DOPC umozliwia
takze uzyskanie informacji o oddzialywaniu bialek z btonami, jakie moze mie¢ miejsce
w organizmie ludzkim.

W dalszej kolejnosci sukcesywnie zwigkszano ztozonos¢ uktadu przez stopniowe
wprowadzanie innych sktadnikéw. Z przegladu literatury wynika, ze stabo rozpuszczalna
w wodzie cyklosporyna ma zdolno$¢ do przenikania przez blony lipidowe zmieniajac
upakowanie tancuchoéw acylowych, szczegolnie w poblizu ugrupowan polarnych [222, 223].
Ze wzgledu na odpychajacy charakter oddziatywan pomiedzy CsA a fosfolipidami, takimi
jak 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina (DPPC), 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-
3-fosfocholina  (POPC), 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfoetanoloamina  (DPPE),
1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfoseryna (DPPS) oraz 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-
fosfoglicerol (DPPG), mieszalnos$¢ tych zwiazkow jest tylko czgsciowa lub znikoma [125,
224-227]. Dlatego tez wprowadzenie kolejnej substancji, ktora wykazuje zdolnos¢ do
oddziatywania zaréwno z fosfolipidem, jak i CsA, moze zwigkszy¢ wzajemng mieszalno$é
tych sktadnikéw, a takze poprawi¢ stabilno$¢ monowarstwy. Odpowiednim dodatkiem
wydaje si¢ galusan laurylu, ktorego czasteczki sa amfifilowe, i podobnie jak czgsteczki
fosfolipidow i cyklosporyny moga tworzy¢ monowarstwy Langmuira. Stwarza to

mozliwo$¢ badania ich wtasciwos$ci na granicy faz ciecz/gaz. Dodatkowa zalete LG stanowi
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sktonno$¢ do wychwytywania wolnych rodnikow [18], co zabezpiecza fosfolipidy przed
niekorzystnym procesem utleniania, ijednocze$nie przeciwdziata skutkom ubocznym
nadmiernej ich produkcji w efekcie aktywnosci CsA.

W pierwszym etapie badan objetych rozprawa scharakteryzowano monowarstwy
Langmuira: jedno- (DOPC, CsA, LG), dwu- (DOPC-CsA) oraz trojsktadnikowe (DOPC-
CsA-LG) na granicy faz ciecz/powietrze. W uktadach tréjsktadnikowych zachowano staty
stosunek molowy DOPC-CsA 1:1, za$ zawartos¢ trzeciego sktadnika (LG) odpowiadata
nastepujacym utamkom molowym: y =0,25; 0,50; 0,75. Jako subfaz¢ dla monowarstw
zastosowano wodg z systemu Milli-Q, roztwor kwasu octowego (AA) lub roztwor chitozanu
(Ch). Okreslono wplyw rodzaju subfazy na mieszalno$¢ sktadnikow 1 stabilnosé¢
termodynamiczng monowarstw trdjsktadnikowych, co umozliwito osiggnigcie jednego
Z celow dysertacji Zbadanie wptywu kwasu octowego na wilasciwosci monowarstw
Langmuira byto konieczne ze wzgledu na to, ze jest on stosowany jako rozpuszczalnik dla
chitozanu. Dlatego tez, to roztwor kwasu octowego stanowit uktad odniesienia dla uktadow
Z polisacharydem. Ponadto okres$lenie rodzaju i1 sily oddzialywan badanych zwigzkow
(DOPC, CsA i/lub LG) z polisacharydem jest kluczowe w projektowaniu stabilnych
monowarstw 0 pozadanych wlasciwosciach (biokompatybilnych, immunosupresyjnych,
przeciwutleniajacych, a takze przeciwdrobnoustrojowych), ktére z powodzeniem mozna
stosowa¢ do pokrywania powierzchni statych w inzynierii tkankowej, w tym powierzchni

implantow.

12.1. lzotermym — A

Kazdy z badanych zwiazkow (DOPC, CsA i LG) tworzy monowarstwe¢ Langmuira na
granicy faz ciecz/powietrze. Oznacza to, ze czasteczki sg praktycznie nierozpuszczalne
w cieklej fazie nosnej 1 wykazuja zdolno$¢ do organizowania si¢ w btong dwuwymiarowag
na cieczy podczas procesu spr¢zania. Otrzymane izotermy m — A dla monowarstw
jednosktadnikowych (Rysunek 19) sg zgodne z wczesniej opublikowanymi [227-230].
Natomiast scharakteryzowanie monowarstw wielosktadnikowych stanowito jeden z celow
rozprawy doktorskiej.

Realizujgc postawiony cel badawczy na podstawie izoterm m — A wyznaczono
parametry, takie jak powierzchnia A, oraz ci$nienie zalamania (m.). A, odpowiada
powierzchni przypadajacej na czasteczke, przy ktorej zauwazalny jest wzrost ci$nienia

powierzchniowego podczas sprezania, to jest m= 0,5 mN m™. Ponadto jej warto$¢ mozna
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przypisac przejsciu monowarstwy z fazy gazowej w ciecz rozprezona (G-LE). 7. okreslono
poprzez rzutowanie na o$ rzednych punktu przeciecia dwoch linii bedacych przedtuzeniem
izotermy ponizej oraz powyzej jej przegiecia. Tabele 4 1 5 zawierajg zestawienie wartosci
parametréw wyznaczonych zizoterm m — A dla wszystkich badanych monowarstw na
subfazie cieklej. Jak mozna zauwazy¢, A, przyjmuje rozne wartosci w zaleznosci od sktadu
monowarstwy. Rozwazajac  subfaz¢ wodng otrzymano nastgpujace  wartosci:
Agcsa =380,4 A% Agpopc =1152 A% oraz Ay, =60,3 A% Powierzchnia Agcsa
wyznaczona dla monowarstwy CsA jest odpowiednio 3 i 6 razy wigksza niz dla DOPC oraz
LG. Z kolei wartos¢ ci$nienia zatamania monowarstwy CsA jest okoto dwukrotnie mniejsza
niz monowarstw DOPC i LG (m.cq=23,1mMNmM?, 7 pope =43,3mNm?,
e ¢ = 45,9 MN m™) [231]. Uzyskane zalezno$ci moga $wiadczy¢ o mniejszej stabilnosci
monowarstwy CsA.

Kolejnym krokiem badawczym doktoratu bylo wyznaczenie izoterm 7 — A dla
monowarstw DOPC-CsA o réznych utamkach molowych y 4 = 0,25; 0,50; 0,75. Na
podstawie ich analizy termodynamicznej dobrano odpowiednig proporcje sktadnikéw
DOPC-CsA 1:1, ktéra zostala zachowana w uktadach tréjsktadnikowych DOPC-CsA-LG o
zmiennej zawartosci LG y;; = 0,25; 0,50; 0,75. Jednakze ze wzgledu na podziat dysertacji
1zwigzang z nim kolejno$¢ omawiania poszczegdlnych zalezno$ci analiza termodynamiczna
oddziatywan dla  wszystkich badanych monowarstw  zostala przedstawiona
w Rozdziale 12.3.

Jak mozna zaobserwowa¢ na Rysunku 19 izotermy m — A zarejestrowane dla
monowarstv  DOPC-CsA na subfazie wodnej znajduja si¢ pomiedzy izotermami
monowarstw pojedynczych sktadnikow, a wyznaczone parametry A, réwniez wykazuja
wartosci posrednie (Tabela 4). Analogiczng zaleznos¢ uzyskano dla izoterm monowarstw
DOPC-CsA-LG, przy czym efekt dodania réznych ilosci trzeciego sktadnika (LG)
analizowano w odniesieniu do monowarstwy dwusktadnikowej DOPC-CsA o stalym
stosunku molowym pozostatych dwoch sktadnikow (1:1). Przy takiej proporcji wystepuja
bowiem najsilniejsze oddziatywania przyciagajace miedzy czasteczkami DOPC 1 CsA

(analize oddziatywan przedstawiono w Rozdziale 12.3) [231].
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Rysunek 19 Izotermy cisnienia powierzchniowego w funkcji powierzchni przypadajgcej na czgsteczke
(m — A) oraz wartosci modutu scisliwosci (Cs™) w funkcji cisnienia powierzchniowego wyznaczone dla

badanych monowarstw otrzymanych na subfazie wodnej.

W przypadku monowarstw DOPC-CsA wraz ze wzrostem zawarto$ci CsA
(xcsa =0,50 10,75) cisnienie zatamania zbliza si¢ do wartoSci charakterystycznej dla
monowarstwy CsA. Podobna zalezno$¢ wystepuje dla monowarstw DOPC-CSA-LG. Wraz
ze wzrostem utamka molowego LG ci$nienie zatamania jest porownywalne do wartosci
okreslonej dla monowarstwy LG (Tabela 4). Ponadto w przypadku DOPC-CsA 0,25 na
izotermie w — A widoczne sa dwa przegiecia $wiadczace o zalamaniu monowarstwy
(Rysunek 19). Nizsza warto$¢ m, odpowiada cisnieniu zalamania CsA, a wyzsza DOPC
(Tabela 4). Jednak przy wyzszych utamkach molowych CsA (DOPC-CsA 0,50; DOPC-CsA
0,75) lub LG (DOPC-CsA-LG 0,25 oraz DOPC-CsSA-LG 0,50) nie obserwuje si¢ drugiego
zalamania dla wspomnianych monowarstw mieszanych ze wzgledu na utrudnienia
techniczne. Powierzchnia wanny Langmuira jest ograniczona, co powoduje, ze przy niskiej
zawarto$ci DOPC lub LG w monowarstwie nie mozna zarejestrowac pelnej izotermy
m — A, nawet gdy barierki osiagna pozycje catkowicie zamknieta. Podobne obserwacje

odnotowano rowniez dla monowarstw mieszanych CsA z innymi lipidami [125].
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Tabela 4 Parametry charakteryzujgce izotermy m™ — A: A, oraz m, wyznaczone dla badanych monowarstw
otrzymanych na granicy faz woda/powietrze.

Monowarstwa Ay (A% . (mNm™1)
DOPC 115,2+1,3 43,321
DOPC-CsA 0,25 173,8+1,2 22,7431
41,9+1,9
DOPC-CsA 0,50 223,7+1,7 22.8+2.4
DOPC-CsA 0,75 299,1+2,7 22,5+1,8
CsA 380,4+1,9 22,121
DOPC-CsA-LG 0,25 176,5+2,3 23,0+1,6
DOPC-CsA-LG 0,50 127,9+3,9 23,0+2,8
DOPC-CsA-LG 0,75 91,8+3.4 43,6+1,0
LG 60,3+1,1 45,9+0,9

Na Rysunku 20 przedstawiono izotermy m — A badanych monowarstw
trojsktadnikowych otrzymanych na subfazach wodnej, AA oraz Ch. Wyznaczone parametry
A, oraz m, zestawiono w Tabeli 5. Wartosci powierzchni A, odpowiadajace przejSciu
fazowemu G-LE dla wszystkich monowarstw jednosktadnikowych otrzymanych na
subfazie AA s3 zblizone do tych uzyskanych dla monowarstw na wodzie
(Aopopc =123,1 A% i Ay = 62,5 A?), wylaczajac Agcsa, ktora jest wigksza o 31,5 A2
w stosunku do wuzytej subfazy wodnej (Agcsa =411,5 A?). Podobnie ci$nienie
powierzchniowe zatamania monowarstw DOPC 1LG jest dwukrotnie wigksze
(Teporc =43,9MNmM? im,;; =48,1 mN m?) niz wyznaczone dla monowarstwy CsA
(e csa = 21,5 MmN m?). Izoterma = — A monowarstwy DOPC-CsA 0,50 znajduje sie
pomiegdzy izotermami monowarstw DOPC i CsA, charakteryzujac si¢ rowniez posrednimi

warto$ciami A4, (Tabela 5).
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Rysunek 20 Izotermy cisnienia powierzchniowego w funkcji powierzchni przypadajgcej na czgsteczke
(m — A) oraz wartosci modutu Scisliwosci (C;) w funkcji cisnienia powierzchniowego wyznaczone dla
badanych monowarstw otrzymanych na subfazach wodnej, AA oraz Ch.

W przypadku monowarstw trdjsktadnikowych na subfazie AA wraz ze wzrostem
zawartosci LG A, maleje (od 251,1 A? dla y.; = 0,25, przez 150,8 A? dla y,; = 0,50, do
98,8 A% dla y,; =0,75). Z kolei dla parametru m, obserwuje si¢ tendencje odwrotna.
Wazrastajagca  zawartos$¢ LG~ w monowarstwie  zwigksza  wartosci  ci$nienia
powierzchniowego odpowiadajacego pierwszemu zalamaniu si¢ monowarstwy od
21,0mNm™ dla y,,=025 do 243mNm™* dla y,; =075 Dla monowarstwy
DOPC-CsA-LG 0,75 odnotowano trzy warto$ci ci$nienia zalamania. Pierwsze przy

m=243mNm ' mozna powigzaé z desorpcja pojedynczych czasteczek CsA lub fazy
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wzbogaconej w CsA z monowarstwy do subfazy. Ci$nienie drugiego zalamania wynoszace
37,2mN m ! moze §wiadczy¢ o usuwaniu fazy wielosktadnikowej a nie pojedynczego
sktadnika, poniewaz wspomniana powyzej wartos¢ ci$nienia nie odpowiada zatamaniu

monowarstwy jednosktadnikowej. Wartos¢ cis$nienia trzeciego zatamania réwna

46,6 MmN m™? (Rysunek 20, Tabela 5) koreluje =z tworzeniem sie struktur
wielowarstwowych. Dla pozostatych monowarstw mieszanych uzyskanie pelnych izoterm
m — A z uwzglednieniem dwdch/trzech ci$nien zatamania, tak jak w przypadku subfazy
wodnej, nie bylo mozliwe ze wzgledow technicznych zwigzanych z ograniczong

powierzchnig wanny Langmuira [230].

Tabela 5 Parametry charakteryzujgce izotermy m — A: A, oraz m, wyznaczone dla badanych monowarstw

otrzymanych na granicy faz AA/powietrze oraz Ch/powietrze.

Ciekla faza nosSna

Monowarstwa AA Ch
Ao (A% m. (mNm™) A (A%) m, (mN m™')
DOPC 123,1+ 1,8 439124 127,3+2,8 458 +2.5
CsA 390,0£2,3 22,6+ 1,6 446,6 + 2,7 233+22
DOPC-CsA 0,50 411,5+1,9 21,5+ 1,1 463,7+24 21,7+ 3,1
DOPC-CsA-LG 0,25 251,1+2,9 21,0+ 1,4 289,7+3,3 22,7+3.9
DOPC-CsA-LG 0,50 150,8 £ 3,8 23,8+3,2 181,6 £ 2,7 22,7+23
243 +27 24,6 +£3,7
DOPC-CsA-LG 0,75 98,8 +£3,8 37,2+3,8 104,74+ 0,8 38,3+0,1
46,6 + 0,8* 474+ 1,7*
LG 62,5+0,9 48,1 £ 0,8 69,3+1,5 46,9 +0,5
* cisnienie powierzchniowe odpowiadajace pierwszemu/drugiemu/trzeciemu zatamaniu si¢ danej
monowarstwy.

W obecnos$ci czasteczek chitozanu w subfazie oméwiony wczesniej trend zmian
parametréw charakteryzujacych izotermy m — A od sktadu monowarstw jest zachowany,
przy czym wszystkie otrzymane izotermy m — A badanych monowarstw sg przesunigte
w kierunku wigkszych powierzchni przypadajacych na czasteczke. Wartos¢ A, wyznaczona
dla monowarstwy CsA jest wigksza o 52,2 A2 w poréwnaniu z wartoscia okreslona dla tej
monowarstwy na subfazie AA (Tabela 5). Dla monowarstw DOPC i LG warto$ci parametru
A, sarowniez wieksze, odpowiednio 0 4,2 A%i 5,9 A% W przypadku monowarstwy DOPC-

CsA 0,50 warto$¢ Ay (A, = 446,6 A?) miesci si¢ pomiedzy wartosciami A, dla monowarstw
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DOPC i CsA (Agpopc =127,3 A% i Ay csq =463,7 A%). Przesuniecie izoterm m— A
w kierunku wigkszych powierzchni moze wskazywa¢ na penetracj¢ monowarstwy przez
czasteczki chitozanu. W zwigzku z tym odleglo§¢ miedzy czasteczkami tworzacymi
monowarstwe zwigksza si¢, a tym samym ostabiaja si¢ oddziatywania pomigdzy nimi [230].
Podobne zachowanie si¢ monowarstw lipidéw oraz kwasoéw ttluszczowych otrzymanych na
subfazie chitozanowej opisali inni autorzy [232, 233]. Ponadto moze to rowniez swiadczy¢
0 silniejszych oddziatywaniach miedzy czasteczkami Ch a sktadnikami monowarstwy.

W przypadku ci$nien powierzchniowych odpowiadajacych zalamaniu monowarstw
jednosktadnikowych uzyskano niewiele wicksze wartosci w obecnosci Ch, za wyjatkiem
LG, gdzie m, jest mniejsze o0 1,2 A%, Wyzsze wartosci 7, sugeruja, ze monowarstwy
utworzone na subfazie Ch sa bardziej stabilne niz na AA. Powierzchnia A, wyznaczona dla
monowarstwy DOPC-CsA-LG 0,25 wynosi 289,7 A? i wraz ze wzrostem ilosci LG maleje
do wartosci 104,7 A2 przy y, = 0,75. W przeciwiefistwie do A, . nieznacznie wzrasta o
1,9mN m? wraz ze wzrostem zawartosci LG w monowarstwie od 0,25 do 0,75
(odpowiednio r, = 22,7 mN m™ oraz . = 24,6 mN m) [230].

Powyzsze zalezno$ci wskazuja, ze chitozan w najwigkszym stopniu zmienia
wlasciwosci monowarstwy CsA oraz DOPC-CsA 0,50 [230]. Wptyw chitozanu na
zachowanie monowarstwy CsA przedstawiono schematycznie na Rysunku 21. Czasteczki
Ch powoduja rozluznienie monowarstwy CsA poprzez zwigkszenie odlegtosci miedzy
czasteczkami 1 ostabienie oddzialywan przyciggajacych CsA-CsA. Znaczny udzial w tym
procesie biorg oddziatywania Ch z CsA poprzez mostki wodorowe i/lub sity
elektrostatyczne [229]. Ponadto obecno$¢ czasteczek Ch moze wplywaé na zmiany
konformacji  polipeptydu. W przypadku DOPC-CsA wystgpowanie oddzialywan
odpychajacych  pomiedzy czasteczkami oraz obecno$¢ wolnych  przestrzeni
spowodowanych niedopasowaniem ksztattu czasteczek dodatkowo sprzyjaja penetracji
monowarstwy przez czasteczki chitozanu. Natomiast, w grupie monowarstw
trojsktadnikowych najstabszy wplyw chitozanu obserwuje si¢ dla monowarstwy
DOPC-CsA-LG 0,50. LG moze wypelnia¢ wolne przestrzenie dzialajac jako facznik
pomiedzy czasteczkami DOPC i1 CsA, zmieniajagc w ten sposob charakter oddziatywan.
W zwigzku z tym czasteczki polisacharydu nie mogg penetrowa¢ monowarstwy w tak
duzym stopniu, jak wnikaja do monowarstwy DOPC-CsA 0,50. Tworzenie bardziej

zwartych filméw moze by¢ korzystne w aspekcie ich przenoszenia na nosnik staty.
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Rysunek 21 Schematyczne utozenie czgsteczek CsA w monowarstwie jednosktadnikowej (a) na subfazie A4 w
przypadku braku czgsteczek Ch (b) lub w ich obecnosci, jak rowniez mozliwe oddzialywania pomiedzy
czgsteczkami Ch-CsA.

Dodatkowo, w ramach dysertacji okreslono przebieg izoterm mw—A dla
monowarstwy CsA na subfazie AA i Ch w temperaturze 37°C (Rysunek 22), ktéra
odpowiada warunkom panujagcym w organizmie ludzkim. Stwierdzono, ze w wyzszej
temperaturze izotermy monowarstw CsA sg przesunigte w kierunku mniejszych
powierzchni, a warto$¢ cisnienia zatamania ulega obnizeniu [229]. Ponadto izotermy sg
bardziej nachylone, co moze wskazywa¢ na zwigkszong elastyczno§¢ monowarstwy.
Natomiast w obecno$ci chitozanu obserwuje si¢ wzrost powierzchni przypadajacej na
czasteczke, co §wiadczy o wnikaniu polisacharydu pomiedzy czasteczki CsA, ale efekt jest

mniejszy niz w temperaturze 20°C.
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Rysunek 22 Izotermy cisnienia powierzchniowego w funkcji powierzchni przypadajgcej na czgsteczke
(m — A) oraz wartosci modutu Scisliwosci (C;) w funkcji cisnienia powierzchniowego wyznaczone dla

monowarstwy CsA otrzymanej na subfazach AA oraz Ch w temperaturze 20°C i 37°C.

Przebieg izoterm m — A wskazuje, ze wszystkie badane monowarstwy znajdujg si¢

w fazie cieklej w calym zakresie ci$nienia powierzchniowego. Nie obserwuje si¢ plateau
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typowego dla przej$cia fazowego pierwszego rzedu ciecz rozprezona-ciecz skondensowana
(LE-LC). Te obserwacje dodatkowo potwierdzaja wartoSci modutu Scisliwosci, ktore
zostaly opisane w nastgpnym rozdziale. Faza ciekla filméw pozwala na zachowanie
wlasciwosci zblizonych do blon biologicznych, w tym naturalnej ptynnosci, ktora zapewnia
ich prawidtowe funkcjonowanie. Moze to przelozy¢ si¢ bezposrednio na wzrost

biokompatybilnosci pokrycia.

12.2. Modul scisliwosci

Kolejny cel czastkowy pracy doktorskiej obejmowat okreslenie stanu fizycznego, w jakim
wystepuja badane monowarstwy w zaleznosci od ich sktadu i/lub obecnosci czasteczek
chitozanu w cieklej fazie no$nej. Aby go osiagna¢ obliczono wartosci modutu $cisliwosci
(C;1) korzystajac z Rownania 2.

Na Rysunkach 19 i 20 pokazano wartoéci C; * uzyskane dla badanych monowarstw
w funkcji ci$nienia powierzchniowego oraz zaznaczono zakresy wystepowania danego
stanu fizycznego zgodnie z kryterium Daviesa and Rideala [160]. Dla przejrzystoSci
w Tabelach 6 i 7 zestawiono warto$ci modutu $cisliwosci przy wybranych ci$nieniach
powierzchniowych. Maksymalne wartosci C;! odpowiadaja monowarstwie najbardzie;
upakowanej. Na ich podstawie mozna stwierdzi¢, ze wszystkie monowarstwy znajduja si¢
w stanie ciektym rozpr¢zonym (LE) lub posrednim pomigdzy ciekltym rozprezonym
a skondensowanym (LE-LC). Wigkszo$¢ badanych monowarstw nie wystepuje w stanie
cieklym skondensowanym (LC), gdyz warto$ci C; ! nie przekraczaja 100 mN m™ (Tabele 6i 7)
za wyjatkiem filméw DOPC i LG otrzymanych na subfazach AA i1 Ch. Wykazuja one
wartosci modutu odpowiednie dla fazy LC przy wysokich wartosciach ci$nienia
powierzchniowego (36-38 mN m™).

W zakresie ci$nien powierzchniowych 5-15mNm™, w grupie monowarstw
jednosktadnikowych na subfazie wodnej, CsA charakteryzuje si¢ najwyzszymi warto$ciami
C; ' (47,2-66,4 mN m™). Natomiast, dla monowarstw DOPC oraz LG wartosci te sg nizsze
i wynoszg odpowiednio od 32,8 do 49,0 mN m oraz od 24,4 do 34,2 mN m™ [231]. Na tej
podstawie mozna wnioskowac, ze CsA tworzy bardziej upakowane, a wigc mniej elastyczne
monowarstwy, co koreluje z najnizszg wartos$cig ci$nienia zatamania uzyskang dla tej
monowarstwy. Obserwacje t¢ mozna wytlumaczy¢ tworzeniem wewnatrzczasteczkowych
wigzan wodorowych, dzigki obecnosci w strukturze CsA grup amidowych, co przyczynia

si¢ do sztywnosci szkieletu cyklicznego [124, 234].
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Tabela 6 Wartosci modutu Scisliwosci C3' wyznaczone przy cisnieniu powierzchniowym 5, 10 Ilub
15 mN m? oraz wartos¢ maksymalna z odpowiadajgcym jej cisnieniem powierzchniowym, Cipais/m dla

badanych monowarstw otrzymanych na granicy faz woda/powietrze.

m (MN m) 5 10 15 Citaks/™™
Monowarstwa C;! (MmN m™) dla monowarstw dwuskladnikowych
DOPC 32,8+0,4 47,94+2,8 49,0+1,7 85,1+0,8/30
DOPC-CsA 0,25 32,6+1,4 46,8+0,4 63,8+2,4 74,3+0,7/15
DOPC-CsA 0,50 36,5+0,9 52,6£1,0 36,2+1,9 52,6£1,0/10
DOPC-CsA 0,75 33,1+0,7 38,1+1,2 32,5+0,4 40,0+0,4/10
CsA 47,2+1,4 66,4+1,6 58,4+0,9 69,3+1,5/11

C;1 (MmN m™) dla monowarstw tréjskladnikowych

DOPC-CsA-LG 0,25 32,6+1,9 41,4+1,9 48,0+1.,4 68,3+1,8/16
DOPC-CsA-LG 0,50 31,8+1,2 45242,1 50,2+0,5 51,8+1,1/12
DOPC-CsA-LG 0,75 35,6+0,9 41,4+1.4 34,3+0,8 65,4+2,4/4

LG 24,4+1,0 30,4+0,9 34,2+0,4 65,1+1,2/26

Wsrdéd badanych monowarstw najluzniej upakowana jest monowarstwa LG. Warto
wspomnie¢, ze LG (Rysunek 6) jest polifenolem posiadajacym trzy grupy hydroksylowe
zdolne do tworzenia miedzyczasteczkowej sieci wigzan wodorowych. Ponadto czasteczki
LG zawieraja pierScienie aromatyczne, ktore umozliwiaja wystgpowanie oddzialywan
mi¢dzyczasteczkowych typu m —  [235]. Moga one wywota¢ uporzadkowanie dalekiego
zasiegu w obszarze grup funkcyjnych, gdzie przypuszczalnie jeden pierscien arylowy moze
oddzialywaé z czterema sgsiednimi pier§cieniami arylowymi poprzez oddziatywania typu
krawedz do frontu (z ang. edge-to-face) [236]. Niemniej jednak stosunkowo duze polarne
grupy pirogalolowe moga prowokowa¢ nachylenie tancuchéw hydrofobowych, aby
skompensowa¢ niedopasowanie przestrzenne tych dwéch fragmentow. W zwigzku z tym
fancuchy moga by¢ nachylone w stosunku do powierzchni subfazy warunkujac
oddziatywania Lifshitza-van der Waalsa oraz powodujac wzrost elastycznos$ci
monowarstwy. Z kolei w strukturze fosfolipidu DOPC znajduja si¢ wigzania nienasycone
z podstawnikami utozonymi w konfiguracji cis, ktére powoduja rozluZnienie w upakowaniu
fancuchdéw 1 powstawanie struktury o stopniu skondensowania posrednim pomigdzy
monowarstwami jednosktadnikowymi CsA i LG [231].

Ze wzgledu na fakt, ze wszystkie monowarstwy jednosktadnikowe na subfazie

wodnej znajdujg si¢ w fazie LE, monowarstwy mieszane rdwniez zachowuja ten sam stan
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fizyczny, pomimo zréznicowanego stopnia upakowania wyrazonego roznymi warto§ciami
modutu $cisliwosci (Tabela 6). Dla monowarstw mieszanych DOPC-CsA wartoéci Cy?
wahaja si¢ od 32,5 do 63,8 mN m™*. Najwyzsza wartos¢ (C;* = 63,8 mN m™) uzyskano dla
dwusktadnikowej monowarstwy DOPC-CsA 0,25 przy cisnieniu powierzchniowym
rownym 15 mN m™. Ponadto modut $cisliwosci monowarstw trojsktadnikowych osiaga
nizsze wartosci w poroéwnaniu z dwuskladnikowymi. W zwigzku z tym mozna stwierdzi¢,
ze pomimo wzrostu liczby sktadnikow tworzacych monowarstwe ich $cisle okreslony
stosunek molowy moze przyczyni¢ si¢ do osiggnigcia filmu o strukturze charakteryzujace;j
si¢ mniejszg elastyczno$cia z powodu specyficznego utozenia czgsteczek oraz ich
wzajemnych oddziatywan [231].

Monowarstwa DOPC-CSA-LG 0,50 na wodzie w zakresie ci$nien 5-15 mN m?
wykazuje najwyzsza warto$¢ modutu $cisliwoéci (€51 =50,2mNm? n=15mN m?)
spos$rod monowarstw trojsktadnikowych. Wyzsze wartosci C; 1 wskazujg na zwigkszone
upakowanie czasteczek w stosunku do pozostatych monowarstw, co $wiadczy o silniejszych
oddziatywaniach przyciagajacych migdzy nimi. Optymalna organizacja czasteczkowa moze
przektadac sie na wigkszg stabilnos$¢ filmow istotng przy ich przenoszeniu na podtoze state
oraz w aspekcie ich pdzniejszych zastosowan. Stabilno$¢ moze ulec dalszemu wzmocnieniu
W obecnosci chitozanu.

Na Rysunku 20 umieszczono zaleznosci modutu Scisliwosci od cisnienia
powierzchniowego C;1 = f () dla monowarstw uzyskanych na subfazie AA oraz Ch.
Dodatkowo w Tabeli 7 zestawiono wartosci C; * dla wybranych ci$nien powierzchniowych
rownych 5, 10, 15 mN m™ oraz jego warto$ci maksymalne (Cs, 1 wks) Z odpowiadajacym .
Jak mozna zauwazy¢ monowarstwy DOPC  (Cimakspopc = 111,9mNm?) iLG
(Comars.c = 107,4 mN m™) sa bardziej sztywne niz CsA (C; haks.csa = 56,2 MmN m™). Brak
minimum przy zerowym ci$nieniu powierzchniowym na wykresie C; ! = f (1) $wiadczy
0 braku przejscia fazowego LE-LC. Dla monowarstw mieszanych (DOPC-CsA 0,50; DOPC-
CsA-LG 0,25; 0,501 0,75) obserwuje si¢ gwattowny spadek wartosci modutu przy cisnieniu
powierzchniowym odpowiadajacym zalamaniu sie monowarstwy CsA (20-25 mN m?,
Rysunek 20 oraz Tabela 7). Moze to by¢ spowodowane usuwaniem czasteczek CsA lub fazy
wzbogaconej w CsA z monowarstw wielosktadnikowych.

Biorac pod uwage wartosci modulu S$cisliwosci w  zakresie ci$nien
powierzchniowych od 5 do 15 mN m™ dla grupy monowarstw jednosktadnikowych na

subfazie AA, LG charakteryzuje si¢ najmniejszymi wartosciami C; ! mieszczacymi sie
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w przedziale 27,6-47,0 MmN m™. Niewatpliwie jest to zwiazane z oméwiona powyzej
strukturg tego zwigzku, ktéra utrudnia tworzenie gegsto upakowanej monowarstwy. Z kolei,
jednoskladnikowe = monowarstwy  CsA  (26,0<C;'<49,9mNm?) i DOPC
(34,5<C;1<61,9 mN m™) sg bardziej upakowane [230]. W przypadku cyklosporyny moze
to by¢ spowodowane jej sztywnym szkieletem cyklicznym (Rysunek 4), w ktérym moga
tworzy¢ si¢ wigzania wewnatrzczasteczkowe [124]. Biorac pod uwage budowg DOPC,
mozna przypuszczaé, ze podczas kompresji tancuchy tworza bardziej zwartg strukturg
monowarstwy niz LG. Jednakze, obecno$¢ wigzania nienasyconego w tancuchach
hydrofobowych utozonych w konfiguracji CiS rowniez utrudnia uzyskanie wysokiego

stopnia skondensowania.

Tabela 7 Wartosci modutu Scisliwosci C;' wyznaczone przy cisnieniu powierzchniowym 5, 10 lub
15 MmN m? oraz wartosé¢ maksymalna z odpowiadajgcym jej cisnieniem powierzchniowym, C;T}laks/rr dla

badanych monowarstw otrzymanych na granicy faz AA/powietrze oraz Ch/powietrze.

C;1 (MmN m?)
 (MN m?) 5 10 15 smaks!T
Subfaza AA
DOPC 34,5+1,2 47,8+0,9 61,9+1,3 111,9+0,5/36
CsA 26,0+1,3 44,0+1,1 49,9+0,5 50,6+0,2/13
DOPC-CsA 0,50 25,3+1,3 51,1+1,3 51,4+1,5 56,2+1,0/12
DOPC-CsA-LG 0,25 29,8+1,6 49,8+0,9 51,3+1,2 54,24+0,3/14
DOPC-CsA-LG 0,50 35,0+£1,0 50,1%0,7 54,9+0,7 56,9+0,4/13
DOPC-CsA-LG 0,75 33,9+0,4 41,7+0,5 47,7+1,4 50,7+0,9/18
LG 27,6£0,6 35,2+0,4 47,0+0,5 107,4+0,9/38
Subfaza Ch
DOPC 37,0+1,3 51,8+1,1 63,4+1,2 113,8+0,8/36
CsA 27,1+1,7 43,1+0,4 48,6+0,7 49,3+0,8/14
DOPC-CsA 0,50 27,7+1,7 50,2+1,4 53,94+0,7 57,4+0,4/13
DOPC-CsA-LG 0,25 30,5+1,8 47,9+1,0 52,2+0,6 54,4+0,3/13
DOPC-CsA-LG 0,50 34,8+1,4 50,1+£0,7 54,5+0,4 55,7+0,4/14
DOPC-CsA-LG 0,75 35,3+1,2 45,1+0,5 52,3+0,4 52,8+0,4/17
LG 28,8+0,5 36,1+0,2 46,6+1,2 96,8+1,0/36

Wartosci modutu $cisliwosci, zarowno w zakresie ci$nien 5-15 mN m?, jak i maksymalne

smalks » Obliczone dla wszystkich monowarstw mieszanych na subfazie AA i Ch mieszcza
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si¢ w granicach wartosci uzyskanych dla monowarstw pojedynczych sktadnikow. Jednak
w przypadku monowarstwy DOPC-CsA 0,50 otrzymanej na AA warto$¢ modutu $cisliwosci
przy T=5mN m? jest nieznacznie mniejsza niz dla monowarstwy CsA, co moze by¢
efektem odpychajacego charakteru oddziatywan miedzy czasteczkami DOPC i CsA.
Ponadto czasteczki nie s3 dopasowane pod wzgledem ksztaltu. DOPC przybiera forme
odwroconego $cietego stozka, a ksztatt czasteczki CsA najlepiej opisa¢ za pomocg okregu

(Rysunek 23).

Rysunek 23 Schematyczne ufozenie czgsteczek DOPC, CsA, LG i Ch na powierzchni migdzyfazowej
Z uwzglednieniem ich potencjalnego ksztaltu (DOPC-odwrocony Scigty stozek, CsA-okrqg, LG-stozek).

Opracowanie wlasne.

Takie niedopasowanie ksztattu czasteczek przejawia si¢ obecno$cig wolnych
przestrzeni. Dlatego monowarstwy sg luzno upakowane w fazie cieklej. Trzeci sktadnik -
LG (czasteczka w ksztalcie stozka) po wprowadzeniu moze pethi¢ funkcje tacznika
pomiedzy czasteczkami DOPC i1 CsA (Rysunek 23) wypelniajac przestrzen i powodujac
wzrost wartoéci C; 1. Obecnos¢ LG w monowarstwie DOPC-CsA-LG 0,50 na subfazie AA
skutkuje najwigkszg warto$cig Cg; 1 ks =56,9 MmN m? wskazujac jednocze$nie na najscislejsze
upakowanie czgsteczek wérod badanych monowarstw wielosktadnikowych [230].

W przypadku monowarstwy DOPC-CsA 0,50, obecno$¢ czasteczek Ch w subfazie
powoduje jej rozluznienie w poroéwnaniu z monowarstwami jednosktadnikowymi, ale
jednoczesnie prowadzi do $cislejszego upakowania monowarstw trojsktadnikowych DOPC-
CsA-LG (Rysunek 20 i Tabela 7). Najwigksza warto$¢ modutu $ci§liwosci uzyskano dla
monowarstwy mieszanej DOPC-CsA-LG 0,50 (C; ks = 55,7 MmN m™). Natomiast, gdy

iloé¢ LG w monowarstwie wzrasta, zmiany w wartosci C; ! sg bardzo mate [230].
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Wartosci modulu $cisliwosci dla monowarstwy CsA w temperaturze 37°C
(Rysunek 22) zarowno dla subfazy AA (Cipaxs =416mNm?), jak i Ch
(Csmars = 46,3 MmN m™) sa mniejsze w odniesieniu do temperatury 20°C, gdyz wraz ze
wzrostem temperatury ro$nie nieuporzadkowanie monowarstwy. Jest to zwigzane ze
zmianami konformacji czasteczek CsA 1 wzrostem elastycznos$ci tancuchow Ch. W wyzszej
temperaturze zmniejsza si¢ rozpuszczalno§¢ CsA w wodzie na skutek tworzenia
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych [127, 128]. Dlatego czasteczki przyjmujg
bardziej zwartg konformacj¢ zamknieta i wykazuja mniejsza zdolnos¢ do tworzenia
migdzyczasteczkowych wigzan wodorowych z Ch, a dominujaca rolg zaczynaja odgrywac
stabsze oddzialywania hydrofobowe. Dzi¢ki temu zachodzi wnikanie czasteczek Ch
pomiedzy CsA, co z jednej strony przejawia si¢ w zwiekszeniu powierzchni przypadajacej
na czasteczke w monowarstwie polipeptydu, a z drugiej strony powoduje wzrost sztywnosci
filmu uwidocznionej w wigkszej wartosci modulu $cisliwosci dla uktadu CsA/Ch
w poréwnaniu do CsA/AA w 37°C (Rysunek 22). Otrzymane zaleznos$ci dobrze rokuja
w aspekcie uwalniania CsA z filmu chitozanu, poniewaz oddziatywania hydrofobowe petnia
znaczacg rolg w transporcie biernym tego leku [128].

Oddziatywanie chitozanu z czasteczkami sktadnikéw monowarstw znaczgco
wptywa na ich organizacj¢, m.in. nachylenie ugrupowan polarnych i1 tancuchow
weglowodorowych, co moze sprzyja¢ silniejszym wzajemnym oddziatywaniom,
mieszalno$ci sktadnikow 1 stabilnosci [230]. Najwigksze zmiany w upakowaniu
monowarstw w obecnosci czgsteczek chitozanu odnotowano dla monowarstw DOPC 1 LG.
Swiadczy to o najsilniejszych oddziatywaniach pomiedzy czasteczkami tworzacymi filmy
a Ch. Z kolei w przypadku monowarstwy CsA obecnos¢ Ch w fazie cieklej powoduje
obnizenie jej upakowania w 20°C, a wzrost temperatury ostabia ten proces. Sposrod
monowarstw mieszanych znaczacy wzrost warto$ci Cy yqrs Uzyskano dla DOPC-CsA 0,50.
Prawdopodobnie jest to zwigzane z wypelnianiem przez chitozan wolnych przestrzeni
wynikajacych z niedopasowania strukturalnego czgsteczek DOPC i CsA. Z kolei w grupie
monowarstw trojsktadnikowych Ch spowodowal nieznaczny wzrost upakowania filmu
DOPC-CsA-LG 0,50.

W celu potwierdzenia wplywu Ch na wtasciwosci fizykochemiczne w dalszej czgsci
badan wchodzacych w sktad dysertacji przeprowadzono analize jako$ciowa oraz ilosciowg

oddziatywan opartg na wyznaczeniu funkcji termodynamicznych.
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12.3. Analiza termodynamiczna mieszalnosci skladnikow

Jak wczesniej wspomniano, monowarstwy DOPC 1 LG zatamuja si¢ przy wyzszych
warto$ciach ci$nienia powierzchniowego niz monowarstwa CsA (Rysunki 19 i 20 oraz
Tabele 4 i 5). W oparciu 0 wartoéci ci$nienia zalamania monowarstw mozna uzyskaé
wstepne informacje na temat mieszalnosci sktadnikéw. Niezalezne wartosci i, monowarstw
mieszanych, ktore pojawiaja si¢ przy takim samym ci$nieniu powierzchniowym, co
zalamanie monowarstw jednosktadnikowych, wskazujg na niemieszalno$¢ komponentow
oraz ich tendencj¢ do separacji faz, przy czym skladnik o nizszym cis$nieniu
powierzchniowym zalamania jest usuwany z monowarstwy. Natomiast, gdy sktadniki sa
czgsciowo mieszalne moga tworzy¢ domeny wzbogacone w jeden lub drugi sktadnik. Po
osiggnieciu ci$nienia powierzchniowego odpowiadajacego zatamaniu si¢ monowarstwy
CsA, domeny o zwigkszonej zawartosci CsA w monowarstwach mieszanych roéwniez
ulegaja zalamaniu. Inng mozliwoscig jest to, ze sktadniki moga miesza¢ si¢ i oddziatywaé
ponizej pierwszego cisnienia zalamania, a dopiero powyzej tego cisnienia stajg si¢
niemieszalne i czasteczki CsA sg usuwane z monowarstwy [164, 231].

Dlatego tez, aby osiggna¢ nastepny cel czastkowy doktoratu, ktorym byto okreslenie
rodzaju 1 wielkosci oddziatywan pomigdzy CsA a DOPC i/lub LG przy cis$nieniach
powierzchniowych ponizej warto$ci cisnienia pierwszego zatamania, dokonano dalszej
analizy w oparciu o $rednig powierzchni¢ czasteczkowa w mieszanych monowarstwach
dwu- (A;,) lub trojsktadnikowych (A;,3), nadmiarowa powierzchni¢ (4.), nadmiarowg
energic Gibbsa (AG,) oraz catkowita energi¢ mieszania Gibbsa (AG,,) zgodnie
z Réwnaniami 3-10. Ich ujemne odchylenia od stanu idealnego $wiadcza o oddziatywaniach
przyciagajacych miedzy czasteczkami, ktoére prowadza do wzrostu stabilnosci
monowarstwy, natomiast odchylenia dodatnie mogg wskazywac¢ na odpychanie 1 zwigzang
z nim czg$ciowg mieszalno$¢ lub calkowitg separacje faz w monowarstwie [158, 164].
Analize przeprowadzono dla ci$nien powierzchniowych ponizej ci$nienia zatamania
monowarstwy CsA w celu zapewnienia obecnosci w niej wszystkich trzech sktadnikow
(t=5,10,15 mN m?).

Analiza termodynamiczna oddziatywan w aspekcie jakosciowym dowodzi, ze
pomiegdzy czasteczkami monowarstw DOPC-CsA dominuja oddziatywania odpychajace,
zwlaszcza przy wysokiej zawartoSci CsA, na co wskazuja dodatnie wartosci A,

(Rysunek 24).
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Rysunek 24 Powierzchnia nadmiarowa (A,) w funkcji sktadu monowarstw otrzymanych na subfazie wodnej.

Wielkos¢ tych oddzialywan wzrasta wraz ze wzrostem ci$nienia powierzchniowego
osiagajac maksimum AG, = 0,8 kJ mol™ dla y¢s4 = 0,75 przy = = 15 mN m (Rysunek 25).
Obecno$¢ dwoch maksimow oddzielonych minimum zarowno w przebiegu A,, jak i AG,
w funkcji sktadu monowarstwy moze $wiadczy¢ o powstawaniu domen bogatych w jeden
lub drugi sktadnik, co ujawnia czgsciowa mieszalnos¢ zwiazkow [231, 237, 238]. Ponadto
catkowita energia mieszania Gibbsa, AG,,, przyjmuje warto$ci ujemne (min. AG,, ~ —(0,8-
1,8) kJ mol™) dla wszystkich monowarstw dwusktadnikowych, co potwierdza ich stabilno$é
termodynamiczng (Rysunek 26). Z uwagi na fakt, iz w grupie monowarstw mieszanych
DOPC-CsA najsilniejsze oddziatywania przyciagajace wystepuja w monowarstwie DOPC-
CsA o stosunku molowym 1:1 (y = 0,50) (Rysunki 25 i 26), monowarstwy trojsktadnikowe
analizowano w odniesieniu do tej monowarstwy. Zbadano wplyw réznych ilosci trzeciego
sktadnika (LG) na zmiany oddziatywan oraz ogdlng stabilno§¢ monowarstw DOPC-CsA-LG.

Dodanie LG jako trzeciego sktadnika monowarstwy mieszanej DOPC-CsA-LG
powoduje zmiang warto$ci zarowno A,, jak i AG,, z dodatnich na ujemne (Rysunki 24 i 25).
Wynik ten wskazuje na wigkszg mieszalno$¢ sktadnikéw ze wzgledu na pojawienie si¢
oddziatywan przyciagajacych miedzy czasteczkami, ktorych wielko$¢ wzrasta wraz ze
wzrostem ci$nienia powierzchniowego, osiagajac maksimum (AG, = —0,8 kJ mol™) dla

X = 0,50 przy m = 15 mN m™,
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Rysunek 25 Energia nadmiarowa Gibbsa (AG,) w funkcji skiadu monowarstw otrzymanych na subfazie

wodnej.

Ponadto wartosci AG,,, wyznaczone dla monowarstw trdjsktadnikowych §wiadcza

0 wzroscie ich stabilno$ci po dodaniu LG (Rysunek 26). Wartosci AG,, staja si¢ bardziej
ujemne wraz ze wzrostem ci$nienia powierzchniowego (AG,, =—2.6 kI mol' przy
7 =15 mN m™). Natomiast dla monowarstw DOPC-CsA tendencja jest odwrotna, tj. mniej

ujemne wartosci AG,,, a tym samym mniejszg stabilno$¢, uzyskuje si¢ wraz ze wzrostem

ci$nienia powierzchniowego (AG,, = —1,5 k mol™ przy = = 15 mN m™) [231].
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Rysunek 26 Catkowita energia mieszania Gibbsa (AG,,) w funkcji skiadu monowarstw otrzymanych na

subfazie wodnej.

W monowarstwach mieszanych DOPC-CsA-LG, zarowno DOPC, jak i CsA, ze
wzgledu na dominacj¢ oddziatywan odpychajacych, moga wystepowaé w postaci wolne;j,
co utatwia ich oddziatywanie z czasteczkami LG. LG ma powinowactwo do obu zwigzkow,

dlatego mozna oczekiwa¢, ze bedzie wchodzi¢ w oddzialywania konkurencyjne
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z obydwoma (DOPC i1 CsA). Dodatkowo w wyniku odpychania pomiedzy czasteczkami
DOPC i CsA, monowarstwa moze zawieraé wolne przestrzenie, ktore mogg zostac
wypetnione przez czasteczki LG. W ten sposob LG staje si¢ lacznikiem migdzy
czasteczkami fosfolipidu i cyklosporyny A. Poza tym, w wyniku wzrostu upakowania
podczas sprezania, CsA przyjmuje bardziej pionowg orientacjg, co sprzyja oddziatywaniom
mi¢dzy czasteczkami poprzez wigzania wodorowe i sity Lifshitza-van der Waalsa. Jurak
I wspot. dowiedli, ze w monowarstwach DOPC-LG polarne grupy pirogalolowe LG
znajduja si¢ w poblizu wigzan nienasyconych tancuchow oleinowych DOPC [195]. Wynika
to z przeciwutleniajagcych wlasciwosci LG. Podsumowujgc, oddzialywania CsA z DOPC
zalezg od obecnosci LG i zmieniajg si¢ wraz z jego zawartoScig w monowarstwach
mieszanych.

Po zmianie subfazy wodnej na kwas octowy, najmniejszg wartos¢, zarowno A,, jak
I AG, uzyskano dla filmu DOPC-CsA-LG 0,50. Jak mozna zauwazy¢ na Rysunku 27
minimum powierzchni nadmiarowej wystepuje przy ci$nieniu powierzchniowym réwnym
5mNm? (6,1 A2czast.™?), a dla energii nadmiarowej Gibbsa przy m=15mN m?
(-1,4 kI mol?, Rysunek 28). Wraz ze wzrostem zawartosci LG w monowarstwach
mieszanych obserwuje si¢ zmiany A, oraz AG,. Najstabsze oddziatywania przyciggajace
uwidaczniajag si¢ w monowarstwie, w ktorej utamek molowy LG wynosi 0,75
(AG, =-0,7kImol’t, m=5mN m?). Dodatkowo ujemne wartosci catkowitej energii
mieszania Gibbsa (AG,,) obliczone dla monowarstw mieszanych potwierdzaja ich stabilno$¢
termodynamiczng. Najmniejszg wartos¢ AG,, uzyskano dla monowarstwy DOPC-CsA-
LG 0,50 (Rysunek 29). Ponadto wraz ze wzrostem ci$nienia powierzchniowego wartosci

AG,, staja si¢ coraz bardziej ujemne, co $wiadczy o wzro$cie stabilnosci monowarstw [230].
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Rysunek 27 Powierzchnia nadmiarowa (4,) przypadajgca na czgsteczke w funkcji sktadu monowarstw

otrzymanych na subfazach AA i Ch.

Obliczone wartosci AG, wskazuja, ze dodatek kwasu octowego do cieklej fazy
nosnej wzmacnia oddzialywania przyciagajace w monowarstwach DOPC-CsA-LG
W poréwnaniu do subfazy wodnej (Rysunek 28) [230, 231]. Najwigksza zmiang
zarejestrowano dla DOPC-CSA-LG 0,25 przy cisnieniu powierzchniowym rownym
15 mN m™. Ponadto zawarto$¢ LG w monowarstwach wptywa zaréwno na mieszalnosé jej
sktadnikow, jak 1 stabilno$¢ termodynamiczng. Najwicksza stabilnos$cig charakteryzuje sie
monowarstwa DOPC-CsA-LG 0,50. Wprowadzenie czgsteczek kwasu octowego do fazy
no$nej nie zmienia charakteru oddziatywan pomigdzy czasteczkami tworzacymi

monowarstwe, ale powoduje ich wzmocnienie.
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Rysunek 28 Energia nadmiarowa Gibbsa (AG,) w funkcji sktadu monowarstw otrzymanych na subfazach AA i Ch.

Wprowadzenie czasteczek chitozanu do subfazy wptywa na wielko$¢ oddzialywan

wystepujacych pomiedzy czasteczkami DOPC, CsA i LG (Rysunek 28). Maksymalna
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warto§¢ AG, obliczona dla DOPC-CSA-LG 0,75 (n=5mN m?™) jest bardziej ujemna
0 okoto 0,3 ki mol! w poréwnaniu do analogicznej monowarstwy na subfazie AA.
Minimum na krzywych przedstawiajgcych zalezno$¢ AG, otrzymano dla monowarstwy
DOPC-CsA-LG 0,50 (2,3 kJ mol, = = 15 mN m™). Obecnosé czasteczek chitozanu takze
obniza warto$ci AG,, (staja si¢ bardziej ujemne) w poréwnaniu do obliczonych dla
monowarstw na granicy faz AA/powietrze (Rysunek 29). W tym przypadku minimalng warto$¢
uzyskano réwniez dla monowarstwy DOPC-CsA-LG 0,50 (—4,0 kI mol™, 7 = 15 mN m?). Ta

warto$¢ AG,, $wiadczy o najwigkszej stabilnoSci tej monowarstwy [230].
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Rysunek 29 Catkowita energia mieszania Gibbsa (AG,,) w funkcji skiadu monowarstw otrzymanych na
subfazach AA i Ch.

Jak wykazano powyzej, obecnos¢ LG w monowarstwach DOPC-CsA-LG wplywa
na mieszalno$¢ sktadnikow. Ponadto roznice w strukturze badanych zwigzkéw determinuja
wartosci  AG,,. W efekcie oddziatywan DOPC-LG konformacja tancuchéw
weglowodorowych fosfolipidu moze ulec zmianie. Dzigki temu sg mozliwe silniejsze
oddziatywania z pozostalymi sktadnikami tworzacymi monowarstwe [230]. Podobne
zalezno$ci podali Drabik i wspotl. [239]. Jak zostalo wezes$niej wspomniane grupy polarne
LG lokalizujg si¢ w poblizu nienasyconych wigzan w tancuchach acylowych fosfolipidu, co
wynika z wlasciwosci przeciwutleniajacych galusanu [195]. W zwigzku z tym mozna
stwierdzi¢, ze LG odgrywa wazng role w uporzadkowaniu czasteczek DOPC
w monowarstwie. Podobne wtasciwosci zostaly opisane przez innych naukowcow dla
roznorodnych fosfolipidow i cholesterolu [239]. Ponadto obecno$¢ czasteczek CsA
w monowarstwie takze wplywa na zmian¢ konformacji tancuchéw acylowych DOPC,
ich 1w efekcie zmieniajac oddzialtywania

zmniejszajac uporzadkowanie
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mi¢dzyczasteczkowe [230]. Wiedmann i wspot. przedstawili analogiczny mechanizm
oddziatywan CsA z fosfolipidem DPPC [240].

Zalezno$¢ migdzy uporzadkowaniem monowarstw a iloScia CsA potwierdzaja
réwniez wartosci modutu Scisliwosci (Tabele 6 1 7). Dla monowarstw mieszanych (dwu-
i trojsktadnikowych) zawierajacych ten polipeptyd otrzymanych na subfazie wodnej
wartosci C; ! sg mniejsze niz dla CsA (Rysunki 19 i 20). Ponadto otrzymane wyniki
dowodza, ze chitozan obecny w cieklej fazie no$nej poprawia mieszalno$¢ sktadnikow
monowarstw oraz ich stabilnos¢ [230]. Mozna wiec przypuszczaé, ze w wyniku
oddziatywan dodatnio naladowanych grup aminowych polisacharydu z czgsteczkami DOPC
tworza si¢ kompleksy. Tworzenie tego typu komplekséw migdzy chitozanem a fosfolipidem
1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfoglicerolem (DPPG) stwierdzili takze inni badacze [241].
Potwierdzeniem oddziatywan pomigedzy DOPC i1 Ch sg wyzsze wartosci A, w pordwnaniu
z warto$ciami uzyskanymi dla monowarstw na subfazie wodnej [231] oraz AA (Tabele 6
i 7, [230]). Ekspansja monowarstw ma miejsce w obecnosci czasteczek chitozanu, ktdra jest
zwigzana ze zmiang organizacji czasteczkowej [230]. Podobne zachowanie monowarstw na
subfazie chitozanowej opublikowali Wydro i wspot. [232]. Co wigcej, w zwigzku
z mozliwymi oddzialywaniami DOPC-Ch moze doj$¢ do utraty czasteczek fosfolipidu
zZ granicy faz do ciektej fazy nosnej [230]. Wystepowanie takiego zjawiska odnotowali takze
inni naukowcy badajac czasteczki 1,2-distearoilo-sn-glicero-3-fosfoglicerolu (DSPG) lub
kwasu 1,2-distearoilo-sn-glicero-3-fosfatydowego (DSPA) [233]. Ponadto mozliwe jest
formowanie kompleksow Ch-lipid na granicy faz ciecz/powietrze w wyniku oddziatywan
hydrofobowych oraz elektrostatycznych migdzy czasteczkami.

Za tworzenie si¢ struktur ztozonych LG z chitozanem odpowiada zaréwno struktura
chemiczna zwiazku, jak i dlugo$¢ tancucha weglowodorowego. Pomimo, ze w warunkach
eksperymentu LG nie posiada tadunku, obecno$¢ grup hydroksylowych sprzyja
oddziatywaniom z chitozanem poprzez wigzania wodorowe [230]. W efekcie moga
powstawacé trwate struktury, podobnie jak opisano w literaturze dla uktadu chitozanu
z niejonowym s$rodkiem powierzchniowo czynnym [242].

Obecnos¢ czasteczek chitozanu powoduje rozluznienie monowarstwy LG, podobnie
jak DOPC, na skutek oddziatywan poprzez wigzania wodorowe i sity Lifshitza-van der
Waalsa (fancuchy LG i szkielet chitozanu) [230]. Swiadczy o tym obnizenie warto$ci
Csmaks W stosunku do wartosci uzyskanej dla monowarstwy na subfazie AA. Przemiana

fazowa G-LE zachodzi przy wigkszych powierzchniach przypadajacych na czasteczke
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(parametr A,) w stosunku do monowarstwy na subfazie niezawierajgcej czasteczek Ch
(Rysunek 20 i Tabela 5).

W badaniach przedstawionych w dysertacji po wprowadzeniu chitozanu do ciektej
fazy no$nej, monowarstwa CsA ulega ekspansji (rozszerzeniu). Parametr A, jest wyzszy
w obecnos$ci czgsteczek Ch (Tabela 5). Maksymalna wartos¢ modutu $cisliwosci maleje
w stosunku do warto$ci uzyskanej dla monowarstwy na subfazie wodnej 1 AA.
Przedstawione zalezno$ci potwierdzajg istnienie oddzialywan miedzy CsA 1 Ch, ktore
pomimo hydrofobowego charakteru CsA moga zachodzi¢ pomigdzy jej grupami
amidowymi a grupami polarnymi chitozanu. W artykule [132] naukowcy opisali silng
asocjacj¢ czasteczek CsA dzigki takim oddziatywaniom. Uzyskane wyniki potwierdzaja
mozliwo$¢ uzyskania systemu kontrolowanego uwalniania tego leku, co jest jednym z celow
doktoratu.

Mozna réwniez stwierdzié, ze obecno$¢ chitozanu w subfazie wzmacnia
oddziatywania przyciagajace migdzy czasteczkami DOPC, CsA i LG, prowadzac do
utworzenia stabilnych monowarstw. Swiadcza o tym ujemne wartoéci powierzchni
nadmiarowej oraz nadmiarowej i catkowitej energii mieszania Gibbsa (Rysunki 27-29).
Wsréd monowarstw  trojsktadnikowych najwigkszg stabilnoscig termodynamiczng
charakteryzuje si¢ monowarstwa DOPC-CsSA-LG 0,50. Na podstawie omoéwionych
wynikow badan mozna wnioskowaé, ze monowarstwy trojsktadnikowe moga by¢
Z powodzeniem przenoszone na nosnik staty w celu utworzenia powtoki biokompatybilne;.
Ze wzgledu na sktad moze ona pehni¢ nie tylko funkcj¢ ochronng dla powierzchni polimeru,
ale takze zapewni¢ mozliwo$¢ uwalniania leku oraz zabezpieczy¢ przed szkodliwymi

efektami ubocznymi jego dziatania.
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12.4. Morfologia monowarstw

Kolejnym krokiem badawczym doktoratu byto wykonanie zdje¢ morfologii monowarstw
jedno- (DOPC, CsA, LG), dwu- (DOPC-CsA 0,50) oraz trojsktadnikowych (DOPC-CsA-
LG x.¢c =0,25; 0,50; 0,75) przy zastosowaniu mikroskopu kata Brewstera. Eksperyment
miat na celu potwierdzenie mieszalnosci zwigzkéw tworzacych monowarstwy
wielosktadnikowe. Rysunek 30 przedstawia wybrane obrazy uzyskane przy
7 =10 mN m™ na subfazach wodnej, AA i Ch. Dla badanych monowarstw otrzymanych na
wszystkich subfazach podczas kompresji nie zaobserwowano domen w szerokim zakresie
warto$ci ci$nienia powierzchniowego. Przy niskim ci$nieniu powierzchniowym
(~1 mN m*) zauwazalne s3 jedynie niewielkie domeny fazy LE otoczone przez domeny
fazy G, ktore zanikaja podczas dalszego Sciskania, oraz niewielkie agregaty po zatamaniu
si¢ monowarstw [173, 230]. Potwierdza to tworzenie monowarstw homogenicznych
I pozostaje w zgodzie z mieszalno$ciag sktadnikow okreslona poprzez ujemne wartosci
nadmiarowej oraz catkowitej energii mieszania Gibbsa (Rysunki 25, 26, 28, 29).

Co zaskakujace, nawet w przypadku filmu DOPC-CsA, gdzie stwierdzono
odpychajacy charakter oddziatywan miedzy czasteczkami (Rysunek 30), nie obserwuje si¢
zadnych heterogenicznosci, ktore moglyby wskazywac na cze$ciowa mieszalnos¢é. Moze to

by¢ zwigzane ze zbyt niskg rozdzielczoscig mikroskopu.
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woda

DOPC C=aA DOPC-C=A 0,50

200 pm

DOPC-CsA-LG 0,25 DOPC-C:ALG 050 DOPC-C:A-LG 0,75

200 pm

AA

C=aA DOPCC=A 0,50

DOPC-C=A-LG 0,25 DOPC-C:A-LG 050 DOPC-C:A-LG 0,75

CaA DOPCC=A 0,50

200 pm

DOPC-C:A-LG 0,25 DOPC-C:ALG 050 DOPC-C:A-LG 0,75

200 pm

Rysunek 30 Obrazy BAM otrzymane dla badanych monowarstw na granicy faz ciecz/powietrze przy cisnieniu

powierzchniowym réwnym 10 mN m™,
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12.5. lzotermy AV — A oraz zaleznoS$ci u, — A

Kolejnym do zrealizowania celem czastkowym doktoratu byto okreslenie zmian potencjatu
powierzchniowego monowarstw w funkcji powierzchni przypadajacej na czasteczke. Jak
zostalo wspomniane wczesniej wszystkie badane monowarstwy wystepuja w fazie ciektej
(Tabele 6 1 7). Ich potencjat powierzchniowy $cisle zalezy od sktadnikow, ktore je tworza
oraz ich stosunkow molowych, a takze od rodzaju subfazy (Rysunki 31-33) [230, 231]. Gdy
monowarstwa jest poddana sprezaniu, potencjal powierzchniowy zmienia si¢ (4V)
z powodu zmian orientacji grup polarnych i/lub niepolarnych wywotanych zmianami
ci$nienia powierzchniowego. Wartos¢ AV zaczyna rosng¢ w obszarze zwigzanym
Z tworzeniem si¢ sieci wigzan wodorowych migdzy wodg a polarnymi grupami czasteczek
tworzacych monowarstwe [166].

Dla wszystkich monowarstw nachylenie krzywej AV zmienia si¢ wraz ze
zmniejszaniem si¢ pola powierzchni subfazy, co $wiadczy o zmianach w orientacji
czasteczek. Dlatego takze utozenie grup potencjatotwoérczych ulega zmianie w taki sposob,
ze moga by¢ bardziej wyeksponowane lub tez ustawione pod katem do powierzchni
migdzyfazowej albo nawet ukryte przez grupy innych czasteczek. Przy niskim ci$nieniu
powierzchniowym, czyli przy duzej powierzchni przypadajacej na czasteczke, potencjat
przyjmuje wartosci minimalne odpowiadajace utozeniu czasteczek w fazie gazowej (G).
Niektore charakterystyczne przegiecia wystepuja w obszarach bliskich Ay, ujawniajgc
przejscie fazowe z gazu do cieczy rozprezonej (G-LE) spowodowane zmianami ggstosci
monowarstwy, gdy orientacja tancuchow weglowodorowych staje si¢ bardziej pionowa
w stosunku do powierzchni. Nastgpnie w miar¢ zmniejszania si¢ powierzchni potencjat
ros$nie liniowo, az do osiggnigcia warto$ci maksymalnej, ktora odpowiada maksymalnemu
upakowaniu monowarstwy (Cy mars) [230, 231].

Dodatkowo przeksztatcenie danych AV — A na p, — A wedlug Réwnania 12
uwydatnia maksimum w wartosciach momentu dipolowego, ktore odpowiada przejsciu
fazowemu G-LE. Nastgpnie u, maleje podczas kompresji, gdy monowarstwy znajduja si¢
w fazie cieczy rozprezonej (Rysunki 32 i1 33). Ten spadek jest jeszcze ostrzejszy, gdy
monowarstwy zawierajg CsA. Jedynie w przypadku LG p, stopniowo ro$nie az do
zalamania si¢ monowarstwy. Rysunek 31 przedstawia zestawienie zalezno$ci m — A,
AV — A, u, —A oraz C;' dla monowarstwy DOPC otrzymanej na granicy faz
AA/powietrze. Analogiczne wykresy dla pozostatych monowarstw mozna znalezé

w pracach [230, 231].
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Rysunek 31 Zaleznosci cisnienia powierzchniowego, &, zmian potencjatu powierzchniowego, AV, pozornego
momentu dipolowego, u,, oraz modutu scisliwosci, C51, w funkcji powierzchni przypadajgcej na czqgsteczke,

A, dla monowarstwy DOPC otrzymanej na subfazie AA.

Wartosci pozornego momentu dipolowego zaleza Scisle od sktadu monowarstwy
(Rysunki 32 i 33). Dla monowarstw DOPC-CsA otrzymanych na subfazie wodnej, i, rosnie
wraz ze wzrostem ilosci CsA (Rysunek 32). Z kolei obecnos¢ LG w monowarstwach
DOPC-CsA-LG utworzonych na granicy faz ciecz/powietrze powoduje spadek pu,.
Powyzsze zmiany wskazuja na zalezno$¢ wartos$ci p, od potencjatu dodawanego sktadnika.
DOPC i CsA wykazuja dodatnie wartosci potencjatu powierzchniowego. Natomiast LG
przyjmuje ujemne warto$ci przy niskim stopniu skompresowania monowarstwy (przy
duzych powierzchniach przypadajacych na czasteczke) oraz wartosci dodatnie przy
wysokiej kompresji. Stanowi to dowdd na wystepowanie silnych oddziatywan tego zwigzku
z czasteczkami subfazy i/lub kompensacji momentow dipolowych w wyniku specyficznego
ulozenia czgsteczek [230]. Ponadto potencjat powierzchniowy filmu DOPC-CsA-LG 0,75
otrzymanego na AA i Ch takze wykazuje wartosci mniejsze od zera. Jednak minimalne
warto$ci potencjalu powierzchniowego w obecnosci Ch w cieklej fazie nosnej sa wigksze
niz dla AA (Rysunek 33).

Jak wspomniano wczesniej, zaleznoSci u, — A posiadajag maksima przypisane
przejsciu fazowemu G-LE (Rysunki 32 i 33), ktorych polozenie zalezy od sktadu
monowarstwy. Zgodnie zizotermami w — A, maksima przesuwajg si¢ w Kierunku
wiekszych lub mniejszych powierzchni wraz ze wzrostem utamka molowego odpowiednio

CsA lub LG w uktadach dwu- lub trojsktadnikowych.
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Na uwage zastuguje fakt, ze czasteczki DOPC, LG i CsA mozna traktowac jako
uktad wielu dipoli, z ktérych kazdy zawiera sktadowa prostopadlta do granicy faz
ciecz/powietrze, co przyczynia si¢ do powstawania sit elektrostatycznych o wigkszym
zasiggu. W przypadku monowarstwy DOPC gléwny udziat w kreowaniu potencjatu
powierzchniowego oraz momentu dipolowego biorg dipole grup karbonylowych

(> C = 0) zlokalizowane w tancuchu acylowym C18 [243, 244].

DOPC-CsA
5001 —— DOPC 2,0r
—— DOPC-CsA 0,25
400k ——— DOPC-CsA 0,50 15
. ——DOPC-CsA 0,75 i
S CsA =~
300}
£ = 10t
Z 200} =
100} 05
0 - : . . 0,0 . . . . . . .
0 75 150 225 300 375 450 525 0 75 150 225 300 375 450 525
A (R czast.”") A (B czast™)

Rysunek 32 Izotermy zmian potencjaiu powierzchniowego (AV) oraz zaleznosci pozornego momentu
dipolowego (u,) W funkcji powierzchni przypadajgcej na czgsteczke (A) dla monowarstw DOPC-CsA

otrzymanych na subfazie wodne;j.

Przejscie fazowe G-LE ujawnia si¢ poprzez przegigcie na izotermach AV — Aipu, — A
(Rysunek 31). Po przej$ciu G-LE potencjal powierzchniowy ro$nie w sposob ciagly wraz ze
wzrostem cisnienia na skutek wzrostu gestosci czasteczkowej, natomiast pozorny moment
dipolowy maleje w wyniku reorganizacji w rejonie ugrupowan polarnych [230, 231].
Podobne zaleznosci podali takze inni naukowcy [243]. W przypadku monowarstwy LG
przejsciu fazowemu towarzyszy gwattowna zmiana potencjatu i momentu dipolowego, po
ktorej nastepuje stopniowy wzrost gestosci fazy rozprezonej, az do zatamania si¢
monowarstwy. To przejscie mozna przypisa¢ zmianom w potozeniu grup >C =0
przy nasyconym lancuchu weglowodorowym C12, a takze reorientacji pierScienia
aromatycznego z grupami hydroksylowymi (—OH) do pozycji bardziej pionowej wzgledem
powierzchni miedzyfazowej ciecz/powietrze, przy czym grupy hydroksylowe sa zanurzone

w fazie nos$nej [185].
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Rysunek 33 Izotermy zmian potencjatu powierzchniowego (AV) oraz zaleznosci pozornego momentu
dipolowego (u,) W funkcji powierzchni przypadajgcej na czgsteczke (A) dla monowarstw otrzymanych na
subfazach wodnej, AA i Ch.

Jak wykazano powyzej, podczas gdy DOPC ma dodatni potencjat powierzchniowy,
LG wykazuje warto$ci ujemne przy duzych, a dodatnie przy matych powierzchniach
przypadajacych na czasteczke. Rozne znaki w wartosciach potencjatu powierzchniowego
wskazujg na przeciwny kierunek sit w polu elektrycznym [244]. Polaryzacja grup
karbonylowych w ugrupowaniu fosfocholinowym DOPC wnosi wktad do potencjatu
powierzchniowego. Natomiast inne grupy funkcyjne polarnej czgsci PC majg mniejsze
znaczenie, poniewaz sg zanurzone w wodzie, a w wyniku tego sa silniej ekranowane ze
wzgledu na jej wysoka stalg dielektryczng i przewodnictwo [244]. W zwigzku z tym grupy
>(C =0 2znajdujace si¢ w obszarze ftancucha hydrofobowego sa grupami

potencjatotworczymi. Ujmujac bardziej precyzyjne, dipole > C = 0 zmieniaja swoje
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nachylenie wzgledem granicy faz ciecz/powietrze podczas procesu kompresji wplywajac na
zmiany momentéw dipolowych grup pozostatych czasteczek. W konsekwencji nastgpuje
depolaryzacja monowarstwy.

Ponadto zarowno DOPC, jak i LG s3 zwigzkami o charakterze amfifilowym, ktérych
czasteczki zawierajg odpowiednio dwa nienasycone tancuchy weglowodorowe C18 lub
jeden nasycony tancuch weglowodorowy C12. Podczas kompresji symetrycznej tancuchy
te orientuja si¢ bardziej pionowo w stosunku do powierzchni migdzyfazowej, co wpltywa na
potencjat powierzchniowy, ale jednocze$nie powoduje zmiany orientacji grup
karbonylowych. W przypadku czasteczki CsA liczne wigzania peptydowe tworzg swoistg
sie¢ dipoli. Gdy czagsteczka CsA lezy na powierzchni wody warto$¢ pozornego momentu
dipolowego oraz zdolno§¢ do tworzenia wigzan wodorowych rosng w wyniku
zréznicowania fadunku na atomie azotu (czastkowy tadunek dodatni) oraz tlenu (czastkowy
fadunek ujemny). W trakcie procesu kompresji czasteczki zmieniajg swoja orientacje i/lub
konformacje, tak ze momenty dipolowe sa sukcesywnie kompensowane. W konsekwencji
obserwuje si¢ mniej lub bardziej liniowy spadek pozornego momentu dipolowego
monowarstwy wraz ze wzrostem cisnienia spowodowany reorientacjg grup determinujacych
potencjat [230, 231]. Analogiczne zalezno$ci mozna odnalez¢ w pracy innych naukowcow
[166]. Kolejng przyczyna tego spadku moga by¢ otaczajace dipole wody, ktore sg zdolne do
ekranowania sit pochodzacych od ugrupowan polarnych [244]. T¢ samg interpretacje mozna
zastosowac¢ do mieszanin, w ktorych dodatkowo oddziatywania migedzy czasteczkami moga
roéwniez wptywac na zmiany pozornego momentu dipolowego monowarstwy.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze trend zmian potencjatu
powierzchniowego oraz pozornego momentu dipolowego badanych monowarstw jest
zachowany dla zastosowanych subfaz o réznym sktadzie. Obecno$¢ czasteczek Ch
powoduje wzrost wartosci AV oraz pu,. Takie zachowanie potwierdza wystepowanie
oddziatywan pomiedzy czasteczkami tworzacymi monowarstwy a fazg nosng. W efekcie
czego zmienia si¢ utozenie czasteczek, a wigc 1 grup potencjalotworczych podczas procesu
sprezania. Powyzsze rezultaty moga by¢ pomocne w lepszym zrozumieniu oddziatywan,
jakie zachodza w zlozonych ukladach biologicznych oraz pomiedzy powierzchnig
biomateriatu a otaczajagcym $rodowiskiem w aspekcie uwalniania 1 transportu leku przez

btony biologiczne. Szczegotowy mechanizm oddzialywan opisano w nastepnym rozdziale.
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12.6. Mechanizm oddzialywan czgsteczek monowarstwy i cieklej fazy
nosnej

Bazujac na danych literaturowych oraz przeprowadzonych w ramach doktoratu

eksperymentach  podjeto  probe przedstawienia prawdopodobnego mechanizmu

oddziatywan miedzy czasteczkami tworzagcymi monowarstwy mieszane DOPC-CsSA-LG

oraz sktadnikami subfazy, co stanowito kolejny cel gtowny dysertacji.

Jak wczesniej wspomniano zmiany potencjatu powierzchniowego i pozornego
momentu dipolowego w monowarstwach sg $cisle zwigzane ze strukturg czasteczek i statg
dielektryczng danej subfazy. W przypadku DOPC grupami potencjatotworczymi sa grupy
karbonylowe (> C = 0) w obszarze tancucha acylowego C18. Polaryzacja tych grup
| reorganizacja w obrebie czeSci polarnych czasteczek wptywaja na wartosci AV iy, [243, 244].
W przypadku LG zmiany potencjatu powierzchniowego i momentu dipolowego sg zwigzane
z orientacjg fragmentow polarnych (pierscienia z grupami funkcyjnymi —OH) do pozycji
bardziej pionowej w stosunku do ptaszczyzny subfazy. CsA, jako cykliczny polipeptyd
ztozony z 11 aminokwaséw, posiada wiele grup peptydowych O = C — N bedacych
dipolami. Z drugiej strony, slabo rozpuszcza si¢ w wodzie. Lipofilowy charakter
cyklosporyny jest determinowany poprzez metylacje grup aminokwasowych
(7 N-metylowanych) [124, 234].

W monowarstwie znajdujacej si¢ w fazie gazowej (G), czasteczki CsA lezg plasko
na powierzchni fazy nosnej, 1 tworzg wigzania wodorowe z jej czasteczkami. W trakcie
kompresji, gdy powierzchnia przypadajaca na czasteczke ulega zmniejszeniu, CsA zmienia
swoja orientacje 1/lub konformacje, czemu towarzyszy kompensacja momentéw dipolowych
[230, 231]. Zmiany te prowadza rowniez do zmian w polozeniu grup —N — H, ktore jak
podali Oliveira i Bonardi majg silny wptyw na fluktuacje momentu dipolowego [245].

W celu przeniknigcia przez blong biologiczng czasteczki CsA wykazuja zdolno$¢ do
zmiany konformacji [246], ktora zalezy od statej dielektrycznej osrodka [127]. Na przyktad
za konformacj¢ dominujacg w Srodowisku niepolarnym, takim jak chloroform odpowiadaja
wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe stabilizujgce  strukturge drugorzedowa.
Natomiast w rozpuszczalnikach polarnych czasteczka eksponuje grupy o wyzszym
powinowactwie do czasteczek wody, zdolne do tworzenia z nig wigzan wodorowych, tracac
struktur¢ drugorzedowa (Rysunek 34, [124]). Kwas octowy o0 niewielkim stezeniu 0,1%
zastosowany w badaniach jako subfaza zachowuje si¢ podobnie do wody i wykazuje

wzgledna stalg dielektryczng praktycznie rowng wodzie (e =79,99, T =25°C [247]).
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Dlatego dipole wody, ktore odgrywaja tu kluczowg role, moga ekranowac¢ sity pochodzace
od grup polarnych zanurzonych w cieklej fazie nosnej [244]. W zwigzku z tym zmiany
potencjatu powierzchniowego oraz momentu dipolowego uzyskane na subfazie wodnej oraz
AA sa zblizone [230, 231].

SRODOWISKO NIEPOLARNE SRODOWISKO POLARNE

KONFORMACJA ZAMKNIETA KONFORMACJA OTWARTA

Rysunek 34 Konformacje czgsteczki CsA: ,,zamknigta” w Ssrodowisku niepolarnym oraz , otwarta”

W otoczeniu polarnym. Opracowanie wlasne na podstawie [128].

Zdolno$¢ do zmiany konformacji CsA oznacza, ze moze ona zachodzi¢ dynamicznie
podczas przechodzenia czasteczek miedzy $rodowiskami o wysokiej i niskiej statej
dielektrycznej [127, 128, 248]. Jest to zwigzane z mozliwo$cig tworzenia wewnatrz- lub
miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych. W wodzie i na granicy faz woda/membrana
CsA wystepuje w optymalnej, tak zwanej ,,otwarte]” konformacji (Rysunek 34)
charakteryzujacej si¢ najnizsza energia solwatacji. Wtedy czasteczka CsA przyjmuje ksztatt
okregu i moze tworzy¢ tylko jedno wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe [248] lub
nie tworzy ich w ogole [128]. Dlatego pozostate grupy amidowe czasteczek CsA moga
swobodnie oddziatywa¢ z woda poprzez migdzyczasteczkowe wigzania wodorowe. W tego
typu oddziatywania zaangazowana jest rowniez grupa —OH najbardziej elastycznej czgsci
CsA, czyli aminokwasu (4R)-4-[(E)-butenylo]-4,N-dimetylo-L-treoniny (MeBmt-1) [223].

Natomiast, w srodowisku hydrofobowym o niskiej statej dielektrycznej, takim jak
tancuchy weglowodorowe (DOPC i/lub LG), zaktada sig, ze czasteczka CsA ma strukture
krystaliczng [249, 250]. Co wigcej, aminokwas MeBmt-1 jest eksponowany ponad pozostata
czgscig czasteczki CsA, 1 moze penetrowa¢ btone w glagb [223]. Dlatego tez
w monowarstwach mieszanych (DOPC-CsA i/lub DOPC-CsA-LG) tak zwana konformacja
»zamknigta” czasteczki CsA jest konformacja preferowana energetycznie w rdzeniu

hydrofobowym btony biologicznej, ktora stabilizuja trzy lub cztery wewnatrzczasteczkowe
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wigzania wodorowe (Rysunek 34) [127, 128, 248]. Zatem przejscie czgsteczki CsA
w konformacje¢ ,,zamknieta” skutkuje zmniejszeniem efektywnej powierzchni polarnej
CsA [246].

Mozna przypuszczac, ze przed kompresja monowarstwy CsA, jej cykliczny pierscien
aminokwasowy lezy w plaszczyznie powierzchni wody z hydrofobowymi tancuchami
bocznymi wystajacymi w strone powietrza. Taki stan odpowiada konformacji ,,otwartej”,
w ktorej grupy —OH, > C = O i > N — H uczestniczg w tworzeniu wigzan wodorowych
zarowno z czasteczkami wody, jak i grupami polarnymi innych czasteczek. Podczas
sprezania monowarstwy pierscienie zblizaja si¢ do siebie, tworzac sztywna monowarstwe,
na co wskazuje zwigkszony modut Scisliwosci (Rysunek 19, Tabela 6 [231]). Podobne
zalezno$ci zostaty zaobserwowane przez innych naukowcow [251]. Sztywnos¢ monowarstwy
jest zwigzana z wystepowaniem silnych wigzan cis-amidowych i wodorowych w pierscieniu
aminokwasowym, podczas gdy tancuchy boczne sg elastyczne [249]. Jednoczesnie pierscienie
moga zmienia¢ swoja orientacje z roéwnoleglej na bardziej pionowg w stosunku do
powierzchni miedzyfazowej. Zachowanie to objawia si¢ wzrostem potencjatu
powierzchniowego przy jednoczesnym spadku pozornego momentu dipolowego
(Rysunek 32) [231]. Co ciekawe, spadek ten jest jeszcze ostrzejszy, gdy plateau potencjatu
powierzchniowego pojawia si¢ w obszarze zalamania monowarstwy.

W celu potwierdzenia zmiany orientacji czasteczek CsA oszacowano kat ich
nachylenia wzgledem granicy faz woda/powietrze [231]. W zwigzku z tym wyznaczono
powierzchni¢ graniczng Ay, poprzez ekstrapolacje liniowego fragmentu izotermy m — A,
ktora jest rowna 260,9 A? i wieksza niz warto$¢ przekroju poprzecznego dla piercienia
czasteczki utozonego pionowo w stosunku do powierzchni (182 A2 [252]), ale mniejsza niz
powierzchnia przypadajagca na czgsteczke znajdujacg si¢ w orientacji plaskiej
(374 A? zaktadajac, ze powierzchnia CsA przypomina ksztattem koto). Biorac pod uwage
wskazane powyzej warto$ci pola powierzchni w danym utozeniu, $redni kat nachylenia
czasteczki CsA wzgledem plaszczyzny powierzchni mozna oszacowac na okoto 50° [231].

Powyzsze procesy stanowig podstawe dyskusji dotyczacej zachowania sig
czasteczek CsA na granicy faz ciecz/powietrze i jej adaptacji w monowarstwach DOPC i/lub
LG, w tym oddziatywan pomiedzy sktadnikami tworzacymi monowarstwe, jak réwniez
wchodzacymi w sktad cieklej fazy nosne;.

W obecnosci DOPC i/lub LG (monowarstwy mieszane), w trakcie procesu

kompresji, pojawiaja si¢ oddziatywania migdzyczasteczkowe poprzez wigzania wodorowe
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miedzy grupami amidowymi pierscienia i/lub grupami hydroksylowymi CsA a atomami
tlenu lipidu (bedacymi akceptorami wodoru) i/lub grupami —OH w strukturze LG
(bedacymi donorami wodoru). W takim przypadku korzystna jest struktura ,,otwarta” CsA.
Zatem potozenie grup cholinowych DOPC i pirogalolowych LG moze by¢ zaburzone przez
czasteczki CsA na granicy faz woda/powietrze w monowarstwach mieszanych [223].
Zupehlie inne zachowanie ma miejsce, gdy podczas kompresji czasteczka CsA ulega
zmianie orientacji. Lancuchy weglowodorowe DOPC i/lub LG stanowig $rodowisko
hydrofobowe (co odpowiada srodowisku o niskiej statej dielektrycznej) dla CsA, sprzyjajac
zmianie konformacji CsA z,otwartej” na ,zamknigta”. Wowczas grupy polarne
polipeptydu sg zaangazowane w wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe, podczas gdy
reszty hydrofobowe oddziatuja z obszarem tancuchéw weglowodorowych poprzez
oddziatywania hydrofobowe. Zaré6wno zmiany konformacji, jak i orientacji czasteczek
tworzacych monowarstwy oraz ich wzajemne oddziatywania wplywaja na przebieg izoterm
m—A, AV — Aoraz u, — A [231].

Charakterystycznymi cechami izoterm AV — A i zaleznosci u, — A sg przegiecia
wystepujace przy powierzchniach odpowiadajacych poczatkowi przejscia fazowego G-LE,
na co wskazuja niemal poziome, poczatkowe odcinki izoterm w — A. Specyficzne przegigcie
izoterm AV — A odpowiada maksymalnemu pozornemu momentowi dipolowemu
(Rysunek 32). Wznoszacg si¢ gataz wykresu, ktora obrazuje wzrost momentu dipolowego,
mozna przypisa¢ procesowi zajmowania bardziej pionowej pozycji przez czasteczki. Efekt
ten jest prawdopodobnie zwigzany ze wzmocniong wzajemng polaryzacja dipoli, gdy
monowarstwa staje si¢ bardziej upakowana, a takze z powodu reorganizacji strukturalnej
w obszarze grup polarnych. Dalsza kompresja powoduje stopniowa depolaryzacje
monowarstwy, co przedstawia opadajaca gataz wykresu [230, 231].

Gdy stosunek molowy sktadnikéw monowarstwy DOPC-CsA-LG wynosi 1:1:2
(x1c =0,50), zwickszona zawartos¢ LG moze spowodowac lepsze dopasowanie czasteczek
w monowarstwie, w ktorej DOPC i CsA moga by¢ przedzielone czasteczkami LG, jak
pokazano na Rysunku 35. Ten schematyczny model wizualizuje mozliwy rozktad
czasteczek w najbardziej upakowanym stanie monowarstwy DOPC-CSA-LG 1:1:2, ponizej
jej ci$nienia zalamania [231]. Optymalna konformacje¢ kazdej pojedynczej czasteczki
symulowano przy uzyciu programu Spartan. Nalezy jednak podkresli¢, ze poszczegdlne
konformacje odpowiadajag wolnym czasteczkom, a nie ich mieszaninie, i stuza jedynie do

zobrazowania utozenia czasteczek w monowarstwie mieszanej.
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wigzanie wodorowe

Rysunek 35 Mozliwe ufozenie czgsteczek tworzqcych monowarstwe mieszang DOPC-CSA-LG 1:1:2

W najbardziej upakowanym stanie na subfazie wodnej. Sity LW to oddziatywania Lifshitza-van der Waalsa.

Powyzszy model ilustruje wystgpowanie migdzy skladnikami wewnatrz-
I miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych oraz sit Lifshitza-van der Waalsa (LW,
wtym Londona, Keesoma i Debye'a), ktére determinuja wilasciwos$ci monowarstwy.
W czasteczce DOPC, atomy tlenu, ktore moga by¢ akceptorami wodoru znajdujg si¢
w grupie fosforanowej (—OPO3) i dwoch grupach karbonylowych (> C = 0). Natomiast
donorowe grupy hydroksylowe w LG, wykazuja powinowactwo do grup karbonylowych
DOPC [195]. Dlatego tez grupa polarna LG preferuje lokalizacj¢ w poblizu obszaru
hydrofobowego monowarstwy, woéwczas lancuchy weglowodorowe LG znajduja sig
w strefie tancuchow nienasyconych DOPC. W $rodowisku tancuchow weglowodorowych
CsA preferencyjnie wystepuje w konformacji zamknigtej z wewnatrzczasteczkowymi
wigzaniami wodorowymi, oddziatujagc z DOPC i LG glownie sitami LW [231].

Ze wzgledu na liofilowos¢, CsA moze lokalizowa¢ si¢ we wnetrzu btony DOPC
zaburzajac region tancuchow acylowych, ktore znajduja si¢ blisko grup polarnych [223, 253].
Ponadto ten sam obszar DOPC moze by¢ zajety przez czasteczki LG. W zwigzku z tym
dochodzi do rywalizacji o te same miejsca wigzania, co jednoczesnie ogranicza elastyczno$é
tancuchow acylowych DOPC w wyniku zmniejszonej swobody konformacyjnej [223, 254].
Taki proces ulatwia wzajemne oddziatywania, w rezultacie prowadzac do wzrostu
stabilnoéci (bardziej ujemna energia Gibbsa, Rysunki 25 i 26, [231]). Przy innych
proporcjach sktadnikow tworzacych monowarstwe nie uzyskuje si¢ tak silnych oddziatywan
przyciagajacych, przypuszczalnie ze wzgledu na brak optymalnego dopasowania

przestrzennego czasteczek oddzialujacych ze soba. Moze to utrudniaé specyficzne
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oddzialywania mi¢dzy nimi, a nawet prowadzi¢ do rozdzielenia faz. Ten mechanizm jest
prawdopodobny dla monowarstw mieszanych wykazujacych dodatnie wartos$ci
nadmiarowej energii mieszania Gibbsa (Rysunek 25).

Ze wzgledu na powinowactwo LG do DOPC jego wiaczenie do monowarstwy
powoduje zmniejszenie wolnej objetosci w monowarstwie dwusktadnikowej DOPC-CsA,
atym samym zwickszenie gestosci upakowania wyrazonej przez C; ! [231]. W zwigzku
z tym dostep CsA do grup karbonylowych DOPC zostaje utrudniony i prawdopodobnie
czasteczki CsA uktadajg sie rownolegle wzdtuz dtugiej osi czasteczek LG i/lub DOPC [240].
Specyficzne oddziatywania DOPC-CsA mogg przejawiac si¢ jako zmiany orientacji i/lub
konformacji wywolane wzrostem cisnienia powierzchniowego, ktéore dodatkowo sg
wrazliwe na zawarto$¢ LG, przyczyniajac si¢ w ten sposob do stabilnosci membrany.

Mechanizm stabilizacji monowarstwy DOPC-CsA przez LG mozna réwniez wigzaé
z aktywnos$cig przeciwutleniajaca galusanu laurylu. LG oddziatuje preferencyjnie
z fosfolipidami nienasyconymi i lokuje si¢ blizej wigzan podwdjnych, tj. LG jest glebiej
zanurzony w monowarstwie DOPC w kierunku powietrza, tak ze jego grupa pirogalolowa
(PG) znajduje si¢ w poblizu grup estrowych DOPC, podczas gdy tancuchy laurylowe
przyjmuja lokalizacj¢ posrod tancuchow oleinowych (Rysunek 35). W zwiazku z tym grupy
karbonylowe DOPC i ogolnie obszar fancucha acylowego sag mniej wrazliwe na obecnos¢
CsA, ktorej zdolno$¢ do przyjmowania zamknigtej konformacji wzrasta. CsA jest w stanie
penetrowac rdzen hydrofobowy 1 oddzialywac z tancuchami weglowodorowymi czasteczek
DOPC i LG, gtéwnie przez sity Lifshitza-van der Waalsa (Rysunek 35), ostaniajac swoje
grupy polarne przed srodowiskiem niepolarnym, poprzez wewnatrzczasteczkowe wigzania
wodorowe. Z aplikacyjnego punktu widzenia proces ten wydaje si¢ by¢ korzystny dla
oddzialywan btona komorkowa/lek [246]. LG raczej nie penetruje obszaru
weglowodorowego, ale bedac na granicy faz woda/lipid, w poblizu nienasyconych wigzan
DOPC, zapewnia barier¢ ochronng przed utlenianiem ze wzgledu na ograniczenie dostepu
wolnych rodnikow do monowarstwy.

Dodatek chitozanu do fazy nosnej zmienia znaczaco jej statg dielektryczng. Bonardd
I wspot. podali, ze zastosowanie chitozanu o niskiej masie czasteczkowej skutkowato
uzyskaniem wartosci statej dielektrycznej (€) rownej 5,5 (T =25°C [255]). Zmiana ta
zwigzana jest z obecnoscig licznych grup —NHF i —OH w strukturze chitozanu, ktore
poprzez wigzania N-acetylowe moga tworzy¢ wigzania wodorowe z czasteczkami ciektej

fazy no$nej [256]. Rysunek 36 przedstawia mozliwe oddziatywania wystepujace pomiedzy
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czasteczkami tworzagcymi monowarstwe DOPC-CSA-LG 1:1:2 oraz czgsteczkami Ch
obecnymi w subfazie. Przy niskich warto$ciach ci$nienia powierzchniowego czasteczki Ch
moga penetrowa¢ monowarstwe, co wptywa na zmiane oddzialywan wewnatrz filmu.
Skutkuje to przesunigciem izoterm m — A W kierunku wigkszych warto$ci powierzchni
przypadajacych na czasteczke (Rysunek 20). Ponadto w wyniku oddzialywan pomigdzy
czasteczkami Ch a polarng czescig DOPC mozliwe jest gromadzenie si¢ chitozanu ponizej
polarnego regionu czgsteczek fosfolipidu w monowarstwie i/lub tworzenie komplekséw Ch-
DOPC, poprzez oddzialywania migdzy polarng grupg fosfocholinowg a natadowanymi grupami
chitozanu. Analogiczny mechanizm zostat przedstawiony przez Camarg i wspot. [257] oraz
Pavinatto i wspot. [258], ktorzy badali fosfolipidy o podobnej budowie do DOPC, réznigce sie
miedzy innymi dtugoscia tancucha lub jego nasyceniem.

W zwigzku z tym, ze LG ma budowe amfifilowa (polarna grupa pirogalolowa:
pierscien benzenowy z grupami —OH 1 niepolarny tancuch we¢glowodorowy) moze
wchodzi¢ w oddziatywania z chitozanem w wyniku tworzenia wigzan wodorowych
pomigdzy grupami —OH i chitozanowymi —NHj oraz oddziatywania dyspersyjne poprzez
fancuch hydrofobowy (Rysunek 36). Dzieki takim oddzialywaniom monowarstwa moze by¢
bardziej stabilna. Analogiczne zalezno$ci oddziatywan pomigdzy czasteczkami Ch
a cholesterolu, ktory posiada podobng budowe amfifilows jak LG opisali inni naukowcy [259].

W przypadku polipeptydu CsA oddzialywania pomiedzy jej czasteczkami a Ch moga
zachodzi¢ poprzez wigzania wodorowe, oddzialywania hydrofobowe i/lub elektrostatyczne.
Oddziatywania dyspersyjne moga wystepowa¢ pomiedzy hydrofobowym szkieletem Ch
a tancuchami weglowodorowymi CsA w wyniku oddziatywan Lifshitza- van der Waalsa [229].
W efekcie takich oddzialywan mozliwe jest utworzenie komplekséw 1 stabilizacja
monowarstwy. Jak podali De Campos i wspot. dzigki takim oddziatywaniom otrzymano
nanoczastki sktadajace si¢ z chitozanu i cyklosporyny A, ktore maja potencjalnie duze
zastosowanie w okulistyce [132].

Obecnos¢ czasteczek chitozanu zwigksza zard6wno potencjal powierzchniowy, jak
I pozorny moment dipolowy wszystkich badanych monowarstw (Rysunek 33). Jest to
skutkiem ekspozycji dipoli w wyniku oddziatywan miedzy czasteczkami monowarstwy oraz
czasteczkami monowarstwy 1 cieklej fazy nosnej. Otrzymane zaleznos$ci sa zwigzane
Z charakterystyczng budowa czasteczek tworzacych monowarstwe, zmiang ich orientacji
i/lub konformacji oraz odmiennym charakterem oddzialywan miedzy czasteczkami

(wigzaniami wodorowymi i/lub hydrofobowymi).
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wigzanie wodorowe

Rysunek 36 Mozliwe ufozenie czgsteczek tworzgcych monowarstwe mieszang DOPC-CSA-LG 1:1:2

W najbardziej upakowanym stanie na subfazie Ch. Sity LW to oddzialywania Lifshitza-van der Waalsa.

W oparciu o omoéwione powyzej mechanizmy oddziatywan oraz uzyskane wyniki
eksperymentéw prowadzonych w ramach dysertacji mozna stwierdzi¢, ze monowarstwa
DOPC-CsA-LG 0,50 posiada najbardziej optymalny sktad iutozenie czasteczek, ktore
gwarantuja jej najwicksza stabilnos¢ wsrod filmow trdjsktadnikowych. Ponadto
dowiedziono, ze w wyniku oddziatywan dyspersyjnych oraz polarnych (m.in. wodorowych)
LG moze lokowa¢ si¢ w poblizu czasteczek DOPC, co sprzyja ochronie wigzan
nienasyconych fosfolipidu przed utlenianiem wolnorodnikowym. Dodatkowo obecnos¢
fancuchow weglowodorowych DOPC 1 LG zapewnia s$rodowisko hydrofobowe dla
czasteczek CsA, ktore zmieniajg swoja konformacje z otwartej na zamknigtg. Taki proces
moze umozliwi¢ przejscie leku przez blony komérkowe. Co wigcej, chitozan moze tworzy¢
kompleksy ze sktadnikami monowarstwy i/lub gromadzac si¢ pod monowarstwa poprawiac
jej stabilno$¢. Dlatego tez mozna wysnu¢ wniosek, ze monowarstwa DOPC-CsA-LG 0,50,
jak ipozostate monowarstwy trojsktadnikowe na granicy faz ciecz/powietrze sa
odpowiednie do otrzymania biokompatybilnej powtoki dla biomateriatu, ktora jednoczesnie
zapewni dostarczenie leku oraz ochrone bton przed negatywnymi skutkami terapii.
Uzyskanie stabilnych filmow na fazie cieklej stanowito jeden z gtownych celow dysertacji,
ktory zostat zrealizowany. Dlatego tez kolejnym etapem badan bylo przeniesienie
monowarstw z cieczy na nos$nik staty oraz scharakteryzowanie ich wlasciwosci

fizykochemicznych w aspekcie poprawy biokompatybilnosci biomateriatu.
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13.Dobor optymalnych warunkow przenoszenia i okreslenie
efektywnosci przenoszenia monowarstw (filmow) Langmuira
Z granicy faz ciecz/powietrze na nosnik staly

Kolejny etap badan wykonanych w ramach dysertacji obejmowat przeniesienie monowarstw
Langmuira badanych zwigzkow oraz ich mieszanin z fazy cieklej na no$nik staty przy uzyciu
techniki Langmuira-Blodgett. Aby osiggna¢ zatozone cele konieczne byto zrealizowanie
celow czastkowych, ktore stanowily pomiary relaksacji monowarstw przy rdéznych
wartosciach poczatkowych cisnienia powierzchniowego, okres§lenie stabilnosci oraz
zdolnosci sktadnikow subfazy do penetracji monowarstw przy wybranym cisnieniu
powierzchniowym réwnym 10 mN m™, a takze wyznaczenie izoterm sprezania-rozprezania
w celu okre$lenia odwracalno$ci procesu. Po wustaleniu optymalnych warunkow
przenoszenia filméw na podtoze state wyznaczono wspotczynnik przeniesienia w celu
oceny ilosciowej efektywnosci tego procesu. Za staty no$nik postuzyty: PET, mika, mika
pokryta ztotem oraz szkto pokryte ztotem. Wybér PET jest zwigzany z jego stosowaniem
W inzynierii tkankowej, jako pokrycia dla stentow naczyn krwiono$nych. Dlatego pojawita
si¢ konieczno$¢ zbadania jego whasciwosci zarowno przed, jak i po modyfikacji. Ponadto
zastosowanie miki oraz miki pokrytej zlotem bylo warunkowane potrzeba okreslenia
wptywu wiasciwosci powierzchniowych podloza na charakterystyke osadzonych na nim
monowarstw. Uzycie miki, ktora cechuje si¢ wysoka gtadkoscig powierzchni pozwolito na
wyeliminowanie wplywu jej chropowato$ci na wlasciwos$ci osadzonych filmow. Z kolei
zloto zostalo wybrane ze wzgledu na potencjatl aplikacyjny do modyfikacji stentéw
metalicznych. W tym aspekcie wykorzystano rezonator kwarcowy QCM z elektrodami
wykonanymi ze zlota do okreslenia pokrycia powierzchni monowarstwa. Jednoczesnie
preparatyka filmow LB na szkle pokrytym zlotem poszerzyta zakres technik badawczych
0 woltamperometri¢ cykliczna cykliczng (CV), ktorej zastosowanie jest niemozliwe
w przypadku materiatow nieprzewodzacych, takich jak polimer, szkto czy mika.

W kolejnym etapie badan, po otrzymaniu filméw LB okreslono stopien pokrycia
badanych powierzchni elektrod ztotych przy uzyciu mikrowagi krysztatu kwarcu (QCM)
oraz ich jako$¢ po osadzeniu na ptytkach szklanych pokrytych warstwa ztota (CV).
Nastepnie zbadano wtasciwosci fizykochemiczne warstw na wybranych nosnikach, takie jak
topografia (AFM), organizacja czasteczkowa (TOF-SIMS) oraz zwilzalno$¢ powierzchni (CA),

ktore sg $cisle zwigzane z odpowiedzig organizmu ludzkiego na wszczepione ciato obce.
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W celu okreslenia odpowiedniego cisnienia powierzchniowego do przeniesienia
badanych monowarstw Langmuira z granicy faz ciecz/powietrze na no$nik staly

przeprowadzono pomiary:

a) zmian ci$nienia powierzchniowego W czasie po zatrzymaniu ruchu barierek
(relaksacja, /),

b) zmian ci$nienia powierzchniowego (1) w czasie oraz powierzchni przypadajacej na
czasteczke (A/Ay) przy statej szybkos$ci oscylacji barierek utrzymujgcych cisnienie
powierzchniowe wokoét zadanej wartosci,

C) izoterm sprezania-rozpr¢zania (odwracalnos$¢ procesu).

Ustalenie optymalnych warunkow przenoszenia monowarstw pozwolilo na zrealizowanie

kolejnego celu rozprawy doktorskiej.

13.1. Stabilno$¢ monowarstw w czasie (izotermy m — t)

W celu okreslenia stabilno$ci monowarstw w czasie, zarejestrowano zmiany ci$nienia
powierzchniowego podczas 60 minutowej relaksacji. Pomiary relaksacji rozpoczgto po
uprzedniej kompresji monowarstwy do ciSnienia powierzchniowego my, =15, 10,
15 mN m™. Wyznaczono stosunek m,/m, i wyniki przedstawiono w funkcji czasu na
Rysunku 37.

Jak mozna zauwazy¢, pomimo utrzymywania barierek w stalej pozycji ci$nienie
powierzchniowe zmienia swojg warto$¢, rosnie lub maleje. Zmiany cis$nienia
powierzchniowego sa zalezne zardwno od skladu monowarstw, jak 1 wartosci
poczatkowej my (Rysunek 37). Dla wszystkich badanych monowarstw obserwuje si¢ spadek
w wartosciach m,/m,, za wyjatkiem monowarstwy CsA skompresowanej do ci$nienia
powierzchniowego réownego S MmN mM?®.  Wsréd monowarstw jednoskladnikowych
otrzymanych na subfazie wodnej, LG charakteryzuje si¢ najwigkszymi odchyleniami
yjemnymi. W czasie godziny relaksacji ci$nienie powierzchniowe zmniejszyto si¢
0 20-23% zaleznie od m,. Swiadczy to o silnych oddziatywaniach pomiedzy czasteczkami
LG a woda. Polarne grupy hydroksylowe oddzialuja z czasteczkami subfazy poprzez
wigzania wodorowe, dlatego czasteczki LG ulegaja desorpcji z powierzchni migdzyfazowe;j
do fazy objetosciowej, czemu towarzyszy obnizenie cisnienia. Ponadto nachylenie
fancuchow weglowodorowych wzgledem granicy faz zmienia si¢ podczas procesu

kompresji. Czasteczki si¢ pionizujg 1 zmniejsza si¢ obszar, jaki zajmuja, co sprzyja
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przycigganiu. Natomiast, w trakcie relaksacji oddziatywania przyciggajace LG-LG sa

ostabiane.
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Rysunek 37 Zmiany wzglednego cisnienia powierzchniowego (m./m,) W funkcji czasu wyznaczone dla
badanych monowarstw otrzymanych na subfazie wodnej po zatrzymaniu ruchu barierek.
Odmienny trend mozna zauwazy¢ dla monowarstwy CsA, ktora wéréd monowarstw
jednosktadnikowych jest najbardziej stabilna w czasie. W tym przypadku redukcja ci§nienia

powierzchniowego wynosi 6-17%. Ma to zwigzek z utozeniem czgsteczek polipeptydu.
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Przed kompresja cykliczne czasteczki CsA leza ptasko na granicy faz woda/powietrze, za$
fancuchy boczne skierowane sg w strone¢ powietrza. Podczas zmniejszania powierzchni
przypadajacej na czasteczke, CsA moze zmieni¢ swoja orientacj¢ na bardziej pionowg i/lub
fragmenty pier§cienia moga glgbiej zanurza¢ si¢ w subfazie. W rezultacie nastgpuje
obnizenie m,/m,. Wzrost m;/m, wystepujacy po $cisnieciu monowarstwy do ci$nienia
powierzchniowego réwnego 5 MmN m™ moze by¢ réwniez zwiazany z procesem odwrotnym,
w ktorym w trakcie relaksacji tancuchy boczne moga powraca¢ do utozenia poczatkowego
1 ponownie zajmowac konformacj¢ bardziej rozprgzong [227, 251].

Monowarstwa DOPC-CsA 0,50 charakteryzuje si¢ zmianami m;/m, posrednimi
(7-17%) pomigdzy monowarstwami DOPC i CsA. Jednak w poréwnaniu do DOPC,
monowarstwa mieszana wykazuje wigksza stabilno§¢ w czasie. Obecno$¢ trzeciego
sktadnika - LG w monowarstwach mieszanych zmienia ich stabilnos¢. W grupie
monowarstw trojsktadnikowych najmniejsze ujemne odchylenia zarejestrowano dla
monowarstwy DOPC-CsA-LG 0,50 (9-20%). Takie zachowanie mozna powigzac
Z najsilniejszymi oddzialywaniami przyciagajacymi pomiedzy czasteczkami (Rysunek 25).
Znaczaco wigksze obnizenie wartosci ciSnienia powierzchniowego uzyskano dla
monowarstwy ~ DOPC-CsA-LG 0,75.  Oddzialywania  pomiedzy  czasteczkami
w monowarstwie o takim skladzie sg stabsze w poréwnaniu do DOPC-CsA-LG 0,50, jak
I DOPC-CsA-LG 0,25 (Rysunek 25). W zwigzku ztym oddzialywania pomigdzy
czasteczkami subfazy wodnej a tworzacymi monowarstw¢ moga by¢ silniejsze niz
pomigdzy samymi czgsteczkami DOPC-CsA-LG, przez co monowarstwa jest mniej
stabilna.

Na Rysunku 38 pokazano zmiany wzglednego ci$nienia powierzchniowego m;/m,
wyznaczone podczas jednogodzinnej relaksacji przy wartosci my =5, 10 i 15 mN m?, dla
wszystkich badanych monowarstw na subfazie AA oraz Ch. Najwigksze ujemne odchylenia
charakteryzuja monowarstwe DOPC, dla ktorej warto$¢ ci$nienia ulega redukcji o 90 1 94%,
odpowiednio dla subfazy Ch oraz AA. Takie zachowanie moze by¢ zwigzane z silnymi
oddziatywaniami pomigdzy czasteczkami ciektej fazy nosnej a DOPC. Chitozan penetrujac
monowarstwe zwieksza odlegtosci pomiedzy czasteczkami DOPC 1 jednoczesnie ostabia
oddziatywania przyciggajace DOPC-DOPC [173]. Ponadto procesowi temu moze sprzyjaé
wystgpowanie monowarstwy w stanie cieklym rozpr¢zonym LE i zwigzane z tym
nieuporzagdkowanie tancuchow weglowodorowych. Poza tym, chitozan w $rodowisku

kwasowym jest polikationem (pK, = 6,5 [232]). Dzi¢ki obecnosci grup —NHZ wykazuje
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zdolno$¢ do oddziatywan zujemnie natadowanymi grupami fosforanowymi DOPC.
W konsekwencji czasteczki DOPC mogg ulega¢ desorpcji z powierzchni miedzyfazowej do
fazy objetosciowej [230], powodujac zmniejszenie wartosci cisnienia powierzchniowego.
Podobny mechanizm utraty czasteczek tworzacych monowarstwe w wyniku oddziatywan
z chitozanem opisano w pracy [257]. W przypadku fosfolipidu DPPC zarejestrowano
mniejsze ujemne odchylenia (okoto 20%). Swiadczy to wickszej stabilnosci monowarstwy
na subfazie Ch [260].

Dodatkowo, dla monowarstwy CsA zarejestrowano najmniejsze ujemne odchylenia
(2-35%) w zalezno$ci od zadanej wartosci poczatkowej ci$nienia powierzchniowego.
W tym przypadku mozliwa jest zmiana orientacji pierscienia czgsteczki CsA i/lub jej
fragmentow, podobnie jak mialo to miejsce na subfazie wodnej. Analogiczne wyniki
opisano w pracy [260]. Dodatnie odchylenia dla pomiaréw przy mo=5 mN m™ moga by¢
zwigzane ze zmiang konformacji fancuchow bocznych [230], co zostalo potwierdzone takze
przez innych autoréw [227, 251].

Silne oddziatywania LG-AA powoduja rowniez gwaltowne obnizenie ci$nienia
powierzchniowego podczas procesu relaksacji przy mo =5 mN m™. Obecno$é czasteczek
chitozanu wzmacnia ujemne odchylenia. Podczas $ciskania monowarstwy do ci$nienia
powierzchniowego réwnego 5 MmN m™ czasteczki LG s luzno upakowane. Dlatego tez
fancuchy weglowodorowe moga by¢ nachylone wzgledem powierzchni migdzyfazowe;.
Ponadto moga one oddziatywa¢ z hydrofobowym szkieletem chitozanu poprzez sity
Lifshitza-van der Waalsa, podczas gdy grupy pirogalolowe LG oddziatuja poprzez wigzania
wodorowe z grupami polarnymi Ch. W zwiazku z powyzszym mozliwa jest desorpcja

czasteczek tworzgcych monowarstwe do cieklej fazy nosnej [230].

105



DOPC

1,50 1,50
AA Ch
1,25+ SmNm' —— 5mNm’ 1,25+
—10mNm’ 10mNm’
1,00k
£ 075}
[
0,501 0,50 -
025} 0,25
0,00 0,00
0
t (min)
150 DOPC-CsA 0,50 150
AA ch
125¢ smNm’ —— 5mNm’ 1,25¢
——10mNm’ 10mNm’
1,00 ——15mNm’ ——15mNm”’ 1,00

CsA

SmNm' —— 5mNm'
| ——10mNm’ 10mNm'
—15mNm’ ——15mNm’

L i i i "

10 20 30 40 50 60
t (min)

DOPC-CsA-LG 0,25
AA Ch
S5mNm' — 5mNm’
— 10mNm’ 10 mN m’"
——15mNm" ——15mNm’

£ o075 £ o
0,50 0,50
0.25- 025}
0000 20 30 40 s 0,00t
o 1o 20 30 40 50 60 "0 10 20 30 40 50 60
t(min) t (min)
150 DOPC-CsA-LG 0,50 150 DOPC-CsA-LG 0,75
AA ch AA ch
1,25+ 5mNm’ —— 5mNm’ 1,25t SmNm’ —— 5mNm'
——10mNm’ ——10mNm’ ——10mNm’ 10mNm’
1,00 — 15mNm' ——15mNm’ 100K —15mNm' ——15mNm’
£ o075} £ 075+ -
> %
0,50 | 0,50
0,25} 0,25}
0,00 . : : - - 0,00 .
"0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
t (min) t (min)
1,50 LG
AA Ch
1,25+ SmNm’ —— 5mNm’
——10mNm’ 10 mN m”
1,00
£ 0,75}

Rysunek 38 Zmiany wzglednego cisnienia powierzchniowego (m./m,) W funkcji czasu wyznaczone dla
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badanych monowarstw otrzymanych na subfazach AA i Ch po zatrzymaniu ruchu barierek.

W grupie monowarstw mieszanych, DOPC-CsA 0,50 charakteryzuje si¢ najwigkszg
redukcjg ci$nienia powierzchniowego (okoto 25-56%) w trakcie godzinnego pomiaru.
Pomimo odpychajacego charakteru oddziatywan pomiedzy czasteczkami DOPC a CsA
monowarstwa mieszana jest bardziej stabilna w poréwnaniu z jednosktadnikowa DOPC.

Ponadto w obecnosci chitozanu redukcja wartosci ci$nienia powierzchniowego jest wieksza
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niz w przypadku subfazy AA. Czasteczki Ch powodujg zwigkszenie odlegtosci pomigdzy
czasteczkami tworzacymi monowarstwe jednoczes$nie jg destabilizujac (Rysunek 38).
Natomiast dodatek trzeciego skladnika LG poprawia stabilnos¢ monowarstw
trojsktadnikowych, w szczegdlnosci wobec chitozanu. Wszystkie monowarstwy mieszane
DOPC-CsA-LG charakteryzuja si¢ mniejszymi zmianami wartosci  ciSnienia
powierzchniowego podczas godzinnej relaksacji. Najbardziej stabilne s3 monowarstwy
DOPC-CsA-LG 0,50 oraz DOPC-CsA-LG 0,75 (Rysunek 38 [230]). Bioragc pod uwagg
stabilno$é monowarstw przy ci$nieniu powierzchniowym réwnym 10 mN m?, atakze
najwicksze upakowanie czasteczek monowarstwy otrzymanej na subfazie wodne;j,
zastosowano t¢ warto$¢ podczas przenoszenia badanych monowarstw na no$nik staty.
Kolejny czastkowy cel dysertacji realizowano poprzez rejestrowanie zmian cisnienia
powierzchniowego w czasie godziny przy ruchu oscylacyjnym barierek ze statg szybkoscia
rowng Smmmin?, co zapewnilo utrzymanie stalego ci$nienia powierzchniowego
wynoszacego 10 mN m™. Uzyskane wyniki przedstawia Rysunek 39. Fluktuacje ci$nienia
powierzchniowego w czasie godziny mozna uzna¢ za nieistotne. Nie przekraczaja wartos$ci
0,1 mN m?, co $wiadczy o tym, Ze zastosowana szybkoéé ruchu barierek jest odpowiednia
do utrzymania ci$nienia powierzchniowego na stalym poziomie podczas przenoszenia

badanych monowarstw na no$nik staty.
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Rysunek 39 Zmiany cisnienia powierzchniowego w funkcji czasu (7 —£) podczas jednogodzinnej stabilizacji
badanych monowarstw na subfazach wodnej, AA i Ch przy cisnieniu powierzchniowym 10 mN m? i statej

szybkosci oscylacyjnego ruchu barierek 5 mm min,
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Kolejny etap badawczy rozprawy doktorskiej obejmowal wyznaczenie zmian
powierzchni przypadajacej na czasteczke w funkcji czasu w celu okreslenia stabilnosci
monowarstw oraz zdolnosci czasteczek subfazy do ich penetracji. Przy obliczaniu
wspotczynnika przeniesienia uwzglgdniono wszelkie straty czasteczek spowodowane ich
desorpcja z powierzchni migdzyfazowe;.

Na Rysunku 40 przedstawiono wzgledne zmiany powierzchni przypadajacej na
czasteczke po kompresji monowarstw do ci$nienia powierzchniowego réownego 10 mN m*
I jego utrzymywaniu przez okres 1 godziny przy pomocy barierek poruszajacych si¢ ze statg
szybkoscia wynoszaca 5 mm mint. Jak mozna zauwazy¢é, monowarstwa DOPC wykazuje
najwickszg zmiang w warto$ciach powierzchni przypadajgcej na czasteczke, osiagajaca
46 %, wskazujac na desorpcje¢ czasteczek fosfolipidu do subfazy. W konsekwencji prowadzi
to do matej stabilnosci filmu. Zahamowanie procesu desorpcji mozna osiaggnaé przez
wprowadzenie do monowarstwy innych zwiagzkow (CsA 1/lub LG). Dlatego monowarstwy
mieszane zawierajagce DOPC (DOPC-CsA 0,50 oraz DOPC-CsA-LG) charakteryzuje
znacznie mniejsza zmiana powierzchni, w zakresie 13-17 %, potwierdzajac mniejszg
desorpcje¢ czasteczek z granicy faz woda/powietrze. Natomiast monowarstwa CsA wykazuje
najwigksza stabilno$¢ na subfazie wodnej. Ubytek powierzchni zwigzany z utrata czasteczek
z granicy mi¢dzyfazowej w tym przypadku wynosi jedynie 3%. Z kolei dla monowarstwy
LG redukcja powierzchni sigga poziomu 13%. W odniesieniu do monowarstwy DOPC jest
ona bardziej stabilna [185].

Powierzchnia przypadajaca na czasteczke w monowarstwie DOPC na granicy faz
AA/powietrze ulega redukcji 0 23% (Rysunek 40). Jednak, w poréwnaniu do monowarstwy
fosfolipidu otrzymanej na subfazie wodnej, desorpcja zachodzi w mniejszym stopniu
(Rysunek 40). Swiadczy to o tym, ze wprowadzone do subfazy czasteczki AA poprawiaja
stabilno§¢ monowarstwy DOPC. Z kolei monowarstwy CsA 1 LG s3 znacznie bardziej
stabilne. W ich przypadku zmniejszenie powierzchni wynosi odpowiednio tylko 2% i 6%.
Monowarstwy mieszane DOPC-CsA i DOPC-CsA-LG wykazujg spadek A/A, 0 8-16%.
Obecnos¢ czasteczek Ch w subfazie skutkuje lepsza stabilnoscia badanych monowarstw
(Rysunek 40) z wyjatkiem monowarstwy LG. Co zaskakujace, najmniejsze obnizenie
powierzchni (o 1%) obserwuje si¢ dla monowarstwy DOPC. Dowodzi to istnienia silnych
oddzialywan migdzy czasteczkami fosfolipidu i chitozanu poprzez sity Lifshitza-van der

Waalsa i oddziatywania kulombowskie [186].
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Rysunek 40 Zmiany wzglednej powierzchni przypadajgcej na czgsteczke (A/A,) podczas jednogodzinnej

stabilizacji badanych monowarstw na subfazach wodnej, A4 i Ch przy cisnieniu powierzchniowym 10 mN m!

i statej szybkosci oscylacyjnego ruchu barierek 5 mm min,
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Mozna wigc wysnu¢ wniosek, ze czasteczki chitozanu tworzg z DOPC kompleksy
w efekcie oddziatywan elektrostatycznych i/lub wnikaja do monowarstwy dzigki
oddziatywaniom hydrofobowym [186]. Takie zachowanie chitozanu wzgledem lipidow
zostato opisane takze przez innych badaczy [232].

Dla monowarstwy CsA utworzonej na subfazie chitozanowej zarejestrowano 2%
spadek wzglednej powierzchni przypadajacej na czasteczke w czasie (Rysunek 40). Moze
to $wiadczy¢ o tym, ze oddziatywania miedzy CsA a czasteczkami chitozanu sg stabsze niz
migdzy DOPC a chitozanem. Niemniej jednak oba zwigzki mogg oddziatywaé zaréwno
dyspersyjnie, jak i poprzez wigzania wodorowe (dzigki obecnosci grup hydroksylowych
i aminowych w czgsteczkach ~ chitozanu oraz grup amidowych w czgsteczkach
cyklosporyny). W przypadku monowarstwy LG oddziatywania z chitozanem zachodzg
migdzy tancuchem hydrofobowym a szkieletem polisacharydowym poprzez sity Lifshitza-
van der Waalsa. Natomiast grupy hydroksylowe LG moga oddziatywaé z polarnymi
grupami chitozanu. Dla monowarstw mieszanych (dwu- i trojsktadnikowych) w obecnos$ci
czasteczek chitozanu wystepuje mniejsza redukcja powierzchni (5-9%, Rysunek 40)
W poréwnaniu do monowarstw pojedynczych sktadnikow DOPC i LG, przy czym najnizsza
obserwuje si¢ dla monowarstw DOPC-CSA-LG 0,50 i 0,75. Jest to zwiagzane z Silnymi
oddziatywaniami przyciggajacymi migdzy czasteczkami tworzacymi te monowarstwy

(Rysunek 28) [186].

13.2.  Odwracalno$¢ procesu spre¢zania (izotermy sprezania-
rozprezania)

Dla wigkszosci badanych monowarstw najmniejsze ujemne odchylenia zarejestrowano
podczas relaksacji po $ci$nieciu do ci$nienia powierzchniowego réwnego 10 mN m™.
Jednak, pojawiajg si¢ takze dodatnie odchylenia w przypadku monowarstwy CsA. Mozna
zatem wnioskowac, ze monowarstwy ,,reaguja” w rézny sposob na $ciskanie mechaniczne
I po zaprzestaniu dzialania sity nie znajdujg si¢ w stanie rownowagi. Dlatego tez w celu
potwierdzenia stabilno$ci monowarstw oraz odwracalno$ci procesu wyznaczono izotermy
sprezania-rozprezania do tej wartosci cisnienia. Ponadto proces rozpr¢zania monowarstwy
prowadzono bezposrednio po osiggnigciu zadanej wartosci cisnienia powierzchniowego
(Rysunek 41). Przy m,=10mN m?, ktére jest mniejsze niz ciénienie zatamania
monowarstwy CsA, wszystkie trzy sktadniki powinny by¢ obecne w monowarstwie

trojsktadnikowe;.
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Rysunek 41 lzotermy m — A sprezania-rozprezania po Scisnigciu badanych monowarstw otrzymanych na

subfazach wodnej, AA oraz Ch do m, = 10 mN m™.

Izotermy sprezania i rozprezania przy warto$ci o= 10 mN m™ wszystkich badanych
monowarstw otrzymanych na granicy faz ciecz/powietrze pokrywaja si¢ praktycznie
catkowicie. Zarejestrowana galaz rozpr¢zania jest przesunigta w niewielkim stopniu
w kierunku mniejszych powierzchni przypadajacych na czasteczke [173, 230]. Dla fosfolipidu
DPPC galgzie sprgzania i rozprgzania takze niemal calkowicie si¢ pokrywaty [260].
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Przeprowadzone eksperymenty potwierdzaja stabilno$¢ badanych monowarstw oraz
odwracalnos$¢ procesu kompresji.

Na podstawie przeprowadzonych badan dobrano optymalne warunki przenoszenia
monowarstw na no$nik staty, co pozwolito na osiggniecie kolejnego celu czastkowego.
Dlatego tez w dalszym etapie eksperymentow monowarstwy sprezano do ci$nienia
powierzchniowego réwnego 10 mN m™, a nastepnie przenoszono je na nosnik przy statej
szybkosci ruchu barierek wynoszacej 5 mm mint. Ponadto wynurzanie no$nika
prowadzono bezposrednio po osiggnigciu zadanego cisnienia powierzchniowego, aby
zminimalizowaé efekty zwigzane z brakiem stabilnosci filmow i/lub utratg czasteczek

tworzacych monowarstwy do cieklej fazy nosne;.

13.3. Wspélczynnik przeniesienia

W celu uzyskania informacji o skuteczno$ci osadzania monowarstw na podiozu PET
aktywowanym plazma wyznaczono warto$ci wspotczynnika przeniesienia (TR) zgodnie
z Réwnaniem 20.

Biorac pod uwage fakt, ze powierzchnia przypadajaca na czasteczke zmniejsza sie,
gdy monowarstwa jest utrzymywana pod stalym ciSnieniem, przy wyznaczaniu
wspotczynnika (stopnia) przeniesienia wprowadzono warto$¢ powierzchni skorygowang
0 desorpcje czasteczek z monowarstwy do fazy nosnej (A4,,). Odpowiada ona redukcji
powierzchni monowarstwy na subfazie zwigzanej z jej przeniesieniem na cialo stale,

podczas gdy A stanowi powierzchni¢ no$nika pokryta monowarstwa.

TR = Xm (20)

As

Obliczona skorygowana warto$¢ wspotczynnika przeniesienia (TR) odzwierciedla
rzeczywisty stopien pokrycia monowarstwg. Bez uwzglednienia poprawki wartosci TR
bylyby zawyzone. Dzieje si¢ tak, poniewaz W celu zminimalizowania desorpcji czgsteczek
generowana jest dalsza kompresja, aby utrzymac state cisnienie powierzchniowe podczas
przenoszenia. W konsekwencji obserwuje si¢ wicksza redukcje powierzchni monowarstwy
na subfazie niz faktycznie towarzyszy procesowi jej przenoszenia na podtoze state [185].
Zastosowanie poprawki minimalizuje ten problem.

Warto$¢ TR réwna 1 potwierdza, ze na podtoze stale zostala przeniesiona tylko jedna
warstwa czgsteczek (monowarstwa) [261]. Wartosci TR wyznaczone dla wigkszosci

badanych monowarstw sg bliskie 1 (Tabela 8), co §wiadczy o ich ilosciowym przeniesieniu
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na aktywowang powierzchni¢ PET 1 uzyskaniu wysokiej jako$ci monowarstw LB. Wyjatek
stanowi monowarstwa DOPC, ktora charakteryzuje si¢ najwigksza wartos$cig wspotczynnika
transferu (TR = 1,6). Moze to by¢ zwiazane z dostosowywaniem konformacji czasteczek
monowarstwy DOPC do chropowatej powierzchni PET, [173]. Adsorpcja czasteczek DOPC
na wypuktosciach i w zaglebieniach prowadzi do wigkszego ich ubytku z monowarstwy,
atym samym zwigkszenia si¢ powierzchni (AA4,,) w stosunku do powierzchni
geometrycznej substratu (Ag). Inng przyczyng moze by¢ zmiana organizacji czgsteczek
spowodowana zroéznicowaniem oddzialywan podczas przenoszenia monowarstwy z fazy
ciektej na cialo state [185].

Nieco nizszg warto$¢ otrzymano dla monowarstwy DOPC-CsA 0,50. Do
przeniesienia mniejszej ilosci czasteczek na podloze polimerowe moga przyczyniaé sig
oddziatywania odpychajace wystepujace migdzy DOPC i CsA (Rysunek 25). Obecnos¢ LG
w monowarstwach mieszanych DOPC-CsA-LG prowadzi do zmiany rodzaju oddziatywan
z odpychajacych na przyciagajace (Rysunek 25). W zwigzku z tym uzyskano wigksze
wartosci TR (Tabela 8). W dodatku silne oddziatywania przyciaggajace moga sprzyjaé
przeniesieniu wigkszej ilosci czgsteczek na PETp, niz wynikaloby to z transferu

jednostkowego.

Tabela 8 Wartosci wspolczynnika przeniesienia (TR) uzyskane podczas osadzania badanych monowarstw na

powierzchni PET aktywowanej plazmg oraz miki.

Monowarstwa R
PET,/woda PET,/AA PET,/Ch Mika/woda

DOPC 1,640,1 1,240,1 1,340,1 0,8+0,3
CsA 0,940, 1 1,040,1 0,90, 1 1,0£0,1
DOPC-CsA 0,50 0,8+0,2 1,140,3 1,040,2 1,0£0,2
DOPC-CsA-LG 0,25 1,0+0,2 1,040,1 0,90, 1 0,9+0,3
DOPC-CsA-LG 0,50 1,040,3 1,240,1 0,9+0,2 1,140,3
DOPC-CsA-LG 0,75 1,040,3 1,240,2 0,8+0,1 0,9+0,3
LG 0,9+0,1 1,5+0,1 0,9+0,2 0,9+0,2

Wsrod monowarstw jednosktadnikowych przenoszonych z granicy faz AA/powietrze
oraz Ch/powietrze najwicksze wartosci TR odnotowano dla monowarstwy DOPC (TR = 1,2
i 1,3 odpowiednio dla subfazy AA i Ch). Wspoélczynniki przeniesienia sa nizsze niz te

uzyskane podczas osadzania monowarstw z subfazy wodnej (Tabela 8) [173, 185]. Dla
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monowarstwy CsA otrzymano podobne wartosci TR niezaleznie od typu subfazy.
W przypadku monowarstwy DOPC-CsA 0,50 uzyskano nizsze wartosci TR w odniesieniu
do filmu DOPC. Wynika to z oddziatywan odpychajacych migdzy czasteczkami tworzagcymi
monowarstwe [231]. Dodanie trzeciego zwigzku - LG zmienia charakter oddzialywan na
przyciagajacy ze wzgledu na lepsze dopasowanie strukturalne i mieszalno$¢ sktadnikéw. Co
wiecej, sktadniki ciektej fazy nosnej takze moga adsorbowac si¢ na powierzchni PETp, co
moze mie¢ wptyw na efektywno$¢ przeniesienia monowarstw mieszanych DOPC-CsA-LG.
Warto$ci TR uzyskane podczas osadzania monowarstwy z granicy faz AA/powictrze sg
wyzsze niz w obecnosci Ch [173, 186].

Ponadto wyznaczono warto$ci wspotczynnika przeniesienia monowarstw z granicy
faz woda/powietrze na mikg¢ oraz ztoto. Bylo to niezbedne ze wzgledu na fakt, ze atomowa
gladko$¢ powierzchni miki pozwolita wykluczyé wpltyw chropowatosci podloza na
wlasciwosci osadzonych filmow i poréwnaé je z analogicznymi ukladami na bardziej
chropowatej powierzchni polimeru. Natomiast uzycie rezonatora kwarcowego QCM
znapylong warstwg zlota umozliwitlo okreslenie stopnia pokrycia powierzchni
monowarstwa [185].

W eksperymentach, w ktorych zastosowano mik¢ jako no$nik staly, wartosci
wspotczynnika przeniesienia (TR) wyznaczono, podobnie jak w przypadku PET), jako
stosunek zmniejszenia pola powierzchni monowarstwy na subfazie wodnej do powierzchni
miki pokrytej monowarstwa. Analogicznie przy obliczaniu wartosci TR uwzgledniono
desorpcje czasteczek tworzacych monowarstwe. Zgodnie z oczekiwaniem wartosci TR
uzyskane podczas przenoszenia badanych monowarstw na mike sa bliskie jednosci
(Tabela 8) [185]. Atomowa gladko$¢ powierzchni miki oraz jej duza gesto$¢ radunku
powierzchniowego [262] umozliwia silng adhezje osadzanych czasteczek prowadzac do
tworzenia zwartej monowarstwy. Ze wzgledu na fakt, ze powierzchnia miki w kontakcie
zwoda posiada tadunek ujemny, adsorpcja czasteczek jest uwarunkowana sitami
elektrostatycznymi i/lub tworzeniem wigzan wodorowych miedzy polarnymi grupami
czasteczek monowarstwy a powierzchnig ciata statego.

Jak wspomniano w Rozdziale 12.5, jedynie monowarstwa LG charakteryzuje si¢
ujemnymi warto$ciami potencjalu powierzchniowego (4V'), co moze utrudnia¢ przenoszenie
czasteczek na ujemnie naladowang powierzchni¢ miki (Rysunek 32). Jednakze uzyskana
warto$¢ TR zblizona do jednosci dowodzi, ze wartos¢ AV monowarstwy LG nie wywiera

wplywu na proces jej osadzania na mice. Sugeruje to, ze adhezja czasteczek LG do
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powierzchni podioza wynika gtownie z udziatlu grup hydroksylowych, ktére przed
przeniesieniem sg zanurzone w wodnej fazie nosnej. Z tego wzgledu nie determinujg ujemnego
potencjatu powierzchniowego LG, ktory jest gtéwnie efektem polaryzacji grup karbonylowych
(dipoli karbonylowych) w poblizu obszaru hydrofobowego monowarstwy [231]. Dlatego tez
udziat polarnych grup pirogalolowych, z czgsciowym tadunkiem dodatnim zgromadzonym
na atomach wodoru, w oddzialywaniach zujemnie natadowang mika decyduje
0 efektywnos$ci przenoszenia, czemu moze sprzyja¢ réwniez zdolnos¢ LG do tworzenia

mi¢dzyczasteczkowej sieci wigzan wodorowych [185].

13.4. Stopien pokrycia powierzchni

Nastepnym czastkowym celem doktoratu bylo wykorzystanie mikrowagi kwarcowej do
scharakteryzowania monowarstw osadzonych na no$niku stalym. Rysunek 42 przedstawia
wyznaczone pokrycie powierzchni elektrod ze ztota badanymi monowarstwami (T')
wyrazone w jednostkach pgcm?2. Dodatkowo, dla monowarstw jednoskladnikowych
porébwnano wartosci pokrycia powierzchni otrzymane doswiadczalnie z obliczonymi
teoretycznie na podstawie powierzchni granicznej przypadajacej na czasteczke. Przyjeto, ze
dla czasteczki DOPC ulozonej w pozycji pionowej powierzchnia graniczna wynosi
67 A% czast.? [263, 264], dla CsSA w pozycji pionowej 182 A% czast.™?, a w poziomej
374 A% czast. ™ [252], za$ dla LG w pozycji pionowej 24 A2 czast.”, zgodnie z modelem
okreslonym za pomocg programu Spartan [185]. Znajac pokrycie powierzchni obliczone
przy zastosowaniu QCM oraz warto$¢ powierzchni granicznej danego zwigzku mozliwe
bylo wyznaczenie wartosci TR. WartoSci powierzchni przypadajacej na czasteczke
okreslone eksperymentalnie (A,) oraz teoretycznie (A;) zestawiono w Tabeli 9.

Jak mozna zauwazy¢ na Rysunku 42, doswiadczalna warto$¢ pokrycia powierzchni
monowarstwg DOPC 1 LG jest mniejsza niz obliczona dla czasteczek utozonych
W najbardziej pionowej orientacji, jakg moga osiggna¢ wzgledem powierzchni podtoza.
Roznica ta moze wynika¢ z wielu czynnikdéw. Jeden z nich to tylko czgsciowo ilosciowe
przenoszenie monowarstw, kolejny to obecno$¢ obszardw bez warstwy pokrywajace;.
Wydaje sig¢ to jednak mato prawdopodobne, biorgc pod uwage wspotczynniki przeniesienia
(Tabela 9). Innym czynnikiem moze by¢ stan fizyczny, w ktorym wystepuja monowarstwy
na granicy faz woda/powietrze (faza LE, Tabela 6). Ze wzgledu na fakt, ze wszystkie
monowarstwy zostaly przeniesione w fazie cieklej rozprezonej LE (przy cis$nieniu

powierzchniowym réwnym 10 mN m™, Rysunek 20, Tabela 6) [231], czasteczki
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w osadzonych filmach nie sg ciasno upakowane i/lub sg nachylone wzgledem powierzchni

podioza.
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Rysunek 42 Pokrycie powierzchni elektrod ztotych badanymi monowarstwami oraz jego wartosé teoretyczna

z uwzglednieniem pionowego ulozenia czgsteczek, w przypadku CsA takze orientacji poziomej.

Jak wczesniej wspomniano, obecnos¢ wigzan podwdjnych w tancuchach oleinowych
DOPC o konfiguracji cis oraz stosunkowo duzych polarnych grup pirogalolowych LG
uniemozliwia catkiem pionowa orientacje tych czasteczek podczas kompresji. Co
zaskakujace, dla powierzchni substratu pokrytej monowarstwg CsA uzyskano wigksza
warto$¢ eksperymentalng pokrycia niz okreslona teoretycznie dla czasteczek w pozycji
pionowej. Wskazuje to, ze na powierzchni podtoza osadzito si¢ wigcej czasteczek CsA niz
mozna oczekiwac przy przenoszeniu monowarstwy. Wniosek ten dodatkowo potwierdzaja
przedstawione ponizej wartosci wspotczynnika przeniesienia (Tabela 9). Na tej podstawie
mozna przypuszczaC, ze omoOwione zachowanie czasteczek CsA bedzie korzystne
w kontekscie projektowania powierzchni z mozliwoscig kontrolowanego uwalniania tego
leku Iub o podobne;j strukturze, co jest jednym z celow dysertacji.

Wyznaczona eksperymentalnie  wartos¢ pokrycia powierzchni elektrod
monowarstwg DOPC-CsA 0,50 jest posrednia migdzy warto§ciami okreslonymi dla DOPC
1 CsA (Rysunek 42). Natomiast wprowadzenie do ukladu LG zwigksza pokrycie
powierzchni no$nika. Taki wzrost I' w poréwnaniu z wartoscig dla DOPC-CsA moze by¢
przypisany oddziatywaniom przyciggajacym miedzy czasteczkami monowarstwy DOPC-
CsA-LG (Rysunki 24-26), co skutkuje ich $cislejszym upakowaniem. Najwigksze pokrycie
powierzchni uzyskano dla monowarstwy DOPC-CsA-LG 0,50, dla ktorej stwierdzono

najsilniejsze przyciaganie miedzy czasteczkami oraz ich najScislejsze upakowanie na
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granicy faz woda/powietrze [231]. Jest to niezwykle wazne w projektowaniu powtok dla
implantéw pokrytych ztotem, ktore zapewnig warstwe ochronng przed uwalnianiem zlota
do organizmu, co moze prowadzi¢ do niepozadanych skutkow ubocznych, a w efekcie do

odrzucenia biomateriatu.

Tabela 9 Powierzchnia przypadajgca na czgsteczke wyznaczona eksperymentalnie przy pomocy QCM (A,),

powierzchnia graniczna przypadajgca na czgsteczke (A;) oraz wyznaczona z izotermy w — A przy cisnieniu

10 mN m (4;) dla badanych monowarstw.

Monowarstwa Agrs (A% A, (A% A; (A% TR zloto™*
DOPC 90,9 67,0 78,4 08+0,1
CsA 172,4 182,0 (D* 210,1 1,1+£0.2
374,0 (=)*

DOPC-CsA 0,50 125,0 156,2 1,3+0,1
DOPC-CsA-LG 0,25 104,2 116,9 1,2+0.2
DOPC-CsA-LG 0,50 47,6 88,2 1,8+0,2
DOPC-CsA-LG 0,75 52,6 63,3 1,1+0,2

LG 71,4 24,0 375 0,9+0,1

* symbole T oraz — oznaczajg odpowiednio utoZenie pionowe oraz poziome czgsteczek CsA wzgledem podioza;
** wartosci TR wyznaczone na podstawie danych eksperymentalnych bez wprowadzenia korekty.

Na podstawie eksperymentalnej warto$ci pokrycia powierzchni oszacowano
wspotczynnik przeniesienia monowarstw na elektrode wykonang ze ztota. W tym celu dla
danej probki wyznaczono powierzchni¢ przypadajaca na czasteczke na podstawie wynikow
QCM (A.ks) 1porownano z powierzchnig przy cisnieniu przenoszenia (4;) okreslong
W oparciu o izoterm¢ T — A. Wartosci A, 16znig si¢ od A; zaleznie od sktadu monowarstw.
Dla monowarstw DOPC 1 LG wartos¢ A, (po przeniesieniu na staty no$nik) jest wigksza,
natomiast dla pozostatych monowarstw mniejsza niz A; (przed osadzeniem). Otrzymane
wyniki mozna wytlhumaczy¢ zmiang orientacji (kata nachylenia) czgsteczek w procesie
przenoszenia z granicy faz woda/powietrze na powierzchni¢ ztota (Rysunek 42) z powodu
stabszego oddzialywania z podtozem. Co wazne, pomimo luZnego upakowania filmoéw
wystepujacych w fazie cieklej rozprezonej (LE) na subfazie wodnej, wybrane ci$nienie
powierzchniowe przenoszenia jest wystarczajaco wysokie, aby zapewni¢ dostateczng
spojnos¢ monowarstw podczas ich osadzania. Skuteczno$¢ tego procesu potwierdzajg

wyniki AFM, CV oraz pomiary kata zwilZzania zaprezentowane w dalszej czesci pracy.
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Ponadto uzyskane wartosci TR, wigksze od jednosci, wskazuja, ze wigcej czasteczek
ulega przenoszeniu na podtoze state niz zajmuje obszar mi¢dzyfazowy woda/powietrze
W przeliczeniu na jednostke powierzchni. Ten proces jest szczegdlnie widoczny dla
monowarstwy DOPC-CsA-LG 0,50 (TR =1,8). Chociaz zwigkszone wartosSci
wspoétczynnika przeniesienia mozna by thumaczy¢ obecno$cia duzej liczby agregatow lub
nawet tworzeniem si¢ wielowarstw, mikrografie AFM (Rozdzial 14.1) nie potwierdzaja ich
istnienia. Dlatego tez wartosci TR wigksze niz 1 mozna przypisa¢ efektowi kondensacji
monowarstwy w trakcie lub po jej osadzeniu na no$niku stalym, z powodu rdéznej sity
oddzialywan miedzy czgsteczkami w zaleznosci od rodzaju fazy nosnej [185].

Osadzanie bardziej zwartych monowarstw moze wynika¢ z silniejszego
oddziatywania czasteczek z podtozem niz z woda, jak réwniez ze wzrostu oddziatywan
przyciagajacych migdzy czasteczkami tworzacymi monowarstwy mieszane poprzez
wigzania wodorowe oraz sily Lifshitza-van der Waalsa. W zwiazku z tym, mozna
stwierdzi¢, ze rodzaj no$nika indukuje specyficzne oddziatywania, ktore determinuja
orientacj¢ i/lub nachylenie czasteczek.

Jak pokazuja Tabele 8 1 9 wystepuja niewielkie réznice w warto$ciach TR
uzyskanych przy osadzaniu na mice i na zlocie. Wynikaja one z faktu, ze wartosci TR
wyznaczone metoda QCM nie obejmuja strat powierzchni z powodu desorpcji czasteczek,
a jedynie opieraja si¢ na danych z izoterm m — A, czyli powierzchni przypadajacej na
czasteczke tuz przed rozpoczgciem procesu przenoszenia przy ci$nieniu powierzchniowym
10 MmN m?, oraz powierzchni uzyskanej na podstawie osadzonej masy substancji
przypadajacej na jednostk¢ powierzchni no$nika (ztota na podtozu kwarcowym). Wyjasnia

to réznice w warto$ciach TR wyznaczonych obiema metodami.

13.5. Jako$¢ pokrycia powierzchni

W celu okreslenia, czy w monowarstwach osadzonych na podiozu ze zlota wystepuja
defekty przeprowadzono réowniez eksperymenty z uzyciem woltamperometrii cykliczne;.
W Tabeli 10 zestawiono wartosci gestosci pradu katodowego (J,, ) i anodowego (/, ;) oraz
potencjatu katodowego (E,, ) i anodowego (E, ;) Wyznaczone dla procesu redukcji jonow
Fe(CN)3~ iutleniania Fe(CN)g¢ . Odpowiedz elektrochemiczna niemodyfikowane;
elektrody zlotej charakteryzuje si¢ wyraznym pikiem woltamperometrycznym
zelazocyjanku (Rysunek 43) $wiadczac o swobodnym przeptywie jondow pomigdzy

roztworem a elektrodg pracujgca. W przeciwienstwie do tego, elektrody zlote
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modyfikowane naniesionymi monowarstwami wykazujg znaczne jego thumienie, ktéremu
towarzyszy przesunie¢cie piku katodowego, sugerujac czesciowe zablokowanie odpowiedzi
elektrody metalowej przez film LB wskutek zmniejszenia dostgpnosci powierzchni
elektrody dla jonow [185].

Tabela 10 Parametry procesow katodowych (c) i anodowych (a) modyfikowanych elektrod ztotych poprzez

osadzenie badanych monowarstw.

Monowarstwa Jpc (MAcm™2) E,. (V) Jpa(MAcm™2)  Ep, (V)
Elektroda ztota 292 0,181 290 0,282
DOPC 88 0,003 76 0,340

CsA 109 0,115 113 0,283
DOPC-CsA 0,50 115 0,099 129 0,290
DOPC-CsA-LG 0,25 100 0,145 118 0,282
DOPC-CsA-LG 0,50 88 0,130 108 0,283
DOPC-CsA-LG 0,75 85 0,125 92 0,282
LG 75 0,106 89 0,285

Monowarstwa DOPC osadzona na ztocie (Rysunek 43a) powoduje duzy spadek
gestosci pradu katodowego (Jp, ), co dowodzi, ze obecnos$¢ czgsteczek fosfolipidu na

powierzchni znacznie utrudnia dostegp Fe(CN)Z~ do elektrody. Ponadto pozycja piku
katodowego jest przesunigta w kierunku potencjatow bardziej ujemnych, co dodatkowo
potwierdza utrudniony dostep jonéw do powierzchni elektrody. Swiadczy to o obecnosci
niewielkich defektow w strukturze osadzonej monowarstwy, gdyz dotarcie jonéw do
powierzchni elektrody jest mozliwe, ale bardziej skomplikowane niz w przypadku
niemodyfikowanej powierzchni zlota. Poza tym pik utleniania anionéw Fe(CN)g~ rowniez
potwierdza znaczne zmniejszenie gestoSci pragdu w porOwnaniu z elektroda
niemodyfikowang. Opisane zjawiska sugeruja, ze powierzchni¢ elektrody pokrywa
stosunkowo gesto upakowana monowarstwa, ktora znacznie hamuje przenoszenie
elektronow miedzy ukladem redoks a elektroda ztota. Osadzone monowarstwy CsA
(Rysunek 43a) 1 LG (Rysunek 43b) rowniez powodujg zmniejszenie aktywnosci ukladu
redoks. Zaréwno wartosci J, ., jakK 1 E, . wskazujg na trudnosci w dotarciu jonéw do
powierzchni elektrody, przy czym spos$rod badanych monowarstw jednosktadnikowych,

monowarstwa DOPC blokuje powierzchnig ztota w najwigkszym stopniu [185].
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Rysunek 43 Woltamperogramy cykliczne otrzymane dla elektrody ziotej (a) niemodyfikowanej i (D)

modyfikowanej badanymi monowarstwami.

Struktura chemiczna czasteczek CsA, ktéore moga by¢ preferencyjnie upakowane
W pozycji pionowej w stosunku do podtoza, prawdopodobnie sprzyja dostepowi elektronow
do powierzchni zlota w poréwnaniu z bardziej zwartymi filmami DOPC lub LG. Ponadto
warto$¢ E, . po osadzeniu na elektrodzie monowarstwy LG (Tabela 10) jest mnigj
przesuni¢ta niz w przypadku monowarstwy DOPC. Wskazuje to, ze wielko$¢ porow
(defektow) w monowarstwie LG lub niepokrytych obszarow elektrody jest wigksza.
Dodatkowo czes$ciowe zablokowanie powierzchni elektrody mozna wytlumaczy¢ ciektym
stanem fizycznym osadzonych monowarstw, w ktorych czasteczki nie sg Scisle
upakowane [231].

Ponadto  sposrod monowarstw  mieszanych dwu- (DOPC-CsA  0,50)
I trojsktadnikowych (DOPC-CsA-LG 0,25, 0,50 i 0,75), najwyzsze wartosci gestosci pradu
uzyskano po osadzeniu monowarstwy DOPC-CsA 0,50 (Rysunek 43b, Tabela 10). Wynik
ten koreluje z istnieniem oddziatywan odpychajacych migdzy czasteczkami DOPC i1 CsA,
ktorych efektem sg monowarstwy luzniej upakowane [231]. Obecno$¢ trzeciego sktadnika
LG prowadzi do obnizenia J, . i J, , W poréwnaniu z monowarstwg DOPC-CsA. Chociaz
spadek ten nie jest drastyczny, moze sugerowa¢ mniejszg ilos¢ defektow lub porow
w osadzonych monowarstwach, co pozostaje w zgodzie z mikrografiami AFM omoéwionymi
w dalszej czesci pracy.

Na podstawie przedstawionych wynikéw mozna wywnioskowaé, ze monowarstwa
DOPC jest najscislej upakowana w grupie monowarstw jednoskladnikowych. Daje to
mozliwos¢ tworzenia powtoki biokompatybilnej do bton komoérkowych, ktora jednocze$nie

bedzie stanowi¢ doskonata baze dla przenoszenia leku CsA oraz przeciwutleniacza LG oraz
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ich kontrolowanego uwalniania. Natomiast, dla monowarstw trojsktadnikowych DOPC-
CsA-LG najsilniejsze blokowanie przeptywu jonow pomiedzy roztworem a elektrodg
pracujaca (najmniejsze piki woltamperometryczne) uzyskano dla monowarstw o utamkach
molowych LG réwnych 0,50 i 0,75. Wyniki te ponownie potwierdzaja wysoki potencjat
aplikacyjny monowarstw trojsktadnikowych w inzynierii tkankowej, jako kompatybilnych
powtok zapewniajacych szerokie spektrum zastosowan, w tym stopniowego uwalniania
lekéw i/lub substancji biologicznych z poszczegdlnych warstw oraz ochrony blon

biologicznych (komorek) przed ich potencjalnym dziataniem negatywnym.
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14. Charakterystyka monowarstw (filméw) Langmuira-Blodgett
jedno- i wieloskladnikowych (DOPC, CsA i/lub LG)
otrzymanych na réznych nosnikach

14.1. Topografia i chropowato$¢ powierzchni

Topografia powierzchni implantu (lub innego biomaterialu) znaczaco wptywa na wzrost
I namnazanie si¢ komorek [31, 41, 265]. Dlatego tez modyfikujac jedynie powierzchnig
mozna zmieni¢ wlasciwosci fizyczne i chemiczne, jednoczes$nie poprawiajac odpowiedz
tkanek na implantacje, przykladowo stentu [266]. Ponadto chropowato$¢ powierzchni
okresla obszar kontaktu biomateriatu z otaczajgcymi go tkankami, a takze decyduje o ilosci
zaadsorbowanych biatek [31, 267]. Z tego wzgledu kolejnym celem czastkowym badan
wchodzacych w sktad doktoratu byto okreslenie topografii i chropowatos$ci powierzchni
monowarstw jedno- (DOPC, CsA, LG), dwu- (DOPC-CsA 0,50) i trojsktadnikowych
(DOPC-CsA-LG 0,25; 0,50; 0,75) osadzonych na polimerze PET aktywowanym plazma
powietrzna. Do realizacji tego zadania wykorzystano mikroskop sit atomowych (AFM)
pracujacy w trybie kontaktu przerywanego (z ang. tapping mode). Dodatkowo, w celu
zbadania, w jaki sposob wlasciwosci powierzchniowe no$nika wptywaja na charakterystyke
osadzonych monowarstw, jako podtoze dla filmoéw zastosowano mike oraz mik¢ pokryta
ziotem [173, 185].

Rysunki 44-49 przedstawiaja mikrografie AFM uzyskane dla skanowanej
powierzchni PET (20 x 20 um?) z zaznaczonym obszarem powickszonym oOraz
wyodrebniong stref¢ w powigkszeniu (lewa kolumna), a takze profile odpowiadajace
zaznaczonym liniom (prawa kolumna). Wartosci $redniej kwadratowej odchylenia profilu
(z ang. root mean square, S;) Wyznaczono zgodnie z Réwnaniem 13.

Do analizy chropowatosci powierzchni wybrano parametr S, poniewaz jest bardziej
wrazliwy na nierownos$ci powierzchni, takie jak wypuktosci 1 zaglebienia [173], niz Srednia
arytmetyczna odchylenia profilu chropowatosci (z ang. roughness average, S, ). S, nie okresla
doktadnie topografii badanej powierzchni, poniewaz profile o réznych ksztattach, ale o tej
samej arytmetycznej wysokosci wypuklosci i zaglebien, cechuje taka sama warto$¢ [268].

Chociaz obrazy uzyskane przy uzyciu mikroskopu kata Brewstera (Rysunek 30) nie
ujawnity domen w morfologii monowarstw otrzymanych na granicy faz woda/powietrze,
mikrografie AFM $§wiadczg o ich obecnosci (Rysunki 44, 46 1 48). Jest to zwigzane z roznicg
w rozdzielczos$ci. Rozdzielczo$¢ boczna mikroskopu kata Brewstera wynosi 2 um, podczas

gdy mikroskop sit atomowych dostarcza informacji w skali nanometrow (promien igly
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7 nm). Powstawanie takich struktur moze wynikac takze z reorganizacji czasteczek, podczas
ich osadzania z fazy cieklej na podloze state, i moze by¢ indukowane chropowatoscia
powierzchni podtoza.

Parametr S, dla podloza PET niemodyfikowanego wynosi $rednio 2 nm
(Rysunek 44), co swiadczy o tym, ze powierzchnia jest gltadka. Ta warto$¢ pozostaje
w zgodzie z danymi literaturowymi [269, 270]. Powierzchnia polimeru charakteryzuje si¢
obecnos$cig licznych okragltych wypukto$ci o wysokosci okoto 2,3 nm i érednicy prawie
380 nm (Rysunek 45).

Badania opisywane w dysertacji maja szeroki aspekt aplikacyjny. Jak juz bylo
wspomniane we wstepie PET znajduje zastosowanie gtdwnie w chirurgii rekonstrukcyjne;j.
Okazalo si¢ jednak, ze mimo niskiej chropowatosci powierzchni PET, po wszczepieniu do
organizmu zwierzgcego stentdOw naczyniowych pokrytych tym polimerem, wystapita
niekorzystna odpowiedz immunologiczna z powodu namnazania si¢ komodrek migsni
gtadkich [73]. Bazujac na tych wynikach mozna wnioskowa¢, ze podobne mechanizmy
moga zachodzi¢ w organizmie ludzkim. Istnieje zatem konieczno$¢ modyfikacji
wlasciwosci powierzchniowych PET. Jedng zmetod jest aktywacja PET plazma
niskotemperaturowa (PETp), ktéora ponad dwukrotnie zwigksza chropowato$¢ jego
powierzchni (S, ~4 nm, Rysunek 44) w poréwnaniu z polimerem niemodyfikowanym.
PET, cechuje si¢ licznymi nierownosciami, ale jego znaczna cze¢$¢ pozostaje stosunkowo
gladka [173]. Podobne wyniki uzyskali inni naukowcy [59, 60, 271]. Dziatanie plazmy
powietrznej powoduje powstanie na powierzchni PET nowych grup funkcyjnych
zawierajacych tlen i azot (-OH, - C - 0,0 =C—-0 —,—C =0,N —, —CO — N —) [26].
Ponadto procesowi plazmowania towarzyszy rozrywanie lancuchéow polimeru
| wprowadzanie atomow tlenu [60, 177, 268]. Dzigki nowo powstatym grupom funkcyjnym
osadzenie monowarstw przebiega bardziej efektywnie. Swiadcza o tym liczne badania
powierzchni metodg rentgenowskiej spektroskopii fotoelektronow (z ang. X-ray
photoelectron spectroscopy, XPS) [59, 60, 174-177].

Trudno jest okresli¢ chropowato$¢ powierzchni PET $wiezo aktywowanej plazma,
ze wzgledu na jej kontakt z powietrzem w trakcie prowadzenia pomiaréw AFM. Po
umieszczeniu polimeru PET, na powietrzu w najbardziej zewngtrznej warstwie
powierzchniowej zachodza procesy chemiczne, ktére moga wywola¢ znaczace zmiany
morfologiczne (Rysunek 44). Zuwagi na fakt, ze wszystkie badane monowarstwy

nanoszono na PET bezposrednio po jego aktywacji plazmg, w ten sposdb podioze byto
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chronione przed dziataniem powietrza 1W konsekwencji takze przed zmianami

chropowato$ci zachodzacymi pod jego wptywem [173].

PET PETp

Sq=1,771 0,44 nm Sq=4,37% ,37 nm Sq=0,76 £ 0,04 nm
DOPC-CsA 0,50

DOPC CsA

Sq=0,82%0,05nm
DOPC-CsA-LG 0,75

[0
I-:o

Rysunek 44 Mikrografie AFM otrzymane podczas skanowania obszaréw 20 X 20 um? monowarstw

Sq=1,6310,16 nm
DOP-CsA-LG 0,50

S.=091£019nm
DOPC-CsA-LG 0,25

Sq=0,89%0,13 nm S$q=0,92 £ 0,21 nm Sq =1,02£0,33 nm

przeniesionych na PET, z granicy faz woda/powietrze. Skala z: nm.

Po natozeniu monowarstw na aktywowane podtoze PET uzyskuje si¢ wygtadzenie
powierzchni (Rysunek 44). Najmniejszg chropowatoscig sposrod badanych (§4 08 nm,)
cechuje si¢ PETp z osadzong monowarstwa LG (PET/LG) (Rysunek 44). Mimo to, rowniez
na tych powierzchniach mozna zauwazy¢ nier6wnomierne roztozenie materiatu osadzonej
monowarstwy oraz nieco wigkszy rozmiar domen w poréwnaniu z podtozem PET
niemodyfikowanym. Widoczne sg niewielkie i podluzne domeny o wysokosci rownej okoto
2,7 nm i szeroko$ci prawie 170 nm, potozone réwnolegle do kierunku wyciggania polimeru
podczas procesu osadzania (Rysunek 45). Reorganizacja struktury wskazuje na stabe
oddziatywania LG z podlozem. Mniejsze wymiary wypuktosci powierzchni PETp/LG
w odniesieniu do PET niemodyfikowanego $wiadcza o efektywnym osadzeniu filmu LG na
powierzchni polimeru. Wyniki potwierdzaja zatem mozliwo$¢ wprowadzenia na

powierzchni¢ biomaterialu zwigzku przeciwutleniajacego, ktory moze petni¢ funkcje
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ochronng bton komérkowych i w efekcie komorek pacjenta przed uszkodzeniem w wyniku
dzialania leku CsA.

Nieco wigksza chropowato$¢ powierzchni uzyskuje si¢ dla PET, modyfikowanego
monowarstwg DOPC (S, ~1 nm, Rysunek 44). Badana powierzchnia cechuje si¢ domenami
o wymiarach: wysoko$¢ 3,0 nm, szeroko$¢ prawie 450 nm, utozonymi prostopadle do
kierunku wyciggania nos$nika PET podczas procesu przenoszenia monowarstwy
(Rysunek 45). Ta obserwacja $ci$le koreluje ze wspotczynnikiem przeniesienia, ktorego
wartos$¢ jest znacznie wigksza od jednosci (TR =1,6, Tabela 8). Oznacza to, ze wigcej
czasteczek DOPC jest przenoszonych na powierzchni¢ PET, niz powinna zawieraé
monowarstwa. Taki wynik eksperymentu wskazuje na mozliwo$¢ wprowadzenia innych
zwigzkéw do powlok w celu uzyskania pokrycia o $cisle zdefiniowanych wlasciwos$ciach,
jak rowniez koniecznos$¢ stosowania w procesie osadzania doktadnie okreslonych proporcji
wszystkich sktadnikow [173].

Przeniesienie monowarstwy CsA takze powoduje wygladzenie powierzchni PET,
(Rysunek 44), jednak w mniejszym stopniu niz DOPC. Powierzchnia charakteryzuje si¢
obecnosciag domen o wysokosci wigkszej o okoto 2 nm w stosunku do PET, przy
niezmienionej $rednicy [173]. Tworzenie domen moze by¢ spowodowane specyficznymi
oddziatywaniami czasteczek CsA z grupami funkcyjnymi aktywowanego podtoza PET
(—C = 0, —C — N), ktore determinujg organizacj¢ czasteczkowa w obrebie monowarstwy.
Wokot wypuktosci formuje si¢ upakowana monowarstwa CsA, ktorej sztywno$¢ jest
okreslana skondensowaniem czasteczek cyklicznych. Swiadczy o tym stosunkowo wysoka
warto$§¢ modutu $cisliwosci (66 MN m™?) w poréwnaniu do DOPC (48 mNm?) i LG
(30 mN m™) przy tym samym ci$nieniu przenoszenia réownym 10 mN m™ [231]. Poza tym,
otrzymana warto$§¢ wspotczynnika przeniesienia (0,9 £0,1) potwierdza powstanie
monowarstwy CsA na podtozu polimerowym. Ponadto widoczne sa wysokie wypuklosci po
prawej stronie mikrografii (Rysunek 45), ktore sugeruja znaczne zageszczenie czasteczek
CsA. Potwierdzeniem tego zjawiska jest wysokos¢ (23 nm) i szerokos¢ (500 nm)
wypuktosci w tym rejonie. Te znacznie wigksze wartosci dowodzg jednoznacznie, ze

lokalnie osadza si¢ wigksza liczba czgsteczek CSA [173].
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Rysunek 45 Powigkszone obszary skanowania monowarstw przeniesionych na PET, z granicy faz
woda/powietrze, wraz z zaznaczonymi kolorem liniami, wzdluz ktorych wyznaczono profile wysokosciowe
(zamieszczone obok).

Chropowatos¢ powierzchni PETp/DOPC-CsA 0,50 charakteryzuje si¢ warto$cia
posrednig (S, ~0,8 nm, Rysunek 44) migdzy chropowatoscig monowarstw DOPC i CsA, co
wynika z mniejszego skondensowania filmu w stosunku do CsA (C;'~53mNm?,
Tabela 6) i wickszego niz DOPC (C;!~48 mN m™?) [231]. Osadzenie monowarstwy

mieszanej powoduje wicksze wygtadzenie powierzchni w poréwnaniu do PETp/CsA [173].
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Bioragc pod uwage odpychajacy charakter oddziatywan pomiedzy czasteczkami obu
zwigzkoéw, wyrazony dodatnimi wartoSciami nadmiarowej energii mieszania Gibbsa
(Rysunek 25) [231], mozna stwierdzi¢, ze czasteczki CsA sg otoczone czasteczkami DOPC
1 tworza na powierzchni PET) bardziej jednorodny film. Obecno$¢ czasteczek DOPC 1 CsA
w monowarstwie utrudnia tworzenie domen DOPC oraz agregacj¢ CsA (Rysunek 44). Jest
to bardzo istotny proces pozwalajagcy na utworzenie biokompatybilnego pokrycia dla
powierzchni implantu, ktore zapewni réwnomierne uwalnianie irozprowadzanie leku
W organizmie pacjenta. Wyniki te potwierdzaja nowatorski charakter przeprowadzonych
badan 1 osiggnigcie jednego z zaplanowanych celéw doktoratu.

Na skanowanej powierzchni monowarstwy wystepuja dwa rodzaje obszarow:
jasniejsze o Scislejszym upakowaniu i ciemniejsze o mniejszym skondensowaniu. Ponadto
wypuklo$ci na powierzchni sg prawie catkowicie wyeliminowane (Rysunek 44). Efekt
wygladzajacy moze by¢ determinowany przez preferencyjne osadzanie DOPC-CsA na
powierzchni ptaskiej, a nie na wypuktosciach podtoza PETp [173].

Obecno$¢ LG w monowarstwie nie wplywa znaczgco na chropowatos¢ powierzchni
(Rysunek 44). W grupie monowarstw trojsktadnikowych uzyskano porownywalne wartosci
parametru chropowatosci powierzchni S;. Fakt ten mozna przypisa¢ wystgpowaniu filmow
w ciektym stanie fizycznym, o czym $wiadczg warto$ci modutu $cisliwosci (Tabela 6) [231],
oraz zblizonym warto§ciom wspotczynnika przeniesienia TR (Tabela 8) [173]. Po osadzeniu
monowarstwy DOPC-CsA-LG 0,25 topografia powierzchni (Rysunek 44) rézni sig
w niewielkim stopniu od okreslonej dla filmu DOPC-CsA 0,50. Natomiast, niejednorodnos¢
rozktadu profilu wysokosci (falisto$¢) jest nieco wigksza, siggajac 1,5 nm dla DOPC-CsA-
LG 0,25 oraz 1,2 nm dla DOPC-CsA 0,50 [173]. Znaczgce zmiany w topografii obserwuje
si¢ po przeniesieniu filmu DOPC-CsA-LG 0,50 (Rysunek 44). Widoczne s3
charakterystyczne domeny o wysokosci 4 nm i szerokosci okoto 340 nm. Domeny te
wykazuja najwigksze podobienstwo do domen obecnych po osadzeniu filmu DOPC. Co
wigcej, w srodkowe]j czesci tej mikrografii, widoczne jest nagromadzenie czasteczek.
Podobne zjawisko wystepuje w przypadku monowarstwy CsA (Rysunek 44).

Po zwigkszeniu utamka molowego LG do 0,75 wszystkie domeny zanikajg i tworzy
si¢ warstwa bardziej gladka (Rysunek 44). Mozna zauwazy¢ takze nieznaczne
zréznicowanie pokrycia powierzchni oraz wystepowanie obszarOw niepokrytych
w rezultacie reorganizacji czasteczek monowarstwy na podtozu PET, w trakcie lub po jej

osadzeniu [173]. Dodatkowo czasteczki LG moga by¢ nachylone wzgledem podtoza statego
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zpowodu duzej dysproporcji migdzy wielko$cig ugrupowania polarnego a tancucha
weglowodorowego. W zwigzku z tym monowarstwa nie moze by¢ $cisle upakowana w taki
sposob, ze czasteczki sg utozone prostopadle do powierzchni podloza. Dlatego tez tatwiej
moze doj$¢ do fragmentacji takiej monowarstwy podczas analizy TOF-SIMS (Rozdziat 14.2).

Wsrdéd monowarstw jednosktadnikowych, przeniesienie fosfolipidu DOPC z subfazy
AA na polimer PET, prowadzi do najwigkszego wygtadzenia powierzchni [186]
(Rysunek 46), podobnie jak miato to miejsce w przypadku subfazy wodnej (Rysunek 44)
[173]. Wskazuje to, ze kwas octowy nie ma wigkszego wptywu na chropowato$¢ powierzchni
PET modyfikowanej monowarstwg fosfolipidu. Jednakze, sa widoczne pionowe domeny
utozone réwnolegle do kierunku wyciggania PETp. Ich wymiary osiagaja wysoko$¢ ok.
3nm iszeroko$s¢ 247 nm (Rysunek 47). Obecno$¢ domen moze byé spowodowana
przeniesieniem wigkszej ilosci czasteczek niz ta odpowiadajaca monowarstwie, o czym
$wiadczy wigksza od jednosci warto$¢ wspotczynnika TR (TR =1,2). Jest to
prawdopodobnie zwigzane ze zmianami oddziatywan mig¢dzy czasteczkami na granicy faz
AA/powietrze oraz po przeniesieniu filmu na staly nos$nik polimerowy. Powyzsze
oddziatywania s3 kluczowe dla osiggnigcia czgstkowego celu doktoratu, poniewaz
determinujg upakowanie i organizacj¢ monowarstwy na polimerze PET, a to z kolei

prowadzi do otrzymania optymalnej powierzchni biokompatybilnej.
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S$,=1,31+0,05 nm $,=0,95+0,04 nm S,=2,40+0,18 nm

DOPC-CsA 0,50 DOPC-CsA-LG 0,25 DOPC-CsA-LG 0,50

60

40
o &oF

4§
i

$,=1,7940,27 nm $,=0,8120,04 nm

DOPC-CsA-LG 0,75 LG

$,=1,89+0,07 nm $,=2,21+0,08 nm

Rysunek 46 Mikrografie AFM otrzymane podczas skanowania obszaréw 20X 20 um? monowarstw
przeniesionych na PET, z granicy faz AA/powietrze. Skala z: nm.

Bardziej niejednorodne i chropowate powierzchnie uzyskano po osadzeniu
monowarstw CsA i LG (Rysunek 46) w odniesieniu do PET,/DOPC [186]. Wysokos¢
wypuktos$ci, ktore charakteryzuja monowarstwe CsA miesci si¢ w przedziale od ok. 2,5 nm
do nawet 5 nm (Rysunek 47), przy czym ich szerokos¢ jest zblizona do szerokosci wzniesien
obecnych na powierzchni PET niemodyfikowanej (380 nm) (Rysunek 45) [173]. Sugeruje
to, ze czasteczki CsA sa bardziej upakowane wokét wypuktosci, podobnie jak obserwowano
dla monowarstwy CsA przeniesionej z subfazy wodnej [173]. Wynika to z najwigkszej
warto$ci modutu $ci§liwosci CsA wsrod monowarstw pojedynczych skladnikéw przy
ci$nieniu powierzchniowym réwnym 10 mN m? (€71 =51,1 mN m?, Tabela 7 [230]).
Warto$¢ TR jest rowna 1,0 (Tabela 8), co potwierdza iloSciowe przeniesienie monowarstwy

na podtoze PET, [173].
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(zamieszczone obok).

Po natozeniu monowarstwy LG uzyskano najwyzsza wartoS¢ parametru S,
(2,21 + 0,08 nm) w grupie monowarstw jednosktadnikowych (Rysunek 46). Odwrotnie, niz
w przypadku chropowatosci powierzchni otrzymanej po przeniesieniu monowarstwy LG
z granicy faz woda/powietrze (Rysunek 44), ktora byta najmniejsza (0,76 + 0,04 nm) [173],
pomimo wigkszego upakowania czasteczek ja tworzacych [230]. Mozna zatem stwierdzic,
ze czasteczki kwasu octowego wplywaja na nachylenie i/lub organizacje czasteczek
tworzacych monowarstwe. Ponadto monowarstwa LG nie jest $cisle upakowana z powodu

struktury zwigzku.
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Po osadzeniu monowarstwy DOPC-CsA na podiozu polimerowym uzyskuje si¢
gladszg powierzchni¢ niz PET/AA/CsA (S, =1,79 nm, Rysunek 46), ale bardziej

chropowatag niz PET,/AA/DOPC. Posrednia warto§¢ chropowatosci moze wynikac
Z posredniego stopnia upakowania czasteczek monowarstwy mieszanej w porownaniu
z monowarstwami pojedynczych sktadnikow [230]. Wysokos¢ wypuktosci obecnych na
powierzchni PETp/AA/DOPC-CsA 0,50 siega 2,6 nm (Rysunek 47), i jest porownywalna do
wysokos$ci uzyskanych dla powierzchni monowarstw DOPC i CsA. Ponadto warto$¢ TR jest
zblizona do jednosci (TR =1,1) [186].

Osadzenie monowarstw  DOPC-CsA-LG 0,25 10,50 skutkuje wiekszym
wygladzeniem powierzchni w poréwnaniu do DOPC-CsA (Rysunek 46) [186]. Zmiany
wielkos$ci wypuktosci w zaleznosci od ilosci LG w monowarstwach trdjsktadnikowych sa
przyczyna zmian parametru chropowatosci powierzchni. Ze wzrostem utamka molowego
LG z 16 =0,25 do y.c =0,75 warto$¢ parametru S, rosnie. Co zaskakujace, jeszcze
wyzszy utamek molowy LG (yx;; =0,75) nie powoduje najwickszego wygladzenia
powierzchni. Chropowato$¢ powierzchni PET,/AA/DOPC-CsA-LG 0,75 jest podobna do
PETp,/AA/DOPC-CsA 0,50 (Rysunek 46). Przyczyng moze by¢ mniejsze upakowanie
czasteczek tworzacych monowarstwe na granicy AA/powietrze (Cs =41,7 mN m 1) niz
dla monowarstwy DOPC-CsA (C;!=44mNm?, Tabela 7, Rysunek 20). Ponadto
oddziatywania przyciagajace miedzy czasteczkami monowarstwy DOPC-CSA-LG s3
stabsze przy y.c = 0,75 niz przy 0,25 1 0,50 (Rysunek 28) [230].

Obecnos¢ filmu chitozanu na powierzchni PET aktywowanej plazmg powietrzng
mogg potwierdza¢ niZsze wartosci parametru S, (S, = 2,24 nm, Rysunek 48) [186]. Proces
adhez;ji jest mozliwy dzieki oddziatywaniom miedzy grupami funkcyjnymi na aktywowanej
powierzchni polimeru oraz hydroksylowymi i aminowymi chitozanu. Na mikrografiach AFM
widoczne sg lokalne agregaty, co jest cecha charakterystyczng wielu polisacharydéw [270, 272].
Dodatkowo, stopien deacetylacji (DD) chitozanu odgrywa kluczowa role w chropowato$ci
powierzchni, biodegradowalno$ci oraz sztywnoSci powlok biomateriatow [272].

Chitozan stosowany w badaniach objetych doktoratem posiada wartos¢ DD rowna
82% [273]. Dlatego wyroznia si¢ w jego strukturze zaréwno grupy acetylowane, jak
i deacetylowane, przy czym liczniejszg grup¢ stanowig grupy deacetylowane. Polarne grupy
funkcyjne podiloza zawierajagce tlen moga tworzy¢ wigzania estrowe z grupami
hydroksylowymi chitozanu. Ten proces zachodzi znacznie tatwiej w §rodowisku o pH

kwasowym. Dodatkowo, mozliwe jest utworzenie miedzyczasteczkowych wigzan
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wodorowych miedzy grupami funkcyjnymi obecnymi na powierzchni PET i grupami —OH
oraz —NH, chitozanu [176]. W zwigzku z tym warstwa chitozanu moze by¢ mocno
zwigzana z polimerem aktywowanym. Silna adhezja jest niezb¢dna w celu osiggniecia celu
dysertacji, czyli uzyskania powierzchni kompatybilnej, ktora jednoczesnie mogtaby petnic
role systemu kontrolowanego uwalniania leku.

Osadzanie monowarstw Langmuira z subfazy Ch prowadzi do uzyskania gladszej
powierzchni no$nika PET, (parametr S,, Rysunki 44 i 48). Niemniej jednak niektore
domeny sa widoczne na obrazach AFM, chociaz podobnie jak w przypadku filmow
otrzymanych na subfazie wodnej mikroskopia kata Brewstera nie ujawnita ich w mikroskali
(Rysunek 30) [230]. Dowodzi to, ze czgsteczki tworzace monowarstwy ulegaja
reorganizacji podczas procesu przenoszenia z fazy ciektej (Ch) na powierzchni¢ PET
modyfikowang plazma (no$nik staty).

Ch DOPC CsA

S,=2,24+0,14 nm S,=2,42+0,06 nm $,=1,22+0,08 nm

DOPC-CsA 0,50 DOPC-CsA-LG 0,25 DOPC-CsA-LG 0,50

S,=1,15+0,13 nm S,=1,75+0,20 nm

DOPC-CsA-LG 0,75 LG

30

120

S,=1,03+0,06 nm $,=1,26+0,21 nm

Rysunek 48 Mikrografie AFM otrzymane podczas skanowania obszaréw 20X 20 um? monowarstw

przeniesionych PET, z granicy faz Ch/powietrze.

Chropowatos¢ powierzchni po przeniesieniu monowarstwy DOPC z granicy faz

Ch/powietrze na poditoze PET) jest wigksza (Rysunek 48) niz w przypadku przeniesienia
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z granicy faz AA/powietrze (Rysunek 46). Mozna wiec stwierdzi¢, ze obecnos¢ czasteczek
Ch wptywa na organizacje monowarstwy DOPC poprzez wzajemne oddzialtywania [186].

Najwicksze wygladzenie uzyskuje si¢ dla podloza PETp/Ch z osadzong

monowarstwa CsA (Rysunek 48). Widoczne na powierzchni wypuklosci majg wysokosé
2,3 nm 1 szerokos$¢ ok. 300 nm. Wielkosci te sg bardzo podobne do uzyskanych dla PET
niemodyfikowanego (Rysunek 45) [173]. Moze to by¢ wynikiem niemalze najwickszego
upakowania czgsteczek tworzacych monowarstwe CsA otrzymang na granicy faz
Ch/powietrze sposréd wszystkich badanych monowarstw Langmuira (Tabela 7,
Rysunek 20) [230]. Wartos¢ TR jest bliska 1,0, co wskazuje na osadzanie si¢ warstwy
monomolekularnej (Tabela 8). Uzyskany wynik ponownie potwierdza mozliwos¢
zastosowania chitozanu, jako potencjalnego nosnika leku CsA.
Po osadzeniu monowarstwy LG z subfazy Ch chropowato$¢ powierzchni PETp/Ch/LG
wynosi S, = 1,26 nm (Rysunek 48). Wypuklosci o wysokosci okoto 4 nm widoczne na
mikrografii (Rysunek 49) mozna powigza¢ ze zmianami orientacji LG wywotanymi
oddziatywaniami LG z chitozanem poprzez mostki wodorowe oraz sity LW, a takze
luZniejszym upakowaniem czasteczek tworzacych monowarstwy [230].

Obecnos¢ filmu Ch skutkuje dwukrotnie nizszg wartoScig parametru S,
wyznaczonego dla podtoza PETp/Ch/DOPC-CsA 0,50 (Rysunek 48), ktore charakteryzuje
si¢ wypuklo$ciami o mniejszych wymiarach (wysoko$¢ ~2,1 nm, Rysunek 49) niz dla
PET,/AA/DOPC. Potwierdza to, ze chitozan wplywa na oddzialywania migdzy
czasteczkami DOPC i CsA. Ponadto Ch moze wypetnia¢ wolne luki powstate w wyniku
strukturalnego niedopasowania czasteczek, co doskonale wpisuje si¢ w osiggniecie jednego
z zakladanych celéw dysertacji, jakim jest uzyskanie pokrycia o $cisle okreslonym sktadzie,
zapewniajacym naturalne polaczenie z blonami komorkowymi oraz dostarczenie CsA
W pozadane miejsce.

Osadzanie monowarstwv DOPC-CsA-LG zmienia chropowato$¢ powierzchni
podtoza PET,/Ch (Rysunek 48). Jej wartos¢ dla powierzchni PET,/Ch/DOPC-CsA-LG 0,25
wzrasta w stosunku do PET,/Ch/DOPC-CsA, pomimo wigkszego upakowania czasteczek
(Tabela 7, Rysunek 20) [230]. Jest to widoczne w opisie wypuklosci o wysokosci 4,4 nm
I szerokos$ci 255 nm. Powodem tego jest specyficzna reorganizacja czgsteczek tworzacych
monowarstwe po ich przeniesieniu na podloze PETp z granicy faz Ch/powietrze [186].
Wygladzenie powierzchni uzyskuje si¢ po osadzeniu monowarstw DOPC-CSA-LG 0,50
10,75 z subfazy Ch (Rysunek 48). Jest to zwigzane z silnymi oddziatywaniami
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przyciagajacymi migdzy czasteczkami DOPC, CsA 1 LG oraz ich wigkszym upakowaniem
na granicy faz Ch/powietrze w stosunku do monowarstwy DOPC-CsA 0,50 [230]. Wielkos¢
wypuktosci powierzchni PET,/Ch/DOPC-CsA-LG 0,50 i PET,/Ch/DOPC-CsA-LG 0,75
jest podobna. Wysoko$¢ i szeroko$¢ wynosza odpowiednio 3,4 nm i 166 nm oraz 2,9 nm
i 220 nm przy x.c =0,501i 0,75.
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Rysunek 49 Powigkszone obszary skanowania z zaznaczonymi miejscami wyznaczania profili monowarstw
przeniesionych na PET, z granicy faz Ch/powietrze, wraz z zaznaczonymi kolorem liniami, wzdtuz ktérych

wyznaczono profile wysokosciowe (zamieszczone 0bok).

W kolejnym etapie badan wchodzgcych w sktad dysertacji, w celu okreslenia
wptywu rodzaju podtoza na chropowatos¢ filmow, badane monowarstwy Langmuira

przeniesiono na mikg (S, = 0,06 nm) oraz mike pokrytg zlotem (S, = 1 nm). Wybor miki
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byl uwarunkowany faktem, ze jest powszechnie stosowanym no$nikiem w obrazowaniu
AFM. Ponadto ze wzgledu na swoja atomowo gladka powierzchni¢ 1 hydrofilowy charakter
jest doskonatym materiatem do przenoszenia filmow LB, ktory zapewnia, ze struktura filmu
otrzymanego na granicy faz woda/powietrze pozostaje praktycznie nienaruszona pomimo
zastosowanej procedury transferu [185].

Rysunek 50 przedstawia mikrografie AFM reprezentatywne dla badanych
monowarstw przeniesionych z granicy faz woda/powietrze na mike przy cis$nieniu
powierzchniowym réwnym 10 mN m™. Zwigzki DOPC, CsA i LG tworza na mice
jednorodne filmy, co potwierdzajg niskie wartosci uzyskane dla parametru chropowatosci
Sq» 0dpowiednio 0,29, 0,34 i 0,19 nm. Monowarstwa DOPC-CsA 0,50 wykazuje obecno$¢
pewnych obszaréw o zréznicowanej wysoko$ci, co mozna przypisa¢ odmiennemu
nachyleniu czgsteczek wzgledem podioza, dajac wartos¢ S, = 0,44 nm. Wynik ten moze
potwierdza¢ istnienie oddzialywan odpychajacych (cze$ciowej mieszalnosci) migdzy
czasteczkami DOPC i CsA, co wezeséniej obserwowano w filmach Langmuira [231].

DOPC CsA LG

0.0 Height 20um 0.0 Hoight 20um 0.0 Hoight 20um

5,=0,29 nm S,=0,34 nm S,~0,19 nm
DOPC-CsA 0,50 DOPC-CsA-LG 0,25 DOPC-CsA-LG 0,50 DOPC-CsA-LG 0,75

02nm

0.1 nm

0.0 Height 20u 0.0 Height 20um 0.0 Height 20um 0.0 Height 20um

S,=0,44nm S,=0,04 nm S,=0,03 nm 5,=0,20 nm

Rysunek 50 Mikrografie AFM otrzymane podczas skanowania obszaréw 2 X2 um? monowarstw

przeniesionych na mike z granicy faz woda/powietrze.

Dla monowarstwy DOPC-CsSA-LG 0,25 otrzymuje si¢ film jednorodny
(S =0,04 nm). Jest to prawdopodobnie zwigzane z powinowactwem czasteczek LG
zarowno do DOPC, jak i CsA [185]. LG zmienia charakter oddzialywan pomig¢dzy
czasteczkami tworzagcymi monowarstwg (Rysunek 25) sprzyjajac ich wzajemnej
mieszalnosci poprzez wigzania wodorowe i sity Lifshitza-van der Waalsa [231]. Wraz ze
wzrostem ilosci LG (DOPC-CsA-LG 0,50), uzyskuje si¢ monowarstwe¢ bardziej

homogeniczng (S; = 0,03 nm), co wskazuje na lepsza mieszalnos¢ sktadnikow [231].
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Niemniej jednak film DOPC-CsA-LG 0,75 wykazuje wickszg niejednorodnos¢ z wyraznie
zaznaczonymi domenami, S, =0,20 nm. Analogiczne wyniki zostaly uzyskane po
przeniesieniu tej monowarstwy na PET, (Rysunek 44). Prawdopodobnie przy takim
stosunku molowym sktadnikow monowarstwy nie jest zapewniony odpowiedni uktad
strukturalny umozliwiajacy dopasowanie przestrzenne. Dlatego rozna sila oddzialywan
DOPC-LG i CsA-LG moze prowadzi¢ do powstawania domen [231].

Rysunek 51 przedstawia mikrografie filméw osadzonych na mice z naniesiong warstwa
ztota. Topografia monowarstw LB przeniesionych na taki no$nik jest podobna do obserwowanej
dla monowarstw na mice (Rysunek 50). Jednak mozna zauwazy¢ cechy charakterystyczne
jedynie dla zlota, takie jak uskoki (z ang. steps) i tarasy (z ang. terraces) [185]. Ponadto
chropowatos¢ filméw osadzonych na mice pokrytej ztotem jest nieco wigksza niz w przypadku
monowarstw LB przeniesionych na mike, poniewaz wptywa na to struktura ztota, ktora jest
widoczna nawet w obecnosci filméw LB. Otrzymane wartoSci parametru chropowatosci S,
dla monowarstw DOPC, CsA i LG to 0,35; 0,45; 0,33 nm.

DOPC

Height 00 Height

S,=0,35 nm S$,=0,45 nm

DOPC-CsA 0,50 DOPC-CsA-LG 0,25 DOPC-CsA-LG 0,50 DOPC-CsA-LG 0,75

Height

S,=0,56 nm S,=0,32 nm

00 Height 20um

Height

S,=0,40 nm

Rysunek 51 Mikrografie AFM otrzymane podczas skanowania obszaréw 2 X2 um? monowarstw

przeniesionych na mike pokrytq warstwq zlota z granicy faz woda/powietrze.

Z kolei dla filméw mieszanych S, =0,56; 0,32; 0,29 i 0,40 nm, odpowiednio dla
DOPC-CsA 0,50 oraz DOPC-CsA-LG 0,25, 0,501 0,75. Wyniki te pokazuja, ze wlasciwosci
fizykochemiczne powierzchni podtoza mogg odgrywaé wazng role w procesie tworzenia
filmu monomolekularnego i jego wtasciwos$ciach. Inny no$nik moze powodowac odmienne
upakowanie osadzonych czasteczek. W zwigzku z tym, mozna stwierdzi¢, ze rodzaj podioza

ma bardzo istotny wptyw na chropowatos$¢ osadzanego filmu [173, 185, 261]. Co ciekawe,
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dla obu omawianych rodzajow podtoza monowarstwa DOPC-CsA-LG 0,50 jest najbardziej
homogeniczna [185].

W badaniach prowadzonych w ramach doktoratu wykazano, ze monowarstwy
osadzone na roznych no$nikach statych cechuja si¢ mata chropowatoscia, co otwiera droge
do ich zastosowania W pokrywaniu powierzchni implantow. Najwiekszy potencjal
aplikacyjny wykazujag monowarstwy DOPC-CsA-LG, ktére charakteryzujg si¢ najmniejszg
chropowatoscia, co jest skorelowane z ich najwiekszym upakowaniem i uporzadkowaniem.
Ponadto obecnos¢ trzech lub czterech sktadnikoéw w monowarstwie o odpowiedniej
biokompatybilnosci zapewnia naturalne polaczenie powierzchni biomateriatu z zywymi
tkankami (DOPC), dostarczenie leku immunosupresyjnego bezposrednio w implantowane
miejsce (Ch, CsA) oraz ochrong blon komoérkowych przed ich zniszczeniem (LG) w wyniku
dzialania wolnych rodnikow powstatych w efekcie zastosowania cyklosporyny. W tym

aspekcie glowne cele doktoratu zostaly osiggnigte.

14.2. Organizacja czasteczkowa

Kolejnym celem czastkowym rozprawy doktorskiej byto okreslenie wzajemnego utozenia
czasteczek tworzacych monowarstwe oraz lepsze zrozumienie oddziatywan zachodzacych
migdzy nimi. W tym celu zastosowano spektrometri¢ mas jonow wtornych z analizatorem
czasu przelotu. Technika ta pozwala na okreslenie struktury chemicznej i szlakow
fragmentacji czasteczek [274] DOPC, CsA i1 LG na podstawie warto$ci stosunku m/z
powstatych podczas jonizacji fragmentow czasteczek. W zwigzku z tym, ze w trakcie
jonizacji z uzyciem zrodla bizmutowego w komorze spektrometru TOF-SIMS powstaja
jedynie fragmenty masowe jednotadunkowe (dodatnie oraz ujemne), warto$¢ m/z odpowiada
w praktyce masie powstatego jonu. Fragmenty analizowanych czgsteczek wraz z przypisanymi

warto$ciami m/z zostaty opisane w poprzednich pracach zespotu [195, 196, 227].
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Najbardziej charakterystyczne fragmenty zidentyfikowane w widmach masowych
TOF-SIMS dla mierzonych probek zestawiono w Tabeli 11. Rysunek 52 przedstawia
srednie warto$ci intensywnosci wzglednej (I,) z odchyleniami standardowymi
reprezentujagcymi btad eksperymentalny dla monowarstw DOPC, CsA, LG, DOPC-CsA
(xcsa =0,50) i DOPC-CsA-LG (x.¢ = 0,25, 0,501 0,75) 0 roznych proporcjach molowych.

Podstawowym jonem identyfikujacym dany sktadnik monowarstwy oraz stuzgcym
jako wskaznik jej uporzadkowania, $cisle zwigzany z utozeniem i/lub nachyleniem
czasteczek, jest jon czasteczkowy. Definiuje si¢ go jako natadowanag czasteczke, ktora
powstaje w wyniku jonizacji poprzez oddanie jednego elektronu (jon czasteczkowy dodatni)
lub znacznie rzadziej poprzez pobranie jednego elektronu (jon czasteczkowy ujemny). Jego
masa jest rowna masie czgsteczkowej badanego zwigzku. Natomiast jon
pseudoczasteczkowy powstaje poprzez usuni¢cie dwoch atoméw tlenu lub wodoru z jonu
czasteczkowego, a takze przylaczenie metalu obcego z otoczenia.

Analiza widm TOF-SIMS nie wykazata obecnosci jondéw czgsteczkowych
w monowarstwach DOPC i LG [173, 186]. Brak tych jonow moze wynika¢ z kilku
przyczyn. Pierwszym aspektem wartym rozwazenia jest mozliwe nieuporzadkowanie
czasteczek monowarstw zwigzane z ich wystegpowaniem na granicy miedzyfazowej w stanie
ciektlym rozpr¢zonym (faza LE, Tabele 6 i 7). Konfiguracja tancuchéw w strukturze
czasteczek fosfolipidu DOPC utrudnia tworzenie $cisle upakowanych i wysoce
uporzagdkowanych monowarstw, co sprzyja fragmentacji czasteczek pod wpltywem
strumienia jonéw Bi*. Jak wykazali inni naukowcy obecno$¢ wigzan nasyconych
w tancuchach weglowodorowych, na przyktad fosfolipidu DPPC, pozwala na wigksze
spionizowanie czasteczek i utworzenie monowarstw bardziej uporzadkowanych [195].
W wyniku odziatywania z wigzka jonow pierwotnych (Bi* lub Bi3") czasteczki w takiej
warstwie podlegaja znacznie mniejszej fragmentacji, co sprzyja wysokiej wydajnos$ci jonu
czasteczkowego [195].

Mozna wigc przypuszczaé, ze po aktywacji podtoza PET plazmg powietrzng, pomimo
ze grupy fosfocholinowe oddzialuja z podtozem polimerowym, to struktura tancuchow
weglowodorowych blokuje utworzenie $cisle upakowanej monowarstwy DOPC [173], takiej
jaka uzyskano dla DPPC.
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Tabela 11 Najbardziej charakterystyczne dodatnie fragmenty DOPC, LG i CsA w widmach masowych TOF-SIMS.

Wzér identyfikowanego

jonu m/z Zwiazek
(CsH1aNO)* 104 DOPC
(CsH13PO3N)* 166 DOPC
(CsH1sNPO4)* 184 DOPC
(C7Hs04)" 153 LG
(C7HeOs)" 170 LG
(C7H:0s)* 171 LG
(CeHuN)* 100 CsA
(Ce1H107N10012)* 1172 CsA jon pseudoczasteczkowy
(CG(ZC?&ZTlII_'?fZ) 1202 CsA jon czasteczkowy
(C2H4NO)* 58 chitozan
(C2HsNO)* 59 chitozan
(C2HsNO)* 60 chitozan

Ponadto Jurak i1 wspot. zidentyfikowali jon czasteczkowy DOPC dla monowarstwy
tego fosfolipidu osadzonej na mice [196]. Zastosowanie miki o gltadko$ci atomowej, ktora
charakteryzuje si¢ wysoka jednorodno$cig energetyczng i duzg liczbg miejsc aktywnych,
pozwala na uzyskanie bardziej upakowanej monowarstwy o zmniejszonej odlegltosci
pomigdzy grupami fosfocholinowymi, niz ma to miejsce dla PET,/DOPC. Poza tym,
naukowcy stwierdzili réwniez obecnos¢ jonu czasteczkowego dla monowarstwy LG na
mice [195] jednocze$nie potwierdzajac, ze rodzaj podioza ma decydujacy wplyw na
struktur¢ monowarstwy. Jest to zgodne z przeprowadzonymi w ramach doktoratu
eksperymentami przy uzyciu AFM. Z tego powodu identyfikacja jonu czasteczkowego
moze by¢ akceptowalnym wskaznikiem $cisle okre§lonej organizacji czgsteczkowej
monowarstwy.

Kolejnym waznym parametrem, ktory nalezy wzia¢ pod uwage, jest ci$nienie
powierzchniowe przenoszenia monowarstw na podloze stale. W badaniach objetych
rozprawg doktorskg osadzanie prowadzono przy ci$nieniu 10 mN m™ [173, 186], ktore
determinuje mniejszy stopien kondensacji monowarstw niz cisnienie 35 mN m*
zastosowane przez badaczy przy przenoszeniu na mike [195]. Stad nasuwa si¢ wniosek, ze
za brak jonow czasteczkowych w filmach DOPC i LG moze odpowiada¢ mniejsze ich
skondensowanie, a tym samym wigksze nachylenie czasteczek w stosunku do podioza
statego [173, 186].
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Rysunek 52 Rozklad fragmentéw (a) DOPC m/z = 104, 166 i 184 (fosfocholiny), (b) CsA m/z = 100,
(c)m/z=1172, 1202, (d) LG m/z = 153, 170, 171 oraz (e) stosunek intensywnosci fragmentow DOPC do
DOPC oraz (f) DOPC do DOPC i DOPC do LG dla badanych monowarstw przeniesionych na PET z granicy
faz woda/powietrze.

W widmie masowym uzyskanym dla monowarstwy DOPC zidentyfikowano
najbardziej intensywne sygnaly pochodzace od fragmentow grupy polarnej fosfolipidu:
m/z =104 (CsH4,NO)*, m/z=166 (CsH,3PO;N)*, m/z=184 (CsH,sPO,N)*
(Rysunek 52a) [173]. Otrzymane wyniki pozostaja w zgodzie z danymi literaturowymi [187,
190, 192, 196]. Dla monowarstwy CsA najbardziej charakterystyczne fragmenty pojawiaja
sie przy m/z =100 (C4H;4N)* (Rysunek 52b), m/z = 1172 - jon pseudoczasteczkowy
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(Cg1H197N10012) 1 oraz m/z = 1202 - jon czasteczkowy (CgpHy12N11012)1 (Rysunek 52c¢).
Identyfikacja jonu czasteczkowego CsA moze stanowi¢ dowod na tworzenie wzglednie
upakowanej monowarstwy. Ponadto jon pseudoczasteczkowy CsA wykazuje znacznie
wigksza wydajnos¢ niz jon czasteczkowy (Rysunek 52c¢).

Po osadzeniu monowarstwy mieszanej DOPC-CsA 0,50 na PET, intensywnos$¢
ugrupowan charakterystycznych dla DOPC i CsA zmienia si¢. Obserwuje si¢ wickszg
intensywno$¢ jonu pseudoczasteczkowego (m/z = 1172) w poréwnaniu z monowarstwa
CsA (Rysunek 52c¢). To sugeruje, ze obecno$¢ czasteczek DOPC zmienia orientacje¢
czasteczek CsA na bardziej prostopadia, a w konsekwencji zwigksza intensywnos$¢ jonu
pseudoczasteczkowego. Podobng zaleznos$¢ podali badacze dla monowarstw fosfolipidow,
dla ktorych zidentyfikowano jon czgsteczkowy [195].

Ponadto ilos¢ CsA w monowarstwie DOPC-CsA jest mniejsza w poréwnaniu
z filmem CsA, w zwigzku z tym maleje intensywno$¢ najbardziej reprezentatywnego jonu
CsA (C¢Hi4N)*. Ze wzgledu na jego najwickszg intensywnos$¢ sposrod wszystkich
zidentyfikowanych jonéw CsA, jest on bardzo uzyteczny w ocenie statystycznej zawartosci
leku w monowarstwie (Rysunek 52b). Intensywnos$¢ wszystkich charakterystycznych
fragmentow grupy fosfocholinowej zmniejsza si¢ okoto 6-krotnie w monowarstwie DOPC-
CsA (Rysunek 52a), podczas gdy intensywno$¢ fragmentu cyklosporyny (C¢Hy4N)* tylko
o ok. 10% (Rysunek 52b). Powyzsze wyniki jednoznacznie potwierdzaja obecno$¢
czasteczek obu sktadnikow w filmie LB. Z drugiej strony, tak znaczna redukcja
intensywnosci nie jest typowym wynikiem.

W warunkach ~ do$wiadczalnych, przy  stosunkowo  niskim  ci$nieniu
powierzchniowym (10 mN m™?) CsA wykazuje znacznie wicksze powinowactwo do
podtoza PET, niz DOPC [173]. Takie zachowanie czasteczek CsA w obecnosci fosfolipidu
jest pozadane w aspekcie osiggniecia celu doktoratu, jakim jest zaprojektowanie
powierzchni biomaterialu o wlasciwo$ciach pozwalajacych na dostarczenie leku
bezposrednio w miejsce wszczepienia implantu. Dodatkowo, aby ochroni¢ komorki przed
uszkodzeniem powstatym w wyniku skutkéw ubocznych CsA, w nastepnym etapie badan
do monowarstwy wprowadzono kolejny sktadnik, LG.

Obecnos¢ trzeciego sktadnika, LG, rowniez znaczaco wplywa na intensywnos$¢
charakterystycznych fragmentdéw DOPC (Rysunek 52a) i CsA (Rysunek 52b, c¢) wsrod
monowarstw DOPC-CsA-LG. Jego wystepowanie w monowarstwie DOPC-CsA-LG 0,25

zmniejsza intensywno$¢ sygnaldw pochodzacych zar6wno od fragmentow CsA:
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m/z = 100 (C4H.4N)T (Rysunek 52b), jak i jonu pseudoczasteczkowego (Rysunek 52c¢).
Ta zalezno$¢ koreluje ze zmniejszong zawartoscig CsA w monowarstwie mieszanej. Ponadto
sugeruje to rowniez, ze orientacja CsA jest zachowana, poniewaz intensywnos¢ jonu
(C¢Hy4N)™, oraz jondw pseudoczasteczkowych, ulega redukcji [173].

Odmienna sytuacja wystepuje w przypadku filmu DOPC-CsA-LG 0,50.
Intensywno$¢ jonu (CgHy4N)* jest porbwnywalna z obserwowang dla DOPC-CsA-LG 0,25
(Rysunek 52b), co wskazuje na podobng ilo$¢ czasteczek CsA, podczas gdy intensywnosé
jonu pseudoczasteczkowego jest mniejsza (Rysunek 52c¢). Ilos¢ cyklosporyny A
w monowarstwach tréjsktadnikowych jest inna, dlatego wydaje si¢ prawdopodobne, ze przy
mniejszej ilosci CsA w monowarstwie (DOPC-CsA-LG 0,50), czasteczki sg bardziej
nachylone wzgledem powierzchni polimeru. Takie zachowanie sprzyja uzyskaniu wigkszej
wydajnosci  jonu (CqH 4N)*, ale jest niekorzystne dla wydajnosci jonu
pseudoczasteczkowego [173]. Z punktu widzenia zalozonych celéw doktoratu jest to wynik
zadowalajacy, gdyz potwierdza dobre pokrycie powierzchni czasteczkami CsA, ktore moze
zapewni¢ stosunkowo tatwe dostarczenie leku immunosupresyjnego do zywych komoérek
bezposrednio z powierzchni implantu.

Przy wigkszym nachyleniu, czasteczki CsA sg zorientowane bardziej prostopadle do
pierwotnej wigzki Bi*t. W zwigzku z tym szybko$¢ rozpylania jest wieksza prowadzac do
wiekszej fragmentacji czgsteczek CsA i wyzszej wydajnosci jonu (C4H;,N)*. Natomiast
dla monowarstwy DOPC-CsA-LG 0,75, intensywno$¢ jonu (CqH4N)* jest mniejsza, zas$
jonu pseudoczgsteczkowego - podobna do uzyskanej dla monowarstwy DOPC-CsA-
LG 0,50. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze czasteczki CsA s3 nachylone w mniejszym
stopniu przy wigkszej zawartosci LG (y;; = 0,75) niz w monowarstwie DOPC-CsA-LG
0,50, pomimo mniejszej ilosci czasteczek CsA w monowarstwie LB. Intensywnos$¢ jonu
pseudoczasteczkowego jest zblizona do obserwowanej dla monowarstwy DOPC-CsA-
LG 0,50 (Rysunek 52c¢). Ponadto brak jonoéw czasteczkowych dla DOPC i LG
w monowarstwach mieszanych moze potwierdza¢ istnienie silniejszych oddziatywan
przyciagajacych migdzy czasteczkami tworzacymi monowarstwy wielosktadnikowe niz
jednosktadnikowe [173]. Powyzsze stwierdzenie jest zgodne z wielkoscig oddziatywan
przejawiajacych si¢ w ujemnych wartosciach energii mieszania Gibbsa na granicy faz
ciecz/powietrze [231]. Zatem im wigksza odleglos¢ miedzy czasteczkami tego samego

rodzaju DOPC lub LG w monowarstwach, tym silniejsze jest obnizenie wydajnosci jondw
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czasteczkowych. Na tej podstawie mozna powiedzie¢, ze mozliwe jest uzyskanie
biokompatybilnych i stabilnych pokry¢ dla implantéw o $cisle okre§lonym sktadzie.

Dodatkowo mozna stwierdzi¢, ze CsA nie tworzy typowych wigzan chemicznych
Z czagsteczkami DOPC ani LG w monowarstwach trojsktadnikowych. Oddzialywania
zachodzace miedzy tymi czasteczkami majg charakter wigzan wodorowych i sit Lifshitza-
van der Waalsa. Ponadto nie mozna wykluczy¢, ze CsA wystepuje w konformacji
zamknigtej zwigzanej z powstawaniem wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych
[127], z powodu otaczajgcego srodowiska hydrofobowego zapewnionego przez tancuchy
weglowodorowe DOPC (C18) i LG (C12). Zdolnos¢ CsA do zmiany konformacji z otwartej
na zamkni¢ta w zaleznoSci od charakteru $rodowiska umozliwia jej transport przez
dwuwarstwe lipidowa zgodnie z mechanizmem dyfuzji biernej [128, 248]. Dlatego
zaprojektowanie monowarstw trojsktadnikowych, jako powtok dla implantow i/lub stentow
moze ulatwi¢ transport pasywny cyklosporyny, eliminujac problem jej niskiej
biodostepnosci. Jest to kolejny wniosek umozliwiajacy osiagnigcie zalozonego celu
dysertacji.

Rysunek 52d przedstawia rozklad najbardziej reprezentatywnych fragmentow LG,
m/z =153, 170 i 171, dla monowarstw DOPC-CsA-LG. W przypadku monowarstwy LG
nie obserwuje si¢ fragmentow charakterystycznych dla tego zwiazku. Oznacza to, ze
czasteczki DOPC i CsA odgrywaja gtowng role w osadzaniu LG, stabilizacji i utozeniu
czasteczkowym na powierzchni PET,. W ultrawysokiej prozni panujacej wewnatrz komory
aparatu TOF-SIMS, naniesiona monowarstwa LG moze zosta¢ usuni¢ta z aktywowanej
powierzchni polimeru. Stanowi to podstawe do stwierdzenia, ze monowarstwa LG, ktore;j
obecnos$¢ zostata potwierdzona przez AFM (Rysunek 44), stabo wigze si¢ z powierzchnig
nosnika [173]. Natomiast widoczny jest 4-krotny wzrost intensywno$ci fragmentu LG
m/z = 153 wraz ze wzrostem zawarto$ci LG w filmach DOPC-CsA-LG (od y;; 0,25 do
0,50 i od 0,50 do 0,75). Jest to niezwykle istotny wniosek potwierdzajacy osiggnigcie celu
czastkowego rozprawy dotyczacego projektowania i charakteryzowania nowoczesnych
powlok dla biomateriatow. Dobdr sktadu monowarstw umozliwia kontrolowanie
oddziatywan pomigdzy ich czasteczkami, ale takze sity wigzania poszczegdlnych warstw do
podioza implantu (stentu) i/lub ich stabilno$ci w czasie w otoczeniu komorek pacjenta.

Podobna tendencja wystepuje dla pozostatych fragmentow LG (m/z= 170 i 171).
Wskazuje to, ze rosngca intensywnos$¢ najbardziej charakterystycznego jonu LG

(m/z = 153) zidentyfikowanego w filmach LB osadzonych na podtozu PETp, nie jest
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proporcjonalna do wzrostu utamka molowego LG w monowarstwach mieszanych na
granicy faz woda/powietrze. Stad tez nasuwa si¢ wniosek, ze wydajnos$¢ jonéw LG w tym
procesie jest $cisle zalezna od otaczajacych heteroczasteczek [173]. Powyzsza zalezno$¢
potwierdza poprawnos$¢ zastosowania wybranego w ramach badan wchodzacych w zakres
rozprawy doktorskiej sktadu monowarstw w celu uzyskania pokry¢ o wilasciwosciach
biokompatybilnych, leczniczych a jednocze$nie przeciwutleniajgcych.

Podobny efekt obserwuje si¢ dla monowarstwy DOPC (Rysunek 52a), gdzie
mniejsza intensywno$¢ fragmentow DOPC powinna by¢ zwigzana z malejacym stosunkiem
molowym fosfolipidu (0,375, 0,25 i 0,125) w monowarstwach mieszanych. Jednak
intensywno$¢ fragmentéw m/z = 104 i m/z = 166 jest tylko nieznacznie obnizona, podczas
gdy intensywnos$¢ fragmentu m/z = 184 znacznie wzrasta. Wskazuje to na podobny wptyw
oddziatywan DOPC-LG na intensywno$¢ wszystkich fragmentéw pochodzacych od LG.
Wigksza intensywnos$¢ jonu m/z = 184 determinowana jest specyficznym potozeniem
czasteczki LG wzglegdem DOPC, co pozwala na latwiejsze przenoszenie dwdch rodnikow
wodorowych od czasteczki LG do DOPC [173]. W zalezno$ci od lokalizacji LG wzgledem
czasteczki DOPC zmienia si¢ intensywnos$¢ fragmentow czedci polarnej. Jurak i wspot.
wykazali, Zze intensywno$¢ fragmentu m/z =184 nie wzrasta W obecnosci LG
W monowarstwie mieszanej, ze wzgledu na brak bezposrednich oddziatywan miedzy grupami
hydroksylowymi LG i fosforanowymi DOPC [196].

Na podstawie wykonanych badan stwierdzono wzrost intensywnosci fragmentu
m/z =184 dla monowarstw DOPC-CsA-LG 0,50 i DOPC-CsA-LG 0,75, natomiast dla
DOPC-CsA-LG 0,25 jest ona nieco mniejsza niz dla DOPC-CsA 0,50 (Rysunek 52a).
Swiadczy to o oddziatywaniach miedzy grupami —OH LG i grupami > C = 0 DOPC
w monowarstwie trojsktadnikowej o najmniejszej zawartosci LG (y; = 0,25), podobnie jak
w przypadku monowarstwy DOPC-LG badanej przez innych naukowcoéw [195]. Z kolei,
wraz ze wzrostem utamka molowego LG (DOPC-CsA-LG 0,50 oraz DOPC-CsA-LG 0,75),
bezposrednie oddziatywania pomiedzy grupami hydroksylowymi i fosforanowymi
powoduja wzrost intensywno$ci jonu m/z = 184. Mozliwe jest to dzigki rosngcemu
stosunkowi LG do DOPC w monowarstwie, w ktorej czasteczki DOPC moga by¢ otoczone
czasteczkami LG.

Bardziej szczegdtowe informacje o potozeniu grup hydroksylowych LG wzgledem
grup fosfocholinowych DOPC mozna uzyska¢ z rozktadu stosunku intensywnosci jonéw

184/104 i 184/166 przedstawionego na Rysunku 52e. W monowarstwie DOPC-CsA-LG
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0 najmniejszej zawarto$ci LG rozktad stosunku 184/104 w porownaniu do 184/166 jest
podobny do monowarstwy DOPC i DOPC-CsA. Przy wigkszym utamku molowym LG
w monowarstwach mieszanych stosunek 184/104 stopniowo wzrasta. Na tej podstawie
mozliwe jest okreslenie prawdopodobnego polozenia czasteczki LG wzgledem DOPC.
Grupy hydroksylowe LG moga znajdowac si¢ blizej atomu tlenu zwigzanego z atomem
fosforu od strony tancuchow weglowodorowych (czes$¢ jonu 184) niz atomu tlenu w grupie
cholinowej (wlaczonego w jon 104), dajac wicksza wydajno$¢ fragmentow 184 1 166
(Rysunek 53) [173].

Powyzszy wniosek potwierdza, ze zastosowana technika jest efektywna i umozliwia
szczegdtowy charakterystyke badanych w ramach doktoratu monowarstw pojedynczych
I mieszanych oraz prognozowanie oddzialywan wystepujacych pomiedzy czasteczkami
substancji biologicznie czynnych w badanych filmach w otoczeniu komorek/tkanek

pacjenta.

Rysunek 53 Struktura i charakterystyczne fragmenty DOPC. Opracowanie wiasne na podstawie [195].

Ponadto w monowarstwach DOPC-CsA-LG na granicy faz woda/powietrze, gdy
utamek molowy LG wzrasta od 0,25 do 0,75, to stosunek molowy DOPC do LG wynosi
odpowiednio: 1,50, 0,50 i 0,167. Oznacza to, ze stosunek molowy DOPC do LG zmniejsza
si¢ 3-krotnie, gdy utamek molowy LG wzrasta od 0,25 do 0,50 oraz od 0,50 do 0,75.
Podobne zaleznosci obserwuje si¢ dla stosunku molowego DOPC do LG w monowarstwach
DOPC-CsA-LG po ich przeniesieniu na podtoze PET, (Rysunek 52f) [173]. Jest to zwigzane
Z tym, ze stosunek intensywnosci m/z = 184 (DOPC) dom/z = 170 (LG) oraz m/z = 184
(DOPC) do m/z = 153 (LG) takze zmniejsza si¢ 3-krotnie wraz ze wzrostem zawartosci LG
w monowarstwie. Tak wysoka zgodno$¢ dowodzi, ze analogiczne uktady czasteczek DOPC

I LG wystepuja na granicy faz woda/powietrze oraz w warstwie LB.

146



Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze cel czastkowy doktoratu, zakladajacy
zaprojektowanie monowarstw stabilnych zarowno na fazie nosnej, jak i po przeniesieniu na
PET, zostat zrealizowany, co widoczne jest w zachowaniu statego stosunku molowego LG
do DOPC na obu badanych podtozach o odmiennym charakterze. Powyzsze badania
pokazuja takze, ze technika TOF-SIMS moze by¢ uzytecznym narzedziem w analizie
chemicznej powierzchni monowarstw nie tylko jakosciowej, ale takze iloSciowej. Jest to
niezwykle istotne w projektowaniu biokompatybilnych pokry¢ dla materiatéw stosowanych
w inzynierii tkankowej 1 implantologii, a w szczeg6lnosci wowczas, gdy maja one takze
pemic role w procesie uwalniania lekoéw, np. immunosupresyjnych. Ten dwutorowy aspekt
badan byt jednym z zaprojektowanych celow badawczych dysertac;ji.

Kolejnym celem badawczym byla ocena potencjalnych oddziatywan miedzy
czasteczkami DOPC i CsA w monowarstwach DOPC-CsA o r6znych utamkach molowych
CsA (xcsa =0,25, 0,50, 0,75) przeniesionych na aktywowany no$nik polimerowy.
Rysunek 54 przedstawia rozktad intensywno$ci najbardziej charakterystycznych
fragmentow zidentyfikowanych w widmach TOF-SIMS.

Intensywnos$¢ wszystkich fragmentow pochodzacych od DOPC zmniejsza si¢ okoto
3-krotnie, gdy utamek molowy CsA wzrasta od 0,25 do 0,50, a nastgpnie od 0,50 do 0,75
(Rysunek 54a). Takie zachowanie rozni si¢ od obserwowanego dla monowarstw DOPC-
CsA-LG (Rysunek 54a). Pokrycie powierzchni polimeru przez czasteczki CsA (fragment
(C¢H14N)*, Rysunek 54b) i uporzadkowanie (jon pseudoczasteczkowy, Rysunek 54c) sg
najwigksze dla filmu DOPC-CsA 0,50 [173].
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Rysunek 54 Rozklad fragmentow (a) DOPC m/z = 104, 166 i 184 (fosfocholiny), (b) CsA m/z = 100,
(c) m/z= 1172 oraz (d) stosunek intensywnosci fragmentow DOPC do DOPC dla badanych monowarstw
DOPC-CsA przeniesionych na PET, z granicy faz woda/powietrze.

Potwierdzajg to najwyzsze intensywnosci jonow m/z = 100 (C4H;,N)* (Rysunek 54b) oraz
pseudoczasteczkowego (Rysunek 54c). Dowodzi to, ze w tego typu monowarstwie
mieszanej czasteczki CsA sg zorientowane najbardziej pionowo w odniesieniu do podtoza.
Jest to zwigzane z odpychajacym charakterem oddziatywan pomiedzy czasteczkami DOPC
i CsA, co w konsekwencji zmienia orientacje¢/nachylenie czgsteczek cyklosporyny [173].
Powyzsze wyniki dowodza poprawnosci zastosowania stosunku molowego DOPC:CsA
rownego 1:1 w monowarstwach trdjsktadnikowych, w ktorych zmienia si¢ zawartos¢ LG.
Dzigki takiemu sktadowi dostarczenie leku CsA w organizmie czlowieka moze zachodzi¢
W sposob efektywny ze wzgledu na zdolno$¢ czasteczek CsA ulokowanych bardziej
pionowo w monowarstwie do oddziatywan z btonami komérkowymi.

Ponadto przy najwigkszej zawartosci CsA w monowarstwie dwuskladnikowej
(Xcsa = 0,75) mniejsza intensywno$¢ fragmentu (CgHq 4N)* moze sugerowal mniejsze

pokrycie powierzchni polimeru przez jej czasteczki w stosunku do monowarstwy DOPC-

148



CsA 0,50. Znacznie mniejsza intensywno$¢ jonu pseudoczasteczkowego CsA
(Rysunek 54c) niz (CoH4N)t (Rysunek 54b) wskazuje, ze czasteczki CsA s3 bardziej
nachylone w monowarstwie DOPC-CsA 0,75 niz w przypadku DOPC-CsA 0,50. Moze to
swiadczy¢ o braku ilosciowego przeniesienia czasteczek monowarstwy na powierzchnie
PET,. Powyzsze wyniki rowniez pokazuja, ze czasteczki DOPC odgrywaja wazng role
podczas osadzania CsA. Dla optymalnego skiadu (DOPC-CsA 0,50), cechujacego si¢
najwickszym uporzadkowaniem oraz ilosciowym przeniesieniem na nosnik staty, czasteczki
DOPC moga skutecznie wypelnia¢ luki na zewnatrz i wewnatrz czasteczek CsA, co
w konsekwencji prowadzi do uzyskania najwickszego pokrycia i1 uporzadkowania
powierzchni. Przy minimalnej ilosci DOPC (DOPC-CsA 0,75) czagsteczki CsA
prawdopodobnie odpychaja si¢, zmniejszajac pokrycie powierzchni polimeru, o czym
swiadczy mniejsza intensywno$¢ jonéw pseudoczasteczkowych (Rysunek 54c). Ponadto
rozktad stosunku intensywnos$ci fragmentow DOPC (Rysunek 54d) sugeruje, ze transfer
rodnikéw wodorowych z CsA do czasteczek DOPC nie wystgpuje, za§ ma miejsce
w przypadku oddziatywan zachodzacych migedzy czasteczkami DOPC i LG [173]. Stosunki
intensywnos$ci 184/104 i 184/166 wykazuja zblizone wartosci dla monowarstw DOPC-CSA
0,25 i DOPC-CsA 0,50. Mozna wigc stwierdzi¢, ze przy mniejszym pokryciu powierzchni
polimeru przez czasteczki DOPC (DOPC-CsA 0,50) rodniki wodorowe mogag by¢
dostarczane przez otaczajace czasteczki DOPC ze wzgledu na ich bliskosc.
W monowarstwie DOPC-CsA 0,75 odleglos¢ miedzy czasteczkami jest wieksza, co
zmniejsza liczbe dostgpnych rodnikow wodorowych 1 zwigksza wydajnos¢ fragmentu
m/z = 184. Powyzsze wyniki pokazuja, Ze sita odpychania migdzy czasteczkami CsA
I DOPC znaczaco wptywa na orientacj¢ CsA.

W oparciu 0 powyzsze badania mozna stwierdzi¢, ze w pierwszej kolejnosci
zachodzi adhezja czasteczek CsA z monowarstwy DOPC-CsA 0,50 na aktywowanym
polimerze PET, co determinuje jej wlasciwosci powierzchniowe, przejawiajace si¢ rowniez
w wartosciach katow zwilzania (Rozdziat 14.3).

Po przeniesieniu monowarstw DOPC 1 LG z granicy faz AA/powietrze na podtoze
PETp, podobnie jak z woda/powietrze, nie zidentyfikowano jondw czasteczkowych tych
zwigzkow, co jest zwigzane z nieuporzadkowaniem i nachyleniem czasteczek [230] i/lub

chropowato$cig powierzchni plazmowanego polimeru PET [173].
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Na Rysunku 55a przedstawiono najbardziej reprezentatywne fragmenty
ugrupowania fosfocholinowego o stosunku m/z =104, 166, 184. Intensywno$¢ jonu
m/z = 184 dominuje nad intensywnoscig fragmentow m/z =166 im/z = 104. Jest to
zgodne z danymi literaturowymi [187, 190, 192, 275, 276]. Poréwnywalny rozktad
fragmentow czesci fosfocholinowej uzyskano dla monowarstwy DOPC naniesionej na PETp
z subfazy wodnej (Rysunek 52a) [173]. W przypadku monowarstwy CsA najbardziej
charakterystycznymi fragmentami czasteczki o najwigkszej intensywnosci s3 m/z = 100,
1172 1 1202. Otrzymane widma masowe korelujg z danymi opublikowanymi przez innych
badaczy [277-280]. Dla powierzchni PET,/AA/DOPC-CsA 0,50 intensywno$¢
wspomnianych powyzej fragmentoéw DOPC (m/z =104, 166, 184) zmniejsza si¢ ok.
3-krotnie (Rysunek 55a), przy czym intensywno$¢ fragmentu CsA m/z = 100 jest mniejsza
o okoto 10% (Rysunek 55b). To wskazuje na mniejsze pokrycie powierzchni PET)y
czasteczkami CsA, co jest zgodne ze zmniejszong zawartoscig CsA w monowarstwie
DOPC-CsA na granicy faz AA/powietrze w stosunku do monowarstwy CsA. Analogiczne
intensywnosci fragmentow CsA zaobserwowano dla monowarstw przeniesionych z subfazy
wodnej [173] (Rysunek 52b i c). Natomiast wartosci intensywnosci fragmentow grupy
cholinowej DOPC sg 2-krotnie mniejsze dla monowarstwy DOPC i 5-krotnie mniejsze dla
DOPC-CsA (Rysunek 55a) [186]. Sugeruje to, ze mniejsza ilo§¢ czasteczek DOPC zostata
przeniesiona na podtoze PET).

Biorac pod uwage wyzsze wzgledne intensywnosci jondw mozna stwierdzié, ze
proces osadzania DOPC na PET) jest bardziej efektywny w obecno$ci kwasu octowego
w ciektej fazie nosnej, gdyz uzyskuje si¢ wtedy wieksze pokrycie powierzchni PETp
czasteczkami DOPC. Natomiast, mniejsza intensywnos$¢ fragmentu CsA m/z =100
swiadczy o mniejszym pokryciu powierzchni polimeru PETp czasteczkami polipeptydu
(Rysunek 55b). Ponadto intensywno$¢ jonu pseudoczasteczkowego (m/z =1172) jest
zachowana, za$ jonu czasteczkowego (m/z = 1202) wzrasta w porownaniu z PET,/AA/CsA
(Rysunek 55c). Moze to by¢ uwarunkowane bardziej prostopadta orientacja czasteczek CsA
wzgledem powierzchni polimeru [186]. Bardziej pionowa pozycja czasteczek CsA moze
by¢ konsekwencjg ich odpychania przez czasteczki DOPC, co powoduje, ze czasteczki CsA

zajmuja mniejszg powierzchni¢ w porownaniu z monowarstwg jednosktadnikowg CsA.
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Rysunek 55 Rozklad fragmentow: (a) DOPC m/z =104, 166 i 184 (fosfocholiny), (b) CsA m/z =100, (c) CsA
m/z = 1172 , 1202, (d) LG m/z = 153, 170, 171 oraz (e) stosunek intensywnosci fragmentow DOPC do
DOPC, i (f) DOPC do DOPC i DOPC do LG oraz (g) fragmenty chitozanu i (h) jony czgsteczkowe dla

badanych monowarstw przeniesionych na PET, z granicy faz AA/powietrze i Ch/powietrze.
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Celem dysertacji jest uzyskanie pokrycia dla zewngtrznej powierzchni biomateriatu,
ktore moze zapewni¢ dodatkowo uwalnianie leku CsA po implantacji. W powyzszych
badaniach obecnos¢ kwasu octowego wspomaga proces przeniesienia fosfolipidu, ktory ma
pehi¢ funkcje naturalnego lacznika pomiedzy tkanka a powierzchnig ciata statego, ale
jednoczes$nie ostabia osadzanie czgsteczek CsA. W zwigzku z mniejszym pokryciem
powierzchni czgsteczkami CsA mozna stwierdzi¢, ze terapia lekiem immunosupresyjnym
mogtaby si¢ okaza¢ nieefektywna w obecno$ci AA.

Obecnos¢ LG w monowarstwach mieszanych przeniesionych na podtoze PET),
ujawnia si¢ poprzez wystepowanie fragmentow m/z = 153, 1701 171 (Rysunek 55d). Ilos¢
LG w monowarstwie DOPC-CsA-LG 0,25 powoduje nieznaczny wzrost intensywnosci jonu
pseudoczasteczkowego 1 znaczng redukcje jonu czasteczkowego CsA (Rysunek 55c¢). Ta
niespojnos¢ moze wynika¢ z niejednoznacznego mechanizmu powstawania jonu
pseudoczasteczkowego, ktéry obserwuje si¢ po utracie dwoch atomoéw tlenu przez jon
czasteczkowy. Pomimo tego, przy mniejszej ilosci CsA w monowarstwie DOPC-CSA-LG
0,25, czasteczki CsA musza by¢ w mniejszym stopniu nachylone w stosunku do podtoza niz
w przypadku monowarstwy CsA, ze wzgledu na mniejsza intensywno$¢ fragmentu
m/z =100 (Rysunek 55b), a takze wigksza intensywno$s¢ m/z = 1172 i zblizong jonu
czasteczkowego (Rysunek 55c¢). Zmiany orientacji przestrzennej CsA w monowarstwie
DOPC-CsA-LG 0,25 w poréwnaniu do DOPC-CsA 0,50 s3 trudne do oszacowania ze
wzgledu na  wspomniang rozbiezno$¢ w  zmianach intensywnosci  jonow
pseudoczasteczkowych 1 czasteczkowych. Dla monowarstwy DOPC-CSA-LG 0,50
zaobserwowano znaczne zmniejszenie pokrycia powierzchni czasteczkami CsA.
Intensywnos¢ fragmentow CsA m/z =100 maleje (Rysunek 55b), podczas gdy
intensywno$¢ jonow pseudoczasteczkowego 1 czasteczkowego wzrasta (Rysunek 55c¢).
Takie zmiany potwierdzaja silng reorientacj¢ czagsteczek CsA, ktore przyjmuja najbardziej
pionowa pozycj¢ w stosunku do podtoza PETp w przypadku monowarstwy DOPC-CsA-LG
0,75 (najwyzsze nat¢zenie jonow czasteczkowych CsA, Rysunek 55¢) [186].

Na podstawie pomiarow wzglednej intensywnosci mozna stwierdzi¢, ze pokrycie
powierzchni polimeru czasteczkami DOPC wykazuje minimum dla monowarstwy DOPC-
CsA-LG 0,50, za$ dla DOPC-CsA-LG 0,75 jest nieco nizsze w poréwnaniu do DOPC-CsA-
LG 0,25 (Rysunek 55a). Podobnie jak w przypadku fragmentow CsA, mozna zauwazy¢
nietypowy rozktad intensywnos$ci najbardziej charakterystycznych fragmentéw LG

(Rysunek 55d). Dla monowarstwy DOPC-CSA-LG 0,50 intensywno$¢ fragmentu
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m/z = 153 pozostaje niezmieniona, za$ intensywno$¢ fragmentow m/z =170 i 171 jest
mniejsza w odniesieniu do DOPC-CsA-LG 0,25. Jak wykazali naukowcy fragment
m/z = 153 powstaje w wyniku rozerwania wigzania C — 0 [195], dlatego on lepigj ilustruje
pokrycie powierzchni czgsteczkami LG niz fragmenty m/z =170 i 171, do wytworzenia
ktorych potrzebne sg dodatkowe jony wodorowe. Dla monowarstwy trojsktadnikowe;j
z najwieksza zawartoscia LG (y;c = 0,75) zauwazalny jest znaczny wzrost intensywnosci
wszystkich fragmentow LG (Rysunek 55d).

Co zaskakujace, w przypadku monowarstwy DOPC-CSA-LG 0,50 osadzonej na
podtozu PET) z subfazy AA zaobserwowano mniejsza intensywno$¢ jonow pochodzacych
od DOPC oraz LG, ktora moze wskazywa¢ na ich mniejszg ilos¢ niz dla monowarstwy
przeniesionej z wodnej fazy nos$nej. Trudno okresli¢ przyczyne takiego zachowania.
Zupehnie inne zaleznos$ci wystepuja podczas osadzania monowarstwy DOPC-CsA-LG
z subfazy wodnej (Rysunek 52) [173].

Intensywno$¢ wszystkich fragmentow pochodzacych od czasteczki DOPC
w monowarstwie DOPC-CsA-LG 0,75 jest mniejsza niz w przypadku DOPC-CsA-LG 0,25.
Sugeruje to, ze nie ma bezposrednich oddziatywan miedzy grupami hydroksylowymi LG
i grupg fosforanowg DOPC, ktére znaczaco wplywalyby na wzrost intensywnosci
wszystkich fragmentow DOPC poprzez przenoszenie jonéw pochodzacych od rodnikow
wodorowych. Podobne obserwacje przedstawiono w pracy [195]. Powyzszy wniosek moze
by¢ dodatkowo poparty rozktadem stosunku intensywnosci fragmentow 184/104 1 184/166
(Rysunek 55e). Przedstawione badania potwierdzaja konieczno$¢ dalszej modyfikacji
pokrycia powierzchni polimeru, aby otrzyma¢ monowarstwe, ktéra umozliwi zardwno
ochrong blon komoérkowych przed uszkodzeniem, jak i1 dostarczenie odpowiedniej ilo$ci
leku CsA.

W filmach mieszanych DOPC-CsA-LG obserwuje si¢ tylko nieznaczny wzrost
stosunkéw intensywnos$ci fragmentow 184/104 1 184/166, co sugeruje raczej stabe
bezposrednie oddziatywania miedzy czasteczkami DOPC i LG. Podobnie dla monowarstwy
DOPC-CsA-LG 0,75 nie wida¢ istotnych zmian stosunkow 184/104 i 184/166. Natomiast,
wystepuje znaczny wzrost stosunku intensywnosci 184/104 w monowarstwie DOPC-
CsA 0,50 w porownaniu do monowarstwy DOPC (Rysunek 55¢). Wskazuje to, ze
oddziatywania mig¢dzy czasteczkami CsA i DOPC determinujg przenoszenie jonéw wodoru

z czgsteczek CsA na atom tlenu zwigzany z atomem fosforu grupy fosforanowej DOPC od

153



strony tancuchow weglowodorowych (Rysunek 53). W ten sposob zwigksza si¢ wydajnosé
fragmentu m/z = 184 (Rysunek 55a).

Opisany mechanizm jest uwarunkowany obecnoscig kwasu octowego, poniewaz na
subfazie wodnej obserwowano bezposrednie oddzialywania migdzy grupami
hydroksylowymi LG i grupa fosforanowa DOPC [173], a nie migdzy czagsteczkami DOPC i
CsA. Dlatego w kolejnym etapie badan wprowadzono czasteczki chitozanu oraz okreslono
ich wplyw na wilasciwosci monowarstw osadzonych na podtozu PET,. Wybor tego
polisacharydu do badan wchodzacych w zakres dysertacji byl podyktowany mozliwoscia
zaprojektowania no$nika leku CsA oraz zwigkszenia biokompatybilnosci powtoki, ktora
dodatkowo zapewni wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe.

Rozklad intensywno$ci najbardziej charakterystycznych fragmentow chitozanu
przedstawiono na Rysunku 55g. Rowniez inni naukowcy zidentyfikowali fragmenty tego
polisacharydu o takich samych stosunkach masy do tadunku [193, 194, 281]. Najnizsza
intensywno$¢ najbardziej reprezentatywnego fragmentu chitozanu (C,H,NO)*m/z =58
odpowiada najwigckszemu pokryciu powierzchni jego filmem iodwrotnie, najwyzsza
intensywno$¢ oznacza najmniejsze pokrycie powierzchni warstwa chitozanu. Intensywnos$ci
zidentyfikowanych jonow czasteczkowych dla monowarstwy DOPC oraz jonow
czasteczkowych i pseudoczasteczkowych dla monowarstwy CsA sg rowniez pokazane na
Rysunku 55 (odpowiednio b, ¢ i h). Dla monowarstwy DOPC przeniesionej na PET,
z subfazy Ch pojawia si¢ jon czasteczkowy m/z = 786 , ktory nie byt obecny w przypadku
przenoszenia monowarstw z subfazy wodnej [173] oraz AA. Wystgpowanie jonu
czasteczkowego jest determinowane gestos$cig upakowania monowarstwy DOPC i wskazuje
na wysokie powinowactwo czasteczek DOPC do chitozanu (Rysunek 55h) [186].
Podobne zaleznosci opisano juz w literaturze dla fosfolipidu nasyconego DPPC osadzonego
na mice [195]. Potwierdzenie wptywu dodatku Ch na organizacj¢ monowarstwy umozliwia
uzyskanie biokompatybilnej powierzchni biomateriatu.

Dla monowarstwy DOPC-CsA 0,50 jon czgsteczkowy DOPC zanika. Niskg
intensywnos¢ tego jonu zaobserwowano takze dla monowarstwy DOPC-CsA-LG 0,25.
Rozktad intensywnosci fragmentdéw o mniejszej masie dla monowarstwy DOPC
(Rysunek 55a) odpowiada pokryciu powierzchni PETy/Ch czasteczkami DOPC. Duza
intensywno$¢ jonu czasteczkowego moze $wiadczy¢ o znacznie wiekszym pokryciu
powierzchni polimeru monowarstwg fosfolipidowa. Jego obecno$¢ w monowarstwie

trojsktadnikowej DOPC-CsA-LG 0,25 wskazuje na jej Sciste upakowanie. (Rysunek 55h).
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Sugeruje to, ze LG wspomaga powstawanie bardziej uporzadkowanej monowarstwy.
W rezultacie wigksze ilosci DOPC sg przenoszone z monowarstwy DOPC-CsA-LG 0,25 niz
z DOPC-CsA 0,50, pomimo wickszej ilosci fosfolipidu w monowarstwie dwu- niz
w trdjsktadnikowej na subfazie ciektej.

Przy wyzszej zawartosci LG w monowarstwie DOPC-CSA-LG, ilos¢ DOPC jest
mniejsza, jednakze intensywnosci jondw wskazujg na przenoszenie podobnej liczby
czasteczek DOPC, zarowno W przypadku monowarstwy DOPC-CsA-LG 0,50, jak i DOPC-
CsA-LG 0,75, w poréwnaniu do monowarstwy DOPC-CsA 0,50. Oznacza to, ze LG
wspomaga proces osadzania czgsteczek fosfolipidu. Zjawisko to jest uwarunkowane
bezposrednimi oddziatywaniami pomiedzy czasteczkami DOPC i LG [195].

Wzajemne potozenie grup polarnych DOPC i LG mozna oszacowa¢ na podstawie
rozktadu stosunku intensywnosci fragmentow 184/104 i 184/166 (Rysunek 55f). Jednak
uzyskane wyniki nie pokazujg istotnych zmian. Oznacza to, ze czasteczki LG osadzone na
warstwie chitozanu moga otacza¢ i penetrowaé czasteczki DOPC w réznych miejscach
polarnej cze$ci cholinowej fosfolipidu. W rezultacie zaden sposrod charakterystycznych
fragmentow DOPC o m/z = 104, 166, 184 (Rysunek 55a) nie wykazuje znaczaco wigkszej
intensywnosci [186]. Jest to niezwykle istotny wniosek dla osiggnigcia celu doktoratu, ktory
potwierdza, ze wprowadzenie kolejnego skladnika, jakim jest chitozan, nie zaburza
wlasciwosci przeciwutleniajacych LG. W ten sposdb moze by¢ zapewniona ochrona blon
komorkowych (komorek) w organizmie pacjenta przed negatywnymi skutkami terapii
lekiem CsA.

Pokrycie powierzchni PETp/Ch czasteczkami cyklosporyny mozna oszacowac na
podstawie rozktadu intensywno$ci fragmentu (CyoH;,N)* (Rysunek 55b). Zgodnie
Z oczekiwaniami najwicksza warto$¢ obserwuje si¢ po osadzeniu monowarstwy CsA.
W obecnosci  czasteczek DOPC dla monowarstwy DOPC-CsA intensywnos$¢ tego
fragmentu, a wigc 1 pokrycie powierzchni czasteczkami CsA, spada o 15%. Natomiast skoro
intensywno$¢ jonow czasteczkowych (Rysunek 55c¢, h) zmniejsza si¢ o okoto 50%, mozna
zatozy¢, ze orientacja CsA zmienia si¢ na bardziej pozioma wzgledem podtoza PETp/Ch.
Z drugiej jednak strony, intensywnos$¢ jonu pseudoczasteczkowego maleje nieznacznie, co
moze sugerowa¢ brak zmian w ulozeniu czasteczki CsA. Dlatego tez mechanizm
powstawania jonu pseudoczasteczkowego wcigz nie jest $cisle okreslony. Wiadomo, ze
wigksze prawdopodobienstwo daje szacowanie orientacji geometrycznej czasteczki CsA na

podstawie intensywnos$ci jonu czasteczkowego [186].
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Wprowadzenie LG, jako kolejnego sktadnika monowarstwy (DOPC-CsA-LG)
prowadzi do znacznego wzrostu intensywnosci jondw czasteczkowych CsA
(Rysunek 55b i ¢). Z tego wynika, ze czasteczki CsA sag najbardziej upakowane i wykazuja
najbardziej prostopadia orientacj¢ w stosunku do PET,/Ch w monowarstwie DOPC-CsA-
LG 0,25. Jak opisano powyzej podobne zachowanie obserwuje si¢ w przypadku czgsteczek
DOPC, co sugeruje, ze LG przy ulamku molowym réwnym 0,25 w monowarstwie
trojsktadnikowej pelni rolg substancji wigzacej czasteczki DOPC 1 CsA z warstwg
chitozanu. Podsumowujac ten etap badan mozna stwierdzi¢, ze kolejny z zatozonych celow
badawczych doktoratu zostat osiggniety.

Jednak, intensywnos$¢ charakterystycznych fragmentow LG jest bardzo niska
(Rysunek 55d), co moze by¢ zwigzane z adhezja preferencyjna czasteczek monowarstwy do
podtoza statego PET,/Ch i/lub zmiang orientacji czasteczek. Ponadto czasteczki LG moga
by¢ usuwane z podloza polimeru w wyniku dziatania wysokiej préozni w komorze
pomiarowej aparatu. W przypadku monowarstwy DOPC-CsA-LG 0,50 intensywnos$¢ jonu
m/z = 100 wzrasta (Rysunek 55b), gdy czasteczki CsA sg bardziej nachylone, o czym
swiadczy spadek intensywnosci jonow czasteczkowych (Rysunek 55¢). Takie zachowanie
jest mozliwe dzieki mniejszej ilosci czasteczek DOPC w monowarstwie, a co za tym idzie
wigkszej liczbie dostgpnych miejsc na filmie chitozanu [186]. Dlatego tez, zastosowanie Ch
jako nos$nika substancji bioaktywnych jest uzasadnione, pozwala na uzyskanie nowatorskiej
powloki o charakterze przeciwdrobnoustrojowym, dostarczajacej lek immunosupresyjny
przeciwdziatajacy odrzuceniu biomateriatu oraz chronigcej komorki i/lub narzady pacjenta
przed uszkodzeniem.

Przy najwigkszym utamku molowym LG (DOPC-CsA-LG 0,75) intensywno$¢
fragmentu (C¢H;4N)* zmniejsza si¢ w odniesieniu do DOPC-CsA-LG 0,50, a orientacja
czasteczek zmienia si¢ na bardziej pionowa (Rysunek 55¢). Ponadto intensywno$¢ jonu
czasteczkowego jest podobna w przypadku monowarstw DOPC-CsA-LG 0,50 i 0,75
(Rysunek 55c). Analiza wynikow pokazuje, ze upakowanie czasteczek tworzacych
monowarstwy i w konsekwencji ich orientacja jest $cisle determinowana ilo$cig czasteczek
LG w osadzonej monowarstwie (Rysunek 55c i d) [186].

Analiza TOF-SIMS umozliwita okre§lenie ulozenia czgsteczek tworzacych
monowarstwy mieszane. Przeprowadzone w ramach dysertacji eksperymenty wykazaty, jak
czasteczki DOPC, CsA i LG oddzialuja ze soba po osadzeniu monowarstwy na PETp oraz

jak ich ulozenie wzgledem siebie zmienia si¢ w zalezno$ci od sktadu filmu. Takie badania
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wydajg si¢ by¢ bardzo pomocne w projektowaniu biokompatybilnych powlok, ktére moga
mie¢ zastosowanie w medycynie rekonstrukcyjnej, ale takze petni¢ role przekaznikow
lekow.

Kolejnym czastkowym celem badawczym byta charakterystyka zwilzalno$ci
otrzymanych monowarstw 1 wybdr tych optymalnych do zastosowan przyktadowo
w chirurgii rekonstrukcyjnej. W celu zbadania wplywu skladu monowarstwy i/lub
obecnos$ci filmu chitozanu na zwilzalno$¢ powierzchni modyfikowanych PET wykonano

pomiary kata zwilzania.

14.3. Zwilzalnos¢ i swobodna energia powierzchniowa

Materialy biokompatybilne stosowane migdzy innymi do tworzenia stentow to takie, ktore
w kontakcie z tkanka nie powoduja niekorzystnej reakcji organizmu. Zwilzalno$é
powierzchni jest $cisle zwigzana z taka biozgodnos$cig [203]. Jest ona zazwyczaj okre§lana
poprzez pomiary kata zwilzania (CA) cieczy testowych, najczesciej wody, na powierzchni
materialu. Duzy kat zwilzania wody wskazuje na mata zwilzalno$¢ lub duza hydrofobowos¢
powierzchni. Ponadto w pomiarach bardziej zaawansowanych stosowane sg takze zestawy
sktadajace si¢ z trzech cieczy testowych, dwoch polarnych i jednej niepolarnej w celu
okreslenia warto$ci swobodnej energii powierzchniowej. Jej znajomo$¢ poglebia analize
wlasciwos$ci powierzchniowych ciala staltego.

Kolejnym celem czastkowym dysertacji byto okreslenie zwilzalnosci powierzchni
polimeru PET, niemodyfikowanej 1 modyfikowanej. Dlatego w nastgpnym etapie badan
przeprowadzono pomiary kata zwilzania (CA) wody, formamidu i dijodometanu dla PET
nieaktywowanego oraz aktywowanego plazma niskotemperaturowa z monowarstwami
jedno- (DOPC, CsA, LG), dwu- (DOPC-CsA 0,50) i trojsktadnikowymi (DOPC-CsSA-LG)
przeniesionymi z subfazy wodnej, AA lub Ch, 1 na podstawie wartosci CA oszacowano
swobodng energie powierzchniowa i jej sktadowe, stosujac model LWAB (Rownania 15-17).

Badania wtasciwosci zwilzajacych powierzchni PET po modyfikacji wchodzace
w sktad dysertacji pozwalajg lepiej zrozumie¢ rodzaj 1 wielko$¢ oddziatywan wystepujacych
miedzy czasteczkami cieczy testowych imitujgcych srodowiska o roznorodnym charakterze,
a powierzchnig polimeru, a takze okresli¢ zmiany tych oddziatywan w zaleznosci od sktadu
filmow. Jest to istotne w aspekcie biokompatybilno$ci materialow do zastosowan
w medycynie. OdpowiedZ organizmu na poziomie komoérkowym, ktora jest zwigzana
z adhezja réznych typow komorek zalezy migdzy innymi od zwilZzalnosci powierzchni

uzytego ciata obcego [41].
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Rysunek 56 przedstawia wartosci srednie wstgpujacego kata zwilzania trzech cieczy
badanych (Rysunek 56a), oraz zmian catkowitej swobodnej energii powierzchniowej i jej
sktadowych (Rysunek 56b). Powierzchnia handlowa PET ma charakter hydrofobowy, co
znajduje odzwierciedlenie w wysokiej warto$ci kata zwilzania wody (8"), ktory wynosi
75,6° £ 1,9° [173, 282, 283] i jest zgodny z danymi literaturowymi [268, 284, 285]. Kat
zwilzania drugiej cieczy polarnej formamidu (8F) przyjmuje wartoéé 61,0° = 3,5°, za$
apolarnego dijodometanu (8?) 26,4°+1,7° (Rysunek 56a). Powyzsze wartosci katow
zwilzania prowadza do wyznaczenia niskiej warto$ci calkowitej swobodnej energii
powierzchniowej, y£°t = 45,6 mJ m2. Catkowita warto$¢ y&° w tym przypadku jest rowna
sktadowej okreslajacej oddziatywania Lifshitza-van der Waalsa (yt"). Dzialanie plazmy
powietrznej znaczaco zmienia wlasciwos$ci zwilzajace powierzchni PET. Zar6wno wartosci
0%, jak i 6F maleja, podczas gdy 6P wzrasta (Rysunek 56a). W konsekwencji obserwuje
si¢ wzrost y&°t =558 mJm2, co mozna powigzaé ze zwickszonymi oddzialywaniami
kwasowo-zasadowymi  (yA =13,2mJm?). Te zmiany oraz wzrost parametru
chropowato$ci powierzchni (Rysunek 44) potwierdzaja, ze dzialanie plazma prowadzi do
powstania nowych grup funkcyjnych na powierzchni PET (migdzy innymi —OH, —C — O,
O0=C—-0—-,—C=0,—N—CO — N —). Ich obecnos¢ zostata potwierdzona przez innych
naukowcow [59, 60, 174-177]. Dzigki temu oddzialywania migdzy powierzchnig
modyfikowang a czasteczkami cieczy odbywaja si¢ gléwnie za pomoca wigzan
wodorowych oraz elektronéw m w pierscieniach aromatycznych PETp. Swiadczy o tym
zwigkszona warto$¢ parametru elektrono-donorowego y, oraz odnotowana warto$¢
parametru elektrono-akceptorowego y;F, ktéra wynosita 0 mJIm? przed aktywacja
powierzchni plazma. Dzigki wzrostowi polarnosci powierzchni PET proces osadzania
filmow z granicy faz ciecz/powietrze moze zachodzi¢ bardziej efektywnie prowadzac do
uzyskania pokrycia jednorodnego, zwartego i stabilnego [173, 186]. Fakt ten zostat
udowodniony takze przez innych autoréw [26]. Jest to bardzo istotne w realizacji jednego
z gtownych celow dysertacji, dotyczacego efektywnego przenoszenia filméw na no$nik

polimerowy.
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Rysunek 56 Srednie wartosci (a) wstepujgcych kqtéw zwilzania wody 6" , formamidu 6% i dijodometanu 62,
oraz (b) catkowitej swobodnej energii powierzchniowej i jej skladowych, dla powierzchni PET

niemodyfikowanej i modyfikowanej monowarstwami przeniesionymi z granicy faz woda/powietrze.

W celu okreslenia, w jaki sposob czas kontaktu warstwy z cieczg wptywa na warto$¢
mierzonego kata zwilzania, przeprowadzono pomiary katow w ciggu 60 s od postawienia
kropli. Eksperyment wykonano dla powierzchni PETp po przeniesieniu monowarstwy
fosfolipidu DOPC zgranicy faz ciecz(woda/AA/Ch)/powietrze. Uzyskane wyniki
zestawiono w Tabeli 12. Jak mozna zauwazy¢ warto$ci kata zwilzania sg praktycznie stale
podczas pierwszych 10 s kontaktu [173]. Najmniejsze roznice wystepuja w przypadku kata
zwilzania dijodometanu po osadzeniu monowarstwy z granicy faz woda/powietrze oraz
AAlpowietrze [186]. Jest to zwigzane z oddzialtywaniami dyspersyjnymi mig¢dzy
czasteczkami tworzacymi warstwe LB z tg ciecza niepolarng. Dla cieczy polarnych (wody
I formamidu) widoczne sg wicksze wahania wartosci kata zwilzania, w zakresie 0,7-3,9°.
Jednak, ich najmniejsze odchylenia uzyskano w obecnosci czasteczek Ch. Moze to
dowodzi¢, ze chitozan zwigksza stabilnos¢ monowarstwy DOPC [186]. Z powyzszych
obserwacji wynika, ze struktura monowarstwy DOPC nie zmienia si¢ znaczaco podczas
pomiaréw kata zwilzania dokonywanych bezposrednio po umieszczeniu kropli cieczy
testowej na powierzchni analizowanej. W zwigzku z tym, warto$ci prezentowane w dalszej
czesci dysertacji rowniez bedg odnosily si¢ do pomiarow wykonanych bezposrednio,
w ciggu pierwszych kilku sekund. W ten sposob zmierzona warto$¢ kata zwilzania okresla
rzeczywisty stan energetyczny warstwy, ktory odzwierciedla jej strukture pierwotng. Dzieki
temu cel czastkowy doktoratu dotyczacy okreslenia zwilzalno$ci powierzchni PET

z osadzonymi monowarstwami byt mozliwy do zrealizowania.
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Tabela 12 Srednie wartosci wstepujgcego kqta zwilzania cieczy testowych zmierzone w czasie 60's na

monowarstwie DOPC naniesionej na PET, z granicy faz ciecz/powietrze.

Sredni wstepujacy kat zwilzania

v oF eP
Czas (s) Subfaza wodna
1 493 +0,5 31,3+2,1 40,4+ 0,6
2 492 +0,4 31,0+£1,9 40,4 £0,7
3 49,1 £0,4 309+1,9 402+1,0
4 49,3 +0,4 30,9+2,0 40,4 £ 0,7
5 494 +0,4 30,7 +£2,2 402+1,0
6 492 +£0,2 30,5+2,4 402+1,0
7 49,1+0,5 30,4+24 40,2+ 1,0
8 490+04 30,3+2,3 402+ 1,0
9 49,2 +£0,7 30,2+2,5 402+1,0
10 49.1+0,5 302+24 40,2+ 1,0
20 48,8 £0,5 295+£2,6 402+ 1,0
30 48,1 +£0,8 29,2+2,7 40,2+0,9
40 479+0,4 29,1+2,7 40,0+ 1,0
50 47,1 +0,2 29,1 +2.8 40,0 + 1,0
60 47.1+0,1 29,1 +2,8 40,0+ 1,0
Subfaza AA
1 504 +2,2 334+0,6 399+2,8
2 50,4+22 33,1+0,3 39,6 £2,6
3 50,3+2,1 32,6 0,7 39,6 +2,6
4 50,1 +£2,5 32,4+0,6 39,6 +2,7
5 50,0£2,6 32,1+£0,2 39,6 £2,7
6 50,0£2,6 31,7+ 0,6 39,6 £2,6
7 499+25 31,7+0,5 398+2,4
8 496 £2,2 31,6 £0,5 39,6 £2,6
9 493 +2.7 31,6 £0,5 39,6 £2,6
10 492 +2,6 31,7+0,5 39,7+2,7
20 483 +2,5 31,6 £ 0,4 39,7+2,8
30 479+ 2.8 31,6 £ 0,4 39,8+2,9
40 474 +25 31,6 £ 0,4 38,8 +2,7
50 47.1+2,8 31,6 £ 0,4 38,7+2,9
60 46,5+ 2,8 31,6 £0,4 38,8+£2,8
Subfaza Ch
1 454 +2.8 35,1+2,0 38,1+1,8
2 455+2,9 349+1,6 379+1,5
3 453 +£3,1 36,1 £2,7 38,0+ 1,4
4 452428 36,2 +2,6 37,7+ 1,4
5 453 +3,1 36,1 £2,5 37,8+1,9
6 45,0+ 3,1 344+1,3 37,5+1,6
7 44,6 +29 345+12 37,6 +2,1
8 44,6 +3,2 340+ 1,4 374+1,9
9 44,6 + 3,1 341+1,4 37,2+2,1
10 448 £3.4 343+1,1 373+£1,6
20 44,6 £ 3,6 34,2+0,9 36,3+2,3
30 44,6 + 3,6 342+0,6 35,8+£2,6
40 44,6 £ 3,6 34,2+0,5 35,6 £2,5
50 44,6 £ 3,6 34,4+0,7 354+£2,7
60 447 £ 3,5 339+1,0 349 +2,6
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Obecnos$¢ monowarstwy DOPC na powierzchni PET, skutkuje zwigkszeniem kata
zwilzania wszystkich trzech cieczy testowych (Rysunek 56a: 8" o0 31,9°, 7 o 18,0° oraz
0P o 3,4°). Dlatego tez calkowita warto§¢ swobodnej energii powierzchniowej
(ytot =51,7 mJ m?, Rysunek 56b) i jej sktadowych maleje. Po osadzeniu DOPC udziat y;
w oddziatywaniach miedzy czasteczkami cieczy a monowarstwg jest prawie dwukrotnie
mniejszy, natomiast y/f nieznacznie maleje. Wigkszy kat zwilzania i mniejsza catkowita
wartos$¢ swobodnej energii powierzchniowej wskazuja, ze powierzchnia z monowarstwa ma
stabszy charakter polarny, w odniesieniu do PET, [173]. Mozna to powiagzaé ze specyficzng
organizacja czasteczek DOPC, gdzie polarne grupy fosfocholinowe sa zlokalizowane
bezposrednio na podtozu PET po aktywacji, a tancuchy weglowodorowe sg skierowane
W strong powietrza i nachylone w stosunku do podtoza statego. Dlatego tez grupy polarne
sa mniej dostepne dla czasteczek cieczy testowych. Nachylenie czasteczek DOPC zostato
potwierdzone takze badaniami z wykorzystaniem TOF-SIMS, ktére wykazaty brak jonu
czasteczkowego w widmach masowych (Rozdziat 14.2) [173].

W celu sprawdzenia wptywu nasycenia wigzan w tancuchu weglowodorowym na
zwilzalno§¢ powierzchni naniesiono monowarstw¢ DPPC na PET,. Po o0sadzeniu
fosfolipidu DPPC uzyskano wigksze wartosci kata zwilzania wszystkich trzech cieczy
testowych w porownaniu do PETp/DOPC (Rysunek 57a). Najwigksza roznice odnotowano
dla dijodometanu, ktérego kat zwilzania jest wiekszy o ponad 20°. Sktadowa Y% jest
mniejsza (29,7 mIm?), a yAF wicksza (13,1 mJm?) dla monowarstwy DPPC
(Rysunek 57b) [282, 283]. Swiadczy to o tym, ze wickszy udziat w oddziatywaniach
zachodzacych pomigdzy czasteczkami cieczy testowych a tworzacymi monowarstwe maja
oddziatywania polarne kwasowo-zasadowe niz niepolarne Lifshitza van-der Waalsa. Wyzsze
wartoéci katow zwilzania przektadaja sie takze na nizsza warto$¢ y£°¢ (41,0 mJ m?) [282].
Wigksze wartoéci 8 i F oraz mniejsza warto$¢ yL°t i jej sktadowych §wiadczg o tym, ze
monowarstwa DPPC jest $ci$lej upakowana, a jej czasteczki sg ustawione bardziej pionowo
w stosunku do podtoza PET,. Dlatego czasteczki cieczy testowych nie moga z fatwoscia
penetrowa¢ monowarstwy 1 nie wchodza w kontakt z podtozem plazmowanym. Ponadto
inni naukowcy stwierdzili obecnos$¢ jonu czasteczkowego w badaniach fosfolipidu DPPC,
ktory nie zawiera wigzan nienasyconych w tancuchu weglowodorowym [195], $§wiadczac
0 bardziej pionowym ulozeniu czgsteczek w monowarstwie. Jest to wiec dowod, ze
nasycenie lancuchow wptywa na organizacje czasteczek w monowarstwie osadzonej na

no$niku statym, ktéra w znaczacy sposob warunkuje zwilzalnos¢ powierzchni.
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Rysunek 57 Srednie wartosci (a) wstepujgcego kqta zwilzania wody 0", formamidu 67 i dijodometanu 6°,
oraz (b) catkowitej swobodnej energii powierzchniowej i jej sktadowych, dla powierzchni PET,

z monowarstwg DPPC lub DOPC przeniesiong z granicy faz woda/powietrze.

Monowarstwa CsA osadzona na PET, takze zmienia jego polarnosé. Uzyskano
najmniejsze wartos$ci kata zwilzania cieczy testowych wsrdd badanych filméw, co §wiadczy
0 najwigkszej polarnosci tej powierzchni. Redukcja oddziatywan elektrono-donorowych
(vs) potwierdza, ze grupy funkcyjne obecne na powierzchni PETp biorg udziat
w oddziatywaniach z grupami polarnymi CsA, za$ ugrupowania skierowane na zewnatrz
mogg oddzialywac z czasteczkami cieczy. Dodatkowo, struktura cykliczna czasteczki CsA
powoduje powstawanie wolnych przestrzeni, w ktore moga wnikaé czasteczki cieczy
testowych, wchodzac w kontakt z modyfikowanym podtozem PET, [173]. Ponadto jak
wspomniano powyzej, konformacja czasteczek CsA $cisle zalezy od polarnosci otoczenia,
w ktorym one si¢ znajdujg [128, 248]. W zwiazku z tym, przeniesienie monowarstwy CsA
z subfazy wodnej na PET aktywowany plazmg o wilasciwosciach innych niz woda,
a w efekcie o innych oddziatywaniach, moze powodowa¢ zmiany w konformacji czasteczek
polipeptydu oraz organizacji jego monowarstwy, ktore prawdopodobnie stanowig przyczyne
tworzenia agregatow obserwowanych na mikrografiach AFM (Rysunek 44).

Monowarstwa LG osadzona na PET, charakteryzuje si¢ zblizong warto$cia
swobodnej energii powierzchniowej do uzyskanych dla monowarstw trojsktadnikowych
DOPC-CsA-LG (yf°t =53,6 m m?), natomiast wartoéci ys oraz yAP sa wicksze
(ve =22,6 mIm?2 iyAB =17,4 m) m?) [173]. Ponadto oddzialywania m — m wplywajace
na wielko$¢ oddziatywan kwasowo-zasadowych moga determinowa¢ charakterystyczne
uporzadkowanie monowarstwy, w ktérym pierscien arylowy jest zdolny do oddziatywan

Z czterema innymi sgsiednimi grupami arylowymi [236]. Do podobnych wnioskéw doszli
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Huang i wspétl. twierdzac, ze zaré6wno oddzialywania m — m, jak i wodorowe miaty
znaczacy wplyw na organizacj¢ monowarstwy polidopaminy, ktéra podobnie jak LG
posiada w swojej strukturze aromatyczny pier§cien z grupami hydroksylowymi [284].

Jak wskazuja doniesienia literaturowe powierzchnie silnie hydrofilowe,
charakteryzujace si¢ niskim katem zwilzania wody, moga utrudnia¢ oddziatywania
Z komorkami otaczajacymi implant i pomiedzy komorkami [287, 288], ktore majg kluczowe
znaczenie W inzynierii tkankowej. Zatem mozna przypuszczaé, ze uwalnianie leku
Z powierzchni implantu modyfikowanego omawiang monowarstwa, a takze jego transport
do sasiadujacych komorek nie bytyby efektywne. Uzyskanie takich informacji jest wazne
dla osiggniecia celu, jakim jest charakterystyka wtasciwosci fizykochemicznych
monowarstw przeniesionych na PET, ktore moga stanowi¢ nowoczesne biokompatybilne
powtoki dla implantéw oraz peié rolg systemow kontrolowanego uwalniania lekow.
Dlatego kolejnym etapem przyblizajacym do osiggni¢cia celow dysertacji bylo zbadanie
zwilzalnos$ci monowarstw mieszanych osadzonych na PET).

Osadzenie monowarstwy DOPC-CsA 0,50 powoduje lepszg zwilzalnos¢
(6" =39,3°+2,5) przejawiajaca sic w wickszej wartosci y£°t (Rysunek 56b) (o okoto
5mJm?) w stosunku do PET,/DOPC. Najwicksza zmiana w wartosci kata zwilzania
obserwowana jest dla formamidu (mniejszy o ponad 20°), podczas gdy katy zwilzania wody

i dijodometanu s3 praktycznie takie same (Rysunek 56a). Zmiana yft

jest zwigzana
z niewielkim zmniejszeniem parametru elektrono-donorowego (y, ), rekompensowanym
przez wzrost parametru elektrono-akceptorowego (y;), co w konsekwencji prowadzi do
zwigkszenia oddziatywan kwasowo-zasadowych (y#B) [173]. Jak wykazata analiza
powierzchni przy wykorzystaniu spektrometrii mas, odpychanie pomi¢dzy czasteczkami
DOPC i1 CsA powoduje zmian¢ orientacji CsA na bardziej pionowa (najwigksza
intensywno$¢ jondéw czasteczkowych, Rysunek 52c). W rezultacie ciecze testowe moga
mie¢ tatwiejszy dostep do okreslonych fragmentow czasteczek i/lub podloza. Jest to
szczegolnie widoczne w przypadku formamidu, ktéry w swojej strukturze posiada grupy
aminowg 1 karbonylowa, zdolne do oddzialywania z czasteczkami CsA 1 DOPC poprzez
wigzania wodorowe [173].

Wprowadzenie LG, jako trzeciego sktadnika monowarstwy powoduje znaczne
zmiany w zwilzalno$ci powierzchni. Dla wszystkich monowarstw trojsktadnikowych
wartoéci yIW i ¥ maleja, przy czym y~ pozostaje praktycznie niezmienione w odniesieniu
do PET,/DOPC-CsA 0,50 (Rysunek 56b). Sugeruje to, ze obecno$¢ czgsteczek LG
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w monowarstwach tréjsktadnikowych ostabia oddziatywania kwasowo-zasadowe miedzy
sktadnikami monowarstwy a czasteczkami cieczy testowych, co przejawia si¢ mniejszg
warto$cig parametru elektrono-donorowego. Jednakze w miare zwigkszania ulamka
molowego LG w monowarstwach oddziatywania kwasowo-zasadowe (yA%) ulegaja
wzmocnieniu [173]. Jest to zwigzane ze strukturg przeciwutleniacza, ktory posiada grupy
zdolne do oddzialywan zarowno przez mostki wodorowe, jak ielektrony m [235]. Dla
monowarstwy DOPC-CsA-LG 0,25 (Rysunek 56a) uzyskano najwigksza warto$¢ kata
zwilzania wody (8% =57,1°+2,2°), formamidu (87 =24,4°+2,0°), a najmniejsza
dijodometanu (8° =35,3° £ 1,6°). Ze wzrostem zawartosci LG w monowarstwie, maleja
katy zwilzania cieczy polarnych, a rosng dla niepolarnego dijodometanu. Zmierzona warto$¢
6P dla monowarstwy DOPC-CsA-LG 0,50 wynosi 37,3° + 1,4°. Moze to by¢ zwigzane
z najsilniejszymi oddzialywaniami i $cistym upakowaniem czasteczek w monowarstwie,
w ktorej tancuchy weglowodorowe kontaktuja si¢ bezposrednio z cieczami testowymi,
podczas gdy grupy polarne przy powierzchni ciala statego sg ekranowane i niedostepne dla
czasteczek cieczy. Ponadto kat zwilzania wody zmierzony na monowarstwie DOPC-CsA-
LG 0,75 jest nieco mniejszy (50,6° + 0,6°) niz dla PET,/DOPC-CsA-LG 0,50, za$ 6°
(39,0° £+ 1,8°) osiaga najwyzszg warto$¢ [173]. Zmiany warto$ci kata zwilzania majg
bezposredni wpltyw na warto$¢ swobodnej energii powierzchniowej oraz jej sktadowych
(Rysunek 56b). Bardzo zblizong warto$¢ y£°t obserwuje si¢ dla monowarstw DOPC-CsA-
LG 0,50 i DOPC-CsA-LG 0,75, (odpowiednio 54,4 mJ m i 54,9 mJ m2). Gtéwne réznice
w rodzaju oddziatywan migdzy tymi filmami a czasteczkami cieczy testowych przejawiajg
sie poprzez zmiany y; i ys". Dla monowarstwy DOPC-CsA-LG 0,50 parametr elektrono-
donorowy (ys) jest nieco wyzszy (o ok. 3,0 mJ m?), natomiast parametr elektrono-
akceptorowy (ysh) jest nizszy (01,0 mJm?2, Rysunek 56b) [173]. Obecno$é¢ trzech
sktadnikow (DOPC, CsA, LG) w monowarstwie wplywa na jej wieksze upakowanie oraz
uporzadkowanie, czego dowodem sg wigksze wartosci katow zwilzania cieczy testowych
W odniesieniu do monowarstw jednoskladnikowych. Pomimo, ze filmy DOPC-CsSA-LG sa
bardziej hydrofobowe niz monowarstwy jednosktadnikowe, warto$¢ kata zwilzania wody
wynoszacg okoto 60° uznaje si¢ za najbardziej pozadang dla powierzchni kontaktujacych
sie zkrwig [67, 69, 289]. Dlatego mozna stwierdzi¢, ze uzyskane monowarstwy
trojsktadnikowe wykazuja korzystne wlasciwosci zwilzajace, ktdre moga zapewnié
prawidlowa odpowiedZ organizmu. Ponadto nowatorskie polaczenie fosfolipidu,

immunosupresantu oraz przeciwutleniacza daje zarowno mozliwo$¢ dostarczenia leku
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W pozadane miejsce, jak rowniez ochrone komoérek i/lub tkanek pacjenta przed wolnymi
rodnikami, ktore powstajag na skutek niepozadanych efektow ubocznych aktywnosci
biologicznej CsA. Przedstawione wyniki pozwolity osiagna¢ jeden z celéw doktoratu, ktory
dotyczyt okreslenia wtasciwosci  hydrofilowo-hydrofobowych powierzchni  PET
modyfikowanych monowarstwami wielosktadnikowymi.

Wartoéci kata zwilzania zmierzone na powierzchni PETp, z monowarstwami
naniesionymi z granicy faz AA/powietrze s3 zblizone do uzyskanych dla filmow
przenoszonych z granicy faz woda/powietrze (Rysunki 56 i 58) [173, 186]. Jest to istotne
W badaniu oddziatywan zachodzacych miedzy powierzchnig implantu a znajdujacymi si¢
obok komorkami pacjenta, ktére sa determinowane glownie przez srodowisko wodne.
Jednak ze wzgledu na fakt, ze 0,1% roztwor AA jest rozpuszczalnikiem dla Ch konieczne
jest zbadanie wplywu rowniez czasteczek kwasu na zwilzalno§¢ powierzchni PET,
z osadzonymi monowarstwami. Najwieksza wartos¢ 6" w grupie monowarstw
jednosktadnikowych (DOPC, CsA, LG) odnotowano dla monowarstwy DOPC
(56,4° = 1,2°, Rysunek 58). Przektada si¢ to na nizsze wartosci catkowitej swobodnej energii
powierzchniowej i parametru elektrono-donorowego (ys = 17,9 mJ m?) (Rysunek 59). Ten
parametr jest mniejszy prawie o 10,0 mJ m? w odniesieniu do monowarstwy fosfolipidu
przeniesionej z granicy faz woda/powietrze, co moze wskazywac, ze czasteczki kwasu
octowego wpltywaja na wigksze upakowanie tancuchow weglowodorowych DOPC, dzigki
czemu moga by¢ one ustawione bardziej pionowo wzgledem podloza. Dlatego ciecze
polarne warunkujace warto$¢ ys maja mniejszy dostep do polarnych ugrupowan badanych
zwigzkéw i/lub podloza PETp. Jednak zmiana nachylenia czasteczek DOPC wzgledem
PETp/AA nie jest w tym przypadku znaczaca, poniewaz spektrometria mas nie wykazata
jonu czasteczkowego, ktory identyfikuje si¢ dla czasteczek spionizowanych wzgledem
podtoza (Rozdziat 14.2) [186].

Podobnie do monowarstw przeniesionych z subfazy wodnej, najwigkszg zwilzalnos¢
stwierdzono dla powierzchni PET,/AA/CSA, y&°t=572mIm?, przy czym 6% jest
mniejszy o ponad 10,0° w odniesieniu do PET,/CsA. W tym przypadku zachodza
najsilniejsze  oddzialtywania kwasowo-zasadowe pomiedzy monowarstwg CsA
a czasteczkami cieczy polarnych (wody i1 formamidu), co przejawia si¢ we wzroScie
parametru y; i w konsekwencji sktadowej y£8 [186]. Taka zmiana w wartoéci 8" moze
by¢ spowodowana luzniejszym upakowaniem monowarstwy otrzymanej na subfazie AA
(Tabela 7) [230].
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Powierzchnia PETy,/AA/LG charakteryzuje si¢ niemal identycznymi warto§ciami
kata zwilzania wody (8% =46,8°+1,4°) i dijodometanu (8P =46,2°+0,9°), co
PET,/LG [173,186]. W zwigzku z tym uzyskano takze podobne wartosci y&° oraz jej
sktadowych. Dowodzi to, ze niewielka ilo$¢ czasteczek kwasu octowego wprowadzona do
subfazy wodnej nie wplywa na zwilzalno$¢ osadzonego filmu LG. W przypadku
PET,/AA/LG mozna takze stwierdzi¢, Ze czasteczki LG s3 nachylone wzgledem
powierzchni polimeru aktywowanego plazma bedac bardziej dostepnymi dla czasteczek
cieczy polarnych. Dodatkowo, nachylenie czasteczek LG potwierdza spektrometria mas,
w ktorej nie obserwuje si¢ jonu czasteczkowego dla monowarstwy LG osadzonej zardwno
z subfazy AA, jak i wodnej [186].

Wystepowanie czasteczek DOPC i CsA w monowarstwie (DOPC-CsA 0,50)
powoduje zmniejszenie wartosci kata zwilzania w stosunku do monowarstwy DOPC
(Rysunek 58), a tym samym wzrost y£° (56,4 mJ m2). Najwieksze zmiany obserwuje sie
dla formamidu 87 (67 =14,0°), ktory jak wczeéniej wspomniano, moze z latwoscia
oddziatywac¢ z czasteczkami CsA w wyniku obecnosci grup aminowych i karbonylowych.
Mozna zatem stwierdzié, Zze za wzrost oddzialywan kwasowo-zasadowych (yA8)
w odniesieniu do PET,/DOPC odpowiadajg gltownie czasteczki CsA, ktore moga
oddzialywaé poprzez wigzania wodorowe z cieczami polarnymi. W zwiazku z podobnym
upakowaniem czasteczek (Tabele 6 1 7) oraz stabilnosécig (Rysunki 37 i 38) monowarstwy
dwuskladnikowej otrzymanej na subfazie wodnej i AA, swobodna energia powierzchniowa
oraz jej skladowe w przypadku jej przenoszenia z obu ciektych faz no$nych na PET, s3
praktycznie takie same. W tym aspekcie rezultaty badan wchodzacych w sktad doktoratu sg
zadowalajace, gdyz potwierdzaja, ze uzycie kwasu octowego nie wywiera znaczacego
wplywu na zwilzalno§¢ powierzchni, ktora jest kluczowym parametrem odpowiadajacym

za procesy zachodzace w organizmie po wprowadzeniu implantu.
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Rysunek 58 Srednie wartosci wstepujgcego kqta zwilzania wody, 8", formamidu, 6% i dijodometanu, 6° dla
powierzchni PET niemodyfikowanej i modyfikowanej monowarstwami przeniesionymi z granicy faz

AA/powietrze i Ch/powietrze.

Obecnos¢ LG w monowarstwie DOPC-CSA-LG powoduje zmniejszenie wartosci
W, Ponadto malejg takze y;+ i yAB, przy jednoczesnym wzroscie wartosci yg
w odniesieniu do DOPC-CsA (Rysunek 59). Sugeruje to, ze LG ostabia oddzialywania
dyspersyjne w stosunku do monowarstwy DOPC-CsA. Natomiast za powyzsze zmiany s
odpowiadaja oddziatywania grup polarnych zwigzanych z pierscieniem aromatycznym
(Rysunek 6). Tym samym wzrost wartosci parametru y, dowodzi, ze oddziatywania
powierzchni PETp/AA/DOPC-CsA-LG z polarnymi cieczami testowymi poprzez grupy
elektrono-donorowe sa silniejsze niz dla PET,/DOPC-CSA-LG. Wsrod monowarstw
trojsktadnikowych DOPC-CsSA-LG najwigksze wartosci kata zwilzania polarnych cieczy
testowych uzyskuje sie dla monowarstwy DOPC-CsA-LG 0,50 (8" =40,8°+1,6°,
OF =25,8°£0,8°)10,75 (8" =44,4°+1,3°, 6F =25,7°+ 1,6°, Rysunek 58). Wigze sie
to zsilnymi oddzialywaniami przyciggajacymi migdzy czasteczkami tworzacymi
monowarstwe, przy czym najsilniejsze przycigganie (Rysunek 28) oraz najwigksze
upakowanie (C;1 = 50,1 mN m™, Tabela 7) wystepuje dla DOPC-CsA-LG 0,50 [230]. Jak
pokazano powyzej, catkowita swobodna energia powierzchniowa dla monowarstw DOPC-
CsA-LG o utamkach molowych LG 0,50 i 0,75 jest bardzo podobna niezaleznie od typu
subfazy (woda i AA), z ktorej zostaly przeniesione. Niewielkie roznice w oddziatywaniach
kwasowo-zasadowych (Rysunek 59) mozna przypisa¢ upakowaniu monowarstw, ktorego

stopien wplywa na chropowato$¢ powierzchni [173, 186].
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Kolejnym krokiem w badaniach wchodzacych w zakres dysertacji byto okreslenie
zwilzalnos$ci powierzchni polimeru modyfikowanego monowarstwami w obecnosci filmu
Ch. Ze wzgledu na to, ze powierzchnia PET aktywowana plazma powietrzng posiada grupy
funkcyjne (-OH, -C -0, 0=C—-0—-, —C =0, —N — CO — N —) oraz pierscienie
aromatyczne, ktore sa zrodlem elektronow m, moze oddziatywa¢ z grupami
hydroksylowymi (—OH) i aminowymi (—NH,/—NHZ) chitozanu poprzez oddzialywania
kwasowo-zasadowe prowadzac do silnej adhezji polisacharydu i utworzenia stabilnego
filmu. Ponadto nie mozna wykluczy¢ takze powstawania wigzan chemicznych. Analogiczne
whnioski podali inni naukowcy [176, 270]. Mozliwe jest utworzenie wigzania estrowego
pomigdzy grupami funkcyjnymi poli(tereftalanu etylenu) wprowadzonymi w wyniku
dziatania plazmg a chitozanem. Gonzalez i Hick zaproponowali podobny rodzaj wigzania

polimeru z warstwg Ch [290].
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Rysunek 59 Srednie wartosci catkowitej swobodnej energii powierzchniowej i jej sktadowych dla powierzchni
PET niemodyfikowanej i modyfikowanej monowarstwami przeniesionymi z granicy faz AA/powietrze

i Ch/powietrze.

Film chitozanu na powierzchni PETp powoduje wzrost wartosci kata zwilzania
cieczy polarnych (6" i 6F) o prawie 20,0°, podczas gdy 8” jest tylko nieznacznie wigkszy
w stosunku do PETp (Rysunek 58). Wskazuje to, ze Ch prowadzi do oslabienia sity
oddziatywan PET} z badanymi cieczami [186]. Wyzsze wartosci kata zwilzania koreluja ze

tot

zmniejszong wartoscig y&°f, podobng do yf°" podioza PET niemodyfikowanego

(Rysunek 59). Podstawowa roéznica polega na tym, ze film Ch wykazuje zdolnos¢
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oddziatywania z cieczami nie tylko sitami dyspersyjnymi, ale takze poprzez oddziatywania
kwasowo-zasadowe (yA8 = 4,5 mJ m).

Osadzanie badanych monowarstw na powierzchni PET, z subfazy Ch powoduje
wzrost polarnosci powierzchni w stosunku do PETp/Ch (Rysunki 58 i 59). Wsrod
monowarstw jednoskladnikowych najnizszy kat zwilzania polarnych cieczy testowych,
atym samym najwicksza swobodna energia powierzchniowa (y{°f=57,2mJm?)
charakteryzuje powierzchni¢ PET,/Ch/CsA. Dodatkowo 8% jest nizszy niz ten uzyskany dla
PET,/AA/CsA (Rysunek 58). Przyczyna tego zjawiska sa prawdopodobnie zmiany
orientacji i/lub konformacji czasteczek polipeptydu w obecnosci Ch. Potwierdza to
spektrometria mas. Jony pseudoczasteczkowe i czasteczkowe majg wyzszg intensywnosé
wzgledng (Rysunek 55¢). Ponadto intensywno$¢ najbardziej reprezentatywnego fragmentu
(m/z = 100) wskazuje na wigksze pokrycie powierzchni PET/Ch czasteczkami CsA [186].
Co zaskakujace, takiego zachowania nie mozna uzasadni¢ warto$cia modutu Scisliwosci,
ktora jest prawie taka sama w obecnosci lub bez warstwy chitozanu (Tabele 6 i 7) [230].
Uzyskanie zwigkszonego pokrycia powierzchni czgsteczkami polipeptydu w obecnosci Ch
jest obiecujace w kontek$cie zastosowan medycznych, gdyz utworzenie filmu o $cisle
zdefiniowanych wlasciwosciach moze przyczyni¢ si¢ do opracowania kontrolowanego
systemu dostarczania i uwalniania cyklosporyny A bezposrednio z powierzchni
biomateriatu.

Przeniesienie monowarstwy DOPC rowniez prowadzi do mniejszych wartosci kata
zwilzania wody i formamidu w stosunku do PETy/Ch (Rysunek 58). Nizsze wartosci 6°
uzyskuje si¢ takze dla powierzchni PET,/Ch/DOPC (6P = 37,7 +0,3°) w odniesieniu do
PET,/Ch. Odmienng zalezno$¢ katéw zwilzania dijodometanu obserwuje si¢ dla
monowarstwy LG. 8P po osadzeniu LG wzrasta o okolo 7,0°. Zatem, przeniesienie
monowarstwy LG zmienia znaczaco udzial yAP w catkowitej swobodnej energii
powierzchniowej. Z kolei po osadzeniu monowarstwy DOPC najwicksze zmiany y£°" sg
zwigzane ze wzrostem warto$ci parametru elektrono-donorowego (ys ) w pordéwnaniu
z PETp/Ch (Rysunek 59) [186]. Wskazuje to, ze czgsteczki cieczy polarnych mogg mieé
kontakt z grupami funkcyjnymi czasteczek tworzacych film (—OH, —NH,/—NH$, —0PO05,
—N*(CH;3); — oraz > C = 0). Natomiast, zwickszenie y£°t powierzchni PET,/Ch/DOPC
w porownaniu z PETy/AA/DOPC dowodzi, Ze czasteczki chitozanu powodujg rozluZznienie
upakowania monowarstwy fosfolipidu. co koreluje ze zmniejszonymi wartosciami modutu

scisliwosci (Tabela 7, [230]). Zwigkszona wartos¢ swobodnej energii powierzchniowej
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biomateriatu moze przyczyni¢ si¢ do wzrostu oddzialywan implant-komorka 1 uzyskania
lepszej biokompatybilnosci, co stanowi jeden z celoéw doktoratu.

W kolejnym etapie badan okreslono zwilzalnos¢ powierzchni po osadzeniu
monowarstwy DPPC w obecnosci filmu Ch. Uzyskano nizsze warto$ci kata zwilzania cieczy
polarnych (8% =33,2°, 8F =20,0°) i wyzsze niepolarnego dijodometanu (82 = 60,7°)
w poréwnaniu do PET,/Ch/DOPC (Rysunek 60a). Obliczona sktadowa yIW jest mniejsza
(28,2 mI m?), a y#8 wigksza (27,0 mJ m?) dla PET,/Ch/DPPC (Rysunek 60b). Pomimo
duzej wartoéci O oddziatywania Lifshitza van-der Waalsa sa mniejsze niz w przypadku
powierzchni  PETp/Ch/DOPC. Wigkszy udziat oddziatywan kwasowo-zasadowych
zachodzacych pomiedzy czasteczkami cieczy testowych a powierzchnig PET,/Ch/DPPC
swiadczy o tym, ze czasteczki Ch powoduja reorganizacje czasteczek DPPC w filmie Ch
lub na tej powierzchni tak, ze polarne czg$ci nie s3 silnie ekranowane przez tancuchy
weglowodorowe. Dlatego, czasteczki cieczy polarnych moga tatwiej oddziatywa¢ z tymi
ugrupowaniami poprzez wigzania wodorowe. Wyniki te wskazuja, ze monowarstwa
fosfolipidu moze poprawi¢ wtasciwosci hemostatyczne chitozanu. Dodatni tadunek Ch
wpH krwi stymuluje przycigganie ujemnie naladowanych komorek krwi. Moze to
prowadzi¢ do dziatan niepozadanych, w tym tworzenia si¢ skrzepow. Dla badanego uktadu
PET,/Ch/DPPC obserwuje si¢ wzrost parametru elektrono-donorowego, co $wiadczy
0 wzmocnieniu oddziatywan zasadowych. W efekcie moze to skutkowa¢ zmniejszeniem
gestosci tadunku dodatniego Ch 1 minimalizacja procesu krzepnigcia, zwigkszajac w ten
sposob prawdopodobienstwo przyjecia ciata obcego przez organizm [283]. Uktady o takich
wlasciwosciach $cisle wpisujg si¢ w osiggniecie kolejnego z celow badawczych doktoratu,
tj. wzrostu biokompatybilnos$ci a jednoczes$nie poprawy wiasciwosci hemostatycznych
warstw osadzonych na implantach/stentach.

Przeniesienie monowarstwy DOPC-CsA 0,50 na powierzchni¢ PETp z granicy faz
Ch/powietrze zwigksza jej polarno$¢ w stosunku do PET,/Ch/DOPC (8" nizszy o prawie
13,0°, a 8 obnizony o ponad 18,0°, Rysunek 58). Mniejsze wartosci kata zwilzania cieczy
polarnych powoduja wzrost parametru elektrono-donorowego (37 mJ m2, Rysunek 59).
Parametr y; ma znaczaco wigkszy udziat w odniesieniu do PETp/DOPC takze stanowigc

dowod na istnienie silniejszych oddzialywan pomiedzy monowarstwg 1 Ch.
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Rysunek 60 Srednie wartosci (a) wstepujgcego kqta zwilzania wody 0", formamidu 67 i dijodometanu 67,
oraz (b) calkowitej swobodnej energii powierzchniowej i jej skiadowych, dla powierzchni PET,

z monowarstwg DPPC lub DOPC przeniesiong z granicy faz Ch/powietrze.

W przypadku monowarstw trojsktadnikowych DOPC-CSA-LG uzyskano wigksze
warto$ci katow zwilzania wszystkich trzech cieczy testowych (Rysunek 58). Im wyzszy jest
utamek molowy LG w monowarstwie, tym charakter powierzchni jest bardziej hydrofobowy
w poréwnaniu do monowarstwy DOPC-CsA. Jednak zmiany zwilzalno§ci monowarstw
trojsktadnikowych DOPC-CsSA-LG nie s3 znaczace. Prawdopodobnie jest to zwigzane
z podobnym upakowaniem monowarstw na granicy faz Ch/powietrze (Tabela 7) [230].
Dowodem tego s3 takze zblizone wartosci y£°t dla badanych monowarstw mieszanych
zarowno bez filmu Ch, jak 1 w jego obecno$ci. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze
wszystkie monowarstwy trojsktadnikowe osadzone na PETp/Ch moga mie¢ wysoki
potencjat aplikacyjny w chirurgii rekonstrukcyjnej. Modyfikowana powierzchnia PET
bedzie cechowala si¢ lepsza biokompatybilno$cia, jednocze$nie nie powodujac silnej
adhezji ptytek krwi, ktore moga prowadzi¢ do negatywnej odpowiedzi gospodarza po
implantacji.

Podsumowujac, przeniesienie monowarstw na polimer aktywowany plazma
powietrzng zmienia charakter jego powierzchni na bardziej hydrofobowy w stosunku do
PET, i bardziej hydrofilowy w stosunku do podloza PET niemodyfikowanego
(Rysunek 56). Zmiany charakteru hydrofilowo-hydrofobowego powierzchni mozna
skorelowa¢ ze strukturg powierzchni po przeniesieniu monowarstw [173, 186].

Przeprowadzone w ramach doktoratu badania zwilZzalno$ci dowiodty, ze zar6wno
czasteczki DOPC, jak 1 LG nie mogg tworzy¢ $cisle upakowanych monowarstw, poniewaz

sg nachylone w stosunku do aktywowanej powierzchni polimeru. Ze wzgledu na mniejsze
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upakowanie monowarstw [231], determinowane strukturg tworzacych je czasteczek, ciecze
testowe moga oddziatywaé zarowno z poszczegdlnymi grupami funkcyjnymi sktadnikow
filmu, jak i bezposrednio z podtozem stalym. Z kolei czasteczki CsA moga by¢ znacznie
bardziej pionowo zorientowane w stosunku do podtoza PETp, dzicki czemu jej grupy
polarne z tatwos$cig oddzialuja z cieczami. Ponadto ze wzgledu na cykliczng strukture
czasteczki leku immunosupresyjnego ciecze moga oddziatywa¢ z podtozem. Dlatego
monowarstwa cyklosporyny A osadzona na polimerze PET, z cieklych faz nos$nych
o0 réznym sktadzie charakteryzuje si¢ najwigksza polarnos$cig. Po osadzeniu filméw
mieszanych DOPC-CsA-LG z granicy faz ciecz/powietrze powierzchnia PET) jest bardziej
hydrofobowa, co jest zwigzane ze strukturg czasteczek tworzacych monowarstwy. Za
mniejszg hydrofilowo$¢ odpowiadaja wicksze sity przyciggania migdzy czasteczkami,
czego rezultatem jest ich bardziej zwarta struktura. W efekcie czasteczki cieczy nie
kontaktuja si¢ z podlozem PETp prowadzac do uzyskania wyzszych wartosci katow
zwilzania. Obecno$¢ filmu chitozanu wptywa na orientacj¢ i upakowanie czasteczek
w monowarstwach powodujac zmiany w charakterze hydrofilowo-hydrofobowym
modyfikowanych powierzchni PET. Zmierzone katy zwilzania wszystkich cieczy testowych
na PETp/Ch sg wicksze w pordwnaniu z PETp/AA (za wyjatkiem filmu CsA). Wydaje sie,
ze monowarstwy trojsktadnikowe DOPC-CsA-LG osadzone na PETp/Ch maja odpowiednie
parametry fizykochemiczne i duzy potencjal aplikacyjny w procesie projektowania powtok
implantéw. Ich wiasciwosci zwilzajace sa najbardziej optymalne do zastosowan
W dziedzinie inzynierii tkankowej (30°>0">50°) [289]. Modyfikacja powierzchni PET
takimi filmami pozwolila na osiggnigcie celu dysertacji, ktory zaktadat zaprojektowanie
powierzchni o zwigkszonej biokompatybilnosci. Ich uzycie moze umozliwi¢ dostarczenie
leku bezposrednio do komorek otaczajacych implant lub innego miejsca przeznaczenia
W organizmie.

Ze wzgledu na fakt, ze w literaturze przedmiotu mozna znalez¢ opis implantow
naczyn krwionosnych powlekanych ztotem [24, 291], do badan wchodzacych w zakres
pracy doktorskiej zastosowano podloze o analogicznym charakterze, tj. mike pokryta
warstwg ztota. Okre§lono zwilZzalno§¢ monowarstw osadzonych na takiej powierzchni
w odniesieniu do miki niepokrytej ztotem. Eksperyment prowadzono przy uzyciu wody
z systemu Milli-Q, jako cieczy testowej. Rysunek 61 przedstawia 8" zmierzone dla
monowarstw osadzonych na powyzszych nosnikach statych. Kat zwilzania dla

niemodyfikowanej powierzchni miki z warstwa ztota wynosi ok. 35,0°, zas dla miki bez
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warstwy metalu jest bliski 0° (woda rozptywa si¢ catkowicie po powierzchni). Film DOPC
przeniesiony na oba podloza powoduje, ze wartosci kata zwilzania sg pordwnywalne
I znacznie wicksze w odniesieniu do zmierzonych na no$nikach niepokrytych. Wynik ten
wskazuje, ze DOPC tworzy wzglednie zwartg warstwe wolng od defektow i dziur. Ta
obserwacja jest zgodna z obrazami AFM pokazanymi na Rysunkach 50 i 51, a takze ze
skutecznym blokowaniem elektrody pracujacej w eksperymentach CV (Rysunek 43) [185].
W przeciwienstwie do innych powierzchni modyfikowanych filmami LB, wartosci kata
zwilzania s wyzsze na monowarstwach osadzonych na ztocie w porownaniu z warstwami
osadzonymi na mice, co $wiadczy o wplywie poditoza na wihasciwosci fizykochemiczne
badanych filméw. Roznica w wartoéci 8% pomiedzy powierzchniami ztoto/DOPC-CSA
0,50 i mika/DOPC-CsA 0,50 wynosi okoto 19,0°, za$ dla monowarstwy CSA osadzonej na
ztocie 1 mice okoto 45,0°. W wyniku oddziatywan odpychajacych migdzy czasteczkami
DOPC i CsA powstaja luzno upakowane filmy =z obszarami 0 zmniejszonym
uporzadkowaniu tancuchow weglowodorowych fosfolipidu. Dlatego dla filmu
dwusktadnikowego DOPC-CsA uwidacznia si¢ wigkszy wplyw podiloza na wartosé

mierzonego 6% [185].
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Rysunek 61 Srednie wartosci wstepujgcego kqta zwilzania wody, 8", dla powierzchni miki i miki pokrytej

zlotem niemodyfikowanej oraz modyfikowanej monowarstwami przeniesionymi z granicy faz woda/powietrze.

Z kolei obecno$é¢ LG w monowarstwach mieszanych powoduje zwigkszenie 8",
poniewaz czasteczki LG znajduja si¢ migdzy czasteczkami DOPC i CsA, zwigkszajac
gestos¢ tancuchow acylowych, co zapobiega przenikaniu wody w gltab monowarstwy.
Najbardziej hydrofobowa, w grupie monowarstw trojsktadnikowych, jest DOPC-CSA-LG
0,50 (89,7 +0,6° na ztocie i 51,0 = 3,6° na mice, Rysunek 61). Powyzsza obserwacja

koreluje z wigksza jednorodnoscig tej monowarstwy LB (nizszy S,;) i najsilniejszym
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efektem blokujacym stwierdzonym na podstawie pomiarow CV [185]. Wynik ten mozna
powigza¢ z charakterystycznym utozeniem czasteczek wzgledem siebie. LG najchetniej
gromadzi si¢ obok czasteczek DOPC, pehigc funkcje ochronng przed utlenianiem dla
wigzan nienasyconych fosfolipidu. Dzigki takiej organizacji tancuchy weglowodorowe
czasteczek DOPC i1 LG tworzg srodowisko hydrofobowe, w ktorym CsA moze zmienic¢
konformacje¢ z otwartej na zamknigta, a nastepnie biernie penetrowac obszar hydrofobowy.
Jest to szczegolnie wazne w procesie uwalniania CsA z powierzchni potencjalnego implantu
[231].

Chemiczna heterogeniczno$¢ monowarstwy, oddzialywania w obrgbie jej
sktadnikow oraz lokalne zmiany w strukturze i/lub chropowatos$ci odgrywaja kluczowa role
we wlasciwosciach zwilzajacych powierzchni. Poza tym, za ro6zng hydrofobowosc
otrzymanych filméw odpowiadaja roznice w topografii powierzchni nosnikow, ich
chropowato$ci w skali nanometrow izwilzalnosci. Powyzsze parametry powierzchni
wplywaja na sit¢ adhezji i oddzialywania sasiadujacych czasteczek, co skutkuje zmianami
ich upakowania i utozenia w filmie. Nieco bardziej chropowata powierzchnia miki pokryta
ztotem moze generowac luzniejsze upakowanie monowarstw. Takie struktury sg bardziej
przepuszczalne dla wody, ktora moze mie¢ dostep do podtoza. W zwigzku z tym réwniez
jego wlhasciwosci powierzchniowe przyczyniaja si¢ do catkowitej zwilzalnosci
monowarstwy. Ze wzgledu na mniejsza hydrofilowos¢ powierzchni miki pokrytej zlotem
(0" = 35°) niz miki (8" = 0°), zmierzone katy zwilzania wody sa wyzsze dla monowarstw LB
osadzonych na mice z warstwg ztota. Niemniej jednak, mikrografie AFM (Rysunki 50 i 51) oraz
warto$ci S, wskazujg, ze na obu podtozach uzyskuje si¢ monowarstwy jednorodne [185]. Biorgc
pod uwage zakres zmierzonych wartos$ci kata zwilzania (Rysunek 61), monowarstwy
DOPC-CsA-LG przeniesione na mike pokryta ztotem mozna sklasyfikowac, jako stabo
hydrofobowe (90°>6">56-65°), natomiast monowarstwy DOPC-CsA-LG przeniesione na
mike, jako stabo hydrofilowe (56-65°>6">0°) [292]. Niezaleznie od podloza omawiana
polarno$¢ powierzchni jest posrednia miedzy wysoce hydrofilowa a wysoce hydrofobowa.
Dlatego tez, wyniki badan otrzymane w ramach doktoratu dotyczace mieszanych
monowarstw DOPC-CsA-LG osadzonych na no$nikach stalych wskazuja, ze tego typu
pokrycia moga by¢ odpowiednie do opracowania biomateriatbw hemokompatybilnych
0 réznych zastosowaniach biomedycznych oraz pomocne w planowaniu i prowadzeniu

dalszych eksperymentow in vitro.
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15.Podsumowanie i wnioski

Ze wzgledu na rosngce znaczenie biomaterialdow w medycynie regeneracyjnej oraz
inzynierii tkankowej istnieje potrzeba modyfikowania ich powierzchni w takich sposob, aby
zwigkszy¢ biokompatybilno$¢. Dlatego tez celem dysertacji byto opracowanie nowatorskich
pokry¢ dla poli(tereftalanu etylenu), polimeru szeroko stosowanego do produkcji migdzy
innymi stentow i/lub ich pokry¢, w aspekcie poprawy jego biozgodnosci. Dodatkowo
zaplanowano, aby modyfikowana powierzchnia PET spetniata rol¢ kontrolowanego systemu
uwalniania leku (CsA) z matrycy chitozanowej (Ch) oraz chronita fosfolipidy bton
komorkowych, reprezentowane w pracy przez DPPC i DOPC, przed negatywnymi skutkami
terapii farmakologicznej, poprzez zastosowanie przeciwutleniacza (LG).

Chcac osiagnaé zamierzone cele konieczne byto zbadanie wiasciwos$ci monowarstw
uzyskanych na cieklej fazie nosnej (pierwszy etap badan) tak, aby wybraé te, ktoére
charakteryzuja si¢ najlepsza stabilnoscig oraz homogeniczno$cig. Dodatkowo niezbedne
bylo takze okre$lenie wpltywu rodzaju subfazy na ich wilasciwosci. Nastgpne badania
zaprojektowano w taki sposob, aby wybra¢ najbardziej odpowiednie parametry procesu
przeniesienia monowarstw na podtoze state (drugi etap badan). Kolejny krok stanowito
osadzenie monowarstw na r6znych no$nikach statych (PET, mika, mika pokryta ztotem i/lub
szkto pokryte ztotem) oraz scharakteryzowanie topografii i zwilzalno$ci powierzchni,
atakze organizacji czasteczkowej, ktore $cisle determinujg biokompatybilno$§¢

biomateriatow (trzeci etap badan).

Pierwszy etap badan przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej pozwolit na

uzyskanie ponizszych wnioskow:

e parametry A, oraz . charakteryzujace izotermy m — A badanych monowarstw $cisle

zalezg zarowno od ich sktadu, jak 1 rodzaju zastosowanej fazy nosnej,

e obecno$¢ czasteczek chitozanu w subfazie powoduje przesunigcie izoterm
w kierunku wigkszych powierzchni przypadajacych na czasteczke, co wskazuje na

penetracj¢ monowarstwy przez Ch,

e wartosci modutu Scisliwosci swiadcza o tym, ze wszystkie badane monowarstwy
znajduja si¢ w stanie cieklym rozprezonym lub posrednim LE-LC, niezaleznie od
rodzaju zastosowane] fazy nosnej. Ciekla faza filmoéw koreluje z naturalng
ptynnoscig bton biologicznych, co stanowi istotny czynnik w aspekcie wzrostu

biokompatybilnosci pokrycia,
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wprowadzenie Ch do fazy nosnej wywotuje zmiany upakowania w zaleznosci od

sktadu monowarstw,

wyzsza temperatura eksperymentu (37°C) powoduje zmniejszenie stopnia
upakowania monowarstwy CsA oraz jej penetracji przez czasteczki Ch, co moze
wynika¢ ze zmian w elastycznos$ci tancuchéw Ch oraz konformacji czasteczek CsA
1 jej ograniczonej zdolnosci do tworzenia wigzan wodorowych w temperaturze

fizjologicznej, ze wzgledu na mniejsza rozpuszczalnosé,

sposrdd  filmow  trojsktadnikowych najwieksze wartosci modutu  Scisliwosci
uzyskano dla monowarstwy DOPC-CsA-LG 0,50 na kazdym rodzaju subfazy przy
ci$nieniu powierzchniowym réwnym 10 mN m™, co dowodzi tworzenia najbardziej

uporzadkowanego filmu,

wprowadzenie LG jako trzeciego sktadnika do monowarstwy DOPC-CsA powoduje
zmian¢ charakteru oddzialywan miedzyczasteczkowych, z odpychania na
przyciagganie, co uwidacznia si¢ w zmianie znaku nadmiarowej energii Gibbsa

Z dodatniej na ujemna,

rodzaj subfazy (woda, AA, Ch) nie wptywa na oddzialywania wystepujace migdzy
czagsteczkami  monowarstw =~ mieszanych ~w  aspekcie  jakosciowym

(przyciaganie/odpychanie), a jedynie na ich wielkos¢,

analiza mieszalnos$ci sktadnikow w oparciu o wartosci catkowitej energii mieszania
Gibbsa potwierdza stabilno$¢ termodynamiczng wszystkich badanych monowarstw
DOPC-CsA-LG na kazdym rodzaju cieklej fazy noénej. Swiadcza o tym ujemne
wartosci energii Gibbsa, ktore rosng ze wzrostem ci$nienia powierzchniowego. LG
poprawia mieszalno$¢ DOPC-CsA pelnigc funkcje tacznika pomigdzy czasteczkami.
Monowarstwa DOPC-CsA-LG 0,50 jest najbardziej stabilna termodynamicznie, co
moze wynika¢ z najlepszego dopasowania strukturalnego czasteczek przy takim
sktadzie. Dobrze to rokuje w konteks$cie wykorzystania filméw do modyfikacji

(powlekania) materiatdéw stosowanych jako implanty,

badania morfologii przy uzyciu mikroskopu kata Brewstera wskazuja na
jednorodnos$¢ monowarstw. Nie obserwuje si¢ struktur domenowych w skali

mikrometrow, nawet w przypadku monowarstwy DOPC-CsA 0,50, w ktorej
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wystepuja oddziatywania odpychajace miedzy czasteczkami  fosfolipidu

i immunosupresantu,

warto$ci potencjalu powierzchniowego, pozornego momentu dipolowego oraz
modutu $cisliwosci sg Scisle powigzane z przebiegiem izoterm m — A badanych
monowarstw. Ponadto zalezg od budowy czasteczek, zmian ich orientacji i/lub

konformacji oraz charakteru oddziatywan migdzy nimi,

przy powierzchni A, pojawiaja si¢ charakterystyczne przegigcia w przebiegu
krzywych AV — A oraz u, — A, ktére odpowiadaja przej$ciu fazowemu G-LE. Trend
zmian jest zachowany w odniesieniu do wszystkich stosowanych cieklych faz

nos$nych,

obecno$¢ Ch powoduje wzrost wartosci AV oraz pu, potwierdzajac zmiany

w utozeniu czasteczek w monowarstwie, a wigc takze ich grup potencjatotworczych,

chitozan moze oddzialywa¢ ze sktadnikami monowarstw poprzez sity LW oraz
mostki wodorowe, co umozliwia tworzenie komplekséw determinujacych wzrost

stabilnoSci monowarstw,

zaproponowany mechanizm oddziatywan miedzy czasteczkami DOPC, CsA i LG
W monowarstwie mieszanej zaktada, ze LG o wlasciwoS$ciach przeciwutleniajacych,
oddzialujac z DOPC poprzez mostki wodorowe 1 sity Lifshitza van der Waalsa,

lokalizuje si¢ blizej wigzah nienasyconych chronigc je przed utlenieniem,

tancuchy weglowodorowe czasteczek DOPC 1 LG zapewniaja S$rodowisko
hydrofobowe dla czasteczek CsA umozliwiajgc im zmiang konformacji z otwartej na
zamknigtg, co jest podstawa mechanizmu transportu leku przez blony komoérkowe

i wspomaga uwalnianie z filmu wielosktadnikowego.
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Drugi etap badan umozliwit okre§lenie optymalnych warunkéw przenoszenia monowarstw

z subfazy cieklej na nos$nik staty. Na ich podstawie sformutowano nastepujgce wnioski:

e monowarstwa CsA, z grupy monowarstw jednosktadnikowych, oraz DOPC-CsA-
LG 0,50, z grupy monowarstw mieszanych, wykazuja najwigksza stabilno$¢, o czym
$wiadczg najmniejsze zmiany ci$nienia powierzchniowego W czasie 60 min

relaksaciji,

e pomiary relaksacji, stabilizacji i izoterm spr¢zania-rozpr¢zania wskazuja, ze
wybrane wartosci ci$nienia powierzchniowego 10 mN m™ oraz szybkosci ruchu
barierek 5 mm min? s3 odpowiednie do przenoszenia badanych monowarstw

zZ subfazy cieklej na podtoze state,

e wyznaczone wartosci wspolczynnika przeniesienia (TR) bliskie jednosci,
skorygowane o straty czasteczek podczas procesu, $wiadczg o ilo§ciowym

przenoszeniu monowarstw na rézne nosniki,

e technika QCM potwierdza najwicksze pokrycie powierzchni elektrod ztotych
w przypadku uzycia monowarstwy DOPC-CSA-LG 0,50, oraz ze ciSnienie
powierzchniowe réwne 10 mN m™ zapewnia spdjno$¢ przeniesionych monowarstw

pomimo ich luznego upakowania,

e woltamperogramy cykliczne dowodzg, Zze monowarstwy zostaly efektywnie
osadzone na powierzchni elektrody. Sposréd monowarstw mieszanych najsilniejsze
blokowanie przeptywu jonéw pomiedzy roztworem a elektrodg pracujaca wystepuje
po przeniesieniu monowarstw DOPC-CsA-LG 0,50 i0,75. Swiadczy to o ich
najwickszym upakowaniu, a w perspektywie aplikacyjnej moze zabezpieczaé
podtoze metaliczne przed bezposrednim kontaktem z otaczajacym $rodowiskiem,

i chroni¢ przed negatywnymi skutkami tego kontaktu.

178



Trzeci etap badan umozliwit scharakteryzowanie powierzchni statych z osadzonymi

monowarstwami, prowadzac do nastepujacych wnioskow:

chropowato$¢ powierzchni $cisle zalezy od struktury czasteczek tworzacych

monowarstwe oraz jej sktadu,

mikrografie AFM w odrdznieniu od techniki BAM pokazuja obecno$¢ domen po
przeniesieniu monowarstw na polimer. Moze to wynika¢ zaréwno z rdznic
W rozdzielczo$ci obu mikroskopow, jak i ze zmian w organizacji czasteczek
tworzacych monowarstwy podczas ich przeniesienia z cieklej fazy nosnej na podtoze

stale,

najwicksze wygladzenie powierzchni PET wystepuje po przeniesieniu monowarstw
z granicy faz woda/powietrze. Obecno$¢ Ch w subfazie powoduje wzrost
chropowato$ci powierzchni osadzonego filmu, z wyjatkiem powierzchni PETp/CsA
oraz PETp/AA. Wyznaczona chropowato$¢ powierzchni miesci si¢ w optymalnym

zakresie okreslonym dla materiatow hemokompatybilnych,

rodzaj podtoza ma zazwyczaj decydujacy wpltyw na chropowatos¢ osadzonych
monowarstw. Przeniesienie na mike oraz mike¢ z warstwa zlota prowadzi do
uzyskania powierzchni filmoéw o mniejszej chropowatosci niz dla monowarstw

osadzonych na PET,

analiza TOF-SIMS potwierdza, ze czasteczki tworzace monowarstwe sg nachylone
wzgledem podtoza (brak jonow czasteczkowych dla DOPC i LG), co wynika z ich

struktury oraz wzajemnych oddziatywan determinujacych stan fizyczny,

czasteczki LG lokuja si¢ obok czasteczek DOPC, w poblizu wigzan nienasyconych,
co moze zapewni¢ ochron¢ fosfolipidu przed szkodliwym dziataniem wolnych

rodnikéw,

analiza widm masowych wskazuje na korelacj¢ miedzy sktadem jakosciowym
i iloSciowym monowarstw na granicy faz ciecz/powietrze oraz na podtozu statym
potwierdzajac efektywne przenoszenie filméw. Jednoczesnie uzyskane nowatorskie
wyniki dowodzg uzytecznosci metody w okreslaniu uporzadkowania i upakowania

uktadoéw tego typu,
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e obecnos¢ filmu Ch wplywa na organizacje czasteczkowg monowarstw, co przejawia
si¢ w intensywnos$ciach charakterystycznych fragmentow m/z = 184, 166, 104, 100,
153, 170, 171 oraz obecnosci jonu czgsteczkowego dla DOPC. Wyniki wskazuja, ze
na skutek oddzialywan Ch z fosfolipidem zmniejsza si¢ nachylenie czasteczek

warunkujac tworzenie stabilnych uktadéw o zwigkszonym upakowaniu,

¢ wlasciwosci hydrofilowo-hydrofobowe powierzchni PET, modyfikowanej zar6wno
filmem chitozanu, jak i monowarstwami mieszanymi mieszcza si¢ w optymalnym
zakresie zwilzalnosci  (30°>8">50°) powierzchni materialdbw stosowanych

W inzynierii tkankowej,

e modyfikacja PET plazmg powietrzng i/lub filmami wielosktadnikowymi powoduje
wzrost swobodnej energii powierzchniowej polimeru. Stanowi ona kluczowy
czynnik determinujacy oddzialtywania z otaczajacym $rodowiskiem o réznym

charakterze, zarowno polarnym, jak i niepolarnym.

Na podstawie wnioskow przedstawionych powyzej mozna stwierdzi¢, ze
monowarstwy trojsktadnikowe DOPC-CsA-LG charakteryzuja si¢ najwigksza stabilnoscia
I homogenicznos$cig na granicy faz ciecz/powietrze. Dzieki temu moga by¢ efektywnie
przenoszone na polimer PET, zapewniajac obecno$¢ jednocze$nie czasteczek
polisacharydu, fosfolipidu, immunosupresantu i przeciwutleniacza na powierzchni
biomateriatu. Unikatowy sktad filméw bedacych kombinacja réznych zwigzkéw nadaje
szczegolne wlasciwosci uzyskanym biomaterialom 1 zwigksza ich potencjal aplikacyjny.
Dlatego ich  wykorzystanie jest obiecujagce rowniez  w aspekcie  wzrostu
hemokompatybilnosci polimeru PET. Dodatkowo pokrycia dla implantéw (w tym stentéw)
moga pehi¢ rolg systemu kontrolowanego uwalniania i dostarczania leku bezposrednio do
miejsca przeznaczenia. Ponadto moga zapewni¢ ochrone bton komorkowych przed ich
uszkodzeniem w zwigzku z niepozadanymi efektami ubocznymi terapii z uzyciem CsA.

Opisane w dysertacji badania wlasciwosci fizykochemicznych  filméw
0 nowatorskim sktadzie i okre$lonej organizacji czasteczkowej, wykorzystanych do
pokrycia polimeru PET, a takze innych no$nikéw, przyblizaja otrzymanie biokompatybilne;j
powierzchni materialu do zastosowan medycznych, co otwiera perspektywe dalszych badan

in vitro oraz in vivo.
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MEiN2019/MEiN2023: 40 pkt./40 pkt.

2. K. Przykaza, K. Wozniak, M. Jurak, A.E. Wigcek, R. Mroczka, Properties of the
Langmuir and Langmuir-Blodgett monolayers of the cholesterol-cyclosporine A on
water and polymer support, Adsorption 2019, 25, 923-936.

IF2019/IFs5-etni: 1,949/2,836
MEiN2019/MEiN2023: 70 pkt./70 pkt.

3. K.Przykaza, K. Wozniak, M. Jurak, A.E. Wigcek, Wettability of chitosan-modified
and lipid/polypeptide-coated PEEK surfaces, Progress on Chemistry and Application
of Chitin and its Derivatives 2019, 24, 172-182.

MEiN2019/MEiN2023: 70 pkt./70 pkt.

4. K. Przykaza, K. Wozniak, M. Jurak, A.E. Wigcek, Wetting properties of
polyetheretherketone plasma activated and biocoated surfaces, Colloids and
Interfaces 2019, 3, 40.

MEiN2020/MEiN2023: 70 pkt./70 pkt.
Monografie naukowe:

1. K. Wozniak, K. Przykaza, M. Jurak, A.E. Wigcek, Wiasciwosci PEEK 1 PEEK po
modyfikacji plazmg, Nauka i przemyst - lubelskie spotkania studenckie, Praca
zbiorowa pod redakcja dr hab. Doroty Kotodynskiej, prof. UMCS, ISBN 978-83-
945225-5-1.

2. K. Wozniak, Chitozan-polisacharyd wykorzystywany w medycynie, Badania

i Rozw6] Mtodych Naukowcow w Polsce, Nauki medyczne i nauki o zdrowiu,
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czg$¢ V, Mlodzi Naukowcy, 2019, 148-153, ISBN 978-83-66392-21-2 (wydanie
online). MNiSW=5 pkt.

K. Wozniak, Antyutleniacze, ich rola w zyciu czlowieka, Badania i Rozwdj
Mtodych Naukowcoéw w Polsce, Nauki przyrodnicze, Cz¢é¢ 1, Mtodzi Naukowcy,
2020, 113-117, ISBN 978-83-66392-85-4 (wydanie on-line).

MNiSW=5 pkt.

K. Szafran, Cyklosporyna A (CsA) — cykliczny polipeptyd szeroko stosowany
w medycynie, Badania i Rozw6j Mtodych Naukowcoéw w Polsce, Nauki medyczne
i nauki o zdrowiu, Czes¢ 111, Mtodzi Naukowcy, 2021, 99-103, ISBN 978-83-66743-
45-8 (wydanie on-line).

K. Szafran, Mikroskopia sit atomowych (AFM) i jej zastosowanie, Badania
i Rozwdj Mtodych Naukowcow w Polsce, Nauki techniczne i inzynieryjne, Mtodzi

Naukowcy, 2021, 87-92, ISBN 978-83-66743-60-1 (wydanie on-line).

17.3. Konferencje naukowe

W trakcie studiow doktoranckich (od 01.10.2018r.) do dnia zlozenia dysertacji

uczestniczytam w 20 konferencjach (11 mi¢dzynarodowych i 9 krajowych), podczas ktérych

bytam autorem 14 wystgpien ustnych oraz 14 plakatowych. Ponadto bytam wspotautorem

prezentacji na 6 konferencjach migdzynarodowych 1 8 krajowych.

Wystapienia ustne:

Konferencje miedzynarodowe:

17" Young Researchers’ Conference Materials Science and Engineering,
5-7.12.2018, Belgrad, Serbia. “Studies on properties of lipid peptide films on
a polimer support”. K. Wozniak , M. Jurak, A.E. Wiacek, K. Przykaza. (wystapienie

ustne)

17" European Student Colloid Conference ESC, 18-22.06.2019, Warna, Butgaria.
“Wettability of PET based biomaterials”. K. Wozniak, M. Jurak, A.E. Wiacek,
A. Ladniak, K. Przykaza. (wystapienie ustne)
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17" European Student Colloid Conference ESC, 18-22.06.2019, Warna, Butgaria.
“Preparation and characteristics of biomembranes on polymers”. K. Wozniak,

M. Jurak, A.E. Wigcek,A. Ladniak, K. Przykaza. (poster)

18" Young Researchers’ Conference Materials Science and Engineering,
4-6.12.2019, Belgrad, Serbia. “Properties of the Langmuir monolayers of
phospholipid polypeptide on a liquid subphase”. K. Wozniak, A. bLadniak,
K. Przykaza, M. Jurak, A.E. Wiacek. (wystapienie ustne)

9" European Young Engineers Conference, 19-21.04.2021, Warszawa, Polska (on-
line). ,,Studies on properties of CsA-LG monolayers on water subphase”,
K. Szafran, M. Jurak, S. Martin, A.E. Wigcek, A. Ladniak, K. Przykaza.

(wystapienie ustne)

9" European Young Engineers Conference, 19-21.04.2021, Warszawa, Polska (on-
line) ,,Studying the Langmuir-Blodgett monolayers deposited onto solid support”.
K. Szafran, M. Jurak, S. Martin, A.E. Wigcek, A. Ladniak, K. Przykaza. (poster)

23" International Conference-School Advanced Materials and Technologies
23-27.08.2021, Palanga, Litwa (on-line) ,,How the presence of chitosan influences
the properties of polyethylene terephthalate in terms of its biocompatibility”.
K. Szafran, M. Jurak,, A.E. Wiacek, K. Przykaza, A. Ladniak. (poster)

35" Conference of the European Colloid & Interface Society, 5-10.09.2021, Ateny,
Grecja. ,,Designing and characterization of modern implant coatings”, K. Szafran,

M. Jurak, A.E. Wigcek, A. Ladniak, K. Przykaza. (poster)

19" Young Researchers’ Conference Materials Science and Engineering,
1-3.12.2021, Belgrad, Serbia. “Characteristics of thin films of biological substances
deposited on polyethylene terephthalate (PET) in terms of biomedical application”.
K. Szafran, M. Jurak, R. Mroczka, A.E. Wigcek. (wystgpienie ustne)

Modern Research Techniques for Physicochemical Characterization of the Potential
Application System, 18-20.05.2022, Lublin, Polska ,,Surface analysis of polymer-
made implants”. K. Szafran, M. Jurak, R. Mroczka, A.E. Wiacek. (wystapienie

ustne)
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Modern Research Techniques for Physicochemical Characterization of the Potential
Application System, 18-20.05.2022, Lublin, Polska. ,,.Characteristics of multi-
component stent coatings”. K. Szafran, M. Jurak, S. Martin, A.E. Wigcek. (poster)

Polymers 2022: New Trends in Polymer Science: Health of the Planet, Health of the
People, 25-27.05.2022, Turyn, Wiochy. ,,Langmuir-Blodgett technique — a research
method helpful in the design of biocompatible coatings for implants”. K. Szafran,
M. Jurak, A.E. Wiacek. (poster)

23" International Symposium on Surfactants in Solution, 11-16.09.2022, Lublin,
Polska. ,,Langmuir monolayer study of phospholipid-polypeptide-antioxidant on the
chitosan subphase” K. Szafran, M. Jurak, A.E. Wigcek. (poster)

23" International Symposium on Surfactants in Solution, 11-16.09.2022, Lublin,
Polska. ,,TOF-SIMS - powerful technique used in studies of biocompatible coatings

for implants”. K. Szafran, M. Jurak, A.E. Wigcek. (poster)

4™ International Conference on Materials: Advanced and Emerging Materials, 19-
21.10.2022, Barcelona, Hiszpania. “Characterization of biocompatible coatings for

polymer-made implants”. K. Szafran, M. Jurak, A. E. Wigcek, R. Mroczka. (poster)

17" Young Researchers’ Conference Materials Science and Engineering,
5-7.12.2018, Belgrad, Serbia. “Wetting properties of plasma activated and biocoated
PEEK surfaces”. K. Przykaza, K. Wozniak, A. Gozdecka, M. Jurak, A.E. Wiacek.

(wystapienie ustne)

17" European Student Colloid Conference ESC, 18-22.06.2019, Warna, Butgaria.
“Properties of lipid polypeptide monolayers at air water interface”. K. Przykaza,

K. Wozniak , A. Ladniak, M. Jurak, A.E. Wigcek. (poster)

17" European Student Colloid Conference ESC, 18-22.06.2019, Warna, Butgaria.
“Properties of lipid polypeptide monolayers deposited on plasma activated PEEK
support”. K. Przykaza, K. Wozniak, A. Ladniak, M. Jurak, A.E. Wiacek. (poster)

7" Conference Nanotechnologies and Nanomaterials NANO 2019, 27-30.08.2019,

Lwow, Ukraina. “Effect of plasma activation and thin film deposition on the PEEK
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polymer surfaces”. K. Przykaza, K. Wozniak, A. Ladniak, M. Jurak, A.E. Wigcek.

(wystgpienie ustne)

7" Conference Nanotechnologies and Nanomaterials NANO 2019, 27-30.08.2019,
Lwow, Ukraina. “Wetting properties of plasma activated and chitosan coated PEEK

surfaces”. K. Przykaza, K. Wozniak, A. Ladniak, M. Jurak, A.E. Wiacek. (poster)

18" Young Researchers’ Conference Materials Science and Engineering,
5-7.12.2019, Belgrad, Serbia. “Effect of chitosan on the behavior of biological
membranes”. A. Ladniak, M. Jurak, K. Wozniak, A .E. Wiacek. (wystgpienie ustne)

1% Virtual Festival of Life and Earth Science, 20-26.07.2020 (on line). “Modification
of PEEK polymer in the aspect of biomedical applications”. K. Przykaza,
K. Wozniak, A. Ladniak, M. Jurak, A.E. Wigcek. (wystapienie ustne)

1% Virtual Festival of Life and Earth Science, 20-26.07.2020 (on line). “The effect
of naproxen and/or chitosan on model biomembrane behavior study of Langmuir
monolayers”. K. Przykaza, K. Wozniak, A. Ladniak, M. Jurak, A.E. Wiacek.

(wystapienie ustne)

1% Virtual Festival of Life and Earth Science, 20-26.07.2020 (on-line). “Temperature
influence on interactions in the chitosan cyclosporine A system at the liquidsair
interface”. K. Przykaza, K. Wozniak , A. Ladniak, M. Jurak, A.E. Wigcek. (poster)

NanoTech Polska 2021, 9-11.06.2021, Poznan, Polska. ,,Characteristics of self-
organizing biocoatings deposited on plasma activa ted PEEK polymer”. K. Przykaza,
K. Szafran, M. Jurak, A.E. Wigcek. (wystgpienie ustne)

35" Conference of the European Colloid & Interface Science Society, 5-10.09.2021,
Ateny, Grecja. ,,Self-organizing biocoatings deposited on plasma PEEK polymer —
preparation and characteristics”. K. Przykaza, K. Szafran, M. Jurak, A.E. Wiacek.
(poster)

International Conference on Tissue Engineering and Regenerative Medicine,
20-21.09.2021 (on-line). ,Immuno-suppressive cyclosporine CsA.
The physicochemical characterization of liposomal and colloidal systems”.

A.E. Wiacek, M. Jurak, A. Ladniak, K. Przykaza, K. Szafran. (wystapienie ustne)
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12" International Congress on Skin Ageing & Challenges, 10-12.11.2021, Lizbona,
Portugalia (on-line). ,,Hybrid layer of chitosan-TiO2-hyaluronic acid as a potential
wound dressing/skin substitute”. A.E. Wiagcek, M. Jurak, A. Ladniak, K. Przykaza,
K. Szafran. (wystapienie ustne)

19" Young Researchers’ Conference Materials Science and Engineering,
1-3.12.2021, Belgrad, Serbia. ,,The use of Langmuir’s technique to assess the
antibacterial properties of chemical substances”. A. Ladniak, M. Jurak,

M. Palusinska-Szysz, K. Wozniak, K. Przykaza, A.E. Wiacek. (wystapienie ustne)

23" International Symposium on Surfactant in Solution, 11-16.09.2022, Lublin,
Polska. ,Langmuir-Blodgett films as a drug delivery platform”. M. Jurak,
K. Szafran, A. E. Wiacek, K. Przykaza. (poster)

International Conference on Polymer Science and Engineering (Polymers-2022),
17-21.10.2022, Los Angeles, USA (on-line). “Mixed chitosan-bioglass coating on
plasma activated PEEK polymer”. A.E. Wiacek, M. Jurak, K. Przykaza, K. Szafran.

(wystapienie ustne)

Ogolnopolskie:

9. Ogolnokrajowa Konferencja Naukowa Mtodzi Naukowcy w Polsce - Badania
i Rozwdj, 05.04.2019, Lublin, Polska. ,,Charakterystyka powierzchni politereftalanu
etylenu z naniesionym filmem substancji aktywnych biologicznie”. K. Wozniak,

M. Jurak, A.E. Wiacek, K. Przykaza, A. Ladniak. (wystapienie ustne)

3. Konferencja Doktorantow Nauk Przyrodniczych, 25-28.06.2019, Gdansk, Polska.
»Zwilzalno$¢ wielosktadnikowych filmow Langmuira Blodgett na politereftalanie

etylenu”. K. Wozniak , M. Jurak, A.E. Wiacek, A. Ladniak (wystgpienie ustne)

Fizykochemia Granicy Faz - Metody Instrumentalne, 13-17.05.2019 Lublin, Polska.
,Badanie monowarstw lipidowo peptydowych w ukladach hybrydowych
zZ chitozanem na podltozu polimerowym”. K. Wozniak, M. Jurak, A.E. Wiacek,

K. Przykaza, A. Ladniak. (wystgpienie ustne)
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Fizykochemia Granicy Faz - Metody Instrumentalne, 13-17.05.2019 Lublin, Polska.
”Wlasciwosci powierzchni PET po modyfikacji fizykochemicznej”. K. Wozniak,

M. Jurak, A.E. Wiacek, K. Przykaza, A. Ladniak. (poster)

62. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego, 2-6.09.2019, Warszawa,
Polska. ,,Morfologia monowarstw lipidowych z cyklosporyng A na subfazie ciekte;j”.

K. Wozniak, M. Jurak, A.E. Wiacek, A. Ladniak, K. Przykaza. (poster)

62. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego, 2-6.09.2019, Warszawa,
Polska. ,,Badanie wtasciwosci mieszanych monowarstw DPPC-CsA w obecnos$ci

chitozanu”. K. Wozniak, M. Jurak, A.E. Wiacek, A. Ladniak, K. Przykaza. (poster)

9. Ogodlnokrajowa Konferencja Naukowa Mtodzi Naukowcy w Polsce - Badania
i Rozwdj, 22.11.2019, Lublin, Polska. ,,Charakterystyka monowarstw Langmuira
DPPC-CsA na subfazie ciektej”. K. Wozniak, A. Ladniak, M. Jurak, A.E. Wiacek,
K. Przykaza. (wystapienie ustne)

11. Ogolnokrajowa Konferencja Naukowa Mtodzi Naukowcy w Polsce - Badania
i Rozwdj, 03.04.2020 (on-line). ,,Zastosowanie antyutleniaczy w medycynie”.

K. Wozniak. (wystgpienie ustne)

12. Ogodlnokrajowa Konferencja Naukowa Mtodzi Naukowcy w Polsce - Badania
i Rozw¢j. 16.11.2020, Lublin, Polska. ,,Wplyw chitozan na wlasciwosci
politereftalan etylenu w aspekcie biokompatybilnosci”. K. Szafran, M. Jurak,
A.E. Wiacek, K. Przykaza, A. Ladniak.

13. Ogolnokrajowa Konferencja Naukowa Mtodzi Naukowcy w Polsce - Badania
i Rozwoj, 22.03.2021, Lublin, Polska. ,Wplyw chitozanu na wlasciwosci
politereftalan etylenu w aspekcie biokompatybilnosci”. K. Szafran, M. Jurak,

A.E. Wiacek, K. Przykaza, A. Ladniak. (wystapienie ustne)

13. Ogolnokrajowa Konferencja Naukowa Mtodzi Naukowcy w Polsce - Badania
i Rozw¢j, 22.03.2021, Lublin, Polska. ,,Zwilzalno§¢ monowarstw Langmuira-
Blodgett osadzonych na PET”. K. Szafran, M. Jurak, A.E. Wiacek, K. Przykaza,
A. Ladniak. (poster)
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Fizykochemia Granic Faz - Metody Instrumentalne, 22-26.08.2021, Lublin, Polska.
,,Charakterystyka powierzchni PET modyfikowanej cienkimi filmami substancji
biologicznych w aspekcie zastosowan biomedycznych”. K. Szafran, M. Jurak,

A.E. Wiacek, R. Mroczka K. Przykaza. (wystgpienie ustne)

Fizykochemia Granic Faz - Metody Instrumentalne, 22-26.08.2021, Lublin, Polska.
Projektowanie 1 charakterystyka nowoczesnych powlok dla implantow”.

K. Szafran, M. Jurak, A.E. Wigcek, R. Mroczka, S. Martin, K. Przykaza. (poster)

6. Konferencja naukowa Innowacje w Praktyce, 4-5.04.2019, Lublin, Polska.
,Zachowanie modelowej btony Eukaryota w kontakcie z uktadem biopolimer/TiO>
. A. Ladniak, A.E. Wiacek, M. Jurak, K. Przykaza, K. Wozniak. (wystapienie ustne)

9. Ogodlnokrajowa Konferencja Naukowa Mtodzi Naukowcy w Polsce Badania
i Rozwoj, 05.04.2019, Lublin, Polska. ,,Wptyw biopolimeréw i TiO2 na modelowa
btong bakteryjna. A. Ladniak, M. Jurak, A.E. Wiacek, K. Przykaza, K. Wozniak.

(Wystapienie ustne)

9. Ogodlnokrajowa Konferencja Naukowa Mtodzi Naukowcy w Polsce Badania
i Rozwdj, 05.04.2019, Lublin, Polska. ,,Ocena zwilzalnosci wybranych powierzchni
polimerowych w aspekcie zastosowan biomedycznych”. K. Przykaza, A.E. Wiacek,

M. Jurak, K. Wozniak, A. Ladniak. (wystgpienie ustne)

Fizykochemia Granicy Faz - Metody Instrumentalne, 1-17.05.2019, Lublin, Polska.
,Wpltyw chitozanu, TiO2 i kwasu hialuronowego na wtasciwosci modelowej btony
bakteryjnej”. A. Ladniak, M. Jurak, A.E. Wigcek, K. Przykaza, K. Wozniak.

(wystgpienie ustne)

Fizykochemia Granicy Faz - Metody Instrumentalne, 13-17.05.2019, Lublin, Polska.
Wplyw obecnosci chitozanu, TiO2 1 kwasu hialuronowego w cieklej fazie nosnej na
strukture osadzonych filmow lipidowych. A. Ladniak, M. Jurak, A.E. Wiacek,
K. Przykaza, K. Wozniak. (poster)

Fizykochemia Granicy Faz - Metody Instrumentalne, 13-17.05.2019 Lublin, Polska.
»Charakterystyka fizykochemiczna leku cyklosporyny A w ukladach
dyspersyjnych”. A.E. Wiacek, M. Jurak, A. Gozdecka, K. Przykaza, K. Wozniak.
(poster)
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Fizykochemia Granicy Faz - Metody Instrumentalne, 13-17.05.2019, Lublin, Polska.
,Charakterystyka oddziatywan w lipidowych uktadach biomimetycznych
z antyutleniaczem”. M. Jurak, A.E. Wiagcek, K. Wozniak, K. Przykaza,
A. Gozdecka. (poster)

62. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego, 2-6.09.2019, Warszawa,
Polska. ,,Charakterystyka monowarstwy Langmuira utworzonej z 1,2-dioleilo-sn-
glicero-3-fosfocholiny w obecnosci chitozanu, kwasu hialuronowego i/lub ditlenku

tytanu”. A. Ladniak, A.E. Wigcek, M. Jurak, K. Wozniak, K. Przykaza. (poster)

62. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego, 2-6.09.2019, Warszawa,
Polska. ,,Charakterystyka materiatu polisacharydowo tlenkowego osadzonego na
powierzchni miki”. A. Ladniak, A. E. Wigcek, M. Jurak, K. Wozniak , K. Przykaza.
(poster)

Ogolnopolska szkota letnia: 9. Szkota Analizy Termicznej, 22-25.09.20109,
Zakopane, Polska. ,,Wplyw temperatury na oddzialywania w ukladzie
chitozan/cyklosporyna A na granicy faz ciecz/powietrze”. K. Przykaza,

K. Wozniak, A. Ladniak, M. Jurak, A.E. Wigcek. (wystapienie ustne)

9. Ogodlnokrajowa Konferencja Naukowa Mtodzi Naukowcy w Polsce - Badania
i Rozwoj, 22.11.2019, Lublin, Polska. ,Otrzymywanie i charakterystyka
hybrydowych filméw na podtozu polimerowym”. K. Przykaza, K. Wozniak,
A. Ladniak, A.E. Wiacek, M. Jurak. (wystgpienie ustne)

9. Ogolnokrajowa Konferencja Naukowa Mtodzi Naukowcy w Polsce - Badania
i Rozw¢j, 22.11.2019, Lublin, Polska. ,,Architektura monowarstw Langmuira
W obecno$ci uktadu polisacharyd/TiO2”. A. tadniak, M. Jurak, K. Wozniak,
A.E. Wiacek. (wystgpienie ustne)

11. Ogolnokrajowa Konferencja Naukowa Mtodzi Naukowcy w Polsce - Badania
I Rozwoj, 03.04.2020 (on-line). ,, Wptyw naproksenu i/lub chitozanu na wtasciwosci
modelowej btony biologicznej”. K. Przykaza, A.E. Wiagcek, M. Jurak, K. Wozniak,
A. Ladniak. (wystapienie ustne)

11. Ogodlnokrajowa Konferencja Naukowa Mtodzi Naukowcy w Polsce - Badania

i Rozwdj, 03.04.2020 (on-line). ,,Wpltyw obecnosci biopolimerow i TiO2 na
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zachowanie monowarstw zbudowanych z lipidow wydzielonych z bakterii
Stapchylococcus aureus i Escherichia coli”. A. Ladniak, M. Jurak, K. Wozniak,

K. Przykaza, A.E. Wigcek. (wystgpienie ustne)

Nauki przyrodnicze na rzecz czlowieka i1 Srodowiska, 26.06.2020 (on-line).
,Modyfikacje syntetycznych materiatow kosciozastgpczych na przyktadzie
polieteroeteroketonu”. K. Przykaza, A. Ladniak, K. Wozniak, M. Jurak,
A.E. Wiacek. (wystgpienie ustne)

Ogodlnopolska konferencja naukowa: Biopolimery zrdédto nowych materiatow,
03.09.2020 (on-line). ,,Biodruk technologia przysztosci”. K. Przykaza, K. Wozniak,
A. Ladniak, M. Jurak, A.E. Wiacek. (wystapienie ustne)

12. Ogolnokrajowa konferencja Naukowa Mtodzi Naukowcy w Polsce - Badania
i Rozwdj. 16.11.2020, Lublin, Polska. ,,Wykorzystanie techniki Langmuira do
przewi-dywania oddzialywan z btonami komoérkowymi” A. Ladniak, M. Jurak,

A. E. Wiacek, M. Palusinska-Szysz, K. Szafran, K. Przykaza. (wystapienie ustne)

Innowacje w praktyce, 20.11.2020. Lublin, Polska. ,,Technika monowarstw
Langmuira — metoda badawcza pomocna w ocenie wiasciwosci antybakteryjnych”.
A. Ladniak, M. Jurak, A. E. Wiacek, M. Palusinska-Szysz, K. Szafran, K. Przykaza.

(wystgpienie ustne)

2. Sympozjum Biomaterialy w medycynie i kosmetologii, 28.01.2021, Torun,
Polska. ,,Charakterystyka wielosktadnikowych powlok naniesionych na
aktywowang powierzchni¢ PEEK w aspekcie zastosowan biomedycznych”

K. Przykaza, A.E. Wiacek, M. Jurak, K. Szafran. (wystapienie ustne)

Fizykochemia Granic Faz - Metody Instrumentalne, 22-26.08.2021, Lublin, Polska.
,,Charakterystyka cienkich filmow substancji biologicznie aktywnych osadzonych
na modyfikowanej powierzchni PEEK”, K. Przykaza, K. Szafran, M. Jurak,
A.E. Wiacek. (wystapienie ustne)

63. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego, 13-17.09.2021, Lodz,
Polska (on-line). ,,Charakterystyka mieszanych filmow Langmuira tworzonych
przez zwiazki o znaczeniu biologicznym” M. Jurak, K. Szafran, A.E. Wiacek,

K. Przykaza, (wystapienie ustne)
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63. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego, 13-17.09.2021, Lodz,
Polska (on-line). ,,Charakterystyka mieszanych filméw Langmuira-Blodgett
tworzonych przez zwigzki o znaczeniu biologicznym”. M. Jurak, K. Szafran,

A.E. Wiacek, K. Przykaza. (poster)

5. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Biologii Medycznej, Biologia-
Medycyna-Terapia, 15-17.09.2022, Lublin, Polska. ,,Wpltyw dyspersji
chitozan/kwas hialuronowy/TiO> na struktur¢ bton DOPC”. A. Ladniak, M. Jurak,
K. Szafran, K. Przykaza, A.E. Wigcek. (wystgpienie ustne)

17.4. Szkoly letnie

migdzynarodowa szkota letnia: Supramolecular and Colloid Chemistry and Physics
for the Life Sciences, On-line Summer School and Workshop, 27-29.07.2020,
Rijeka, Chorwacja,

migdzynarodowa szkota letnia: 23" International Conference-School Advanced

Materials and Technologies, 23-27.08.2021, on-line, Potaga, Litwa,

migdzynarodowa szkota letnia: Modern Research Techniques for Physicochemical
Characterization of the Potential Application Systems, 18-20.05.2022, Lublin,
Polska.

17.5.  Wspélpraca naukowo-badawcza

Uniwersytet w Saragossie, Wydzial Nauk, Katedra Chemii Fizycznej, Hiszpania
potroczny naukowy staz zagraniczny (01.09.2020 r. - 28.02.2021 r.) w ramach
projektu ,,Miedzynarodowe Studia Doktoranckie z Chemii” nr projektu POWR.
03.02.00-00-1005/16

Instytut Nanonauki 1 Materialéw, Saragossa, Aragonia, Hiszpania. Wspotpraca

rozpoczeta si¢ w dn. 01.09.2020r.

Katolicki Uniwersytet Lubelski, Wydzial Medyczny, Instytut Nauk Biologicznych,
Katedra Chemii, Pracownia Optyki Rentgenowskiej. Wspotpraca rozpoczgta sig
w 2019r.

17.6. Nagrody i wyroznienia

stypendium Rektora UMCS dla najlepszych doktorantow w latach 2019/2020,
2021/2022 oraz 2022/2023,
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stypendium doktoranckie z dotacji podmiotowej na dofinansowanie zadan

projakosciowych w latach 2019/2020, 2021/2022,

stypendium Prezydenta Miasta Lublin dla wybitnie uzdolnionych studentéw oraz
doktorantow w ramach Miejskiego programu stypendialnego dla studentow

i doktorantow, w roku akademickim 2020/2021,
stypendium z Wiasnego Funduszu Stypendialnego (2020),

dyplom za najlepsze wystgpienie ustne "Charakterystyka powierzchni PET
modyfikowanej cienkimi filmami substancji biologicznych w aspekcie zastosowan
biomedycznych” wygloszone na konferencji ,,Fizykochemia granic faz - metody

instrumentalne”, ktora odbyta si¢ w dniach 22-26.08.2021 roku w Lublinie,

17.7. Dodatkowa aktywnos$¢ organizacyjna i czlonkostwo naukowe

czlonek Polskiego Towarzystwa Chemicznego od 2019 r.,

cztonek Kota Naukowego Alkahest (2018/2019),

czlonek Wydzialowej Komisji Socjalnej (2021/2022),

cztonek Wydziatowej Komisji Stypendialnej (2021/2022 oraz 2022/2023),

czlonek Rady Wydzialowej Samorzadu Doktorantow Wydziatu Chemii UMCS
(2018-2021),

przedstawiciel doktorantow do Rady Wydziatu Chemii UMCS (2018/2019),

sekretarz Wydziatowej Rady Samorzadu Doktorantow Wydziatu Chemii UMCS
(2021-2022),.

starosta roku Miedzynarodowych Studiéw Doktoranckich z Chemii (2018-2023),

organizacja Drzwi Otwartych na Wydziale Chemii UMCS i Wydziale Medycznym
KUL,

organizacja warsztatow dla dzieci 1 milodziezy dotyczacych techniki

miareczkowania,

organizacja warsztatéw w ramach Nocy Biologéw oraz XVII Lubelskiego Festiwalu
Nauki (2021)

222



17.8. Prowadzenie zaje¢ dydaktycznych

e zajecia laboratoryjne z chemii fizycznej,

e zajecia laboratoryjne z fizykochemii granic faz,

e 7zajecia laboratoryjne z fizykochemii granic faz w uktadach biologicznych,
e zajecia konwersatoryjne z klasycznej chemii analitycznej (ilosciowej),

e pracownia dyplomowa.
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18. Streszczenie

Na przestrzeni ostatnich kilkudziesi¢ciu lat biomaterialy zyskaly ogromne znaczenie
zar6wno w medycynie, jak i w inzynierii tkankowej. Podstawowa wtasciwos$cia, ktora musi
cechowac¢ kazdy biomateriat jest biokompatybilno$¢, co oznacza, ze obecno$¢ ciata statego
po wprowadzeniu do organizmu pacjenta nie bedzie powodowac niepozadanych efektow
ubocznych. Na biozgodno$¢ wptywa wiele parametrow powierzchniowych materiatu.
Najwazniejsze z nich to sktad chemiczny, topografia oraz zwilzalno$¢. Niezwykle istotne
jest, aby prowadzac badania podstawowe odpowiednio zaprojektowac uktady, ktore
pozwolag wuzyska¢ kontrole nad wiasciwosciami fizykochemicznymi powierzchni
biomateriatu, a tym samym zapewnig pozytywna odpowiedz pacjenta.

Jednym z czgsto stosowanych polimerow do wytwarzania biomaterialow
W inzynierii tkankowej jest poli(tereftalan etylenu), PET. PET shuzy migdzy innymi do
produkcji stentéw naczyn krwionos$nych i/lub ich pokry¢. Jednak jego niska swobodna
energia powierzchniowa ogranicza biokompatybilno$¢, a w konsekwencji wykorzystanie
medyczne. Dlatego tez, konieczna jest modyfikacja jego powierzchni poprzez aktywacje
plazma i/lub pokrycie filmem substancji przyjaznych dla organizmu. W tym aspekcie na
uwage zasluguje naturalny polisacharyd, chitozan (Ch), ktéry -charakteryzuje si¢
biokompatybilno$cig, biodegradowalnoscig oraz  wlasciwosciami  przeciwdrobno-
ustrojowymi. Jednakze, w kontakcie z krwig Ch przyjmuje tadunek dodatni, co moze
powodowaé powstawanie skrzepu w wyniku adhezji ujemnie natadowanych elementow
morfotycznych krwi. Taki proces poza zwezeniem stentu moze prowadzi¢ do odrzucenia
wszczepu. W celu przeciwdziatania konieczne jest wprowadzenie dodatkowych substancji
biologicznych, ktére modyfikujac fadunek powierzchniowy filmu chitozanu, moga uczyni¢
go mniej trombogennym. Jedna z nich jest 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina (DOPC),
ktora reprezentuje fosfolipidy. Stanowia one podstawowy sktadnik budulcowy bton
komorkowych, dlatego DOPC moze petni¢ role naturalnego tacznika miedzy sztucznym
biomateriatem a tkankami pacjenta. Ponadto wprowadzenie leku immunosupresyjnego
cyklosporyny A (CsA), stosowego w medycynie glownie w celu zapobiegania odrzuceniu
przeszczepu, zapewni jego dostarczenie bezposrednio do odpowiedniej tkanki, jednoczesnie
eliminujac problem niskiej biodostepnosci CsA podczas przyjmowania doustnego. Jednakze
terapia z udziatem CsA powoduje wiele skutkoéw ubocznych zwigzanych z powstawaniem
wolnych rodnikow, ktdre moga uszkadza¢ tkanki. Dlatego tez, dodanie kolejnej substancji,

posiadajacej wlasciwosci przeciwutleniajace, przyktadowo galusanu laurylu (LG) wydaje
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si¢ by¢ niezbedne. LG jest pochodng kwasu galusowego, ktora wykazuje znaczng aktywnos¢
przeciwutleniajacg. Dzieki temu moze efektywnie wychwytywa¢ wolne rodniki chronigc
btony komorkowe przed utlenieniem.

Celem pracy byto zaprojektowanie i scharakteryzowanie nowoczesnych powtok dla
implantéw/stentow o szerokim potencjale aplikacyjnym w inzynierii tkankowej. Realizujgc
zamierzony cel w pierwszym etapie scharakteryzowano wtasciwos$ci monowarstw badanych
zwigzkow (DOPC, CsA i/lub LG) uzyskanych na cieklej fazie no$nej, ktorg stanowita woda,
roztwor kwasu octowego lub roztwor chitozanu. Okre§lono organizacje czasteczek podczas
procesu spr¢zania, ich wzajemne oddziatywania pod wzglgdem jakosciowym i ilo§ciowym,
oraz wptyw rodzaju subfazy na wilasciwosci filmoéw, szczegolnie w aspekcie stabilnosci
termodynamicznej.

W kolejnym etapie dokonano wyboru optymalnych warunkéw przenoszenia
monowarstw na podtoze stale w oparciu o badania stabilnosci i relaksacji w funkcji czasu
oraz proces spre¢zania-rozprezania okreslony zadanym ci$nieniem powierzchniowym.
Nastepnie monowarstwy odpowiednio sprezone przenoszono na nosnik PET aktywowany
plazma, a takze inne podtoza (mike, mike pokryta ztotem i/lub szkto pokryte ztotem, krysztat
kwarcu z napylonymi elektrodami ztotymi) w zalezno$ci od zastosowanej techniki
badawczej. Monowarstwy przenoszono z subfazy cieklej na no$nik staty bezposrednio po
osiggnigciu zadanego ci$nienia powierzchniowego uzyskujac zadowalajace warto$ci
wspotczynnika przeniesienia. Opisano efektywno$¢ przenoszenia, stopien i jako$¢ pokrycia
powierzchni. W ostatnim etapie scharakteryzowano topografi¢ powierzchni oraz jej
organizacj¢ czasteczkowa 1zwilzalno$¢, ktore $cisle determinujg biokompatybilnosé
biomateriatow.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze wszystkie monowarstwy
znajduja si¢ w stanie cieklym rozprezonym i/lub stanie posrednim ciecz rozprezona-ciecz
skondensowana, co doskonale odwzorowuje warunki panujagce w naturalnych btonach
biologicznych. Wprowadzenie chitozanu do fazy nos$nej zwigksza upakowanie
monowarstw. Dodanie LG jako kolejnego sktadnika monowarstw DOPC-CsA zmienia
charakter oddziatywan z odpychajacego na przyciagajacy poprzez lepsze dopasowanie
strukturalne, co takze wplywa na zwigkszenie stabilno$ci termodynamicznej badanych

filmow.
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Przedstawiony w pracy mechanizm oddzialywan pomiedzy DOPC, CsA 1 LG zaktada,
ze LG lokuje si¢ blisko wigzan nienasyconych fosfolipidu, aby chronic je przed utlenianiem.
Ponadto tancuchy weglowodorowe DOPC i LG zapewniaja hydrofobowe §rodowisko dla
leku cyklosporyny A, przez co moze ona zmienia¢ swoja konformacj¢ z ,,otwartej” na
,zamknigtg”. Taki proces ma miejsce w dyfuzji biernej podczas przechodzenia leku przez
btony.

Mikroskopia sit atomowych (AFM) pozwolita na wyznaczenie chropowatosci
osadzonych monowarstw oraz wykazata, ze rodzaj podtoza znaczaco wplywa na ten
parametr. Spektrometria masowa jondw wtornych z analizatorem czasu przelotu (TOF-
SIMS) potwierdzita, ze czasteczki LG lokuja si¢ blisko DOPC. Co wigcej, wykazala, ze
obecno$¢ Ch poprawia organizacje czasteczkowa monowarstw. Pomiary kata zwilzania
wody, formamidu i dijodometanu dowiodly, ze modyfikacja PET plazmg oraz
monowarstwami powoduje wzrost swobodnej energii powierzchniowej polimeru. Zapewnia
to lepsze wiasciwosci hydrofilowo-hydrofobowe materialu stosowanego w inzynierii
tkankowej, co pozwala na oddziatywania z substancjami o r6znej polarnosci.

Badania wskazuja, ze otrzymane filmy wielosktadnikowe sa odpowiednie do
uzyskania powierzchni biokompatybilnej o szerokim spektrum zastosowan biomedycznych.

Ponadto moga by¢ pomocne w dalszych etapach badan in vitro oraz in vivo.
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19. Summary

Over the last few decades, biomaterials have gained great importance in both medicine and
tissue engineering. Biocompatibility is a basic property that characterizes each biomaterial.
This means that the presence of a solid after its introduction into the patient’s body will not
cause undesirable side effects. Biocompatibility is influenced by many material surface
parameters. Among them chemical composition, topography and wettability are the most
important. It is crucial that carrying out the basic research the system which will allow to
control physicochemical properties of biomaterial surface, and then allow to attain patient’s
positive response should be properly designed.

One of the frequently applied polymers for biomaterial production in the tissue
engineering is poly(ethylene terephthalate) PET. It is used, among others, for production of
blood vessel stents and/or their covers. However, its low surface free energy limits its
biocompatibility and in consequence, its medical use. Therefore, it is necessary to modify
the PET surface by plasma activation and/or covering it with a film of substances more
favourable for the body. In this aspect, the natural polysaccharide chitosan (Ch)
characterized by biocompatibility, biodegradability, and antimicrobial properties deserves
a great attention. However, in contact with blood, Ch assumes a positive charge which
results in clot formation due to adhesion of negatively charged blood morphic elements.
Besides narrowing of the stent, such a process can lead to implant rejection. In order to
counteract it, it is necessary to introduce additional biological substances able to modify the
surface charge of Ch film to make it less thrombogenic. One of them can be a phospholipid
as a main building component of cell membranes. The representative of phospholipids is
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC) which can act as a natural link between
the artificial biomaterial and the patient's tissues. Moreover, the introduction of the
immunosuppressive drug cyclosporine A (CsA), used mainly in medicine to prevent
transplant rejection, will ensure its delivery directly to the appropriate tissue, while
eliminating the problem of low oral bioavailability of CsA. However, the CsA therapy
causes many side effects related to the formation of free radicals that can damage tissues.
Therefore, the addition of another substance with antioxidant properties, for example lauryl
gallate (LG), seems to be necessary. LG is a derivative of gallic acid characterized by
a significant antioxidant activity. Owing to this property, it can capture free radicals

effectively, protecting the cell membranes against oxidation.
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The aim of the thesis was to design and characterize modern coatings for the
implants/stents with a wide potential application in the tissue engineering. In order to
achieve the intended goal, in the first stage of the experiments, the properties of the tested
monolayers (DOPC, CsA and/or LG) obtained on the liquid subphase (water, acetic acid or
chitosan solution) were characterized. The arrangement of molecules during the
compression process, their interactions in qualitative and quantitative terms, and the
influence of the type of the subphase on the properties of the monolayers, especially in terms
of thermodynamic stability, were determined.

In the next stage, the optimal conditions for transferring monolayers to the solid support
were selected based on stability and relaxation measurements as a function of time, and the
compression-decompression process determined by the given surface pressure. Then, the
properly compressed monolayers were transferred onto the plasma-activated PET support
as well as other the substrates (mica, gold-coated mica and/or gold-coated glass, quartz
crystal with sputtered gold electrodes) depending on the research technique. The monolayers
were transferred from the liquid subphase to the solid support immediately after reaching
the desired surface pressure, obtaining satisfactory values of the transfer ratio. The transfer
efficiency, degree and quality of the surface coverage were described. In the last stage, the
surface topography and its molecular arrangement as well as wettability, which strictly
determine the biocompatibility of biomaterials, were characterized.

On the basis of the experiments, it was found that all monolayers are in the liquid
expanded state and/or in the intermediate liquid expanded - liquid condensed states which
mimic the conditions occurring in the natural biological membranes perfectly. The addition
of chitosan into the liquid phase influences the monolayers packing. The addition of LG as
another component of DOPC-CsA monolayers changes the character of interactions from
repulsive to attractive ones through a better structural fit, which also increases the
thermodynamic stability of the tested films.

The mechanism of interactions between DOPC, CsA and LG presented in the thesis
assumes that LG is located close to the unsaturated bonds of the phospholipid to protect
them against oxidation. Furthermore, the DOPC and LG hydrocarbon chains provide
a hydrophobic environment for the cyclosporine A, which can change its conformation from
"open" to "closed". Such a process takes place in passive diffusion as the drug passes through

the membranes.
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Atomic force microscopy (AFM) made it possible to determine the roughness of the
deposited monolayers and showed that the type of substrate affects this parameter
significantly. The time of flight secondary ion mass spectroscopy (TOF-SIMS) confirmed
that the LG molecules localize near the DOPC. Moreover, it showed that the presence of Ch
improves the molecular arrangement of the monolayers. The contact angle measurements of
water, formamide and diiodomethane proved that the modification of PET by the air plasma
treatment and the film deposition increased its surface free energy. This guarantees better
hydrophilic-hydrophobic properties of the material used in the tissue engineering which
allows interactions with the substances of different polarity.

The results prove that the obtained multi-component films are suitable for
preparation of a biocompatible surface with a wide range of potential biomedical
applications. In addition, they can be helpful in further stages of in vitro and in vivo studies.

229



