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Streszczenie

Wspolczesna medycyna stawia przed naukowcami wyzwania zwigzane
z opracowywaniem zaawansowanych materiatbw o zloZzonych, wielofunkcyjnych
wlasciwosciach biologicznych. Szczegdlnie istotnym i jednoczesnie wymagajacym kierunkiem
badan jest tworzenie biomateriatow faczacych aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa
z mozliwoscig modulacji procesdw krzepniecia krwi, co moze zwigkszac skutecznos¢ leczenia
ran, ograniczac ryzyko infekcji oraz przyspieszac regeneracje tkanek.

Celem niniejszej Rozprawy Doktorskiej bylo opracowanie metod modyfikacji
widknistych materialéw polimerowych poprzez wprowadzanie do ich struktury wybranych
metali, takich jak miedz, cynk czy Zelazo. Postawiona w pracy hipoteza badawcza zaktadata,
ze celowa funkcjonalizacja widknistych struktur materiatéw metalami pozwoli na poprawe
ich wlasciwosci  biologicznych, w  szczegdlnosci na zwigkszenie aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej oraz na kontrole parametrow hemostatycznych.

Rozprawa ma charakter cyklu o$miu monotematycznych publikacji naukowych
opublikowanych w czasopismach z listy Journal Citation Reports (JCR). Prace te prezentuja
autorskie metody funkcjonalizacji biomaterialéw oraz szczegdtowa analize ich wlasciwosci
fizykochemicznych i biologicznych. W ramach prowadzonych badan wykorzystano zaréwno
chemiczne metody osadzania metali, jak i fizyczne techniki modyfikacji powierzchni
z uzyciem procesow napylania magnetronowego.

Eksperymenty przeprowadzone w ramach Pracy Doktorskiej doprowadzily do
otrzymania szeregu struktur materiatowych o pozadanych wlasciwosciach bioaktywnych.
Uzyskane wyniki stanowia wklad w rozwoj wiedzy dotyczacej funkcjonalizacji materialow
oraz mechanizméw odpowiedzialnych za ich aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa
i koagulacyjna. Przedstawione wyniki potwierdzaja potencjat dalszych badan aplikacyjnych
w kierunku zastosowan medycznych oraz dziedzin pokrewnych.

W ramach pracy wykorzystano interdyscyplinarne metody badawcze z zakresu
inzynierii materiatlowej, chemii, biochemii i mikrobiologii, obejmujace m.in.: mikroskopie
skaningowa z analiza skladu pierwiastkowego (SEM/EDS), spektrometrie absorpcyjna
w plomieniu (FAAS), spektrometri¢ mas z plazma indukcyjnie sprzezong (ICP-MS), analize
wlasciwosci powierzchniowych metoda izoterm Brunauera-Emmetta-Tellera (BET),
spektrofotometrie UV-Vis, a takze testy biochemiczne (czas protrombinowy - PT, czas
czesciowej tromboplastyny po aktywacji - aPTT), badanie TBARS i test kometowy do oceny
uszkodzern DNA w komorkach PBMC. Badania mikrobiologiczne obejmowaty ocene wptywu
wytworzonych materialéw na wzrost reprezentatywnych szczepdéw bakterii i grzybow.
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1. Imie i nazwisko, dane personalne

Imie i nazwisko: Zdzistawa Mrozinska

Miejsce zatrudnienia: Sie¢ Badawcza bLukasiewicz — Lodzki Instytut Technologiczny
w Lodzi, Centrum Gospodarki o Obiegu Zamknietym,
ul. Brzezinska 5/15, 92-103 £.6dz

Adres e-mail: zdzislawa.mrozinska@lit.lukasiewicz.gov.pl

1.1. Posiadane dyplomy

14.09.2020 r. Uniwersytet Lodzki, Wydzial Chemii;
Studia podyplomowe: Jakosc i bezpieczenstwo produktéw kosmetycznych
14.10.2004 r. Politechnika todzka, Wydzial Organizacji i Zarzadzania, kierunek
Zarzadzanie i Marketing; Studia uzupelniajace magisterskie, Zakltad
Zarzadzania Strategicznego i Ekologii;
Praca magisterska pt. Strategia jako element zarzqdzania umozliwiajgcy rozwodj
przedsigbiorstwa
Promotor: dr Ilona Penc-Pietrzak
14.05.2002 r. Politechnika t.odzka,
Wydziat Chemiczny, kierunek: Technologia Chemiczna, Instytut Chemii
Organicznej; Studia inzynierskie w zakresie Lekkiej syntezy organicznej;
Praca inzynierska pt. Wykorzystanie chlorku (S)-Naproxenu i (S)-Ibuprofenu
do oznaczania czystosci enancjomerycznej 1-hydroksyalkilofosfonianow dietylu
za pomocq spektroskopii 3'P NMR
Promotor: dr hab. inz. Tadeusz Gajda, prof. PL

2. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.07.2023 r. - obecnie Sie¢ Badawcza bLukasiewicz — Ldédzki Instytut Technologiczny
w Lodzi, Centrum Gospodarki o Obiegu Zamknigtym;
Stanowisko: Starszy Specjalista ds. Naukowo-Badawczych

01.03.2022 r. — 30.06.2023 Sie¢ Badawcza Lukasiewicz - Instytut Wtdkiennictwa w Lodzi,
Laboratorium Badan Chemicznych i Analiz Instrumentalnych;
Stanowisko: Gléwny Specjalista ds. Badawczych, funkcja:
Kierownik Techniczny/Zastepca Kierownika Laboratorium

10.04.2020 r. — 28.02.2022 r.  Sie¢ Badawcza Lukasiewicz - Instytut Widkiennictwa w Lodzi
Laboratorium Badan Chemicznych i Analiz Instrumentalnych;
Stanowisko: Starszy Specjalista ds. Badawczych

01.02.2008 1. - 09.04.2020 r.  Instytut Wtokiennictwa w Lodzi (obecnie Sie¢ Badawcza
Lukasiewicz - Lodzki Instytut Technologiczny) Laboratorium Badan
Chemicznych i Analiz Instrumentalnych;
Stanowisko: Asystent

13.09.2005 r. - 31.01.2008 r.  Instytut WiIdkiennictwa w Lodzi (obecnie Sie¢ Badawcza
Lukasiewicz - Lodzki Instytut Technologiczny), Laboratorium
Badan Chemicznych i Analiz Instrumentalnych;
Stanowisko: Technolog



3. Wstep

Wspdtczesna medycyna stawia przed naukowcami dzialajacymi w obszarze inzynierii
materialowej liczne wyzwania, wymagajace opracowywania nowych technologii
oraz wdrazania zaawansowanych materiatéw funkcjonalnych. Materialy polimerowe
odgrywaja kluczowa role w medycynie regeneracyjnej, a takze w produkgcji implantow,
protez, powlok przeciwdrobnoustrojowych i nowoczesnych opatrunkéw. Zastosowanie
biomateriatbw w medycynie wymaga nie tylko wysokiej biokompatybilnosci, lecz takze
szeregu dodatkowych wlasciwosci umozliwiajacych aktywne reagowanie na potrzeby
organizmu i wspomaganie procesoOw gojenia. Do kluczowych probleméw, ktére weciaz
stanowia wyzwanie badawcze, naleza skuteczne leczenie wuszkodzen tkanek
oraz zapobieganie infekcjom. Wspdlczesne materialty biomedyczne powinny 1aczy¢
wlasciwosci  przeciwdrobnoustrojowe, ograniczajace ryzyko =zakazeni, z aktywnoscia
prokoagulacyjna, wspierajaca naturalne procesy krzepniecia krwi i regeneracji tkanek.

3.1. Uszkodzenie tkanek i leczenie ran

Uszkodzenie tkanek, bedace jednym 2z najczestszych obrazen pourazowych
w codziennym zyciu, czesto prowadzi do wtdrnych infekgji ran. Ich leczenie, ze wzgledu
na powszechno$¢ i uciazliwosé, stanowi powazne wyzwanie dla systemow opieki zdrowotnej
na catym $wiecie [1]. Skdéra — zewnetrzna tkanka petnigca funkcje bariery ochronnej — pokrywa
cala powierzchnie ciata i sktada sie z trzech gtownych warstw: naskorka, skéry wiasciwej
oraz tkanki podskdrnej (Rys. 3.1.1.) [2,3].

N\

naskorek
skora wlasciwa

tkanka
podskorna

*rysunek stworzony za pomocg programu Paint 3D

Rysunek 3.1.1. Schemat uproszczony budowy skoéry [3].

Rany to fizyczne uszkodzenia skory, ktore moga przyjmowac roézne formy, takie jak
skaleczenia, oparzenia czy rany przewlekle. Przerwanie ciaglosci skory oraz uszkodzenie
naczyn krwionosnych prowadza do krwawienia i zwigksza ryzyko infekcji patogenami,
co moze stanowic zagrozenie zycia. Z tego wzgledu do podstawowych procedur ratunkowych
nalezy odpowiednie zabezpieczenie ran i zatrzymanie krwawienia, przy jednoczesnym
zapewnieniu dziatania antyseptycznego. Umozliwiaja to nowoczesne opatrunki, ktdre tacza
funkcje hemostatyczne i przeciwdrobnoustrojowe.

Proces gojenia si¢ ran to ztozony, dynamiczny i czesto diugotrwaty mechanizm, ktory
przebiega w kilku etapach: (A) hemostaza (krzepniecie), (B) faza zapalna, (C) proliferacja
komorek oraz (D) faza regeneracji lub dojrzewania [3].
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3.2. Hemostaza

Hemostaza to zespdt mechanizméw fizjologicznych, ktore zapobiegaja wyplywowi
krwi z naczyn krwionosnych. Uklad hemostatyczny petni kluczowa role w utrzymaniu
rownowagi - z jednej strony chroni organizm przed niekontrolowanym krwawieniem,
a z drugiej przeciwdziala nadmiernemu krzepnieciu. Ten wieloetapowy zlozony proces
fizjologiczny obejmuje interakcje miedzy naczyniami krwionosnymi, ptytkami krwi i biatkami
krzepniecia, ktore buduja, a nastepnie rozkladaja stabilny skrzep sktadajacy si¢ z komorek
krwi i siatki fibrynowej [4]. Schemat kaskady koagulacyjnej plytek krwi przedstawiono
na Rysunku 3.2.1., natomiast zestawienie czynnikéw krzepniecia uczestniczacych w tym
procesie znajduje si¢ w Tabeli 3.2.1.
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Rysunek 3.2.1. Kaskada koagulacyjna ptytek krwi wg Raber’a [5].

aPTT - Activated Partial Thromboplastin Time (czas czesciowej tromboplastyny po aktywacji);
FGn - Fibrinogen; Fibryny: FibrinM; Fibrin cl. - Fibrin Clot; Fibrin dp. - Fibrin degradation products; PIf -
Platelet Factor (czynnik ptytkowe krzepliwosci); PT - Prothrombin Time (czas protrombinowy);
PTn — Prothrombin (protrombina); TA — Tissue Activation (TP) (tkankowa aktywacja); TPA - Tissue
Plasminogen Activator (tkankowy aktywator plazminogenu); TT - Thrombin Time (czas trombinowy); SA
- Surface Activation (powierzchnia aktywacji) [6,7].



Tabela 3.2.1. Nazwy faktorow wystepujacych w kaskadzie koagulacji krwi wg Chaudhry [8].

Czynnik Synonim(y)’»? Czynnik Synonim(y)’»?
krzepniecia krzepniecia
I Fibrynogen (Fibrinogen) VIII Czynnik przeciwhemofilowy

A (Antihemophilic factor (AHF; A));
Globulina przeciwhemofilowa
(Antihemophilic Globulin (AHG))
II Protrombina (Prothrombin) IX Czynnik przeciwhemofilowy
B (Plasma Thromboplastin Component
(PTC); Christmas factor;
Antihemophilic factor B)
III Czynnik tkankowy (Tissue X Czynnik Stuarta (Stuart factor)
factor);
Tromboplastyna tkankowa
(Tissue thromboplatin)

v Ca? XI Poprzednik tromboplastyny osocza
(Plasma Thromboplastin Antecedent
(PTA))

Vv Proakceleryna (Proaccelerin) XII Czynnik Hagemana (Hageman
factor)

VI Akceleryna (Accelerin) XII Czynnik stabilizujacy fibryne

(Fibrin-stabilizing factor)

VII Prokonwertyna (Proconver-
tin); Czynnik krzepniegcia
osoczowy (Serum prothrombin
Conversion accelerator (SPCA))

W/Nazwy w jezyku angielskim podano kursywa;

*Uznaniowo wybrane synonim/ synonimy

Czas krzepniecia to ogdlne okreslenie czasu potrzebnego, aby prébka krwi utworzyta
skrzep (ang. clott). Termin , czas krzepniecia” jest czesto uzywany w odniesieniu do testow,
takich jak czas protrombinowy (PT), czas czeSciowej tromboplastyny po aktywacji (aPTT),
lub czas trombinowy (TT). Czas czeéciowej tromboplastyny aktywowanej (ang. Activated
Partial Thromboplastin  Time; aPTT lub APTT) znany rowniez jako cze$ciowy czas
tromboplastyny (PTT), to badanie krwi charakteryzujace krzepnigcie krwi. aPTT mierzy
ogolna predkosc¢, z jaka tworza sie skrzepy krwi za pomoca dwodch kolejnych serii reakgji
biochemicznych znanych jako wewnetrzna Sciezka i wspolna Sciezka krzepniecia (coagulation
intrinsic pathway vs. coagulation common pathway). aPTT posrednio mierzy dziatanie
nastepujacych czynnikéw krzepniecia: I, II, V, VIII, IX, X, XI i XII (Tab.3.2.1.). Czas
protrombinowy (ang. Prothrombin Time; PT) jest badaniem stuzacym do oceny zewnetrznej
i wspdlnej sciezki krzepniecia. Badanie czasu protrombinowego (PT) jest wykorzystywane
jako narzedzie diagnostyczne do oceny zdolnosci krwi do tworzenia skrzepu, czyli ogdlnej
sprawnosci ukladu krzepnigcia i znajduje zastosowanie w réznych stanach klinicznych,
w ktdrych rownowaga procesu krzepnigcia moze by¢ zaburzona (np. monitorowanie leczenia
przeciwzakrzepowego warfaryng, ocena funkcji watroby, ocena niedoboru witaminy K).
PT mierzy nastepujace czynniki krzepniecia: I, II, V, VII i X. Czas trombinowy (ang. Thrombin
Time; TT) to czas potrzebny na przeksztalcenie fibrynogenu w skrzep fibryny, gdy krew
lub osocze jest wystawione na dziatanie trombiny [8].



3.3. Bioaktywne materialy opatrunkowe

Projektowanie i wytwarzanie wielofunkcyjnych opatrunkow, ktore moga chronic rany,
przyspieszac¢ proces gojenia, zapobiega¢ infekcjom oraz wtédrnym uszkodzeniom, nalezy
do kluczowych zadan opieki przedklinicznej i klinicznej. Skuteczno$¢ obecnie dostepnych
srodkow hemostatycznych i opatrunkéw osiagneta w ostatnich dekadach poziom plateau [9]
i dlatego projektowanie i rozw¢j materiatdw polimerowych o wysokiej aktywnosci
prokoagulacyjnej i antybakteryjnej w celu osiggniecia wysokiej skutecznosci gojenia ran jest
priorytetem w zastosowaniach klinicznych [10].

Nowoczesny opatrunek sktada si¢ z matrycy (charakteryzujacej sie cechami takimi jak
sterylno$¢, nieprzywieranie, wymiana gazowa oraz nietoksyczno$¢), hemostatyku (ktory
hamuje krwawienie) oraz srodka bakteriobdjczego (zabezpieczajacego rane przed inwazja
patogendéw). W roli matrycy najczesciej sa stosowane rdézne polimery, biopolimery
pochodzenia naturalnego (celuloza, chitozan, skrobia, kolagen, zelatyna, alginian, etc.)
(Rys. 3.3.1.), oraz syntetyczne: (kwas poliglikolowy czy polimlekowy) (Rys. 3.3.2.) wykazujace
biozgodnos¢ i biodegradowalnos¢ [11-14].
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Rysunek 3.3.1. Biopolimery: polisacharydy (ALG — kwas alginowy; CEL — celuloza; CTS - chitozan,
CTN - chityna), i polipeptydy (COL — kolagen (ang. Collagen); WF- welna (ang. Wool Fiber); SF —jedwab
(ang. Silk Fiber) [11-14].
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Rysunek 3.3.2. Kwasy poliglikolowy (PGA; ang. PolyGlycolic Acid) i polimlekowy (PLA; ang. PolyLactic
Acid) [11-14].

wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych (z wyjatkiem chitozanu), dlatego tez srodki prokoagulacyjne
i antybakteryjne moga zosta¢ wlaczane do matrycy polimerowej, zapewniajac wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe i hemostatyczne materialu [15,16]. Hemostatyki to srodki
zapewniajace efekt hemostatyczny. Stosowalnos¢ kliniczna hemostatykow jest ograniczona
przez ryzyko infekgji, immunogennos¢, uszkodzenie tkanek, koszty i krotki okres trwatosci

Biopolimery Zazwyczaj same w sobie nie majq

oraz wymagania dotyczace przechowywania [17]. Zestawienie najczesciej stosowanych
ogolnoustrojowych i miejscowych srodkéw hemostatycznych w kontroli krwotoku
przedstawione jest w Tabeli 3.3.1. [17-22].

Tabela 3.3.1. Zestawienie popularnych srodkéw hemostatycznych [17-22]

Nr. Grupa Hemostatyk Mechanizm dzialania
1 Hemostatyki krzemianowe Zeolit Prokoagulacja
Kaolin Prokoagulacja
Chitozan + Krzemionka Prokoagulacja
2 Hemostatyki Skrobia Prokoagulacja
polisacharydowe Chitozan Prokoagulacja
Chitozan + Celuloza Prokoagulacja
Utleniona celuloza (ORC¥) Prokoagulacja
Alginian Mukoadhezja
3 Hemostatyki  pochodzenia Kolagen Prokoagulacja
biologicznego Trombina Prokoagulacja
Fibrinogen + Trombina Prokoagulacja
Zelatyna Mukoadhezja
Zelatyna + Thrombin Mukoadhezja
Albumina + Glutaraldehyd Mukoadhezja
4 Hemostatyki =~ pochodzenia Glikol polietylenowy Mukoadhezja
syntetycznego Cyjanoakrylan Mukoadhezja
5 Hemostatyki = pochodzenia Fez(504)3; AlCls Koagulacja biatek;
chemicznego Dziatanie Sciggajace

ORC* - ang. Oxidized Regenerated Cellulose

3.4. Bakteriocydy

Patogeny stanowig liczna i zréznicowana grupe mikroorganizmoéw chorobotwoérczych
obejmujaca m.in. bakterie, grzyby oraz wirusy [23-25]. Bakterie jako najliczniejsza grupa
patogenow, dzieli si¢ na Gram-dodatnie (G+) i Gram-ujemne (G-), roznigce si¢ budowa Sciany
komodrkowej. Roznice te wptywaja zaréwno na fizjologie bakterii, jak i na ich wrazliwos¢
na dziatanie lekow, struktura Sciany komorkowej decyduje rowniez o sposobie barwienia
bakterii fioletem krystalicznym w klasycznej metodzie Grama (Rys. 3.4.1.) [26-28].
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Tabela 3.4.1. Zestawienie mikroorganizmdéw wykorzystanych w Pracy Doktorskiej.

Bakterie Grzyby
Gram dodatnie (G+) Gram ujemne (G-)
Staphylococcus aureus/ [29] Escherichia coli’[31,32]; Candida albicans’ [35,36]
Bacillus atrophaeus’ [30] Pseudomonas aeruginosa’ [33] Chaetomium globosum’ [37]
Klebsiella pneumoniae’ [34] Saccharomyces cerevisiae' [38]

Aspergillus niger' [39]

~v ~n ~n
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| e | | 1 | | |
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N O @N»,/
| |
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Rysunek 3.4.1. Struktura chemiczna fioletu krystalicznego wykorzystywanego do rozréznienia bakterii
G+1i G- [26-28].

Biocyd to ogdlny termin okreslajacy srodek chemiczny, zazwyczaj o szerokim
spektrum dziatania, ktéry inaktywuje mikroorganizmy. Ze wzgledu na zrdéznicowana
aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa biocyddw, stosowane sa takze bardziej precyzyjne
okreslenia. Przykladowo, termin ,-statyczny” odnosi si¢ do zwiazkéw hamujacych wzrost
mikroorganizmoéw (np. bakteriostatycznych, fungistatycznych czy sporostatycznych),
natomiast ,-bdjczy” — do $rodkéw prowadzacych do $mierci komoérek drobnoustrojow
(np. bakteriobdjczych, wirusobdjczych czy sporobojczych) [40,41]. W zwiazku z rosnaca
odpornoscia patogennych mikroorganizmow na stosowane antybiotyki
(np. MRSA - Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus [42,43]), nieustannie poszukuje
si¢ nowych, skutecznych biocydéw. Przyktadem tego jest obecnos$¢ na rynku europejskim
ponad 900 zwiazkéw chemicznych o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym [41].

W celu nadania matrycom polimerowym wtasciwosci antybakteryjnych, najczesciej
poddaje sie¢ je funkcjonalizacji poprzez wprowadzenie grup czwartorzedowych aminowych
[44,45], wielopierscieniowych zwiazkéw aromatycznych [46,47], antybiotykéw [48-50],



chloroamin [51,52], a takze podstawnikow zawierajacych siarke [53,54] lub selen [55,56]
(Tab. 3.4.2.).

Tabela 3.4.2. Grupy nadajace czasteczce polimeru zdolnosci antybakteryjne [44,45,54,46-53].

1. 2. /

[53,54]

Cl OH

Bepel

[48] [49,50]
PLM = Polimer, -X- =- O- albo -N(H)-

Analiza struktur antybakteryjnych polimeréw wskazuje na zlozonos$¢ procedur
ich syntezy, co wiaze si¢ z wysokimi kosztami produkcji. Znacznie tansza alternatywe
stanowig biokompozyty, w ktérych funkcje biocydu petnig metale przejSciowe lub ich trudno
rozpuszczalne sole, znane z wysokiej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej [57].

Do oceny wrazliwosci szczepdéw bakteryjnych na bakteriocydy (oraz grzybow
na fungocydy) stosuje sie szereg metod mikrobiologicznych, takich jak oznaczanie strefy
zahamowania wzrostu (ZOI, ang. Zone of Inhibition), minimalnego stezenia hamujacego
(MIC, ang. Minimum Inhibitory Concentration) czy minimalnego stezenia bakteriobojczego
(MBC, ang. Minimum Bactericidal Concentration). Jedna z najbardziej rozpoznawalnych metod
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jest test ZOI, znany réwniez jako metoda Kirby’ego-Bauera lub test dyfuzyjno-krazkowy
[58-60]. W tej procedurze krazki wykonane z materialu badanego o wlasciwosciach
antybakteryjnych umieszcza si¢ na powierzchni agarowej pozywki, uprzednio zaszczepionej
badanym szczepem bakterii. Bakterie namnazaja si¢ na calej powierzchni pozywki,
z wyjatkiem obszaréw wokodt krazkéw, gdzie ich wzrost zostal zahamowany, w efekcie
powstaje wyrazna strefa zahamowania wzrostu. Na podstawie pomiaru $rednicy strefy
zahamowania wzrostu i poréwnania z obowiazujacymi standardami, mozliwe jest
zaklasyfikowanie szczepu jako wrazliwego, posrednio wrazliwego lub opornego na badany
materiat.

W  przeciwienstwie do testu ZOI, ktory dostarcza danych jakosciowych
lub pdtilosciowych, testy MIC i MBC umozliwiaja doktadniejsza, ilosciowa ocene podatnosci
mikroorganizmdéw na dany bakteriocyd. Minimalne stezenie hamujace (MIC, wyrazane
w mg/l) oraz minimalne stezenie bakteriobojcze (MBC, roéwniez wyrazane w mg/l) okreslaja
skutecznos¢ badanej substancji. MIC definiuje najnizsze steZenie, przy ktorym obserwuje sie
zahamowanie wzrostu bakterii, natomiast MBC oznacza najnizsze stezenie prowadzace
do $mierci 99,9% populacji drobnoustrojéw poczatkowo obecnych w liczbie 1 x 10¢ jednostek
w warunkach inkubagcji trwajacej 18-20 godzin w temperaturze 35 + 2°C. [61-64].
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4. Cel naukowy i hipoteza badawcza Pracy Doktorskiej

Wyroby widkiennicze, czy materiaty widkniste posiadaja wyjatkowy potencjat aplikacyjny
w obszarze medycyny, a ich mozliwa biodegradowalno$¢ i biozgodnos¢ inspirujg
do opracowywania nowych rozwigzan. Modyfikacje powierzchni polimeréw, z ktdorych
wytworzone sg materialy o strukturze widknistej, wykorzystujace np. metale o aktywnosci
biochemicznej (np. Cu, Zn). Dalsze interdyscyplinarne badania otwieraja nowe perspektywy
w rozwoju unikalnych, wielofunkcyjnych produktéw z potencjalnym zastosowaniem
w medycynie. Z powyzszego wzgledu, aby lepiej zrozumie¢ potencjal nowych struktur
materialowych konieczne sa badania z zakresu réznych dyscyplin naukowych, w tym
inzynierii materiatowej, biologii, biochemii, mikrobiologii czy chemii.

Celem Pracy Doktorskiej jest opracowanie innowacyjnych metod biofunkcjonalizacji
wldknistych materiatdw polimerowych poprzez modyfikacje ich struktury z wykorzystaniem
metali, takich jak miedz, cynk i zelazo.

Hipoteza badawcza Pracy Doktorskiej zaklada, ze kierunkowa modyfikacja
biomateriatéw metalami poprawi ich wtasciwosci biologiczne pod katem aplikacyjnym
w obszarze medycyny, w tym wplynie na ich aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa oraz moze
modelowac wiasciwosci koagulacyjne.

Zasadniczym komponentem pracy jest modyfikacja materiatéw polimerowych przez
wprowadzenie w ich strukture metali bedacych bioaktywnymi biopierwiastkami, ktdre
sa znane ze swoich wlasciwosci tworzenia kompleksow z biatkami i innymi ligandami.
W ramach Pracy Doktorskiej przedstawiono cykl oémiu publikacji naukowych, ktdére opisuja
nowe metody funkcjonalizacji materiatéw polimerowych oraz analizujg fizykochemiczne
i biologiczne wtasciwosci wytworzonych struktur. Badania przeprowadzone w ramach pracy
obejmowaly chemiczne i fizyczne metody depozycji metali, w tym wykorzystanie proceséw
magnetronowych do modyfikacji powierzchni polimeréw. Dzigki przeprowadzonym pracom
badawczym udato sie uzyskac struktury polimerowe, ktére wykazuja pozadane wiasciwosci
bioaktywne, w tym aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa oraz zdolno$¢ do inicjowania
proceséw krzepniecia. Uzyskane wyniki stanowia krok w kierunku lepszego zrozumienia
mechanizméw dzialania modyfikowanych materiatéw, a takze otwieraja nowe Sciezki ich
zastosowania w medycynie, szczegdlnie w obszarach takich jak leczenie ran, implantologia
czy regeneracja tkanek. Niniejsza praca stanowi wklad w rozwdj technologii wytworzenia
struktur materialowych, ktore tacza wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe i hemostatyczne,
a takze rozwija potencjal metod modyfikacji materiatéw polimerowych.

Dodatkowym, istotnym rezultatem niniejszej Pracy bylo opracowanie
oraz dostosowanie specjalistycznych procedur badawczych pozwalajacych na wiarygodna
ocene wlasciwosci hemostatycznych oraz bezpieczenstwa biologicznego
funkcjonalizowanych materialéw. W szczegoélnosci rozwinieto metodyke oznaczania
parametréow krzepniecia (PT, aPTT, TT) dla materialdéw polimerowych, obejmujaca
standaryzacje warunkéw kontaktu prébek z osoczem oraz procedury interpretacji
parametréw koagulacyjnych. Ponadto dostosowano i zwalidowano protokdt testu
kometowego (ang. comet assay) do oceny integralnosci DNA komdrek PBMC eksponowanych
na badane kompozyty, co umozliwito pelniejsza charakterystyke ich potencjalnych efektow
genotoksycznych.
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Rozprawa Doktorska koncentruje si¢ wigec na badaniach dotyczacych biologicznej
funkcjonalizacji materiatéw polimerowych metalami, z zastosowaniem metod fizycznych oraz
chemicznych. Zakres prac obejmowat:

e modyfikacje materiatéw polimerowych, w tym: poli(laktydu), bawelny, welny, Inu,

alginianu;

¢ badania strukturalne i fizyko-chemiczne funkcjonalizowanych materiatow;

¢ badania biologiczne funkcjonalizowanych materiatéw.

W badaniach w Pracy Doktorskiej zastosowano szereg technik pomiarowych, m.in.:

e skaningowa mikroskopie elektronowa/analize mikroskopowa topografii powierzchni
(SEM/EDS; ang. Scanning Electron Microscopy / Energy Dispersive X-ray Spectroscopy);

e absorpcyjng spektrometrie atomowgq ze wzbudzeniem w plomieniu (FAAS; ang. Flame

Atomic Absorption Spectroscopy);

e spektometrie¢ mas ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzezonej (ICP-MS;

ang. Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry);

e analize powierzchni (BET; ang. Brunauer-Emmett-Teller Surface Area Analysis);

e spektrofotometrie UV-Vis (ang. Ultraviolet-Visible Spectroscopy);

e spektroskopie FTIR-ATR (ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy/ Attenuated Internal

Reflection);

e ocene funkgji procesow uktadu krzepniecia (PT, ang. Prothrombin Time; aPTT, ang. Activated

Partial Thromboplastin Time; TT, ang. Thrombin Time);

e testy kometowe (ang. comet assay) do oceny wptywu na uszkodzenia DNA w komorkach

jednojadrzastych krwi obwodowej PBMC (ang. Peripheral Blood Mononuclear);

e analize TBARS (ang. Thiobarbituric Acid Reactive Substances) - ocena stopnia peroksydacji

lipidéw i generowanego stresu oksydacyjnego;

e ocene wlasciwosci barierowych przed promieniowaniem ultrafioletowym poprzez

wyznaczenie wspotczynnika UPF (ang. Ultraviolet Protection Factor).

5. Spis publikacji stanowiacych podstawe Pracy Doktorskiej

Podstawe niniejszej Rozprawy Doktorskiej stanowi jednotematyczny cykl publikacji
obejmujacy osiem prac naukowych opublikowanych w czasopismach znajdujacych
sie na liScie Journal Citation Reports (JCR) [65-72]. Laczny Impact Factor cyklu wedlug aktualnej
listy JCR wynosi 25,9 natomiast faczna liczba punktéw przyznanych przez Ministerstwo
Edukacji i Nauki — 840 (Tabela 5.1.).

Tabela 5.1. Zestawienie cyklu publikacji stanowiacy podstawe Rozprawy Doktorskiej [65-72].

Impact  Punktacja

Publikacja Factor* MEiN**

Mrozinska Z., Ponczek M., Kaczmarek A., Bogun M., Sulak E., Kudzin M. H.,
1. Blood Coagulation Activities of Cotton — Alginate — Copper Composites. Marine Drugs ~ 4,9/5,4 100
2023, 21(12), 625; https://doi.org/10.3390/md21120625 [65];

Mrozinska Z., Kudzin M. H. Ponczek M. Kaczmarek A. Krdél P.,
Lisiak-Kuciiska A., Zylta R, Walawska A.  Biochemical ~Approach
to Poly(Lactide)-Copper Composite - Impact on Blood Coagulation Processes. Materials
2024, 17(3), 608; https://doi.org/10.3390/mal7030608 [66]

3,1/3,2 140
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https://doi.org/10.3390/ma17030608

Mrozinska Z., Ponczek M. B., Kaczmarek A., éwierczyﬁska M., Kudzin M. H.,,
Activity in the Field of Blood Coagulation Processes of Poly(lactide)-Zinc Fibers
Composite Material Obtained by Magnetron Sputtering. Coatings 2024, 14(6), 665;
http://dx.doi.org/10.3390/coatings14060666 [67]

2,9/2,8

100

Mrozinska Z., Kaczmarek A., Swierczyﬁska M., Juszczak M., Kudzin M. H,,
Biochemical behavior, influence on cell DNA condition and microbiological properties
of wool and wool-copper materials. Materials 2024, 17(12), 287§;
https://doi.org/10.3390/ma17122878 [68]

3,1/3,2

140

Mrozinska Z., gwierczyﬁska M., Juszczak M., Wozniak K., Kudzin M. H. ,
5. Poly(Lactide) Nonwoven Fabric with Iron Coating and Its Biological Properties,  2,9/2,8
Coatings 2024, 14(8), 1050; https://doi.org/10.3390/coatings14081050 [69]

100

Mrozinska Z., §wierczyriska M., Juszczak M., Wozniak K., Lisiak-Kuciniska A.,
Kudzin M. H. Evaluation of Antimicrobial Activity, Hemostatic Efficacy, Blood
Coagulation Dynamics and plasmid DNA damage of Linen-Copper Composite
Materials. J. Compos. Sci. 2025, 9(1), 30; https://doi.org/10.3390/jcs9010030 [70]

3,0/3,7

20

Kudzin M.H., Mrozinska Z., Kaczmarek A., Chrusciel J.J., Pinar A., Sulak E.,
Shah S.A.R., Juszczak M. Wozniak K. Ponczek M.B. Development

7. of Iron-Modified Cotton Material: Surface Characterization, Biochemical Activity, — 2,9/2,8
and Cytotoxicity Assessment. Coatings 2025, 15(6), 663.
https://doi.org/10.3390/coatings15060663 [71]

100

Kudzin M.H., Mrozinska Z., Kaczmarek A., Chrusciel J.J., Gloc M., Zyﬂa R.
Preparation and Biochemical and Microbial Behavior of Poly(Lactide) Composites
with Polyethersulfone and Copper-Complexed Cellulose Phosphate. Materials 2025, 18,
2954. https://doi.org/10.3390/mal8132954 [72]

3,1/3,2

140

* Impact Factor z roku wydania artykutu/aktualny IF
** Punktacja MEiN wg Zatacznika do komunikatu Ministra Edukacji i Nauki z dnia 5 stycznia 2024 r.

6. Wyniki badan i ich omdwienie

Celem niniejszego rozdziatu jest przedstawienie najwazniejszych wynikéw badan
wlasnych zrealizowanych w ramach cyklu 8 publikacji stanowiacego podstawe Rozprawy
Doktorskiej. Zaprezentowane prace obejmuja opracowanie oraz charakterystyke materiatow
polimerowych modyfikowanych metalami o wtasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych
i prokoagulacyjnych. Uzyskane wyniki umozliwiaja weryfikacje postawionej hipotezy
badawczej, zakladajacej mozliwos¢ ksztattowania witasciwosci biologicznych materiatow
poprzez celowa modyfikacje ich sktadu i struktury. W dalszej czesci rozdziatu przedstawiono
w sposob syntetyczny wyniki badan oraz ich omoéwienie, ujete w formie zestawienia,
przegladu ideowego i analizy indywidualnych celow poszczegdlnych publikacji. Omdéwienie
artykutdow naukowych zostalo uporzadkowane chronologicznie, zgodnie z datq ich publikacji.
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http://dx.doi.org/10.3390/coatings14060666
https://doi.org/10.3390/ma17122878
https://doi.org/10.3390/coatings14081050
https://doi.org/10.3390/jcs9010030
https://doi.org/10.3390/coatings15060663

6.1. Mrozinska Z., Ponczek M., Kaczmarek A. Kudzin M.H., Blood Coagulation Activities
of  Cotton-Alginate-Copper ~ Composites. ~ Marine  Drugs, 2023, 21(12), 625;
DOI: 10.3390/md21120625 [65]

Bawelna stanowi naturalne widkno polimerowe pochodzenia roslinnego, ktdrego
podstawowym skfadnikiem chemicznym jest celuloza, stanowigca od 88 do 99% jego masy
a ze wzgledu na swoje wlasciwosci fizykochemiczne znajduje zastosowanie zardéwno
w przemysle tekstylnym, jak i w sektorze medycznym [73,74]. Wielo$¢ réznych zastosowan
bawelny w przemysle wynika z jej korzystnych wlasciwosci, takich jak wysoka wytrzymatosc
mechaniczna, elastycznos¢, zdolnos¢ do absorpcji wody, a takze biodegradowalnos¢ [73].
W kontek$cie zastosowan biomedycznych szczegdlne znaczenie ma réwniez porowata
struktura bawelny, duza powierzchnia wtasciwa oraz przepuszczalnos¢ gazow [74].

Alginian jest polisacharydem pochodzenia naturalnego, najczesciej pozyskiwanym
z glondw brunatnych (fac. Phaeophyceae) oraz niektdrych gatunkoéw bakterii, takich jak
Azotobacter czy Pseudomonas [75-88]. Jest to hydrofilowy, rozpuszczalny w wodzie anionowy
biopolimer, zbudowany z blokéow reszt (1,4)-B-D-mannuronianu M)
oraz o-L-guluronianu (G) [75,77-89]. Alginian wykazuje wysoka biozgodnos¢,
biodegradowalno$¢, nietoksyczno$¢ oraz brak immunogennosci [75,77-88,90,91],
charakteryzuje sie rowniez doskonata zdolnoscia do sieciowania, a takze modyfikagji
chemicznych [79,82,88,91].

Celem naukowym pracy bylo wytworzenie kompozytu bawelna-alginian-miedz
oraz analiza jego wlasciwosci strukturalnych, antymikrobowych oraz wlasciwosci w zakresie
inicjowania proceséw krzepniecia krwi.

Tkanina bawelniana zostata zmodyfikowana metoda , dip-coating” w dwdéch etapach.
W pierwszym etapie tkanine bawetniana (nazwa probki: COT) impregnowano przez 1 minute
w jednorodnym roztworze alginianu o rdéznych stezeniach (od 0,5%-COT-ALGONa®
do 5%-COT-ALGONa®). W drugim etapie przeniesiono modyfikowane alginianem probki do
dwdch réznych wodnych roztworéw chlorku miedzi (II) i ponownie zanurzano na 1 minute
(COT-ALGOCu® - roztwor 5% CuClz, COT- ALGOCu® - roztwoér 10% CuClz) (Rys.6.1.1.).

[+]
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Rysunek 6.1.1. Schemat modyfikacji powierzchni materialu bawelnianego za pomoca alginianu (1)
i chlorku miedzi (2) [65].

Do przeprowadzenia charakterystyki fizyko-chemicznej i strukturalnej otrzymanego
materiatlu kompozytowego COT-ALG(-)Cu®) zastosowano nastepujace metody badawcze:
spektroskopie w podczerwieni z transformacjq Fouriera (FTIR-ATR), spektrometrie atomowa
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w zakresie absorpcyjnym z wzbudzeniem w plomieniu (FAAS) do oznaczenia zawartosci
miedzi w kompozycie oraz analize powierzchni wlasciwej metoda BET.

Powierzchnia wiasciwa jest jedna z kluczowych wiasciwosci fizycznych materiatow
porowatych i widknistych, poniewaz reakcje chemiczne, np. wymiana molekularna, zachodza
gléwnie na powierzchni lub w jej poblizu [92,93]. Sposréd metod okreslania powierzchni
wlasciwej najczesciej stosowang jest metoda BET, polegajaca na wyznaczaniu ilosci
zaadsorbowanych monowarstw azotu w temperaturze 77 K [94-97]. Metoda ta zostata
zastosowana do scharakteryzowania powierzchni wilasciwej materiatow COT-ALGOCu@)
(Tab. 6.1.1.).

Tabela 6.1.1. Wartosci powierzchni wlasciwej badanych probek COT-ALGONa® i COT-ALGOCu@.

Powierzchnia wlasciwa

Otrzymana prébka [m/g]

COT 0,7359
COT-ALGONa® - 1 0,6191
COT-ALGONa® -2 0,5577
COT-ALGOCu® -1 0,6042
COT- ALGOCu® -2 0,5931

Wyniki mierzono dwukrotnie i przedstawiono jako warto$¢ érednig z odchyleniem + wynoszacym okoto 2%.

Identyfikacja prébek:

COT-ALG®Na® -1 (prébka bawelny zanurzona w jednorodnym roztworze alginianu o stezeniu 0,5%);
COT-ALG®Na® - 2 (prébka bawelny zanurzona w jednorodnym roztworze alginianuo stezeniu 5%);
COT-ALGOCu@) — 1 (prébka bawelny zanurzona w jednorodnym roztworze alginianu o stezeniu 0,5%, a nastepnie
wodnym roztworze chlorku miedzi (II)o stezeniu 5%);

COT-ALGOCu®@) - 2 (prébka bawelny zanurzona w jednorodnym roztworze alginianuo stezeniu 0,5%, a nastepnie
wodnym roztworze chlorku miedzi (I) - stezeniu 10%).

W celu okreslenia wlasciwosci fizycznych materiatu, przeprowadzone zostaty badania
wedlug nastepujacych norm badawczych: PN-EN ISO 9237:1998 Tekstylia - Wyznaczanie
przepuszczalnosci powietrza wyrobéw wiokienniczych oraz PN-EN ISO 10319:2015-08 Geosyntetyki
- Badanie wytrzymatosci na rozcigganie metodq szerokich probek [98,99].

Aktywnos¢ antymikrobowa materiatu COT-ALGOCu®” oceniono zgodnie z norma
PN-EN ISO 20645:2006 Ptaskie wyroby witdkiennicze - Wyznaczanie aktywnosci antybakteryjnej
- Metoda dyfuzji na plytce z agarem wobec reprezentatywnych szczepdw bakterii
Gram-ujemnych i Gram-dodatnich (E. coli, S. aureus i P. aeruginosa) oraz PN-EN 14119:2005
Badania tekstyliow - Ocena dziatania mikrogrzybéw — metoda wizualna wobec Ch. globosum (ATCC
6205) i C. albicans (ATCC 10231) [100,101].

Badania mikrobiologiczne potwierdzily aktywnos¢ antybakteryjng i antygrzybiczna
in vitro probek COT-ALGOCu®). Na Rysunkach: 6.1.2. i 6.1.3. przedstawiam zdjecia szalek
Petriego z wyraznymi strefami zahamowania wzrostu obrazujace antymikrobowe dziatanie
opracowanych kompozytow.
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(A) (B) ©

Rysunek 6.1.2. Badania wlasciwosci antymikrobowych wg normy PN-EN ISO 20645:2006 [100]. Strefy
zahamowania wzrostu bakterii na szalkach Petriego: (A) niemodyfikowana tkanina bawelniana (E. coli);
(B) kompozyt COT-ALGOCu® (E. coli); (C) kompozyt COT-ALGOCu®@ (S. aureus) [65].

(A) ©)

Rysunek 6.1.3. Badania wlasciwosci antymikrobowych wg normy PN-EN 14119:2005 [101]. Strefy
zahamowania wzrostu kolonii grzybow Ch. globosum na szalkach Petriego: (A) niemodyfikowana
tkanina bawetniana; (B) kompozyt COT-ALG®); (c) kompozyt COT-ALGOCu@ [65].

Biochemiczna ocena wlasciwosci nowo opracowanych kompozytdw zostata
przeprowadzona w konteks$cie uktadu krzepniecia krwi, z uwzglednieniem pomiaréw czasu
cze$ciowej tromboplastyny po aktywacji (aPTT) oraz czasu protrombinowego (PT). Analiza
wykazala, ze  kompleksy  typu  COT-ALG-Cu?,  wykazujace  aktywnosc¢
przeciwdrobnoustrojowa, przy odpowiednio dobranych stezeniach jonéw Cu?*, nie wplywaty
istotnie na parametry krzepnigcia osocza, co sugeruje ich biozgodnos¢ w aspekcie
hemostatycznym, przy zachowaniu wlasciwosci antybakteryjnych (Rys. 6.1.4 i 6.1.5). Z kolei
kompozyt zawierajacy widkna bawelniane impregnowane jonami miedzi (COT-Cu?")
powodowat wydluzenie czasu krzepnigcia w wewnatrzpochodnym szlaku aktywacji,
co odzwierciedlalo si¢ w statystycznie istotnym wydtuzeniu czasu aPTT.

17



aPTT (s)

120

100

80

60 ==

czas [s]

40

20

J cOoT [0 COT-Alg(-)Na(+)-1 [l COT-Alg(-)Na(+)-2
O COT-Cu(2+)-1 B COT-Cu(2+)-2 O COT-Alg(-)Cu(2+)-1
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Rysunek 6.1.4. Wplyw badanych kompozytéw na czas aPTT: COT; COT-ALGONa®(1%); COT-
ALGONa"(9.7%); COT-Cu®(0.16); COT-Cu®9(0.30); COT-ALGOCu)(0.15); COT-ALGOCu®"(0.28);
i C-kontrola [65].
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Rysunek 6.1.5. Wplyw badanych kompozytéw na czas PT: COT, COT-ALGONa®(1%); COT-
ALGONa®(9.7%); COT-Cu@9(0.16); COT-Cu®(0.30); COT-ALGOCu®(0.15); COT-ALGOCu(0.28);
i C-kontrola [65].
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Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wysunac¢ nastepujace wnioski:

e opracowano warunki otrzymania nowego kompozytu na bazie bawelny, alginianu
i miedzi; alginian sodu i chlorek miedzi (II) znalazly zastosowanie w procesie
funkcjonalizacji tkaniny bawelnianej poprzez bezposrednie wprowadzenie ich
w procesie powlekania , dip-coating”;

e otrzymane kompozyty typu: bawelna-alginian-miedZ moga by¢ obiecujacymi
materialami do zastosowan biomedycznych dzigki swoim wlasciwosciom
antymikrobowym i aktywnosci koagulacyjnej.

Moim wkladem w prace eksperymentalng bylo opracowanie i wytworzenie
kompozytéw, modyfikacji bawelny alginianem i chlorkiem miedzi (II) metoda dip-coating;
wykonanie cze$ci badann wiasciwosci fizykochemicznych (analiza powierzchni wlasciwej
BET), oraz badan biochemicznych w zakresie krzepnigcia osocza krwi (aPTT i PT).

6.2. Mrozinska Z., Kudzin M. H.*, Ponczek M., Kaczmarek A., Krél P., Lisiak-Kucinska A.,
Zyta R., Walawska A., Biochemical Approach to Poly(Lactide)-Copper Composite - Impact on Blood
Coagulation Processes. Materials 2024, 17(3), 608; https://doi.org/10.3390/ma17030608 [66]

Artykul dotyczy metody otrzymywania oraz charakterystyki fizykochemicznej
i biologicznej kompozytu typu poli(laktyd)-miedz (PLA-Cu). Funkcjonalizacja widkniny PLA,
otrzymanej z wykorzystaniem technologii melt-blown, zostala przeprowadzona
z zastosowaniem metody napylania magnetronowego. Technika ta umozliwia precyzyjne
osadzanie cienkowarstwowych powlok, w tym metali, na rdéznorodnych podiozach
polimerowych. Do istotnych zalet napylania magnetronowego nalezy zaliczy¢ wysoka
wszechstronno$¢ aplikacyjna, kontrolowalno$¢ parametréw procesu oraz fakt, ze jest
uznawana za technologie przyjazna srodowisku i bezodpadowa [102-104].

Materialty wytworzone z biodegradowalnego poli(laktydu), nalezacego do grupy
alifatycznych poliestrow, w polaczeniu z miedzia wykazuja potencjat aplikacyjny jako
komponenty = biomedyczne. Obecnos¢ miedzi nadaje materialom  wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe, co ogranicza ryzyko infekcji, natomiast bioresorbowalna matryca
PLA moze stanowi¢ czasowe rusztowanie wspierajace regeneracje tkanek. Synergiczne
dziatanie PLA i miedzi moze sprzyja¢ przebudowie macierzy zewnatrzkomorkowej oraz
modulowac¢ odpowiedz zapalng w miejscu uszkodzenia [105].

Celem naukowym badan w artykule bylo wytworzenie kompozytu
poli(laktyd) — miedz posiadajacego wlasciwosci antymikrobowe oraz ocena wptywu nowej
struktury materialowej na procesy gojenia rany.

Probki wioknin typu melt-blown na bazie poli(laktydu) zostalty wytworzone przy
uzyciu laboratoryjnej wytlaczarki wyposazonej w glowice umozliwiajaca formowanie
wldknin pneumotermicznych (Axon, Szwecja) (Rys. 6.2.1.).
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Rysunek 6.2.1. Wyttaczarka laboratoryjna firmy AXON wykorzystana w pracach do wytwarzania
widknin typu melt-blown.

Nastepnie, w celu modyfikacji powierzchni, na wtoékninach osadzono metaliczng
miedZz z wykorzystaniem prototypowego systemu napylania magnetronowego pradem
statym (DC ang. Direct Current) (P.P.H. Jolex sc., Polska) (Rys. 6.2.2.).

Rysunek 6.2.2. Magnetron — prototypowe urzadzenie do napylania magnetronowego (DC)
wytworzone we wspotpracy Instytutu z firma P.P.H. Jolex sc., wykorzystane w pracach badawczych.

Modyfikacja materialéw polimerowych metoda napylania magnetronowego nie
stanowi prostej, rutynowej procedury, lecz jest procesem silnie wrazliwym na parametry
plazmy i wymagajacym indywidualnego dostosowania dla kazdej matrycy polimerowej
[106,107]. Polimery cechuja sie¢ niska stabilnoscia termiczna, ograniczona przewodnoscia
cieplna, zréznicowana energia powierzchniowq oraz odmienna morfologia wtokien, co czyni
je wyjatkowo podatnymi na uszkodzenia spowodowane strumieniem jonow i
wysokoenergetycznych elektrondw w plazmie; nawet krotkotrwate przekroczenie progéw
temperaturowych prowadzi do skurczu, przetopow, degradagji tancuchéw lub zniszczenia
struktury porowatej [106,108-110]. W konsekwengji kazdy z zastosowanych w pracy uktadow
metal-polimer wymagatl osobno dobranych warunkéw procesu (moc i charakterystyka
zasilania, cisnienie oraz rodzaj gazu roboczego, gestos¢ pradu, czas napylania, odlegtos¢
target-substrat), tak aby z jednej strony ograniczy¢ nagrzewanie podtoza, a z drugiej zapewnic
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odpowiednio wysoka energie plazmy do wytworzenia jednorodnej, dobrze przylegajacej
powloki metalicznej [106,107,109]. Jak pokazuja badania dotyczace plazmowej modyfikacji
tkanin i wtoknin, w tym wlokien naturalnych, niewielkie zmiany mocy, czasu ekspozydji czy
skladu gazu moga prowadzi¢ do silnie réznigcych sie efektow - od (za)tagodnej
funkcjonalizacji powierzchni po wyrazne uszkodzenia strukturalne [109,110]. Dodatkowa
trudnoscig wykorzystania techniki jest tréjwymiarowa, porowata struktura badanych matryc
(np. widkniny melt-blown z PLA oraz wtokna naturalne), ktéra utrudnia rownomierny dostep
plazmy do catej objetosci probki i sprzyja lokalnym réznicom w gestosci strumienia jonow.
Literatura dotyczaca metalizacji polimerow podkresla, Ze uzyskanie ciagglej, stabilnej powloki
na tak rozwinigtej topografii powierzchni wymaga specjalnie zaprojektowanej sekwencji
przygotowania podtoza i osadzania, a takze odrebnego podejscia do kazdego typu polimeru
[106,108-110]. Oznacza to, ze kazde z przeprowadzonych w ramach Rozprawy procesow
napylania magnetronowego stanowilo w praktyce niezalezny eksperyment technologiczny z
wlasnym zestawem parametrow krytycznych metody.

Schemat procesu otrzymywania widkniny PLA metoda melt-blown przedstawiono na
Rysunku  6.2.3., natomiast schemat napylania miedzi na podloze PLA
na Rysunku 6.2.4.

PLA granulki polimeru

wibknina PLA
stopiony polimer
wiékna polimeru w
strumieniu powietrza
watek odbiorczy
wiékniny

Rysunek 6.2.3. Schemat otrzymywania wiékniny PLA metoda melt-blown [69].
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Rysunek 6.2.4. Schemat magnetronowego rozpylania miedzi na podtoze PLA [67].

Do badan zastosowatam target wykonany z miedzi o czystosci 99,99% (Rys. 6.2.5.).
Proces napylania miedzi na probki widknin prowadzitam w atmosferze argonu (jako gazu
obojetnego), stosujac rézny czas procesu (5, 10 i 20 min.) przy mocy 0,5 kW.

Rysunek 6.2.5. Target miedzi firmy Testbourne Ltd. (Basingstoke, UK), wykorzystywany w badaniach
nad funkcjonalizacja materiatow.

Konfiguracja elektronowa miedzi (1s2s2p®3s23p®3d'%4s'4p®) umozliwia jej
reaktywnos¢ zarowno jako elektro-donora, jak i elektro-akceptora [111]. Wiasciwosci
te sugeruja mozliwos¢ formowania kompozytéw PLA-Cu poprzez powstawanie wigzan
miedz-poli(laktyd) (Rys. 6.2.6.). Atomy miedzi osadzone na powierzchni PLA moga
oddziatywa¢ z tlenem karbonylowym peligcym funkcje elektro-donora i tworzy¢
kowalencyjne wigzanie Cu-O. Atomy miedzi na powierzchni PLA, zachowuja swoja
reaktywnos¢ wptywajac tym samym na wlasciwosci biologiczne powstatych kompozytéw.

22



o cH o

o M[ I Jo_ \ cu
T I/n o~ ¢ “l/ ™~ _— o /‘\{ _/J.\_ _,}6.\ &\\
— ~ o ~ - ~

Hy é " H; i ” ! T
Hy o CH;
Cu
[ PLA--Cu
Cu

Rysunek 6.2.6. Zakladany mechanizm formowania potaczenia PLA-Cu (Cu dziala jako donor

elektronéw, Cu jako akceptor elektrondéw) [66].

Do przeprowadzenia charakterystyki fizykochemicznej i strukturalnej kompozytu
PLA-Cu zastosowano nastepujace metody badawcze: absorpcyjng spektrometrie atomowa
ze wzbudzeniem w plomieniu (FAAS), analize¢ mikroskopowa oraz analize powierzchni
wlasciwej metoda BET. Aktywnos¢ antymikrobowa kompozytu oceniono zgodnie z norma
PN-EN ISO 20645:2006 [100] na ptytce z agarem wobec reprezentatywnej kolonii bakterii
Gram-ujemnych i Gram-dodatnich (E. coli, S. aureus i P. aeruginosa) oraz PN-EN 14119:2005
[101] wobec Ch. globosum (ATCC 6205) i C. albicans (ATCC 10231).

Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzaja, ze zastosowana modyfikacja nadaje
materialowi wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe wobec reprezentatywnych
mikroorganizmow, co przejawia sie¢ obecnoscia wyraznych stref hamowania wzrostu bakterii
i grzybow mna szalkach Petriego. W przypadku prébki wildkniny poli(laktydu)
niemodyfikowanej, zaobserwowano silny, widoczny wzrost mikroorganizmow, ktory
pokrywat powierzchnie probki kontrolnej (PLA). Wyniki wskazuja, ze powierzchnie
antymikrobowe zawierajace miedz wykazuja skuteczno$¢ w stosunku do bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych oraz wybranych gatunkow grzybow. Mechanizm
odpowiedzialny za zaobserwowany efekt to tzw. , zabijanie kontaktowe” (ang. contact killing),
gdzie mikroorganizmy majace kontakt z miedzig obecng na powierzchni badanych probek
doznaja uszkodzenia blony komoérkowej, co prowadzi do dalszej degradacji ich DNA. [112-
116].

Analiza wlasciwosci biochemicznych kompozytow obejmowata ocene czasu
cze$ciowej tromboplastyny po aktywacji (aPTT), czasu protrombinowego (PT) oraz czasu
trombinowego (TT) (Rys. 6.2.7-6.2.9.), a takze obrazowanie sieci fibrynowej przy uzyciu
skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) (Rys. 6.2.10.). W literaturze naukowej istnieje
luka poznawcza dotyczaca oceny wplywu materialéw wytworzonych z poli(laktydu)
na proces krzepniecia krwi. Uzyskane wyniki wykazaly, ze poli(laktyd) dziata jako aktywator
krzepnigcia, prowadzac do skrocenia czasu krzepniecia w teScie aPTT, ktory ocenia
wewnatrzpochodny tor aktywacji ukltadu krzepniecia, w tym czynnikow XII, XI, IX, VIII, X
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i V. Dodatek miedzi (Cu) w kompozycie modyfikuje efekt aktywacji poprzez interakcje
z czynnikami kontaktowymi, szczegélnie z czynnikiem XII, ktory jest kluczowy w inigjagji
wewnatrzpochodnej drogi krzepnigcia. MiedZ wigze czynniki krzepniegcia, co prowadzi do ich
dezaktywacji i w konsekwencji moze odwrdci¢ aktywacje procesu. Przy odpowiednio
dobranym stezeniu Cu?, nie zaobserwowano istotnego wydluzenia czasu krzepniecia,
co sugeruje, ze modyfikacja z uzyciem miedzi moze by¢ kontrolowana w sposob, ktory nie
powoduje nadmiernego hamowania proceséw krzepnigcia. Nie zaobserwowano istotnych
statystycznie zmian w wartosciach PT i TT, ktdre oceniaja odpowiednio zewnatrzpochodny
i koficowy tor krzepniecia, aktywowany przez czynnik tkankowy, jony wapnia lub trombine.
Oznacza to, ze materialy na bazie poli(laktydu) i miedzi, mimo wplywu
na wewnatrzpochodny tor (XII, XI, IX, VIII), nie wywotuja znaczacych zaklécen w innych
cze$ciach kaskady krzepniecia, co jest istotne z punktu widzenia ich potencjalnych zastosowan
biomedycznych.

aPTT (s)

200
180
160
140
120

100

czas [s]

80 X

N T
40

- ——— e

[JPLA []PLA-Cu(5) M PLA-Cu(10) M PLA-Cu(20) []C

Rysunek 6.2.7. Wplyw badanych kompozytéw PLA-Cu na czas aPTT: PLA; PLA-Cu(5); PLA-Cu(10);
PLA-Cu(20) i C-kontrola [66].
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Rysunek 6.2.8. Wplyw badanych kompozytow PLA-Cu na PT: PLA; PLA-Cu(5); PLA-Cu(10); PLA-
Cu(20) i C-kontrola [66].
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Rysunek 6.2.9. Wptyw badanych kompozytow PLA-Cu na TT: PLA; PLA-Cu(5); PLA-Cu(10);
PLA-Cu(20) i C-kontrola [66].
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(B)

Rysunek 6.2.10. Mikrofotografie ze skaningowego mikroskopu elektronowego: (A) niemodyfikowana

widknina PLA; (B) powierzchnia probki PLA z powiazang siecia fibrynowa, powiekszenie: 1000 x [66].

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wysunac¢ nastepujace wnioski:

opracowano warunki otrzymania kompozytu na bazie poli(laktydu) oraz miedzi;
niemodyfikowany material z poli(kwasu mlekowego) przyspiesza proces krzepniecia,
natomiast jego modyfikacje miedzig moga stanowi¢ sposdb poszukiwania nowych
materiatéw, w ktdrych proces krzepniecia krwi bylby dobrze kontrolowany, oferujac
jednoczesnie dodatkowe efekty przeciwpatogenne;

znaczace wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe i przeciwgrzybicze kompozytu
PLA-Cu sugeruja potencjalne jego zastosowania jako materiat
antybakteryjny/przeciwgrzybiczy.
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Moim wkiadem w prace eksperymentalng byto wytworzenie widknin, opracowanie
i wykonanie modyfikacji materialu z PLA miedzig; wykonanie czesci badann wlasciwosci
fizykochemicznych (analiza powierzchni wlasciwej BET, analiza mikroskopowa), oraz badan
biochemicznych w zakresie krzepnigcia osocza krwi (aPTT i PT).

6.3. Mrozinska, Z.; Ponczek, M.B.; Kaczmarek, A.; éwierczyriska, M.; Kudzin, M.H. Activity
in the Field of Blood Coagulation Processes of Poly(Lactide)-Zinc Fiber Composite Material Obtained
by Magnetron Sputtering. Coatings 2024, 14, 666. DOI: 10.3390/ coatings14060660 [67]

W pracy przedstawilam biochemiczne wiasciwosci kompozytéw poli(laktyd) - cynk
(PLA-Zn). Wpyniki zawarte w artykule sa kontynuacja programu badawczego
ukierunkowanego na opracowywanie antybakteryjnych kompozytéow posiadajacych
aktywno$¢ biologiczna [65,66,117-120].

Celem naukowym przeprowadzonych badant bylo wytworzenie kompozytu
poli(laktyd)-cynk (PLA-Zn), przyspieszajacego procesy krzepniecia krwi, przy jednoczesnym
zachowaniu wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych.

Badane kompozyty PLA-Zn otrzymano metoda napylania magnetronowego,
polegajaca na osadzeniu cynku na wiokninach melt-blown. Do procesu zastosowano target
wykonang z cynku o czystosci 99,99%. Napylanie prowadzonow atmosferze argonu,
pelniacego role gazu obojetnego, przy réznych mocach (350-1000 W) i zmiennym czasie
trwania procesu (5, 10 1 15 minut).

Konfiguracja elektronowa cynku (1s2 2s? 2p® 3s? 3p® 3d1° 4s2 4px° 4py® 4pz°) warunkuje
jego zdolnos¢ do petnienia roli elektro-donora oraz elektro-akceptora [111,121]. Wtasciwosci
te, podobnie jak w przypadku miedzi, sugeruja mozliwos¢ formowania kompozytow
PLA-Zn poprzez wiazania cynk-poli(laktyd), co zostalo schematycznie przedstawione
na Rysunku 6.3.1.

Atomy cynku, rozproszone na powierzchni PLA lub chemisorbowane, zachowuja
swoje wlasciwosci fizykochemiczne, wptywajac na wiasciwosci biologiczne materiatu.
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Rysunek 6.3.1. Spodziewany mechanizm formowania ukladu PLA-Zn (Zn dziala jako donor

elektronéw, Zn jako akceptor elektronow) [67].
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Do charakterystyki fizykochemicznej i strukturalnej kompozytu PLA-Zn zastosowano
nastepujace metody badawcze: absorpcyjna spektrometrie atomowa ze wzbudzeniem
w plomieniu (FAAS), skaningowa mikroskopie elektronowa (SEM) oraz analize powierzchni
wlasciwej metoda BET.

Obrazy widknin wytworzonych z PLA oraz kompozytéw typu PLA-Zn wykonane
za pomoca mikroskopii optycznej przedstawiono na Rysunku 6.3.2., natomiast obrazy SEM
badanych probek na Rysunku 6.3.3.

Analiza SEM umozliwia wykrycie potencjalnych zmian strukturalnych we widknach,
takich jak uszkodzenia lub niewlasciwe ulozenie, ktére moglyby wptyna¢ na skutecznos¢
antybakteryjna materiatu. Analiza morfologii wykazata, ze cynkowe powloki utworzone
na powierzchni widkien PLA sa jednorodne. Cynk nie tylko pokrywa powierzchnie widkien,
lecz rowniez wystepuje pomiedzy nimi, czeSciowo wypelniajac  przestrzenie
miedzywldéknowe. Pomimo zastosowania warunkéw napylania magnetronowego, widkna
PLA nie ulegly uszkodzeniu, a ich struktura wtdknista zostata zachowana.

(B)
Rysunek 6.3.2. Zdjecia mikroskopowe struktury powierzchni PLA (A) i kompozytu PLA-Zn (B) [67].
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(B)
Rysunek 6.3.3. Zdjecia SEM PLA (A) i kompozytu PLA-Zn (B) [67].

Aktywnos¢ antymikrobowa kompozytu PLA-Zn oceniono zgodnie z norma
PN-EN ISO 20645:2006 [100], wyniki badan wykazaty, ze wytworzone kompozyty posiadaja
aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa wzgledem reprezentatywnych szczepdéw bakterii.

Charakterystyka biochemiczna kompozytéw obejmowata ocene czasu cze$ciowej
tromboplastyny po aktywacji (aPTT) oraz czasu protrombinowego (PT) (Rys. 6.3.4.16.3.5.).
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Rysunek 6.3.4. Wptyw badanych kompozytéw PLA-Zn na czas aPTT: PLA; PLA-Zn(5); PLA-Zn(10);
PLA-Zn(15) i C-kontrola [67].
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Rysunek 6.3.5. Wplyw badanych kompozytéw PLA-Zn na czas PT: PLA; PLA-Zn(5); PLA-Zn(10); PLA-
Zn(15) i C-kontrola [67].

Otrzymane wyniki wykazatly, ze materiat wytworzony z poli(laktydu) (PLA) dziata
jako aktywator krzepniecia krwi, skracajac czas krzepnigcia w tescie aPTT, co wptywa
na sprawnos¢ wewnatrzpochodnego szlaku koagulacji (czynniki XII, XI, IX, VIII). PLA
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aktywuje ten szlak poprzez wpltyw na czynniki kontaktowe, takie jak czynnik XII, ktére
uruchamiaja kaskade krzepniegcia. Z kolei kompozyt PLA-Zn wykazywal odwrotny efekt,
niwelujac wplyw PLA na przyspieszenie krzepniecia. Cynk, poprzez swoja zdolnos¢
do wigzania i neutralizagji czynnikdw kontaktowych (zwtaszcza czynnika XII), wydtuza czas
krzepnigcia, co w efekcie opoznia wewnatrzpochodny proces krzepniecia. Dodatkowo, cynk
pelni role elektro-akceptora, ktéry moze interweniowac¢ w procesie aktywagji innych biatek
koagulacyjnych, takich jak czynniki IX i VIII. Jednakze przy odpowiednim doborze ilosci
lub stezenia cynku w kompozycie mozliwe jest wywazenie tych efektéw, taczac dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe cynku z funkcjg stabilizacji skrzepu. W ten sposoéb kompozyt
PLA-Zn moze dziata¢ nie tylko jako material wspomagajacy procesy gojenia ran, poprzez
aktywacje krzepniecia, ale takze przeciwdziata¢ infekcjom, dzigki wlasciwosciom
antybakteryjnym cynku, jednoczesnie stabilizujac utworzony skrzep, co ma istotne znaczenie
w kontekscie zastosowan biomedycznych.

Na podstawie przeprowadzonych badant mozna wysuna¢ nastepujace wnioski:

e opracowano warunki otrzymania nowego kompozytu na bazie PLA w potaczeniu
z cynkiem;

e wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe i przeciwgrzybicze kompozytu PLA-Zn
sugeruja potencjalne zastosowania jako materiat antybakteryjny/przeciwgrzybiczy;

e badania potwierdzily, ze materiat z poli(laktydu) przyspiesza proces koagulacji, a jako
kompozyt z cynkiem moze by¢ nowatorskim materialem wykorzystywanym
w biomedycynie.

Moim wkiadem w prace eksperymentalng byto wytworzenie widknin, opracowanie
i wykonanie modyfikacji PLA cynkiem poprzez napylanie magnetronowe; wykonanie czesci
badann wlasciwosci fizykochemicznych (analiza powierzchni wlasciwej BET, analiza
mikroskopowa), oraz badan biochemicznych w zakresie krzepniecia osocza krwi (aPTT i PT).

6.4. Mrozinska, Z.; Kaczmarek, A.; Swierczyriska, M.; Juszczak, M.; Kudzin, M.H. Biochemical
Behavior, Influence on Cell DNA Condition, and Microbiological Properties of Wool and Wool-Copper
Materials. Materials 2024, 17, 2878. DOI: 10.3390/ma17122878 [68]

W  ramach kontynuaci programu badawczego w obszarze biochemicznej
funkcjonalizacji polimeréw [65,66,117-120], w pracy przedstawitam badania dotyczace
materialu powstalego w wyniku modyfikacji welny miedzia (WO-Cu). Miedz to pierwiastek
przejsciowy wystepujacy gtownie w trzech stanach utlenienia (0, +1 i +2) [111], o dodatnich
potencjatach redoks (Cu*/Cu = 0,52 V; Cu?/Cu = 0,38 V; Cu*/Cu* = 0,52 V) [122] i liczbach
koordynacyjnych 2—4 [111], charakteryzujacego si¢ bogata chemia koordynacyjna [123,124]
oraz szerokim spektrum réznorodnych aktywnosci biologicznych.

Celem niniejszych badann byla ocena wtasciwosci biochemicznych materiatu
powstatego w wyniku fizycznej modyfikacji welny z uzyciem miedzi, a takze analiza
potencjalu widkien welnianych oraz materialéw typu welna-miedz do bezposrednich
interakcji z DNA plazmidowym.

Probki welny zostalty zmodyfikowane poprzez osadzanie na ich powierzchni
metalicznej miedzi za pomoca systemu napylania magnetronowego. Wtokna wetny sktadaja
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sie w 95-98% z biatek (okoto 80-85% keratyny), lipidow (0,1%) i mineratow (0,5%) [37,125-
127]. Struktura taricucha keratynowego zostata przedstawiona na Rysunku 6.4.1.

0 R H 0 R T 0 R |-|| o |

L N N N JL }"»
"-,{ /H( \HLT%]/ \HKTJ\W \cH T/
o R H o] R H o) |R H

— —'n
Rysunek 6.4.1. Struktura taricucha keratynowego (R (AA) = H (Gly); Me (Ala); iPr (Val); iBu (Ile);
sBu (Leu); Bz (Phe); HO-Bz (Tyr); indolilo (Trp); imidazolo-CH, (His); hydroksymetylo (Ser);
2-hydroksypropyl (Thr); merkaptometylo (Cys); metylotiometylo (Met); 4-aminobutyl (Lys);
4-guanidylo-butyl (Arg); karboksymetylo (Asp); karboksyamidometylo (Asn); karboksyetyl (Glu);
karboksyamidometyl (Gln)) [68].
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Konfiguracja elektronowa miedzi umozliwia jej reaktywnos$¢ zaréwno jako dawcy, jak
i akceptora elektronow [111]. Badania fizykochemiczne dotyczace chemisorpcji
aminokwasow/peptydéw oraz miedzi (Rys. 6.4.2.) byly tematem licznych pozydji
literaturowych [125-163].
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Rysunek 6.4.2. Hipotetyczna interakcja miedzi z reprezentatywnymi grupami funkcyjnymi welny:
(1) tancuch peptydowy; (2) grupy hydroksylowe (Ser, Tyr); (3) grupy sulthydrylowe/dwusiarczkowe
(Cys); (4) ugrupowania arylowe (Phe, Tyr, His); (5) grupy aminowe/guanidynowe (Lys, Arg); (6) grupy
karboksylowe/karboksamidowe (Asp, Asn, Glu, Gln) [68].
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Do charakterystyki strukturalnej i fizykochemicznej kompozytu typu welna-miedz
zastosowano zestaw komplementarnych metod badawczych, obejmujacy mikroskopie
optyczna oraz skaningowa mikroskopie elektronowa sprzezona z mikroanaliza rentgenowska
(SEM/EDS), analize powierzchni wlasciwej metoda Brunauera-Emmetta-Tellera (BET)
oraz absorpcyjna spektrometrie atomowa ze wzbudzeniem w plomieniu (FAAS).
Zastosowanie tych technik umozliwito ocene morfologii witokien, stopnia pokrycia
powierzchni warstwa metalu oraz ilosSciowego udziatu miedzi w strukturze materiatu.

Analiza zawartosci miedzi w probkach WO-Cu wykazata jednoznaczng zaleznos¢
pomiedzy czasem trwania procesu napylania a ilosciag zdeponowanego metalu (Rys. 6.4.3.).
W wyniku stopniowego wydltuzania czasu osadzania uzyskano trzy poziomy koncentracji
miedzi w materiale, wykazujace niemal liniowy charakter zaleznosci:

* 5 minut - 3510 mg/kg Cu
¢ 10 minut - 9020 mg/kg Cu
¢ 15 minut - 24 270 mg/kg Cu

16

Y
S N

czas napylania [min]

N &~ O @

o

3510 9020 24270
stezenie Cu [mg/kg]

Rysunek 6.4.3. Zaleznos¢ ilo$ci osadzonego metalu od czasu trwania procesu napylania.

Wyniki analizy EDS potwierdzily obecno$¢ powtoki miedzianej na powierzchni
wildkien welnianych, przy czym obserwowany wzrost wzglednego sygnatu Cu koreluje
z wydtuzeniem czasu osadzania, co wskazuje na sukcesywne narastanie grubosci powloki.

Analiza morfologii powierzchni, obejmujaca obserwacje mikroskopowe (Rys. 6.4.4.)
oraz obrazowanie SEM (Rys. 6.4.5.), wykazala, ze niezmodyfikowane widkna welny
charakteryzowaty sie typowa, keratynowgq strukturg tuskowata, tworzaca sie¢ zachodzacych
na siebie ptatow (Rys. 6.4.4A; 6.4.5A-B) - jest to morfologia powszechnie opisywana
w literaturze jako wzor koronowo-siateczkowy [164], pelniacy istotna funkcje ochronna
i determinujacy wlasciwosci uzytkowe wtokien [165]. Po przeprowadzeniu procesu napylania
miedzi struktura wildkien zachowata swoje cechy morfologiczne, co $wiadczy o braku
degradacji materiatu w warunkach zastosowanego procesu. Jednoczesnie obrazy SEM (Rys.
6.4.5B; 6.4.5D) wskazuja na wygtadzenie powierzchni witodkien, co moze wynikad
z cze$ciowego wypelnienia mikronieréwnosci przez osadzajaca sie warstwe metaliczna.
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Rysunek 6.4.5. Zdjecia SEM badanych prébek welny przed (A, B) i po procesie napylania
magnetronowego (C, D) [68].

Dodatkowo analiza elementarna (technika EDS) w przypadku niemodyfikowanej probki
(WO) wykazala obecnos¢ wegla, azotu, tlenu i siarki, ktére sa gldéwnymi naturalnymi
sktadnikami welny [166] (Rys. 6.4.6. A). Dla probek modyfikowanych przez napylanie
miedzia, zaobserwowano dodatkowy pik odpowiadajacy obecnosci miedzi (Rys. 6.4.6. B).
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Rysunek 6.4.6. Schematy analizy EDS dla probki WO (A) i prébki WO-Cu (B) [68].

Wrtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe materiatow WO-Cu badano metoda dyfuzyjno-
krazkowa, wykorzystujac bakterie Gram-ujemne (E. coli) i Gram-dodatnie (S. aureus)
oraz reprezentatywne gatunki grzyboéw (C. globosum ) zgodnie z normami PN-EN ISO
20645:2006 [100] i PN-EN 14119:2005 [101]. Materialy WO-Cu wykazaly dobry efekt hamujacy
wobec wyzej wymienionych mikrobéw wyrazony strefami zahamowania (od 1 do 3 mm)
i brakiem widocznego wzrostu na/pod probkami (Rysunek 6.4.7.).
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(A) (B) ©

Rysunek 6.4.7. Badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej materiatu WO-Cu wobec E. coli (A),
S. aureus (B) i C. globosum (C), strefy zahamowania wzrostu bakterii/grzybow na szalkach Petriego
[68].

Badania biochemiczno-hematologiczne obejmowaly ocene czasu cze$ciowej
tromboplastyny po aktywacji (aPTT) i czasu protrombinowego (PT) oraz zdolnos¢
do interakcji z DNA w sposob zalezny od czasu.

Wyniki testu aPTT (Rys. 6.4.8. A), ktory ocenia wewnatrzpochodny, tzn. kontaktowy,
mechanizm krzepniecia osocza poprzez aktywacje trombiny i polimeryzacje skrzepu
fibrynowego, wykazaly, Ze czas krzepniecia probek modyfikowanych byt dluzszy
w poréwnaniu do probki niemodyfikowanej oraz probki kontrolnej. Ponadto, wraz
ze wzrostem ilosci osadzonej miedzi metalicznej na powierzchni welny, zaobserwowano
dalsze wydluzenie czasu aPTT. Wyniki te sugeruja, istnienie mozliwego zwiazku miedzy
obecnoscig grup karboksylowych a procesem krzepniecia krwi. [167,168]. Wydtuzony czas
aPTT mozna potencjalnie przypisa¢ obecnosci grup karboksylowych, bedacych czescia
struktury chemicznej welny - gtownie aminokwaséw takich jak kwas glutaminowy i kwas
asparaginowy[169].

Jednoczesnie wykazano, ze ani sama welna, ani material typu wetna-miedz nie miaty
istotnego wplywu na czas protrombinowy (PT) (Rys. 6.4.8. B), co wskazuje, ze materiaty te nie
zakldcaja zewnatrzpochodnego szlaku krzepniecia krwi (gléwnie czynnik VII, I, IIi X).
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Rysunek 6.4.8. Wplyw badanych kompozytéw WO-Cu na aPTT (A) i PT (B): WO, WO-Cu(5);
WO-Cu (10); WO-Cu (15) i C-kontrola [68].

W pracy zbadano mozliwo$¢ bezposredniej interakgji tkaniny wetnianej oraz materiatu
WO-Cu z DNA plazmidowym. W tym celu przeprowadzono test relaksacji plazmidu,
wykorzystujac DNA wyizolowane z komorek E. coli szczepu DH5a. Inkubacja plazmidu
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z probkami WO-Cu wykazata mozliwos¢ tworzenia adduktow DNA lub indukowania
jednoniciowych peknie¢ w nici DNA, co prowadzito do zmian topologicznych czasteczki,
skutkujacych pojawieniem sie formy otwartej kolistej (OC, ang. open circular form).
Obserwowane zmiany moga wynika¢ z udzialu jonéw Cu? w reakci Fentona
lub , Fentonopodobnej”, w ktérej dochodzi do generowania reaktywnych form tlenu (ROS).
ROS, takie jak rodniki hydroksylowe (®*OH), moga atakowac wigzania fosfodiestrowe
w szkielecie DNA, prowadzac do jego degradacji i fragmentacji. Ponadto miedz moze
bezposrednio wigzac¢ si¢ z zasadami azotowymi, powodujac zaklocenia w strukturze
helikalnej oraz destabilizacje konformacyjng czasteczki. Efektem tych oddziatywan
sq obserwowane zmiany w mobilnosci elektroforetycznej plazmidu, wskazujace na jego
relaksacje i przejscie z formy superzwinietej (SC, ang. supercoiled) do formy otwartej kolistej
(OC) [170]. W przeciwienstwie do materiatbw zawierajacych miedz, probki
niemodyfikowanej welny (WO) nie wptywaly istotnie na konformacje plazmidu — uzyskane
wyniki byly poréwnywalne z proba kontrolna (Rys. 6.4.9.A), co potwierdza, ze obserwowany
efekt wynika bezposrednio z obecnosci miedzi na powierzchni materiatu.

Wyniki wskazuja na mozliwos¢ indukcji jednoniciowych uszkodzen DNA
przez wiokna welny w warunkach in vitro. Po przedtuzonej inkubacji (24 h) w probce WO
pojawita sie réwniez forma liniowa plazmidu (L, ang. linear form), natomiast w prébkach WO-
Cu zaobserwowano obecnos¢ smug, co Swiadczy o znacznej degradacji DNA (Rys. 6.4.9. B).

A. B.
1 2 3 4 5 =z 7 8

1

R

ccc

U il -

Rysunek 6.4.9. Test relaksacji plazmidu. Inkubacja przez2h (A)i24 h ( B ) z wtéknami WO i WO-
Cu. Linia 1 — drabinka DNA; linia 2 — plazmid pUC19 (forma superskrecona, CCC); linia 3 —
plazmid pUC19 inkubowany z restryktaza Pstl (forma liniowa, L); wiersze 4-7 — plazmid pUC19
inkubowany odpowiednio z WO, WO-Cu (5), WO-Cu (10) i WO-Cu (15); wiersz 8 — drabinka DNA.
OC, otwarta, okragta forma plazmidu pUC19 [68].

Nasze wyniki wykazaly potencjal materiatéw welniano-miedzianych (WO-Cu)
do bezposrednich interakcji z DNA. Odkrycia te moga by¢ powigzane z aktywnoscig
przeciwdrobnoustrojowa wobec badanych gatunkow. Nalezy jednak podkresli¢, ze zdolnos¢
do interakcji z DNA nie implikuje genotoksycznosci dla ludzi. Nawet jesli miedZ zawarta
w materiatach WO-Cu miataby zdolno$¢ interakcji z genomowym DNA, ludzie dysponuja
skutecznymi mechanizmami naprawy DNA, takimi jak naprawa wycinania zasad (BER,
ang. Base Excision Repair), ktore eliminujq uszkodzenia DNA i zapewniajq stabilno$¢ genomu
[171].
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Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wysunac¢ nastepujace wnioski:

e opracowano warunki otrzymania materialu kompozytowego na bazie welny
(WO-Cu);

e wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe i przeciwgrzybicze WO-Cu sugeruja
potencjalne zastosowania jako material antybakteryjny/przeciwgrzybiczy;

e wykazane wiasciwosci biochemiczno-hematologiczne materiatow
welniano-miedzianych (WO-Cu) moga by¢ wykorzystane przy zastosowaniu ich jako
nowych materialéw w biomedycynie.

Moim wkladem w prace eksperymentalng byto opracowanie i wykonanie modyfikacji
welny miedzig poprzez dobranie parametrow napylania magnetronowego i przeprowadzenie
procesu; wykonanie czesci badan oceny wiasciwosci fizykochemicznych (analiza powierzchni
wiasciwej BET, analiza mikroskopowa), oraz badan biochemicznych w zakresie krzepniecia
osocza krwi (aPTT i PT).

6.5. Mrozinska, Z.; Swierczyriska, M.; Juszczak M.; Wozniak K.; Kudzin, M.H. Poly(Lactide)
Nonwoven Fabric with Iron Coating and Its Biological Properties. Coatings 2024, 14, 1050.
DOI: 10.3390/ coatings14081050 [69]

W pracy przedstawitam sposob wytworzenia oraz ocene wtasciwosci biologicznych
materialu kompozytowego skiadajacego sie z poli(laktydu) oraz zelaza (Fe), wytworzonego
przez nanoszenie zelaza metoda napylania magnetronowego na wiokniny z poli(laktydu)
otrzymane technika melt-blown. Jest to kontynuacja prac nad modyfikacja materialéw na bazie
PLA poprzez nanoszenie warstw metalicznych na ich powierzchnie [66,67,118]. Materialy
na bazie PLA wyrdzniaja sie elastycznos$cia, porowatoscia i biodegradowalnoscia co sprawia
ze posiadaja potencjal wykorzystania w obszarze inzynierii tkankowej, medycyny
regeneracyjnej, opatrywania ran i systemow dostarczania lekow [172,173].

Celem naukowym przeprowadzonych badann bylo wytworzenie materiatu typu
PLA-Fe oraz ocena jego wplywu na mechanizmy krzepniecia krwi, a takze badanie czy
materiat ten wykazuje efekt cytotoksyczny i genotoksyczny wobec komérek PBMCs.

Probki wiokniny z PLA zostaly uzyskane za pomoca techniki pneumotermicznego
formowania widknin, przy uzyciu ukladu skladajacego sie z jednoslimakowej wytlaczarki
laboratoryjnej (melt-blown) (Rys. 6.5.1.). Kompozyty PLA-Fe przygotowano metoda napylania
magnetronowego - osadzaniu cienkiej warstwy zelaza na powierzchni wtokna.
Do przeprowadzenia procesu napylania wykorzystano target z zelaza o czystosci 99,99%.
Proces napylania przeprowadzono w atmosferze argonu (jako gazu obojetnego), stosujac
rozne moce (0,4 i 0,8 kW) oraz rézne czasy procesu (20 i 40 minut).
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(A) (B)
Rysunek 6.5.1. Zdjecie widkniny PLA (A) i kompozytu PLA-Fe (B) [69].

Do wykonania charakterystyki fizyko-chemicznej i strukturalnej kompozytu PLA-Fe
zastosowano nastepujace metody badawcze: spektrometrie atomowa =z absorpgja
przy wzbudzeniu w plomieniu (FAAS), analize mikroskopowa (mikroskopia optyczna
oraz SEM/EDS) oraz analize powierzchni wtasciwej metoda BET.

Analiza powierzchni probek przeprowadzona zostala za pomoca skaningowego
mikroskopu elektronowego (SEM) w potaczeniu z spektroskopia dyspersji energii
promieniowania rentgenowskiego (EDS), metody te umozliwily szczegdtowe badanie
morfologii powierzchni widkniny PLA oraz kompozytu PLA-Fe. Wyniki analizy
mikroskopowej wykazaly, ze powierzchnie probek PLA-Fe charakteryzowaly sie gtadka
i jednolita struktura, bez widocznych skupisk zelaza ani znaczacych aglomeracji (Rys. 6.5.2.).

Int. Det. wD Vac.
Image BSD Full 9.293mm 1.1Pa
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Rysunek 6.5.2.. Zdjecia SEM widkniny PLA (A) oraz kompozytu PLA-Fe (B); widoczne uszkodzenia
struktury widkna [69].

Natomiast technika EDS dostarczyla szczegétowych informacji poprzez pomiar widm
promieniowania rentgenowskiego, gdzie pozycja i intensywno$¢ pikoéw wskazywaly

na obecnos¢ i stezenie pierwiastkéw (Rys.6.5.3.).

Sample Name Experimental Data from Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy (EDS)
Element Element Atomic Weight
Symbol Name Conc.  Conc.
10k C Carbon 48691  41.600
O Oxygen 51309 58.400

PLA
0 i
o T T T T T e T T T T T T T T T o
Element Element Atomic Weight
Symbol Name Conc.  Conc.
C Carbon 48361 39.600
o Oxygen  50.143  54.700
Fe Iron 1497 5700
PLA-Fe@8kwio),
@

Rysunek 6.5.3. Dane eksperymentalne z  spektroskopia dyspersji energii promieniowania
rentgenowskiego (EDS) [69].
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Biochemiczne wlasciwosci kompozytow PLA-Fe oceniono mierzac czas czesciowej
tromboplastyny po aktywacji (aPTT) i czas protrombinowy (PT), czyli przeanalizowano
wplyw nowych materiatéw na mechanizmy krzepniecia osocza krwi (Rys. 6.5.4.). Wyniki
wskazuja, ze materialy PLA-Fe wywieraja jedynie niewielki wptyw na proces krzepniecia
krwi, co skutkuje nieznacznymi zmianami w wartosciach aPTT. Tak minimalny wptyw na czas
aPTT moze by¢ korzystny, poniewaz sugeruje, ze materialy te nie zakidcaja istotnie kaskady
krzepnigcia, dzieki czemu zachowuja naturalne funkcje krzepniecia krwi.

aPTT (s)
60
50
_— .
40 = =
_ g
2]
2 30
3
20
10
0
M rLA [ PLA-Fe(0.4kW/20) [ PLA-Fe(0.4kW/40)
I PLA-Fe(0.8kW/20) I PLA-Fe(0.8kW/40) M C
(&)
PT (s)
20
18
16
14 I e e D e
_ 12
&L,
2 10
3
8
6
4
2
0
HrLA 0 PLA-Fe(0.4kW/20) [ PLA-Fe(0.4kW/40)

I PLA-Fe(0.8kW/20) [ PLA-Fe(0.8kW/40) M C

(B)
Rysunek 6.5.4. Wptyw widknin PLA i PLA-Fe na aPTT (A) oraz na PT (B) [69].

44



Przeprowadzono takze analizy biologiczne na ludzkich jednojadrzastych komdrkach
krwi obwodowej (PBM), obejmujace ocene zywotnosci komorek oraz uszkodzern DNA. W celu
okreslenia zywotno$ci komorek po inkubagji z mieszaninami poinkubacyjnymi PLA i PLA-Fe
zastosowalismy test redukcji rezazuryny. Test ten opiera si¢ na zastosowaniu wskaznikowego
barwnika do pomiaru reakgji utleniania-redukgji, ktére zachodza gtéwnie w mitochondriach
zywych komorek. WykazaliSmy, ze inkubacja komoérek PBM =z mieszaninami
poinkubacyjnymi PLA i PLA-Fe nie powodowata spadku zywotnosci komoérek po 24 i 48
godzinach inkubacji (Rys. 6.5.5.). Nasze wyniki wskazuja na brak wlasciwosci
cytotoksycznych materialow PLA i PLA-Fe wobec komdrek PBM. Wyniki te sugeruja,
ze obecne w materiale PLA Zelazo nie indukuje reakcji Fentona [174]. Podczas reakgji Fentona
moga powstawac wyjatkowo reaktywne rodniki hydroksylowe, ktore wykazuja destrukcyjny
potencjal wobec biomolekut, takich jak DNA, biatka i lipidy [175,176].
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Rysunek 6.5.5. Wptyw mieszanin po inkubacji PLA i PLA-Fe (PLA-Fe(0.4kW/20), PLA-Fe(0.4kW/40),
PLA-Fe(0.8kW/20), PLA-Fe(0.8kW/40)) na zywotnos¢ komoérek PBM po 24 148 godzinach inkubacji [69].

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wysunac¢ nastepujace wnioski:

e opracowano warunki otrzymania nowego kompozytu;

e kompozyty PLA-Fe posiadaly inertny wplywu na procesy krzepnigcia krwi,
a dodatkowo nie wykazaly efektéw cytotoksycznych i genotoksycznych na komorki
PBM;

e wyniki wskazuja, ze modyfikowane zelazem widkniny z poli(laktydu) moga stuzy¢
jako warto$ciowe narzedzia w biomedycynie, oferujac innowacyjne rozwiazania
w zarzadzaniu ranami i urazami, przy jednoczesnym zapewnieniu zgodnosci
z naturalnymi procesami gojenia organizmu.

Moim wkiadem w prace eksperymentalng byto wytworzenie widknin; opracowanie

i wykonanie modyfikacji widknin z PLA Zelazem poprzez napylanie magnetronowe;
wykonanie czesci badan wiasciwosci fizykochemicznych (analiza powierzchni wtasciwej BET,
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analiza mikroskopowa), oraz badan biochemicznych w zakresie krzepniecia osocza krwi
(aPTT i PT).

6.6. Mrozinska, Z.; éwierczyr'lska, M.; Juszczak, M.; Wozniak, K.; Kudzin, M.H. Evaluation of
Antimicrobial Activity, Hemostatic Efficacy, Blood Coagulation Dynamics, and DNA Damage of
Linen—Copper Composite Materials. J. Compos. Sci. 2025, 9, 30. DOI: 10.3390/ jcs9010030 [70]

W badaniach obejmujacych ocene aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, wtasciwosci
hemostatycznych, dynamiki krzepniecia krwi oraz stopnia uszkodzen DNA komorek
wykorzystano kompozyty typu len-miedz (LI-Cu), otrzymane metoda napylania
magnetronowego.

Materialy te stanowig rozwinigcie dotychczasowych prac nad antybakteryjnymi
kompozytami polimerowymi [69,120,177-180] i umozliwily zbadanie potaczenia matrycy
naturalnej z metalem o szerokim spektrum aktywnosci biologiczne;.

Zastosowana w kompozycie matryca Iniana [111,181-189] odznacza si¢ wysoka
biozgodnoscia i jest tradycyjnie stosowana w materialach opatrunkowych, co wynika z jej
naturalnej budowy, chtonnosci oraz wlasciwosci wspierajacych procesy gojenia [182,190,191].
Wiodkna Inu skfadaja sie gltéwnie z celulozy (70,3%), hemicelulozy (14,5%), ligniny (8,6%)
i pektyn (2,0%), a pozostale ok. 5% obejmuje zwiazki fenolowe, resztki biatkowe, popidt
i woski [165,192-195]. Taka struktura chemiczna sprzyja oddzialywaniu z jonami metali oraz
stabilizacji cienkich powlok osadzanych fizycznie. Miedz, zastosowana jako faza aktywna,
wykazuje udokumentowane wiasciwosci przeciwbakteryjne [196-202], przeciwwirusowe
[203-207], przeciwgrzybicze [208-212], przeciwnowotworowe [213-217] oraz hemostatyczne
[217-219], a takze szereg innych efektow biologicznych [220,221], co czyni ja odpowiednim
kandydatem do funkcjonalizacji materialéw przeznaczonych do zastosowant medycznych.
Pomimo wyraznego potencjatu terapeutycznego miedzi oraz leczniczych wlasciwosci wtokien
Inianych, dotychczasowe badania nad ich potaczeniem sa nieliczne i nie obejmuja
kompleksowej oceny wlasciwosci biologicznych kompozytu LI-Cu [222-224].

W niniejszej pracy kompozyty LI-Cu otrzymano metoda napylania magnetronowego,
umozliwiajac kontrolowane zdeponowanie warstwy miedzi na powierzchni dzianiny Inianej.
Przypuszczalny mechanizm oddzialywania osadzanej miedzi z powierzchnia witdkien
Inianych przedstawiono na Rysunku 6.6.1.
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Rysunek 6.6.1. Przypuszczalny mechanizm osadzania si¢ powierzchni miedzi na wiéknie Inianym [70].

Probki LI-Cu poddano kompleksowej charakterystyce obejmujacej testy
fizykochemiczne oraz biologiczne/biochemiczne.

Charakterystyke strukturalng i fizyko-chemiczna materialu len-miedz wykonano
stosujac metody badawcze: absorpcyjna spektrometrie atomowa ze wzbudzeniem
w plomieniu (FAAS) oraz analize powierzchni wlasciwej BET, analize mikroskopowa
(mikroskopia optyczna i SEM).

Zawarto$¢ miedzi w probkach materialu LI-Cu zostala oznaczona za pomoca
plomieniowej spektrometrii absorpcyjnej (FAAS) po wczesniejszej mineralizacji probek.
Wyniki dostarczaja kompleksowej oceny osadzania ilosci miedzi w réznych warunkach
napylania (Tab. 6.6.1.).

Tabela 6.6.1. Wyniki oznaczania zawartosci miedzi w probkach kompozytu LI-Cu metoda FAAS
oraz wartosci powierzchni wilasciwej badanych probek LI-Cu [70].

Zawarto$¢ miedzi Powierzchnia )
Otrzymana probka b wlasciwa Oznaczenie
[g/kg] [Mol/kg]c materialu LI-Cu 24
[m?/g]

LI - - 0,3245 LI
LI-Cu(0.5kW/10min) 5,90 0,093 0,3495 LI-Cu (0,09)
LI-Cu(tkW/10min) 11,20 0,176 0,3927 LI-Cu (0,18)
LI-Cu (0.5kW/30min) 15,74 0,248 0,4185 LI-Cu (0,25)
LI-Cu(1kW/10min) 29,72 0,468 0,4343 LI-Cu (0,47)

2 symbol miedzi we wszystkich nazwach prébek odnosi sie¢ do miedzi metalicznej Cu®. ® liczby w indeksie
gérnym dotycza zastosowanych parametréw napylania (moc (kW) i czas napylania (min)). © stezenie molowe
miedzi — obliczone dla masy czasteczkowej 63,5 g miedzi. ¢ liczba w nawiasach dotyczy okreslonej zawartosci
molowej miedzi w kompozycie, w zaokragleniu do drugiego miejsca po przecinku.
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Powierzchnia wtasciwa (SSA; ang. Specific Surface Aarea) badanych materiatow
wykazuje tendencje wzrostowa wraz ze wzrostem osadzonej masy miedzi (Tab. 6.6.1.).
Powloka miedziana moze wprowadzac¢ chropowato$¢ w skali nano lub tworzy¢ mikropory,
co zwieksza efektywna powierzchnie dostepna dla interakgji, przyczyniajac sie¢ do wzrostu
wartosci powierzchni wiasciwej.

Rysunek 6.6.2. przedstawia morfologie powierzchni probek przed i po procesie
modyfikacji, obserwowana za pomoca mikroskopii optycznej przy réznych poziomach
powiekszenia. Obrazy wyraznie ukazuja skuteczne nalozenie powtoki miedzianej,
co potwierdza znaczaca zmiana koloru. Warstwa miedzi jest widoczna zaréwno
na zewnetrznych widknach dzianiny, jak i na widknach wewnetrznych, siegajac glebiej
w strukture materiatu.

Lens: E100:X100i

(A)

Lens: E500:X1000;

(B)
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Rysunek 6.6.2. Mikroskopowe obrazy optyczne (powiekszenia: x100; x1000) struktury powierzchni
niemodyfikowanej dzianiny Inianej LI (A, B) i materiatu LI-Cu (C, D) [70].

Analiza mikroskopowa SEM materiatow LI-Cu, potwierdza rGwnomierne osadzanie
sie miedzi na powierzchni widkien materiatu (Rys. 6.6.3.).
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(D)
Rysunek 6.6.3. Obrazy uzyskane za pomoca SEM (przy powigkszeniach x3000 i x10 000) struktury
powierzchni niemodyfikowanej dzianiny Inianej LI (A, B) i materiatu LI-Cu (C, D) [70].

Wriasciwosci przeciwdrobnoustrojowe materialéw LI-Cu badano zgodnie z normami:
PN-EN ISO 20645:2006 [100] oraz PN-EN 14119:2005 [101]. Wyniki wskazuja, ze modyfikacja
ograniczania wzrost drobnoustrojow (Rys. 6.6.4.).

probka

bakteria/grzyb
LI LI-Cu(0,47)

E. coli

A. niger
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Ch. globosum

Rysunek 6.6.4. Wptyw probki Inianej (LI) oraz materiatu LI-Cu (0.47) pokrytego miedzig na wybrane
szczepy bakterii i grzybow [70].

Badania biochemiczne miaty pokaza¢ potencjalny wptyw modyfikacji tkaniny Inianej,
na proces krzepniecia krwi. OceniliSmy czas kaolinowo-kefalinowy (aPTT) (Rys. 6.6.5. A)
oraz czas protrombinowy (PT) (Rys. 6.6.5. B). Probki modyfikowane nie wykazaty istotnych
efektéw na te parametry, co sugeruje, ze miedz nie zakldca w znaczacy sposéb procesu
krzepniecia krwi w opracowanej strukturze.

aPTT (s)

55
50
45
40 -
35
30

czas [s]

25
20
15
10

W LI B LI-Cu (0,09) M LI-Cu(0,18) [l LI-Cu (0,25) M LI-Cu (0,47) M C

(A)
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PT (s)

20
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16
B
14 —EE ]
12

10

czas [s]

W LI M LI-Cu(0,09) B LI-Cu(0,18) [ LI-Cu(0,25) M LI-Cu(0,47) M C

(B)
Rysunek 6.6.5 . Wplyw badanych kompozytéw LI-Cuna aPTT (A) i PT (B): LI; LI-Cu(0.09); LI-Cu(0.25);
LI-Cu(0.18); LI-Cu(0.47); i kontrola [70].

Do oceny zywotnosci komorek po inkubagji z probkami Inianymi oraz mieszaninami
po inkubacji LI-Cu zastosowano test redukgji rezazuryny. Wyniki naszych badan wykazaly,
ze inkubacja komodrek PBMC z niemodyfikowana prébka nie wptywata na obnizenie ich
zywotnosci. Z kolei mieszaniny po inkubacji LI-Cu powodowaly zmniejszenie zywotnosci
komorek po 24 i 48 godzinach, przy czym efekt ten zalezal zaréwno od czasu inkubacji, jak
i mocy rozpylania magnetronowego. Wyniki te sugeruja, ze len nie wykazuje wlasciwosci
cytotoksycznych, natomiast kompozyty LI-Cu majq dziatanie cytotoksyczne wobec komodrek
PBMC.

Przy mniejszej mocy rozpylania (0,5 kW) nie stwierdzono zmniejszenia zywotno$ci
komorek o wiecej niz 50%. Natomiast w przypadku rozpylania z moca 1 kW zaobserwowano
gwaltowny spadek zywotnosci komorek, szczegolnie po 48 godzinach inkubacji, gdy wartosci
te spadly ponizej 25%.

Nasze badania sugeruja, ze miedZ wprowadzona w strukture tkaniny Inianej moze
indukowac reakcje Fentona, prowadzaca do wzrostu poziomu reaktywnych form tlenu (ang.
Reactive Oxygen Species, ROS), co moze wywotywac dziatanie cytotoksyczne [174]. Podczas
reakcji Fentona moga powstawac wysoce reaktywne rodniki hydroksylowe, ktore potencjalnie
powoduja uszkodzenia biomolekut, takich jak DNA, biatka czy lipidy [175,176].

Ponad to zbadaliSmy potencjat interakcji pomiedzy mieszaninami poinkubacyjnymi
Inu lub LI-Cu i plazmidowym DNA, stosujac test relaksacji plazmidu. Inkubacja plazmidu
z Inem przez 24 godziny nie zmienila jego konformacji, dajac wyniki podobne do kontroli
negatywnej (sam plazmid pUC19). Jednakze inkubacja z mieszaninami po inkubagji LI-Cu
spowodowata wzrost ilosci formy otwartej kolistej (OC), co wskazuje na zdolno$¢ tych
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mieszanin do interakcji z DNA plazmidowym i indukowania pojedynczych przerw w nici
DNA (Rys. 6.6.6.)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

cccC

Rysunek 6.6.6. Test relaksacji plazmidu. Plazmid pUC19 inkubowano przez 24 godziny w temperaturze
37 °C z Inem oraz mieszaninami po inkubacji kompozytu LI-Cu (LI-Cu (0.09), LI-Cu (0.18), LI-Cu (0.25),
LI-Cu (0.47)), a nastepnie rozdzielono na zelu agarozowym (1%), wybarwiono bromkiem etydyny
i wizualizowano w swietle UV. Linia 1 — drabinka DNA, Linia 2 — plazmid pUC19 (forma superskrecona,
CCC), Linia 3 - plazmid pUC19 inkubowany z restryktaza Pstl (forma liniowa, L), Linie 4-8 — plazmid
pUC19 inkubowany odpowiednio z LI LI-Cu (0.09), LI-Cu (0.18), LI-Cu (0.25) i LI-Cu (0.47),
Linia 9 — drabinka DNA. OC - otwarta kolista forma DNA plazmidowego [70].

Brak réznic miedzy poszczegdlnymi probkami LI-Cu sugeruje, ze jedynie niewielka
ilos¢ miedzi zostala uwolniona do mieszaniny po inkubacji i oddzialtywata z DNA
plazmidowym. Miedz, jeden z najwczesniej znanych $rodkow przeciwdrobnoustrojowych,
jest znana ze zdolnosci do wigzania si¢ z DNA, szczegdlnie w formie Cu?" [225,226].
Dodatkowo jony miedzi moga generowac reaktywne formy tlenu (ROS) poprzez reakcje
Fentona, prowadzac do powstawania wysoce reaktywnych rodnikow hydroksylowych [227].
Nasze wyniki sugerujg, ze materialty LI-Cu moga oddziatywa¢ z DNA, co moze przyczynia¢
sie do ich wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych wobec testowanych organizmdw.

Wyniki badan wykazuja, ze modyfikacja tkanin Inianych miedzia przy uzyciu metody
napylania magnetronowego zwigkszyla ich witasciwosci przeciwdrobnoustrojowe. Analizy
biochemiczne wykazaly, ze len modyfikowany miedzia nie zaburzal prawidlowego procesu
krzepniecia krwi, co potwierdzono stabilnymi wartosciami aPTT i PT. Pomimo Ze materiat
wykazywal pewne wlasciwosci cyto- i genotoksyczne wobec komorek jednojadrzastych krwi
obwodowej (PBM), prébka LI-Cu (0.18) charakteryzowala si¢ najnizsza toksycznoscia,
co sugeruje jej potencjalng przydatnos¢ do dalszych badan na innych typach komorek.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wysunac¢ nastepujace wnioski:

e opracowano warunki otrzymania nowej struktury materiatowej przy wykorzystaniu
proceséw magnetronowych;
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e len modyfikowany miedzia ma duzy potencjat w zastosowaniach medycznych,
zwlaszcza jako material opatrunkowy, gdzie kluczowe znaczenie maja zaréwno
skutecznosc¢ przeciwdrobnoustrojowa, jak i biozgodnos¢.

Moim wkiadem w prace eksperymentalng bylo opracowanie i wykonanie modyfikagji
materiatu wtoknistego z Inu miedzig poprzez napylanie magnetronowe; wykonanie czesci
badant wlasciwosci fizykochemicznych (analiza powierzchni wtasciwej BET, analiza
mikroskopowa), oraz badan biochemicznych w zakresie krzepniecia osocza krwi (aPTT i PT).

6.7. Kudzin, M.H.; Mrozinska, Z.; Kaczmarek, A.; Chrusciel, J.J.; Pinar, A.; Sulak, E.; Shah,
S.AR,; Juszczak, M.; Wozniak, K.; Ponczek, M.B. Development of Iron-Modified Cotton Material:
Surface Characterization, Biochemical Activity, and Cytotoxicity Assessment. Coatings 2025, 15(6),
663. DOI: 10.3390/coatings15060663 [71]

W pracy przedstawitam sposob wykonania oraz wiasciwosci biochemiczne materiatu
kompozytowego (COT-Fe) skladajacego si¢ z bawelny (COT) oraz zelaza (Fe). Tkanine
bawelniana modyfikowalam powtoka zelaza uzyskang metoda rozpylania magnetronowego.
Bawelna (COT) jest obecnie najczesciej stosowanym materiatem opatrunkowym
do tamowania krwawienia [73,74,228]. Charakteryzuje si¢ przepuszczalnoscia powietrza,
wysoka chfonnoscig krwi oraz brakiem reakgji alergicznych [73,74,228]. Efekt hemostatyczny
bawelny zwiazany jest z adhezja ptytek krwi do sieci widkien bawetianych oraz duza
chtonnoscig krwi, co sprzyja tworzeniu skrzepu [228]. Zdolnos¢ bawelny do absorpcji krwi
wynika z jej hydrofilowosci, porowatosci oraz efektu kapilarnego wystepujacego miedzy
splatanymi wioknami [228]. Opracowanie bardziej zaawansowanych opatrunkow
hemostatycznych [73,74] mozna osiagnac poprzez modyfikacje powierzchni bawelny w celu
zwigkszenia jej skuteczno$ci hemostatycznej. Jednym z rozwiazan jest metoda
zaproponowana w pracy, polegajaca na unieruchomieniu na powierzchni materiatu metali
przejsciowych, ktére stymuluja aktywacje wewnetrznego szlaku krzepniecia [229].
Do tych metali naleza m.in. miedz i cynk, ktore byly wczesniej badane przez autoréw [65-68].
Oprécz wspomnianych metali, uwaza si¢, ze rowniez zelazo wykazuje aktywnos¢
hemostatyczna. Wynika to z faktu, ze jony zelaza wspomagaja adhezje i agregacje ptytek krwi
[230]. Z literatury wynika, ze Fe®* moze by¢ réwniez odpowiedzialny za powstawanie
zakrzepow [231]. Ponadto niektére badania sugeruja, ze wlasciwosci utleniajace Fe®*
prowadza do powstawania grup chinonowych, ktére wzmacniajq dziatanie antybakteryjne,
co ma kluczowe znaczenie w zapobieganiu zakazeniom ran [232,233]. Dodatkowo Zelazo
i jego zwiazki sa dobrze znane z wlasciwosci ochrony przed promieniowaniem UV [234,235].
Ma to ogromne znaczenie, poniewaz nadmierne promieniowanie UV jest szkodliwe
dla ludzkiej skory, dlatego ochrona przed UV jest pozadana w przypadku opatrunkéw
[234,235].

Celem niniejszych badan byla kompleksowa ocena wtasciwosci biochemicznych
materiatu powstatego w wyniku fizycznej modyfikacji bawelny z uzyciem miedzi, a takze
analiza potencjalu wtokien bawelnianych oraz materiatéw typu bawelna-zelazo
do bezposrednich interakcji z DNA oraz wplywu na komdrki PBM.

Do charakterystyki strukturalnej i fizykochemicznej materiatu COT-Fe
zastosowano nastepujace metody badawcze: analize mikroskopowa (mikroskopia optyczna
oraz skaningowa SEM/EDS), analize powierzchni wlasciwej metoda BET, absorpcyjna

55


https://doi.org/10.3390/coatings15060663

spektrometrie atomowa ze wzbudzeniem w plomieniu (FAAS), analize UV-VIS
oraz przepuszczalnos¢ powietrza i strukture tkaniny.

Wyniki zaprezentowane w Tabeli 6.7.1 umozliwily analize ilosci zdeponowanego
zelaza oraz ocene efektywnosci procesu rozpylania magnetronowego na podiozu.
Stwierdzono, Ze zwigkszanie czasu osadzania i mocy rozpylania prowadzi do wzrostu
strumienia jondw i atomoéw Fe docierajacych do powierzchni podtoza, co skutkuje wyzsza
szybkoscia narastania powloki. Najwigkszy udzial w budowaniu grubosci warstwy wykazuje
czas osadzania, ktory bezposrednio determinuje catkowita , fluencje” Zelaza na matryce.
WydluzZenie procesu depozycji prowadzi do formowania grubszej powtoki zelaza, co znajduje
odzwierciedlenie w zwigkszonej zawartosci Fe okreslanej metoda AAS/ICP. Jednoczesnie
rosnaca grubos¢ osadzanej warstwy wplywa na stopniowe zamykanie mikro- i mezoporéw
charakterystycznych dla struktury widkien bawelny. Pokrycie podloza zelazem skutkuje
znacznym obnizeniem catkowitej objetosci poréw (ponad 50%) oraz powierzchni wtasciwej,
co potwierdzaja wyniki analizy BET. WyzZsza moc rozpylania intensyfikuje zjawiska jonizacji
oraz energie kinetyczna czastek docierajacych do powierzchni widkien, sprzyjajac
formowaniu bardziej zwartej, jednorodnej powtoki. Zjawisko to prowadzi do dalszej redukcji
parametréw porowatosciowych, wynikajacej z efektywniejszego wypelniania przestrzeni
miedzywldknistych oraz wygtadzania topografii. Mechanizm ten jest spdjny z wczesniejszymi
obserwacjami dotyczacymi depozycji metali na wldknistych matrycach polimerowych
[65-68], w ktorych wysokowydajne procesy PVD (ang. Physical Vapor Deposition) prowadzilty
do istotnych zmian morfologicznych wynikajacych z rearanzacji powierzchni i postepujacej
densyfikacji warstwy. Wyniki przedstawione w Tabeli 6.7.1. pozwolity na szczegdétowa analize
zawartosci zelaza w probkach i oceng skutecznosci procesu rozpylania magnetronowego.

Tabela 6.7.1. Zawartosci zelaza i wyniki badan wtasciwosci powierzchni, w tym powierzchni wlasciwej

i catkowitej objetosci porow [71]

L. Calkowita objetos¢ Powierzchnia
L Zawartos¢ zelaza , . .
Nazwa probki [e/kg] porow wlasciwa
8 [cm?/g] [m?/g]
COT 0 7125x10° 0,7216
COT-Fe (0,5kW/10min) 0,638 3,331x10° 0,7122
COT-Fe (1kW/10min) 1,043 3,249 x 10° 0,7085
COT-Fe (0,5kW/30min) 2,187 2,643 x 107 0,6130
COT-Fe (1kW/30min) 3,562 2411x107 0,6059
COT-Fe (1,5kW/40min) 20,41 2,118x 10° 0,5155

Wyniki analizy EDS potwierdzity obecnos¢ powtoki zelaza na powierzchni widkien
bawelnianych. Obserwowany wzrost wzglednej zawartosci zelaza jest efektem zwigkszajacej
sig grubosci powtoki w wyniku wydtuzonego czasu osadzania.

Analiza topografii powierzchni przeprowadzona metoda obserwacji mikroskopowych
(Rys. 6.7.1.) potwierdza skuteczng depozycje zelaza na wtdknach tkaniny, czego pierwszym
makroskopowym wskaznikiem jest wyrazna zmiana barwy materiatu. Obserwacje
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mikroskopowe ujawniajg ciagla, jednorodnie rozlozona warstwe metalu, pokrywajaca
zarowno widkna zewnetrzne, jak i struktury znajdujace si¢ w glebszych warstwach tkaniny.
Zasieg penetracji powtoki wskazuje na efektywny transport plazmowy atoméw Fe w glab
porowatej struktury widknistej, umozliwiajacy pokrycie wildkien w przestrzeniach
miedzywldknistych i trudno dostepnych obszarach materiatu.

Lens: E100:X100
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(D)

Rysunek 6.7.1. Mikroskopowe obrazy optyczne (powiekszenia: x100; x500) struktury powierzchni
niemodyfikowanej tkaniny bawelnianej (A, B) i materiatu COT-Fe (C, D) [71].

Analiza SEM witodkien bawelny (Rys. 6.7.2. A i B) potwierdzita ich charakterystyczna
morfologie, obejmujaca wydtuzone, sptaszczone i rownolegle utozone wtdkna o stosunkowo
gladkiej powierzchni oraz jednorodnej architekturze celulozowej. Struktura ta, zdominowana
przez system kanatow i mikroporéw, odgrywa kluczowa role w determinowaniu
mechanizméw oddziatywania z plazma podczas procesow depozycji PVD. Zrozumienie
topografii wyjsciowej jest niezbedne do prawidlowej interpretacji zmian wynikajacych
z napylania magnetronowego, poniewaz wlasciwosci geometrii widkien wplywaja
na efektywny kat padania czastek, stopien cieniowania (shadowing effect) oraz dystrybucje
energii osadzanych atomoéw.

Analiza SEM prébek COT-Fe (Rys. 6.7.2. C i D) jednoznacznie potwierdzita skuteczna
i rownomierng depozycje zelaza, obejmujaca zarowno powierzchni¢ wtokien zewnetrznych,
jak i struktury zlokalizowane w glebszych warstwach tkaniny. Obecnos¢ ciaglej warstwy
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metalicznej na widknach wewnetrznych wskazuje, ze strumient atomow Fe generowany
w warunkach magnetronowych wykazywat odpowiednio wysoka energie kinetyczna,
umozliwiajac penetracje porowatej geometrii materialu oraz depozycje w obszarach
czeSciowo ostonietych. Jest to zgodne z modelem transportu plazmowego, w ktérym
dominuja procesy dyfuzji wtornej i odbi¢ wtornych (re-emission) zwiekszajace gltebokosc¢
pokrycia.

Obserwowane zmiany morfologiczne - w tym lokalne zaburzenia ulozenia wtdkien,
czesciowa densyfikacja powierzchni oraz wygladzenie topografii wynikajace z wypetiania
mikroprzestrzeni warstwa Fe - stanowia bezposrednia konsekwencje interakcji atomdéw
o wysokiej energii z powierzchnia celulozy. Zjawiska te wskazuja, Ze proces napylania
prowadzi nie tylko do nanoszenia ciaglej powloki metalicznej, lecz takze
do mikrostrukturalnej reorganizacji wtokien, bedacej wynikiem oddziatywania
energetycznych czastek oraz lokalnej akumulacji materialu w  przestrzeniach
miedzywldknistych.




Fw HV Int. Det.
104 prr 5KV Image BSD Ful

Rysunek 6.7.2. Obrazy uzyskane za pomocg SEM (przy powiekszeniach x5000 i x10000) struktury
powierzchni niemodyfikowanej tkaniny bawetnianej COT (A, B) i materiatu COT-Fe (C, D) [71].

Na rysunku 6.7.3. przedstawiono widma transmisji w zakresie dlugosci fali
200-800 nm dla probek bawelny przed i po modyfikacji zelazem. Modyfikowane probki
wykazujg istotnie obnizong transmisje Swiatta w poréwnaniu do prébki niemodyfikowanej,
co przypisuje si¢ obecnosci warstwy zelaza (Tab. 6.7.2.). Szczegolnie zauwazalny spadek
transmisji wystepuje w zakresie 250450 nm, a jego skala zalezy od zawartosci Fe
na powierzchni struktur widknistych.
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Rysunek 6.7.3. Porownanie widm transmisji [%T] dla tych samych kompozytow COT oraz COT-Fe

zarejestrowanych w zakresie dtugosci fal 200-800 nm [71]

Ponad to modyfikacja tkaniny bawelnianej zelazem poprawila wlasciwosci ochronne
przed promieniowaniem UV. Wspdtczynnik UPF (ang. Ultraviolet Protection Factor)
wyznaczony zgodnie z norma EN 13758-1:2002 [236] wzrost z 3,29 (COT) do 18,22 (COT-Fe
(1,5 kW/40")) (Tab. 6.7.2.).

Tabela 6.7.2. Warto$¢ wspdtczynnika UPF oraz $rednia transmisja dla probek tkaniny bawetnianej przed
i po modyfikacji zelazem [71].

COT-Fe COT-Fe COT-Fe COT-Fe COT-Fe

coT (0.5kW/10”) (0.5kW/30’) (1kW/10) (1kW/30’) (1.5kW/40’)
UPF 3.29 9.27 13.62 9.97 16.75 18.22
$rednia %T,
A=290-400 31.81 10.56 6.87 9.02 5.75 4.72
nm

Chociaz niewielkie dawki promieniowania w zakresie UVB moga wspierac gojenie ran
(poprzez synteze witaminy D i dziatanie przeciwdrobnoustrojowe), nadmierna ekspozycja
na promieniowanie UVA i UVB moze hamowac regeneracje tkanek wskutek stresu
oksydacyjnego, stanow zapalnych i uszkodzen DNA [234,235]. Dlatego uzyskana poprawa
ochrony UV po modyfikacji zelazem jest istotna w kontek$cie zabezpieczenia ran przed
szkodliwym promieniowaniem.

Badania biochemiczne materialu skupily si¢ na ocenie czasu aPTT
(Rys. 6.7.4. A) oraz czasu PT (Rys. 6.7.4. B). Dane wykazaty brak istotnych zmian w czasach
krzepniecia dla probek bawelny po modyfikacji w poréwnaniu z probka kontrolna
(niemodyfikowanga), co wskazuje, ze modyfikacja powierzchniowa Zzelazem nie wplywa
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na zdolno$¢ materialu do inicjowania procesu krzepniecia - powloka napylonego Zelaza
nie oddziatuje na fizjologiczny proces krzepniecia.

aPTT (s)
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Rysunek 6.7.4. Wplyw badanych kompozytéw COT-Fe na aPTT (A) i PT (B): COT; COT-Fe(0,5kW/10');
COT-Fe(0,5kW/30'); COT-Fe(1kW/10'); COT-Fe(1kW/30"); COT-Fe(1,5kW/40") i kontrola [71].

Mimo ze testy aPTT i PT nie wykazaly istotnych zmian systemowych w czasie
krzepniegcia, nalezy zauwazy¢, ze krzepniecie krwi w miejscu rany nie zalezy wylacznie
od aktywacji kaskady krzepniecia. Wiasciwosci powierzchniowe materialéw np. opatrunkow
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— takie jak topografia, sktad chemiczny i fadunek — moga wptywac na adhezjg, aktywacje
i agregacje plytek krwi. Literatura wskazuje, Ze jony zZelaza (szczegdlnie Fe*) moga lokalnie
wspomagac aktywacje ptytek krwi i tworzenie zakrzepéw poprzez oddziatywanie z biatkami
btony komorkowej plytek oraz procesy oksydacyjne [230,231]. Dlatego tez poprawa potencjatu
hemostatycznego COT-Fe moze wynika¢ z efektéw lokalnych na styku materiat-krew, a nie
z systemowego wplywu na czynniki krzepniegcia.

Wyniki oznaczenn wskaznika TBARS (Tab. 6.7.3.) wskazuja, ze bawelna pokryta
zelazem wykazuje wlasciwosci antyoksydacyjne — zaobserwowano zmniejszenie peroksydacji
lipiddow w poréwnaniu do bawelny niemodyfikowanej. Modyfikacja metalicznym zelazem
moze mie¢ znaczenie w fagodzeniu stresu oksydacyjnego towarzyszacego stanom zapalnym
i uszkodzeniom tkanek po urazie oraz w procesie gojenia ran. Co istotne, aktywnos¢
antyoksydacyjna tak zmodyfikowanego materiatu nie wplywa negatywnie na krzepniecie
krwi, co potwierdza neutralnos¢ powloki napylonego zelaza wobec fizjologicznych
mechanizmdéw tworzenia skrzepu.

Tabela 6.7.3. Wyniki oznaczenn TBARS dla probek tkaniny bawelnianej niemodyfikowanej (COT)
i modyfikowanej (COT-Fe) [71]

C COT-Fe COT-Fe COT-Fe COT-Fe COT-Fe COT
(L5kW/40)  (IKW/30)  (IKW/10)  (0,5kW/30)  (0,5kW/10)
0615 0,705 0,705 0,705 0,321 0,423 0,692 T('i‘;;‘)s

Przeprowadzono  ocen¢  cytotoksycznosci  tkanin = bawelnianych  (COT)
i modyfikowanych zelazem (COT-Fe) wobec komorek PBM za pomoca testu redukcji
rezazuryny. Po 24 i 48 godzinach inkubacji nie odnotowano spadku zywotnosci komorek,
co wskazuje na brak cytotoksycznego dzialania badanych materiatow (Rys. 6.7.5.).
Dodatkowo, nie zaobserwowano oznak reakcji Fentona, ktéra mogtaby zwiekszy¢ poziom
ROS i uszkodzi¢ komorki [174-176].
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Rysunek 6.7.5. Wptyw tkaniny bawelnianej (COT) i modyfikowanej zelazem (COT-Fe (0,5 kW),
COT-Fe (1 kW), COT-Fe (1,5 kW)) na zywotnos¢ komoérek PBM po 24 i 48 godzinach inkubagji [71].
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Wpltyw probek COT-Fe na uszkodzenia DNA w komdrkach PBM oceniono
na podstawie testu kometowego, ktory wykazat brak uszkodzen DNA w komodrkach PBM
po 24 i 48 godzinach inkubacji, niezaleznie od mocy rozpylania (Rys. 6.7.6.).
W przeciwienstwie do kontroli pozytywnej (25 uM HO,), prébki nie wykazywaly
genotoksycznosci, co wskazuje na brak uwalniania zelaza w ilosciach wywotujacych reakcje
Fentona. Wyniki sa zgodne z wczesniejszymi badaniami nad nietoksycznymi nanoczastkami
Mg0.1-y-Fe,Os; [237] oraz stopami Zn-3Cu z dodatkiem Fe, ktore wykazaty dobra biozgodnos¢

[238].
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Rysunek 6.7.6. Wplyw mieszanin po inkubacji bawelny (COT) oraz bawelny z Zzelazem
(COT-Fe (0,5 kW), COT-Fe (1 kW), COT-Fe (1,5 kW)) na uszkodzenia DNA w komdrkach PBM po 24

i 48 godzinach inkubacji [71].

W badaniu testem relaksacji plazmidu pUC19 stwierdzono brak interakcji DNA
z mieszaninami poinkubacyjnymi COT i COT-Fe. Plazmid zachowatl forme superskrecona,
bez obecnosci uszkodzen jednoniciowych czy dwuniciowych. Wyniki wskazuja, ze brak
uwalniania jondw Fe z powierzchni materiatu zapobiega potencjalnym reakcjom z DNA
(Rys. 6.7.7.).
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Rysunek 6.7.7. Test relaksacji plazmidu. Plazmid pUC19 inkubowano przez 24 h (37 °C) z bawelng
i mieszankami bawelniano-zelazowymi po inkubacji (COT-Fe (0,5 kW), COT-Fe (1 kW),
COT-Fe (1,5 kW)), a nastepnie rozdzielono na 2% zelu agarozowym, barwiono bromkiem etydyny
i uwidoczniono w Swietle UV. Linia 1 — drabinka DNA; linia 2 — plazmid pUC19 (forma
superskrecona, CCC); linia 3 — plazmid pUC19 inkubowany z restryktaza Pstl (forma liniowa, L); linie
4-7 — plazmid pUC19 inkubowany odpowiednio z COT, COT-Fe (0,5 kW), COT-Fe (1 kW),
COT-Fe (1,5 kW); linia 8 — drabinka DNA. OC — otwarta, kolista forma DNA plazmidowego [71].

Wyniki badann wskazuja, ze modyfikacja tkaniny bawelnianej Zelazem metoda
napylania magnetronowego poprawita jej wlasciwosci biochemiczne - zwigkszyta aktywnosc¢
antyoksydacyjna bez negatywnego wptywu na krzepniecie krwi (aPTT i PT). Testy biologiczne
wykazaty brak toksycznosci i uszkodzen DNA w komodrkach PBM oraz brak interakcji
materiatlu z DNA, co wskazuje na bezpieczenstwo stosowania otrzymanych materiatow.
Ponadto wykazano, ze modyfikacja zelazem zapewnia podwyzszenie wlasciwosci
barierowych wobec promieniowania UV, stanowiac dodatkowa warto$¢ materiatu.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wysunac¢ nastepujace wnioski:

e opracowano warunki otrzymania nowej struktury materiatowej
e bawelna modyfikowana zelazem ma duzy potencjat w zastosowaniach medycznych,
np. jako materiat opatrunkowy, gdzie kluczowe znaczenie ma biozgodnos¢.

Moim wkladem w prace eksperymentalng byto opracowanie i wykonanie modyfikacji
tkaniny bawelnianej zelazem poprzez napylanie magnetronowe; wykonanie czesci badan
wlasciwosci fizykochemicznych (analiza powierzchni wlasciwej BET, analiza mikroskopowa,
analiza spektrofotometryczna UV-VIS z wyznaczeniem wspodtczynnika UPF), oraz badan
biochemicznych w zakresie krzepniecia osocza krwi (aPTT i PT) oraz peroksydacji lipidow
(TBARS).
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6.8. Kudzin, M.H.; Mrozinska, Z.; Kaczmarek, A.; Chrusciel, J.J.; Gloc, M.; Zyﬂa, R. Preparation
and ‘Biochemical and Microbial Behavior of Poly(Lactide) Composites with Polyethersulfone and
Copper-Complexed Cellulose Phosphate. Materials 2025, 18, 2954. DOI: 10.3390/ma18132954 [72]

W pracy przedstawiono sposdb wytworzenia oraz charakterystyke wtasciwosci
biochemicznych i mikrobiologicznych kompozytu PLA/PESf/CelP-Cu, zloZonego
z poli(laktydu) (PLA) w polaczeniu z polieterosulfonem (PESf) oraz fosforanem celulozy
kompleksowanym jonami miedzi (CelP—Cu). Poli(laktyd) (PLA) jest biodegradowalnym
i biokompatybilnym polimerem szeroko stosowanym w medycynie, w szczegolnosci
w leczeniu ran, inzynierii tkankowej oraz jako material nos$nikowy w systemach
kontrolowanego uwalniania substangji aktywnych. [102,239-251]. Ograniczenia PLA, takie jak
kruchos$¢ i hydrofobowos¢, mozna zniwelowaé poprzez polaczenie z innymi polimerami,
np. z polisulfonem eterowym (PESf) [252]. PESf cechuje si¢ wysoka stabilnoscia
i wytrzymatoscia, ale jego hydrofobowos¢ ogranicza hemokompatybilnos¢ [252-257]. W celu
poprawy wiasciwosci biologicznych materiatu, dodaje si¢ fosforan celulozy (CelP), ktory jest
biozgodny, hydrofilowy i wiaze czynniki wzrostu oraz jony wapnia [258-265].
Po kompleksowaniu z miedzia (CelP-Cu) zyskuje wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe [266],
a sama miedZ wspomaga gojenie ran i ma udokumentowane dziatanie biobdjcze
[118,119,197,198,205,267-291].

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie kompozytu PLA/PESf/CelP-Cu i ocena
jego wlasciwosci antybakteryjnych oraz wptywu na proces krzepniecia krwi oraz potencjatu
do zastosowan biomedycznych.

Witdknina z PLA zostalta wytworzona metoda pneumotermicznego formowania
(melt-blown), a nastepnie zmodyfikowana polieterosulfonem i fosforanem celulozy,
po czym przeprowadzono kompleksowanie z jonami miedzi przy uzyciu techniki powlekania
zanurzeniowego (dip-coating). Proces modyfikacji widkniny PLA przedstawia rysunek 6.8.1.

K} PLA/PES{/CelP /} PLA/PES{/CelP-Cu
Poli(laktyd) (PLA) PLA/PESf/CelP-Cu

1000 1000

}—- 800 800 AV Vg
— AVa V4
E 600 600
— 400 400 Suszenie
—— 200 200
Polieterosulfon (PESf) Chlorek miedzi (II)

Poliwinylopirolidon (PVP)
1-metylo-2-pirolidon (NMP)
Fosforan celulozy (CelP)

Rysunek 6.8.1. Schemat procedury modyfikacji wtokniny PLA [72].
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Na rysunkach 6.8.2. i 6.8.3. przedstawiono przypuszczalny mechanizm powstawania
kompozytu PLA/PESf/CelP i osadzania miedzi na powierzchni kompozytéw
PLA/PVP/PESt/CelP (PLA/PVP/PESf/CelP — PLA/PVP/PESf/CelP/Cu?).
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Rysunek 6.8.2. Przypuszczalny mechanizm powstawania kompozytéw PLAPLA/PESf/CelP [72].
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Rysunek 6.8.3. Wizualizacja przypuszczalnego mechanizmu osadzania miedzi na powierzchni
kompozytéw PLA/PVP/PESf/CelP (PLA/PVP/PESf/CelP — PLA/PVP/PESf/CelP/Cu?) [72].

Przeprowadzono  kompleksowa  ocene  fizykochemiczna i  biologiczna
w celu scharakteryzowania kompozytu PLA/PESf/CelP-Cu.
Ocena fizykochemiczna obejmowata metody badawcze takie jak: absorpcyjna spektrometria
atomowa ze wzbudzeniem w plomieniu (FAAS) oraz analiza mikroskopowa (mikroskopia
optyczna oraz skaningowa SEM/EDS).

Badanie stezenia miedzi w probkach PLA/PESf/CelP-Cu wykazato niemal wprost
proporcjonalny wzrost zawarto$ci miedzi w probkach kompozytu (0,9155 i 9,5585 mg/kg)
do wzrostu stezenia CuClz uzytego w kapieli zanurzeniowej (11 10%) (Tab. 6.8.1.).

Tabela 6.8.1. Wyniki oznaczania zawartosci miedzi w probkach kompozytu PLA/PESf/CelP-Cu [72].

Zawarto$¢ miedzi

Analizowana probka

[mg/kg] [mMol/kg]/d
PLA 0 0
PLA/PESf/CelP 0 0
PLA/PESf/CelP-Cu-1/ 0.9155 0.0014
PLA/PESf/CelP-Cu-2/" 9.5585 0.015

* zastosowano do modyfikacji 1% roztwor chlorku miedzi (II), ¥ zastosowano do modyfikacji 10%
roztwor chlorku miedzi (II),” zastosowana masa molowa miedzi 63,546 g/mol, ¥/stezenie

milimolowe, ¢ stezenie milimolowe miedzi w kompozycie.

Rysunki 6.8.4. i 6.8.5. przedstawiaja morfologie powierzchni prébek przed i po modyfikagji,
obserwowana za pomoca mikroskopii optycznej i SEM. Widoczna zmiana koloru (Rys. 6.8.4.)
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potwierdza skuteczne nalozenie powloki, ktéora pokrywa zaréwno zewnetrzne,
jak i wewnetrzne obszary wtokna wtokniny PLA (Rys. 6.8.5.).

Niemodyfikowane probki PLA wykazuja charakterystyczna dla widknin melt-blown
tréjwymiarowa strukture z losowo zorientowanymi wtéknami. Po modyfikacji roztworem
polimerowym i CuCl, obserwuje si¢ wyrazna zmiane morfologii: kontury witdkien staja
si¢ mniej ostro zarysowane, powierzchnia przyjmuje bardziej chropowaty charakter, a liczba
i wielkos¢ poréw ulegaja redukcjii na skutek ich czeSciowego wypelnienia warstwa
kompozytowa.

W prébkach PLA/PESf/CelP-Cu widoczne sa liczne aglomeraty, ktorych ilos¢ zwieksza
sig¢ wraz ze stezeniem CuCl,, co wskazuje na narastajaca depozycje fazy bogatej w jony Cu(Il)
na powierzchni widkien. Obecnos$¢ aglomeratow prowadzi do obnizenia jednorodnosci
powierzchni oraz lokalnych zaburzen w utozeniu widkien. Pomimo czesciowej deformacji
struktury widknistej, ogolna architektura tréjwymiarowej widkniny pozostaje zachowana.
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Rysunek 6.8.4. Mikroskopowe obrazy optyczne (powiekszenia: x50; x500) struktury powierzchni
niemodyfikowanej wiokniny PLA (A, B) i modyfikowanej PLA/PESf/CelP (C, D) oraz PLA/PESf/CelP-Cu
(E, F) [72].

A)
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Rysunek 6.8.5. Zdjecia SEM (powigkszenia: x1000; x5000) niemodyfikowanej widkniny PLA (A, B)
i modyfikowanej PLA/PESf/CelP (C, D) oraz PLA/PESf/CelP-Cu (E, F) [72].

Analiza EDS (Rys. 6.8.6) wykazata obecnos¢ miedzi w probkach PLA/PESf/CelP-Cu, a takze

siarki i fosforu pochodzacych z powtoki (PESf i fosforanu celulozy). Obecno$¢ azotu wiaze
sie z zastosowaniem rozpuszczalnika NMP (N-metylopirolidon).
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Rysunek 6.8.6. Diagramy EDS dla probek PLA i kompozytu PLA/PESf/CelP i PLA/PESf/CelP-Cu [72].

Wiasciwosci  przeciwdrobnoustrojowe materialu PLA/PESf/CelP-Cu badano zgodnie
z normami PN-EN ISO 20645:2006 [100] i PN-EN 14119:2005 [101].

Dla prébek kontrolnych (PLA i PLA/PES{/CelP) zaobserwowano intensywny wzrost kolonii
bakterii i grzybow oraz brak stref inhibicji, co $wiadczy o braku aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej (Rys. 6.8.7.). W przeciwienstwie do nich, kompozyty
PLA/PESf/CelP-Cu wykazaly wyrazne wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe wobec
szerokiego spektrum drobnoustrojow, w tym S. aureus, E. coli, C. albicans, czy A. niger,
generujac strefy inhibicji. Najwigksza skutecznos¢ wykazaly probki PLA/PESt/CelP-Cu(0.015).
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PLA/PES{/CelP-Cu(0.015)

C. globosum

Rysunek 6.8.7. Badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej niemodyfikowanej wtékniny PLA

i kompozytéw PLA/PES{/CelP-Cu wobec S. aureus (a), E. coli (b), K. pneumoniae (c), P. aeruginosa (d),
B. atrophaeus (e), C. albicans (f), S. cerevisiae (g), A. niger (h), C. globosum (i) — strefy zahamowania
wzrostu bakterii/grzybéw w ptytkach Petriego wg norm PN-EN ISO 20645:2006 i PN-EN 14119:2005

[72].

Badania biochemiczne obejmowaly ocene czasu czesciowej tromboplastyny
po aktywacji (aPTT) oraz czasu protrombinowego (PT) (Rys. 6.8.8 i Rys. 6.8.9). Analiza
wynikow wskazuje, ze obecnos¢ jonéw miedzi wpltywata na procesy krzepniecia krwi,
w szczegolnosci poprzez wydtuzenie czasu aPTT, co swiadczy o zahamowaniu wewnetrznej
(kontaktowej) drogi aktywacji krzepniecia. Wyniki sugeruja, ze jony Cu?* moga oddziatywac
na czynniki kontaktowe (np. XI, XII), prowadzac do ich czeSciowej inaktywacji
i w konsekwengji do wydluzenia czasu aPTT [292]. Zmiany te nie byly obserwowane
w przypadku PT, co sugeruje, ze miedz nie oddziatuje na zewnetrzna droge krzepniecia
(czynniki VII, I, I i X)
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BC

Rysunek 6.8.8. Wplyw kompozytéow PLA/PESf/CelP-Cu na czas czeSciowej tromboplastyny
po aktywacji (aPTT). Prébki: C - kontrola osocza, PLA, PLA/PESf/CelP, PLA/PESf/CelP-Cu(0,0014)
i PLA/PES{/CelP-Cu(0,015) [72].
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Rysunek 6.8.9. Wplyw kompozytow PLA/PESf/CelP-Cu na czas potombinowy (PT). Probki:
C - kontrola osocza, PLA, PLA/PES{/CelP, PLA/PESf/CelP-Cu(0,0014) i PLA/PES{/CelP-Cu(0,015) [72].
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Na podstawie przeprowadzonych badart mozna wysuna¢ nastepujace wnioski:

. opracowano warunki otrzymania materiatu kompozytowego (PLA/PESf/CelP-Cu)
na bazie PLA modyfikowango polieterosulfonem (PESf) oraz fosforanem celulozy
kompleksowanym jonami miedzi (CelP-Cu);

. wlasciwosci  przeciwdrobnoustrojowe i przeciwgrzybicze = kompozytow
PLA/PESf/CelP-Cu sugeruja potengjalne zastosowania jako materiat
antybakteryjny/przeciwgrzybiczy;

. materialty PLA/PESf/CelP-Cu nie stwarzajg istotnego ryzyka zaburzen krzepniecia
[65,66,293,294].

Moim wkladem w prace eksperymentalng bylo opracowanie i wykonanie modyfikacji
wldkniny PLA polieterosulfonem i fosforanem celulozy oraz kompleksowanie z jonami
miedzi; wykonanie czesci badant wlasciwosci fizykochemicznych (analiza mikroskopowa)
oraz badan biochemicznych w zakresie krzepniecia osocza krwi (aPTT i PT).
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7. Podsumowanie

Niniejsza Rozprawa Doktorska przedstawia wieloetapowy program badawczy
obejmujacy opracowanie, funkcjonalizacje i szczegdlowa charakterystyke materiatow
polimerowych i wildknistych ~ modyfikowanych ~ metalami o  aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej i koagulacyjnej. Badania obejmowaly zaréwno polimery
syntetyczne, jak i naturalne, co pozwolilo przeanalizowac¢ zaleznosci pomiedzy strukturag
matrycy, wlasciwosciami fizykochemicznymi oraz interakcjg z metalami podczas modyfikacji
powierzchniowej. W toku badant udowodniono, Ze funkcjonalizacja polimeréw metalami
moze by¢ skutecznym narzedziem do precyzyjnego ksztaltowania wtasciwosci biologicznych
biomateriatow, w tym aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i hemostatycznej, co stanowi
wspolne podstawy funkcjonalne dla wszystkich otrzymanych kompozytow.

W Pracy Doktorskiej wykazano, ze funkcjonalizacja polimerdéw i materiatdéw widknistych
metalami wymaga odrebnej, precyzyjnie kontrolowanej procedury technologicznej dla kazdej
matrycy. Powyzszy fakt, wynika z rdéznic w przewodnictwie cieplnym, energii
powierzchniowej, morfologii wtokien oraz zrdznicowanej odpornosci termicznej,
co determinuje ryzyko degradacji podczas procesow wysokoenergetycznych. Opracowane
procedury funkcjonalizacji okazaty sie¢ unikatowe dla kazdej matrycy, co jednoznacznie
podkresla konieczno$¢ indywidualnego doboru parametréw procesu, zwlaszcza
w fizycznych technikach wysokoenergetycznych. W szczegdlnosci procesy magnetronowe
wymagaly restrykcyjnej kontroli parametréw (moc, czas, cisnienie, odleglo$¢ target-substrat),
poniewaz nawet niewielkie odchylenia prowadzily do przegrzewania, znieksztalcen
lub lokalnej depolimeryzacji materiatow. Kazdy proces przedstawiony w Rozprawie byt
zatem samodzielnym do$wiadczeniem technologicznym.

Dodatkowym, istotnym elementem realizacji niniejszej Pracy bylo opracowanie
oraz dostosowanie procedur analitycznych umozliwiajacych wiarygodna ocene aktywnosci
hemostatycznej i bezpieczenstwa biologicznego modyfikowanych materiatéw widknistych.
Powyzsze zadanie wymagato rozwiniecia metodyki badan koagulacyjnych (PT, aPTT, TT)
dla probek bedacych materiatami polimerowymi o strukturze porowatej, w szczegoélnosci
standaryzacji warunkéw kontaktu material-osocze oraz sposobu interpretacji parametréw
krzepnigcia w obecnosci aktywnych powierzchni metalicznych. Ponadto w ramach planu
badawczego Rozprawy udoskonalono i zaadaptowano procedure testu kometowego
(ang. comet assay) do oceny integralnosci DNA komorek PBMC eksponowanych na badane
kompozyty, co umozliwito identyfikacje potencjalnych efektéw cytotoksycznych
i genotoksycznych. Opracowane metody analityczne stanowiq wazny wklad metodyczny
pracy i moga by¢ wykorzystywane w dalszych badaniach nad biomateriatami
o wlasciwosciach prokoagulacyjnych i przeciwdrobnoustrojowych.

Przeprowadzone badania umozliwily otrzymanie szeregu nowych struktur
materiatowych o kontrolowanych wtasciwosciach biologicznych i tak:

* Opracowano i dostosowano warunki procesu funkcjonalizacji tkaniny bawelnianej metoda
dip-coating z wykorzystaniem alginianu i jonow miedzi(Il), prowadzacy do otrzymania
kompozytu bawelna-alginian-Cu o stabilnych wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych
oraz z kontrolowana aktywnoscig koagulacyijna [65].

e Otrzymano kompozyt PLA-Cu, charakteryzujacy si¢ jednoznacznie potwierdzona
aktywno$cia przeciwbakteryjna i przeciwgrzybicza oraz mozliwoscia modulowania procesow
krzepnigcia krwi, co wskazuje na jego potencjal aplikacyjny w biomateriatach
o wlasciwosciach przeciwpatogennych [66].
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* Opracowano proces funkcjonalizacji widknin PLA cynkiem, uzyskujac kompozyty PLA-Zn
wykazujace aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa i modulujacy wptyw na wewnatrzpochodny
tor krzepniecia; ich wlasciwosci biologiczne wskazuja na mozliwos¢ zastosowania
w materialach opatrunkowych oraz innych zastosowaniach biomedycznych, takich jak
materialy hemostatyczne czy powierzchnie przeciwdrobnoustrojowe [67].
¢ Otrzymano kompozyt wema-Cu, w ktorym aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa
oraz wlasciwosci hemostatyczne zaleza od zawartosci miedzi, co umozliwia precyzyjne
dopasowanie parametrow materiatu [68].
e Otrzymano kompozyt PLA-Fe, wykazujacy brak cytotoksycznosci i genotoksycznosci
oraz neutralny wplyw na uklad krzepnigcia, co w potaczeniu z jego wlasciwosciami
strukturalnymi wskazuje na mozliwos¢ wykorzystania go jako biozgodnego materiatu
w zastosowaniach medycznych [69].
* Opracowano proces funkcjonalizacji Inu miedzia, uzyskujac kompozyt LI-Cu o wysokiej
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej oraz zachowanej biozgodnosci, co potwierdza jego
uzytecznos¢ jako potencjalnego materialu biomedycznego [70].
* Przeprowadzono funkcjonalizacje tkaniny bawelnianej Zelazem, prowadzac do otrzymania
kompozytu COT-Fe, ktory ogranicza peroksydacje lipidow, nie wplywajac przy tym
na kaskade krzepniecia ani na zywotnos¢ i integralno$¢ materialu genetycznego komorek,
co podkresla jego wysoki poziom bezpieczenistwa biologicznego [71].
* Opracowano zlozony kompozyt PLA/PESf/CelP-Cu, taczacy wlasciwosci poli(laktydu),
polieterosulfonu i fosforanu celulozy kompleksowanego jonami Cu(Il); materiat ten wykazuje
aktywnos¢ antybakteryjna i przeciwgrzybicza przy braku istotnego wplywu na procesy
krzepniecia, co czyni go obiecujacym kandydatem do zastosowan biomedycznych [72].
Ostatecznie przedstawione w Pracy Doktorskiej struktury materialowe wykazuja
potencjatl aplikacyjny w biomedycynie, obejmujacy m.in. aktywne systemy opatrunkowe,
materialy hemostatyczne, struktury wspierajace procesy regeneracjii tkanek oraz inne
rozwigzania wymagajace kontrolowanej aktywnosci biologicznej. Zachowane bezpieczenistwo
biologiczne otrzymanych ukltadéw polimerowych potwierdza zasadnos¢ dalszych prac nad
ich rozwojem i walidagja.
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