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4. Omowienie osiagnie¢¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z
pozn. zm.). Omowienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia przedmiotowych
osiagnied, jak i w sposob precyzyjny okresla¢ indywidualny wklad w ich powstanie,
w przypadku, gdy dane osiagnie¢cie jest dzielem wspoélautorskim, z uwzglednieniem
mozliwosci wskazywania dorobku z okresu calej kariery zawodowej.

A. Tytul osiagni¢cia naukowego:
Metody otrzymywania funkcjonalizowanych protez naczyniowych

B. Publikacje wchodzace w sklad osiagni¢cia

Na cykl sktada si¢ 10 artykutéw (H1-H10) oraz jeden patent (H11). Prace H2-H10 zostaly
opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora. Praca H1 powstala przed uzyskaniem stopnia
doktora (zgodnie z wytycznymi zawartymi w Poradniku Habilitanta Rady Doskonato$ci
Naukowej mozliwe jest wykazanie dorobku powstalego przed nadaniem stopnia doktora).

(H1) B. Butruk, M. Trzaskowski, T. Ciach*: Fabrication of biocompatible hydrogel
coatings for implantable medical devices using Fenton-type reaction, Materials Science &
Engineering C - Materials for Biological Applications, 2012, vol. 32, nr 6, s.1601-1609

IF = 2,404 (7,9) MEIN = 25 pkt (20) cytowania = 25

(H2) B. Butruk-Raszeja*, 1. Lojszczyk, T.Ciach, M. Koscielniak—Ziemniak,
K. Janiczak, R. Kustosz, M. Gonsior: Athrombogenic hydrogel coatings for medical devices
— Examination of biological properties, Colloids and Surfaces B— Biointerfaces, 2015, vol.
130, s. 192-198

IF=3,902 (5,8) MEIiN = 35 (100) pkt cytowania = 16

(H3) B. Butruk-Raszeja*, M. Dresler, A. Kuzminska, T. Ciach: Endothelialization
of polyurethanes: Surface silanization and immobilization of REDV peptide, Colloids and
Surfaces B— Biointerfaces, 2016, vol. 144, s. 335-343

IF = 3,887 (5,8) MEIiN = 35 (100) pkt cytowania = 23

(H4) B. Butruk-Raszeja*, P. Trzaskowska, A. Kuzminska, T. Ciach: Polyurethane
modification with acrylic acid by Ce(IV)-initiated graft polymerization, Open Chemistry,
2016, vol. 14, nr 1, 5.206-214

IF =1,027 (2,3) MEIiN = 14 (70) pkt cytowania =5

(HS) B. Butruk-Raszeja*, A. Kuzminska, T. Ciach, I. Adipurnama, M.—Ch. Yang:
Endothelial cell growth on polyurethane modified with acrylic acid and REDV peptide,
Surface Innovations, 2020, vol. 8, nr 1-2, s. 89-104

IF =3,016 (3,5) MEIiN = 40 (40) pkt cytowania = 4
(H6) I. Lopianiak*, B. Butruk-Raszeja Evaluation of sterilization/disinfection
methods of fibrous polyurethane scaffolds designed for tissue engineering applications,
International Journal of Molecular Sciences, 2020, vol. 21, nr 21, s.1-18

IF =5,924 (5,6) MEIiN = 140 (140) pkt cytowania = 11
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(H7) I. Lopianiak, M. Wojasinski, A. Kuzminska, P. Trzaskowska, B. Butruk-
Raszeja*: The effect of surface morphology on endothelial and smooth muscle cells growth
on blow— spun fibrous scaffolds, Journal of Biological Engineering, 2021, vol. 15, nr 1,
s. 1-17

IF = 6,248 (5,6) MEIiN = 140 (140) pkt cytowania = 0

(HS8) Lopianiak 1., Rzempoluch W., Civelek M., Cicha L., Ciach T., Butruk-Raszeja
B*.: Multilayered blow-spun vascular prostheses with luminal surfaces in Nano/Micro
range: the influence on endothelial cell and platelet adhesion, Journal of Biological
Engineering, 2023, vol. 17, nr 1, s.1-17

IF = 5,600 MEiN = 140 pkt cytowania = 0

(H9) B. Butruk-Raszeja*, A. Kuzminska, M. Wojasinski, Z. Piotrowska:
Physicochemical and mechanical properties of blow spun nanofibrous prostheses modified
with acrylic acid and REDV peptide, Coatings, 2020, vol. 10, nr 11, s. 1-20

IF = 2,881 (3,4) MEIiN =100 (100) pkt cytowania = 3

(H10) A.  Kuzminska* B.  Butruk-Raszeja,  A. Stefanowska, T. Ciach:
Polyvinylpyrrolidone (PVP) hydrogel coating for cylindrical polyurethane scaffolds,
Colloids and Surfaces B— Biointerfaces, 2020, vol. 192, s. 1-6

IF=5,268 (5,8) MEiN = 100 (100) pkt cytowania = 21

(H11) T.Ciach, B. Butruk— Raszeja, A. Kuzminska, M. Wojasinski, “Sposob
wytwarzania protez naczyniowych matych $rednic”, data udzielenia patentu 24.06.2021,
numer patentu: 238765

Dane bibliometryczne dla pozycji H1— H10:

Suma IF (liczony dla roku opublikowania pracy) = 40,157
Sredni IF = 4,016

Suma IF2022 = 51,3

Sredni IF202: = 5,13

Suma cytowan publikacji z cyklu (bez autocytowan) = 108
* oznaczono autora korespondencyjnego

Podano wspotczynnik IF z roku publikacji, w nawiasie IF za rok 2022

Podano liczbg punktéw MEIN wg wykazu czasopism obowigzujacego w roku opublikowania
pracy, w nawiasie liczb¢ punktow wg wykazu czasopism z dnia 17.07.2023

cytowania — liczba cytowan bez autocytowan (wg Scopus, z dnia 22.09.2023)

Oswiadczenie dotyczace mojego wktadu autorskiego w powstanie kazdej z powyzszych prac
umiescitam w Zalaczniku 5. O$wiadczenia wspotautorow zawiera Zalacznik 6.
Kopie publikacji zawiera zalacznik 9.
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C. Omowienie celu naukowego oraz wynikow opisanych w cyklu publikacji
stanowiacych osiagniecie naukowe

4.1. Opis kariery zawodowej

Moje zainteresowania naukowe od poczatku mojej aktywnosci zawodowej skupialy si¢
na tematyce z pogranicza chemii, nauk technicznych, biologii i medycyny. Studiowatam
Biotechnologi¢ na Politechnice Warszawskiej (studia magisterskie, 2003-2008) oraz Biologi¢
w Szkole Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie (studia licencjackie, 2006-2010).
W 2008 roku obronitam prace magisterska, ktorej tematyka dotyczyla metod wytwarzania
implantow kostnych. Jednocze$nie kontynuowatam studia na kierunku Biologia, gdzie w 2010
roku obronitam prace licencjacka dotyczaca badania mozliwo$ci wykorzystania narzedzi
genomicznych w diagnostyce chorob kardiologicznych.

W 2008 roku rozpoczetam studia doktoranckie na Wydziale Inzynierii Chemicznej 1
Procesowej (2008-2013). W tym okresie poznatam i nauczylam si¢ wykorzystywaé narzgdzia,
jakie oferuje inzynieria chemiczna w rozwigzywaniu problemow z obszarow biomedycznych.
Dziatalno$¢ naukowa na studiach doktoranckich to przede wszystkim praca w ogoélnopolskim
projekcie Polskie Sztuczne Serce, koordynowanym przez Fundacj¢ Rozwoju Kardiochirurgii
im. Prof. Zbigniewa Religii w Zabrzu. Projekt miat na celu rozw¢j technologii prowadzacych
do stworzenia nowej generacji komér wspomagania pracy serca. Moim zadaniem byto
opracowanie technologii hydrofilizacji powierzchni polimeréw medycznych celem poprawy
ich biozgodnosci. Rozpoczgtam m.in. prace nad pokryciami hydrozelowymi bazujagcymi na
poliwinylopirolidonie, opracowalam rowniez pokrycia hydrofilowe bazujace na fosfolipidach.

Podczas studiow doktoranckich odbytam staz naukowy w grupie prof. Seifaliana na
University College London (2010). Profesor Alexander Seifalian jest wspotautorem ponad 500
artykutéw z zakresu inzynierii biomaterialow oraz syntezy nowych polimeréw do zastosowan
biomedycznych. Podczas pracy w jego zespole miatam okazj¢ nauczy¢ si¢ nowych technik
m.in. technik hodowli komoérkowych in vitro, technik wytwarzania i analizy nowych
biomateriatow. Byt to staz, ktory silnie ukierunkowat moja dalsza aktywno$¢ naukowg — w
niedtugim czasie po powrocie rozpoczetam prace wiasne nad zagadnieniami zwigzanymi z
wytwarzaniem  bioaktywnych  powlok  skutkujacych  endotelializacja ~ powierzchni
biomateriatow. Bratam réwniez czynny udziat w powstawaniu i organizacji pierwszego na
Wydziale pomieszczenia czystego do badan in vitro, przenoszac wiedz¢ zdobyta podczas stazu
na jednostke macierzysta. Niedtugo przed obrong rozprawy doktorskiej udato mi si¢ uzyskac
pierwszy wilasny grant (Preludium, NCN), w ramach ktérego rozwijatam tematyke.

Po uzyskaniu stopnia doktora (2013) postawitam sobie nowe cele badawcze. Skupitam
si¢ na rozwoju kolejnych technologii wytwarzania pokry¢ bioaktywnych, na ktére udato mi si¢
pozyskac¢ finansowanie w ramach kolejnego grantu (Polsko-Norweska Wspotpraca Badawcza,
NCBIiR). Zaczg¢tam réwniez rozwijaé tematyke zwigzang z technologiami wytwarzania protez

naczyniowych — najpierw byla to technologia oparta na procesie inwersji faz w ukladzie
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rozpuszczalnik-nierozpuszczalnik, potem zainteresowalam si¢ procesami wytwarzania
materialow wtoknistych.

W okresie 2016-2019 miatam tacznie ponad 2-letnig przerwe w aktywno$ci zawodowe;j
zwigzang z urlopami macierzynskimi (2016-2017 oraz 2018-2019).

W 2018 r. otrzymatam finansowanie projektu ,,BioGraft — Biomimetyczne protezy
naczyniowe malych $rednic” w ramach konkursu LIDER (NCBiR). Projekt zostat bardzo
dobrze oceniony przez komisje konkursowa i zajal wysokie, czwarte miejsce na liScie
projektow rekomendowanych do finansowania. Otrzymanie finansowania pozwolito mi
zintensyfikowatam badania nad nowymi technologiami wytwarzania protez naczyniowych.
Miatam takze mozliwo§¢ stworzenia swojego pierwszego zespotu badawczego oraz
sprawdzenia si¢ w roli kierownika i koordynatora prac badawczych realizowanych w kilku
o$rodkach. W ramach prac wspotpracowatam m.in. firmg konsultingowa BMC Innovations
(analiza zapotrzebowania rynkowego), YouNick Venture Capital (tzw. ,,preinkubacja”
prowadzona w ramach programu BRIdge Alfa, NCBiR), American Heart of Poland (badania
przedkliniczne). W trakcie realizacji projektu wraz z Zespotem przeszliSmy od etapu idei
bioaktywnej protezy wielowarstwowej (TRL1) do etapu pierwszych badan przedklinicznych
opracowanych protez na modelu zwierzgcym (TRL6).

W trakcie trwania projektu rozpoczg¢tam wspdlprace z grupa badawczg z kliniki
uniwersyteckiej Friedrich—Alexander University (FAU) Erlangen—Niirnberg, zajmujaca si¢
podobng tematyka. W 2022 otrzymatam stypendium wyjazdowe w ramach programu Bekker
(NAWA), ktore umozliwito mi odbycie stazu naukowego w Klinice, nauk¢ nowych technik 1
skorzystanie z unikalnego sprzetu. Podczas pobytu analizowatam mozliwo$¢ wykorzystania
rozwijanych w Klinice technik hodowli w polu magnetycznym do zasiedlania protez
naczyniowych opracowanych przeze mnie w ramach projektu BioGraft. Wspotpraca
zaowocowala m.in. wspdlng publikacja, otrzymaniem wspolnego projektu na kontynuacje
badan nad protezami naczyniowymi (OPUS-LAP, NCN, w trakcie realizacji) oraz zloZzeniem
wspolnego wniosku na dwustronng wymiang akademicka pomigdzy zespolami (NAWA,
wniosek w trakcie oceny).

Moje dalsze plany badawcze obejmuja kontynuacj¢ tematyki — obecnie wraz z
Zespotem przygotowujemy si¢ do kolejnych etapéw badan przedklinicznych, pierwsze
implantacje nowoopracowanych protez planujemy wykona¢ jeszcze w tym roku. W ostatnim
czasie rozpoczg¢tam rowniez badania nad wykorzystaniem technik biodruku w inzynierii

chemicznej i planuj¢ rozwijac si¢ rOwniez w tym obszarze.

4.2. Tematyka osiagni¢cia naukowego
Tematyka niniejszego osiggniecia naukowego zwigzana jest procesami otrzymywania
1 modyfikacji powierzchni protez naczyniowych, ktére moga by¢ stosowane chorobach naczyn
krwionosnych.
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Choroby sercowo-naczyniowe charakteryzuja si¢ jednym z najwyzszych wskaznikow
zachorowalno$ci 1 §miertelno$ci na $wiecie, z szacunkowg liczbg okoto 18 mln zgonoéw w ciagu
ostatnich 30 lat (1). Szacuje si¢, ze §wiatowa roczna liczba zgondéw zwigzanych z chorobami
uktadu krazenia wzrosnie do 2030 roku do 23 milionéw (2). Do najczgstszych choréb uktadu
krazenia naleza choroba wiencowa oraz zawal migé$nia sercowego. Schorzenia te zwykle
zwigzane s3 z wystepowaniem miazdzycy oraz jej konsekwencjami - zwegzeniem i
niedroznoscig naczyn krwiono$nych. Zabiegiem wykonywanym przy zaawansowanych
zmianach w naczyniach krwiono$nych jest zabieg wszczepienia tzw. bajpasu, czyli
pomostowanie naczyn. W przypadku choroby niedokrwiennej serca stosuje si¢ zabieg
pomostowania tetnic wiencowych (CABG - ang. coronary artery bypass grafting). Ztotym
standardem w procedurach pomostowania jest wykorzystanie autologicznych naczyn (tzw.
autograftow), pobranych najczesciej z zyly odpiszczelowej lub tetnicy piersiowej. Problemem,
ktéry czesto uniemozliwia stosowanie tego rozwigzania jest ogolny zly stan zdrowia pacjenta
(W szczegodlnosci mocno zaawansowana miazdzyca), co skutkuje zlg kondycja wspomnianych
naczyn. Na przyktad wsrod pacjentdow wymagajacych pierwotnej rewaskularyzacji konczyn
dolnych az 30% nie ma odpowiedniej zyly autogennej, a w przypadku koniecznosci
przeprowadzenia procedury wtornej liczba ta wzrasta do 50% (3).

W takiej sytuacji alternatywa do przeszczepdéw autologicznych sg syntetyczne protezy
naczyn krwiono$nych. Obecnie dostgpne na rynku rozwigzania to protezy wykonane z
ekspandowanego politetrafluoroetylenu (ePTFE) lub politereftalanu etylenu (PET). Sa to
rozwigzania, ktore daja dobre efekty w przypadku pomostowania duzych naczyn krwiono$nych
(o $rednicy wewngtrznej > 6 mm). Problemem pozostaje pomostowanie naczyn matych srednic
(< 6 mm). Do kategorii naczyn malych $rednic zaliczajg si¢ rOwniez naczynia wiencowe, z
ktérych wigkszo$¢ ma $rednicg¢ ponizej 5 mm (4). Problem ten wynika z wysokiego ryzyka
powstania zakrzepéw wewnatrz protez, co, w potaczeniu z ich matg $rednica moze skutkowaé
catkowitym brakiem drozno$ci wewnatrz protezy. Wykazano, ze stosowanie protez o $rednicy
wewnetrznej < 3 mm wigze si¢ z okoto 2-krotnie wyzszym ryzykiem trombozy (powstawanie
skrzepow) 1 okluzji (zamknigcie §wiatta naczynia) w okresie okotooperacyjnym (do 30 dni od
zabiegu) w poréwnaniu do protez o $rednicy wewnetrznej z zakresu 3-6 mm (5). Dlatego tez
protezy, ktoére moglyby by¢ stosowane jako zamienniki naczyn malych S$rednic musza
wykazywa¢ si¢ bardzo wysoka hemozgodnoscig. Obecnie, pomimo bardzo duzego
zapotrzebowania, na rynku nie ma dost¢gpnych tego typu rozwigzan, i jest to obszar, w ktorym
postanowitam skoncentrowa¢ swoje badania.

Naturalne naczynia krwiono$ne posiadaja wiele mechanizméw zapobiegajacych
procesom krzepnigcia krwi. Umozliwia to zachowanie prawidlowego przeptywu krwi w
uktadzie krwiono$nym. Zdecydowana wiekszo$¢ z tych mechanizméw zwigzanych jest z
dziatalnoscig endotelium, czyli monowarstwy komorek s$rodbtonka, ktora wysciela Swiatto

naczyn. Mechanizmy dziatanie przeciwzakrzepowego S$rodblonka obejmuja mechanizmy
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pasywne, do ktorych nalezy tworzenia fizycznej bariery miedzy krwig a prozakrzepowymi
sktadnikami $ciany naczynia (np. kolagen) oraz nadawanie powierzchni naczynia ujemnego
tadunku, ktory ,,odpycha” ptytki krwi (rowniez ujemnie naladowane), zapobiegajac tym samym
ich osadzaniu na $cianie naczynia. Do mechanizméw aktywnych nalezy synteza i wydzielanie
szeregu substancji regulatorowych, zaréwno pro- jak i antykoagulacyjnych, ktére reguluja
procesy aktywacji i agregacji ptytek krwi. W przypadku umieszczeniu w uktadzie krwiono$nym
pomostu (implantu naczyniowego) dochodzi do kontaktu krwi z syntetyczng powierzchnia,
pozbawiong opisanych powyzej mechanizméw. Nastgpuje seria zjawisk: adhezja biatek
osoczowych do powierzchni implantu, zmiany konformacyjne biatek (ekspozycja
specyficznych receptoréw) oraz aktywacja i adhezja plytek krwi do nowoutworzonej warstwy
biatkowej. Aktywacja ptytek prowadzi do zmian konformacyjnych i powstawania agregatow
ptytkowych. Wszystkie opisane powyzej zjawiska prowadzg do wytworzenia skrzepow krwi i
ograniczenia droznosci protezy. W przypadku protez matych $rednic, powstanie niewielkich
skrzepow moze doprowadzi¢ do catkowitego zamknigcia $wiatta protezy lub naczynia.
Jednoczesnie jest to proces szybki 1 niebezpieczny — prowadzacy do niedroznosci w pierwszych
dobach po zabiegu.

Polimery syntetyczne, ktore sa obecnie badane pod katem ich zastosowania w protezach
naczyn krwiono$nych w wigkszosci muszg by¢ poddane procesom chemicznej modyfikacji
powierzchni. Modyfikacja taka ma na celu wywotanie okreslonego efektu biologicznego oraz
uniknigcie niekorzystnych zjawisk na granicy proteza-krew, opisanych powyze;.

Obecnie istniejg dwie gldwne strategie poprawy hemozgodnosci protez naczyniowych.
Pierwsza z nich zaktada modyfikacj¢ powierzchni protezy, ktéra prowadzi do ograniczenia
procesow wykrzepiania krwi w kontakcie z polimerem (tzw. pokrycia biopasywne). Do tej
grupy mozna zaliczy¢ rozwigzania bazujace na zmianie zwilzalnosci (hydrofilizacja ze wzgledu
na preferencyjna adhezje plytek krwi do powierzchni hydrofobowych), Iadunku
powierzchniowego (wprowadzanie ujemnego tadunku ze wzgledu na ujemny tadunek na
powierzchni ptytek krwi), czy chemiczne wigzanie substancji o dzialaniu przeciwzakrzepowym
(np. heparyna).

Druga grupa to modyfikacje, ktorych celem jest poprawa adhezji komodrek srodblonka
w celu utworzenia warstwy endotelium 1 zapewnienienia wysokiej hemozgodnos$ci
powierzchni. Endotelializacja powierzchni protez (pokrycie komoérkami $rodblonka) uwazana
jest obecnie za najbardziej obiecujaca strategi¢ podnoszaca hemozgodnos$¢ implantow
naczyniowych. Jednak, aby mozliwe bylo uzyskanie takiego efektu najczesciej konieczne jest
wprowadzenie na powierzchni¢ protezy zwigzkéw bioaktywnych (peptydy, biatka)
zwigkszajaca adhezj¢ 1 proliferacje komorek $rodbtonka (tzw. pokrycia bioaktywne).
Konieczne jest wigc opracowanie procesOw chemicznej modyfikacji powierzchni, ktore
zapewnia trwale zwigzanie polimer-zwigzek bioaktywny, jednocze$nie zapewniajac

zachowanie bioaktywnos$ci wprowadzanego zwigzku.
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Na hemozgodnos¢ protezy, oprocz wlasciwosci fizykochemicznych samej powierzchni,
wplywaja rowniez wlasciwosci calej protezy. Bardzo istotnym parametrem, wptywajacym na
efektywnos¢ pracy protezy, sa wlasciwosci mechaniczne protezy, a w szczegdlnosci jej
elastyczno$¢. Protezy powinny by¢ wystarczajaco elastyczne, aby moc wytrzymac ci$nienie
fizjologiczne. Co wigcej, badania wskazuja, ze niezgodnos¢ mechaniczna proteza-naczynie
zwigksza ryzyko wystgpienia trombozy i ograniczenia droznosci (6-8).

Kolejng cechg warunkujaca prawidlowa aktywnos¢ biologiczng jest mikrostruktura protez.
Powinna ona sprzyja¢ wymianie sktadnikow odzywczych, eliminacji produktéw przemiany
materii i wzrostowi komoérek. Dwa glowne typy komorek budujagce $ciany naczyn
krwiono$nych: komorki srodbtonka (EC — ang. endothelial cells) oraz migsni gtadkich (SMC —
ang. smooth muscle cells) funkcjonuja zaleznie od siebie, wydzielajac substancje regulujace
swo0] wzajemny wzrost 1 tempo proliferacji. Dlatego tez porowato$¢ implantu powinna
zapewnia¢ mozliwo$¢ migracji sktadnikow wydzielanych przez komorki zasiedlajace implant
9).

Bardzo waznym zagadnieniem zwigzanym z porowatoscig jest rozmiar poréw budujacych
obie powierzchnie protezy — wewngtrzna i zewngtrzng. Wiele badan pokazuje, ze wzrost
komorek silnie zalezy od chropowatosci powierzchni, w przypadku materiatdéw witoknistych i
porowatych - od $rednicy widkien i pordw. Charakter tej relacji zalezy od typu komoérek. W
przypadku EC rosngcych na powierzchni protez naczyniowych gléwnym celem jest
zwigkszenie adhezji i stworzenie monowarstwy na powierzchni protezy bez infiltracji materiatu
przez komorki. Wigkszo$¢ badan wskazuje, ze w przypadku materialdow widknistych widkna o
$rednicy <1 pm sg optymalne dla wzrostu komorek §rodbtonka (10). Z kolei w przypadku
wzrostu SMC lepszy wzrost uzyskuje si¢ na powierzchniach o wigkszej chropowato$ci i
wigkszej $redniej $rednicy wiokien (10). Morfologia powierzchni, w tym wielkos¢ wtokien, ma
réwniez istotny wptyw na adhezj¢ sktadnikéw krwi, zwilaszcza ptytek krwi (11). Efekt ten ma
kluczowe znaczenie w procesie powstawania skrzepow 1 okluzji protezy.

W odpowiedzi na te zr6znicowane wymagania w swoich badaniach postanowilam skupi¢
si¢ na opracowaniu procesu, ktory umozliwilby otrzymanie protez warstwowych, w ktorych
wlasciwosci poszczegdlnych warstw sa rdézne. Inspiracja dla takiego rozwigzania jest
warstwowa budowa naczyn krwionos$nych, na ktora skladaja si¢ trzy warstwy. Warstwa
wewnetrzna, kontaktujaca si¢ z krwia, sklada si¢ z pojedynczej warstwy (monowarstwa)
komorek $rodbtonka oraz blaszki elastycznej — jest to forma macierzy zewnatrzkomorkowe;,
ktéra charakteryzuje si¢ zwartg strukturg i pelni funkcje btony. Warstwa srodkowa ztozona jest
z komorek miegéni gladkich oraz wydzielanej przez nie macierzy zewnatrzkomoérkowej w
postaci przypadkowo utozonych wiokien kolagenu i pasm elastyny. Podstawowa funkcja tej
warstwy jest utrzymanie i kontrola napig¢cia naczyniowego oraz przenoszenie obcigzen
mechanicznych powstalych podczas cyklu pracy serca. Warstwa zewnetrzna jest zbudowana

jest z fibroblastéw i1 wydzielanej przez nie ECM. ECM wystgpuje w postaci wiokien
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kolagenowych o obwodowym ulozZeniu, dzigki czemu warstwa ta jest wytrzymala na
rozcigganie i stanowi gtdéwng ochrong przed pekaniem naczyn przy wysokich cisnieniach (12).

W swoich badaniach zatozytam stworzenie protezy, ktorej $ciana ztozona bgdzie z co
najmniej dwoch warstw, rd6znigcych si¢ morfologia (np. rozmiar poroéw, porowato$¢): warstwa
wewngetrzna ma zapewnia¢ $rodowisko 1 topografi¢ odpowiednie do odtworzenia warstwy
srédbtonka, warstwa zewngtrzna ma zapewnia¢ odpowiednie wiasciwosci mechaniczne i
porowato$¢ umozliwiajaca wrastanie naczyn wilosowatych i rozw6j SMC. Jednoczes$nie
zdecydowatam si¢ na stworzenie protez z materialu wloknistego, ktérego wlasciwosci
mechaniczne mogg by¢ kontrolowane poprzez odpowiedni doboér parametrow procesu
wytwarzania.

Jako material bazowy w swoich pracach zdecydowalam si¢ na wykorzystanie
poliuretanow (PU). Jest to do§¢ zroznicowana chemicznie grupa polimerow, ktore sg czesto
badane w konteks$cie zastosowan biomedycznych (zastawki serca, implanty chrzastki, skory,
naczyn krwiono$nych i kosci). Ogromng zaleta PU w kontekscie zastosowan w inzynierii
naczyn krwiono$nych jest zdecydowanie lepsze dopasowanie mechaniczne z naturalnymi
naczyniami w poréwnaniu do polimerdw, ktore najczesciej sa wykorzystywane do produkcji
protez naczyniowych duzych $rednic - PET i1 ePTFE. Ponadto poliuretany sa bardziej podatne
na modyfikacje chemiczne w poréwnaniu do PET i ePTFE, co daje wigksze mozliwos$ci
poprawy ich wilasciwosci powierzchniowych poprzez zastosowanie odpowiednich pokry¢
modyfikujacych.

Jedna z najczeSciej badanych i stosowanych metod otrzymywania materialow
wioknistych jest elektroprzedzenie (ES — ang. electrospinning). Metoda tg otrzymano np.
protezy naczyniowe z kwasu polimlekowego (13), polikaprolaktonu (14) czy ich kopolimeru
(15). W mojej pracy badawczej do otrzymywania warstwowych protez naczyniowych
proponuj¢ technike alternatywng — rozdmuch roztworu polimeru (SBS — ang. solution blow
spinning). Dotychczas SBS z powodzeniem byt wykorzystywany w inzynierii biomedyczne;j,
m.in. do otrzymywania materialow antybakteryjnych (16), w szczegolnosci opatrunkow (17).
Jednoczes$nie istnieje niewiele doniesien dotyczacych wykorzystania SBS w produkcji protez
naczyniowych. Pimenta et al. wykorzystat system SBS do produkcji jednowarstwowych protez
naczyniowych z PCL (18). Akentjew et al. zaproponowal kombinacj¢ SBS z technika dip-
spinning otrzymujac dwuwarstwowe, biomimetyczne protezy wytworzone z PCL oraz Zelu
zawierajagcego komorki (19). Brakuje doniesien opisujacych wykorzystanie tej metody do
otrzymywania protez naczyniowych z poliuretanow. Opracowanie procesu wytwarzania
warstwowych protez widknistych, metod chemicznej modyfikacji powierzchni poliuretanow
oraz charakterystyke otrzymanych struktur i pokry¢ prezentuj¢ w niniejszym osiggnig¢ciu

naukowym.
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4.3. Zalozony cel badawczy

Zatozonym celem prowadzonych przeze mnie prac bylo opracowanie technologii
otrzymywania i modyfikacji poliuretanowych implantdéw mogacych znalez¢ zastosowanie jako
protezy naczyniowe matych $rednic.

Zalozony cel realizowatam kilkuetapowo. Badania rozpoczetam od opracowania metod
modyfikacji chemicznej poliuretanow, ktore umozliwityby poprawe ich hemozgodnosci (H1-
HS). Nastegpnie skupitam si¢ na procesach wytwarzania poliuretanowych protez naczyniowych
(H6-H8). Wybrane techniki modyfikacji zastosowatam do modyfikacji luminalnej powierzchni
wytworzonych protez (H9, H10, H11).

Prowadzone przeze mnie badania mozna wi¢c podzieli¢ na obszary tematyczne:
1. procesy chemicznej modyfikacji powierzchni poliuretanow  prowadzace do
wytworzenia powtok okreslonym efekcie biologicznym
2. technologie wytwarzania poliuretanowych protez naczyniowych o zatozonych
wlasciwos$ciach fizyko-chemicznych

We wszystkich prezentowanych pracach jako material bazowy stosowatam
poli(weglano-uretany). Poliuretany te ze wzgledu na obecno$¢ grup weglanowych
charakteryzuja si¢ wyzsza biostabilno$cig w poréwnaniu do poli(etero-uretanéw), jednoczesnie
wykazujac bardzo dobre wlasciwosci w kontakcie z krwig — sg biozgodne i atrombogenne.
Badania prowadzitam na poli(weglano-uretanach) medycznych, ktore sa juz z powodzeniem
stosowane do wytwarzania implantdow o bezposrednim kontakcie z krwia — np. do
otrzymywania protez wspomagania pracy serca. Jedna praca (H1) prezentuje wyniki otrzymane
dla poliuretanow Chronathane (CardioMat). Pozostale badania prowadzone byly na
poliuretanach ChronoFlex (AdvanSourceBiomaterials, USA) przy czym, w zalezno$ci od
zastosowanej techniki, korzystatam z poliuretanow roéznigcych sig¢ stopniem twardosci w skali
Shore’a (75A, 45D, 75D).

4.4. Procesy chemicznej modyfikacji powierzchni poliuretanow

Projektujac opisywane ponizej procesy modyfikacji chemicznej bratam pod uwage
geometri¢ potencjalnego materiatu docelowego, czyli cylindrycznych protez naczyniowych.
Jak juz wspominatam, pokrycia te maja modyfikowa¢ powierzchnig¢, ktéra kontaktuje si¢ z
krwig, a wigc powierzchni¢ wewngtrzng (luminalng) protezy. W takim przypadku
wykorzystanie niektoérych technik, czesto stosowanych w procesach modyfikacji, tj.
szczepienie UV lub techniki plazmowe, wydaje si¢ by¢ mniej zasadne. Mam tu na mysli
trudnosci techniczne w przeprowadzeniu takiego procesu wewnatrz materiatu cylindrycznego.
Wspdlpracujac z zespotem prof. Fiedorowicza (WAT) nad zagadnieniami dotyczacymi
modyfikacji polimerdw promieniowaniem E-UV kilkukrotnie prowadziliSmy dyskusj¢ na
temat mozliwosci skonstruowania ukladu umozliwiajacego witasnie modyfikacj¢ wnetrza

cylindréw za pomocg tej techniki. Znane sag mi rowniez proby podejmowane przez innych
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badaczy polegajace na ,przeciagganiu” protezy strong wewngtrzng na zewnatrz,
przeprowadzanie modyfikacji, a nastgpnie ponowne ,,przecigganie” protezy. Ostatecznie, po
rozwazeniu wszystkich zalet i wad konkretnych metod postanowitam skupi¢ si¢ w swoich
pracach na procesach zanurzeniowych. Procesy takie moga by¢ docelowo przeprowadzone na
protezach umieszczonych w uktadach przeptywowych, gdzie roztwor modyfikujacy przeptywa
przez protez¢ modyfikujac jej powierzchni¢ wewngtrzng. Analize skutecznosci takiego
rozwigzania dla modyfikacji polikarylanami przedstawitam w pracy H9. Badania takie
przeprowadzalam réwniez z powodzeniem dla metody modyfikacji opartej na silanizacji
(patent H11). Mozliwe jest rowniez blokowanie konca protezy i umieszczanie roztworu
modyfikujacego w jej wnetrzu — rozwigzanie zastosowane w pracy H10.

W ramach przeprowadzonych badan opracowatam trzy technologie chemicznej
modyfikacji powierzchni poliuretanow: pokrycia hydrozelowe oparte na zmodyfikowanej
reakcji Fentona (H1-H2) oraz pokrycia peptydowe oparte na silanizacji powierzchni (H3) lub
polimeryzacji kwasu akrylowego (H4-HS5). Wszystkie opracowane metody sa metodami
nowymi, zgodnie z moja wiedzg nie byty wczesniej prezentowane w literaturze.

W pracy H1 zaproponowalam nowa metod¢ chemicznej modyfikacji poliuretandw,
ktéra prowadzi do usieciowania wodnego roztworu PVP przy jego jednoczesnym zwigzaniu z
powierzchnig poliuretanu. W pracy opisuj¢ mechanizm reakcji oraz przedstawiam podstawowe
wiasciwosci pokry¢.

Moim celem byto otrzymanie pokrycia, ktore skutkowa¢ bedzie obnizeniem adhezji
ptytek krwi. Zwilzalno$¢ powierzchni jest jedng z cech, ktora silnie warunkuje adsorpcje¢ biatek
1 adhezj¢ komorek. Poliuretany z ktéorymi pracuje wykazuja zwilzalno$¢ z zakresu 70-90°.
Postanowilam, zbada¢ jak na ich wiasciwosci biologiczne wplynie zwigkszenie zwilzalno$ci
poprzez wprowadzenie warstwy hydrozelowej. W prezentowanych badaniach polimerem
modyfikujagcym, uzytym do wytworzenia struktury hydrozelu jest poliwinylopirolidon (PVP).
PVP wykazuje wysoka biokompatybilno§¢ (20-22) i dziatanie antybakteryjne (23,24). Jest
polimerem odpornym na hydrolizg, co umozliwia jego aplikacje w kontakcie z silnie
hydrolitycznym S$rodowiskiem jakim jest krew. Olbrzymia zaleta PVP jest jego wysoka
hemokompatybilno$¢ — dodatek PVP do biomateriatow moze prowadzi¢ do zmniejszenia
hemolizy erytrocytow (25), zmniejszenia adsorpcji albuminy (26), fibronektyny (27)
1 fibrynogenu (28) do powierzchni biomateriatu.

W prezentowanym procesie powloka hydrozelowa powstaje na skutek reakcji
wolnorodnikowej. Zastosowalam zmodyfikowang reakcj¢ Fentona, w ktorej Zrédlem wolnych
rodnikdéw jest reakcja redox pomigdzy wodoronadtlenkiem kumenu (CHP — ang. cumene
hydroxyperoxide) oraz jonami zelaza (II), prowadzaca do wytworzenia wolnych rodnikow
(Rys.1, reakcja 1). Czg$¢ wolnych rodnikéw moze reagowacé z czasteczkami wody, co prowadzi
do utworzenia wysoko reaktywnych rodnikéw hydroksylowych (Rys.1, reakcja 3). Pod

wplywem wolnych rodnikoéw obecnych w uktadzie dochodzi do wytworzenia makrorodnikow
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na tancuchach polimeréw obecnych w uktadzie — PU oraz PVP (Rys.1, reakcja 4) a nast¢pnie
utworzenia wigzan chemicznych pomiedzy nimi (Rys.1, reakcja 5). Dodatkowo, obecny w
uktadzie czynnik sieciujacy — dimetakrylan glikolu etylenowego (EGDMA — ang. ethylene
glycol dimethylacrylate) umozliwia proces sieciowania PVP, co prowadzi do utworzenia
struktury hydrozelu. Nalezy wspomnie¢, ze w uktadzie mozliwe sg jeszcze reakcje poboczne
powstatych rodnikéw zaré6wno z jonami Fe2+ jak i Fe3+, co zmniejsza efektywno$¢ procesu
modyfikacji poprzez ,,zuzycie” rodnikow oraz jondw Fe2+ (Rys.2, reakcje 6 1 7).

W opisywanym procesie zastosowatam rozwigzania, ktore zwigkszaja efektywnos¢
wytwarzania warstwy hydrozelowe;.

Przede wszystkim zaproponowana przeze mnie technologia prowadzenia reakcji
modyfikacji jest procesem dwuetapowym, w ktéorym reagenty konieczne do wytworzenia
pokrycia sg rozdzielone przestrzennie i czasowo (Rys.3). Pierwszy etap to zanurzenie materiatu
modyfikowanego w roztworze zawierajagcym CHP oraz EGDMA. Na tym etapie dochodzi do
adsorpcji tych reagentow na powierzchni polimeru. Drugi etap to zanurzenie polimeru z
zaadsorbowanymi CHP i EGDMA w wodnym roztworze zwierajacym PVP, AA oraz jony
Fe2+. W tym momencie dochodzi do wytworzenia wolnych rodnikéw i1 zachodza kolejno
opisane powyzej reakcje. Zdecydowatam si¢ na zmodyfikowanie klasycznej reakcji Fentona
(przebiegajacej migdzy jonami Fe 2+ oraz nadtlenkiem wodoru) i zastosowanie zamiast H>O»
wodoronadtlenku kumenu. Zaréwno CHP, jak i EGDMA s3 zwigzkami stabo rozpuszczalnymi
w Srodowisku wodnym. W omawianym rozwigzaniu jest to korzystne — podczas drugiego etapu
reakcji (roztwor wodny) zwiagzki te pozostaja zaadsorbowane na powierzchni PU, a tylko
nieznaczna ich cze$¢ ulega rozpuszczeniu w wodzie 1 dyfunduje w glab fazy wodnej. Takie
rozwigzanie wymusza przebieg reakcji rozktadu CHP i wytworzenia wolnych rodnikow
glownie na powierzchni migdzyfazowej, co z kolei prowadzi do nierownomiernego rozkladu
powstajacych wolnych rodnikow - wyzszego przy granicy miedzyfazowej PU/roztwor
modyfikujacy, nizszego w glebi roztworu modyfikujacego. Skutkuje to skupieniem
przestrzennym reakcji wolnorodnikowych na granicy migdzyfazowej i wspomaga tworzenie
wigzan PU-PVP (Rys. 4).

Rozwigzaniem zwigkszajacym efektywno$¢ procesu, ktore zaproponowatam jest
réwniez dodatek antyutleniacza — kwasu askorbinowego (AA — ang. ascorbic acid). AA
redukuje jony Fe3+ powstate w wyniku reakcji z CHP i tym samym dostarcza nowe jony Fe2+
potrzebne do kolejnych reakcji z CHP (Rys.1, reakcja 2).

Przeprowadzone przeze mnie proby kontrolne dowiodly, Zze omawianym procesie
gléwng role odgrywaja wolne rodniki wytwarzane wskutek dekompozycji CHP. Proces
przeprowadzona przy uzyciu takich samych roztwordéw, ale bez obecnosci CHP skutkowatl
widocznym makroskopowo brakiem powtoki hydrozelowej. Kolejna proba kontrolna —
stosowanie tych samych roztworow modyfikujacych, ale bez obecnosci EGDMA — wykazaty,

ze dochodzi do utworzenia warstwy hydrozelowej (powstanie rodnikéw i makrorodnikow
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skutkujace wigzaniem tancuchoéw polimerowych), ale zachodzi zdecydowanie wolniej.
Dowodzi to, ze EGDMA pelni funkcj¢ zgodng z zatozeniami — bierze udziat w reakcjach

rodnikowych 1 intensyfikuje proces formowania zelu.

@-é P Q_é + Fe* + OH™ (1)
OOH O

wodoronadtlenek

kumenu
HQ HQ
HO (o) ¢O HO O /O
+ 2Fe¥* — + 2Fe* 2)
HO OH (0] (0]

kwas askorbinowy

R® + PU-H/PVP-H —_— PU'/PVP" + R-H (4)
PU° + PVP* & — PU-PVP (5)
Legenda:

PVP — poliwinylopirolidon

PU - poliuretan

Rys.1: Reakcje wolnorodnikowe prowadzgce do wytworzenia powlok hydrozelowych

na powierzchni poliuretanu.
R* + Fe* ————— Fe* + R (6)

R® + F&¢# —— Fe* + R* )

Key to symbols:

Rys.2: Zachodzqce w uktadzie reakcje poboczne.
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ETAP 1 ETAP 2
Adsorbcja CHP i EGDMA Polimeryzacja wolnorodnikowa powloka
na powierzchni PU hydrozelowa
PU PU PU
CHP N Fe
EGD/I/
AA
3+
EGDMA Fe
T - rekombinacja
- - - makrorodnikow
- — ~ -
— T
I I
I o |
cat. Fe*
(y< == V< — ml
I \ wytworzenie \O. wytworzenie PU I
I OOH wolnych rodnikéw makrorodnikow I
| CHP 0 o Y & :
: PVP |
I N I
I EGDMA |
e e e e e —— — —— — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — p—}
Legenda:

PU — poliuretan

PVP - poliwinylopirolidon

CHP  — wodoronadtlenek kumenu

EGDMA - dimetakrylan glikolu etylenowego

AA — kwas askorbinowy

Rys. 3: Dwuetapowy proces modyfikacji: (1) dyfuzja reagentow i ich adsorpcja na granicy
miedzyfazowej, (2) reakcje redox prowadzqgce do wytworzenia rodnikow i powstania powtoki

hydrozelowej zwigzanej chemicznie z polimerowym podtozem.

W pracy zbadalam wplyw stezen reagentéw (FeClo, CHP, EGDMA, PVP) na
podstawowe wlasciwosci fizyczne utworzonych pokry¢: masa powstatego hydrozelu (HG,
g/m2) oraz jego uwodnienie (EWC, %). Badania prowadzitam dla dwoch mas molowych PVP:
24 oraz 360 kDa. Ciekawg zaleznos$¢ uzyskatam dla analizy wptywu stezenia jondw Fe2+. Dla
niskich stg¢zen Fe2+ warto$ci ESR oraz HG rosty wraz ze wzrostem st¢zenia Fe2+. Jednak
dalszy wzrost stezenia Fe2+ (powyzej 0,1% wag.) nie jest korzystny dla procesu — wartosci HG
oraz ESR zmniejszajg si¢. Wnioskowalam, ze wysokie st¢zenie jonéw Fe2+ skutkuje duzym
stezeniem wolnych rodnikéw w poblizu granicy faz, co z kolei prowadzi do powstawania
cienkich 1 silnie usieciowanych powtok. Innym mozliwym wyjasnieniem moze by¢ efekt
reakcji pobocznych (Rys.2, reakcje 6-7). Reakcje 3—5 konkuruja z reakcjami miedzy rodnikami
a jonami zelaza (reakcje 6—7). Ta konkurencja prowadzi do bezproduktywnego rozktadu CHP
1 ogranicza liczb¢ wigzan migdzy PU i PVP. Wykazatam réwniez spadek efektywnosci procesu
dla stezenia PVP powyzej 15% wag. Mozliwym wytlumaczeniem jest spowolniony proces
dyfuzji reagentow do powierzchni miedzyfazowej spowodowany wysokimi gestosciami
roztworu PVP.
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Rys.4: Dyfuzja reagentow w omawianym ukladzie: niska rozpuszczalnos¢ CHP i EGDMA w

fazie wodnej ogranicza ich dyfuzje w glgb fazy wodnej (etap 2 procesu), wymuszajgc przebieg

reakcji rozktadu CHP gitownie na powierzchni migdzyfazowej PU/roztwor modyfikujgcy.

Skutkuje to zrozmicowaniem w usieciowaniu powstatej struktury hydrozelu (silniejszym od

strony PU) oraz dobrym zwigzaniem PU-PVP.
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Biorac pod uwage potencjalne zastosowanie powtoki zbadatam wptyw pokrycia
hydrozelowego z PVP na aktywacj¢ i agregacj¢ plytek krwi. Badanie to wykonano przy
wspoOltpracy z grupg prof. Sanaka z Uniwersytetu Jagiellonskiego. W badaniu wykorzystano
urzadzenie ImpactR, umozliwiajace kontakt materiatu z krwig w warunkach dynamicznych
poprzez zadanie statej wartosci sily $cinajacej, typowej dla uktadu krazenia. Zespot prof.
Sanaka z powodzeniem stosuje ImpactR do oceny hemozgodnos$ci réznych powierzchni (29).
Zaleta tego rozwigzania jest praca na matych objetosciach krwi, w przeciwienstwie do
systemoéw przeptywowych, wymagajacych wickszych objetosci krwi. Po kontakcie krwi z
materiatem krew poddawana jest analizie cytometrycznej. Aktywacja ptytek krwi okreslana
byta poprzez wyznaczenie % plytek krwi CD62P-pozytywnych i PAC-1-pozytywnych.

Jeden z badanych parametrow - ubytek wolnych ptytek krwi (platelet consumption),
przedstawia odsetek ptytek krwi, ktére ulegly agregacji lub adhezji do badanego materiatu. Jest
to bardzo istotny parametr przy badaniu hemozgodno$ci powierzchni — oczekuje si¢, ze w
przypadku powierzchni hemozgodnej, nie powodujacej adhezji plytek krwi wartos¢ ta bedzie
niska (niski ubytek wolnych ptytek krwi oznacza, ze wigkszo$¢ ptytek pozostaje w stanie
fizjologicznym,  niezwigzanym). = Wykazalam  istotne  roznice  pomiedzy PU
niemodyfikowanym, a PU pokrytym powtoka hydrozelowa (PU-PVP). W przypadku PU w
przyblizeniu polowa ptytek krwi ulegta agregacji lub adhezji do podtoza. Z kolei dla materiatu
PU-PVP warto$¢ ta wynosita < 10%, $wiadczac o znaczacej poprawie hemozgodnosci PU
modyfikowanego powtoka hydrozelowa.

W pracy H2 dokladniej analizuj¢ wplyw pokrycia hydrozelowego na odpowiedz
komorkowa in vitro oraz in vivo. Wykazatam istotne zmniejszenie ilosci fibrynogenu
zaadsorpobwanego do powierzchni pokrytej hydrozelem PVP (okoto dwukrotne w stosunku do
PU niemodyfikowanego). Dwa badane warianty pokrycia (PVP_5 oraz PVP_10), r6znigce si¢
stezeniem PVP (% wag.) w roztworze modyfikujagcym, uzyskaty wynik zblizony. Istotne
réznice ujawnity si¢ w analizie dynamicznej — wykazatam, Ze st¢zenie PVP zastosowane w
roztworze modyfikujagcym wptywato na hemozgodno$¢ otrzymanych pokry¢.

Wyniki pokazaty, ze PVP 10 cechuje si¢ istotnie wyzsza hemozgodno$cia w
poréwnaniu do PU niemodyfikowanego — zaro6wno jesli chodzi o odsetek wolnych plytek krwi
pozostatych w probce po kontakcie z materialem, jak i odsetek plytek tworzacych agregaty. Z
kolei wariant PVP_5 wykazywal wlasciwosci zblizone do PU. Wnioskowatam, ze glowa
przyczyna tej rdznicy byly istotnie rézne wiasciwosci fizyczne analizowanych pokry¢ (grubos¢
wytworzonej powtoki, masa przylaczonego hydrozelu oraz jego uwodnienie), ktore oczywiscie
zalezne byly od stezenia PVP w roztworze modyfikujacym.

W pracy przedstawiono réwniez wyniki pierwszych testow biozgodno$ci materiatu in
vivo. Badany materiat byl implantowany podskornie (krélik nowozelandzki) na 7,14 oraz 30
dni. Proces gojenia rany przebiegat prawidtowo, parametry krwi pozostawaty w normie przez

caly okres badania. Po zadanym okresie implantacji pobierano wycinku gtownych narzadéw i
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analizowano histopatologicznie. Analizowane tkanki wykazywaly prawidlowa morfologi¢, nie
stwierdzono réwniez odpowiedzi zapalnej w okolicy miejsca implantacji, potwierdzono tym

samym biozgodnos¢ badanego pokrycia hydrozelowego.
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Rys.5: Ranking hemozgodnosci analizowanych materiatow: zaleznos¢ odsetka wolnych plytek
krwi (RP) od odsetka agregatow plytkowych obecnych w probkach krwi po kontakcie z
badanym materiatem w warunkach dynamicznych. Materiaty o wysokiej hemozgodnosci
zajmujq obszar w prawym dolnym rogu (wysokie wartosci wolnych plytek krwi, niskie
wartosci agregatow plytkowych), natomiast niskiej — lewy gorny. Najlepsze wartosci uzyskano
dla polimeru modyfikowanego 10% roztworem PVP (PVP_10).

Metoda wytwarzania pokry¢ hydrozelowych na powierzchni polimeru zostata
opatentowana (Patl: T. Ciach, B. Butruk, ,,Sposéb otrzymywania wyroboéw polimerowych
pokrytych warstwg innego polimeru”, 2013), a niedawno udzielono licencji podmiotowi
zewngtrznemu na jej stosowanie w wyrobach medycznych.

Rownolegle z pracami nad powlokami biopasywnymi rozpoczg¢tam prace nad
bioaktywnymi modyfikacjami powierzchni poliuretanowych. Badania te w duzej czgsci
przeprowadzitam w ramach dwoch grantow, ktorych bytam kierownikiem: Preludium (NCN)
1 Polsko-Norweska Wspolpraca Badawcza (NCBIiR).

Moim celem bylo stworzenie powierzchni, ktéra umozliwitaby prawidtowy rozwoj
komorkom $rédbtonka i utworzenie monowarstwy komorek, podobnie jak ma to miejsce
wewnatrz naczyn krwionosnych w warunkach fizjologicznych. Powierzchnia poliuretanow,
podobnie jak wigkszo$ci polimerow syntetycznych, nie jest Srodowiskiem sprzyjajacym adhezji
komorek. W celu zwigkszenia adhezji komdorkowej musi by¢ podana modyfikacjom fizycznym

18



dr inz. Beata Butruk-Raszeja
Zatgcznik nr 2 — Autoreferat

badZz chemicznym. Jednoczes$nie, wprowadzona modyfikacja powinna by¢ rozwigzaniem
selektywnym — tzn. promowa¢ adhezj¢ wybranego typu komoérek (w omawianym przypadku
komorek $rodbtonka), bez zwigkszania adhezji innych typéw komoérek. W szczegdlnosci
niepozadana jest zwickszona adhezja ptytek krwi (aktywacja ptytek i powstawanie agregatow
ptytkowych) oraz komorek migsni gtadkich (nadmierna proliferacja prowadzaca do zwe¢zenia
$wiatla protezy).

Rozpoczetam poszukiwania biomolekuty, ktora spetnialaby te zatozenia. W wielu
pracach, rowniez skupiajacych si¢ na endotelializacji implantdw sercowo-naczyniowych,
wykorzystuje si¢ peptydy zawierajace sekwencje RGD (30-35). Jest to popularna i uniwersalna
sekwencja zwigkszajaca adhezj¢ roznych typow komorek. W mojej ocenie nie jest to jednak
sekwencja, ktora powinna by¢ stosowana do modyfikacji powierzchni protez naczyniowych,
wlasnie ze wzgledu na brak selektywnosci. Wykazano, ze sekwencja ta zwigksza co prawda
adhezje EC, ale jej wprowadzenie na powierzchni¢ materialu réwniez istotnie zwigksza adhezje
ptytek krwi (36), co, jak juz wielokrotnie podkreslatam, jest zjawiskiem niekorzystnym.

Analiza literatury sugerowala, ze molekutg selektywna dla komorek $rédbtonka moga
by¢ peptydy zawierajace sekwencje aminokwasowa REDV. Zdecydowatam si¢ na skupienie
swoich badan na tej sekwencji. We wszystkich pracach stosowalam peptydy zawierajace
sekwencje REDV oraz tzw. sekwencje flankowe na obu koncach tancucha peptydowego,
ztozone z trzech aminokwaséw GSG. Glicyna (G) i seryna (S) to aminokwasy czesto stosowane
w sekwencjach flankowych ze wzgledu na prosta budowg chemiczng i neutralny efekt
biologiczny. Zalozytam, Zze obecno$¢ wspomnianych sekwencji flankowych na koncach
tanicucha peptydowego bedzie korzystna i wspomoze przyjecie natywnej konformacji przez
sekwencja analizowang - REDV. Peptyd analizowany w moich badaniach sktadat si¢ wigc z 10
aminokwasow tworzacych sekwencje GSGREDVGSG.

Kolejnym krokiem po wyborze sekwencji byto opracowanie metod jej chemicznego
przytaczania do powierzchni poliuretanu. Badania pokazuja, ze bezpo$rednie przylaczanie
biomolekut do powierzchni polimeréw moze znaczaco obnizy¢ ich aktywnos¢ biologicznag (37).
Zatozylam, ze korzystniejszym rozwigzaniem bedzie przylaczenie peptydu do polimeru za
pomoca czasteczki tacznikowej, tzw. linkera, ktéra zapewni mu zachowanie natywnej
konformacji 1 tym samym, aktywnos$ci biologicznej. Plan zakladal wigc opracowanie
kilkuetapowego procesu: (1) aktywacja powierzchni PU, (2) przylaczenie linkera, (3)
przylaczenie peptydu. Moje badania skutkowaly opracowaniem dwoch technologii
przytaczania peptydu do powierzchni poliuretanu rdznigce si¢ zastosowanym linkerem:
pierwsza metoda oparta jest na silanizacji powierzchni (H3), druga polimeryzacji kwasu
akrylowego (H4-HS).

W pracy H3 zaproponowalam metodyke modyfikacji PU z wykorzystaniem silanow.
Jest to kilkuetapowy proces prowadzacy do przylaczenia peptydu. Mechanizm procesu
modyfikacji wraz z opisem reakcji zachodzacych na kazdym etapie przedstawitam na Rys.6.
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Poniewaz poliuretany nie posiadaja zadnych reaktywnych grup funkcyjnych w pierwszym
etapie konieczna byta aktywacja powierzchni, ktorg przeprowadzilam za pomoca silanizacji
czterochlorkiem krzemu (STC). Nastepnie przeprowadzitam hydrolize, czego efektem bylo
utworzenie grup silanolowych na powierzchni PU. W kolejnym etapie przytaczytam czasteczke
tacznikowq (linker) - 3-aminopropylotrietoksysilan (APTES), ktéry hydrolizuje w srodowisku
wodnym 1 tworzy wigzania wodorowe z wczesniej utworzonymi grupami silanolowymi na
powierzchni PU. Na tym etapie na powierzchni materiaty powinny znajdowac si¢ grupy
aminowe pochodzace od czasteczek APTES. Aby przeprowadzi¢ przylaczanie peptydu
konieczna jest obecno$¢ grup karboksylowych — przeprowadzitam wiec reakcje karboksylacji
grup aminowych bezwodnikiem glutarowym, co skutkowalo pojawieniem si¢
powierzchniowych grup COOH.

Przyltaczanie peptydu przeprowadzitam za pomoca znanego protokotu wigzania grup
aminowych z karboksylowymi w obecno$ci aktywatorow sulfoNHS i EDC (38). Aby
zintensyfikowa¢ reakcje wigzania peptydu do powierzchni polimeru i ograniczy¢ reakcje
sieciowania peptydoéw (wskutek reakcji grup COOH i NH2 migdzy tancuchami peptydowymi)
proces prowadzitam dwuetapowo: najpierw aktywujac grupy COOH na powierzchni PU, a
nastgpnie dodajac sam peptyd.

Na etapie badan wstgpnych dobratam odpowiednie stezenia APTES oraz bezwodnika.
Efekt danej reakcji — powstanie powierzchniowych grup aminowych lub karboksylowych
analizowatam metodami kolorymetrycznymi. Opracowalam protokoly oznaczania grup
COOH/NH2, ktére umozliwily oszacowanie ich gesto$ci powierzchniowej. Wykazatam, ze
najwyzsze st¢zenie powierzchniowych grup aminowych (oznaczanych za pomoca barwnika
kationowego — oranzu akrydyny) uzyskano po przytaczeniu linkera (grupy aminowe obecne na
czasteczkach APTES). Po kolejnym etapie procesu modyfikacji liczba grup aminowych spada,
potwierdzajac poprawne zaj$cie procesu karboksylacji. Z kolei najwyzsza liczba grup
karboksylowych (oznaczanych za pomocg barwnika anionowego — bigkitu toluidyny)
charakteryzuje powierzchnie po karboksylacji. Liczba grup COOH spada po kolejnym etapie —
potwierdzajac poprawng aktywacje grup COOH poprzez przytaczanie sulfoNHS.

W kolejnych etapie prac skupitam si¢ na ocenie efektu biologicznego (adhezja EC,
ptytek krwi, adsorpcja fibrynogenu) wprowadzonej modyfikacji. Wykazatam istotng réznice
migdzy powierzchnig modyfikowang a powierzchnia niemodyfikowang (PU) potwierdzajac
korzystny wpltyw przeprowadzonej modyfikacji na wiasciwosci biologiczne: obnizenie
adsorpcji fibrynogenu, zwigkszenie adhezji EC). Jako ze celem moich badan byta m.in. analiza
wplywu peptydu REDV na odpowiedZ biologiczng wprowadzilam do badan dodatkowa
kontrol¢ materialowa — material poddany opisanej powyzej procedurze modyfikacji, réznigcy
si¢ tym, ze na ostatnim etapie zamiast peptydu REDV przylaczalam silnie hydrofilowa
czasteczke TRIS (ang. tris(hydroxymethyl)aminomethane). Analiza efektoéw biologicznych

wykazala, ze zarowno adsorpcja fibrynogenu jak i adhezja EC sg na zblizonym poziomie
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zarbwno dla PU REDV jak i PU TRIS. Taki wynik sugeruje, ze obserwowany efekt
biologiczny jest glownie skutkiem hydrofilizacji powierzchni 1 wprowadzenia
powierzchniowych grup karboksylowych. Jest to efekt nie tyle silny, ze pojawienie si¢ na
powierzchni peptydu nie skutkuje juz dalszym wzmocnieniem adhezji komorkowe;j.
Podsumowujac, przeprowadzony proces silanizacji powierzchni skutkowal pozadanym
efektem biologicznym. Jednak, z uwagi na fakt, Ze opracowana metoda byla procesem
wieloetapowym, postanowitam kontynuowac prac¢ nad pokryciami peptydowymi i opracowaé

inng metod¢ wigzania peptydu do powierzchni PU.
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Rys. 6: Kolejne etapy procesu chemicznego zwigzania peptydu z powierzchniq PU
z wykorzystaniem silanizacji: (1) aktywacja PU poprzez reakcje z czterochlorkiem krzemu
(STC), (2) hydroliza STC z wytworzeniem grup silanolowych, (3) wprowadzenie czgsteczki
tqcznikowej z terminalnymi grupami aminowymi (4) karboksylacja powierzchni poprzez
reakcje z bezwodnikiem glutarowym, (5) i (6) aktywacja grup karboksylowych poprzez reakcje
z EDC i sulfoNHS, (7) przytgczenie peptydu.
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Metode taka prezentuje w pracach H4 i HS. Jest to metoda wigzania chemicznego
peptydu, w ktorej czasteczka tacznikows jest kwas akrylowy (AA, ang. acrylic acid). W pracy
H4 opisuj¢ mechanizm reakcji oraz badam wplyw parametréw procesowych (czas,
temperatura, stezenie kwasu akrylowego) na wlasciwosci pokrycia. Mechanizm reakcji opiera
si¢ na szczepieniu AA do powierzchni PU poprzez polimeryzacj¢ rodnikowa indukowana
redukcja jonow Ced+ (Rys. 7). W srodowisku kwasnym inicjator cerowy oddziela wodor od
grup uretanowych obecnych w PU, wytwarzajac wolne rodniki na atomach azotu, ktére
nastgpnie reaguja z AA. Wybor AA jako zwigzku lacznikowego podyktowany byt jego dobrze
udokumentowang biozgodnoscia. Przylaczenie AA wprowadza na powierzchni¢ grupy
karboksylowe, do ktorych w kolejnym etapie mozna przytaczy¢ peptyd stosujac opisang
wczesniej reakcje z wykorzystaniem sulfoNHS/EDC.

Podobng metodg¢ szczepienia AA opisano w literaturze dla modyfikacji chitozanu (39)
lub PET (40). Co istotne, w pracach tych utrzymuje si¢, ze do pomyslnej realizacji tego
podejscia wymagane sg powierzchniowe grupy -OH. W przeciwienstwie do tego stwierdzenia,
przedstawiam metod¢ skutecznego wprowadzenia AA na powierzchni¢ PU z pominigciem
etapu hydroksylacji powierzchni. Przeprowadzone przeze mnie badania wstepne wykazaty, ze
proces prowadzony na hydroksylowanym PU (fotooksydacja UV) skutkowalt zblizong
efektywnoscia wigzania AA.

Poprawne zaj$cie obu etapéw modyfikacji potwierdzitam analizg spektroskopowa
powierzchni (XPS). Wykazatam, ze wprowadzenie AA na powierzchnie skutkuje wzrostem
udziatu % tlenu i obnizeniem udzialu % azotu, co zwigzane jest z wprowadzeniem na
powierzchni¢ grup karboksylowych. W kolejnym etapie procesu (przytaczenie peptydu)
dochodzi do wzrostu udziatu % azotu (grupy aminowe obecne we wprowadzanym peptydzie).

Stosujac opracowang wczesniej metodyke wyznaczania gestosci powierzchniowej grup
COOH zbadatam zalezno$¢ pomiedzy ta wartoscia a czasem reakcji, temperaturg oraz
stezeniem kwasu akrylowego w roztworze modyfikujacym. Wykazatam, ze dla 1% i1 3%
stezenia AA gesto§¢ powierzchniowa wprowadzonych grup COOH wzrasta wraz z
wydtuzeniem czasu reakcji oraz wzrostem temperatury reakcji. Warto$¢ ta wzrasta rowniez
wraz ze wzrostem stezenie AA w roztworze modyfikujacym.

W pracy HS skupiam si¢ na ocenie efektu biologicznego opracowanej modyfikacji.
Wykazatam, ze proces modyfikacji skutkowat hydrofilizacja powierzchni (wartosci kata
zwilzania malaly wraz ze wzrostem stezenia AA w roztworze modyfikujagcym) oraz obnizeniem
ilo$ci zaadsorbowanego powierzchniowo fibrynogenu. Kontakt modyfikowanych materiatow z
krwig pokazat, ze wprowadzenie pokrycia modyfikujacego skutkowato rowniez obnizeniem
odsetka powierzchni zajgtej przez plytki krwi, cho¢ nalezy podkresli¢, ze wartosci te dla
niemodyfikowanego PU s3 rowniez niskie (< 5%), co wynika z wysokiej atrombogennosci

wybranego przeze mnie polimeru. Pokrycie nie spowodowalo zmian w czasie krzepnigcia krwi,
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wyrazonym jako APPT (czas czg$ciowej tromboplastyny po aktywacji), co jest wynikiem

korzystnym i oczekiwanym.
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Rys.7: Etapy procesu chemicznego zwigzania peptydu z powierzchniqg PU z wykorzystaniem
kwasu akrylowego: (1) redukcja jonow Ce4+ prowadzqca do wytworzenia wolnych rodnikow
na atomie azotu w grupie uretanowej i przylgczenia czgsteczek kwasu akrylowego,

(2) przylgczenie peptydu do wprowadzonych powierzchniowych grup karboksylowych.

Przypomng, ze w przypadku pokry¢ peptydowych, ich gltéwnym zadaniem bylo
zwigkszenie adhezji EC. Wykazatam, Ze efekt taki wystgpowal, jednak nie dla wszystkich
warunkéw prowadzenia procesu modyfikacji. Korzystny wptyw pokrycia na adhezj¢ EC
wystepowatl w przypadku stosowania 1%, 2% 1 3% (obj./obj.) stezenia AA w roztworze
modyfikujacym. W przypadku zastosowania najwyzszego badanego stezenia (5%) pozytywny
efekt byt widoczny tylko w przypadku podzniejszego przylaczenia czasteczki TRIS. W
przypadku przyltaczenia peptydu REDV liczba komoérek byla istotnie mniejsza. Na podstawie
tych wynikéw wnioskowalam, ze zbyt duza liczba grup karboksylowych wprowadzona na
powierzchni¢ moze powodowaé miejscowe zakwaszenie i silny tadunek ujemny odpychajacy
komoérki. W przypadku przylaczenia do pokrycia czasteczki TRIS zjawiska tego nie
zaobserwowano, prawdopodobnie ze wzgledu na wlasciwosci buforujace TRIS. Mozliwe, ze
mata czasteczka TRIS (zdecydowanie mniejsza niz peptyd zbudowany z 10 aminokwasow) jest

w stanie dyfundowaé glebiej w wytworzong warstwe i wejs¢ w reakcje z wiekszos$cia
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dostepnych grup karboksylowych, tworzac obojetne amidy. Amidy te moga sta¢ si¢ dobrymi
punktami adhezji komodrek. Natomiast wprowadzenie REDV na powierzchni¢ z poliakrylanem
zwigkszylo ogblng liczbe¢ grup karboksylowych na powierzchni (co potwierdzily
przeprowadzone testy kolorymetryczne), powodujac dalsze zakwaszenie powierzchni i wzrost

tadunku ujemnego.

4.5. Proces wytwarzania poliuretanowych protez naczyniowych
Po opracowaniu metod chemicznej modyfikacji powierzchni poliuretanu skupitam sig
na procesie wytwarzania protez naczyniowych o zalozonych parametrach. Prace
kontynuowatam na poliuretanach ChronoFlex, aby moéc w pdzniejszych etapach badan
zastosowac opracowane wczesniej metody modyfikacji. Realizacja badan w szerokim zakresie
(opracowanie procesu wytwarzania, analiza wybranych wlasciwosci fizycznych,
mechanicznych, biologicznych in vitro 1 in vivo), a takze stworzenie mojego pierwszego
zespotu badawczego mozliwe bylo dzigki uzyskaniu przeze mnie grantu ,BioGraft —
biomimetyczne protezy naczyniowe matych srednic” w ramach konkursu LIDER VIII, NCBiR.
Przyjetam nastgpujace zalozenia projektowe dla opracowywanych protez:
1. $rednica wewngtrzna protezy z zakresu tzw. malych $rednic (< 6 mm);
protezy matych $rednic sa protezami, ktéore moga byC¢ stosowane w zabiegach
pomostowania wiencowego (CABG) ze wzgledu na zblizone wielkosci $rednic —$rednia
$rednica wewngtrzna gtéwnych tetnic wiencowych wynosi ok. 3,5 mm (41)
2. modut Younga (MY) zblizony do warto$ci dla ludzkich naczyn (< 10 MPa);
zgodno$¢ mechaniczna proteza-naczynia jest istotnym czynnikiem wptywajacym na ryzyko
wykrzepiania krwi wewnatrz zespolenia
3. grubos¢ $ciany zapewniajagca dobrg elastyczno$¢ 1 pamigé ksztaltu, przy jednoczesnej
szczelnosci;
grubos¢ $ciany protezy wptywa na elastycznos$¢, zdolno$¢ do zachowania cylindrycznego
ksztattu w trakcie zabiegu implantacji 1 pdzniejszej pracy (pamigé ksztaltu), wptywa na
zjawisko tzw. ,pocenia” protezy — czyli przesigkania krwi przez S$ciang protezy.
Jednoczes$nie zbyt duza grubo$¢ negatywnie wptywa na sam zabieg implantacji — wystepuja
problemy z szyciem i stworzeniem szczelnego zespolenia
4. odpowiedni rozmiar poréw powierzchni wewnetrznej i zewngtrznej;
rozmiar porow moze regulowa¢ tempo adhezji i proliferacji komodrek, w zatozeniu
powierzchnia wewngtrzna powinna wspiera¢ rozw6j SMC, a wewngtrzna - EC
5. $ciana protezy zbudowana z warstw o r6znej morfologii:
warstwa wewngetrzna — morfologia wspierajaca adhezj¢ i1 proliferacje EC oraz tworzenie
monowarstwy na powierzchni materiatu, bez migracji komorek w glab materiatu
warstwa zewngtrzna — morfologia wspierajaca proliferacj¢ SMC wraz z ich migracj¢ w glab

materiatu
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Zdecydowatam si¢ na zbadanie mozliwo$ci wytwarzania poliuretanowych protez o
podanych wyzej parametrach za pomocg rozdmuchu roztworu polimeru (SBS). SBS umozliwia
otrzymanie materiatlow nano- i mikrowtoknistych o zakresie $rednic zblizonym do zakreséw
otrzymywanych za pomocg jednej z popularniejszych technik otrzymywania witokien -
elektroprzgdzenia (ES) (42). Jednak proces SBS ma w poréwnaniu do ES kilka istotnych zalet,
m.in. brak konieczno$ci stosowania wysokiego napigcia (wymagane w procesie ES), ktore
cz¢sto moze prowadzi¢ do przegrzania, degradacji polimeru i zmiany jego wiasciwosci (43).
Ponadto, w procesie ES wlasciwosci otrzymanych wldkien silnie zaleza od wlasciwosci
dieelektrycznych zastosowanych rozpuszczalnikow (44). Zjawisko to nie wystepuje w
przypadku SBS, mniejsza jest rowniez liczba zmiennych, ktére kontrolujg proces. Ogromnag
zaleta SBS w poréwnaniu do ES jest jego wydajnos¢ - SBS umozliwia otrzymanie wtokien z
okoto 10-krotnie wyzsza wydajno$cia. Nasze proby wykazaly, ze w przypadku zastosowania
roztworu poliuretanu ChronoFlex 75A wytworzenie wtokien o $redniej $rednicy 900 nm w
ciggu 30 minut procesu skutkowato wtokning o grubosci okoto 50 um dla procesu ES oraz
okoto 500 um dla procesu SBS. Tak duza r6znica w wydajnos$ci byta dla mnie bardzo istotna —
szczegolnie, ze koncowy produkt (proteza) ma grubos¢ Sciany w zakresie 500-1000 pm, jest to
wiec materiat stosunkowo gruby. Proces SBS, w odroznieniu do ES, jest procesem latwo
skalowalnym, mozliwy jest wigc transfer opracowanej technologii na skale przemystowa.

Pierwsze etapy badan to dobor parametréw procesowych tak, aby uzyska¢ produkt o
zatozonych wlasciwosciach. SBS daje pod tym wzgledem duze mozliwos$ci. Sita napedowa
procesu jest ci$nienie gazu roboczego, ktory wraz z roztworem polimeru podawany jest do
dyszy. Pod wplywem cis$nienia na wylocie z dyszy tworzg si¢ widkna polimeru, ktore nastepnie
osadzaja si¢ na obracajacym si¢ kolektorze. Wtasciwosci otrzymanego materialu zaleza od
uktadu polimer-rozpuszczalnik, w szczegélnosci lepkosci 1 stezenia roztworu polimeru oraz
lotnosci rozpuszczalnika (45). Na wilasciwosci materialu wplywaja rowniez: predkosé
przeplywu roztworu polimeru, ci$nienie gazu roboczego, odleglo$¢ dysza-kolektor oraz
predkos¢ obrotowa kolektora. Zmiana tych parametrow umozliwia otrzymanie materialow
roéznigcych si¢ grubos$cia, porowatoscia, czy $rednicg i ukierunkowaniem witokien (46) (47).
Badania wstgpne (zrealizowane przez moja Dyplomantke: 1. Lopianiak, praca magisterska
., Opracowanie struktur nano- i mikrowloknistych do trojwymiarowej hodowli komorkowej”,
2019) obejmowaty m.in. dobor cis$nienia sprezonego powietrza (w zakresie 0,05-0,2 MPa) oraz
natezenia przeptywu roztworu polimeru (w zakresie 10-50 ml/h) tak, aby uzyska¢ wtdkna o
powtarzalnej morfologii oraz minimalnej ilosci ,.koralikow” (tzw. bead-on-string fibers).
Badania te wykazaty, Ze najkorzystniejsze warunki to ci$nienie gazu roboczego 0,1MPa przy
natezeniu przeplywu roztworu polimeru 30 ml/h. Takie wartosci stosowano we wszystkich
p6zniejszych pracach (H6-H9).

W pierwszych etapach prac badalam wlokniny wytworzone z poliuretandéw o rdznej

twardos$ci: ChronoFlex 75A (migkki) oraz 75D (twardy) oraz poréwnywatam ich wlasnosci.
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Badania wykazaty lepszy wzrost komoérek na materiatach twardszych (75D, wyniki nie
opublikowane). Jednak materiaty te charakteryzowaly si¢ duzo gorszymi warto$ciami
mechanicznymi (mala pamieé ksztattu), 1 wyzszymi warto§ciami MY. Podjetam proby
wytwarzania protez mieszanych, wytworzonych z polimeru twardego (warstwy zewngtrzne,
kontaktujace si¢ z tkankami) oraz miekkiego (warstwa srodkowa), ale proby takie zakonczyty
si¢ niepowodzeniem (delaminacja warstw w probach zmegczeniowych). Ostatecznie podjetam
decyzj¢ o kontynuowaniu badan na polimerze 75A (migkki). W tym miejscu warto wspomnie¢,
ze praca H6 prezentuje wyniki otrzymane dla poliuretanéw 75D, dlatego tez wartosci MY
prezentowane w pracy sa stosunkowo wysokie. Prace H7, H8 oraz H9 prezentuja widkniny
otrzymane z poliuretanu 75A (warto$ci MY sg nizsze).

Publikacje H6-H9 prezentuja kolejne etapy badan nad opracowaniem procesu
otrzymania witoknistych protez naczyniowych. Praca H6 przedstawia wplyw wybranych
technik sterylizacji na wiasciwosci opracowanych wtoknin poliuretanowych. W pracy H7
skupitam si¢ na poszukiwaniu zalezno$ci mig¢dzy morfologia powierzchni wioknistej a
wzrostem komoérek EC i SMC. W pracy H8 prezentuje wplyw modyfikacji chemicznej
(opisanej w H3 1 H4) na wybrane wlasciwosci wtoknin. Praca H9 prezentuje opracowane
warstwowe protezy naczyniowe i ich podstawowe wilasciwosci oraz bada mozliwosci
zasiedlania protez komoérkami za pomoca techniki MTE (zasiedlanie magnetyczne, ang.
magnetic tissue engineering). W pracach H7-H8 skupiam si¢ na charakteryzacji powierzchni i
analizie procesOw przebiegajacych na powierzchni materiatu. Materiat cylindryczny badany w
tych pracach nie jest koncowa wersja warstwowej protezy. Dopiero praca H9 prezentuje finalny
produkt, ktorego strukture dobratam na podstawie wynikow uzyskanych w poprzednich etapach
badan.

Jednym z pierwszych zagadnien nad ktorymi pochylitam si¢ rozpoczynajac prace z
wtokninami poliuretanowymi byly badania wplywu procesow sterylizacji na wlasciwos$ci
materiatu. Sterylizacja implantu jest etapem koniecznym, cho¢ czgsto nie pozostaje bez wptywu
na wlasciwosci materiatu (48). W szczeg6lnosci sterylizacja wtoknin moze by¢ wyzwaniem -
jest to material stosunkowo delikatny, mogacy tatwo ulec deformacjom, a ze wzgledu na jego
wysoka porowatos¢ powierzchniowe metody sterylizacji moga by¢ nieefektywne. Poczatkowo
w badaniach stosowatam jedng z prostszych i popularniejszych technik — immersje w 70%
etanolu. Zauwazytam negatywny wplyw tej techniki na wlasciwosci mechaniczne materiatu.
Postanowilam poszuka¢ alternatywnych metod oraz zbada¢ ich wptyw na wlasciwosci wtdknin
(praca H6). Zdecydowatam si¢ na analiz¢ metod sterylizacji/dezynfekcji najczesciej
stosowanych w pracy z biomateriatami: promieniowanie gamma, elektronowe, UV oraz kapiel
w 70% etanolu. Jako alternatywng metod¢ zaproponowatam kapiel antybiotykowg (AMS —ang.
antimicrobial solution). Metoda ta jest stosunkowo nowa i mniej popularna od metod
radiacyjnych, ale wykazano jej skuteczno$¢ np. dla nanowldknin PLGA (49). Efektywno$¢

zaproponowanych procesow sterylizacji/dezynfekcji zostala zbadana za pomoca dwdch metod
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— poprzez kontakt materiatu z ptynnym medium hodowlanym oraz agarem. Pierwsza metoda
weryfikacji efektow sterylizacji okazata si¢ mato czuta — nie wykryto oznak zakazenia dla
zadnej z metod sterylizacji, rowniez dla kontroli pozytywnej (material niesterylny).
Zdecydowanie czulsza metoda byl kontakt z agarem — badania to pokazalo, ze materiaty
sterylizowane technikami radiacyjnymi oraz etanolem nie byty w pelni sterylne — w cze¢$ci lub
wszystkich probkach analizowanych w danej grupie dochodzilo do zakazenia w ciggu 7 dni
inkubacji z agarem. Dodatkowo, promieniowanie gamma powodowato widoczne
makroskopowo zmiany materiatu (zmiana koloru). Z kolei w przypadku materiatow po kapieli
AMS nie doszto do zakazenia, probki nie zmienity obrazu makroskopowego.

Zywotnoéé komorek hodowanych na materiatach przekraczata 70% dla wszystkich
testowanych metod sterylizacji/dezynfekcji, co oznacza, Zze material zachowywal swoja
biozgodnoéé. Zadna technika nie spowodowata widocznych zmian w obrazie mikroskopowym
oraz $redniej Srednicy widkien. Jednak, w przypadku wigkszosci stosowanych technik doszto
do istotnych zmian wlasciwosci mechanicznych. Promieniowanie elektronowe oraz kapiele
etanolowa i AMS skutkowaly istotnym zwigkszeniem MY wtoknin z warto$ci okoto 5 MPa
(materiat przed sterylizacja) do wartosci okolo 10 MPa. Badania pokazaly, ze zadna z
analizowanych technik nie jest technika idealna, pozostajaca bez wplywu na wilasciwosci
witoknin przy jednoczesnej wysokiej efektywnosci. Jednak, biorgc pod uwage wszystkie
otrzymane wyniki oraz tatwo$¢ przeprowadzania procesu wnioskowatam, ze kapiel AMS moze
by¢ skuteczng technikg dezynfekcji protez wykorzystywang w trakcie badan in vitro oraz in
vivo. Potwierdzeniem tych wnioskéw sa pdzniejsze badania in vivo przeprowadzone w
projekcie BioGraft (badanie nie opublikowane). Badane protezy przygotowywano do
implantacji poprzez inkubacj¢ w AMS, nie stosowano innych technik sterylizacji/dezynfekcji.
Badania histopatologiczne tkanek sgsiadujacych z implantem nie wykazywaly oznak zakazenia
(brak bakterii Gram+, brak odczynu zapalnego). Wyniki te planuje opublikowaé po
zakonczeniu catego cyklu zabiegéw implantacji.

Po dokonaniu wyboru odpowiedniej twardosci PU oraz techniki sterylizacji postawitam
sobie za cel okreslenie wptywu morfologii powierzchni na adhezj¢ i wzrost komorek (praca
H9). Skupitam si¢ na komoérkach budujacych $ciany naczynia krwionosnego i petniacych
kluczowe funkcje w ich funkcjonowaniu: EC oraz SMC.

Wiele badan pokazuje, ze wzrost komorek jest silnie zalezny od chropowatosci
powierzchni, a w przypadku materiatow widknistych od $redniej Srednicy widkien. Charakter
tej relacji zalezy od rodzaju komorek (50). Analiza literatury pokazuje, Ze nie ma prostej i
jednoznacznej odpowiedzi na pytanie jaka powierzchnia jest korzystniejsza. W przypadku EC
wiekszos$¢ badan sugeruje lepsza adhezje do nanowldkien w pordwnaniu do mikrowtokien (51).
Istnieja jednak badania wskazujace na przeciwng zaleznos$¢ (52). Faktem jest, ze w przypadku
zasiedlania powierzchni protez naczyniowych EC gléwnym celem jest stworzenie

monowarstwy na powierzchni protezy bez nadmiernej migracji komorek w gtab materiatu. Z
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drugiej strony, w przypadku wzrostu SMC istotna jest mozliwo$¢ migracji komorek w glab
struktury, wydzielanie macierzy zewnatrzkomoérkowej (m.in. kolagenu) i odbudowa struktury
$ciany naczynia. W tym przypadku korzystniejsze moga okazac si¢ widkna wieksze, ktore
gwarantuja obecno$¢ we widkninie poréw o wigkszych rozmiarach.

Biorgc pod uwage powyzsze, postanowitam wytworzy¢ i podda¢ analizom 6 typoéw
powierzchni, réznigcych si¢ morfologia. Zaplanowalam otrzymanie materiatow o $redniej
$rednicy widkien wynoszacej w przyblizeniu 200, 500 oraz 900 nm. Istniejg badania, ktére
sugeruja lepszy wzrost EC na powierzchniach statych niz na powierzchniach wioknistych (53).
Z tego wzgledu, oprocz klasycznych materialdow wioknistych (grupa materialdéw oznaczona
,»1L”) postanowitam wlaczy¢ do badan materialy o morfologii mieszanej, lito-widknistej (grupa
materiatéw oznaczona ,2L”). W grupie 2L réwniez wytworzono materiaty, dla ktérych
zaktadane $rednie $rednice wtokien wynosity 200, 500 oraz 900 nm.

Otrzymanie materialdéw o zalozonej morfologii umozliwilo stosowanie w procesie SBS
roztwordéw polimeru o réznym stezeniu (co skutkowato uzyskaniem widkien o roznej srednicy)
oraz stosowanie zmiennej odlegtosci roboczej kolektor-dysza (co skutkowalo wytworzeniem
materialdow widknistych lub lito-wtoknistych). Zestawienie typéw powierzchni oraz wartosci

stezenia roztworu polimeru i odleglosci roboczej stosowanej w procesie przedstawiono w
Tab.1.

Tab.1: Warianty materiatow badane w pracy H9.

typ powierzchni stez. odl. morfologia powierzchni |odl. robocza |morfologia powierzchni
roztworu | robocza dla wewngtrznej dla w-wy zewnetrznej
polimeru W-wy zewn. [cm]
[% wewn. [cm]

mas./mas.]
C75A 1L 200 2 30 wiékna 200 nm 30 wiokna 200 nm
C75A 1L 500 4 30 wiékna 500 nm 30 wiokna 500 nm
C75A 1L 900 5 30 wiékna 900 nm 30 wiokna 900 nm
C75A 2L 500 4 10 film/ widkna 500 nm 30 wiokna 500 nm
C75A 2L 900 5 10 film/ widkna 900 nm 30 wiokna 900 nm

Zestawienie wynikow pomiaréw dla wszystkich 6 typoéw analizowanych materialow
przedstawia Rys.8. W przypadku materiatéw typu 2L parametry te wyznaczono dla obszarow
wloknistych. Zastosowane parametry procesowe pozwolity uzyska¢ wiokniny o $rednich
$rednicach wldkien zblizonych do zalozonych, czyli 200, 500 oraz 900 nm. Zwigkszenie
stezenia roztworu polimeru prowadzilo do otrzymania wldkien o wigkszych S$rednich

$rednicach i szerszych rozktadach $rednic. W przypadku widknin o najmniejszych srednicach
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(200 nm) otrzymano najmniejsze rozmiary porow ($rednia wielko$¢ w przyblizeniu 2 pm) oraz
waski rozktad wielkos$ci. Najwigksze zaobserwowane pory nie przekraczaty wielkoscig 10 um.
Dla widknin 500 i 900 nm otrzymano podobne wielkosci §rednich rozmiaréw poréw (w
przyblizeniu 5 pm) oraz podobny rozktad wielko$ci. W poréwnaniu do wtdknin 200 nm byt to

szerszy rozktad wielkosci, a najwigksze zmierzone pory przekraczalty wielkoscig 10 um.
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Rys.8: Rozkiad wartosci srednic wiokien i wielkosci porow dla materiatow analizowanych w

pracy HY.

Dla powyzszych materiatow przeanalizowatam wzrost EC na ich powierzchni.
Wykazatam, ze w poczatkowej fazie hodowli adhezja komorek bylo poréwnywalna na
wszystkich typach analizowanych morfologii (zblizone warto$ci liczby komorek/mm?2 w
pierwszym dniu hodowli). Wraz z czasem trwania hodowli zaobserwowatam wyzsze odsetki
powierzchni skolonizowanej komorkami dla materiatow o morfologii mieszanej, wtoknisto-
litej. Z kolei porownujac materialy roznigce si¢ Srednica widkna, wyzsze warto$ci powierzchni
pokrytej komérkami zanotowatam dla materiatow o §rednicach mniejszych.

W przypadku analizy wzrostu SMC zbadatam trzy typy powierzchni réznigce si¢
$rednica wiokiem: 200, 500 i oraz 900 nm. Ze wzgledu na zatozenia dotyczace migracji
komoérek SMC wewnatrz materiatu zrezygnowatam z analizy struktur mieszanych, lito-
wioknistych. Wykazalam, ze zarowno liczba komorek jak i odsetek powierzchni pokrytej przez
komorki byly najwyzsze dla materiatu o najwigkszej badanej $rednicy widkien (900 nm).
Analiza mikroskopowa pozwala zauwazy¢ tez istotng r6znic¢ w morfologii SMC rosnacych na
witoknach 200 nm 1 900 nm. Na widknach 200 nm komorki przyjmowaty morfologi¢ silnie
rozptaszczong, z kolei na materiale wtoknach 900 nm komorki przez caly analizowany czas
hodowli utrzymywaly strukture bardziej sferyczng. Analizujac migracje komorek w glab
materiatu wykazatam, ze zar6wno na poczatku hodowli (1dzien), jak i na koncu (7 dni)

gleboko$¢ migracji byta znaczaco wyzsza na materiale 900 nm. Uzyskane wyniki pozwolity
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mi na wyselekcjonowanie widkien 900 nanometréw jako najkorzystniejszych do stworzenia
zewnetrznej warstwy protezy.

Praca H9 prezentuje wlasciwosci protezy warstwowej ztozonej z trzech (proteza Micro)
lub czterech (proteza Nano) warstw widknistych rdznigcych si¢ morfologia (Rys.9). Biorac po
uwage wyniki otrzymane na w H8 przyjetam, ze warstwa zewnetrzna powinna by¢ zbudowana
z wtokien 900 nm. Zaplanowalam réwniez dodanie cienkiej warstwy witdkien 900 nm o
utozeniu ukierunkowanym — badania przeprowadzone przez nasz Zespdl (manuskrypt w
przygotowaniu) wykazaly, Zze ukierunkowanie wilokien 900 nm wspiera adhezje SMC.
Ukierunkowanie widkien uzyskano dzieki zwigkszeniu predkosci obrotowej kolektora. Od
strony wewngtrznej zaproponowatam warstwe gesto upakowanych wiokien o grubosci z
zakresu 80-100 um, ktéra doszczelnia protez¢ i ogranicza zjawisko przeciekania krwi przez
$ciany. Byl to problem, ktory pojawiat si¢ przy przeplywie krwi przez protezy w uktadach
przeplywowych. Dodanie warstwy gesto upakowanych witdkien o podanej grubosci
wyeliminowalo ten problem. Dodatkowo zaproponowalam dodanie cienkiej warstwy
nanowtokien od luminalnej powierzchni protezy (typ Nano). Typ Micro posiada identyczny
uktad warstw, ale pozbawiony jest wewnetrznej warstwy nanowtdkien. Celem badan byto
porownanie wlasciwosci obu typow protez, a w szczegdlnosci przeprowadzenie pierwszych
prob zasiedlania protezy EC.

W badaniach nad wytwarzaniem protez metoda SBS moim celem nadrzednym byto
badanie wlasciwosci produktu, nie za$ analiza samego procesu. Dlatego tez, zdecydowatam si¢
nie wykonywac¢ dodatkowych eksperymentéw dotyczacych np. optymalizacji procesu z
wykorzystaniem metod planowania eksperymentu. Manipulacja wspomnianymi parametrami
procesowymi umozliwita uzyskania protez o zatozonych wlasciwosciach fizycznych i
mechanicznych.

Jednym z wazniejszych zatozen, ktore udato si¢ zrealizowa¢ byla odpowiednia
wytrzymato$¢ mechaniczna i elastyczno$¢ protezy. Literatura podaje nastgpujace wartosci MY
dla naczyn krwionosnych: 23,7 MPa dla SV, 16,8 dla IMA oraz 1,4 MPa dla naczyn
wiencowych (54). Bioragc pod uwage potencjalne zastosowanie opracowywanych protez w
zabiegach CABG zatozytam, ze docelowe wartos§ci MY powinny miesci¢ si¢ w zakresie 1-10
MPa. Zatozenie to udato si¢ speli¢ - MY wytworzonych protez wynosit 2,5 MPa dla protez
Nano oraz 2,4 MPa dla protez Micro. Uzyskanie zblizonych warto$ci MY dla oby typdéw protez
byto wynikiem zamierzonym i oczekiwanym — jak juz wspomniano protezy Nano ro6znity si¢
od protez Micro obecnoscig cienkiej (<50 um) warstwy nanowlokien, ktéra przy catkowitej
grubosci $ciany wynoszacej prawie 700 pum nie zmieniata w sposob istotny wlasciwosci
mechanicznych catej protezy. Na wlasciwosci mechaniczne wptywaja wigc gldwnie

wlasciwos$ci warstwy srodkowej oraz zewngtrzne;j.
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Rys.9: Prezentacja opracowanych protez warstwowych typu Nano i Micro: schemat ideowy
poszczegolnych warstw budujgcych Sciane (A), widok mikroskopowy przekroju Sciany
wytworzonych protez (B), widoki makroskopowe (Ci D).

Endotelializacja protez naczyniowych in vitro zaktada kolonizacj¢ protezy komorkami
pacjenta przed zabiegiem implantacji. W tym celu konieczne jest opracowanie systemu
efektywnego zasiedlenia luminalnej (wewngtrznej) powierzchni protezy komodrkami.
Prowadzenie takich hodowli okazalo si¢ duzym wyzwaniem. W ramach pracy magisterskiej
mojej Dyplomantki (A. Wojciechowska, ,, Wzrost i aktywnos¢ komorek hodowanych na
powierzchni protez naczyniowych w warunkach dynamicznych”, 2021) zbadaly$my kilka
technik zasiedlania protez komoérkami §rédbtonka. Wyniki nie byly zadowalajace — adhezja
komorek byta niska i nieréwnomierna na catej powierzchni wewnetrznej protezy. Duza szansg
na rozwigzanie tego problemu okazal si¢ moj wyjazd stazowy do kliniki uniwersyteckiej

w  Erlangen. Zespot pracuje m.in. nad wykorzystaniem pola magnetycznego

31



dr inz. Beata Butruk-Raszeja
Zatgcznik nr 2 — Autoreferat

i ferromagnetycznych nanoczastek w hodowlach komoérkowych. Zasiedlanie magnetyczne
(MTE ang. magnetic tissue engineering) jest cieckawa technika umozliwiajaca kolonizacje
komorkami materiatlow o zréznicowanej geometrii, np. mocno porowatych lub cylindrycznych.
Idea polega na wprowadzenie magnetycznych nanoczastek (SPIONs, ang. superparamagnetic
iron oxide nanoparticles) do wngtrza komorek, a nastgpnie umieszczenia tak przygotowane;j
zawiesiny wraz z biomaterialem w polu magnetycznym. Pole magnetyczne ,kieruje”
komorkami, wymuszajac ich migracj¢ w okreslonym kierunku i osadzanie na materiale.

W trakcie mojego pobytu stazowego podjetam udang probe wykorzystania tej techniki
1 unikalnego sprze¢tu dostepnego w jednostce goszczacej przeprowadzajac hodowle EC na
protezach typu Nano oraz Micro (model hodowli 3D). Jednocze$nie przeprowadzitam
klasyczna hodowle na obu typach powierzchni (model hodowli 2D). Oczywiscie hodowla
prowadzona na ptaskich materialach wldknistych jest rowniez hodowla, w ktérej komorki rosng
w trzech wymiarach, niemniej, w celu rozréznienia dwoch stosowanych w moich badaniach
modeli, zdecydowalam si¢ na zastosowanie takiej nomenklatury. Wykazatam, ze réznica w
odsetku powierzchni pokrytej komoérkami po pierwszym i trzecim dniu hodowli pomiedzy
materialami Nano i Micro byta niewielka (p>0,005). Po 7 dniach hodowli w przypadku hodowli
2D zauwazono istotne réznice — wyzszy odsetek powierzchni uzyskano na powierzchniach typu
Nano. W przypadku hodowli 3d r6znica ta byta nieistotna statystycznie. Porownanie wynikow
uzyskanych z hodowli EC w modelu 2D i 3D doprowadzito mnie do ciekawych wnioskow -
wtokna o mniejszych rozmiarach (Nano) wspomagaja proliferacj¢ EC, jest to jednak efekt
widoczny tylko w hodowli na ptaskich materiatach (model 2D). Nie jest to efekt na tyle silny,
aby zadziatal w bardziej wymagajacym srodowisku — na pewno za takie mozna uzna¢ hodowle
na strukturze cylindrycznej (model 3D), gdzie sita grawitacyjna nie wspomaga procesu adhez;ji
(tak, jak ma to miejsce w hodowli 2D). Jest to wazny wniosek, zwlaszcza biorgc pod uwage
fakt, ze zdecydowana wigkszo$¢ badan analizujacych wptyw struktury powierzchni na wzrost
komorek prezentowanych w literaturze dotyczy klasycznych hodowli 2D, prowadzonych na
materiatach ptaskich.

Wykazatam réwniez, ze tempo proliferacji komoérek (wyrazone jako zmiana odsetka
powierzchni zajetej przez komorki) jest istotnie rozne dla hodowli w modelu 2D 1 3D. Wartos¢
ta ulegta zmianie od okoto 20% po pierwszym dniu hodowli do okoto 70% po 7 dniu hodowli
(protezy Nano) w hodowli 2D. Natomiast w hodowli 3D $redni odsetek powierzchni zajetej
przez komoérki na protezach utrzymywal si¢ ponizej 20%. Wida¢ to wyraznie na obrazach
mikroskopowych — na materialach ptaskich widoczne jest powigkszanie si¢ obszarow
skolonizowanych przez komorki. W przypadku protez odsetek powierzchni zajetej przez
komorki utrzymuje si¢ na zblizonym poziomie w 1,3 1 7 dniu hodowli. Ta réznica wyraznie
pokazuje jak istotna jest weryfikacja wynikdw hodowli 2D na strukturach docelowych, w
omawianym przypadku — cylindrycznych. Oczywiscie prowadzenie hodowli na prostszych

modelach ma réwniez swoje mocne strony i jest w peini uzasadnione — zwlaszcza w
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poczatkowych etapach opracowywania nowych materiatéw, kiedy zaklada si¢ zbadanie duze;j
ilo$ci wariantow materiatowych i wytypowanie tych najbardziej obiecujacych. Taka taktyke
obratam réwniez w swoich badaniach.

Uzyskane wyniki hodowli komérkowej EC na powierzchniach protez poliuretanowych
niemodyfikowanych potwierdzaja moje pierwotne zalozenia — poliuretan, pomimo stosunkowo
dobrych jak na polimer syntetyczny wilasciwosci adhezyjnych wzgledem komorek wymaga
przeprowadzenia modyfikacji chemicznych, ktore pozwolityby na uzyskanie wyzszego odsetka
powierzchni skolonizowanej przez komorki. Jednocze$nie zaproponowana metoda zasiedlania
protez jest metodg skuteczng, mozliwg do stosowania w dalszych badaniach nad protezami

wloknistymi.

4.6. Zastosowanie wybranych metod modyfikacji do modyfikacji wewne¢trznej
powierzchni protez

Opracowane technologie modyfikacji poliuretandw (zaprezentowane w pierwszej
cz¢sci autoreferatu) wykorzystatam w pozniejszych etapach moich badan do modyfikacji
wewnetrznej powierzchni nowoopracowanych poliuretanowych protez naczyniowych. Praca
H9 prezentuje wyniki modyfikacji protezy widknistej pokryciem z poliakrylanow. Praca H10
prezentuje protezy naczyniowe pokryte powloka hydrozelowa. Sposob otrzymywania
wloknistych protez naczyniowych modyfikowanych pokryciem bioaktywnym w ukladzie
przeplywowym (silanizacja lub poliakrylany) jest czgscig patentu H11. Powyzsze prace tacza
dwa gltowne obszary badawcze, ktérymi zajmowatam w ciggu ostatnich lat — badania nad
chemiczng modyfikacja poliuretanow i wytwarzaniem powtok hemozgodnych oraz badania nad
metodami otrzymywania poliuretanowych protez naczyniowych.

W pracy H9 przeprowadzitam analiz¢ wplywu prezentowanego wcze$niej pokrycia
peptydowego poliakrylandw na wiasciwosci wtoknin. Wyniki wezesniej prowadzonych prac
nad powtokami z poliakrylanéw (praca H3) wykazaty, ze warunki procesowe tj. czas reakc;ji,
temperatura, stezenie reagentOw wplywaja na wlasciwosci pokrycia, w szczeg6lnosci gegstosé
powierzchniowg wprowadzonych grup karboksylowych. Moim celem bylo zbadanie jak proces
modyfikacji wptynie na wlasciwosci fizyczne (Srednia $rednica, rozmiar poréw) i mechaniczne
(MY) wiokniny oraz dobranie najkorzystniejszych parametrow procesu modyfikacji.
Analizowatam rowniez mozliwos$¢ intensyfikacji pierwszego etapu procesu modyfikacji
nanowtokien (polimeryzacja kwasu akrylowego) poprzez zmiang czasu reakcji, temperatury
reakcji oraz stezenie inicjatora.

Zdecydowatam, ze badaniom tym poddam widkna 200 nm. Zatozytam, ze wtokna te
moga by¢ bardziej wrazliwe na warunki prowadzenia reakcji niz widkna o wigkszych
$rednicach. Wykazatam, ze wszystkie trzy badane zmienne mialy wplyw na morfologi¢
wioknin. Srednia $rednica wiokien rosta wraz z wydtuzeniem czasu reakcji. Podobna zalezno$é

wykazalam dla temperatury prowadzenia reakcji. Zwigkszenie stg¢zenia inicjatora reakcji z
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0,01% do 0,05% mas./obj. skutkowalo zmiang morfologii widkniny — dochodzito do zlgczenia
struktury pojedynczych wiokien na skutek intensyfikacji procesu polimeryzacji kwasu
akrylowego. Na podstawie uzyskanych wynikoéw zaproponowatam najkorzystniejsze warunki
prowadzenia pierwszego etapu procesu modyfikacji: czas 0,5h, temperatura 25°C, stgzenie
inicjatora 0,01% mas./ob;j.

Dla podanych warunkéw przeprowadzitam proces modyfikacji wewngtrznej
powierzchni protez umieszczonych w uktadzie przeptywowym. W tym etapie badan
przeprowadzitam pelny, dwuetapowy proces modyfikacji: polimeryzacj¢ kwasu akrylowego
oraz chemiczne wigzanie peptydu. Nastepnie dokonalam charakterystyki zmodyfikowanej
powierzchni porownujac wyniki otrzymane z konca wlotowego i wylotowego protezy.
Wykazatam, Ze proces modyfikacji zaszedt rownomiernie na obu koncach protezy modyfikacji
— porownanie obu analizowanych obszarow nie wykazalo istotnych réznic w badanych
wielkosciach. Na podstawie obrazéw mikroskopowych przekroju $ciany modyfikowanej
protezy mozna przypuszczac, ze dyfuzja reagentow wewnatrz struktury wtoknistej zachodzi na
glebokos¢ ok 50 um przy catkowitej grubosci wtdkniny wynoszacej ok. 150 um i dla takiej
warstwy granicznej materialu zachodzi proces modyfikacji (w obrazie mikroskopowym
widoczna zmiana porowatosci wtokniny od strony wewnetrznej, kontaktujacej si¢ z roztworem
modyfikujacym).

Wykazatam, Ze proces przeprowadzony bez dodatku inicjatora (skutkujacy fizycznym
osadzeniem kwasu akrylowego na powierzchni wtdkien) powoduje zmiang zwilzalnosci z 134°
(niemodyfikowana wtdknina) do 103°. Przeprowadzenie procesu w takich samych warunkach,
ale z dodatkiem inicjatora skutkuje wzrostem zwilzalnosci do wartosci 80°. Chemicznie
zwigzanie peptydu (potwierdzone analizg spektroskopowa powierzchni) powoduje dalsza
hydrofilizacj¢ powierzchni (50°). Przeprowadzona modyfikacja skutkowata zwigkszeniem MY
protezy z 1,8 MPa do 4,0 MPa, jednak nadal byta to warto§¢ mieszczaca si¢ z moich zatozeniach
projektowych (MY <10 MPa).

Praca H10 prezentuje mozliwo$¢ wykorzystania opracowanej przeze mnie technologii
pokrycia hydrozelowego do modyfikacji wewngtrznej powierzni protez naczyniowych.
wytworzonych metodg inwersji faz (dokladniejszy opis metody w rodziale “Prace
uzupelniajace cykl”) . Analiza mikroskopowa wykazata obecnos¢ pokrycia hydrozelowego na
catej modyfikowanej powierzchni protezy. Powloka po wysuszeniu charakteryzowata si¢ niskg
stabilno$cig mechaniczng (pekniecia widoczne na zdjeciach), niemniej byto to spowodowano
wybrang metodg suszenia (temperatura otoczenia). We wczesniejszych badaniach, przy analizie
suchej formy pokrycia stosowano liofilizacje. Jest to preferowana metoda suszenia w
przypadku hydrozeli — zapewnia wierniejsze odzwierciedlenie porowatej struktury, a
otrzymany kserozel jest stabilniejszy mechanicznie.

W pordéwnaniu do prac prowadzonych w H2 osiggnigto poréwnywalne wartosci HG ( z
zakresu 15-35 g/m2). Mozna wiec stwierdzi¢, ze twardo$¢ stosowanego poliuretanu (H2:
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ChronoFlex 75D, H10: ChronoFlex 45D) oraz sposob jego przetwarzania (H2: folia, H10:
porowata memebrana uzyskana metoda inwersji faz) nie ma istotnego wplywu na mase
przytaczonego PVP i1 wytworzonej powtoki. Przedstawiona warto$¢ grubosci pokrycia
mierzona byta w stanie suchym, dlatego sa to warto$ci o wiele nizsze niz warto$ci zmierzone
w H2 (mierzone dla stanu uwodnionego).

Podobnie jak w przypadku poprzednich badan nad powlokami hydrozelowymi,
wykazano spadek ilosci zaadsorbowanego fibrynogenu o okoto potowe w poréwnaniu do
powierzchni protez niemodyfikowanych oraz zmniejszenie liczby ptytek krwi zaadherowanych
do powierzchni. Modyfikacja spetnita wigc swoje “pasywne” zadanie — w poréwnaniu do
powierzchni niemodyfikowanej (PU) obnizyla ilo§¢ zaadsorbowanych/zaadherowanych
komponentow krwi, ktore biorg udziat w procesach krzepnigcia.

Jak juz wspominalam, obie opracowane technologie wytwarzania pokry¢ peptydowych
wykorzystalam w swoich badaniach do modyfikacji wewnetrznej powierzchni opracowanych
protez witdknistych. Opis przyktadow takiej procedury wraz z propozycja korzystanych
warunkow procesowych jest czescig patentu T.Ciach, B. Butruk— Raszeja, A. Kuzminska, M.
Wojasinski, “Sposob wytwarzania protez naczyniowych matych Srednic” (HI11).
Zaproponowatam sposob modyfikacji protez z wykorzystaniem uktadu przeptywowego, w
ktérym kolejne roztwory modyfikujace przeplywaja przez wngtrze protezy umieszczonej w
uktadzie (sposob opisany rowniez w H9).

4.7. Podsumowanie i najwazniejsze osiagni¢cia

W prezentowanym w niniejszym autoreferacie cyklu prac zaproponowalam trzy metody
modyfikacji chemicznej poliuretanow, ktorych celem byta poprawa hemozgodnosci
modyfikowanego polimeru i ktéore moga by¢ wykorzystane do modyfikacji wewngtrznej
powierzchni  protez naczyniowych. Metody te roznig si¢ strategia dzialania
przeciwzakrzepowego i oczekiwanym efektem biologicznym.

Pokrycia hydrozelowe prezentuja strategi¢ pokry¢ biopasywnych, ktore maja na celu
zmniejszenie aktywacji procesow krzepniecia krwi poprzez minimalizacj¢ proceséw aktywacji,
agregacji 1 adhezji ptytek krwi. Wykazalam poprawe hemozgodnosci modyfikowanego
poliuretanu w kontkacie z krwig w warunkach dynamicznych, wyrazona m.in. jako wzrost
odsetka wolnych ptytek krwi oraz spadek odsetka wytworzonych agregatow ptytkowych.

Pokrycia peptydowe prezetuja strategi¢ pokry¢ bioaktywnych, ktére maja na celu
poprawe adhezji komorek $rodbtonka do powierzchni modyfikowanej. W odroznieniu do
licznych doniesien literaturowych czesto proponujacych w takich rozwigzaniach molekuty
nieselektywne (np. RGD — zwigkszajacy adhezj¢ zar6wno komorek srodbtonka jak i ptytek
krwi) zdecydowalam si¢ na zastosowanie peptydu, ktory nie wykazuje dziatania promujacego
adhezje plytek krwi. Zaproponowatam dwie metody chemicznego wigzania peptydu. W

przypadku obu proponowanych rozwigzan doszto do zwigkszenia adhezji komorek $rodbtonka,
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(dla wybranych warunkéw prowadzenia procesu modyfikacji), przy jednoczesnym braku
zwigkszenia (lub zmniejszeniu) adhezji ptytek krwi. Metoda z uzyciem kwasu akrylowego jest
metoda korzystniejsza ze wzgledu na mniejszg liczbg etapow koniecznych do przeprowadzenia
modyfikacji.

Drugi obszar badawczy dotyczy metod wytwarzania cylidrycznych szkieletow protez
naczyniowych, ktore nastgpnie moga by¢ modyfikowane opracowanymi pokryciami.
Zaproponowatam sposdéb wytwarzania poliuretanowych protez wioknistych za pomoca
rozdmuchu roztworu polimeru. Metoda stanowi alternatywe dla procesu elektroprzedzenia,
najczesciej wykorzystywanego do produkcji materialow wioknistych, charakteryzujacego si¢
duzo nizszg wydajnoscia, wigksza ilo$cig zmiennych procesowych i trudnoscia w skalowaniu
procesu (m.in. ze wzgledu na konieczno$¢ stosowania pola elektrycznego). Zaproponowatam
protezy warstwowe, zbudowane z kilku warstw wtoknistych réznigcych si¢ morfologia, tak,
aby speni¢ postawione zatozenia dotyczace m.in. wlasciwosci mechanicznych, szczelnos$ci
oraz rozmiaru porow/wtokien wspierajacych rozw6j odpowiednich typéw komorek. Zgodnie z
moja wiedza do tej pory nie prezentowano w literaturze metody produkcji protez
poliuretanowych z wykorzystaniem rozdmuchu roztworu polimeru. Pierwsze zabiegi
implantacji in vivo na modelu zwierzgcym (t¢tnica udowa, owce) protez modyfikowanych
pokryciem peptydowym (metoda bazujaca na szczepieniu AA) zostaly juz przeprowadzone
(badania w ramach projektu BioGraft, wyniki jeszcze nie opublikowane). Prace sa
kontynouwane w ramach kolejnego projektu (OPUS-LAP, NCN), przy wspolpracy z zespotem
niemieckim z Kliniki w Erlangen oraz chirurgami naczyniowymi ze Szpitala Bielanskiego w
Warszawie, implantacje sa w toku.

Wszystkie metody prezentowane w pracy (modyfikacja powierzchni, wytwarzanie
struktur wloknistych) zostaly opracowane z wykorzystaniem komercyjnie dostgpnych,
certyfikowanych poliuretanow, ktore sg juz stosowane do produkeji implantéw kontaktujacych
si¢ z krwig (protezy serca) i w tych zastosowaniach daja bardzo dobre rezultaty. Wszystkie
procesy modyfikacji powierzchni sa to metody nowe, ktore nie byly wczesniej prezentowane
w literaturze. Zar6wno metody modyfikacji jak i metoda wytwarzania protez wldknistych sa
przedmiotem ochrony patentowej (,, Sposob otrzymywania wyrobow polimerowych pokrytych
warstwq innego polimeru” — metoda wytwarzania powlok hydrozelowych, “Sposob
wytwarzania protez naczyniowych matych srednic” — metoda wytwarzania protez wtoknistych
modyfikowanych pokryciem peptydowym).

Za swoje najwazniejsze osiagniecia 1 wktad w rozwdj dyscypliny uwazam:
- opracowanie metod chemicznej modyfikacji powierzchni poliuretanow:
o chemiczne wigzanie peptydu poprzez silanizacj¢ powierzchni
o chemiczne wigzanie peptydu poprzez szczepienie kwasu akrylowego
katalizowane jonami ceru

o wytworzenie warstwy hydrozelowej poprzez zmodyfikowang reakcj¢ Fentona
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- opracowanie metod umozliwiajacych analiz¢ wybranych wlasciwosci (w szczegolnosci
biologicznych) otrzymywanych powierzchni

- dla kazdego z zaproponowanych pokry¢ modyfikujacych wykazanie pozytywnego
1 oczekiwanego efektu biologicznego

- zbadanie wptywu wybranych parametréw procesowych procesu SBS na wilasciwosci
warstwowych wioknistych protez naczyniowych

- okreslenie wptywu wybranych metod sterylizacji/dezynfekcji na wtasciwo$ci materiatu
wloknistego oraz zaproponowanie metody najkorzystniejszej

- otrzymanie warstwowych protez wtdknistych o zatozonych wtasciwosciach fizycznych
i mechanicznych

- zbadanie wplywu morfologii widknin poliuretanowych na wzrost komorek §rodbtonka
oraz wskazanie morfologii najkorzystniejszej

- zbadanie wpltywu modyfikacji chemicznej kwasem akrylowym na wlasciwosci
nanowtoknin PU oraz wskazanie warunkéw najkorzystniejszych

- potwierdzenie mozliwosci zastosowania techniki zasiedlania magnetycznego

w procesie kolonizacji opracowanych protez poliuretanowych komoérkami §rodbtonka.

4.8. Prace uzupelniajace cykl

Prace stanowiace cykl habilitacyjny prezentuja w mojej ocenie najwazniejsze
osiggniecia, ktore udato mi si¢ uzyska¢ podczas badan z zakresu powierzchni hemozgodnych i
protez naczyniowych. Oprocz wymienionych prac jestem wspdtautorem publikacji, ktore sa
bezposrednio zwigzane z prezentowanymi badaniami i uzupeiniajg tematyke.

Uzupetnienie badan dotyczacych materialow widknistych otrzymywanych technika
SBS stanowi praca A22, ktéra prezentuje badania wstgpne — dobor podstawowych parametréw
procesowych procesu SBS (m.in. ci$§nienie powietrza, nat¢zenie przeplywu roztworu polimeru)
oraz wplyw stezenia roztworu polimeru na $rednig Srednice otrzymanych widokien.

W ramach realizacji projektu BioGraft wraz z Zespotem opracowalismy druga
technologi¢ wytwarzania protez naczyniowych. Badania nad procesem stanowily gtéwna czes¢
rozprawy doktorskiej A. Kuzminskiej (,, Otrzymywanie i modyfikacja powierzchni
poliuretanowych cylindrycznych rusztowan tkankowych”), dla ktorej petilam funkcje
promotora pomocniczego. Jest to technologia bazujaca na procesie inwersji faz w uktadzie
rozpuszczalnik-nierozpuszczalnik, znanym réwniez jako LIPS (ang. liquid induced phase
separation). Proces LIPS polega na wykorzystaniu réznicy rozpuszczalnosci polimeru w dwoch
roztworach — jednym zawierajagcym rozpuszczalnik oraz drugim zawierajagcym tzw.
nierozpuszczalnik (55). Podczas stosowania tej metody miesza si¢ oba roztwory, co prowadzi
do inwersji faz — wytracenia polimeru. Otrzymanie trojwymiarowych rusztowan jest mozliwe

dzigki prowadzeniu procesu przy uzyciu kolektorow o odpowiedniej geometrii.
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Metoda LIPS ma wiele zalet, w tym zdolno$¢ do tworzenia struktur o zréznicowanej
porowato$ci (dodatek porogenow) oraz tatwos$¢ dostosowania procesu do roéznych typoéw
polimeréw i rozpuszczalnikéw. Stosowanie tej metody do otrzymywania protez naczyniowych
jest intensywnie badane przez grupe prof. Seifaliana z University College London (UCL) (56).
Jest to Zespot, w ktorym miatam okazje¢ pracowac w trakcie mojego stazu na UCL —umozliwito
mi to poznanie podstawowych technik zwigzanych z ta3 metoda oraz kontynuowanie badan po
powrocie do kraju.

Wptyw gtéwnych parametrow procesowych (sktad roztworu nierozpuszczalnika, czas
procesu, temperatura procesu, stezenie roztworu PU, twardo$¢ PU, dodatek porogenu)
wptywajacych na morfologi¢ protez zostaty przedstawione w pracy A23. Wybrano warunki,
ktére umozliwily otrzymanie protez o wiasciwosciach najblizszych zatozeniom. Opracowane
protezy mogag by¢ dodatkowo pokryte widknami 900 nm, aby utworzy¢ warstwe zewnetrzng,
wspierajacag rozwdj SMC — analogicznie, jak w przypadku protez otrzymanych technika SBS.
Rozwigzanie to jest obecnie przedmiotem zgloszenia patentowego (B. Butruk— Raszeja,
A. Kuzminska, M. Wojasinski, ,,Sposob otrzymywania polimerowych protez warstwowych i
polimerowa proteza warstwowa”, Zgh). W kolejnej pracy (A25) przedstawiono wtasciwosci
protez uzyskanych metoda inwersji faz i zmodyfikowanych pokryciem z poliakrylanow
(opisanym w niniejszym autoreferacie) oraz zbadano wptyw pokrycia na adhezje HUVEC i
ptytek krwi.

Jestem wspotautorem dwoch prac przegladowych prezentujacych metody chemicznej
modyfikacji powierzchni protez naczyniowych (A13, A40).

4.9. Pozostale obszary badawcze

Oprécz prezentowanego w niniejszym autoreferacie glownego nurtu badawczego
prowadzitam lub prowadze badania dotyczace:
- wykorzystania procesu elektropolimeryzacji do wytwarzania pokry¢ polimerowych na
powierzchni metali — promotor pomocniczy rozprawy (Paulina Trzaskowska: "Procesy
modyfikacji powierzchni stalowych przeznaczonych do kontaktu z krwig"), publikacje A15, A29
- analizy wilasciwos$ci polimerdw modyfikowanych promieniowaniem E-UV — promotor
pomocniczy rozprawy (Inam Ul Ahad, ,, Application of laser plasma extreme ultraviolet (EUV)
source in biomedical engineering”), publikacje A10, A19, A23
- otrzymywania materiatbw polimerowych metodg inwersji faz w ukladzie
rozpuszczalnik/nierozpuszczalnik — promotor pomocniczy rozprawy (Aleksandra Kuzminska:
., Otrzymywanie i modyfikacja powierzchni poliuretanowych cylindrycznych rusztowan
tkankowych”), publikacje A23, A25
- procesow otrzymywania mikroczastek polimerowych do zastosowan w terapii nowotwordéw
— promotor pomocniczy rozprawy (llona tojszczyk, ,, Otrzymywanie mikroczgstek

polimerowych do zastosowan medycznych’)
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- modyfikacji i charakteryzacji porowatych membran polipropylenowych — artykut A20

- oceny cytotoksycznosci zawiesin komorkowych dozowanych w postaci aerozoli — artykuty
M1, A6

- metod otrzymywania implantéw kostnych (spienianie z reakcja chemiczng oraz formowanie
mikrogranulek) — artykuty A1, AS, A30

- metod wytwarzania porowatych witdkien typu rdzen-otoczka oraz badania kinetyki
wydzielania zwigzkéw bioaktywnych z takich wtokien — promotor pomocniczy rozprawy
(Iwona Lopianiak, ,, Materialy porowate i wlokniste jako rusztowania tkankowe”)

- metod otrzymywania nowych biotuszy do biodruku 3D — promotor pomocniczy rozprawy
(Aleksandra Wojciechowska, ,, Wytwarzanie wielowarstwowych struktur do zastosowan w
inzynierii regeneracyjnej metodq biodruku 3D ")

- procesOw wytwarzania medycznych pokry¢ na bazie polidopaminy oraz polinoradrenaliny.
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Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowa albo artystycznag
realizowana w wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,

w szczegolnoSci zagranicznej.

Wspotpraca miedzynarodowa

Section of Experimental Oncology and Nanomedicine (SEON),
Universititsklinikum Erlangen,  Friedrich-Alexander  University = Erlangen—
Niirnberg (FAU), Erlangen, Niemcy — wpotpraca rozpoczg¢ta w trakcie realizacji projektu
BioGraft, w ramach wspsipracy Zrealizowatam 3 miesieczny staz (2022, grant wyjazdowy w
ramach konkursu Bekker, NAWA), efektem stazu jest publikacja (H8) oraz dwa wystapienia
konferencyjne; obecnie wspolpraca jest kontynuowana w ramach wspolnego projektu
(OPUS-LAP, NCN), projekt zaktada kontynuacj¢ badan nad protezami naczyniowymi, 2
manuskrypty sa w przygotowaniu, ztozyliSmy wspdlny wniosek do NAWy o finansowanie

dwustronnej wymiany akademickiej miedzy Zespotami (wniosek w trakcie oceny)
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- National Taiwan University of Science and Technology, Taipei, Taiwan — wspotpraca
w ramach realizacji dwoch projektow (NCBiR, Wspoélpraca Polsko-Tajwanska), efekty
wspoOtpracy to 3 wspodlne publikacje (A13, A16, A40)

- Centre of Nanotechnology and Regenerative Medicine, University Colege London,
Londyn, Wielka Brytania — odbytam 2-miesi¢czny staz (2010, grant wyjazdowy Centrum
Studiéw Zaawansowanych PW), podczas ktorego miatam okazje pozna¢ techniki hodowli
komorkowych na powierzchni biomateriatéw oraz technikiw analizy wlasciwos$ci

biomateriatow
Wspotpraca krajowa

- Instytut Optoelektroniki, Wojskowa Akademia Techniczna (WAT), Warszawa —
wspotpraca z grupg prof. Fiedorowicza nad zagadnieniami zwigzanymi z badaniem
wlasciwo$ci materialow modyfikowanych promieniowaniem E-UV, w ramach wspotpracy
petitam funcj¢ promotra pomocnicznego (Inam Ul Ahad), dwoje moich dyplomantow
zrealizowalo badania do prac dyplomowych z wykorzystaniem unikalnego sprzetu
dostepnego w Instytucie (Julia Zakrzewska, “Biozgodnos¢ polimerow modyfikowanych z
zastosowaniem promieniowania E-UV”, 2020, praca inz., Adam Lech, “Wphw parametrow
procesowych na biozgodnos¢ mat modyfikowanych promieniowaniem E-UV”, 2020, praca
mgr ), odbytam szkolenie “Laser Plasma EUV Sources for Application in Nanotechnology
and Bioengineering ’(2012), powstalty 3 wspolne publikacje (A10, A19, A23), badania
prowadzone byly w ramach projektow Laserlab-Europe finansowanych z programow

europejskich 7PR oraz Horyzont 2020

- Instytut Inzynierii Materialowej i Metalurgii (IMIM) PAN, Krakow — wspolpraca
z zespotem dr hab. Majora, zespot posiada m.in. uklady przeplywowe do analizy interakcji
materiat-krew, z uktadow tych korzystalam podczas analiz wytwarzanych przeze mnie
materiatéw i powierzchni, wspotpraca byta realizowana podczas 3 projektow finansowanych

ze srodkéw NCBIR i NCN, efektem wspolpracy jest 1 wspolna publikacja A39

- Instytut Fizyki, Warszawa — wspolpraca z grupa prof. Jabtonskiej-Lawniczak, w ramach
wspolpracy zespot przeprowadza analiz¢ XPS badanych przeze mnie powierzchni
1 materialow, efektem wspotpracy sa 3 publikacje A19, A23, A29

- Fundacja Rozwoju Kardiochirurgii (FRK), Zabrze — wspotpraca przy realizacji Projektu
Polskie Sztuczne Serce, FRK produkowala komory wspomagania serca, ktéore w ramach
projektu poddawalam modyfikacjom powierzchniowym oraz wykonywata badania in vivo

opracowanych przeze mnie materiatdw, efektem wspolpracy jest wspolna publikacja (H2)
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Wspotpraca wewnetrzna w ramach PW

wspotpracuje z grupa prof. Janczeskiego z Wydzialu Chemicznego PW, w ramach
wspotpracy badam wlasciwosci  hemolityczne nowych polimeréw o dziataniu

antybakteryjnym; efektem wspolpracy jest wspolna publikacja A28

kontynuuje wspdtprace z dr Pauling Trzaskowska, rozpoczeta jeszcze na etapie realizacji jej
pracy magisterskiej (petnitam funkcj¢ opiekuna) oraz pracy doktorskiej (petitam funkcje
promotora pomocniczego), obecnie dr Trzaskowska pracuje w CEZAMAT PW i zajmuje
si¢. m.in. modyfikacjag powierzchni metali do zastosowan biomedycznych; efektem

wspoOtpracy sa wspolne publikacje A15, A29.

w ramach WICHiP wspoélpracuje m.in. z grupg prof. Moskala nad zagadnieniami
zwigzanymi z synteza 1 modyfikacja nanocelulozy bakteryjnej do zastosowan
biomedycznych oraz grupa prof. Makowskiego analizujac wpltyw geometri przewezenia

w modelowych naczyniach krwiono$nych na procesy hemolizy

Oswiadczenia potwierdzajace wspotprace i odbycie stazy zawiera Zalgeznik 7.

6.

Informacja o osiagni¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych

nauke lub sztuke.

Moja dziatalno§¢ dydaktyczna zwigzana jest z Wydziatem Inzynierii Chemicznej i

Procesowej (WIChiP) oraz Wydzialem Chemicznym (WCh) Politechniki Warszawskie;.
Prowadzg zajecia na I (Biotechnologia, WCh) oraz II stopniu (spec. Bioinzynieria oraz spec.

Inzynieria Produktow Nanostrukturalnych, WIChiP) studiéw stacjonarnych.

Prowadzone zaj¢cia

Biotechnologia:

Kultury komorkowe i tkankowe ro$lin i zwierzat — laboratorium, 30h (wspotprowadzaca)

Inzynieria chemiczna i procesowa, spec. Bioinzynieria:

Hodowle komoérkowe — wyktad, 30h + laboratorium, 30h (kierownik przedmiotu,
przedmiot prowadzony samodzielnie)

Nanotechnologia — wyktad, 30h + laboratorium, 30h (kierownik przedmiotu, wyktad
prowadzony samodzielnie, laboratorium wspotprowadzaca)

InZynieria Biomedyczna — laboratorium, 30h (prowadzone samodzielnie)

Inzynieria chemiczna i procesowa, spec. Inzynieria Produktow Nanostrukturalnych:

Nanotechnologia medyczna — laboratorium, 60h (wspotprowadzaca)
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Wszystkie prowadzone przeze mnie zaj¢cia dydaktyczne sa zajeciami autorskimi -
opracowatam materialy wyktadowe, program zaje¢ laboratoryjnych oraz instrukcje do ¢wiczen.
Materiaty dydaktyczne s przeze mnie aktualizowane —np. w momencie pojawienia si¢ nowego
sprzetu w laboratorium, tak, aby studenci mieli mozliwie najlepszy dostep do nowoczesnych
technik.

Laboratoria z hodowli komoérkowych (KKiTRiZ oraz Hodowle komoérkowe) prowadzone
sa w laboratorium dydaktycznym typu clean-room. Jest to laboratorium, ktore powstalo na
WICHiP PW w 2015 roku przy moim aktywnym udziale — bralam udzial w projektowaniu
(m.in. projekt 10-osobowej dydaktycznej komory laminarnej) oraz wyposazaniu laboratorium
w niezbedne sprzgty 1 materialy.

Pelilam funkcje¢ promotora w 40 pracach dyplomowych zrealizowanych na WICHiP:
26 pracach magisterskich oraz 14 pracach inzynierskich. Obecnie w realizacji jest kolejnych 6
prac dyplomowych.

Prace magisterskie

Analiza wtasciwosci biologicznych pokry¢ biomedycznych zawierajacych tauryne, 2023

2. Badanie procesu wydruku polimerowych struktur cylindrycznych do zastosowan w
inzynierii tkankowej, 2023

3. Wplyw dodatku substancji modyfikujacych na wzrost ludzkich komorek na materiatach
wioknistych, 2022
Wplyw stopnia uporzadkowania wiokien na wzrost komoérek migsni gtadkich, 2021
Analiza wzrostu komorek na nanowloknach z dodatkiem bialek, 2021
Pokrycia do urologicznych wyrobow medycznych zmniejszajace wartosci
wspotczynnikéw tarcia z tkankami uktadu moczowego, 2021

7. Hodowla wybranych typoéw komorek na powierzchni wtoknistych protez naczyniowych,
2021

8. Wzrost i aktywno$¢ komoérek hodowanych na powierzchni protez naczyniowych w
warunkach dynamicznych, 2021

9. Wplyw parametréw procesowych na otrzymywanie bioaktywnego pokrycia
polimerowego, 2021

10. Otrzymywanie nanoczastek tlenku grafenu metoda karbonizacji, 2020

11. Wplyw parametrow procesowych na biozgodno$¢ materiatéw modyfikowanych
promieniowaniem EUV, 2020

12. Opracowanie struktur nano- i mikrowtdknistych do trojwymiarowej hodowli
komoérkowej, 2019

13. Wpltyw celowej modyfikacji chemicznej na wlasnosci mechaniczne i fizykochemiczne
wloknistych protez naczyniowych, 2019

14. Ocena wilasciwosci fizykochemicznych i biologicznych mikroczastek do terapii
nowotworowej, 2018

15. Otrzymywanie i badanie protez naczyn krwiono$nych, 2018

16. Biokompatybilne pokrycie poliuretanéw, 2018

17. Otrzymywanie i badanie bioaktywnych pokry¢ peptydowych, 2018

18. Wytwarzanie mikroczastek polimerowych technika membranowa do zastosowan
medycznych, 2018
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19. Otrzymywanie biozgodnych materialéw polimerowych do dlugotrwatego kontaktu z
krwia, 2018

20. Biozgodno$¢ polimerowych protez naczyniowych, 2018

21. Biokompatybilnos$¢ sztucznych naczyn krwionos$nych, 2017

22. Otrzymywanie mikroczastek polimerowych do embolizacji naczyn krwionosnych w
terapii nowotworow, 2017

23. Wilasnosci bioaktywnych powierzchni poliuretanéw medycznych, 2017

24. Opracowanie metody wytwarzania oraz wstgpna analiza wlasciwosci protez
naczyniowych matych $rednic, 2016

25. Hemokompatybilno$¢ modyfikowanych powierzchni poliuretanow medycznych, 2015

26. Bioactive surfaces promoting endothelial cells adhesion, 2015

Prace inzynierskie

Modyfikacja celulozy bakteryjnej - analiza sktadu chemicznego produktu, 2023

2. Wplyw parametrow procesowych na morfologi¢ polimerowych cylindrycznych
rusztowan biomedycznych otrzymywanych technikg inwersji faz, 2022

3. Analiza wlasciwos$ci mechanicznych wielowarstwowych struktur
mikro/nanowldknistych, 2022

4. Badanie procesu adhezji ptytek krwi do powierzchni modyfikowanych polidopamina,
2022

5. Analiza wptywu wybranych parametréw procesowych na wtasciwosci fizykochemiczne
otrzymanych biomaterialow widknistych, 2021

6. Wlasciwosci mechaniczne polimerowych materiatdéw wtdknistych, 2020

7. Biozgodno$¢ polimeréw modyfikowanych z zastosowaniem promieniowania E-UV, 2020

8. Otrzymywanie rusztowan tkankowych metoda wypierania rozpuszczalnika, 2019

9. Hydrozelowe powloki do zastosowan medycznych, 2019

10. Biomarkery aktywnosci komorek $rodbtonka w warunkach in vitro, 2019

11. Analiza metabolizmu komorek $rodblonka na polimerowym biomateriale, 2017

12.  Wplyw parametréw reakcji na ggsto§¢ powierzchniowa grup karboksylowych na
bioaktywnej powierzchni polimerowej, 2016

13. Analiza procesOw wykrzepiania krwi w kontakcie z powierzchnig polimeru medycznego,
2015

14. Badanie zwilzalno$ci powierzchni poliuretanu funkcjonalizowanego grupami aminowymi
1 karboksylowymi, 2015

Peli¢/pelnilam funkcje¢ promotora pomocniczego w nastepujacych przewodach
doktorskich:

1. Inam Ul Ahad, ,, Application of laser plasma extreme ultraviolet (EUV) source in
biomedical engineering”, nadanie stopnia doktora: 2015 r.

2. Paulina Trzaskowska: "Procesy modyfikacji powierzchni stalowych przeznaczonych do
kontaktu z krwig", nadanie stopnia doktora: 2018 r., wyrdznienie

3. llona Lojszezyk, ,, Otrzymywanie mikroczgstek polimerowych do zastosowan medycznych”,
nadanie stopnia doktora: 2021 r.

4. Aleksandra Kuzminska: ,, Otrzymywanie i modyfikacja powierzchni poliuretanowych
cylindrycznych rusztowan tkankowych”, nadanie stopnia doktora: 2022
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5. Iwona Lopianiak, ,, Materialy porowate i wiokniste jako rusztowania tkankowe”,
planowana obrona: 2024

6. Aleksandra Wojciechowska, ,, Wytwarzanie wielowarstwowych struktur do zastosowan w
inzynierii regeneracyjnej metodq biodruku 3D, w realizacji od 2022

Nagrody przyznane dyplomantom w konkursie Polskiego Towarzystwa Inzynierii
Biomedycznej na najlepsza prac¢ magisterska:
e mgr inz. Karolina Paszkowska ,,Otrzymywanie i badanie bioaktywnych pokry¢
peptydowych” (wyrdznienie, 2018)
e mgr inz. Martyna Banach ,,Wytwarzanie mikroczastek polimerowych technika
membranowa do zastosowan medycznych” (wyroznienie, 2018)

Pozostala dzialalno$¢ dydaktyczno-popularyzatorska:

e recenzent prac magisterskich (5) oraz prac inzynierskich (19) realizowanych na WICHiP

e opiekun studentéw uczestniczacych w programie Erasmus (2 studentki)

e opiekun ucznia realizujacego staz licealisty (1 studentka)

e wyktad na Uniwersytecie Trzeciego Wieku prezentujacy tematyke sztucznego serca, 2014

e wywiad radiowy prezentujacy tematyke protez naczyniowych, Polskie Radio 24, Program
Czas na Nauke, 2018

e wywiad radiowy prezentujacy projekt BioGraft, Radio Czworka, Program Stacja Nauki,
2018

Dzialalno$¢ organizacyjna:

e kierownik Laboratorium Inzynierii Powierzchni i Protez Naczyniowych (BioGraftLab)

opiekun laboratorium badawczego

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podac inne informacje,
wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

Otrzvmane granty wyjazdowe:

e Grant wyjazdowy w ramach Programu Bekker Narodowej Agencji Wymiany
Akademickiej (2022), w ramach stypednium zrealizowatam staz naukowy w Section of
Experimental Oncology and Nanomedicine (SEON), Universitétsklinikum Erlangen,
Niemcy

e Naukowe Stypendium Wyjazdowe Centrum Studiéw Zaawansowanych Politechniki
Warszawskiej (2009), w ramach stypednium zrealizowalam staz naukowy w Centre of
Nanotechnology and Regenerative Medicine, University College London, Wielka
Brytania
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Odbyte szkolenia:

e Warsztat Aktywnej Dydaktyki, Uniwersytet Otwarty Uniwersytetu Warszawskiego,
5.11.2014

e Analiza danych w programie STATISTICA, StatSoft, Warszawa, 16.10.2012

e Zastosowania statystyki i data mining w badaniach naukowych, StatSoft, Warszawa,
15.10.2012

¢ Nanotechnology Summer School, University of Oxford, Oxford, Wielka Brytania, 2-
6.07.2012

e Hodowle komdrkowe — oczyszczanie biatek i analiza komorek, Merck Millipore,
Warszawa, 14.06.2012

e Laser Plasma EUV Sources for Application in Nanotechnology and Bioengineering,
Instytut Optoelektroniki, Wojskowa Akademia Techniczna, Warszawa, 19-20.04.2012

e Zarzadzanie projektami, Centrum Studiow Zaawansowanych Politechniki Warszawskiej,
Warszawa, 2-4.12.2010

e Zarzadzanie zasobami ludzkimi, Centrum Studiow Zaawansowanych Politechniki
Warszawskiej, Warszawa, 30.11-1.12.2010

e HPLC i techniki fagczone w biotechnologii, Wydzial Chemiczny Politechniki
Warszawskiej, Warszawa, 16-24.05.2009

e Kurs Hodowli Komoérek Zwierzgcych, Wydzial Biologii Uniwersytetu Warszawskiego,
Warszawa, 9-12.06.2008

Otrzvmane nagrody:

e Nominacja do Polskiej Nagrody Inteligentnego Rozwoju 2020 w kategorii Naukowiec
Przysztosci za realizacj¢ projektu ,,BioGraft — biomimetyczne protezy naczyniowe
matych $rednic” (2020)

e Nagroda Rektora Politechniki Warszawskiej za wybitne osiggnigcia w nauce (2015)

e Nagroda za najlepszy plakat na I Sympozjum Biomedycznym Eskulap w Lublinie (2014)
e Il miejsce w sesji posterowej, kategoria "Mlodzi badacze", za plakat pt. "Otrzymywanie
nowoczesnych biomateriatéw do kardiochirurgii metodg inzynierii tkankowej", XXI

Ogolnopolska Konferencja Inzynierii Chemicznej i Procesowej, Kolobrzeg (2013)

e Wyroznienie za plakat ,,Biopassive coating for polyurethane cardiovascular devices”, 8™
PhD Students and Young Scientists Conference R&D Conference, Warszawa (2013)

e Stypendium w ramach II edycji projektu “Potencjat naukowy wsparciem dla gospodarki
Mazowsza — stypendia dla doktorantoéw” (rok akademicki: 2012/2013)

e Stypendium Rektora dla najlepszych doktorantéw (lata akademickie: 2009/2010,
2010/2011, 2011/2012)

e Naukowe Stypendium Doktoranckie Centrum Studiéw Zaawansowanych Politechniki
Warszawskiej (lata akademickie 2010/2011 oraz 2011/2012)

e Mazowieckie Stypendium Doktoranckie Urzedu Marszatkowskiego Wojewodztwa
Mazowieckiego (2010)

e Nagroda Scopus-Perspektywy Young Researcher Award (2010)

e Wyrodznienie za plakat “Hydrogel coating for polyurethanes”, Conference on
Biomaterials in Medicine and Veterinary Medicine, Rytro (2010)

Kopie dokumentow potwierdzajace wybrane osiagnig¢cia zawiera Zalgceznik 8.
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