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Streszczenie rozprawy doktorskiej
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Naturalnie uformowane scaffoldy chitynowe: charakterystyka, funkcjonalizacja i
praktyczne zastosowanie
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Zréwnowazony rozwdj wcigz stanowi trudne zadanie. Nasze doswiadczenia pokazuja
jednak, Zze najlepszym doradca w rozwoju technologii przyjaznych $rodowisku jest sama
natura, ktéra stanowi niewyczerpane zZrédlo inspiracji dla syntezy materiatéw.
Biokompatybilnos¢, wysoka porowato$¢, odnawialno$¢ i bezpieczenistwo ekologiczne
materialéw biologicznych predysponuja je do stania si¢ realna konkurencja dla materiatéw
syntetycznych. Chityna jest wsréd nich jednym z najbardziej fascynujacych przyktadéw.
Niezwykla skala jej biosyntezy powoduje, ze chityne mozna znalezé w ponad 70% wszystkich
zywych organizméw na $wiecie. Jednak trudnoéci w przetwarzaniu, jak choéby
nierozpuszczalnos¢, sprawiaja, ze jej zastosowanie jest bardzo ograniczone. Rozwiazaniem dla
poprawy uzytecznosci chityny, moze by¢ mozliwo$¢ jej zastosowania w postaci naturalnie
uformowanej. Réznorodnos¢ unikalnych form szkieletéw chitynowych, zwlaszcza u gabek i
pajeczakow, stanowi inspiracje nie tylko do opracowania efektywnych technik izolacji, ale takze
umozliwia jej wykorzystanie ich jako komponentéw nowych kompozytéw 3D, do zastosowari
w inzynierii tkankowej, biokatalizie i ochronie $rodowiska.

Przedstawiony przeglad literaturowy przedlozonej pracy doktorskiej ukazuje
zagadnienia dotyczace stanu wiedzy z zakresu biomimetyki, inzynierii tkankowej oraz chemii
chityny. W pierwszej czesci skupiono sie na znaczeniu koncepcji biomimetyki, ktéra zaktada
tworzenie technologii i synteze materialéw poprzez nasladowanie natury. Nastepnie
szczegblng uwage zwrécono na tréjwymiarowe rusztowania (scaffoldy), jako podioza
hodowlane dla zréznicowanych kultur komérkowych. Dokladnie opisano kilka metod
tworzenia i modyfikacji scaffoldéw. Dodatkowo osobny rozdziat poswigcono bioscaffoldom
jako istotnemu obszarowi badawczemu wspétczesnej inzynierii tkankowej. Na koniec tej czesci
zwrdcono uwage na znaczenie chityny z kilku punktéw widzenia. Przeanalizowano chityne
pod katem jej naturalnych Zrédet wystgpowania, metod izolacji, wasciwoéci strukturalnych
oraz potencjalnej uzytecznosci.

Hipoteza badawcza rozprawy doktorskiej zaklada, ze wykorzystanie alternatywnych
zrédet chityny, takich jak szkielety gabek morskich czy naskérkéw pajakéw, pozwoli na



otrzymanie funkcgjonalnych tréjwymiarowych rusztowan o unikalnym ksztalcie
i wlasciwosciach predysponujacych je do syntezy biomaterialéw na potrzeby inzynierii
tkankowej oraz w zastosowaniach zwigzanych z ochrong srodowiska. W celu weryfikacji
gldwnych zalozenn hipotezy wykonano kilka eksperymentéw badawczych, ktore opisano
w czesci wynikowej.

Doswiadczenia zdobyte podczas eksperymentéw nad izolacja chityny z gabek morskich,
pozwolity na opracowanie nowej metody izolacji, wspomaganej mikrofalami. Korzysci plynace
z zastosowania tej metody s niezwykle istotne, gdyz pozwala ona skréci¢ czas izolacji z okoto
7 dni (klasyczna izolacja chemiczna) do mniej niz 1 h. Inng zaleta, jest zmniejszenie objetosci
stosowanych odczynnikéw oraz ich nizsze stezenie. Ponadto, wyniki uzyskane podczas badan
strukturalnych i fizykochemicznych wykazaly brak negatywnego wplywu mikrofal na
strukture chemiczng chityny. Obserwacje poczynione podczas tej czesci badan, pozwolily na
wyselekcjonowanie czystego rusztowania chitynowego o unikalnym tréjwymiarowym ksztalcie
do dalszych zastosowan. Przykladowo, szkielety chitynowe z gabki morskiej Aplysina fistularis
zostaly wykorzystane jako scaffoldy do hodowli komérek skéry keratynocytéw (HaCaT)
i fibroblastéw (Balb/3T3, NHDF). Analiza cytotoksycznoéci potwierdzita, ze przygotowany
material nie wplywa negatywnie na morfologie i ultrastrukture komoérek. Specyficzne
barwienie pozwolito na lepsze zrozumienie procesu przylaczania i proliferacji komérek na
chitynowym scaffoldzie. Dalsze badania skupity sie na funkcjonalizacji powierzchni matrycy
chitynowej. Kolejny z opisanych eksperymentéw umozliwil osadzanie weglanu wapnia w
postaci amorficznej i krystalicznego kalcytu, z wykorzystaniem hemolimfy $limaka Cornu
aspersum, jako czynnika biomineralizujacego. Funkcjonalizacja ta wplynela na poprawe
wlasciwosci pozadanych, takich jak zwilzalno$é, chropowatosé powierzchni czy odpornosé
mechaniczna. Zmiany te wplynely korzystnie na zachowanie ludzkich komérek kostnych -
osteoblastow (hFOB 1.19), podczas rozprzestrzeniania si¢ i przyczepiania do scaffoldu. W
kolejnym etapie pracy, podjeto si¢ immobilizacji lakazy na tréjwymiarowych chitynowych
szkieletach izolowanych z gabki morskiej Aplysina archeri. Stworzony system biokatalityczny
byt w stanie usuna¢ tetracykline z roztworu wodnego z blisko 100% wydajnoscia (w zaleznoéci
od warunkéw procesu). W dalszej czesci pracy przedstawiono analize potencjatu aplikacyjnego
kompozytu chityna-Ag/AgBr, jako efektywnego materiatu filtracyjnego o wiasciwosciach
antybakteryjnych. Przeprowadzone badania dowiodly, ze blisko 100% bakterii Escherichia coli
zostalo zdezaktywowanych w szdstej godzinie trwania eksperymentu.

Ostatnia czes¢ przedlozonej pracy doktorskiej skupia si¢ wokét charakterystyki
i wykorzystania rusztowan chitynowych pochodzacych z naskérkéw pajakéw Caribena
versicolor i Avicularia sp. Peru purple. Nalezy podkresli¢, ze mimo bioréznorodnosci i liczebnosci,
pajaki przez wiele lat byly pomijane w doniesieniach naukowych jako potencjalne Zzrédlo
chityny. W zwiazku z tym, aspekt aplikacyjny tego materiatu zaproponowane w tym rozdziale
zostal opisany po raz pierwszy. Wyniki charakterystyki fizykochemicznej pozwolily na
potwierdzenie obecnosci wysokiej czystoéci a-chityny. Wstepne eksperymenty nad
wykorzystaniem rurkowych scaffoldéw chitynowych, jako strukturalnego wsparcia dla
hodowli ludzkich kardiomiocytéw (iPSC-CMs) daly bardzo intrygujace wyniki. Diugotrwate
obserwacje pozwolily na scharakteryzowanie kolejnych etapéw powstawania nowej tkanki.
Od prostego rozprzestrzeniania si¢ komérek, poprzez tworzenie wyzszych grup, az po



tworzenie kurczliwych wibkien mie$niowych wewnatrz chitynowego podioza. W kolejnym
etapie, wykorzystano wysoka hydrofobowo$¢ oskérka pajeczego, ktéra stata si¢ inspiracja do
wykorzystania go jako sorbentu ropy naftowej. Dane eksperymentalne okreslity pojemnos¢
sorpcyjna ropy naftowej na poziomie 16,6 g/g, co czyni ten chitynowy materiat atrakcyjnym,
w poréwnaniu z innymi naturalnymi sorbentami pochodzenia zwierzecego.

Wyniki przedstawione w ramach przedlozonej pracy doktorskiej potwierdzily
osiggniecie zalozonych celéow badawczych i uzasadniaja postawiong hipoteze badawcza.
Goraco wierze, ze wysitek przedstawiony w niniejszej rozprawie, bedzie iskrg do dalszych
dziatari naukowych i poszerzy swiadomos¢ na temat wlasciwosci i mozliwosci aplikacyjnych
chityny w postaci naturalnie uformowane;j.
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