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Streszczenie

W niniejszej rozprawie doktorskiej opisano otrzymywanie hybrydowych sieci
polimerowych oraz ich sktadnikow. Zatozono, ze wykorzystujac hydrofobowy komponent
na bazie roslinnych kwasow thuszczowych i1 hydrofilowe biatko, otrzymana hybrydowa sie¢
polimerowa bedzie posiadata wlasciwosci amfifilowe. Ponadto, sprawdzono wpltyw
katecholu na wtasciwosci adhezyjne sieci polimerowych.

W ramach czes$ci badawczej opisano syntezy telechelicznego makromonomeru z
wykorzystaniem kilku katalizatoréw oraz zestawiono ich wiasciwosci, jak i otrzymanego na
jego bazie poliuretanu. Nastepnie wybrany makromonomer wykorzystano w dalszych
badaniach. Przeprowadzono szczegdélowe badania kinetyki fotosieciowania z
wykorzystaniem dwoch fotoinicjatoréw I rodzaju. Zbadano wpltyw czynnikow, takich jak
stezenia fotoinicjatora, intensywnos$¢ i obecnos¢ tlenu na kinetyke fotopolimeryzacji.

Dzigki zastosowaniu mieszaniny rozpuszczalnikow otrzymano hybrydowe sieci
polimerowe, jak i te o polepszonych wtasciwosciach adhezyjnych dzigki zastosowaniu
katecholu. Badanie kata zwilzania z wykorzystaniem dwoch rozpuszczalnikow: wody i
dijodometanu, przeprowadzone metoda osadzania kropli udowodnito amfifilowy charakter
otrzymanych uktadow hybrydowych. Ponadto badanie to ukazalo, ze na powierzchni
zachodzi zjawisko reorganizacji struktury sieci polimerowej. Analiza DSC wykazata
przejscia Szkliste ponizej temperatury pokojowej oraz doskonata biokompatybilnosé
sktadnikow sieci polimerowe;.

Otrzymane materiaty wykazaty duza elastycznos¢ oraz niskie moduty zblizone do
wlasciwos$ci mechanicznych tkanek migkkich, co w potaczeniu z brakiem cytotoksycznosci
wskazuje na ich potencjalng przydatno$¢ do zastosowan w inzynierii tkanek migkkich.
Ponadto badanie testu odrywania od powierzchni hydrofilowej filmu zawierajacego katechol
wykazato, iz wymagane jest zastosowanie wigkszej sity odrywania w poréwnaniu do
polimeru bez katecholu.

Otrzymane hybrydowe sieci polimerowe poddano dziataniu proteazy. Degradacja
enzymatyczna ujawnita, iz dodatek sktadnikow biologicznych, takich jak fibrynogen i
katechol przyspiesza proces hydrolizy. Dodatkowo proteaza przys$pieszata degradacje
samego poliuretanu wzgledem degradacji w obecno$ci samego buforu.

Stowa kluczowe: biomateriaty, amfifilowosc, sieci polimerowe, fotopolimeryzacja



Abstract

In this doctoral dissertation, the synthesis of hybrid polymer networks and their
components is described. It was assumed that by employing a hydrophobic component based
on plant-derived fatty acids and a hydrophilic protein, the resulting hybrid polymer network
would exhibit amphiphilic properties. Additionally, the influence of catechol on the adhesive
properties of the polymer networks was investigated. In the experimental section, the
synthesis of a telechelic macromonomer using various catalysts is described, followed by a
comparison of their properties.

The experimental section describes the syntheses of a telechelic macromonmer using
several catalyst and summarises their properties, as well as those of the polyurethane
obtained on its basis. The selected macromonomer was subsequently used in further studies.
A detailed kinetic analysis of the photocrosslinking process was conducted using two Type
| photoinitiators, with an investigation into the effects of photoinitiator concentration, light
intensity, and oxygen presence on the photopolymerization Kinetics.

Through the application of a co-solvent method, hybrid polymer networks were
obtained, including those with enhanced adhesive properties attributed to the incorporation
of catechol. The amphiphilic nature of the resulting hybrid systems was confirmed through
contact angle measurements using water and diiodomethane, employing the droplet
deposition method. Furthermore, this analysis revealed surface reorganization phenomena
within the polymer network structure. Differential scanning calorimetry (DSC)
demonstrated glass transitions below room temperature, indicating excellent compatibility
between the polymer network components.

The materials produced exhibited significant flexibility and low moduli, closely
resembling the mechanical properties of soft tissues, which combined with the lack of
cytotoxicity, indicates their potential suitability for soft tissue engineering applications.
Furthermore, peel tests conducted on hydrophilic surfaces of catechol-containing films
revealed a higher detachment force compared to polymers without catechol.

The hybrid polymer networks were subjected to protease treatment, and enzymatic
degradation studies indicated that the inclusion of biological components, such as fibrinogen
and catechol, accelerated the degradation process. Additionally, the protease expedited the
degradation of polyurethane compared to its degradation in buffer alone.

keywords: biomaterials, amphiphilicity, polymer networks, photopolymerization
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1 Wprowadzenie

Rosngce wymagania wobec materialow stanowig istotne wyzwania dla naukowcow,
co prowadzi do nieustannych prac nad nowymi materialami oraz modyfikacjami juz
istniejacych. W sektorze motoryzacyjnym, w szczegdlnosci intensyfikuje si¢ potrzeba
opracowania materialdw charakteryzujacych si¢ wyjatkowa lekkoscig, bez utraty
wytrzymato$ci, co wynika z rosngcego zapotrzebowania na pojazdy o mniejszym zuzyciu
paliwa 1 nizszej emisji CO2. Przemyst budowlany coraz wicksza wage przywiazuje do
aspektow zrownowazonego rozwoju, w tym do zwigkszenia energooszczedno$ci i
odpornos$ci na ekstremalne warunki atmosferyczne. Z kolei przemyst opakowaniowy ktadzie
nacisk na wydtuzenie trwato$ci produktow zamknietych w opakowaniu oraz zmniejszenia
wplywu opakowania na $§rodowisko, miedzy innymi poprzez szukanie nowych surowcoOw
pochodzacych ze zrodet odnawialnych.

Coraz wigksza uwaga poswigcana ekologicznym aspektom tworzyw sztucznych
skutkuje wzrostem zainteresowania naukowcoéw polimerami pochodzenia naturalnego,
takimi jak pochodne kwasow thuszczowych czy polisacharydy, ktore zaliczajg si¢ do grupy
surowcow odnawialnych. Wykorzystywanie polimerow pochodzenia naturalnego pozwala
nie tylko na uniezaleznienie przemystu tworzyw sztucznych od wyczerpywalnych zasobow
petrochemicznych, ale rowniez ma kluczowe znaczenie na ostatnim etapie cyklu zycia
produktu (z ang. end of life). Dzigki podatnosci tych polimeréw na rézne procesy degradacji
mozliwa jest redukcja ilosci odpadow ,plastikowych” trafiajacych na wysypiska.
Dodatkowo, biopolimery cechuja si¢ niskg toksycznos$cig, czynigc koncowy produkt
bezpieczniejszym dla $rodowiska i zdrowia ludzkiego. Wiele z nich (m.in. polilaktyd,
skrobia, chitozan, alginian) wykazuje dodatkowo wilasciwosci barierowe przed wilgocia,
tlenem i innymi gazami, co jest istotne przy produkcji opakowan dla zywnosci.

Ponadto biopolimery odgrywaja istotng rolg, szczegdlnie w zastosowaniach
medycznych, gdzie ze wzgledu na swoja natur¢ zapewniaja biokompatybilnosc,
biodegradowalno$¢, a nawet inherentng bioaktywnos$¢ wyrobéw medycznych. Chitozan,
otrzymywany z chityny budujgcej pancerze niektorych organizmoéw (morskich, takich jak
skorupiaki, i owadow, a takze znajdujacy si¢ w $cianie komoérkowej grzyboéw), posiada
unikalne wiasciwosci, takie jak zdolno$§¢ do hamowania wzrostu bakterii 1 promowanie
gojenia ran, co czyni go kluczowym sktadnikiem opatrunkow leczniczych [1-5]. Z kolei
fibrynogen, bedacy sktadnikiem krwi posiada zdolno$¢ do stymulowania procesow
regeneracyjnych tkanek, jest wykorzystywany do produkcji hydrozeli i implantow
medycznych. W ten sposdb biopolimery nie tylko poprawiajg skuteczno$¢ terapii
medycznych, ale takze przyczyniajg si¢ do szybszego i skuteczniejszego procesu gojenia
ran, co ma istotne znaczenie dla poprawy jakosci Zycia pacjentow.

Struktura materiatdéw pochodzenia biologicznego oraz funkcjonowanie organizméw
byty doskonalone przez tysiace lat ewolucji. Nic wiec dziwnego, ze inzynierowie od lat
czerpig inspiracje z natury. Doskonatym przyktadem biomimetyki jest tasma adhezyjna
nasladujaca spod stop gekona. Zauwazono, ze posiadaja one doskonatg zdolno$¢
przywierania do réznorodnych powierzchni, dzigki nanoszczotkom na spodzie stop. Te
nanometryczne struktury wiokniste zwigkszaja adhezje miedzy powierzchniami dzigki sitom
kapilarnym i oddziatywaniom van der Waalsa [6][7].
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Innym fascynujacym morskim zwierzgciem posiadajacym nadzwyczajne
wlasciwosci adhezyjne jest omulek, ktorego biatka posiadajg doskonate wiasciwosci
adhezyjne w srodowisku wodnym. Poczatkowo sg wydzielane jako biatkowe plyny, ktore
nastepnie twardniejg in situ, tworzac lepiaca si¢ stope, ktora zakotwicza matze do podtoza,
na ktorym zyja. Wiaczenie takich ugrupowan katecholowych do struktury materiatu stanowi
przyktad biomimetycznej adhezji do mokrych powierzchni za pomocg kowalencyjnych i
nickowalencyjnych oddziatywan [8]. Laczac opisane powyzej inspirowane naturg
rozwigzania, Otrzymano tasme pozwalajaca na odwracalne taczenie réznych powierzchni w
kazdym s$rodowisku. Baze i chropowatos¢ powierzchni (filary) wykonano z powszechnie
znanego elastomeru, polidimetylosiloksanu  (PDMS), stosujac  elektrolitografie
wykorzystywang najczesciej do produkcji zminiaturyzowanych uktadow elektrycznych.
Nastepnie poprzez powlekanie zanurzeniowe w roztworze poli(dopamino metakryloamidu-
co-metoksyehylo akrylanu) w etanolu naniesiono katechol na hydrofobowa powierzchnig
PDMS [9].

Inng czesto pozadang cechg materiatdw wysoko wyspecjalizowanych jest
amfifilowo$¢, czyli zdolno$¢ do oddziatywania zaréwno z powierzchniami hydrofilowymi,
jak i hydrofobowymi. W naturze ta wiasciwo$¢ pozwala na utrzymanie struktury btony
komorkowej, zbudowanej z fosfolipidow. Amfifilowa budowa fosfolipidu to hydrofilowa
»glowa” zbudowana zwykle z polarnych grup fosforanowych potaczonych z alkoholami (np.
choling) oraz hydrofobowy ,ogon” zbudowany gtownie z niepolarnych kwasow
thuszczowych. W zastosowaniach medycznych cecha ta jest szczegoélnie pozadana w
materiatach stosowanych jako nosniki lekow. Dzigki dwoistej naturze, umozliwiaja one
zardbwno enkapsulacje i transport lekow, jak i interakcje¢ z réznorodnym Srodowiskiem
biologicznym, co znaczaco zwicksza efektywno$¢ terapii. Najczgsciej Stosowanym
systemem amfifilowym sg liposomy, powstajace w wyniku samoorganizacji. Gtéwnie sa
stosowane w leczeniu nowotworoéw, gdzie pomagaja w precyzyjnym dostarczaniu leku do
guza, minimalizujgc toksycznos¢ substancji czynnej poza celem (np. lek Doxil®) oraz w
leczeniu pacjentow z cigzkimi infekcjami lub stanami obniZzonej odpornosci (np.
AmBisome®). W 2023 r. sam globalny rynek liposomalnej doksorubicyny byt wyceniany
na 1238,29 miliardéw USD [10].

Materialy taczace czesto tak roznorodne wlasciwosci moga by¢ uzyskane poprzez
tworzenie kompozytow, nanokompozytéw, kopolimerow, hybrydowych materiatow 1 sieci
polimerowych. Hybrydowy charakter takich materiatbw pozwala na precyzyjne
projektowanie wtasciwosci poprzez dobor rodzaju i udzialow ich sktadnikow (sktadu
chemicznego), stosunku hydrofobowos$ci do hydrofilowos$ci, Sposobu sieciowania, gestosci
usieciowania itp. Materiaty hybrydowe pozwalaja na integracje cech, ktore bytyby trudne
do uzyskania w przypadku tradycyjnych materiatdw, co czyni je idealnym wyborem dla
nowoczesnych zastosowan inzynieryjnych i technologicznych. Wszystko to powoduje, iz
maja znaczaco przewage nad tradycyjnymi materiatami jednosktadnikowymi, ktére czgsto
nie posiadajg wszystkich kluczowych cech.

W medycynie, hybrydowe sieci polimerowe sg szeroko badane pod katem
zastosowania w zaawansowanych systemach dostarczania lekow (z ang. drug delivery
systems). Uktady takie zwykle tworzone sg przez potaczenie naturalnych polimeréw takich
jak chitozan i zelatyna z syntetycznymi polimerami takimi jak poli(glikol etylenowy) (PEG).
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Takie potaczenia pozwalajg na uzyskanie materiatu taczacego cechy polimerow naturalnych
(biokompatybilnosci i biodegradowalnosci) z wytrzymatoscia mechaniczng polimerow
syntetycznych [11].

Niniejsza rozprawa pos$wigcona jest nieopisanym dotychczas w literaturze,
amfifilowym i hybrydowym sieciom polimerowym otrzymywanym na drodze
fotosieciowania. Oméwiono uktady hybrydowe bazujace na syntetycznej pochodnej kwasu
tluszczowego i naturalnym fibrynogenie oraz uktadow hybrydowych o polepszonych
wilasciwo$ciach adhezyjnych zawierajacych katechol. Celem pracy jest zbadanie potencjatu
tych nowatorskich materialéw w kontekscie zastosowan jako biomaterialy oraz zrozumienie
zalezno$ci migdzy strukturg, a wtasciwosciami nowych sieci polimerowych.

W literaturowej czesci pracy zebrano ogolne informacje dotyczace hybrydowych
sieci polimerowych i biomaterialow, zwracajac szczegdlng uwage na cechy, takie jak
amfifilowo$¢ oraz biodegradowalno$¢. Podkreslono szczegdlne znaczenie kwasow
thuszczowych, biatek i katecholi w zawansowanych zastosowaniach medycznych.
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2 Czes¢ literaturowa

2.1 Polimery naturalne

Biopolimery, czyli polimery pochodzenia naturalnego, jako pierwsze zostaty
wykorzystane w zastosowaniach medycznych, znacznie wyprzedzajac wykorzystanie
polimerow syntetycznych, ktore po raz pierwszy pojawity si¢ w latach 60. XX wieku [12].
Historia zastosowania polimeréw naturalnych sigga czaséw starozytnych. Pierwsze
udokumentowane wykorzystanie polimeréw miato miejsce okoto 2450 r. p.n.e. w
starozytnych Chinach do produkcji tkanin z jedwabiu [13]. Natomiast okoto 1600 r. p.n.e.
mieszkancy Ameryki Srodkowej stosowali gume naturalng do wyrobu obuwia i innych
przedmiotow uzytkowych [14].

W ciggu wiekow biopolimery znalazly zastosowanie w wielu dziedzinach. W XIX
wieku, dzigki rozwojowi chemii, mozliwa stala si¢ bardziej zaawansowana ich synteza i
modyfikacja. Biopolimery oferuja szereg zalet wynikajacych z ich pochodzenia, takich jak:
biokompatybilno$¢, niska toksyczno$¢ oraz podatnos¢ na degradacje.

Wsrod polimerow naturalnych mozna wyr6zni¢ trzy gtowne grupy: polisacharydy,
poliamidy (biatka i peptydy) i polinukleotydy(kwasy nukleinowe) [12]. Obecnie ze wzgledu
na aspekty ekologiczne, biopolimery ciesza si¢ coraz wickszym powodzeniem.

Szczegolnie interesujaca grupa pod katem zastosowan medycznych ze wzgledu na
réznorodne funkcje, strukture i zdolno$¢ do interakcji z innymi czgsteczkami biologicznymi
sa bialka. Niektore z nich (np. transferryna, hormony wzrostu (GH), erytropoetyna,
albumina, hemoglobina, cytokiny, akwapory) potrafig stymulowac i kontrolowaé¢ wzrost
komorek oraz regulowac transport substancji w organizmie, co sprawia, ze sg doskonatymi
kandydatami do wykorzystania w terapiach celowanych i medycynie regeneracyjnej.
Ponadto ze wzgledu na ich zréznicowana strukture i mozliwo$¢ funkcjonalizacji
umozliwiajg projektowanie biomateriatéw o réznorodnych wiasciwosciach fizycznych i
chemicznych [15][16].

2.1.1 Kwasy tluszczowe

Kwasy tluszczowe w postaci trojglicerydow wystepuja w nasionach roslin oleistych,
takich jak rzepak, kukurydza, soja, len czy stonecznik. W organizmach zywych odgrywaja
kluczowa rolg w szlaku biosyntezy fosfolipidow, czyli podstawowych sktadnikéw btony
komorkowej. Dodatkowo petnig funkcje rezerwy thuszczowej, gromadzac energi¢ potrzebng
do funkcjonowania komoérek [17].

Jako substancje pochodzenia naturalnego, kwasy tluszczowe wykazuja
biokompatybilno§¢ w kontakcie z komorkami. Niestety ich nierozpuszczalnos¢ w
roztworach wodnych, znaczgco wplywa na ograniczone wykorzystanie ich w
zastosowaniach medycznych [18].

Kwasy tlhuszczowe w roztworach wodnych moga samoorganizowaé si¢ w rdzne
struktury, takie jak micele [18], pecherzyki [19], stozki [20] i rurki [21] w obecno$ci amin
lub kationow, co potencjalnie czyni te uklady interesujacymi w kontekscie syntezy
materiatow jako nosniki lekow. Tym bardziej, ze takie uktady moga reagowac na warunki
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otoczenia, takie jak pH [22], temperatura i1 $wiatto UV. Ponadto, w mysl zasad zielonej
chemii, moga stanowic¢ ,,zielony” surowiec do syntezy polimeréw medycznych i nie tylko.

Szeroko dost¢pne komercyjnie pochodne kwasow ttuszczowych wystepujg w formie
kwasow dimerowych 1 dioli. Dwufunkcyjnos¢ tych substancji sprawia, ze sg doskonatymi
surowcami do otrzymywania poliestrow i poliuretanow. Difunkcyjne pochodne sg
otrzymywane w procesach dimeryzacji kwasow tluszczowych przy wykorzystaniu
katalizatora na bazie modyfikowanych montmorylitow w temperaturach powyzej 200 °C.

Jednymi z czgéciej wybieranych w zastosowaniach medycznych materiatow sg
poliuretany. Sposoby wykorzystania ich w przemysle medycznym s3a niemalze
nieograniczone. Ponadto ich podatno$¢ na modyfikacje zwigksza ich przydatno$¢ do
zastosowan biomedycznych.

Poliuretany obejmuja duza grupe polimeréw, ktérych wspolng cechg jest obecnosé
wigzan uretanowych wzdluz diugich tancuchéw molekularnych. Ogdlnie rzecz biorac,
wigzania uretanowe powstaja w wyniku reakcji izocyjanianow 1 alkoholi. Podczas
przygotowywania i utwardzania poliuretandw, oprocz tworzenia wigzan uretanowych,
zachodzi wiele innych reakcji, ktére prowadza do powstawania réznych wigzan, takich jak
alofanianowe, biuretowe, acylomocznikowe lub izocyjanuranowe, a wigzania te moga
prowadzi¢ do dalszego rozgaleziania lub sieciowania, wplywajac na wszystkie wlasciwosci
fizyczne, chemiczne i mechaniczne, a takze biokompatybilno$¢ powstatych polimeréw [23].
Zastosowanie substratu pochodzenia naturalnego stanowi dodatkowy atut. Grupa badawcza
prof. Mirostawy El Fray z powodzeniem przeprowadzita badania w zakresie wykorzystania
kwasow thuszczowych (dimeréw czasteczek kwasu linolowego) do syntezy wielu
biomateriatdéw, udowadniajac ich biokompatybilno$¢ in vitro i in vivo [24-27]. Dodatkowo,
materialy te wykazuja dobre wiasciwo$ci mechaniczne, ktore mozna dostosowaé od
migkkich i elastycznych do sztywnych materiatow, modyfikujac segmenty w kopolimerach
poliestrowych lub poliuretanowych.

2.1.2 Fibrynogen

Fibrynogen jest rozpuszczalnym w wodzie bialkiem osocza krwi, ktére odgrywa
kluczowa rolg w procesie krzepnigcia i gojenia ran. Pod wptywem trombiny (enzym),
przeksztatca si¢ w fibryne, tworzac sie¢ dtugich wtokien stabilizujaca skrzep krwi i tworzaca
macierz dla komorek biorgcych udziat w procesie naprawczym uszkodzonej tkanki. Ta
glikoproteina sktada si¢ z trzech par tancuchéw polipeptydowych, potaczonych wigzaniami
disiarczkowymi.

Co wigcej, zmodyfikowane materiaty biatkowe oparte na fibrynogenie, jednym z
glownych biatek wchodzacych w sktad macierzy pozakomorkowej wraz z fibronektyng
[28,29], sa bardzo czgsto wybierane do produkcji biomateriatow. Fibrynogen zawiera
sekwencje aminokwasoéw specyficznych dla przebudowy komorkowej, w tym sekwencje
arginina-glicyna-kwas asparaginowy (Arg-Gly-Asp) (sekwencja tripletowa RGD),
wspierajaca adhezje komorek. Dodatkowo, biatko to jest podatne na dziatanie proteaz,
enzymow katalizujacych hydroliz¢ wigzan peptydowych. W celu stworzenia wysoce
biofunkcjonalnych materiatow fibrynogen jest zwykle modyfikowany czasteczkami
poli(glikolu etylenowego) (PEG) [30,31]. Diakrylowany PEG selektywnie reaguje z
wolnymi tiolami czasteczki fibrynogenu. Tak otrzymane hydrozele PEG-ylowanego
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fibrynogenu sg szeroko stosowane W leczeniu ran jako opatrunki, do regeneracji tkanek w
postaci skafoldow oraz w systemach dostarczania lekow[32,33].

PEG-ylacja utrudnia degradacje enzymatyczng biatka poprzez ostabienie miejsc
podatnych na dziatanie proteaz. Co wigcej, tancuchy poli(glikolu etylenowego) utrudniaja
dostep enzymow powodujacych degradacje struktury bialka poprzez tworzenie fizycznej
bariery. Dzigki temu fibrynogen dtuzej zachowuje aktywno$¢ biologiczna, tak kluczowa z
punktu widzenia medycznych zastosowan [34]. Ponadto modyfikacja fibrynogenu
poli(glikolem etylenowym) moze zwigksza¢ stabilnos$¢ termiczna, co znacznie ulatwia prace
z wrazliwymi na denaturacj¢ biatkami [35].
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2.2 Hybrydowe sieci polimerowe

W odpowiedzi na rosngce wyzwania w dziedzinie materialdéw, coraz wigksze
zainteresowanie naukowcoéw budzg badania nad hybrydowymi sieciami polimerowymi.
Ogolnie rzecz ujmujac, sieci polimerowe stanowig jedng z trzech gtownych klas polimerow,
obok polimerow liniowych i rozgalezionych. Charakteryzuja si¢ one trojwymiarowq
struktura, w ktorej tancuchy polimerowe sg potaczone poprzez wigzania chemiczne (wezty
sieci), tworzac zlozong, trojwymiarowa strukture. Charakteryzuje si¢ ona niezwykly
wytrzymato$cia, elastyczno$cia oraz odporno$cia na rozcigganie, $cieranie i dzialanie
substancji chemicznych.

Struktura sieci polimerowej jest stabilizowana przez wigzania chemiczne, jak i
fizyczne. Sieci chemiczne, takie jak zywicach epoksydowych, charakteryzujg si¢ trwatymi
wigzaniami kowalencyjnymi, ktore zapewniajag wysoka stabilno$¢ strukturalng [36,37].
Natomiast sieci fizyczne sg stabilizowane mi¢dzy innymi przez oddziatywania wodorowe,
van der Waalsa, elektrostatyczne, jonowe. Przyktadami sieci fizycznych sa hydrozele 1
elastomery termoplastyczne [38]. Wiele wlasciwosci sieci polimerowych (elastyczno$é,
porowato$¢, zdolno$¢ do pgcznienia) ma pochodzenie topologiczne.

wezty sieci o

petla wtorna

Rysunek 1 Schemat sieci polimerowej

Zdecydowana wiekszos$¢ sieci polimerowych jest amorficzna lub semikrystaliczna
(zawiera domeny amorficzne i krystaliczne). W skali submikronowej (10—100 nm) topologia
sieci polimerowej charakteryzuje si¢ niejednorodnoscig w gestosci rozmieszczenia weztow,
jest to skutkiem fluktuacji st¢zenia podczas formowania sieci [39]. W zakresie dtugosci od
1 do 10 nm przewazaja cechy makromolekularne takie jak zwisajgce 1 nieprzereagowane
tancuchy, wezly, splatania oraz petle (Rysunek 1). Petle to struktury cykliczne, najprostsze
(pierwotne —wewnatrztancuchowe); powstajg, gdy oba konce jednego tancucha sg
przylaczone do tego samego wezta. Natomiast petla wtorng nazywamy dwa tancuchy
potaczone z tymi samymi dwoma weztami. Obecnos¢ petli pierwotnej moze obniza¢ gestos¢
sieci, a nawet prowadzi¢ do pogorszenia wytrzymalo$ci mechanicznej materiatu. Na
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poziomie molekularnym cechy sieci w znacznym stopniu zalezg od struktury chemiczne;j.
Niemniej jednak, funkcjonalnos$¢ rozgatezien stanowi istotny element topologii.

Z medycznego punktu widzenia, sie¢ polimerowa posiada inng wazng ceche, a
mianowicie pozwala na umieszczenie substancji o charakterze terapeutycznym (takich jak
leki i komorki) wewnatrz sieci i na ich powolne uwalnianie. Dlatego tez, rozmiar przestrzeni
jest bardzo wazny, a w zalezno$ci od rodzaju umieszczonych w ich wngtrzu terapeutykow
optymalna jest rézna wielko$¢ np. komorki kostne osteoblasty i chondrocyty preferujg
rozmiar porow 290—405 um, a kardiomiocyty 10—100um [40,41]. Ponadto duze pory mogg
utatwia¢ penetracje substancji tj. leku wewnatrz struktury polimeru, co jest kluczowe w
systemach dostarczania lekéw. Natomiast sieci polimerowe o wigkszym stopniu
usieciowania (czyli z wigkszg liczbg wezldw w strukturze) zwykle wykazujg si¢ wigksza
wytrzymato$cia mechaniczng i stabilnoscig struktury. Na stabilno$¢ sieci polimerowe;j
mozna wpltyna¢ poprzez modyfikacje warunkéw syntezy, struktur¢ chemiczng i rozmiar
monomerow orazsubstancje pomocnicze.

Hybrydowy materiat definiuje si¢ jako potaczenie dwoch lub wigcej materiatow o
wyraznie roéznych cechach. NajczeSciej stosuje si¢ hybrydy organiczno-nieorganiczne.
Doskonatym ich przyktadem sg struktury, w ktorych jony metali sg polaczone z
organicznymi ligandami tworzac porowate materiaty typu MOF (z ang. Metal-Organic
Frameworks). Sa one szeroko stosowane w Katalizie, do adsorpcji gazow jak i
magazynowania wodoru [42]. Innymi czesto wykorzystywanymi w elektronice i
optoelektronice materiatami sg polimery gczone z tlenkami metali co w efekcie pozwala
uzyska¢ cienkie warstwy o wiasciwosciach elektrycznych i optycznych lepszych w
porownaniu z czystymi sktadnikami hybrydy [43]. Innym wspomnianym juz w tej pracy
materiatem sg nanokompozyty tworzone przez nanoskalowe czastki nieorganiczne
robwnomiernie rozproszone lub osadzone w matrycy polimerowej. W zastosowaniach
medycznych najczgsdciej stosuje si¢ substancje nieorganiczne zapewniajagce wilasciwosci
antybakteryjne oraz poprawe¢ wtasciwosci mechanicznych, takie jak srebro i ztoto [44—46].

W przypadku hybrydowych sieci polimerowych, bedacych tematem niniejszej pracy,
faczy si¢ co najmniej dwa rodzaje polimerow, z ktorych jeden jest najczesciej pochodzenia
naturalnego, a drugi syntetyczny. Zarowno struktura chemiczna, jak i topologia sieci
polimerowej determinuje jej wiasciwosci. Rodzaj 1 proporcje sktadnikow chemicznych
pozwalaja na kontrolowanie bioaktywnosci, podatnosci na degradacjg, cytotoksycznosci, a
topologia okreslajaca sposob potaczenia weztdéw i tancuchow sieci ma bezposredni wplyw
na wlasciwosci, takie jak elastyczno$¢, zdolnos$¢ do pecznienia oraz porowatosce.

Sieci polimerowe mozna otrzymac¢ na wiele sposoboOw np. poprzez sieciowanie z
dodatkiem $rodkow sieciujgcych, ktore stworzg wezly sieci. Przykladem moga by¢ kleje
tkankowe na bazie fibrynogenu, trombiny i chlorku wapna [47]. Innym sposobem jest
zastosowanie wysokiej temperatury, ktora powoduje tworzenie si¢ wigzan migdzy
fancuchami polimerowymi. Kolejnym czynnikiem powodujacym sieciowanie moze by¢
wykorzystanie promieniowania gamma, a nawet promieniowania UV. Natomiast w
przypadku promieniowania UV (fotosieciowania) kompozycja fotosieciowalna musi
zawierac fotoinicjator. W zastosowaniach medycznych coraz wigkszego znaczenia nabierajg
metody pozwalajace na otrzymanie materiatu in situ in vivo takie jak: fotopolimeryzacja
[48].
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2.2.1 Fotopolimeryzacja

Fotopolimeryzacja (fotoutwardzanie, utwardzanie $wiattem UV, fotosieciowanie)
jest jedng z powszechnie stosowanych metod wytwarzania materialdw polimerowych,
obejmujgcych cienkie warstwy wykorzystywane w przemysle powltok i klejow, a takze w
zaawansowanych technologicznie zastosowaniach (druk 3D, inzynieria tkankowa,
optoelektronika, stomatologia) [49,50]. Utwardzanie UV jest szczegodlnie korzystne ze
wzgledu na niskie zuzycie energii, szybki czas utwardzania (cze¢sto w ciggu kilku sekund)
oraz niskg temperature reakcji. Ponadto, gdy w fotopolimeryzacji zastosuje si¢ nietoksyczne
i ekologiczne monomery lub prekursory, caly proces staje si¢ zrownowazony i przyjazny dla
srodowiska.

Mechanizm fotopolimeryzacji nie ro6zni si¢ od mechanizmu polimeryzacji
rodnikowej. W pierwszym etapie inicjacji czasteczka inicjatora (fotoinicjatora) ulega
rodzaju fotoinicjatora. Dzieli si¢ je ze wzgledu na sposodb generowania rodnikdéw po
osiggnieciu stanu wzbudzonego. Fotoinicjatory | rodzaju po stanie wzbudzonym ulegajg
rozpadowi homolitycznemu, tworzac rodniki, gdyz energia zaabsorbowanego kwantu
Swiatta byla wyzsza od energii wigzania w fotoinicjatorze. W przypadku fotoinicjatorow II
rodzaju, energia dostgpna z kwantéw $wiatta jest nizsza od energii wigzania (tym samym
niewystarczajaca do zaj$cia rozpadu homolitycznego), wtedy do wytworzenia rodnikow
niezbedna jest dodatkowo reakcja z koinicjatorem. W drugim etapie (propagacja) nastepuje
wzrost tancucha polimeru, na tym etapie nast¢puje splatanie i sieciowanie tancuchow
polimeru. Reakcja ta trwa tak dtugo, az wszystkie reaktywne grupy zostang zuzyte lub moze
nastgpi¢ rekombinacja rodnikow, dysproporcjonowanie lub przeniesienie tancucha (etap
terminacji).

Oprocz wielu zalet wspomnianych powyzej, fotopolimeryzacja ma rowniez pewne
ograniczenia. Zalicza si¢ do nich przede wszystkim glebokos¢ penetracji swiatla przez
material oraz inhibicj¢ tlenowa, ktore s3 kluczowymi czynnikami ograniczajacymi
potencjalne zastosowanie metody [51,52]. Dyfuzja tlenu w glagb materiatu powoduje spadek
szybkosci reakcji 1 potencjalnie moze prowadzi¢ do niepelnego utwardzenia materiatu
(niskiej konwersji). Dyfuzje tlenu mozna minimalizowac poprzez stosowanie dodatkow lub
zastosowanie innych technik [53]. Dlatego fotopolimeryzacja jest stosowana do
przygotowania cienkich warstw, gldownie w przemysle powltok [54,55] i klejow [56] oraz w
zaawansowanych zastosowaniach technologicznych (elektromechanice, wypehiaczach
dentystycznych, medycynie regeneracyjnej) [57-60].

Struktura monomeru jest najwazniejszym czynnikiem wptywajacym na kinetyke
fotosieciowania, a tym samym na koncowe wtasciwosci powstalej sieci. Znaczenie majq nie
tylko grupy reagujace i1 towarzyszace im ewentualne zawady steryczne, ale 1 grupy
funkcyjne. Obecnos¢ grup funkcyjnych takich jak uretanowe, znacznie przy$piesza proces
fotopolimeryzacji i prowadzi do wyzszej konwersji [61]. Dzieje si¢ tak, gdyz obecne w sieci
polimerowe] wigzania wodorowe formujg si¢ jeszcze przed rozpoczgtym procesem
fotosieciowania skutkujgc wstepng asocjacja czasteczek.

Co wiecej, wiagzania wodorowe zwickszaja lepkos¢ 1 mogg prowadzaé do
ograniczenia dyfuzji tlenu (redukujac efekt inhibicji tlenowej) [62]. Tlen czasteczkowy ma
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zdolnos$¢ reagowania z aktywnymi rodnikami, w wyniku czego powstaja stabilne rodniki.
Skutkuje to niepelnym utwardzeniem i lepka powierzchnig, co z kolei wplywa na
wlasciwosci utwardzonych materiatow. Dlatego obecnos¢ grup funkcyjnych zdolnych do
tworzenia oddziatywan wodorowych, a tym samym stabilizacji struktury, skutkuje
kompozycjami fotosieciowalnymi, ktére sg bardziej odporne na wptyw inhibicji tlenowe;,
ze wzgledu na wysoka szybkos¢ reakcji na pierwszym etapie procesu fotopolimeryzacji, co
ogranicza dyfuzje tlenu [61].

Dhugo$¢ monomeru jest jednym z kluczowych czynnikow wplywajacych na wartosé
maksymalnej konwersji, gdyz wptywa na dyfuzje segmentalng. Dlugi tancuch upraszcza
dyfuzje segmentalng reaktywnych grup funkcyjnych umieszczonych na koncach tancucha
(terminalnie), zwigkszajacy tym samym szans¢ na ich reakcj¢. Ponadto, wielokrotnie
rozgateziona struktura monomeréw moze skutkowaé powstaniem wielu splatan w sieci
polimerowej.

Lepkos¢ kompozycji fotoutwardzalnej rowniez ma znaczacy wplyw na kinetyke
fotosieciowania, a przede wszystkim na etap terminacji. Wyzsza poczatkowa lepkos¢, a tym
samym akumulacja wolnych rodnikéw i szybkie przy$pieszenie polimeryzacji na wczesnym
etapie prowadza do szybkiego wzrostu lepkosci do warto$ci utrudniajacych dyfuzje, a tym
samym znaczacego spowolnienia reakcji i terminacji. Na przyklad, twardos¢, szybkos¢
utwardzania i konwersja podczas fotopolimeryzacji akrylanowych zywic poliuretanowych
wzrasta wraz ze spadkiem masy molowej monomeru (w tym przypadku poliolu). Dzieje si¢
tak gtownie dlatego, ze kompozycje oparte na monomerach o krotszych tancuchach maja
wigksza reaktywno$¢ ze wzgledu na wyzsze wzgledne stezenie podwdjnych wigzan
akrylanowych w uktadzie, tworzac bardziej wytrzymate mechanicznie sieci polimerowe
[63].

Nieodlagcznym elementem kompozycji fotosieciowalnej jest fotoinicjator, czyli
zwigzek chemiczny zdolny do generowania rodnikow pod wptywem promieniowania UV.
Mozna wyrdzni¢ dwa rodzaje fotoinicjatorow w oparciu o $ciezke generowania wolnych
rodnikdw po osiggnigciu stanu wzbudzonego [64]. Szybkos$¢ inicjacji i generowanie
wigkszej liczby rodnikéw na poczatku reakcji sa przyspieszane przez wyzsze stgzenie
inicjatora, co wydtuza okres, w ktorym uklad zachowuje mobilnos$¢. Dodatkowo, szybki
wzrost lepkosci pomaga zmniejszy¢ mobilno$¢ makrorodnikow, ograniczajac terminacjg.
Dlatego mozemy osiagna¢ wyzsza maksymalng szybko$¢ reakcji przy wyzszych stezeniach
inicjatora. Z drugiej strony, wraz z dalszym wzrostem jego st¢zenia, obserwuje si¢ odwrotna
tendencj¢. Powyzej pewnego stezenia fotoinicjatora, czas indukcji maleje, poczatkowa
warto$¢ przyspieszenia reakcji rosnie (maksymalna warto$¢ drugiej pochodnej szybko$ci
po czasie), maksymalna szybkos$¢ reakcji jest osiggana przy nizszym wspolczynniku
konwersji, a catkowity czas reakcji maleje [65,66].

Ponadto, warunki procesu, takie jak temperatura, atmosfera i natezenie $wiatta
rowniez wplywaja na kinetyke fotopolimeryzacji. Wzrost nat¢zenia promieniowania i
temperatury prowadzi do zwigkszenia szybkos$ci reakcji 1 konwersji wigzan podwojnych.
Wysoka intensywno$é promieniowania rzedu dziesigtek mW/cm? lub wiecej prowadzi do
wzrostu mobilno$ci monomeru ze wzgledu na wzrost temperatury.
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Podczas fotopolimeryzacji, wtasciwosci uktadu ulegaja znacznie szybszym zmianom
niz w przypadku reakcji inicjowanej termicznie. Uktad, ktory ma postac cieczy przeksztatca
si¢ w szklisty usieciowany polimer bardzo szybko, czgsto w czasie krotszym niz jedna
sekunda. W wyniku tak szybkich zmian wtasciwosci dochodzi do nietypowego zachowania
makroczasteczek. Kinetyka reakcji jest zalezna od dyfuzji, a uktad charakteryzuje si¢
wymuszonymi  stanami  nierownowagowymi (gradienty st¢zenia, temperatury i
intensywno$ci ~ promieniowania). Powstata sie¢ jest odpowiedzialna za efekt
autokatalityczny, ktoérego powstanie spowalnia zakonczenie, powodujac przyspieszenie
polimeryzacji. Prout i Tompkins przedstawili pierwsze rownanie kinetyczne dla reakcji
autokatalitycznych w stanie statlym [67]. Sestak i Berggen pdzniej rozszerzyli ten wzér, a
Kamal po raz pierwszy uzyl go w nauce o polimerach do opisania sieciowania zywic
poliestrowych [68][69]. Rownanie Sestaka-Berggena dla warunkow izotermicznych
(Réwnanie 1 i 2) pozwala na okreslenie cze$ciowych rzedow reakcji i pozornej stalej
szybkosci reakcji. Model ten mozna rowniez zastosowa¢ do uktadéw n-tego rzedu. Reakcja
autokatalityczna przebiega zgodnie z zalezno$cig empiryczng przedstawiong ponizej:

da 1)
_—= m —_ n
Ir kxa™(1—-a)

k = Ze_R_E’;x (2)

gdzie:

do/dt — szybko$¢ reakcji (1/sek.)

k — stata szybkosci reakcji (1/sek.)

a- stopien konwersji

m, n — czastkowe rzedy reakcji

Eo — Energia aktywacji (J/mol)

Z — wspotczynnik czgstotliwosci (1/sek.)
T — Temperatura absolutna (K)

R — stata gazowa (8.314 J/mol*K)

Ten model kinetyczny moze by¢ zastosowany w celu oceny statej szybkosci (k) i
czastkowych rzedow reakcji (m, n). Rownanie Avramiego pozwala na ocene czasu, po
ktorym uktad osiagnat 50% konwersji podwdjnego wigzania wegiel-wegiel (t 1,). Ogolna
posta¢ rownania W warunkach izotermicznych znajduje si¢ ponizej (ROwnanie 3):

In[—In(1 — a)] = In[k] + p = In [t] 3)
gdzie:

a — stopien konwersji
k — stata szybkosci reakcji (1/sek.)
p — rzgdowos¢ reakcji Avramiego (zwykle przyjmuje wartos¢ 4)

t — czas (sek.)
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2.3 Biomaterialy

Mimo ze drewno czy metal byty juz od czaséw starozytnych wykorzystywane jako
substytuty chorych lub uszkodzonych narzadow, to dziedzina biomaterialow zaczela
nabiera¢ ksztattu dopiero w ostatnim ¢wier¢wieczu XX wieku, w duzej mierze za sprawg
postepu w przemysle materiatdéw polimerowych. Ten okres przynidst nie tylko rozwoj
nowych biomateriatéw, ale takze innowacyjne podejscie do projektowania i inzynierii
tkankowej. Nowoczesne biomaterialy to juz nie tylko substancje zastgpujace i/lub
wzmacniajace struktury biologiczne. Obecnie biomateriat definiuje si¢ jako ,,materiat,
ktorego zadaniem jest wspotistnienie z uktadami biologicznymi, przeznaczony do leczenia,
diagnozowania, korygowania lub czeSciowego lub catkowitego zastgpowania tkanek,
narzadow lub pehienia ich funkcji w organizmie”.

Waznym aspektem projektowania biomaterialdéw jest uwzglednienie celu ich
zastosowania. Kryteria projektowe beda rézne, w zaleznosci od tego, czy biomaterial ma
pehi¢ funkcje skafoldu, tatki, opatrunku, czy tez by¢ stosowany w systemach uwalniania
lekow. Istniejg jednak pewne wiasciwosci, ktore nalezy uwzgledni¢: biokompatybilnosé,
wlasciwos$ci antybakteryjne, biodegradowalno$¢, mozliwo$¢ wstrzykiwania, wlasciwosci
mechaniczne, bioadhezje i amfifilowos¢.

2.3.1 Biokompatybilno$¢

Biokompatybilno$¢ materialu to jego zdolno$¢ do wspdipracy z organizmem
ludzkim w sposob zgodny z zamierzong funkcja i zastosowaniem oraz do zapewnienia
kontrolowanych i pozadanych interakcji. Biokompatybilny materiatl powinien by¢ odporny
na krzepnigcie krwi 1 kolonizacj¢ bakteryjng, a jesli jest immunogenny, w zalezno$ci od
zastosowania (nie) powinien skutkowa¢ nasileniem procesu przebudowy. Na przyktad,
aktywacja odpowiedzi immunologicznej gospodarza, w taki sposob, ze preferencyjnie
rekrutowane sg naprawcze makrofagi M2 zamiast cytotoksycznych makrofagow M1, jest
og6lnie uwazana za korzystng cech¢ biomaterialdw w przypadku materialdow majacych
pozosta¢ w organizmie tylko na czas regeneracji uszkodzonych komorek, tkanek, narzadow
[70]. Reakcja tkanki na implant zalezy od niezliczonych czynnikéw, poczawszy od
chemicznych, fizycznych 1 biologicznych wilasciwo$ci materiatdéw, a skonczywszy na
ksztalcie i strukturze implantu [71].

Klasyfikacja wyrobéw medyczny w kontekscie biokompatybilno$ci opiera si¢
glownie na zamierzonym czasie stosowania Wyrobu. Podstawowy podzial czasu kontaktu
implant-organizm obejmuje trzy podstawowe okresy. | klasa ryzyka jest przeznaczona do
kontaktu krotkiego trwajacego 1 do 24 godzin (chwilowy). Przykladami wyrobow
medycznych klasyfikowanych w tej klasie sa bandaze i plastry. Wyroby Il klasy, czyli
sredniego ryzyka, moga by¢ stosowane maksymalnie do 30 dni. Typowymi wyrobami w tej
klasie sa cewniki. Wyroby wysokiego ryzyka (klasa III) obejmuja materialy przeznaczone
do kontaktu dtugotrwatego trwajacego powyzej 30 dni [72,73].

Wytrzymato$¢ mechaniczna biomateriatu jest zalezna bezposrednio od planowanego
czasu stosowania. Na przyktad cewnik moze by¢ wymieniany co 3 dni, ptytka kostna musi
spetnia¢ swojg funkcje przez 6 miesiecy lub dtuzej, za$ ptatek zastawki serca musi zginaé
sie 60 razy na minute bez rozerwania przez cate zycie pacjenta (minimum 10 lat). Natomiast
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staw biodrowy nie moze ulec uszkodzeniu pod wptywem duzych obcigzen przez ponad 10
lat.

2.3.2 Biodegradowalnos¢

Biodegradowalno$¢ odnosi si¢ do procesu, w ramach ktérego wszczepiony materiat
ulega rozpadowi. Ogolnie rzecz biorgc, proces degradacji obejmuje Szereg reakcji
prowadzacych do przerwania tancucha polimeru. W konsekwencji masa czasteczkowa
polimeru zmniejsza si¢, tworzac oligomery i monomery o nizszej masie czasteczkowej, co
ostatecznie prowadzi do zaniku polimeru. Jest to szerokie pojecie obejmujgce rozne procesy
i mechanizmy degradacji: termicznej, mechanicznej i fotodegradacji, a najczestsze sposoby
degradacji w $rodowisku in vivo 0 znaczeniu terapeutycznym (w zastosowaniach
medycznych) to degradacja hydrolityczna i enzymatyczna. Termin ,biodegradacja” jest
powszechnie stosowany, gdy degradacja obejmuje procesy biologiczne, takie jak dziatanie
plynow ustrojowych, aktywno$¢é komorkows i reakcje enzymatyczne.

Warunki $rodowiska biologicznego w duzym stopniu determinuja zatem tempo
degradacji polimeru. Na przyktad, degradacja wszczepionego biomateriatu polimerowego
moze przebiegac szybciej w srodowisku o silnym stanie zapalnym, ze wzgledu na nadmierng
aktywnos¢ biologiczng i biochemiczng. Czynniki takie jak pH 1 temperatura lokalnego
srodowiska biologicznego, stezenia enzymdw oraz infiltracja/rekrutacja komorek w miejscu
wszczepienia implantu wpltywaja na szybko$¢ degradacji polimeru.

Ponadto, amorficzne polimery zwykle degraduja szybciej niz polimery
semikrystaliczne. Podobnie, polimery o wysokiej temperaturze zeszklenia (Ty) ulegaja
degradacji w wolniejszym tempie w poréwnaniu do polimeréw o nizszej temperaturze
zeszklenia. Biodegradacja jest procesem nieodwracalnym, wieloetapowym oraz
dynamicznym, poniewaz wiasciwosci polimeru zmieniajg si¢ wraz z degradacja. Na
przyktad, krystaliczno$¢ poli(kwasu L-mlekowego) lub L-PLA wzrasta podczas degradacii,
ze wzgledu na szybsze tempo degradacji w obszarach amorficznych niz krystalicznych
polimeru. Powoduje to zmniejszenie szybkosci degradacji w czasie, ze wzgledu na
zwigkszong krystaliczno§¢ polimeru. Z drugiej strony, wytwarzanie kwasowych
monomerdéw (np. kwasu mlekowego) moze obnizy¢ pH 1 spowodowaé automatycznie
przyspieszong degradacje estrow poli(a-hydroksylowych).

Projektujac biomateriat, nalezy wzia¢ pod uwage szybkos$¢ degradacji, gdyz musi
by¢ ona zgodna z procesem gojenia i regeneracji. Dobierajac odpowiednio gesto$¢ wigzan
sieciujgcych, mechanizmy sieciowania i rodzaj sktadnikow, mozna kontrolowa¢ szybkos$ci
degradacji materiatow [71,74].

Degradacji hydrolitycznej ulegaja polimery, ktére majg w swojej strukturze labilne
hydrolitycznie wigzania chemiczne. Do grup funkcyjnych podatnych na hydrolize naleza
estry, ortoestry, bezwodniki, weglany, amidy, uretany, ureazy [75]. Natomiast degradacja
enzymatyczna jest procesem dwuetapowym. Pierwszy etap obejmuje adsorpcje enzymu na
powierzchni substratu, a drugi etap obejmuje hydroliz¢ wigzan (np. estrowego w przypadku
poliestrow). Degradacja enzymatyczna moze zachodzi¢ na drodze r6znych mechanizmow:
erozji powierzchniowej (surface erosion) lub w masie (bulk degradation), w zaleznosci od
lokalizacji 1 stabilno$ci dzialajacego enzymu. Jednak ze wzgledu na ograniczong penetracje

wody dla wigkszosci polimerow hydrofobowych, erozja powierzchniowa jest dominujagcym
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mechanizmem degradacji, a kinetyka procesu jest podobna do hydrolitycznej erozji
powierzchniowej. W przypadku polimeréw hydrofilowych umozliwiajacych dyfuzje
enzymu do wnetrza polimeru, w degradacji posredniczy rowniez mechanizm erozji
powierzchniowej, jesli szybko$¢ enzymatycznego rozszczepiania wigzan polimerowych jest
szybsza niz szybkos$¢ dyfuzji enzymu [76].

Biodegradowalne biomaterialy stajg si¢ coraz wazniejsze, o czym moze Swiadczy¢
liczba publikacji zawierajacych informacje na temat biodegradowalnych biomateriatow i/lub
polimeréow, co obrazuje wykres na Rysunek 2. W ostatnich trzech dekadach nastgpita
znaczgca zmiana trendu w dziedzinie biomateriatéw, przechodzac z biostabilnych na
biodegradowalne [77]. Wiele statych urzadzen protetycznych wykorzystywanych do
tymczasowych zastosowan terapeutycznych, zostaje zastgpiona przez urzadzenia
biodegradowalne. Istnieje kilka kluczowych powodow, dla ktorych zastosowanie
materiatdw biodegradowalnych jest coraz czgéciej wdrazane w medycynie. Jednym z
gléwnych czynnikow jest problem z dlugotrwatg biokompatybilnoscig wielu implantow,
ktory zmusza pacjentoéw i lekarzy do przeprowadzania operacji majacych na celu wymiang
i rewizje implantu [78,79]. Ponadto takie rozwigzania maja na celu wspiera¢ procesy
regeneracji uszkodzonych tkanek organizmu.
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Rysunek 2 Dane z bazy Scopus dotyczqgce liczby opublikowanych artykutow naukowych za okres 2000-2023,
stowo kluczowe ,, biodegradable biomaterials or polymer” (w tytule, abstrakcie). Zrodto: opracowanie wlasne na
podstawie danych z bazy Scopus, stan na czerwiec 2024

2.3.3  Wstrzykiwalno$¢

Postep technologiczny w obrazowaniu diagnostycznym oraz technice i
oprzyrzadowaniu chirurgicznym doprowadzit do znaczacego rozwoju operacji i zabiegow
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malo inwazyjnych (takich jak operacje laparoskopowe) [80]. Procedury te wykazuja
znaczaca przewage nad tradycyjnymi technikami chirurgicznymi, obejmujaca skrocenie
czasu rekonwalescencji po zabiegu i zmniejszenie ryzyka powiktan. Jednakze wymagaja
stosowania materiatow, ktore w fatwy sposob mozna zaaplikowa¢ poprzez niewielki otwor
zamiast rozleglego zabiegu chirurgicznego [81,82]. Jednakze rozwoj laparoskopii i
rozszerzenie gamy zabiegdw mozliwych do przeprowadzenia w sposob malo inwazyjny
wymaga dalszych badan nad szeroka gama materiatow iniekcyjnych, ktore moga stuzy¢ do
naprawy tkanek, dostarczania lekow, terapii komorkowej itp. Obecnie systemy iniekcyjne
stosowane sg w celu dostarczania czgsteczek takich jak leki (antybiotyki, anestetyki),
biomolekuty (fibryna), wypeiacze (nanoczastki krzemionki) lub geny (DNA, siRNA) [83].

Szczegoblnie interesujgce sg materialy, ktore moga by¢ wstrzykiwane jako ciecz, a
nastepnie sieciowane in situ [84] pod wptywem roznych bodzcow, takich jak $wiatto,
temperatura lub pH. Podczas gdy najbardziej popularne sg materiaty oparte na hydrozelach,
utwardzalne materialy elastomerowe moga by¢ dobrze dostosowane do konkretnych zadan,
takich jak naprawa mig$nia sercowego po zawale lub naprawa przepukliny [85,86].

Przyjmuje sig¢, ze hydrozel, ktory moze by¢ zaaplikowany przez cienka igle (~27G)
jest okreslany jako wstrzykiwalny, poniewaz umozliwia bezpieczng aplikacj¢ w minimalnie
inwazyjny sposob. Aplikacje hydrozelu mozna przeprowadzi¢ na dwa sposoby: w
pierwszym zelowanie hydrozelu (za pomoca temperatury, chemikaliow, sieciowania
indukowanego $wiatlem itp.) [87,88] jest: inicjowana, ale nie zakonczona przed przejsciem
hydrozelu przez iglg; w drugim jest inicjowana po dostarczeniu do pozadanego miejsca.
Czas polimeryzacji powinien miesci¢ si¢ w zakresie rzedu minut do dziesigtek minut, aby
zagwarantowac, ze hydrozel zostanie dostarczony 1 skutecznie zlokalizowany w miejscu
wstrzykniecia, bez mozliwosci przemieszczenia si¢ [70,89].

Klasyfikacji materiatow wstrzykiwalnych mozna dokona¢ ze wzglgdu na mechanizm
sieciowania (rodzaj czynnika powodujacego zmiang stanu skupienia) i do czynnikow tych
zalicza si¢ temperatur¢ (termoutwardzalne), $wiatto (fotosieciowalne), zmiane pH czy
wplyw substancji chemicznych.

Wstrzykiwalne kompozytowe hydrozele termoczule sg stosowane w regeneracji
guzow kosci. W zaleznosci od temperatury ciata pacjenta, hydrozele 3-glicerofosforanu sodu
1 czastek wegla wykazuja przejScia fazowe zol-zel, dzigki czemu powstaja wypelnienia
nieregularnych ubytkéw kostnych [90].

Wspolczesne wypelniacze dentystyczne bedace mieszanka akryli z czgsteczkami
ceramicznymi lub cementami zwykle sa utwardzane z wykorzystaniem $wiatta, dzigki
czemu czas polimeryzacji jest krotki i trwa od kilku do kilkudziesieciu sekund [91].

Klej tkankowy na bazie fibrynogenu utwardza si¢ pod wpltywem czynnikow
chemicznych. Jego dziatanie odwzorowuje ostatnig fazg krzepniecia krwi, tj. przeksztatcenia
fibrynogenu w fibryng. Klej sktada si¢ z dwoch skladnikéw, ktére sa umieszczone w
oddzielnych strzykawkach. W jednej strzykawce znajduje si¢ glownie fibrynogen, a w
drugiej mieszanina trombiny i chlorku wapnia. Po zmieszaniu obu roztworéw trombina
przeksztatca fibrynogen w monomery fibryny, a mieszanina zeluje W wyniku tworzenia
wigzan wodorowych. Natomiast obecno$¢ jonow wapnia stabilizuje wigzania krzyzowe
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monomerow fibryny zwickszajac tym samym wytrzymatos¢ struktury na rozcigganie
[47,92].

2.3.4 Wlasciwos$ci mechaniczne

Kolejne istotne kryterium, ktére nalezy wzia¢ pod uwage projektujgc biomateriat to
wlasciwosci mechaniczne. Konieczne jest okreslenie, czy biomateriat spelnia wymagania
mechaniczne, ktérym bedzie poddany po aplikacji, a takze czy moze on kolidowaé z
normalnym mechanicznym funkcjonowaniem otaczajgcej tkanki. Wymagania mechaniczne
i eksploatacyjne stawiane biomateriatom i urzgdzeniom wynikajg z fizycznych wiasciwosci
materiatu.

Ponadto materialy zapewniajace jedynie mechaniczne wsparcie, jak np. siateczki
wszywane po operacji przepukliny czy tez siateczki poliestrowe stosowane w celu
zapobiegania rozrostu mig$nia SErcowego po zawale sg o wiele sztywniejsze niz otaczajace
je tkanka i maja na celu wzmocnienie obszaru, natomiast materiaty, ktore sg wszczepiane w
celach terapeutycznych zwykle majg wlasciwosci zblizone do whasciwosci tkanki [93].

Wilasciwo$ci mechaniczne biomaterialdw mozna podzieli¢ ze wzgledu na
wlasciwosci tkanek na dwie gtéwne kategorie: tkanki migkkie 1 twarde. Tkanki migkkie do
ktorych zalicza si¢ skore, mig$nie czy naczynia krwiono$ne oraz rézne narzady, sktadajg sie
z wielu warstw wiokien osadzonych w macierzy pozakomorkowej. Charakteryzuja si¢ one
duzg elastycznoscia, ale niskg wytrzymalo$cig na rozcigganie, co pozwala im na adaptacje
do dynamicznych zmian zachodzacych w organizmie. Typowa warto$¢ modutu sprezystosci
dla tkanek migkkich miesci si¢ w zakresie 0,1 do 10 MPa.

Tabela 1 Wiasciwosci mechaniczne tkanek [85][94][95][96][97]

Rodzaj tkanki Modut sprezystosci [MPa]
serce 0,2-0,3 (pod koniec rozkurczu)
skora 0,4-1
. sciana brzucha 0,1-10
Migkka tetnica 1-12
wigzadto 70-350
sciggno 300-2 000
Twarda kos¢ 3 000-80 000
zab 5 000-120 000

2.3.5 Bioadhezja

Adhezja jest zjawiskiem polegajacym na przyleganiu roznych ciat statych lub cieczy
do siebie w wyniku oddziatywan mig¢dzyczasteczkowych, takich jak sity van der Waalsa,
oddziatywania elektrostatyczne, chemiczne (np. wigzania wodorowe, kowalencyjne).
Przyktadem moze by¢ przyleganie kleju do kartki papieru czy kropli wody do szyby.

Natomiast bioadhezja moze by¢ zdefiniowana jako przyleganie syntetycznych lub
biologicznych makroczgsteczek do komorek i tkanek. Wigzanie adhezyjne moze powstawac
pomiedzy warstwa komorek nablonka, ciggla warstwa §luzu lub kombinacja tych dwoch z
materiatem. Jest to cecha wymagana dla klejéw tkankowych, uszczelniaczy i1 Srodkow
hemostatycznych, natomiast niezwykle ceniona réwniez dla rusztowan przestrzennych
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(skafoldow), tatek itp., gdyz pozwala na ich aplikacj¢ bez koniecznosci wszywania, a tym
samym naruszania tkanki. Wsrod syntetycznych zwigzkow wykazujacych si¢ dobrg
bioadhezjg warto wyrdznié¢ di-akrylan poli(glikolu etylenowego) (PEGDA) [98], metakrylan
N,N-dimetyloaminoetylu-co-metakrylan metylu (NDMEM) [99], metakrylan Zelatyny
(GelMA) [100], kwas taninowy (TA) [101], ktore z powodzeniem wprowadzono w
procesach chemicznych lub fizycznych do struktury skafoldow i tatek.

2.3.5.1 Katechole

Inspirujgc si¢ naturg, badacze zwroécili uwage na organizmy morskie, takie jak malze
1 §limaki, ktére wykazuja doskonatg przyczepnoscia w srodowisku wodnym. Kluczowym
zwiazkiem adhezyjnym matzy (omutkow) jest 3,4-dihydroksyfenyloalanina (DOPA), ktora
w swojej strukturze chemicznej zawiera jednostki katecholowe [9,102-104], posiadajace
zdolnos¢ do odziatywania z wieloma ré6znymi powierzchniami.

Podwodna adhezja omulkow jest osiggana poprzez zaklocenie warstwy
hydratacyjnej za pomoca kationowej lizyny i1 hydrofobowych reszt w biatkach stop
omutkdw, umozliwiajagc w ten sposodb grupom katecholowym wigzanie si¢ z odstonigta
powierzchnig [105,106]. Badania wykonane przez Michael V. Rapp i innych z
wykorzystaniem aparatu sit powierzchniowych (SFA-Surfce Force Apparatus) wykazaty,
ze synergistyczny efekt grup aminowych i1 katecholowych zwigksza mokra adhezje
omutkdw, poniewaz aminy zaktocaja miedzyfazowa warstwe hydratacyjng poprzez
usuwanie uwodnionych kationdw z powierzchni mineralnej lub wody morskiej [107].
Ponadto hydrofobowe tancuchy boczne réwniez odgrywaja kluczowa rol¢ w osigganiu
niezawodnej adhezji na mokro [108].

Polimery zawierajace liczne grupy katecholowe majg silne powinowactwo do
wigzania z réznymi biomolekutami, takimi jak geny, bialka, fosfolipidy i macierze
zewnatrzkomorkowe poprzez niekowalencyjne interakcje [109,110]. Dodatkowo zwiazki te
zwykle wykazuja inne pozadane w zastosowaniach medycznych wlasciwosci
fizykochemiczne, takie jak aktywno$¢ przeciwutleniajaca i przeciwnowotworowa, dobra
biokompatybilnos¢, odwracalne wigzanie kowalencyjne z boronianami i jonami metali oraz
wspomniane juz wlasciwos$ci bioadhezji [111]. Dlatego tez coraz czeSciej proponowane sg
jako nosniki lekéw czy w inzynierii tkankowe;.

W ostatnich latach opracowano wiele materiatlow inspirowanych naturalng adhezja.
Zawierajace katechol biomaterialy bazowaty zaré6wno na naturalnych, jak i syntetycznych
polimerach: jedwabiu [112], Zelatynie [113], celulozie [114], poli(glikolu etylenowym)
[115], poli(kwasie mlekowym) [116]. Liczne badania wykazaly, ze mokre hydrozele
adhezyjne mozna opracowac poprzez celowe projektowanie ztozonych sieci i staranny dobor
ich skladnikéw. Jednak ze wzglegdu na zlozone zaleznosci migdzy strukturg a
wlasciwosciami w projektowaniu hydrozeli, do uzyskania silnej adhezji na mokro wymagaja
one wytrzymatej i wodoodpornej sieci.

Kluczowe grupy funkcyjne uczestniczace w adhezji to przede wszystkim omawiane
juz grupy katecholowe. Istotng role odgrywaja rowniez grupy hydroksylowe(-OH), ktore
dzigki swojej polarnosci umozliwiajg substancjom posiadajacym je w swojej strukturze
tworzenie wigzan wodorowych z grupami na powierzchni tkanek. Grupy karboksylowe (-
COOH) oprocz zdolnosci do tworzenia wigzan wodorowych moga tworzy¢é wigzania
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kowalencyjne. Szczegolnie istotng role w przypadku bioadhezji odgrywajg grupy aminowe
(-NHy), ktore poza mozliwos$cig tworzenia wigzan wodorowych, wykazujg oddziatywania
elektrostatyczne. Natomiast grupa eterowa (-O-) obecna w wielu polimerach syntetycznych
(np. poli(glikol etylenowy), poli(tlenek etylenu)) wplywa na wiasciwosci hydrofilowe
materialu w efekcie poprawiajac bioadhezje (interakcje z wodnym $rodowiskiem i
biatkami).

2.3.6  Amfifilowosé

Kolejng wazng cechg uwzgledniang podczas projektowania biomaterialow jest
amfifilowo$¢, czyli zdolno$¢ do oddziatywania zaréwno z substancjami hydrofilowymi
(takimi jak tkanki 1 komorki), jak 1 hydrofobowymi (wigkszo$¢ polimerdw syntetycznych).

Ceche t¢ w naturalnym $rodowisku posiadajg niektore biatka, co wynika z ich
struktury, mianowicie w budowie chemicznej zawieraja fragmenty hydrofobowe —
niepolarne (aminokwasy takie jak: alanina, metionina, glicyna, leucyna) i hydrofilowe —
polarne (fancuchy zbudowane z cysteiny, kwas asparaginowy, argininy) [117,118]. Takie
biatka czesto tworza btony komoérkowe, fragmenty hydrofobowe wnikaja w warstwe
lipidowa btony, a hydrofilowe sg zwrocone na zewnatrz i wewnatrz komorki, umozliwiajac
integracj¢ z woda 1 innymi substancjami.

Dlatego tez, najprostszym sposobem na utworzenie materialu amfifilowego jest
potaczenie tancucha hydrofobowego (np. kwasu thuszczowego) z substancja, ktéra z natury
jest hydrofilowa, jak biatko (np. rozpuszczalny we krwi fibrynogen) [118].

Przyktadem takiego uktadu jest potaczenie lizyny i kwasow tluszczowych, ktorej
potencjalne zastosowanie w systemach dostarczania lekow zostalo udowodnione [17].
Innym z takich uktadéw jest opracowany przez zespot Aleny Matelova system oparty na
kwasie hialuronowym i aromatycznych kwasach tluszczowych. W tej pracy roéwniez
wykazano potencjalne zastosowanie tych ukladow do dostarczania lekow poprzez
enkapsulacje lekow hydrofobowych [119].

Dzigki zdolnosci do oddziatywania z r6znymi substancjami, materialy amfifilowe sg
wykorzystywane jako nosniki lekow, zwigkszajac ich rozpuszczalnosé¢ oraz skutecznosc ich
dostarczania. Co wigcej, poprzez modyfikacj¢ mozna zaprojektowac je tak, by rozpoznawaty
1 wigzaty si¢ z okreSlonymi receptorami na powierzchni komorek, dzigki czemu sg
doskonatymi matrycami w terapiach celowanych np. przy leczeniu choréb nowotworowych
[120][121].

2.3.7 Podsumowanie

Podsumowujac, materialty wykorzystywane w zaawansowanych zastosowaniach
biomedycznych wymagaja ciagltych modyfikacji ze wzglgdu na coraz wigksze wymagania i
szersze zastosowanie. Wraz z rozwojem technologii 1 poszerzaniem si¢ wiedzy, pojawiaja
si¢ nowe wyzwania takie jak bardziej skomplikowane procedury medyczne, np. procedury
laparoskopowe lub wykorzystujace roboty, a tym samym zwigkszajace si¢ wymagania
dotyczace bezpieczenstwa pacjenta i bardziej wyrafinowane zastosowania terapeutyczne
oraz kliniczne.

28



3 Cel, hipotezy i zakres pracy

Z przeprowadzonego przegladu literatury wynika, Ze rosnagce wymagania stawiane
nowoczesnym materiatom powoduja znaczace wyzwanie dla naukowcow i inzynieréw,
prowadzac do intensywnych prac nad modyfikacja istniejacych materiatow, jak i
otrzymywaniem nowych. Tradycyjne jednosktadnikowe polimery i zwigzki czgsto nie
spelniaja  juz wyrafinowanych wymagan. Dlatego hybrydowe uktady bazujace na
polimerach naturalnych i syntetycznych (polimerowo-polimerowe), ktérych whasciwosci
mozna precyzyjnie zaprojektowaé poprzez dobdr ich sktadnikow (naturalnych i
syntetycznych), stosunku hydrofobowosci do hydrofilowosci, strategii siecciowania, gestosci
usieciowania itp. stanowig potencjalne rozwigzanie tego problemu. Szczegdlnie interesujgce
wydaje sie¢ by¢ wykorzystanie surowcow z odnawialnych zrodet (biopolimerow) oraz
inspirowanie si¢ rozwigzaniami istniejagcymi w naturze.

Biorac pod uwage powyzsze, zatozono, ze gtbwnym celem pracy bedzie otrzymanie
sieci polimerowych (hybryd zbudowanych ze zwiazkow pochodzenia naturalnego i
syntetycznego) o wlasciwosciach amfifilowych i adhezyjnych oraz poznanie zaleznosci
miedzy strukturg a ich wlasciwosciami.

Przedstawione badania opieraty si¢ na trzech kluczowych hipotezach, a kazda z nich
dotyczyta innego sktadnika kompozycji.

Pierwsza z hipotez zaktadata, ze przy zastosowaniu nowych nietoksycznych
katalizatoréw: cynkowego, magnezowego i bizmutowego, zastgpujac klasyczne
katalizatory cynowe, mozna uzyska¢ wyzsza wydajnos¢ reakcji i lepsza kontrole procesu
syntezy nowych prekursorow do wytwarzana elastomerowego (hydrofobowego i
syntetycznego) sktadnika sieci.

Zastosowanie  hydrofilowych  PEG-ylowanych lancuchéw naturalnego
biopolimeru, fibrynogenu zawierajacych struktury wrazliwe na proteazy umozliwi
degradacje hybrydowych sieci polimerowych. Ponadto, zmienny udziat sktadnika
biatkowego pozwoli na projektowanie materialdow o pozadanym czasie degradacji.

Natomiast wigczenie biomimetycznych adhezyjnych ugrupowan katecholowych
poprawi wlasciwosci adhezyjne w stosunku do mokrych powierzchni (w tym do
komorek/tkanek) i powinny one réwniez stabilizowac sieci hybrydowe.

Zgodnie z zatozeniami pracy, przeprowadzono syntezy prekursorow estrowo-
uretanowych zawierajacych fragmenty hydrofobowych pochodnych kwasow ttuszczowych
(okreslanych dalej w pracy jako komponent A wytwarzanych uktadow hybrydowych) z
kilkoma wyselekcjonowanymi na podstawie literatury katalizatorami bazujacymi na
bizmucie, cynku oraz magnezie. Nastgpnie, dla wybranego katalizatora wykazujacego
obiecujace pod katem zastosowan medycznych wlasciwosci przeprowadzono dalsze prace
badawcze. Wykonano badania procesu fotosieciowania metoda UV-DSC oraz testy
cytotoksycznos$ci zapewniajace bezpieczne wykorzystanie w zastosowaniach medycznych.

Kolejnymi etapami pracy byly syntezy dwoch pozostatych komponentow, tj. PEG-
ylowanego fibrynogenu (komponent B) i N-metakrylowanej DOPA (komponent C), ktore
przeprowadzono zgodnie z opisami literaturowymi [30,122-124], dokonujgc jednak
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wlasnych modyfikacji w syntezie pierwszego z nich, co pozwolito na skrocenie procesu
syntezy.

Na podstawie otrzymanych makromonomerow (komponent A), PEG-ylowanego
fibrynogenu (komponent B) i N-metakrylowanej DOPA (komponent C) wytworzono
hybrydowe sieci polimerowe. W tym celu przetestowano rézne warunki otrzymywania
hybryd i zbadano ich wplyw na wiasciwo$ci otrzymanych materiatow. Wykonano badania
majgce na celu scharakteryzowanie budowy chemicznej prekursoréw (FT-IR, NMR) i ich
wilasciwosci reologicznych oraz dokonano oceny wiasciwosci mechanicznych otrzymanych
materiatdw oraz oceniono ich podatno$¢ na degradacje enzymatyczng i hydrolityczna.
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4 Czesc¢ eksperymentalna

Czg$¢ eksperymentalna przedstawiona jest w osmiu podpunktach, ktore zawierajg
informacje  dotyczace  wykorzystywanych  surowcow, sposobu  otrzymywania
poszczegbdlnych skladnikéw kompozycji, ukladow wielosktadnikowych jak i1 sposobu
otrzymywania sieci polimerowych wytwarzanych metoda fotopolimeryzacji.

4.1 Materialy

Ponizsze zestawienie obejmuje surowce gtowne i pomocnicze uzywane w pracy
badawczej:

- 3,4-dihydroksy-L-fenylolalana (L-DOPA) (Sigma Aldrich, Polska),

- acetyloacetonian cynku (I1) (ZnAc) (Sigma Aldrich, Polska),

- ATTO 643-amine (GmbH, Siegen, Niemcy),

- ATTO-TEC (GmbH, Siegen, Niemcy),

- azydek sodu (Sigma Aldrich, Polska),

- bromocyjan (CNBr) (Sigma Aldrich, Polska),

- bufor fosforanowy (PBS) (Eurochem, Polska),

- chlorek akryolilu (Sigma Aldrich, Polska),

- chlorek metakryoilu (Sigma Aldrich, Polska),

- chlorowodorek tris(2-karboksyetylo) fosfiny (TCEP.HCI) (Merck KGaA,
Niemcy),

- cykloheksan (Chempur, Polska)

- dietyl eter (Sigma Aldrich, Polska),

- diizocyjanian izoforonowy, 98% (Merck KGaA, Niemcy),

- dilaurynian dibutylocyny (DBTDL), 95% (Sigma Aldrich, Polska),

- dimetylosulfotlenek (DMSQ) (Sigma Aldrich, Polska),

- etanol, (Chempur, Polska),

- fenotiazyny (PTZ) (Sigma Aldrich, Polska),

- fibroblasty mysie z linii L929 (Sigma Aldrich, Polska),

- fibrynogen (SEGENS, Francja),

- jodek potasu (KI) (Chempur, Polska),

- kwas octowy lodowaty (Sigma Aldrich, Polska),

- metakrylan 2-hydroksyetylenu (HEMA), 97% (Merck KGaA, Niemcy),

- mocznik (Merck KGaA, Niemcy),

- n-butanol (Eurochem BGD, Polska),

- neodekanian bizmutu (BiNDE), (Sigma Aldrich, Polska),

- odczynnik Wijsa (Fluka Analitica, Niemcy),

- octan etylu (EtOAc) (Chempur, Polska),

- fotoinicjatory: Omnirad 750, Omnirad 784, Omnirad 819, Omnirad 2022,
Omnirad 2100, Omnirad TPO (IGM resins, Holandia),

- poliestrowy poliol (Priplast 1838, Cargill Bioindustrial),

- poli(glikol etylenowy)(Mn=4 000 g/mol, Merck KGaA, Niemcy),

- siarczan (VI) magnezu (Chempur, Polska),

- skrobia (Chempur, Polska),

- tetraboran sodu (Boraks) (Alfa Aesar, Niemcy),
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- tiosiarczan (V1) sodu (Na2S203 *5H20) (Chempur, Polska),
- toluen (Stanlab, Polska),

- trietyloamina (TEA) (Sigma Aldrich, Polska),

- tris(2-etyloheksanian) bizmutu (BiHex) (Alfa Aesar, Niemcy),
- trypsyna (Sigma Aldrich, Polska),

- weglan sodu (Chempur, Polska),

- zel krzemionkowy, (Merck KGaA, Niemcy).

Poliestrowy poliol (Priplast 1838) byt przed synteza osuszany na wyparce w
podwyzszonej temperaturze pod obnizonym ci$nieniem. Metakrylan 2-hydroksyetylenu
zostal uzyty po destylacji pod zmniejszonym cisnieniem. Poli(glikol etylenowy) zostat
osuszony przed syntezg poprzez destylacje azeotropowa w toluenie.

Wszystkie pozostale odczynniki zostaly uzyte w takiej postaci, w jakiej je
otrzymano.

4.2 Synteza bimetalicznego katalizatora magnezowo-tytanowego

Synteze katalizatora magnezowo-tytanowego wykonano zgodnie z procedura
opracowang przez prof. Ryszarda Ukielskiego [125]. W 100 ml kolbie okragtodennej
umieszczono 0,141 g czystych wiorkow magnezowych i dodano 30 ml n-butanolu, a
nastepnie ogrzewano pod chtodnicg zwrotng 4—6 godzin w temperaturze 117°C. Nastgpnie
wprowadzono 3,6 g o-czterobutoksytytanu i kontynuowano reakcje przez kolejng godzine
(Rysunek 3). Po zakonczeniu reakcji, mieszaning pozostawiono do ostygnigcia po czym
odwirowano osad, a otrzymany 13% roztwoér Mg[HTi(OCsHo)4]2 w butanolu
przechowywano w butelkach z ciemnego szkla, nad powierzchnig ktérego umieszczono
argon [126].

-
3. |

N \V-X4

o-czterobutoksytytan
wiorki magnezowe + n-butanol <:>>

Rysunek 3 Schemat syntezy katalizatora wodoroszesciobutoksy-o-tytanian magnezu
4.3 Synteza makromonomeru

Syntez¢ makromonomeru (okreslanego w pracy jako komponent A) przeprowadzono
z wykorzystaniem nowych nietoksycznych katalizatorow w dwuetapowej reakcji w oparciu
0 wczesniejsze prace [127], z dwiema podstawowymi modyfikacjami:

e zmiana rozpuszczalnika z toksycznego dichlorometanu na octan etylu,
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e zmiana temperatury prowadzenia reakcji z 35°C na 70°C.

W pierwszym etapie do kolby okragltodennej o pojemnosci 250 ml wprowadzono 25
ml octanu etylu i odgazowano uklad trzema cyklami argon/pompa. Nastepnie do kolby
umieszczone] w tazni lodowej dodano odpowiednig ilo$¢ katalizatora (2 lub 4 mol%
w stosunku na grupe¢ hydroksylowa poliolu poliestrowego) oraz 6,5 ml (0,052 mmol) IPDI.
W tym samym czasie 25 g (0,013 mmol) poliolu poliestrowego rozpuszczono w 25 ml
EtOAc. Nastegpnie rozpuszczony poliol dodawano za pomoca wkraplacza do lodowatej
mieszaniny. Po zakonczeniu dodawania, kolbg¢ przeniesiono do tazni olejowej i
kontynuowano reakcj¢ w temperaturze 70°C (Rysunek 4). Postep reakcji monitorowano,
$ledzac stosunek absorbancji metoda FT-IR przy dtugosci fali 2262 cm™ (Azsz), ktora
odpowiada drganiom N = C = O w grupach izocyjanianowych IPDI, do absorbancji przy
1526 cm™ (Aisz), ktora odpowiada drganiom zginajacym N-H utworzonych wiazan
uretanowych. Pierwszy etap zostal uznany za zakonczony, gdy stosunek NCO/NH
ustabilizowat si¢, zwykle w przedziale od 3 do 5, zapewniajac catkowita konwersj¢ grup -
OH.

W drugim etapie dodano 6 mg (0,03 mmol) fenotiazyny (inhibitora polimeryzacji),
druga porcje katalizatora (taki sam mol% jak w pierwszym etapie) i 6,6 ml (0,054 mmol)
metakrylanu 2-hydroksyetylu (HEMA), jednoczes$nie zabezpieczajac reakcje przed
swiattem. W dalszym ciggu reakcj¢ monitorowano za pomocg FT-IR. Reakcje uznawano za
zakonczong w momencie przereagowania wszystkich grup -OH w reakcji z grupami NCO,
€O okreslono poprzez osiaggnigcie wartosci zerowej W obliczeniach stosunku absorbancji
pasma 2262 cm™ (Azzs2) do pasma 1526 cm™ (Ausze). Reakcje zakonczono poprzez wyjecie
kolby z tazni olejowej i schtodzenie do temperatury pokojowej w atmosferze powietrza.
Produkt zostal nastepnie trzykrotnie wytragcony w czterokrotnym nadmiarze lodowatego
metanolu, a pozostaly rozpuszczalnik odparowano pod obnizonym ci$nieniem w
temperaturze 50°C. Otrzymany produkt byl przezroczysta, bardzo lepka, zottawa ciecza.
Powyzej opisana procedura zostala przeprowadzona dla wszystkich katalizatorow. Serie
makromonomerow zsyntezowanych z roéznymi katalizatorami oznaczono nast¢pujacymi
skrotami: PrDBTDL, PrBiNDE, PrBiHex, PrZnAc, PrMg-Ti, gdzie Pr oznacza Priplast, a
kolejne litery odnosza si¢ do Kkatalizatorow: dilaurynian dibutylocyny (DBTDL),
neodekanian bizmutu (BiNDE), tris(2-etyloheksanian) bizmutu (BiHex), acetyloacetonian
cynku (1) (ZnAc), wodoroszesciobutoksy-0-tytanian magnezu (Mg-Ti).

Reakcje prowadzono w $rodowisku bezwodnym, bez dostepu powietrza
(w atmosferze argonu), a w celu zachowania szczelnosci aparatury zastosowano gumowe
septy oraz strzykawki.
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Rysunek 4 Schemat syntezy telechelicznego makromonomeru
4.4 Synteza PEG-ylowanego fibrynogenu (komponent B)

W celu przeprowadzenia syntezy komponentu B (PEG-ylowanego fibrynogenu)
przeprowadzono najpierw diakrylacj¢ PEG.

W celu zwigkszenia wydajnosci reakcji diakrylacji osuszono PEG poprzez
przeprowadzenie destylacji azeotropowej. W 1 litrowej kolbie rozpuszczono 50 g PEG
w 200 mL toluenu. Kolbg ogrzewano w ptaszczu grzejnym do 170°C. Ogrzewanie
kontynuowano do momentu zebrania 180 ml toluenu przez putapke Deana-Starka (Rysunek
5). Nastgpnie mieszaning schtodzono do temperatury pokojowej, a wysuszony PEG
zamknieto 1 przechowywano pod wyciggiem do czasu dalszego uzycia. Za pomoca
spektroskopii w podczerwienie potwierdzono usunigcie wilgoci, o czym $wiadczyt zanik
pasma przy 3320 cm zwigzanego z wilgotnoscia.

Rysunek 5 Destylacja azeotropowa PEG
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Diakrylacje PEG przeprowadzono nastgpujaco: 15 g wysuszonego PEG
rozpuszczono w 20 ml toluenu w temperaturze 50°C w atmosferze argonu. Nast¢pnie kolbg
reakcyjng schtodzono ponizej 50°C i dodano 8,59 ml trietyloaminy (stosunek molowy
PEG:TEA 1,0:4,4). Kolejno, 4,55 ml chlorku akryloilu (stosunek molowy PEG:AcCI
1,0:4,0) dodawano kroplami w celu zainicjowania reakcji. Proces reakcji kontynuowano
przez noc, mieszajac w ciemnosci w temperaturze pokojowej. Powstaly bladozoétty roztwor
przefiltrowano przez kolumng z tlenkiem glinu. Do roztworu toluenu dodano weglan sodu i
mieszano przez 2 h. Po tym czasie weglan sodu usuni¢to przez filtracje, a nastgpnie toluen
usunigto przez odparowanie na wyparce. Produkt reakcji rozpuszczono w minimalnej ilosci
dichlorometanu 1 wytragcano przez dodanie kroplami do zimnego eteru dietylowego.
Nastepnie roztwor przefiltrowano, a osad przemyto eterem dietylowym i wysuszono w
suszarce prozniowej w temperaturze 50°C.

PEG-ylowanie fibrynogenu przeprowadzono na podstawie opisu Dror Seliktar [122]
z pominigciem pierwszego kroku (reakcji z CNBr). Reakcja z CNBr ma na celu czg$ciowa
degradacje biatka i rozluznienie tancuchéw w celu ulatwienia dostgpu do wigzan
disiarczkowych w biatku. Za pomoca metod elektroforezy biatka w Zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych (SDS PAGE) i spektroskopii w
podczerwieni z transformatg Fouriera (FTIR) potwierdzono, iz wydtuzenie czasu reakcji
mi¢dzy fibrynogenem a chlorowodorkiem tris(2-karboksyetylo) fosfiny majacej podobne
dziatanie do CNBr pozwala na uzyskanie PEG-ylowanego fibrynogenu z podobna
wydajnoscig (72% wyznaczone za pomocg FT-IR i 88% za pomoca metody SDS-PAGE
PEG-ylowanego fibrynogenu).

Procedura otrzymania komponentu B (PEG-ylowanego fibrynogenu) byla
nastepujaca. Chlorowodorek tris(2-karboksyetylo) fosfiny (TCEP HCI) dodano do 7 mg/ml
roztworu fibrynogenu w 50 mM PBS z 8 M mocznikiem (stosunek molowy 68:1 TCEP do
fibrynogenu). Roztwor mieszano przez okoto 2 godziny w temperaturze pokojowej (25°C)
w ciemnosci. Po tym czasie dodano roztwor diakrylowanego-PEG (PEG-DA) (250-300
mg/ml) w 50 mM PBS i 8 M moczniku i reakcj¢ kontynuowano przez noc w ciemnosci w
temperaturze pokojowej. Stosunek molowy PEG-DA do fibrynogenu wynosi 145:1 (liniowy
PEG-DA o masie molowej 4 kDa). Koncowy PEG-ylowany produkt biatkowy wytracano w
5-krotnym nadmiarze acetonu w temperaturze pokojowej przez 20 minut, mieszajac.
Nastepnie roztwor biatka odwirowano przez 20 minut przy 5000 obr/min, a uzyskany osad
ponownie rozpuszczono w PBS zawierajacym 8 M mocznik do stg¢zenia biatka 20 mg/ml.
Roztwoér PEG-ylowanego biatka byt nast¢pnie dializowany w PBS zawierajagcym 0,1% (v/v)
lodowatego kwasu octowego w temperaturze 4°C przez 2 dni z dwukrotng zmiang PBS
(Spectrum, 12-14 kDa MW cutoff). Nastepnie roztwor zamrozono i podano liofilizacji.

4.5 Synteza N-metakrylowanej-L-DOPA (komponent C)

Sfunkcjonalizowanie DOPA w celu otrzymania pochodnej metakrylowej podatnej
na fotopolimeryzacj¢ przeprowadzono zgodnie z opisem literaturowym wg Bruce P. Lee i
innych [128]. W kolbie w ultraczystej wodzie rozpuszczono 3,87 g (0.0192mol) Na:B4O-
(boraksu), nastgpnie odgazowano uktad reakcyjny i prowadzono reakcje w atmosferze gazu
obojetnego (argonu). Nastepnie do kolby wprowadzono 2 g (0,01mol) 3,4-dihydroksy-L-
fenyloalaniny (L-DOPA) i mieszano do rozpuszczenia. Etap ten miat na celu zabezpieczenie
kluczowych grup hydroksylowych odpowiedzialnych za wiasciwosci adhezyjne katecholu.
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Kolejno dodano weglan sodu, a kolb¢ umieszczono w lodowej tazni wodnej i wkroplono
chlorek metakryloilu. Podczas reakcji utrzymywano pH powyzej 9 za pomocg roztworu
weglanu sodu (4 g/50 ml). Reakcje prowadzono przez 3h. W celu zakonczenia reakcji
mieszaning zakwaszono za pomoca stg¢zonego kwasu chlorowodorowego do pH 2.
Nastepnie mieszaning ekstrahowano trzykrotnie w octanie etylu, po czym przemyto kwasem
solnym, dodano bezwodnego siarczanu (VI) magnezu w celu pozbycia si¢ resztek wody i
pozostawiono na noc. Nastepnie siarczan magnezu zostal przesgczony, a roztwor
odparowany na wyparce. Jasnobrazowe ciato stale rozpuszczono w mieszaninie
dichlorometanu i metanolu (stosunek objetosciowy 95:5) i poddano dalszemu oczyszczaniu
poprzez przepuszczenie przez kolumne z zelem krzemionkowym. Nastgpnie ponownie
odparowano rozpuszczalnik i otrzymano biate, lepkie ciato state z wydajnoscia okoto 40%.

4.6 Otrzymywanie kompozycji fotosieciowalnych

Na pierwszym etapie prac, podczas ktorych skupiono si¢ na wyborze katalizatora do
syntezy telechelicznego makromonomeru, proces fotopolimeryzacji prowadzono dla
kompozycji zawierajacej makromonomer (okoto 25 g) oraz fotoinicjator Omnirad 819 o
stezeniu 2% wag. W celu zapewnienia homogenicznosci mieszaniny sktadniki te
rozpuszczono w octanie etylu, a nastepnie rozpuszczalnik odparowano na wyparce przy
obnizonym ci$nieniu i podwyzszonej temperaturze (50°C).

Nastepnie, w celu zbadania kinetyki fotosieciowania i doboru fotoinicjatora
przygotowano kompozycje zawierajace fotoinicjator: Omnirad 819 (0819) lub Omnirad
2022 (02022) o stezeniach 0,5 11 2% wag (te uktady sieciujace przebadano na UV-DSC).
Natomiast na etapie wyboru fotoinicjatorow do badan UV-DSC otrzymano szes¢
kompozycji makromonomeru PrZnAc_4 z 6 fotoinicjatorami I typu (Omnirad 750, Omnirad
784, Omnirad 2100, Omnirad TPO) oraz dwa wybrane do badan kinetyki (Omnirad 819 i
Omnirad 2022), o stezeniu 2% wag.

Kompozycje hybrydowe zostaly przygotowane nastepujgco: rozpuszczono okoto 20
g makromonomeru (komponentu A), nastgpnie rdézne proporcje PEG-ylowanego
fibrynogenu (komponent B) i metakrylowanej- L-DOPA (komponent C) zmieszano w
mieszaninie rozpuszczalnikéw EtOAc:DMSO (w stosunku objgtosciowym 95:5). Nastepnie
dodano 1% wag. fotoinicjatora Omnirad 2022 w stosunku do catkowitej masy sktadnikéw.
Kolejno rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem po uzyskaniu
jednorodnej  mieszaniny. Kompozycje hybrydowe wykonano w  proporcjach
prezentowanych w Tabela 2, ponadto w celu analizy wptywu dodatku katecholu otrzymano
uktady zawierajace jedynie komponent A 1 C.

Tabela 2 Skiad procentowy otrzymanych kompozycji

Komponent A Komponent B Komponent C
95% 5% 0%
90% 10% 0%
95% 0% 5%
90% 0% 10%
90% 5% 5%
85% 5% 10%
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Wszystkie kompozycje otrzymywano i przetrzymywano w bursztynowej kolbie,
doktadajac wszelkich staran przed zabezpieczeniem kompozycji przed niepozadanym
dziataniem §wiatta widzialnego.

4.7 Fotopolimeryzacja

Fotopolimeryzacja kompozycji byta prowadzona przy wykorzystaniu zrodta swiatta
DYMAX BlueWave LED Prime UVA (USA) o waskim zakresie widmowym i maksymalne;j
intensywnosci przy dtugosci fali Amax 385 nm (Rysunek 7). Na szklang ptytke wylewano
uprzednio przygotowane kompozycje zgodnie z opisem zamieszczonym w 4.6 i tworzono
folie o grubosci 1 mm za pomocg stalowego aplikatora. Koncéwka swiattowodu znajdowata
sie na statej wysokosci 11 cm, a intensywno$é promieniowania wynosita 20 m\W/cm?
(ustalana kazdorazowo =za pomoca radiometru AktiPrint (Technigraf GmbH)).
Fotosieciowanie dla komponentu A prowadzono w atmosferze powietrza oraz argonu (w
komorze rekawicowej). Natomiast dla uktadow hybrydowych polimeryzacje prowadzono
wylacznie w atmosferze powietrza (Rysunek 6).

Czas ekspozycji wynosil 150 sek. dla kazdego naswietlanego okregu (2,25 cm?) i byt
przeprowadzany stopniowo na catej ptytce (10 cm x 20 cm).

Zrédto $wiatta
kompozycja fotoutwardzalna F ? .
¢ _ ~\‘_/ \\/
szklana ptytka ' —

Rysunek 6 Schemat fotosieciowania
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Rysunek 7 Widmo DYMAX BlueWave LED Prime UVA (Zrédlo: karta producenta)
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4.8 Metody badawcze

4.8.1 Spektroskopia w podczerwieni z transformata Fouriera (FTIR)

Widma spektroskopii w podczerwieni z transformatg Fouriera wykonano z
wykorzystaniem spektrometru BRUKER ALPHA Platinum (Niemcy) w temperaturze
pokojowej (4000400 cm ™1, rezolution 2 cm™, 32 skany). Ptynne probki pobierane w trakcie
syntezy byty badane za pomocag przystawki transmisyjnej poprzez naniesienie cienkiej
warstwy mieszaniny reakcyjnej pomiedzy plytki z chlorku sodu. Natomiast komponenty
sieci polimerowej, jak i usieciowane filmy wykonano z wykorzystaniem przystawki
odbiciowej ATR z krysztatem diamentowym.

4.8.2 Spektroskopia rezonansu magnetycznego jader atomowych (*H i 1*C NMR)

Widma NMR zarejestrowano przy uzyciu aparatu Bruker DPX HD-400 MHz w
temperaturze 25°C. Probki do badan przygotowywano poprzez rozpuszczenie ok. 20 mg
materiatu w CDCls z wyjatkiem widma DOPA 1 jej pochodnych, ktore rozpuszczono w d-
DMSO. Wszystkie widma oznaczono w odniesieniu do tetrametylosilanu. Obrébke danych
przeprowadzono w programie MestReNova.

4.8.3 Oznaczanie lepkoSci

Lepko$¢ dynamiczng makromonomeréw oceniono przy uzyciu reometru DV3TRV
(Brookeld AMETEK, USA). Parametry pomiaru byly nastgpujace: glowica pomiarowa w
uktadzie stozek-ptytka o $rednicy =40 mm, odlegto$¢ miedzy stozkiem a plytka h=1 mm,
odksztatcenie 30%, stala szybko$¢ $cinania 0,200s™ i w temperaturze 25 i 37°C.

4.8.4 Chromatografia zelowa (GPC)

Chromatografie zelowa (GPC) wykorzystano do okreslenia srednich mas molowych
(Mn 1 Myw) oraz rozktadu mas molowych, B (Mw/Mn) otrzymanych makromonomerdw.
Pomiary wykonano za pomoca urzadzenia firmy Wyatt (Niemcy) sktadajacego si¢ z
kolumny ochronnej i czterech kolumn Perfect Separation Solutions (PSS) (50, 100, 1000 i
100 000 A), refraktometru réznicowego (RI) Dn 2010 WGE Dr Bures oraz detektorow
wielokgtowego rozpraszania $wiatta (LS) Wyatt MALLS DAWN HELEQOS. Do kalibracji
sprzetu uzyto 8 roznych liniowych wzorcow polistyrenu (o masach czgsteczkowych: 970,
1990, 5030, 10 680, 19 760, 34 800, 70 950 i 126 700 g/mol (Polymer Laboratories and
Solutions LLC, USA)). Faz¢ ruchomg stanowit tetrahydrofuran o szybkosci przeptywu 1
ml/min w temperaturze 35°C. Do gromadzenia danych 1 obliczen masy czasteczkowej
wykorzystano oprogramowanie PSS WinGPC Unity.

4.8.5 Woyznaczanie liczby jodowej (LJ)

Masa molowa (M;) makromonomeru zostala wyznaczona réwniez na podstawie
wartosci liczby jodowej zgodnie z ISO 3961 i przy uzyciu réownania (4) zgodnie z
wczesniejszg pracg [127].

50760 + f * M, LI, (4)
M, =
L1,

gdzie:
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M; — masa molowa

f — $rednia liczba czgsteczek rdzenia na jedng czgsteczk¢ makromonomeru, obliczona
na podstawie *H-NMR

M1 — masa molowa surowca (Priplast 1838)
LI1 — zawarto$¢ jodu w surowcu (Priplast 1838)

LI, — zawarto$¢ jodu w monomerze

4.8.6 Fotokolorymetria roznicowa UV-DSC

Badanie UV-DSC przeprowadzono przy uzyciu aparatu Q2500 DSC (TA
Instruments, New Castle, DE, USA) wyposazonego w przystawke optyczng OmniCure 2000
Spot UV Curing System (Kanada) (z wysokoci$nieniowym 200-watowym krotkim tukiem
rtgciowym). W celu uzyskania kompozycji fotosieciowalnych zmieszano makromonomery
z 0,5, 1 12% wag. fotoinicjatorow Omnirad 819 i Omnirad 2022. Badaniu poddano probki
0 masie ~5 mg umieszczone w aluminiowych tyglach bez zamknigcia w celu umozliwienia
naswietlania kompozycji. Pomiary przeprowadzono przy wykorzystaniu filtra 365 z
OmniCure o maksymalnej intensywnos$ci przy dlugosci fali 365 nm (pozwalajacego na
sieciowanie przy waskiej dlugosci fali) w dwoch atmosferach (obojegtnego argonu i
powietrze, przy nat¢zeniu przeptywu gazu 20 mL/min) w temperaturze 37°C. Probki byty
naswietlane przy dwoéch réznych intensywnos$ciach, odpowiednio 20 i 50 mW/cm?.
Maksymalng konwersj¢ (Cmax) obliczono na podstawie rownania (5):

__ M+AH (5)

C =
max AHp+n

Gdzie:

M — masa molowa monomeru;

AH — entalpia (J/g);

n — liczba grup metakrylanowych w czasteczce-2;

AHp — teoretyczne molowe ciepto polimeryzacji (J/mol grup metakrylanowych).

Przyjeto, ze wartos¢ AHp dla grup metakrylanowych wynosi 58,6 kJ/mol [129].
Do$wiadczalnie wyznaczone wartosci ciepla polimeryzacji monomeréw metakrylanowych
mieszczg si¢ w zakresie od 45 do 60 kJ/mol [130-132].

Wyniki analizowano za pomoca programu TRIOS, stosujac dwa modele
izotermiczne dedykowane uktadom autokatalitycznym, tj. model Sestak-Berggena i Avrami.
Wszystkie eksperymenty zostaly powtdrzone co najmniej dwa razy, aby zapewnid
powtarzalno$¢ danych.

4.8.7 Mikroskop sit atomowych (AFM)

Mikroskop sit atomowych (AFM) postuzyt do oceny powierzchni otrzymanych
filmow. Film polimerowy umieszczano na krazkach AFM (SPI), pomiar wykonywano
stosujac urzadzenie Nanoscope V Multimode 8 firmy Bruker z wykorzystaniem sondy AFM
ScanAsyst-Air.
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4.8.8 Roznicowa kalorymetria skaningowa (DSC)

W celu zbadania wtasciwosci termicznych otrzymanych makromonomerdw i sieci
polimerowych przeprowadzono badania metoda roznicowej kalorymetrii skaningowe;j
(DSC) przy uzyciu kalorymetru Q2500 DSC (TA Instruments, New Castle, Delaware, USA).
Materiaty odwazono (~5 mg) do aluminiowych tygli i hermetycznie zamknigto przed
analiza. Program pomiarowy sktadat si¢ z nastepujacych segmentéw: chtodzenie do -90°C,
a nast¢pnie ogrzewanie do 120°C poprzedzone 3-minutowg izoterma. Szybko$¢ ogrzewania
i chlodzenia wynosita 5°C min?. Dane =zostaly przeanalizowane przy uzyciu

oprogramowania TRIOS.

4.8.9 Frakcja zelowa

W celu oceny frakcji zelowej fotoutwardzalnych sieci elastomerowych probki
umieszczane w celulozowych gilzach i poddawano 6-godzinnej ekstrakcji w octanie etylu w
aparacie Soxhlet (Behr Labor-Technik, Niemcy). Probki wazono przed ekstrakcja (Winitial) |
po suszeniu (pod zmniejszonym ci$nieniem do uzyskania statej masy) (Wrina). Frakcje
zelowa (GF) obliczono zgodnie z réwnaniem (6):

Ws:
Frakcja zelowa (%) = —mal . 100% ©)

initial

4.8.10 Pomiar kata zwilzania

Badanie kata zwilzania sieci polimerowych bylo przeprowadzone metodg osadzone;j
kropli dla dwoch rozpuszczalnikow: hydrofilowej wody oraz hydrofobowego dijodometanu
w celu zbadania charakteru amfifilowego materialow, przy zastosowaniu aparatu Drop
Shape Analyzer Kriiss DSA 100 (Niemcy). Objetos¢ kropli wynosita 2 pL, a predkosé
osadzania 110 pL/min. Pomiar byt prowadzony przez 2 minuty (obraz byl rejestrowany 5
klatek/sek.). Mialo to na celu zarejestrowanie reorganizacji struktury. Dlatego porownywano
katy zwilZania po 3 i 120 sekundach pomiaru. Kazdy wynik stanowi $rednig z 10 pomiaréw
wykonanych w réznych miejscach filmu.

Ponadto badania prowadzono dla obu powierzchni préobki ,,gorne)” (bedacej w
kontakcie z powietrzem w trakcie fotosieciowania) oraz ,,dolnej” (ktéra podczas sieciowania
miata kontakt ze szklang ptytka) (Rysunek 6).

4.8.11 Termiczna analiza dynamicznych wiasciwosci mechanicznych (DMTA)

Badania metoda termicznej analizy dynamicznych wtasciwosci mechanicznych
(DMTA) przeprowadzono przy uzyciu aparatu DMTA Q800 (TA Instruments) w trybie
odksztalcenie-zginanie przy czestotliwosci drgan 1 Hz 1 z amplituda 1 mm. Probki
mocowane na obydwu koncach byty badane w tym samym zakresie temperaturowym jak na
DSC (0d -90°C do 120°C) z szybkoscia grzania wynoszaca 3°C/min. Wyniki przedstawiono
w postaci krzywych przebiegu zmian modutu zachowawczego (E’), moduty stratnosci (E*”)
i wspélczynnika stratno$ci mechanicznej — tangensa kata strat mechanicznych (tan 8) w
funkcji temperatury. Wyznaczono temperatury zeszklenia z maksimum pikéw z krzywych

41



E’’ i tan 8. Dodatkowo poréwnano wtasciwosci mechaniczne w temperaturze 37°C, istotnej
z punktu widzenia potencjalnych zastosowan medycznych.

4.8.12 Wlasciwos$ci mechaniczne

Badania mechaniczne usieciowanych filmow wykonano metoda quasi-statycznego
rozciggania na maszynie wytrzymatosciowej Instron 3366 (Wielka Brytania) wyposazonej
w glowice pomiarowg sily o obcigzalnosci 500 N, przy predkosci przesuwu trawersy 25
mm/min [133]. Predkos$¢ ta zostata wybrana z zakresu 10—-50 mm/min, typowego dla badan
rozciggania miegkkiej tkanki lgcznej [134]. Badaniu poddano prostokgtne probki o
wymiarach: 10 mm szerokosci, 60 mm dlugosci 1 0,5 mm grubosci, odleglto$¢ miedzy
szczekami wynosita 25 mm. Analiza zmian wlasciwo$ci mechanicznych dotyczyta takich
parametrow jak: wytrzymato$¢ do zerwania (obr), wydtuzenie do zerwania (epr) i modut
sprezystosci przy rozcigganiu (E). Modul zostal obliczony odpowiednio przy wydtuzeniu
2%—3% i 5%—6%.

4.8.13 Test odrywania

Do oceny wiasciwosci adhezyjnych przeprowadzono test T-odrywania pod katem
90° na powierzchniach hydrofobowej (polistyren) i hydrofilowej (polialkohol winylowy-
PVA) zgodnie z normg ASTM D2861. Przed rozpoczeciem testow obie powierzchnie
zostaly starannie przygotowane, aby zapewnic¢ ich czysto$¢ od wszelkich zanieczyszczen.
Probki poddano testowi T-odrywania przy uzyciu maszyny wytrzymatosciowej Instron 3366
(Wielka Brytania), ktory mierzy site potrzebng do oddzielenia sklejonych powierzchni.

4.8.14 Degradacja sieci polimerowych

Stabilnos¢ otrzymanych sieci zostata zbadana poprzez przeprowadzenie testow
degradacji hydrolitycznej i enzymatycznej. Proces degradacji prowadzono w 24-dotkowych,
polistyrenowych ptytkach, ktére umieszczano na wytrzasarce (czgstotliwos¢ wytrzasania
20/min) w inkubatorze (37°C). Probki o $rednicy 6 mm zanurzone byly w roztworze o
objetosci 2 ml. Bufor SBF zostal przygotowany zgodnie z protokotem przygotowanym przez
Uniwersytet w Kyoto [135]. Degradacje hydrolityczng prowadzono w roztworze SBF z
dodatkiem 0,1% azydku sodu. Natomiast degradacj¢ enzymatyczng prowadzono w buforze,
ktéry oprocz azydku sodu zawierat enzym trypsyn¢ o stg¢zeniu 1 mg/ml. Na kazdy punkt
pomiarowy sktadaly si¢ 3 probki.

Proces degradacji hydrolitycznej prowadzono przez 7 tygodni. Probki do kontroli
pobierano co 7 dni. Bufor zmieniano kazdorazowo przy pobraniu probek.

Degradacje enzymatyczng prowadzono przez 21 dni. Probki do kontroli pobierano
co 72 godziny oraz po pierwszych 24 godzinach (w sumie 8 punktow kontrolnych). Bufor
zmieniano kazdorazowo przy pobraniu probek. Po wyjeciu probek z buforéw wktadano je
na kilka sekund do 0,5 M NaCl w celu pozbycia si¢ zaadsorbowanych na powierzchni probek
resztek biatka, a nastepnie w celu pozbycia si¢ soli, probki wktadano do wody. Nastepnie
probki osuszano z wody za pomoca bibutek i wazono (mw). Nastepnie probki umieszczano
W suszarce prozniowej na 7 dni (do suchej masy) i wazono (mg). Nastepnie probki
przechowywano w eksykatorze.
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Wagi probek (mo—masa przed degradacja, mw—masa po wyjeciu z medium, mg—masa
po wysuszeniu) wykorzystano do wyznaczenia ubytku masy (D) i stopnia pecznienia (P).
Warto$ci wyliczono na podstawie ponizszych wzorow (7,8):

m m
p=22""d  100% )
my

my, —m
P=—"_"%100% 8
mg
Ponadto krazki po degradacji przebadano za pomocg FT-IR zgodnie z metodologia

opisang powyzej (4.8.1).

4.8.15 Rentgenowska mikrotomografia komputerowa

Obrazy mikro-CT, ukazujace topografie powierzchni, wykorzystano do celu oceny
degradacji probek. Pomiary wykonano przy uzyciu mikrokomputerowego tomografu Bruker
Skyscan 1272 (Niemcy). Parametry akwizycji zostaly skonfigurowane w nastepujacy
sposob: prad 150 pA; napigcie 50 kV; usrednianie ramki 4; filtr Cu 0,10 mm; rozmiar piksela
2,25 um; obrét 360° z krokiem 0,1°. Po akwizycji przeprowadzono rekonstrukcje przy
uzyciu oprogramowania NRecon, wersja 1.7.0.4, z silnikiem rekonstrukcji InstaRecon,
wersja 2.0.2.6.

4.8.16 Dyfrakcja promieniowania Roentgena (XRD)

Informacje krystalograficzne uzyskano za pomoca dyfrakcji rentgenowskiej (XRD),
wykonanej przy uzyciu dyfraktometru rentgenowskiego AERIS PANalytical z
promieniowaniem Cu-Ka oraz programu HighScore. Zakres skanowania wynosit od 7 do
90°.

4.8.17 Mikroskop fluorescencyjny

Mikroskop fluorescencyjny postuzyt do obserwacji katecholu na powierzchni
usieciowanych sieci polimerowych zawierajacych L-DOPA. Obserwacje mikroskopowe
fluorescencji katecholamin w utwardzonych filmach przeprowadzono za pomoca
zmodyfikowanej metody opisanej w [108]. Ze wzgledu na wysokg autofluorescencje
uzyskanych materiatdéw, zastosowanie metody takiej jak z wykorzystaniem estru kwasu
boronowego [136] do potwierdzania obecnosci grup katecholowych, byto niemozliwe.
Dlatego tez, opracowano alternatywng metode, aby potwierdzi¢ zaré6wno obecno$é
jednostek katecholowych na powierzchni usieciowanych filméw, jak i ich funkcjonalno$¢
oraz reaktywnos¢.

Zastosowano barwienie aminy sfunkcjonalizowanej barwnikiem dalekoczerwonym
(ATTO 643-amine, ATTO-TEC GmbH, Siegen, Niemcy), ze wzgledu na jego hydrofilowy
charakter oraz wysoka wydajno$¢ kwantowa. Pierwotna amina moze reagowac z katecholem
na drodze reakcji Michaela lub poprzez tworzenie zasady Schiffa [137]. Usieciowane filmy
sieci polimerowych (okoto 16 mm X 7 mm, 3 na grupe) inkubowano w 1,5 ml 10 mM buforu
TRIS (pH=9) z 20 pg/ml ATTO 643-amine (przygotowane z roztworu barwnika 4 mg/ml w
DMSO) przez noc w temperaturze 37°C. Jako kontrole, rownolegle inkubowano probki bez
barwnika. Po barwieniu probki ptukano trzykrotnie w PBS i obrazowano w kanale
fluorescencji Cy5 (Ex: 620, Em: 700) mikroskopu odwrdconego Leica DMi8 (obiektyw
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Leica HC PL FLUOTAR 10x/0.32 DRY i kamera Leica DEC7000 GT 1920x1440).
Zbierano dwa lub trzy pola widzenia na probke. Analize obrazéw przeprowadzono przy
uzyciu ekosystemu naukowego Pythona, w tym bibliotek "aicsimageio’[138], ‘dask™ [139],
‘napari- [140], "matplotlib™ [141] i "numpy™ [142]. Réznice migdzy probkami oceniano
ilosciowo, poréwnujac histogramy za pomocag odlegltosci Wassersteina przy uzyciu
biblioteki Pythona “scipy” [143]. Kod Pythona i przyktadowy notebook sg dostepne pod
adresem: https://github.com/psobolewskiPhD/Fluorescence L-DOPA_Assay.

4.8.18 Badania cytotoksycznosci

Cytotoksyczno$¢ materiatdéw zostata zbadana zgodnie z normg ISO10993-5 [144].
Test biozgodnosci komoérkowej in vitro zostal przeprowadzony metodg kontaktu
posredniego. Paski fotoutwardzonych filméw o powierzchni 3 cm? (30x10x0,5 mm) pocigto
na mniejsze kawatki, umieszczono w dotku 24-dotkowej ptytki i inkubowano w 1 ml
kompletnej pozywki wzrostowej (Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM),
zawierajacej 10% plodowej surowicy bydlecej (FBS), 2 mM L-glutaminy, 100 U/ml
penicyliny i 100 ug/ml streptomycyny) przez 24 godziny w inkubatorze CO2 do hodowli
komorek w temperaturze 37°C. Zastosowano nastgpujace kontrole — kontrola negatywna:
komercyjny, nietoksyczny poli(e-kaprolakton) (PCL, Capa™ 6430), kontrola pozytywna
(toksyczna): rekawica nitrylowa (Mercator Nitrylex Classic, Krakow, Polska), kontrola
pozorowana: pozywka w pustym dotku.

Rownolegle, 10x10° komérek 1929 (pasaz 10-25) umieszczono w dotkach w 96-
dotkowej ptytce w pelnej pozywce wzrostowej. Po inkubacji przez 24 godziny w inkubatorze
CO2 do hodowli komorkowej w temperaturze 37°C, pozywke na plytce z komorkami
odsysano i zastgpowano 100 pl ekstraktu z danej probki (5-6 powtdrzen technicznych, 2
probki na materiat). Nastepnie plytki umieszczono z powrotem w inkubatorze do hodowli
komorkowej na kolejne 24 godziny hodowli.

Zywotno$¢ komorek oceniano za pomoca mikroskopii $wietlnej (Delta Optical IB-
100, Minsk Mazowiecki, Polska) i testu zywotno$ci resazuryny [145]. Do kazdej studzienki
(jak rowniez do $lepych studzienek z pozywka, ale bez komoérek) dodano 20 ul roztworu
resazuryny (0,15 mg/ml w roztworze soli fizjologicznej buforowanej fosforanami), a
nastgpnie inkubowano przez 4 godziny w inkubatorze do hodowli komoérkowej w
temperaturze 37°C. Sygnat fluorescencji mierzono nastgpnie za pomocg wielofunkcyjnego
czytnika ptytek (Biotek Synergy HTX, Winooski, VT, USA): wzbudzenie 540 nm, emisja
590 nm. Intensywnos$¢ fluorescencji (jednostki arbitralne) §lepej proby zostata odjeta od
wszystkich zmierzonych probek/kontroli, a Zywotno$¢ komorek zostata wyrazona jako
procent ekstraktu pozorowanego.
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5 Woyniki i dyskusja

5.1 Charakterystyka makromonomerow otrzymanych z wykorzystaniem
nietoksycznych katalizatorow

Podstawowym sktadnikiem (komponentem A) uktadow hybrydowych byt opisany
juz w literaturze makromonomer estrowo-uretanowy, do syntezy ktorego uzyto znany z
toksycznego dziatania katalizator cynowy (dilaurynian dibutylocyny — DBTDL) [146,147]
oraz dichlorometan (DCM). Przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej badania miaty na
celu otrzymanie produktu w sposob bardziej przyjazny srodowisku poprzez wykorzystanie
nictoksycznych Kkatalizatorow oraz octanu etylu (EtOAc), jako rozpuszczalnika
znajdujacego si¢ na liscie zielonych rozpuszczalnikow Pfizer [148]. Syntezy wykonano z
wykorzystaniem nowych nietoksycznych katalizatorow: acetyloacetonian cynku (I1)
(ZnAc), tris(2-etyloheksanian) bizmutu (BiHex), neodekanian bizmutu (BiNDE),
wodoroszes$ciobutoksy-0-tytanian magnezu (Mg-Ti), dodatkowo zmieniono temperature i
rozpuszczalnik. Niezmienne pozostaly jedynie substraty. Szczegdly zostaly opisane w
podrozdziale 4.3.

Postep reakcji dla wszystkich katalizatorow monitorowan0 za pomocg spektroskopii
FT-IR. Przyktadowy przebieg syntezy z wykorzystaniem 2% molowych katalizatora BiHex
znajduje si¢ na Rysunek 8. Dane dotyczace innych katalizatorow znajduja si¢ w artykutach
[149,150].
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Rysunek 8 Widma spektroskopii FT-IR wykorzystane do monitorowania postgpu reakcji z uzyciem 2 mol%
BiHex.
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W celu wyznaczenia konca pierwszego etapu reakcji monitorowano stosunek
absorbancji pasma przy liczbie falowej o dhugosci 2262 cm™ (Axs2), ktéra odpowiada
drganiom N = C = O w grupach izocyjanianowych IPDI, do absorbancji pasma przy 1526
cm? (Assz), ktora odpowiada drganiom zginajagcym N-H tworzacych sie wigzan
uretanowych w wyniku reakcji grupy hydroksylowej poliolu z grupami izocyjanianowymi
IPDI. Pierwszy etap zostat uznany za zakonczony, gdy stosunek NCO/NH ustabilizowat sig,
zwykle w przedziale od 3 do 5, zapewniajac catkowita konwersje grup -OH. Ponadto, wraz
z przebiegiem reakcji obserwowano wyrazny spadek intensywnoéci pasma okoto 3500 cm™
odpowiadajgcego drganiom grupy hydroksylowej w poliolu, potwierdzajac prawidiowy
przebieg reakcji. W analogiczny sposob wyznaczano koniec drugiego etapu, w ktorym to
reakcja przebiegata ponownie miedzy grupami hydroksylowymi (tym razem pochodzacymi
od dodanej na tym etapie HEMA) a pozostatymi grupami N=C=0 pochodzacymi od
difunkcyjnego izocyjanianu (IPDI). Zastosowanie katalizatora BiHex i warunkow
prowadzenia reakcji pozwolil0o na otrzymanie makromonomeru o pozadanej strukturze
chemicznej w krotszym czasie, tj. w ciggu 7 godzin w poréwnaniu do publikacji [127], gdzie
przy wykorzystaniu katalizatora cynowego i organicznego (DBTDL i DABCO) czas reakcji
wynosit okoto 24 godziny z podobng wydajnoscia reakcji (Tabela 3). Najprawdopodobniej
duzy wptyw na skrécony czas reakcji miata podwyzszona temperatura (z 35 do 70°C),
natomiast podwyzszenie temperatury byto mozliwe dzigki zastosowaniu octanu etylu jako
rozpuszczalnika, ktéry ma o wiele wyzsza temperaturg Wrzenia.

Podsumowanie warunkow reakcji, czaséw oraz wydajnosci znajduje si¢ w Tabeli 3.
Zaobserwowano wyrazne réznice miedzy katalizatorami oraz stezeniami uzywanymi w
reakcjach. Wigksza ilo$¢ katalizatora zgodnie z oczekiwaniami skutkowata skroceniem
czasu reakcji, dla wszystkich katalizatoréw, z wyjatkiem BiHex.

Zrédta tych réznic (migdzy Katalizatorami, jak i dla BiHex) nalezy doszukiwac¢ si¢ w
mechanizmach dziatania tychze katalizatorow. Zgodnie z obecnym stanem wiedzy,
katalizatorom metalicznym przypisuje si¢ jeden z dwoch mechanizméw dziatania. Dobrze
poznany 1 opisany katalizator cynowy (DBTDL) zachowuje si¢ jak kwas Lewisa, ktorego
mechanizm polega na oddziatywaniu z grupami N=C=0 — w tym przypadku pochodzacymi
z IPDI zwigkszajac ich elektrofilowos¢. Ponadto, DBTDL jest kwasem Lewisa 0 pKa 11 i
dlatego mozna oczekiwac, ze ten katalizator bedzie bardziej aktywny przy wyzszych
stezeniach, co skroci czas reakcji. Dlatego tez obserwujemy tak znaczacg zmiang czasu
reakcji. Natomiast aktywno$¢ katalityczna obu katalizatorow bizmutowych 1 cynkowego
opiera si¢ na mechanizmie insercyjnym. W tym przypadku katalizatory wymieniajg swoje
ligandy z alkoholem —w tym przypadku poliolem poliestrowym — Iub oddziatuja z wodorem
z-OH w alkoholu (tutaj poliol poliestrowy) [151,152]. Z tego powodu istotng role odgrywaja
w tych przypadkach efekty steryczne. Tlumaczy to réznice migdzy katalizatorami
bizmutowymi (BiHex i BiNDE). Oba katalizatory maja 3 ligandy, natomiast BiHex ma
krotsze ligandy (8 w poréwnaniu do 10 wegli), co wyjasnia krotszy czas reakcji.

Wzrost catkowitego czasu reakcji (z 7 do 26 godzin) zaobserwowano po zwiekszeniu
stezenia katalizatora BiHex do 4 mol%. Dtuzszy czas reakcji w Il etapie dla PrBiHex o
stezeniu 4 mol% moze rowniez wynikac¢ z reakcji ubocznej objawiajacej si¢ tworzeniem
wigzan allofanianowych. Efekt tworzenia si¢ allofanianowych wigzan sieciujacych podczas
drugiego etapu spowodowat wydluzenie czasu reakcji. BiHex jest stosowany jako
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katalizator takiego wtlasnie sieciowania poprzez wigzania allofanianowe w syntezie
poliuretanu w patencie [153]. Dodatkowo, reakcje takie sa odwracalne, a dysocjacja
otrzymanych allofanianow zachodzi szybko [154], dlatego nie zaobserwowano grup
allofanianowych w koncowej strukturze (spektroskopii tH- i 3C NMR).

Tabela 3 Podsumowanie parametréw reakcji

Stezenie . Y
. Calkowity | Wydajnos$¢
Material katalizatora letap | (Aze2)/(Aszs) po | Il etap cras reakeji
na etap [godziny] | etapie [godziny] [godziny] [%]
[mol%]

PrDBTDL 2 2 7,0 3,96 12,0 19,0 66
PrBiNDE 2 2 8,0 3,81 17,0 25,0 64
PrBiHex 2 2 5,0 4,11 2,0 7,0 65
PrZnAc 2 2 10,0 5,72 15,0 25,0 62
PrDBTDL 4 4 3,0 4,07 15 4,5 68
PrBiNDE 4 4 5,0 3,22 13,3 18,3 66
PrBiHex 4 4 8,0 3,49 18,0 26,0 70
PrZnAc 4 4 6,5 4,67 14,5 21,0 68
PrMg-Ti 0.1 0,1 11 10,43 47,5 58,5 53
PrMg-Ti_0.25 0,25 4,5 6,53 23,5 28,0 67
PrMg-Ti_0.5 0,5 3,5 521 55 9,0 57
PrMg-Ti 1 1 0,7 4,91 3,3 4,0 63

5.1.1 Struktura chemiczna

Struktura chemiczna makromonomerow zostata zbadana za pomoca spektroskopii
FT-IR i NMR. Na Rysunek 9 przedstawiono widmo w podczerwieni przyktadowego
makromonomeru otrzymanego przy wykorzystaniu 4% molowych Katalizatora ZnAc
(PrZnAc_4). Analiza widm potwierdzita terminalng funkcjonalizacj¢ (metakrylowanie), na
co wskazuje obecno$¢ pasm przy 1642 cm™ i 940 cm™, ktére odpowiadajg drganiom
rozciggajacym C=C.

Szerokie pasmo przy 3372 cm? pochodzi od drgan N-H oraz tlenu z grupy
karbonylowej. Pasmo okoto 1527 cm™ przypisuje sie drganiom zginajacym N-H i
rozciggajacym C-N. Pasma 1461 i 1419 cm™ rowniez mozna przypisa¢ drganiom
zginajacym N-H. Intensywne pasmo przy ok. 1732 cm™ jest charakterystyczne dla drgan
rozciggajacych C=0 w wigzaniach estrowych poliolu poliestrowego, uretanu i grup
metakrylowych. Ponadto pasma zwigzane z obecnoscia grup estrowych obserwuje si¢ przy
1303 i w zakresie 1236 —1046 cm™, s3 one zwigzane z drganiami C-O-C, C-O i O-C-C.
Natomiast pasma w zakresie 2858-2936 cm™ i 1364 cm™ sg charakterystyczne dla drgan
rozciggajacych C-H w tancuchu alifatycznym. Przyktadowe widmo protonowego i
weglowego rezonansu magnetycznego wraz ze szczegotowa analizg znajduje si¢ na Rysunek

10, natomiast pozostale mozna znalez¢ w jednej z prac poswigconej katalizatorom
[149,150].
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Rysunek 9 Widmo makromonomeru estrowo-uretanowego (PrZnAc_4), wraz z przypisanymi
charakterystycznymi pasmami
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Rysunek 10 Widmo a) *H NMR i b) *3C NMR makromonomeru estrowo-uretanowego (PrZnAc_4), wraz z
przypisanymi charakterystycznymi sygnatami

5.1.2 Masy molowe i lepko$s¢ makromonomerow

Wyniki analizy metoda chromatografii zelowej (GPC) przedstawiono w Tabela 4.
Wszystkie makromonomery wykazaty zwigkszenie masy czasteczkowej oraz zmniejszenie
dyspersji w poréwnaniu z wyjsciowym poliolem poliestrowym, Priplastem 1838. W
przypadku reakcji przeprowadzonych z mniejszg iloscig katalizatora, najwyzsza $rednig
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mas¢ czasteczkowa, Mw (~13 000 g/mol), osiggnicto stosujac BiHex. Natomiast dla reakcji
z 4 mol% katalizatora, najwyzsza wartos¢ Mw, rowniez okoto 13 000 g/mol, uzyskano przy
uzyciu ZnAc. Warto$§¢ dyspersyjnosci mas molowych wszystkich uzyskanych
makromonomerow byta zblizona i wynosita okoto 1,75. Ponadto, ksztatty chromatogramow
dla wszystkich makromonomeréw byly podobne, z niewielkimi obserwowanymi
przesunig¢ciami. Istotnie, otrzymane makromonomery nie wykazywaly istotnych réznic w
wartosciach Mw W poréwnaniu z tymi uzyskanymi w literaturze [127], pomimo zmiany
warunkow reakceji (katalizatora i rozpuszczalnika). Wyniki pomiaréw lepkosci dynamicznej
zostaly przedstawione w Tabela 4. Wszystkie makromonomery wykazaty wyrazny wzrost
lepko$ci w poréwnaniu z Priplastem1838, co potwierdza przytaczenie IPDI i HEMA do
czagsteczki, a tym samym udang syntez¢. Obecno$¢ ugrupowan uretanowych i estrowych
powoduje wzrost lepkosci ze wzgledu na tworzace si¢ migdzyczasteczkowe wigzania
wodorowe. Zgodnie z oczekiwaniami, dane te w duzej mierze korelowaty z wynikami mas

molowych.

Tabela 4 Lepkos¢ dynamiczna i wyniki GPC dla poliolu poliestrowego (Priplast P1838) i zsyntetyzowanych
makromonomerow

Stezenie = < .
Material katalizatora [g%ngl] M « [g/mol] Bl\—[/[NﬁW/ L[ijalfgc
[mol %] "
Priplast 1838
(P1838) - 3700 7 800 2.12 19
PrDBTDL 2 2 8 100 11 600 1.64 396
PrBiNDE 2 2 9400 11700 1.58 420
PrBiHex_2 2 8 300 12 400 1.77 496
PrZnAc 2 2 8 500 12 500 1.78 400
PrDBTDL 4 4 9 000 13 400 1.76 513
PrBiNDE_4 4 8 000 11 800 1.75 325
PrBiHex 4 4 7500 10 700 1.72 362
PrZnAc 4 4 8 900 13 800 1.77 543
PrMg-Ti 0.1 0,1 10000 17 500 1.74 172
PrMg-Ti_0.25 0,25 8200 14100 1.71 162
PrMg-Ti_0.5 0,5 8200 13 000 1.58 136
PrMg-Ti 1 1 7500 11 400 1.53 119

5.1.3 Badania cytotoksycznosci

W celu wyboru sposobu syntezy komponentu A przeprowadzono fotopolimeryzacje
kompozycji sktadajacych si¢ z makromonomeréw zsyntezowanych w opisany powyzej
sposob 1 2% wag. fotoinicjatora Omnirad 819. Polimeryzacj¢ prowadzono w atmosferze
powietrza oraz argonu. Otrzymane filmy poddano badaniu cytotoksycznosci. Wyniki testow
metodg posredniego kontaktu przedstawione na Rysunek 11 potwierdzaja niskg toksycznos¢
materiatdw otrzymanych przy wykorzystaniu nietoksycznych katalizatoréw (BINDE,
BiHex, ZnAc, Mg-Ti) bez wzgledu na stezenie katalizatora. Najwyzsze warto$ci zywotnosci
komorkowej otrzymano dla katalizatora cynowego (powyzej 90%). Co wazne, we
wszystkich przypadkach morfologia komorek byla prawidlowa.

Ponadto przeprowadzony eksperyment wykazat, ze fotopolimeryzacja materiatow
zarowno w atmosferze powietrza, jak i w atmosferze gazu obojetnego (argonie-
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zakreskowane stupki) nie wptyneto istotnie na cytotoksyczno$¢, co wskazuje na niewielki
wplyw inhibicji tlenowej. Niska toksyczno$¢ sieci polimerowej i nieprzereagowanego
makromonomeru oraz znaczacy wplyw toksycznosci resztkowego Kkatalizatora na
toksyczno$¢ koncowego materialu potwierdza fakt, iz pomimo znaczaco nizszych wynikow
frakcji zelowej dla materiatow z serii PrMg-Ti (40%—76%) uzyskano wysokie warto$ci
zywotnosci komorkowej (~80%) [150].

Ponadto wszystkie otrzymane sieci polimerowe (tj. na bazie makromonomerow
zsyntezowanych z réznymi katalizatorami) wykazywaly wysoka elastycznos¢, wydtuzenie
wynosito okoto 120%, spelniajagc wymagania stawiane biomaterialom do zastosowan w
inzynierii tkanek migkkich [85,155,156].

100
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PrDBTDL PrBiNDE PrBiHex PrZnAc PrMg-Ti

Rysunek 11 Zywotnosé¢ komérkowa sieci polimerowych otrzymanych z wykorzystaniem réznych katalizatoréw i
roznych stezen. Stupki zakreskowane przedstawiajq wyniki dla probek utwardzanych w atmosferze argonu, natomiast
niezakreskowane atmosfere powietrza. Odcien jasniejszy odpowiada nizszemu stezeniu katalizatora

5.2 Kinetyka fotosieciowania na przykladzie wybranego
makromonomeru

W celu wyboru fotoinicjatora oraz zbadania wplywu jego stezenia, atmosfery
sieciowania oraz intensywno$ci $wiatta przeprowadzono badania przy wykorzystaniu
aparatu DSC z przystawka optyczng z filtrem UV. Zbadano kinetyke fotosieciowania za
pomocg modeli izotermicznych Sestak—Berggen oraz Avrami.

Fotoinicjator wybrano na podstawie wstepnych badan. Mianowicie wybrany
makromonomer (PrZnAc 4, opisany szczegblowo w rozdziale powyzej) zmieszano w
stosunku masowym 2% z jednym z 6 fotoinicjatoréw: Omnirad 750, 784, 819, 2022, 2100 1
TPO, a nastepnie kompozycje utwardzono w atmosferze obojetnej (argon) i utleniajacej
(powietrze) zgodnie z wczesniej opisang procedura. Usieciowane materialy poddano
badaniom cytotoksycznosci oraz okreslono frakcje zelowa w celu oceny wptywu rodzaju
katalizatora i warunkow sieciowania na toksyczno$¢ 1 stopien usieciowania Sieci
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polimerowych. Wyniki umieszczone w Tabela 5 jednoznacznie wskazuja na wysoka
zawarto$¢ frakcji zelowej (GF). Warto$ci GF wynoszg ponad 80% dla wigkszosci filmow z
wyjatkiem sieci polimerowej otrzymanej z wykorzystaniem fotoinicjatora Omnirad 784.
Zywotno$¢ komorkowa dla tych samych sieci jest najnizsza i wynosi okoto 20%.
Biokompatybilno$¢ sieci oceniono rowniez na podstawie zdje¢ mikroskopowych komorek.
Najlepsze wyniki uzyskano dla Omniradu 2022 (GF ~86%, zywotno$¢ komorek po
kontakcie z ekstraktami z filméw sieciowanych w powietrzu wynosita 91%) i
wykorzystywanego juz na wczesniejszym etapie Omniradu 819 (GF ~87%, zywotnos¢
komorek po kontakcie z ekstraktami z filmow sieciowanych w powietrzu wynosita 87%).

Tabela 5 Frakcja zelowa i Zywotnos¢ komorkowa sieci polimerowych otrzymanych z wykorzystaniem réznych
fotoinicjatorow

Omnirad Atmosfera Frakcja zelowa Zywotnosé

sieciowania (GF) komorkowa
. ;
: :
: :
g :
:2 .
; :

Za pomoca foto-DSC zbadano wplyw stezenia fotoinicjatoréw Omnirad 2022 1
Omnirad 819, rodzaju atmosfery i natezenia $wiatta UV na konwersje makromonomerdw i
szybkos¢ reakcji, a wyniki opublikowano w pracy [157]. W pracy tej przedstawiono badania
przeprowadzone przy wykorzystaniu filtru o dlugosci fali 365 nm i zastosowanej
intensywnosci promieniowania /cm? i 50 mW/cm?,

Rysunek 12 przedstawia zmiany konwersji w funkcji czasu dla kompozycji
zawierajgcych makromonomer i zmienng ilo$¢ fotoinicjatorow Omnirad 2022 (Rysunek
12a) i Omnirad 819 (Rysunek 12b) sieciowanych przy intensywnosci promieniowania 20
mW/cm?. Niektore z obliczonych maksymalnych konwersji przekraczaja 100%, co wynika
z przyjete] przyblizonej wartosci ciepta polimeryzacji. W literaturze wyznaczone
eksperymentalnie wartosci ciepta polimeryzacji monomeréw metakrylanowych wynosza od
45 do 60 kJ/mol, w zaleznosci od struktury monomeru [131,132,158]. Wedtug danych
literaturowych, wartosci konwersji przekraczajace 100% zostaly odnotowane przez
Andrzejewska (dla kompozycji z diakrylanem 2,2'-tiobisetanolu (TEDA), diakrylanem 2,2'-
oksybisetanolu (OEDA))[159].
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Rysunek 12 Konwersja monomeru w funkcji czasu dla réznych stgzen 0,5, 1 i 2% wag. fotoinicjatora a)
Omnirad 2022 i b) Omnirad 819

Fotopolimeryzacja w obecno$ci Omniradu 819 (Rysunek 12b) pozwolita na
uzyskanie wyzszych konwersji w atmosferze powietrza w poréwnaniu z kompozycja
zawierajaca Omnirad 2022 (Rysunek 12a). Co ciekawe, w przypadku uktadow
zawierajacych Omnirad 2022 mozna zaobserwowac¢ wyrazng roznic¢ miedzy konwersjg w
atmosferze obojetnej (argon) a konwersjag w utleniajgcej atmosferze powietrza. Znacznie
nizsza wartos¢ konwersji w powietrzu mozna wyjasni¢ jako wynik inhibicji tlenowe;,
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poniewaz tlen powoduje wygaszanie wzbudzonych standéw inicjatoroéw, zmniejszajac w ten
sposob wydajnos¢ inicjacji.

Dodatkowo, tlen reaguje z rodnikami propagujacymi i pierwotnymi. W wyniku tych
reakcji powstaja mato reaktywne w stosunku do monomeru rodniki nadtlenkowe. Ponadto
rodniki te z tatwoscig reagujg z innymi rodnikami pierwotnymi i makrorodnikami w wyniku
Czego nastepuje zmniejszenie szybkosci propagacji oraz zwickszenie szybkosci terminacji.
Przyczynia si¢ to rowniez do niekorzystnego skrocenia tancucha kinetycznego. Natomiast
obecnos¢ donoréw atomu wodoru w uktadzie, pozwala na utworzenie nowego rodnika
zdolnego do propagacji, poprzez przytaczenie atomu wodoru do rodnika ponadtlenkowego
[160].

Odwrotny wptyw obecnosci tlenu na maksymalng konwersj¢ (Cmax) zaobserwowano
dla kompozycji z Omniradem 819, gdzie probki sieciowane w powietrzu wykazywaty
wyzsza (lub podobng przy 0,5% stezeniu fotoinicjatora) konwersje w poréwnaniu do probek
sieciowanych w argonie.

Materiaty sieciowane z wykorzystaniem Omnirad 2022 wykazywaly wyzsze Cmax
wraz ze wzrostem stgzenia fotoinicjatora, tj. 1 1 2 mol%, a zmiany te byly niezalezne od
atmosfery sieciowania. W przypadku Omnirad 819 (Rysunek 12b) podobny trend obserwuje
si¢ tylko dla materiatow sieciowanych w atmosferze powietrza (im wyzsze stezenie
fotoinicjatora, tym wyzsza konwersja).

Obserwowane rdznice mozna wyjasni¢, analizujac struktury chemiczne
fotoinicjatorow. Oba fotoinicjatory sg fotoinicjatorami typu I. Oznacza to, ze rodniki
powstaja w wyniku homolitycznego rozpadu stanu inicjatora wzbudzonego przez $wiatlo.
Omnirad 819 to nazwa handlowa tlenku bis(2,4,6-trimetylobenzoilo)-fenylofosfiny,
natomiast Omnirad 2022 to mieszanka zawierajagca Omnirad 819 (do 25%) i dwa inne
fotoinicjatory: TPO-L [fosfinian etylofenylo(2,4,6-trimetylobenzoilo)fenylu] i Omni-rad
1173 (2-hydroksy-2-metylo-1-fenylopropanon), a ich struktury chemiczne przedstawiono na

Rysunek 13.
a)
P
I
o)
Omnirad 819
b)
0
O\ (e}
O (0] \P/ \/
P
: ] \O o
Omnirad 819 TPO-L Omnirad 1173
10<25% 5<10% 70<90%

Rysunek 13 Struktura chemiczna a) Omnirad 819 i b) skfadnikéw blendy Omnirad 2022, ktéry jest mieszaning
Omnirad 819, TPO-L i Omnirad 1173
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Zastosowane fotoinicjatory absorbuja swiatto w zakresie dtugos$ci fali 360 — 420 nm.
Maksymalna adsorpcja Omnirad 819 w acetonitrylu, jak podaje producent, wystepuje przy
380 nm, natomiast przeprowadzone pomiary wykazaly maksymalng absorbancje przy 369
nm (Rysunek 14). Maksimum adsorpcji Omnirad 2022, wedlug producenta, znajduje si¢

przy 370 nm, podczas gdy wyniki eksperymentalne wykazaty maksimum przy 368 nm
(Rysunek 14).
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— 02022
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;:* 2.0
=
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S 1.5
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=]
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< 1.0
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Dtugosé fali (nm)

Rysunek 14 Widma fotoinicjatoréw wykonane dla roztworéw 0,1% w acetonitrylu (zgodnie z kartg katalogowg)

Zaréwno Omnirad 819, jak i TPO-L (sktadniki Omnirad 2022) sg tlenkami fosfiny.
Ich fotoliza (zilustrowana dla Omnirad 819 na Rysunek 15) prowadzi do powstania dwoch
rodnikéw — fosfinoilowego (1) i benzoilowego (2) [161]. Oba rodniki inicjujg polimeryzacje,
ale rodniki fosfinowe sg bardziej reaktywne wobec monomerdéw winylowych niz rodniki
przylaczeniu rodnika fosfinylowego do monomeru/oligomeru (3), moze nastapi¢ kolejny
rozpad, skutkujgcy utworzeniem drugiego rodnika benzoilowego (4) i wiekszego dirodnika

).
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Rysunek 15 Dwuetapowa fotoliza Omnirad 819 [161]

Pomimo ze kompozycje otrzymane z uzyciem tego fotoinicjatora nie wykazuja
lepkosci powierzchniowej, to niestety maja one ograniczong glebokos$¢ utwardzania w
porownaniu np. do TPO-L [162]. Aby osiggna¢ rownowage miedzy wysokim stopniem
usieciowania powierzchni 1 glgbszych warstw materiatu, zwykle zaleca si¢ stosowanie
mieszanin Omnirad 819 z innymi fotoinicjatorami. Przyktadem takiej blendy jest Omnirad
2022, zawierajaca pochodng acetofenonu zawarta w Omnirad 1173. Dodatkowa zaletg
innych fotoinicjatoréow fosfinowych (takich jak TPO-L) jest fakt, ze jeden z powstajacych
rodnikow ma struktur¢ liniowa. Ten znacznie mniejszy przestrzennie rodnik pozbawiony
pierScienia aromatycznego, znacznie atwiej pokonuje przeszkody steryczne i dociera do
wigzan podwojnych makromonomeru z wigksza wydajnoscia [64].

Poréwnujac réznice w budowie chemicznej Omnirad 819 i Omnirad 2022, wyraznie
widaé, ze w przypadku tego drugiego, mieszanina trzech fotoinicjatorow: Omnirad 1173
(70<90%), TPO-L (5<10%) i Omnirad 819 (ktory stanowi tylko 10<25%), ma bezposredni
wplyw na wyzsze Cmax przy wyzszej zawarto§ci Omnirad 2022 w atmosferze oboj¢tne;.

Co wigcej, zwigkszenie zawartosci inicjatora w przypadku sieciowania w atmosferze
argonu skutkuje najwyzsza maksymalng szybkoscia reakcji, Rmax, CO przedstawiono na
Rysunek 16. Wyzsze stezenie fotoinicjatora Omnirad 2022 (Rysunek 16a) skutkuje wyzsza
szybkoscig inicjacji i generowaniem wickszej liczby rodnikéw na poczatku reakcji, co
przyspiesza propagacj¢. Natomiast zastosowanie Omnirad 819 (Rysunek 16b) nie wykazato
takiej korelacji.
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Rysunek 16 Szybkos¢ reakcji w funkcji czasu dla réznych stezen 0,5, 1 i 2% wag. fotoinicjatora a) Omnirad

2022 i b) Omnirad 819
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Rysunek 17 Szybkos¢ reakcji w funkcji konwersji dla roznych stezen 0,5, 1 i 2% wag. fotoinicjatora a) Omnirad

2022 i b) Omnirad 819
Ksztatt wszystkich krzywych R(C) (Rysunek 17) wskazuje na autokatalityczny
przebieg reakcji, gdyz maksymalna szybkos¢ reakcji (Rmax) jest osiggana bardzo szybko na
poczatkowym etapie. Kompozycje z blendg fotoinicjatoréw (Omnirad 2022) osiagaja Rmax
przy nizszych konwersjach (piki sg wezsze) niz dla kompozycji z Omniradem 819. Co
wiecej, wartosci Rmax r6znig si¢ znaczaco dla uktadéw z ré6znymi fotoinicjatorami. Wartosci
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Rmax rosng wraz ze spadkiem stezenia fotoinicjatora Omnirad 819. Ponadto, wyzsze warto$ci
Rmax sa osiggane w atmosferze argonu, a réznica migdzy atmosferami jest wigksza dla
nizszych st¢zen fotoinicjatora, podczas gdy dla najwyzszego stezenia (2mol% Omnirad 819)
warto$ci Rmax s rowne niezaleznie od atmosfery. Natomiast, warto$ci Rmax rosng wraz ze
wzrostem st¢zenia Omnirad 2022, wplyw atmosfery jest istotny i niezalezny od stezenia
fotoinicjatora.
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Rysunek 18 Wplhyw warunkéw fotopolimeryzacji na wartosé¢ konwersji przy najwyzszej szybkosci reakcji (Cu, Na
szarym tle) i maksymalng konwersje (Cmax) dla reakcji w atmosferze argonu (symbole wypefnione) i powietrza (symbole
puste)

Maksymalna szybko$¢ reakcji dla kompozycji zawierajacych Omnirad 2022 jest
znacznie wyzsza niz dla systemow z Omnirad 819. Moze to wynika¢ z r6znic w strukturach,
a tym samym zakresu spektralnego fotoinicjatoroéw. W badaniu wykorzystano filtr 365 nm,
maksimum absorpcji Omnirad 2022 jest blizsze tej wartosci (wedtug producenta: 370 nm,
zmierzone na naszej aparaturze: 368 nm), podczas gdy maksimum absorpcji Omnirad 819
jest bardziej odlegle (a z karty informacyjnej wynika, ze przypada na 380 nm, zmierzone
eksperymentalnie: 369 nm) (Rysunek 14). Prowadzi to réwniez do wniosku, ze wyzsza
szybko$¢ reakcji skutkuje nizszg maksymalng konwersja. Mozna to wyjasni¢ analizujac
wartos$ci rzedu reakcji, n (Tabela 6, Rysunek 21b). Wysokie wartosci n (powyzej 2)
wskazuja na wystepowanie zjawiska terminacji z powodu wysokiej lepkosci (ograniczona
swobodna dyfuzja w ukladzie). Innymi stowy, dla ukladow, ktére osiagnety wyzsza
maksymalng szybko$¢ reakcji, obserwuje si¢ wyzsze wartosci N. Gwaltowny wzrost lepkosci
uktadu, a tym samym ograniczenie swobodnej dyfuzji opisane przez n-ty rzad reakcji,
spowodowato spowolnienie reakcji, a tym samym wywolalo nizsze maksymalne konwersje.
Dodatkowo, porownanie konwersji przy maksymalnej szybkosci reakcji (Cyu) pokazuje nieco
wyzsze wartosci dla uktadow zawierajagcych Omnirad 2022 niz dla Omniradu 819.

Biorgc pod uwage Rysunek 12a, Rysunek 16a, Rysunek 17a (uktady z Omnirad
2022), mozna zauwazy¢, ze wyzsze stezenie fotoinicjatora skutkuje wyzszymi warto$ciami
szybkos$ci reakcji. Mozna przypuszczaé, ze wynika to z wigkszej liczby utworzonych
rodnikéw. Z drugiej strony, kompozycje zawierajace Omnirad 819, jak pokazano na
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Rysunek 12b, Rysunek 16, Rysunek 17b, wykazuja jedynie niewielkie réznice miedzy
stezeniami 0,5% 1 1% fotoinicjatora. Ponadto, zauwazono nietypowe zjawiska przy
wyzszym stezeniu fotoinicjatora Omnirad 819 (2%), przy ktorym uzyskuje si¢ znaczaco

niiszq Rmax.
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Rysunek 19 Wplyw warunkéw fotopolimeryzacji na maksymalng szybkosé reakcji (Rmax) dla reakcji w
atmosferze argonu (symbole wypefnione) i powietrza (symbole puste)
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Rysunek 20 Wplyw warunkéw fotopolimeryzacji na czas potrzebny do osiggniecia 50% konwersji (t 12) dla
reakcji w atmosferze argonu (symbole wypetnione) i powietrza (symbole puste)

Na Rysunek 18,Rysunek 19 iRysunek 20 widoczne sga znaczace roznice migdzy
atmosferami fotosieciowania. Najwyzsze maksymalne szybkos$ci reakcji wynoszace 6,17
min osiggnieto dla probki zawierajacej 2% wag. fotoinicjatora Omnirad 2022 sieciowanej
w atmosferze argonu. Dla poréwnania, Rmax dla tej samej kompozycji fotosieciowalnej

sieciowanej w atmosferze powietrza przyjmuje warto$é 4,36 mint. Najwiekszy wptyw
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inhibicji tlenowej obserwuje si¢ dla kompozycji z Omnirad 2022. Dla uktadéw z Omnirad
819, wptyw atmosfery jest o wiele mniej zauwazalny, szczegdlnie przy wyzszych stezeniach
fotoinicjatora (Rysunek 16). W zwigzku z tym mozna stwierdzié¢, ze jeden lub oba z
pozostatych zwigzkow chemicznych (TPO-L lub/i Omnirad 1173) z blendy Omnirad 2022
(patrz Rysunek 14) jest/sg bardziej wrazliwe na czgsteczki tlenu.

Wyzsze maksymalne konwersje uzyskano dla kompozycji z Omniradem 819.
Réznice miedzy tymi samymi kompozycjami utwardzanymi w powietrzu i argonie sg
niewielkie, z wyjatkiem najwyzszego stezenia fotoinicjatora, gdzie zauwazalnie wyzsze
wartosci Cmax uzyskano dla probek sieciowanych w atmosferze bogatej w tlen. W
przeciwienstwie do tego, maksymalne konwersje kompozycji z Omniradem 2022 zalezg od
obecno$ci tlenu w atmosferze fotopolimeryzacji (wyzsze Cmax Uzyskano dla kompozycji
utwardzanych w argonie).

Inhibicja tlenowa wptywa na t12 (Rysunek 20), ale glownie na uktady utwardzane z
wykorzystaniem fotoinicjatora Omnirad 2022. Co wigcej, wzrost stezenia fotoinicjatora
minimalizuje efekt inhibicji tlenowej, co jest zwigzane z generowaniem wigkszej liczby
rodnikéw. Podsumowujac, systemy utwardzane za pomoca Omnirad 2022 s3 bardziej
podatne na inhibicje tlenowg podczas utwardzania §wiattem o natezeniu 20 mW/cm? niz te
(Rysunek 21) utwardzane za pomocg Omnirad 819.

Parametry kinetyczne fotosieciowania przedstawiono w Tabela 6 i na Rysunek 21.
Stata szybkosci K, jest zalezna od reaktywnos$ci uktadu, rodzaju i stezenia inicjatora,
atmosfery reakcji, natgzenia $wiatla oraz temperatury. Poréwnujac wartosci k dla badan
wykonanych w tej samej temperaturze i atmosferze, mozna oceni¢ wzglgdng reaktywnosci
fotoinicjatora. Jak wynika z Rysunek 21a, Omnirad 2022 jest bardziej reaktywny niz
Omnirad 819, gdyz znacznie wyzsze wartosci k (od 0,68 do 0,38) uzyskano dla Omnirad
2022 w poréwnaniu do Omnirad 819 (od 0,26 do 0,11). Co zaskakujace, wzrost stezenia
fotoinicjatora prowadzi do nizszych wartosci statej szybkosci reakcji. Wptyw atmosfery na
statg szybkosci reakcji jest pomijalny.

Wartosci czastkowego rzgdu reakcji m przedstawione na Rysunek 21b informujg o
efekcie akceleracji. Wyzsza warto$¢ m wskazuje na silniejszy wptyw autoakceleracji na
kinetyke fotopolimeryzacji, natomiast gdy przyjmuje warto$§¢ zero, oznacza to brak
dopasowania do modelu autoakceleracji. Autoakceleracja jest indukowana przez
zmniejszenie szybko$ci reakcji terminacji. Warto$¢ czastkowego rzedu reakcji, m dla
wszystkich kompozycji jest wigksza niz zero, co potwierdza autokatalityczny przebieg
reakcji oraz uzasadnia wybor modeli kinetycznych. Najwyzsze warto$ci m obserwuje si¢ dla
Omnirad 2022 i najnizszych stezen fotoinicjatora, generalnie obserwuje si¢ ten sam trend co
w przypadku statej szybkos$ci reakcji.

Czastkowy rzad reakcji n zostat szczegélowo omodwiony juz wcezesniej w celu
wyjasnienia r6znic w Cmax. Dla wszystkich uktadow osiggnieto wysokie wartosci h powyzej
2 (z wyjatkiem wartosci 1,73 znalezionej dla 2 % mas. roztworu Omnirad 819 w powietrzu).
Podobnie jak w przypadku innych parametréw kinetycznych obliczonych na podstawie
modelu Sestaka-Berggrena, inhibicja tlenowa jest obserwowana gtéwnie dla Omnirad 2022
1 nizszych stgzen fotoinicjatorow (mniejsza liczba generowanych rodnikow)

61



Tabela 6 Parametry kinetyczne

Stezenie
fotoinicjator | fotoinicjatora | atmosfera k n m

[Yowt.]

05 argon 0,54+0,07 3,39+0,25 | 0,74+0,03

’ powietrze | 0,68+0,21 6,12+0,24 0,80+0,08

Omnirad 1 argon 0,59+0,03 3,80+0,07 | 0,67+0,01

2022 powietrze | 0,60+0,01 | 4,85+0,38 | 0,68+0,02

2 argon 0,46+0,02 3,03+0,45 0,54+0,06

powietrze | 0,38+0,01 4,32+0,68 | 0,53+0,02

05 argon 0,26=+0,00 2,43+0,20 | 0,42+0,00

’ powietrze | 0,19+0,02 | 2,55+0,06 | 0,36+0,01

. argon 0,22+0,03 2,73+0,36 | 0,38+0,02

Omnirad 819 . powietrze | 0,16+0,01 2,11+0,24 | 0,29+0,02

5 argon 0,15+0,05 2,42+0,09 | 0,30+0,05

powietrze | 0,11+0,01 1,73+0,02 | 0,23+0,03
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W  przypadku wykorzystania materialdbw w zastosowaniach medycznych i
prowadzenia fotosieciowania in situ in vivo nalezy wzigé pod uwage temperaturg
towarzyszaca procesowi. Szczegolnie duze znaczenia ma to w przypadku tkanek migkkich
niezwykle podatnych na poparzenia. Fotosieciowaniu ukladow akrylowych zawsze
towarzyszy uwalnianie energii w postaci ciepta (reakcja egzotermiczna), co powoduje
znaczny wzrost temperatury nawet do 30—60°C (od temperatury pokojowej) [163-166].
Doskonatym przyktadem takiego biomateriatu sa cementy kostne. Podczas polimeryzacji
uwalniana energia cieplna moze powodowaé¢ martwice. W celu zapobiegania i
minimalizowania ryzyka oparzen stosuje si¢ rozne rozwigzania, takie jak stosowanie
uktadow chtodzacych, stopniowe aplikowanie i utwardzanie cementu, modyfikacja
cementéw w celu dodatku substancji obnizajacych temperature.

Przebieg temperatury w czasie fotosieciowania badanych uktadéw przedstawiono na
Rysunek 22. Maksymalny wzrost temperatury jest niewielki (maksymalnie z 37°C do
38,1°C), a przebieg krzywej przypomina ksztalttem przebieg wykresow R(t). Maksymalna
warto$¢ osiggana jest na wezesnym etapie, po okoto 0,5 min temperatura spada do ~37,4°C.
Mozna zatem stwierdzi¢, ze natezenie promieniowania 20 mW/cm? jest bezpieczne, a efekt
egzotermiczny nie powoduje znaczacego wzrostu temperatury niezaleznie od stg¢zenia
fotoinicjatora, co jest wazne w zastosowaniach medycznych.
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Rysunek 22 Profile temperaturowe systemow fotosieciowalnych z a) Omniradem 2022 i b) Omniradem 819 w
funkcji czasu

5.3 Wytwarzanie hydrofobowych sieci polimerowych na podstawie
wybranego prekursora (komponent A)

Bioragc pod uwage uzyskanie zdecydowanie krdtszego czasu reakcji syntezy
makromonomeréw z wykorzystaniem katalizatora w postaci octanu cynku (ZnAc),
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potwierdzong badaniami nietoksycznos$¢ i korzystne parametry kinetyki fotopolimeryzacji
opisane w rozdziale 5.2, wytworzono hydrofobowe sieci estrowo-uretanowe, stosujac
fotoinicjator Omnirad 2022 o stezeniu 1%wag., intensywno$¢ irradiancji 20 mW/cm? oraz
atmosfer¢ powietrza. Podstawowe parametry makromonomeru, nazywanego w dalszej
cze$ci pracy komponentem A w uktadach hybrydowych zebrano w Tabeli 7.

Tabela 7 Zbiorcze dane dotyczgce komponentu A

= = I Masa Lepkos$é Lepkos$é Frakcja

M[” /ﬁg]c ) M[W/(N?OFI)]C ) grgﬁwége]) molowa (IV) | dynamiczna | dynamiczna Ty[°C] zelowa
9 g [g/mol] 37°C[Pa*s] | 25°C [Pa*s] [%]

8063+£272 13 5254328 1.67 £0,05 5426 170 £4 571 £17 -51,434+0,442 91+1

5.3.1 Analiza powierzchni A za pomocg mikroskopi sit atomowych (AFM)

Powierzchnia filméw zobrazowana za pomoca mikroskopii sit atomowych
amorficznej sieci estrowo-uretanowej jest gltadka i nie obserwuje si¢ faz krystalicznych
(Rysunek 23). Na jednorodnej powierzchni obserwuje si¢ drobne zanieczyszczenia
(jasniejsze punkty), ktore powoduja, iz na obrazie 3D obserwuje si¢ chropowato$¢.

22.0 nm

2.0um
Rysunek 23 Zdjecia 2D i 3D AFM estrowo-uretanowej sieci polimerowej

Height

5.3.2 Degradacja hydrofobowych sieci estrowo-uretanowych

Otrzymane sieci polimerowe poddano serii badan majacych na celu okreslenie ich
profilu degradaciji.

Degradacja hydrolityczna

Analiza widm ze spektroskopii FTIR hydrofobowej sieci estrowo-uretanowej
(Rysunek 24) podczas degradacji hydrolitycznej nie wykazaty znaczacych réznic, co moze
wskazywa¢ na wzgledng stabilno$¢ struktury polimeru. Godne uwagi rdéznice w
intensywnosci pasm sg zauwazalne w obszarze widma od 1250 do 980 cm™, gdzie wszystkie
obserwowane pasma przypisuje si¢ drganiom grupy funkcyjnej —wigzaniu uretanowemu
(takich jak C-O, N-C(=0)-0O, C-C-0, C-O-C). Wyniki te sa zgodne z danymi literaturowymi,
ktore potwierdzaja podatno$¢ tylko wybranych grup funkcyjnych na degradacje
hydrolityczng, zwlaszcza wigzan uretanowych, ktore po hydrolizie ulegaja rozktadowi do
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alkoholu, aminy i dwutlenku wegla. Niewielkie zmiany w strukturze chemicznej badanych
materiatow po degradacji hydrolitycznej w oparciu o FTIR sg zgodne z utrata masy podczas
degradacji, ktoéra wynosita do 1% (Rysunek 25). Tak niewielkg utratg masy mozna przypisac
nieusieciowanej warstwie wierzchniej szybko zmytej z powierzchni polimeru. Wyniki te

korelujg z niezwykle niska chtonnosciag wody przez usieciowane filmy. Jest to wynikiem
hydrofobowego charakteru materiatu.

——A
c=0 —— A (4 tygodnie)
S —— A (7 tygodnie)

N-C-O(=0)
\ C-0-C(=0)

Absorbancija (j.u.)

I | W

I T T T T T T I T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Liczba falowa (cm™)

Rysunek 24 Zmiany w strukturze chemicznej w estrowo-uretanowej sieci polimerowej podczas degradacji
hydrolitycznej
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Rysunek 25 Ubytek masy i chtonnos¢ wody utwardzonych foli komponentu A podczas degradacji hydrolitycznej

Degradacja proteolityczna z wykorzystaniem trypsyny

Na widmach FTIR (Rysunek 26) widoczne sa znaczace réznice W zakresie 3500 —
3000cm™ podczas degradacji proteolitycznej. W tym zakresie oprocz pasma przypisanego
drganiom N-H w uretanie (~3369 cm™) pojawiaja si¢ liczne pasma odpowiadajace drganiu
grupy hydroksylowej w alkoholach i kwasach karboksylowych (3231, 3286, 3107 cm™). Jest
to efektem degradacji wigzania estrowego obecnego w strukturze polimeru, ktorego
produktami degradacji sa kwasy karboksylowe i alkohole. Ponadto obecnos¢ kwasow
karboksylowych potwierdza obecno$¢ pasma okoto 1554 cm™ bedacych wynikiem absorpcji
drgania C-O. Natomiast obecno$¢ amin bedacych jednym z produktéw degradacji wigzania
uretanowego potwierdzaja pasma okoto 1630 i 1609 cm™. Pasma przy 1053 i 1038 cm™?
potwierdzaja obecnos$¢ zarowno alkoholi, kwasow karboksylowych, jak i amin, gdyz
odpowiadaja drganiom rozciagajacym C-O w CH2-OH, C-N w R-NH2, oraz C-O w
kwasach karboksylowych, jak i obecnych w polimerze wigzaniu estrowym.

Wigksze rdéznice w widmach po degradacji proteolitycznej majg swoje
odzwierciedlenie w wynikach utraty masy i chtonnosci wody (Rysunek 27). Pomimo braku
wigzan peptydowych obecno$¢ enzymu poskutkowata wigksza utratg masy i chtonnoscia
wody niz w przypadku degradacji hydrolitycznej (~2%). Trypsyna, pomimo ze jest
enzymem proteolitycznym i powoduje rozklad wigzania peptydowego, moze przyspieszac
hydroliz¢ innych grup funkcyjnych takich jak wigzania estrowe i1 uretanowe, gdyz wigzanie
peptydowe atakuje od strony karboksylowej wystepujacej w obydwu tych przypadkach. W
wyniku jej dziatania np. na biatko, powstaja na jednym koncu kwasy karboksylowe, a na
drugim amina. Ponadto enzym ten moze wplywa¢ na wlasciwosci powierzchniowe
polimeru, zwigkszajac powierzchnie kontaktu polimeru z woda.
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Zmiany morfologii powierzchni polimeru oceniono za pomoca mikrotomografi
komputerowej. Rysunek 28 przedstawia powierzchnie polimeru estrowo-uretanowego po 21
dniach degradacji proteolitycznej, natomiast obrazy przedstawiajace morfologie materiatu
po degradacji hydrolitycznej oraz przed degradacja sg dostepne w publikacji [167].
Chropowatos¢ powierzchni po degradacji hydrolitycznej ulegta niewielkim zmianom,
natomiast roznice te sa o wiele bardziej zauwazalne w przypadku probki po degradacji
enzymatycznej. Jest to wynik efektywniejszego dziatania enzymu, ktdry rozszczepienia

wigzania estrowe w strukturze komponentu A, prowadzac do powstawania wigkszej liczby
porow.

——A
—— A (12 dni)

Cc=0 .
\ —— A (21 dni)

C-OH, -NH,,
NHw aminach ~ -COOH

{

4

Absorbancija (j.u.)

S
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Rysunek 26 Zmiany w strukturze chemicznej w poliuretanie podczas degradacji proteolitycznej
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Rysunek 27 Ubytek masy i chtonnos¢ wody utwardzonych foli komponentu A podczas degradacji proteolitycznej

Rysunek 28 Zmiany morfologiczne w strukturze sieci polimerowej po 21 dniach degradacji proteolitycznej

5.4 Synteza i struktura PEG-ylowanego fibrynogenu (komponentu B)

Struktura chemiczna wyjsciowego fibrynogenu oraz otrzymanego PEG-ylowanego
fibrynogenu i produktéw posrednich zostaty potwierdzone za pomocg spektroskopii FT-IR.

Proces PEG-ylacji fibrynogenu wymaga najpierw przeprowadzenia reakcji
akrylowania PEGu. Widma przedstawione na Rysunek 29 potwierdzaja skuteczno$é
suszenia za pomocg destylacji azeotropowej, jak i otrzymanie diakrylowanego (PEG-DA).
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Charakterystyczne szerokie pasmo w zakresie 3500 —3200cm™ odpowiadajace drganiom
grupy hydroksylowej jest widocznie wezsze po suszeniu oraz catkowicie zanika po
przeprowadzeniu diakrylacji, potwierdzajac poprawne przeprowadzenie suszenia |
modyfikacji PEG. Ponadto terminalng funkcjonalizacj¢ (akrylowanie PEG) potwierdza
obecno$¢ pasm przy 1723 cm? odpowiadajacych drganiom C=0O w nowopowstalym
wigzaniu estrowym oraz pasma 1642, 1410 i 810 cm™ odpowiadajace drganiom C=C.
Ponadto pasmo 1194 cm™ rowniez jest powigzane z drganiami grupy estrowej C(=0)-O-C.
Pozostate pasma w zakresie 1300-1160 cm™ sg charakterystyczne dla drgan C-O réwniez W
grupach estrowych. Intensywne pasma w zakresie 1150-1085 cm™ odpowiadaja
asymetrycznym drganiom rozciggajacym C-O-C w tancuchu PEG. Pasma w zakresie 2900
—2700 cm* s3 charakterystyczne dla drgan C-H w tancuchu.

— PEG
—— PEG po destylaciji
—— PEG-DA
_— C-H rozciggajce
5 aga)
= -
S C-H rozciagajace ¢ p c=C
o \ C(=0)-0-C r
c \ | |
@© ' * |
o]
[
(=]
7]
0
< O-H
A\l
T T T T T T — T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Liczba falowa (cm™)

Rysunek 29 Widmo poli(glikol etylenowy) przed i po suszeniu oraz po diakrylacji, wraz z przypisanymi
charakterystycznymi pasmami

Dodatkowo struktura diakrylowanego-PEG zostata potwierdzona za pomoca NMR
(Rysunek 30). Obecnos$é¢ sygnatéow na widmie *H NMR przy 5,61, 6,16 i 6,40 ppm
potwierdzaja obecno$¢ grup C=C z pochodzacych z przytaczonego chlorku akryloilu, a tym
samym otrzymanie pozadanej struktury.

71



bk S 83 R a
O WO Wwn < MM e ~
PR N | {1 |
e
b
H 0] d e b
A\ | B i
C o} C
T At W /L
a 5 EZ ° C\C/ H
c d,e n H a dmso-d6
C ‘
diethyl
d ether
j JJ L ||
7.4 6.8 6.2 5.6 5.0 4.4 3.8 3.2 2.6 2.0
f1 (ppm)

Rysunek 30 Widmo NMR diakrylowanego-PEG wraz z przypisanymi sygnatami

Na Rysunek 31 przedstawiono widmo PEG-ylowanego fibrynogenu i wyjsciowych
substratow: fibrynogenu i PEG-DA. W zakresie 3600 do 3100 cm™ obserwowalne sg dwa
szerokie pasma (3464 cm™ i 3275 cm™), ktére mozna przypisaé kolejno drganiom
rozciggajagcym asymetrycznym 1 symetrycznym N-H, amid pierwszorzgdowych
przesuni¢tych wskutek powstajacych wiagzan wodorowych. Ponadto drgania rozciggajace N-
H i O-H (z grup hydroksylowych pochodzacych miedzy innymi z aminokwasu-cysteina oraz
z grup kwasowych w aminokwasie-kwas asparaginowy- fibrynogenu) naktadaja si¢ w tym
zakresie, utrudniajac ich bezpo$rednie rozréznienie. Natomiast stabe pasmo 3080cm™
nalezy przypisa¢ drganiom rozciggajagcym O-H, ktore jednoczesnie czeSciowo nakrywa sig¢
z drgania rozciagajacymi C-H w zakresie 3000-2800 cm™. Ponadto pasmo odpowiadajace
drganiom C=0 ulegto przesunieciu z 1723 do 1716 cm™. Kolejne pasmo 1648 cm™ mozna
przypisaé asymetrycznym drganiom zginajacym N-H, a pasmo przy 1541 cm
symetrycznym drganiom zginajacym oraz z rozcigganiem wigzan C-N w wigzaniu
peptydowym. Natomiast pasmo przy 1626 cm™ pochodzi od symetrycznych drgan
zginajacych C=0. Pasma w zakresie 1300-1160 cm™ sg charakterystyczne dla drgan C-O, a
intensywne pasma w zakresie 1150-1085 cm™ odpowiadaja asymetrycznym drganiom
rozciagajacymi C-O-C. Ponadto obserwuje si¢ spadek intensywnosci pasma 810 cm™
odpowiadajacego drganiom wigzania podwoOjnego migdzy weglami wskazuje na
przereagowanie ich z grupami tiolowymi biatka.
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Rysunek 31 Widmo PEG-ylowanego fibrynogenu (komponentu B) i substratami do jego syntezy —
diakrylowanego poli(glikolu etylenowego)(PEG-DA) i fibrynogenem, wraz z przypisanymi charakterystycznymi pasmami

5.5 Synteza i struktura N-metakrylowanej-L-DOPA (komponent C)

Struktur¢ chemiczng produktu syntezy przeprowadzonej zgodnie z opisem
literaturowym zamieszczonym w rozdziale 4.5 potwierdzono za pomoca spektroskopii
NMR.

Widmo protonowe rezonansu magnetycznego jader atomowych (*H NMR)
potwierdzito metakrylacje L-DOPA poprzez obecnos¢ sygnatow takich jak: 7,99 ppm
odpowiadajacych grupom N-H, ktore powstajg podczas metakrylacji L-DOPA. Kolejnymi
charakterystycznymi sygnatami sa te opisane na widmie jako c i d, wystepujace przy
wartosciach o 5,64 i 5,98 ppm, odpowiadajgce rezonansowi protondw grupy winylowej
(CH2=), potwierdzajacych obecno$¢ wigzania podwojnego w analizowanym zwigzku.
Ponadto sygnat przy przesunigciu chemicznym 5,35 ppm potwierdza skuteczne
zabezpieczenie grupy katecholowej w trakcie syntezy, wskazujgc na rezonans protonow
grup hydroksylowych. Inne charakterystyczne wigzania sg pokazane na widmie wraz z
przypisanymi sygnatami (Rysunek 32).
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Rysunek 32 Widmo 'H NMR metakrylowanej-L-DOPA, wraz z przypisanymi sygnatami.
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5.6 Modyfikacja makromonomeru estrowo-uretanowego grupami
katecholowymi

W celu dokonania oceny wptywu katecholu na wiasciwosci sieci polimerowej
zawierajagce] makromonomer estrowo-uretanowy jako glowny sktadnik, zdecydowano o
wytworzeniu sieci zawierajacej 5 1 10% wagowych metakrylowanej-L-DOPA. Zwiazki
katecholowe znane sg ze swoich wtasciwosci adhezyjnych do bardzo wielu réznorodnych
powierzchni, dlatego tez spodziewano si¢ zaobserwowac ich wptyw gldwnie na wyniki testu
odrywania 90° oraz kata zwilzania.

5.6.1 Ocena budowy chemicznej metodg spektroskopii FT-IR

Struktura chemiczna otrzymanych sieci zostata przebadana za pomoca spektroskopii
w podczerwieni. Na Rysunek 33 przedstawione sg widma usieciowanych kompozycji AC
oraz samego komponentu A jako referencji. Na rys. 33 mozna zaobserwowaé poszerzenie
pasma 1735 cm™ (przypisywanego drganiom rozciggajacych C=0), a pasmo okoto 1640 cm
! ma zwiazek z obecnoscia drugorzedowego wiazania amidowego obecnego w L-DOPA.
Wigzanie C=O w amidach pojawia si¢ przy nizszych liczbach falowych niz dla kwasow
karboksylowych i estrow. Obecnoéé amidu jest obserwowana réwniez okoto 813 cm™?, w
tym zakresie pojawiajg si¢ drgania wachlarzowe grupy N-H poza ptaszczyzng. Drugie
pasmo amidowe znajduje si¢ w tym samym regionie, w ktorym obserwuje si¢ drganie N-H
w uretanach, dlatego w przypadku uktadow AC obserwuje si¢ jego przesuniecie z 1530 do
1525 cm™. Widoczny wzrost intensywnoéci pasm dla uktadow AC obserwuje sie w zakresie
900-1150 cm™, w tym zakresie zachodzi absorpcja alkoholowych drgan rozciggajacych C-
O, tak jak 1 drgania grupy estrowej obecnej w komponencie A. O obecnosci grup
hydroksylowych w usieciowanych filmach AC informuje rowniez wzrost intensywnosci
pasm w zakresie 1420-1330 cm™, gdzie wystepuja drgania zginajace w plaszczyznie
wigzania O-H sprz¢zone z drganiami wachlarzowymi C-H, w efekcie dajac dwa pasma.
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Rysunek 33 Widma utwardzonych filméw A oraz kompozycji AC wraz z przypisanymi charakterystycznymi
pasmami

5.6.2 Analiza powierzchni AC za pomoca mikroskopii silt atomowych (AFM)

Na powierzchni filméw AC widoczne sg jasniejsze obszary, ktore nalezy przypisac
obecnosci DOPA (Rysunek 34). Potwierdza to analiza porownawcza z opisanym wczes$niej
filmem A (Rysunek 23). Struktury te sa rozmieszczone rownomiernie na catej powierzchni
probki, a wraz z zwigkszeniem zawartosci skladnika C z 5 do 10% wag. ilos¢
powierzchniowo usytuowanych punktéw jest zauwazalnie wigksza. Badanie to potwierdza
obecno$¢ oraz powierzchniowe rozmieszczenie DOPA.
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AC 95:5

AC 90:10

2.0 ym
Rysunek 34 Zdjecia 2D i 3D AFM sieci polimerowych AC

5.6.3 Oznaczenie zawartoSci frakcji zelowej

Zawarto$¢ frakcji zelowej zaréwno dla komponentu A, jak i sieci polimerowych
zawierajagcych katechol byla wysoka i wynosita powyzej 90%. Dodatek komponentu C
(metakrylowanej-L-DOPA) nie wplynat na uzyskane wartosci frakcji zelowej, a rdznica
miedzy nimi jest nieznaczna (Rysunek 35).
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Rysunek 35 Zawartosé frakcji zelowej w sieciach polimerowych z poprawionymi wlasciwosciami adhezyjnymi
A:C

5.6.4 Zwilzalno$¢ powierzchni sieci polimerowych

Obserwacje ksztaltu osadzonej kropli prowadzono z obu stron probki: gornej
(majacej kontakt z atmosfera podczas fotosieciowania) i dolnej (majacej kontakt z ptytka
szklang podczas fotosieciowania) przez 2 minuty w celu zarejestrowania ewentualnego
zjawiska reorganizacji powierzchni. Wprowadzenie metakrylowanej L-DOPA (sktadnik C)
spowodowato wigkszg reorganizacje powierzchni, ktora ma kontakt z powietrzem podczas
sieciowania, natomiast nie wptyngto znaczaco na kat zwilzania woda od strony majacej
kontakt z szkltem w czasie sieciowania (Rysunek 37). Przyczyny takiego zjawiska mozna
upatrywa¢ w mniejszej wilgotno$ci powietrza niz szkla, z natury cechujacego si¢ znacza
hydrofilowos$cig. Dlatego tez mozna przypuszczaé, ze poczatek procesu reorganizacji miat
miejsce jeszcze przed fotosieciowaniem i kontynuowany byt po usieciowaniu, dlugo przed
wykonaniem pomiaru kata zwilzania.

L-DOPA jest znana ze swoich doskonalych wtasciwosci adhezyjnych. Zgodnie z
danymi literaturowymi, DOPA ma dwie formy chemiczne: utleniong forme o-chinonu i
nieutleniong form¢ o-katecholu. Pomiary sity pojedynczej czasteczki wykazaty, ze katechol
jest odpowiedzialny za przyczepno$¢ do powierzchni nieorganicznych, podczas gdy chinon
zapewnia przyczepnos$¢ do powierzchni organicznych [168]. Katechole sg przeksztalcane w
chinony w warunkach lekko zasadowych lub w wyniku dziatania enzymow (oksydazy
katecholowej) oraz poprzez autooksydacj¢ (spontaniczne utlenianie w warunkach
tlenowych), fotooksydacje [169].
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Katechole i chinony sg do$¢ reaktywne w stosunku do szerokiego zakresu grup
chemicznych [168,170,171], z czego katechole tworza gtdéwnie wigzania niekowalencyjne.
Reaguja z metalami, tlenkami (np. tlenek krzemu-—szklo), tworzac silne i odwracalne
wigzania koordynacyjne (Rysunek 36a). Stechiometria wigzania metal-katechol jest silnie
zalezna od pH [172]. Dodatkowo zaréwno katechole, jak i chinony majg zdolno$¢ do
tworzenia wigzan wodorowych (Rysunek 36b). W przeciwienstwie do katecholi, chinony sa
uzyteczne ze wzgledu na ich zdolno$¢ do tworzenia kowalencyjnych interakcji. Po
utworzeniu sg bardzo reaktywne i przytaczaja si¢ do powierzchni organicznych oraz reaguja
z materiatami organicznymi, tworzac silne nieodwracalne wigzania kowalencyjne. Chinony
moga na przyktad samoczynnie sprz¢gac si¢ w kowalencyjnie usieciowane sieci poliDOPA.
Co wigcej, sg one wysoce reaktywne wobec amin (i tioli) w reakcjach zasad Schiffa i addycji
typu Michaela. Ponadto chinony sg bardzo reaktywne i uczestnicza w reakcjach wtornych z
substancjami, takimi jak katechole lub aminy obecne w biatkach, przyczyniajgc si¢ do
spoistosci biatek.

Mozna zatem wnioskowa¢, ze doszlo do reorganizacji struktury powierzchni od
strony szkta (Si02) przed rozpoczeciem pomiaru. Obecny w polimerze katechol utworzyt
silne, odwracalne wigzania koordynacyjne z krzemem, co tlumaczy mniejsze zmiany
warto$ci kata zwilzania w czasie pomiaru.

a) 0 R

Si

Rysunek 36 Dwa rodzaje oddzialywan L-DOPA z réznymi powierzchniami a) wigzanie koordynacyjne z
metalem krzemu b) przyktad wigzania wodorowego

Ponadto, znaczgce rdznice miedzy stronami probek zauwazono rowniez dla
dijodometanu (Rysunek 38). W przypadku powierzchni, ktora w czasie sieciowania miala
kontakt ze szktem, filmy AC wykazujg o wiele nizsze wartosci kata zwilzania, okazujac si¢
bardziej hydrofobowe niz sam komponent A. Moze to by¢ efektem miedzy innymi
reorganizacji struktury, ktora rozpoczeta si¢ po otrzymaniu filmu. Ponownie obserwuje si¢
nizsze wartosci kata zwilzania przy nizszej zawartosci katecholu. Przyczyny réwniez mozna
dopatrywac si¢ w rownomiernym roztozeniu sktadnika w sieci polimerowej komponentu A.
Wigksza zawarto$¢ moze skutkowaé tworzeniem si¢ agregatow, jak 1 samej zawarto$ci
sktadnika A zawierajacego liczne wigzania estrowe i uretanowe zdolne do tworzenia wigzan
wodorowych, jak i oddziatywan dipolowych, a wiec minimalizowania energii
migdzyfazowej (zmniejszenia wartosci kata zwilzania).
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Rysunek 38 Zmiana kqta zwilzania diodometanem w funkcji czasu dla sieci polimerowych A:C a) dla

Rysunek 37 Zmiana kqta zwilzania wodg w funkcji czasu dla sieci polimerowych A:C a) dla powierzchni majgcej

powierzchni majqcej kontakt z powietrzem podczas sieciowania b) dla powierzchni majqcej kontakt ze szktem podczas
sieciowani

5.6.5 Analiza wlasciwosci termicznych metoda DSC

Analizy przemian fazowych dla kompozycji z dodatkiem komponentu C ujawniaja
niewielkie rdznice miedzy temperaturami przejscia szklistego sktadnika A i AC (Rysunek
39). Na termogramie, dla utatwienia pordwnania, przedstawiono ponownie sktadnik A oraz
sktadnik C (metakrylowana-L-DOPA), dla ktérego temperatura topnienia wyniosta -
46,32°C, a entalpia 90,04 J/g. Na termogramie kompozycji dwusktadnikowej
zaobserwowano tylko jedng temperature zeszklenia, ktora wyniosta -54,0°C (ACp wynosi
0,436 J/g* °C) potwierdzajac pelng kompatybilno$¢ sktadnikéw A 1 C.
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Rysunek 39 Termogramy DSC nieutwardzonych kompozycji AC.

5.6.6 Analiza wlasciwos$ci termomechanicznych metoda DMTA

W celu analizy wptywu dodatku L-DOPA na wiasciwosci polimeru przeprowadzono
analize¢ termiczng dynamicznych wiasciwosci mechanicznych (DMTA), wyniki
przedstawione w postaci zaleznych od temperatury zmian modutu zachowawczego (E'),
modutu stratnosci (E") i tangensa kata fazowego (tan &) znajdujg si¢ na Rysunek 40.
Ustalono, ze 1 w tym przypadku witaczenie dodatkowego sktadnika (sktadnika C) ma
znikomy wplyw na temperature zeszklenia (Tg). Wartosci Tg uzyskane z modutu
zachowawczego mieszczg si¢ w zakresie od -37 do -39°C, podczas gdy te uzyskane na
podstawie warto$ci modutu stratnosci wynosza okoto -29°C, jak wyszczego6lniono w Tabela
8. Niemniej jednak zidentyfikowano zauwazalne rozbiezno$ci w wartosciach modutu
stratno$ci 1 modutu zachowawczego w temperaturze 37°C.

Znaczne rozbiezno$ci w zachowaniu sprezystym sa zauwazalne w sztywnosci sieci
polimerowej, jak wskazuja wartosci E' mieszczace si¢ w zakresie od 723 do 910 MPa przy
temperaturze -80 °C. Natomiast w temperaturze dedykowanej do aplikacji medycznych
(37°C) dla komponentu A, warto$¢ E’ wynosi 324 kPa, przy 5% zawarto$ci komponentu C
znacznie wzrasta do 1961 kPa, a przy dalszym wzroscie do 10% spada do 687 kPa. Podobng
tendencje obserwuje si¢ dla wartosci E" w temperaturze 37°C, gdzie przy matej zawartosci
komponentu C w sieci polimerowej, modut stratnosci wzrasta z 94 do 382 kPa, a dla 10%
spada do 139 kPa. Najprawdopodobniej, niewielki dodatek takich matych czgsteczek
adhezyjnych pozytywnie wptynal na wilasciwosci sieci polimerowej, natomiast wzrost
zawartosci tak silnie adhezyjnego katecholu spowodowat znaczny wzrost odziatywan
wodorowych miedzy licznymi grupami funkcyjnymi, powodujac usztywnienie tancuchow.
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Obrazowanie przy wykorzystaniu mikroskopu fluorescencyjnego potwierdzito
rozmieszczenie DOPA na powierzchni sieci (patrz rozdzial 5.6.9). Niewielki dodatek
sktadnika C nieznacznie wptywa na warto$¢ tan & w 37°C — warto$¢ zmniejsza si¢ 290 dla
komponentu A do okoto 200 kPa dla uktadu AC.
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Rysunek 40 Analiza DMTA fotoutwardzalnych sieci polimerowych z dodatkiem DOPA: (a) moduf zachowawczy
(E"), (b) modut stratnosci (E") i (c) tangens kqta fazowego (tan o)

Tabela 8 Wyniki DMTA dla sieci polimerowych A:C

Tg
. M Te (tan Smad) | E*W37°C | E” w37°C .
Materiat (E[O giix) °C] [MPa] [MPa] Tan 6 w 37°C
sktadnik A -36,9 -29,3 0,3238 0,0940 0,2905
AC 95:5 -39,0 -29,7 1,961 0,3822 0,1950
AC 90:10 -37,0 -28,0 0,6866 0,1386 0,2013

5.6.7 Wilasciwos$ci mechaniczne

Wpltyw zawartosci komponentu C na wytrzymatos¢ mechaniczng materialow
oceniono rowniez za pomocg quasi-statycznego rozciggania do zerwania. Zawarto$¢
komponentu C nie wptyneta znaczaco na elastycznos¢ filmoéw. Wytrzymato$¢ na rozcigganie
zmierzono do 1,4 MPa, wydluzenie do 90%, moduty przy 2-3% odksztalceniu i 5-6%
odksztatceniu miescity si¢ w zakresie 2,5-4 MPa. Warto zauwazy¢, ze mniejszy dodatek
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komponentu C wplywa pozytywnie na witasciwosci mechaniczne. Wtasciwosci filmow
zwierajacych tylko komponent na bazie pochodnych kwasu tluszczowego (komponent A),
jak i tych zawierajacych 10% DOPA (A+C 90:10) sg bardzo zblizone (Rysunek 41, Rysunek
42). Wydhuzenie przy zerwaniu dla sieci polimerowej zawierajacej 5% sktadnika C wzrasta.
Warto$¢ wydtuzenia dla sieci polimerowych A oraz A+C 90:10 wynosi okoto 90%, a dla
A+C 95:5 okoto 110%. Wartosci te sg satysfakcjonujace pod katem ewentualnego
zastosowania tych materialéw w rekonstrukcji tkanek migkkich.
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Rysunek 41 Wiasciwosci mechaniczne utwardzonych folii zawierajgcych DOPA: a) wytrzymalosé na
rozcigganie b) odksztalcenie przy zerwaniu c) modut przy 2—3% i d) modul przy 5—6%
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Rysunek 42 Reprezentatywne krzywe naprezenie-odksztatcenia uzyskane podczas préby rozciggania do
zerwania utwardzonych folii zawierajgcych DOPA

5.6.8 Ocena adhezji materialow metoda odrywania

Sita adhezji jest glownie zalezna od wiasciwosci adhezyjnych 1 spdjnosci struktury
materiatu (kohezji) [173]. Dlatego tez, wartosci sity odrywania stanowig reprezentatywng
miar¢ adhezji zarowno do hydrofobowych powierzchni, takich jak polistyren, jak i
hydrofilowych jak polialkohol winylowy. Jak wynika z Rysunek 43, najwyzsza
przyczepnos¢ materiatu do powierzchni hydrofobowej (polistyrenu) wykazuje film na bazie
samego komponentu A. Wynika to z hydrofobowego charakteru tego poliuretanu,
otrzymanego na bazie roslinnych kwaséw tluszczowych. Dhugie tancuchy nadajg temu
materiatowi charakter hydrofobowy. Ponadto ten poli(estro-uretan) zawiera w swojej
strukturze wigzania zdolne do tworzenia wigzan wodorowych (uretanowe). Natomiast w
przypadku adhezji do niepolarnego polistyrenu oddzialywania hydrofobowe i Van der
Waalsa sg kluczowe.

Dodatek hydrofilowego sktadnika o silnych wlasciwosciach adhezyjnych, jakim jest
L-DOPA do struktury powoduje zmniejszenie interakcji pomigdzy siecig polimerowa a
hydrofobowym podtozem (PS). W efekcie sita odrywania dla kompozycji zawierajacej 5%
L-DOPA spadaz 1,5 N do 1 N, adla 10% do 0,5 N. Powierzchnie hydrofobowe takie jak
polistyren z natury odpychaja materialy polarne. Materialty moga tworzy¢ silng adhezje
jedynie w przypadku posiadania podobnych wiasciwosci powierzchniowych, ktore
minimalizujg energi¢ powierzchniowg na granicy faz.

Odwrotng zalezno$¢ obserwuje si¢ w przypadku odrywania od powierzchni
hydrofilowej (PVA). 10% udziat L-DOPA skutkuje wzrostem sity odrywania do 2,5 N, a
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5% do 1,5 N. Czyli 10% udziat katecholi powoduje 10-krotny wzrost sily odrywania
wzgledem samego poli(estro-uretanu). Wyniki te potwierdzaja hipotez¢ o wptywie
jednostek katecholowych na witasciwosci adhezyjne zwierajacych je sieci polimerowych.
Grupa katecholowa oddziatuje z grupami hydroksylowymi PVA migdzy innymi poprzez
wigzania wodorowe, prowadzac do wysokiej przyczepnosci.
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5.6.9 Ocena obecnosci grup katecholowych metoda mikroskopii fluorescencyjnej

Analiza zdj¢¢ otrzymanych przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego pozwolita
na potwierdzenie obecnosci jednostek katecholowych pochodzacych z L-DOPA na
powierzchni utwardzonych sieci polimerowych. Probki przed wykonaniem zdjecia
barwiono aming sfunkcjonalizowang barwnikiem (ATTO 643-amina). Obecne na
powierzchni filmow reaktywne grupy katecholowe reagowaly z wspomniang aming na
drodze addycji Michaela Ilub poprzez tworzenie zasad Schiffa, skutkujac
zintensyfikowaniem efektu fluorescencji poprzez ten sam mechanizm, ktoéry odpowiada za
proadhezyjng role katecholi [137]. Otrzymane wyniki potwierdzajg znaczacy wzrost emisji
fluorescencji dla filméw zawierajagcych L-DOPA ($rednia fluorescencja na kanale Cy5
wynosita 29 dla 5% i 31 dla 10% L-DOPA; 8 dla filmu zawierajacego tylko komponent A),
co wskazuje na obecno$¢ skoniugowanego barwnika. Roéznice migdzy histogramami
oceniono ilosciowo za pomocg odleglosci Wassersteina (znanej rowniez jako ,,earth mover’s
distance” lub EMD), ktorg mozna uznaé¢ za energi¢ potrzebng do przeksztatcenia jednego
histogramu w inny. Uwzglednia ona zaré6wno liczbe pikseli, jak i rdéznice intensywnosci
(odleglosé, na jaka nalezy je przenies$c). Zastosowany algorytm dynamicznego klastrowania
grupuje dane histogramowe (uzyskane za pomoca bibliotek takich jak matplotlib lub
NumPYy), przy uzyciu odleglosci Wassersteina (biblioteka ‘scipy’) jako miary podobienstwa
mi¢dzy rozktadami danych. Ponadto algorytm dostosowywat sposob obliczania odlegtosci
w zaleznosci od danych (wybieral odpowiednie przedziaty histogramow). Nastepnie dane te
byly dynamicznie klastrowane (za pomoca funkcji petli, ktora iteracyjnie aktualizowata
klastry w miar¢ dodawania nowych danych).

Zgodnie z powyzszym potwierdzono wzrost fluorescencji przy wyzszej zawartosci
L-DOPA (Rysunek 44). Odlegtosci Wassersteina dla filmow zawierajacych 5% L-DOPA i
10% L-DOPA byly odpowiednio 2 i 2,8 razy wicksze w poréownaniu do filmow
poli(estrowo-uretanowych) (komponentu A). Ponadto, fluorescencja probek A (bez L-
DOPA) byta podobna do fluorescencji probek barwionych pozornie (bez barwnika),
potwierdzajac swoistos¢ sygnatu fluorescencji do biodostepnosci grup katecholowych L-
DOPA. Ten test fluorescencyjny wskazuje na obecnos¢ jednostek katecholowych L-DOPA
na powierzchni. Potwierdzono, iz wigksza zawarto$¢ L-DOPA skutkuje wyzsza
biodostepnoscia jednostek katecholowych L-DOPA na powierzchni utwardzonych folii.
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5.7 Charakterystyka amfifilowych ukladéw na podstawie komponentéow
AiB
Otrzymane w stosunkach masowych 95:5 i 90:10 kompozycje hydrofobowego
makromonomeru (komponent A) i hydrofilowego PEG-ylowanego fibrynogenu (komponent
B) sieciowano z wykorzystaniem 1% wg. fotoinicjatora Omnirad 2022. Otrzymane
hybrydowe sieci polimerowe poddano serii badan majacych na celu okreslenie ich

wlasciwos$ci oraz oceng wptywu obecnosci, jak i ilosci obecnego sktadnika hydrofilowego
na wlasciwos$ci materiatu.

5.7.1 Spektroskopia w podczerwieni z transformatg Fouriera (FT-IR)

Strukturg chemiczng usieciowanych hybryd potwierdzono za pomoca analizy widma
FT-IR (Rysunek 45). Zarowno w hybrydowych sieciach polimerowych, jak i dla samego
komponentu A obserwuje sie szerokie pasmo okoto 3350 cm™, natomiast jest ono szersze w
zakresie wyzszych diugosci liczb falowych na widmach materiatdw hybrydowych
(dwusktadnikowych). W przypadku sieci A pasmo to nalezy przypisa¢ do drgania wigzania
N-H w grupach uretanowych makromonomeru. Natomiast w przypadku sieci B zawierajacej
biatko, w tym zakresie obecne sg rowniez pasma N-H pochodzace od grup aminowych jak i
pasma pochodzace od drgan rozciggajacych O-H w grupach hydroksylowych
aminokwasow.

Kolejnym dowodem na utworzenie uktadu amfifilowego w wyniku przytaczenia
PEGylowanego fibrynogenu do struktury poliuretanu jest poszerzenie pasma 1735 cm
pochodzacego od drgan rozciggajacych C=0. Na zboczu ok. 1650 cm™ pojawia sie pasmo,
ktore nalezy przypisa¢ drganiom grupy amidowej. Ponadto pasmo okoto 700 cm™ réwniez
pochodzi od drgan grupy amidowej, a doktadniej od drgania wachlarzowego N-H poza
plaszczyzna.
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charakterystycznymi pasmami

5.7.2 Analiza powierzchni ukladu AB za pomoca mikroskopii sil atomowych (AFM)

Analiza powierzchni hybrydowych sieci polimerowych AB ujawnita obecnos¢
duzych, obtych, podtuznie utozonych struktur typowych dla biatek (Rysunek 46). Ponadto
znaczny wzrost w wysokosci struktur powierzchniowych (okoto 35 nm dla AB, 6 nm dla
AC) oraz ich rozmiarow wskazuje, ze jest to fibrynogen, ktéry ma znacznie wigksza mase
niz DOPA obserwowana na powierzchniach AC.
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5.7.3 Zawartos¢ frakcji zelowej

Zawarto$¢ frakcji zelowej zaréwno dla komponentu A, jak 1 dla uktadéw
hybrydowych jest wysoka i wynosi powyzej 80%. Najwyzsze wyniki uzyskano dla sieci
polimerowej zawierajacej tylko komponent A (okoto 91%). Dodatek komponentu B obnizyt
jej warto§¢ do okoto 82%, a rdéznica migdzy ukladami hybrydowymi jest nieznaczna
(Rysunek 47). Nizsza wartos¢ GF uktadéw hybrydowych mozna przypisa¢ przytgczeniu
komponentu B (PEG-ylowanego fibrynogenu), ktory jest materiatem tatwo pgczniejgcymi i
degradowanym. Ponadto mozna oczekiwa¢, ze wilgczenie tego skladnika zwiekszy
powierzchni¢ kontaktu z wolniej i w mniejszym stopniu peczniejgcym poli(estro-uretanem)
(A), skutkujac efektywniejszym wymywaniem rozpuszczalnych w zastosowanym octanie
etylu nieprzereagowanych substancji. Ponadto warto zauwazyé, ze uzyskano wyzsze
wartos$ci GF dla uktadow AC w porownaniu z uktadami AB, co moze wynika¢ z o wiele
mniejszej masy molowej L-DOPA niz PEG-ylowanego fibrynogenu. Wymycie
niezwigzanej ze struktura polimeru czasteczek, kazdej z tych substancji w obu uktadach
poskutkuje znacznymi rozbieznosciami w masach. W przypadku uktadu AC bedzie to
niewielka roznica, gdyz masa metakrylowanej-L-DOPA to okoto 264 g/mol, natomiast w
przypadku PEG-ylowanego fibrynogenu ponad 340 000 g/mol.
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5.7.4 Zwilzalno$¢ powierzchni sieci polimerowych

Wyniki pomiardéw kata zwilzania przedstawiono na Rysunek 48. Obserwacje ksztaltu
osadzonej kropli prowadzono przez 2 minuty w celu zarejestrowania ewentualnego zjawiska
reorganizacji powierzchni. Réwniez i w tym wypadku zaobserwowano widoczne rdznice
miedzy zwilzalno$cig powierzchni: gornej i dolnej. Dodatkowo, wprowadzenie PEG-
ylowanego fibrynogenu prowadzi do zwigkszenia hydrofilowosci sieci polimerowych. Co
cickawe, mniejsza zawarto$¢ sktadnika B skutkuje obnizeniem warto$ci kata zwilzania.
Moze by¢ to efektem dominujacego udzialu licznych grup uretanowych i estrowych
obecnych w komponencie A i zdoInych do wysokoenergetycznych oddziatywan dipolowych
1 wodorowych, ktére maja zdolno§¢ do minimalizowania energii mi¢dzyfazowej i tym
samym zmniejszania wartosci kata zwilzania.

W celu potwierdzenia amfifilowego charakteru otrzymanych sieci polimerowych
przeprowadzono pomiar z wykorzystaniem nieznacznie polarnej substancji o relatywnie
wysokiej wartosci napigcia powierzchniowego, jaka jest dijodometan (Rysunek 49).
Wszystkie otrzymane filmy miaty kat zwilzania mniejszy niz 90°, co zapewnialto
powinowactwo do powierzchni hydrofobowej, a tym samym potwierdza amfifilowy
charakter sieci polimerowej

Sie¢ polimerowa zawierajaca tylko sktadnik A (oparty na kwasie thuszczowym) jest
hydrofobowa ze wzgledu na dlugie niepolarne tancuchy. Powierzchnia sieci polimerowej,
ktéra miata kontakt z bardziej hydrofilowym szklem podczas utwardzania, wykazuje
bardziej hydrofilowy charakter w kontakcie z dijodometanem, nawet po 120 sekundach
(powierzchnia goérna 44°, dolna 60°).

Interesujace wyniki uzyskano dla sieci hybrydowych A:B. Struktura fibrynogenu
pozwala mu oddziatywaé zaré6wno z powierzchnig hydrofilowa, jak i z taka, ktéra chetniej
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oddziatuje na zasadzie hydrofobowych interakcji poprzez rozne fragmenty struktury
chemicznej. Zgodnie z literatura, kat zwilzania fibrynogenu bydlecego dijodometanem
wynosi okoto 40°, natomiast podczas zwilzania woda okoto 70° [174] W zwiagzku z tym,
sieci hybrydowe zawierajace PEG-ylowany fibrynogen (sktadnik B) daja stosunkowo niski

kat zwilzania zarbwno z woda, jak i stabo polarnym dijodometanem.
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Rysunek 48 Zmiana kqta zwilzania w funkcji czasu ukladow amfifilowych A:B a) dla powierzchni majqcej kontakt
z powietrzem podczas sieciowania b) dla powierzchni majgcej kontakt ze szktem podczas sieciowania
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Rysunek 49 Zmiana kqta zwilzania powierzchni dijodometanem w funkcji czasu dla uktadow amfifilowych A:B
a) dla powierzchni majgcej kontakt z powietrzem podczas sieciowania b) dla powierzchni majgcej kontakt ze szktem

podczas sieciowania

Tabela 9 Wartosci kqta zwilzania dijodometanem ukiadow amfifilowych A:B

Materiat strona po 3 sek. po 120 sek. A
A gorna 54+8 44+4 10
dolna 66+4 60+6 6

) , gbérna 52+10 26+2 26
AB 995 dolna 41+7 29+2 12
. ) gbérna 617 52+11 9
AB 90:10 dolna 56+4 45+5 11
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5.7.5 Degradacja hybrydowych sieci polimerowych

W niniejszym podrozdziale przedstawiono wyniki badan dotyczacych degradacji
hydrolitycznej i enzymatycznej z wykorzystaniem trypsyny, hybrydowej sieci polimerowej
zawierajacej 10% wag. PEG-ylowanego fibrynogenu.

Degradacja hydrolityczna

Analiza zmian struktury chemicznej za pomoca spektroskopii w podczerwieni z
transformatg Fouriera ujawnila zauwazalne roéznice w trzech obszarach widma (Rysunek
50). Przede wszystkim zanik pasma przy 1650 cm™ juz po 4 tygodniach sugeruje skuteczng
degradacje wigzania peptydowego. Co wigcej, zmiany te potwierdza zanik pasm w zakresie
3500-3200 cm™, zwiazanych z wystepowaniem wigzan wodorowych miedzy grupami
aminowymi (-NH) i karbonowymi (-C=0) w bialku, co potwierdza wcze$niejszg
obserwacje. Ponadto nieznaczne zmiany w intensywno$ci pasm obserwuje si¢ okoto 1000
cm™, odnoszg sie one zaréwno do drgan w wiazaniach uretanowych komponentu A, jakK i
aminowych obecnych w biatku. Widoczne zmiany struktury przetozyty si¢ na wyniki utraty
masy (Rysunek 51). Wzrost utraty masy jest staty do okoto 5 tygodnia, nastepnie obserwuje
si¢ jego stabilizacje (okoto 3%). Wyniki te koreluja z chlonnoscia wody. Poczatkowo
chtonno$¢ wynosita okoto 10%, spadajac do wartosci okoto 7% w 5 tygodniu. Mozna by
wnioskowac, ze tatwo dostepny powierzchniowo fibrynogen zdegradowal w znacznym
stopniu w ciggu 5 tygodni, dlatego tez po tym czasie obserwuje si¢ spowolnienie procesu.
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— A:B 90:10 (7 tygodni)
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Rysunek 50 Zmiany w strukturze chemicznej w hybrydowej sieci polimerowej AB 90:10 podczas degradaciji
hydrolitycznej
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Rysunek 51 Ubytek masy i chtonnos¢ wody hybrydowych sieci polimerowych AB 90:10 podczas degradacji
hydrolitycznej

Degradacja proteolityczna

Widma spektroskopowe (Rysunek 52) ukazujg liczne zmiany w budowie chemicznej
hybrydowej sieci polimerowej w wyniku degradacji. Pasma w zakresie 3500-3000 cm™
ulegly znacznemu poszerzeniu (az do 3700 cm™?). W tym zakresie oprécz pasma
przypisanego drganiom N-H w uretanie i grupach aminowych fibrynogenu pojawity si¢
nowe pasma odpowiadajace drganiu grupy hydroksylowej w alkoholach i kwasach
karboksylowych (3232, 3185, 3107 cm™) bedacych produktami degradacji zaréwno
fibrynogenu, jak i uretanu. Ponadto obserwuje si¢ znaczacy spadek intensywnosci pasm
1735 cm™ pochodzacy od drgania rozciggajacego C=O w wigzaniach uretanowych i
estrowych.

Kolejne duze réznice w widmie sa obserwowalne w zakresie 1700-1560 cm™, gdzie
w czasie degradacji pojawily si¢ 3 nowe pasma swiadczace o utworzeniu nowych produktow
rozktadu, migdzy innymi wigzania peptydowego (amin i kwasow karboksylowych). Pasmo
1663 oraz 1630 cm™ odpowiada drganiom nozycowym grupy NH w aminach 1 i Il
rzedowych, natomiast przy 1588cm pojawia si¢ zaréwno pasmo od drgan grupy aminowej
jak i C-O w kwasy karboksylowych. Pasma przy 1054 i 1038 cm™ rowniez potwierdzaja
obecno$¢ produktéw degradacji, gdyz odpowiadaja drganiom rozciaggajacym C-O w
alkoholach i kwasach karboksylowych oraz drganiom rozciaggajacym N-H w aminach.
Zastosowana proteaza jest enzymem, ktory specyficznie trawi biatka poprzez rozszczepienie
wigzania peptydowego od strony karboksylowej aminokwasow (takich jak lizyna i arginina).
Tak jak i na widmie, pojawienie si¢ pasm okoto 2600 cm™ §wiadczy o oderwaniu PEG od
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struktury fibrynogenu, gdyz odpowiada ono drganiu grupy tiolowej (SH), do ktdrej to
przytaczany byt PEG-DA.

Tak znaczace roznice w strukturze chemicznej majg swoje odzwierciedlenie w
wynikach utraty masy i chtonnosci wody (Rysunek 53). Po 3 tygodniach uzyskano wyniki
poréwnywalne do 7 tygodni degradacji hydrolitycznej (~2% utraty masy).

Analiza powierzchni za pomoca mikrotomografi komputerowej ujawnita nie tylko
znaczacy wzrost chropowatosci, ale i obecnosé duzych jasniejszych struktur, wrosnietych w
strukture sieci polimerowej (Rysunek 54). Badanie XRD wykazalo, iz jest to hydroksyapatyt
(Rysunek 55). Na dyfraktogramie probki po degradacji widoczne sg charakterystyczne dla
hydroksyapatytu refleksy: 11°(d= 8,16A), 22°(d= 4,08A), 32°(d= 2,81A), i 66°(d= 1,414),
[175]. Pasma uzyskanych wzorow XRD zostaty dopasowane do tych z karty charakterystyki
hydroksyapatytu nr 01-073-9478 [176]. Obecnos¢ trwale zwigzanego depozytu swiadczy o
bioaktywnoséci materiatu. Hydroksyapatyt tworzy rusztowanie, do ktérego przylegaja
komorki [177], tym samym ulatwiajac procesy regeneracji.
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Rysunek 52 Zmiany w strukturze chemicznej w hybrydowej sieci polimerowej AB 90:10 podczas degradacji
proteolitycznej
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5.7.6 Analiza termiczna metoda réznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC)

Badanie metodg roznicowej kalorymetrii  skaningowej (DSC) zostato
przeprowadzone w celu okreslenia przej$¢ fazowych otrzymanych kompozycji oraz
zbadania wptywu zastosowanej modyfikacji. Temperatura zeszklenia sktadnika A wynosi -
52,7°C przy zmianie ciepta wilasciwego wynoszacej 0,497 J/g*°C (Rysunek 56). Na
termogramie sktadnika B (PEG-ylowanego fibrynogenu) zaobserwowano temperaturg
topnienia wynoszaca 44,7°C z warto$cig entalpii 3,56 J/g, ktora jest o okoto 10 °C nizsza niz
literaturowa temperatura topnienia czystego fibrynogenu [134,178]. Wynika to
najprawdopodobniej z przytaczenia PEG do struktury, co potwierdza udang PEG-ylacje
fibrynogenu.

Na termogramie uktadu hybrydowego A:B 95:5 mozna zaobserwowa¢ tylko jedno
wyrazne przejScie fazowe, bedace przejsciem szklistym przy -57,7°C oraz nieznaczng
endoterme przy -10°C. Obecno$¢ tylko jednej wartosci Tg, w dodatku przesunigtej w
stosunku do wartosci kompozycji wyjSciowej oraz przesuni¢cie endotermy topnienia
komponentu B potwierdza dobra kompatybilno$¢ obydwu sktadnikéw [30]. Ponadto, warto
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zauwazy¢, ze zmiany ciepta wlasciwego (ACp) dla wszystkich materiatdéw byty bardzo
podobne: okoto 0,45 J/g* °C.

Komponent A
Komponent B
— A:B 95:5

exo —

-57.7"
ACp= 0.435 JIg"™

. -11.3°C
-52.7°C -
ACp= 0.497 Jig=c E=0.34J/g

Przeptyw ciepta (W/g)

44.7 °C
E= 3.56 Jig

-50 0 50 | 160
Temperatura (°C)

Rysunek 56 Termogramy DSC nieutwardzonych kompozycji

5.7.7 Analiza wlasciwos$ci termomechanicznych metoda DMTA

Wiasciwosci hybrydowych sieci polimerowych zostaty zbadane za pomocg DMTA.
Wyniki przedstawiono w postaci zaleznych od temperatury zmian modutu zachowawczego
(E"), modutu stratnosci (E") i tangensa kata fazowego (tan &) (Rysunek 57). Dodatek
sktadnika B nieznacznie wptywa na temperature zeszklenia (Tq). Wartosci Tq z modutu
zachowawczego mieszczg si¢ w zakresie -37 do -38°C, a na podstawie krzywej modutu
stratno$ci warto$ci te wynoszg -29 do -30°C (Tabela 10). Zaobserwowano jednak znaczgce
roéznice w warto$ciach modutu stratnosci i modutu zachowawczego w temperaturze 37°C.

Warto$ci E', reprezentujace zachowanie sprezyste, wykazuja znaczne rdznice w
sztywnosci sieci polimerowej (w temperaturze -80°C od 1584 do 187 MPa). Wartosé
modutu stratno$ci przy 37°C (dedykowana temperatura aplikacji) dla komponentu A wynosi
324 kPa 1 przy matej zawarto$ci skladnika B wzrasta do 769 kPa, ale przy zwigkszeniu
zawartosci sktadnika B ulega obnizeniu do 90 kPa. Podobne zjawisko obserwuje si¢ dla
wartosci E" w temperaturze 37°C, gdzie wraz ze wzrostem zawarto$ci sktadnika B (PEG-
ylowanego fibrynogenu) w hybrydowej sieci polimerowej, wartos¢ modutu stratnosci
wynosi odpowiednio 94, 203, 55 kPa. Warto nadmieni¢, ze w przypadku tkanek migkkich,
wartosci modutu sprezystosci np. migsnia sercowego pod koniec rozkurczu mieszcza si¢ w
zakresie 200-300 kPa [85], a dla $ciany brzucha cztowieka wynosza 100-10 000 kPa.
Dlatego otrzymane elastomerowe sieci polimerowe mogg by¢ odpowiednie do zastosowan
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w tkankach migkkich. Niewielki dodatek sktadnika B nie wptywa na tan 6 w temperaturze
37°C, ale wyzsza zawartos$¢ (10%) powoduje podwojenie wartosci (290 do 620 kPa).

Zmiany wlasciwosci mechanicznych wraz ze zmieniajacg si¢ zawartoscig sktadnika
B mozna wyja$ni¢ wzrostem interakcji molekularnych w sieci polimerowej poprzez
zwiekszenie zawarto$ci grup funkcyjnych zdolnych migdzy innymi do tworzenia wigzan
wodorowych. Poczatkowo niewielkie ilosci B nieznacznie zwickszajg stopien
oddziatywania, prowadzac do zwigkszenia sztywnosci i rozpraszania energii. Jednak wyzsza
zawarto$¢ B zaburza strukturg sieci, powodujac zmniejszenie sztywnos$ci 1 przesuni¢cie w
kierunku bardziej elastycznego zachowania. Mozna to wyjasni¢ jako rownowage miedzy
tworzeniem nowych oddzialywan w sieci, a zaktoceniem sieci spowodowanym wzrostem
zawarto$ci B. Tan 8, ktory pozwala oceni¢ homogeniczno$¢ fazowag uktadu pozostaje
niezmieniony przy niewielkich dodatkach PEG-ylowanego fibrynogenu, ale znacznie
wzrasta przy wyzszej zawartosci B, co wskazuje na przesunigcie w kierunku bardziej
dyssypatywnego zachowania.

Jednakze, nalezy zaznaczy¢, ze wilasciwosci mechaniczne hybryd (zawierajacych
sktadnik biatkowy — komponent B) posiadaja nizsze wartosci tak istotnych pod katem
zastosowania modutow niz uktady o polepszonej adhezji (AC). Najprawdopodobniej wynika
to z powierzchniowego usytuowania DOPY. 10% zawartos¢ DOPA zwigksza maksymalne
obcigzenie, poprzez stabilizowanie struktury sieci polimerowej w glebszych warstwach.
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Rysunek 57 Analiza DMTA fotoutwardzalnych sieci polimerowych: (a) modul zachowawczy (E'), (b) modul
stratnosci (E") i (c) tangens kqta fazowego (tan o)
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Tabela 10 Wyniki DMTA dla sieci polimerowych A:B

Tg
) v Tg (tan dmax) | E>’W37°C | E”” w37°C o
Materiat (E[o (rjniix) °C] [MPa] [MPa] Tan 6 w 37°C
sktadnik A -36,9 -29,3 0,3238 0,0940 0,2905
AB 95:5 -37,6 -30,2 0,7688 0,2035 0,2643
AB 90:10 -38,5 -28,8 0,0900 0,0554 0,6196

5.7.8 'Wlasciwos$ci mechaniczne sieci polimerowych A+B

Dodatkowo, wlasciwosci mechaniczne zostaly ocenione za pomocg testu
wytrzymalosci na rozcigganie. Wszystkie sieci polimerowe wykazuja wysoka elastycznos$¢.
Wytrzymato$¢ na rozcigganie wynosita do 1,7 MPa, wydtuzenie przy zerwaniu — 90%, za$
moduly przy 2-3% odksztatceniu 1 5-6% odksztatceniu miescily si¢ w zakresie 2—6 MPa
(Rysunek 58 i Rysunek 59). Réznice w odksztatceniu przy zerwaniu sg pomijalne, co wazne,
wszystkie z nich znajduja si¢ w zakresie typowym dla tkanek migkkich. Znaczace rdznice
zaobserwowano w wartosciach wytrzymato$ci na rozcigganie. Dodatek skladnika B
zmniejsza dwukrotnie dla 10% i trzykrotnie dla 5% dodatku sktadnika B (Rysunek 58b).
Srednia wytrzymato$¢ na rozciaganie ,,tkanki miekkiej” miesci sie w zakresie 0,3—100 MPa,
dla serca np. 0,1-0,5 MPa [155,156]. Wyniki te sugeruja, ze otrzymane hybrydowe sieci
polimerowe ze wzgledu na swoje zblizone wiasciwosci mechaniczne moga by¢ odpowiednie
do zastosowan w kontakcie szerokiego zakresu tkanek migkkich. Warto§ci modutow sieci
hybrydowych sg réwniez nizsze w poréwnaniu do usieciowanej folii tylko na bazie
komponentu A. Modut Younga dla tkanek migkkich miesci si¢ w zakresie 0,1-3 MPa,
podczas gdy dla serca wynosi 0,5-2 MPa. Wigkszo$¢ hydrozeli ma zbyt niski modut (0,001-
0,1 MPa) [179,180], ktory mozna zwigkszy¢ dokonujac ich modyfikacji, np. dodajac
wlokna. Jednak po dodaniu wtokien kompozyt staje si¢ Sztywniejszy (modut E wynosi 0,01—
1 MPa). Z drugiej strony, polimery (elastomery, takie jak poliuretany) i kompozyty
polimerowe, takie jak poli(e-kaprolakton) z hydrozelem, maja wickszg sztywnos¢ niz tkanki
migkkie, z modutem w zakresie odpowiednio 0,1-10 i 0,1-100 MPa [23]. Dlatego tworzenie
sieci hybrydowych wydaje si¢ interesujgcym sposobem projektowania specjalnych
materialtow do wymagajacych zastosowan, dzigki mozliwosci zmian udzialu
poszczegbdlnych komponentéw, CO pozwala na uzyskanie pozadanych wiasciwosci.
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5.8 Amfifilowe uklady hybrydowe zawierajace pochodne kwasu
thuszczowego, fibrynogen i ugrupowania katecholowe (A:B:C)

Otrzymanie uktadow trojsktadnikowych miato na celu uzyskanie materiatu zaréwno
0 poprawionej adhezji, jak i wlasciwosciach amfifilowych. Amfifilowe i hybrydowe sieci
polimerowe zawierajace dodatek adhezyjny (grupy katecholowe) poddano serii badan
majacych na celu okreslenie ich wlasciwosci, oceng wpltywu obecnosci, jak 1 iloSci
sktadnikow.

5.8.1 Analiza budowy chemicznej metoda spektroskopii w podczerwieni (FT-IR)

Analiza porownawcza widm dla materialu bazowego (komponent A) i1 ukladow
trojsktadnikowych zostata przedstawiona na Rysunek 60. Mozna zauwazy¢ znaczace
poszerzenia si¢ pasma okoto 3370 cm™? wraz z pojawieniem si¢ PEG-ylowanego
fibrynogenu i metakrylowanej-L-DOPA wzgledem uktadu jednosktadnikowego, w
strukturze ktorego w tym zakresie obserwuje si¢ jedynie drgania pochodzace od wigzania
uretanowego. Przy tej liczbie falowej obserwuje si¢ drgania wigzan N-H rowniez w amidach
I 1 II rzgdowych, jak i grup O-H w alkoholach i kwasach karboksylowych obecnych w
strukturze fibrynogenu i DOPA. Ponadto obecnos¢ grup hydroksylowych potwierdza wzrost
intensywnosci pasm w zakresie 1420-1330 cmt, przypisywanych drganiom zginajacym w
ptaszczyznie wigzania O-H sprzgzonego z drganiami wachlarzowymi C-H. Poszerzenie
intensywnego pasma przy 1735 cm™ pochodzacego od drgania C=0 w estrach jest efektem
obecnosci drgan C=0 i N-H w amidach przy nizszej dtugosci fali, potwierdzajac obecno$¢
wigzan peptydowych w strukturze sieci polimerowej. Wzrost intensywno$ci pasm w
zakresie 9001150 cm™ uktadéw ABC, $wiadczy nie tylko o drganiach rozciagajacych C-O
w estrach, uretanach, obecnych w strukturze A, ale i kwasach karboksylowych i alkoholach
obecnych w strukturze PEG-ylowanego fibrynogenu i L-DOPA.
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Rysunek 60 Widma utwardzonych filméw A oraz kompozycji ABC wraz z przypisanymi charakterystycznymi
pasmami

5.8.2 Analiza powierzchni ukladu ABC za pomoca mikroskopii sil atomowych (AFM)

Powierzchnie hybrydowych sieci polimerowych ABC wykazujg zréznicowang
morfologie w zaleznosci od zawartosci sktadnikow (Rysunek 61). Na filmie ABC 90:5:5
wyraznie obserwujemy obecny na powierzchni fibrynogen (dlugie podtuzne wypukte
ksztatty), na ktorych ciemnymi plamkami odznacza si¢ DOPA. Wysoko$¢ tych struktur na
powierzchni polimeru jest znaczaca i wynosi nawet 210 nm. Natomiast w przypadku filmu,
w ktorego sktadzie chemicznym znajduje si¢ wigcej DOPA niz fibrynogenu (ABC 85:5:10)
na powierzchni nie jest widoczny fibrynogen, znakomita wigkszo$¢ powierzchni pokrywa
aminokwas (sktadnik C), o czym $wiadczy rowniez wysoko$¢ wystajacych ponad
powierzchnie waskich struktur wynoszaca tak jak i w przypadku filméw AC okoto 5 nm.
Analiza tych powierzchni sugeruje, ze dla uzyskania materialu o wickszej adhezji
korzystniejsze bedzie otrzymanie materialu o procentowym skladzie wagowym ABC
85:5:10.
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210.8 nm

A:B:C 90:5:5

A:B:C 85:5:10

2.0
Rysunek 61 Zdjecia 2D i 3D AFM hybrydowych sieci polimerowych ABC

5.8.3 Oznaczenie zawartoSci frakcji zelowej

Zawarto$¢ frakcji  zelowej przedstawionych ponizej hybrydowych sieci
polimerowych ABC jest wysoka (okoto 83%) 1 niezalezna od zawartoSci grup
katecholowych (Rysunek 62). Ponownie najwyzszy wynik uzyskano dla sieci polimerowej
zawierajacej tylko komponent A. Po uwzglednieniu prezentowanych we wczesniejszych
rozdziatach wartoéci GF dla uktadéw dwusktadnikowych, mozna stwierdzi¢, iz najwigkszy
wplyw na zawarto$¢ frakcji zelowej ma obecnos¢ komponentu B (PEG-ylowanego
fibrynogenu).
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Rysunek 62 Zawartosé frakcji zelowej w hybrydowych sieciach polimerowych A:B:C

5.8.4 Zwilzalno$¢ powierzchni sieci polimerowych

Zwilzalno$¢ trdjsktadnikowych sieci polimerowych wydaje si¢ by¢ niemalze
niezalezna od zawartosci skladnika C. Ponownie obserwuje si¢ wigksza reorganizacje
struktury powierzchni dla strony majacej kontakt z powietrzem w czasie fotosieciowania
(Rysunek 63a). Wartos¢ kata zwilzania woda dla powierzchni gornej sieci ABC 90:5:5 jest
nieznacznie wigksza po 2 minutach niz dla sieci ABC 85:5:10. Natomiast, dla powierzchni
dolnej, wartosci dla obu hybryd sg niemalze identyczne, CO sugeruje, ze dluzszy czas
prowadzenia pomiaru po stronie gornej mogiby skutkowac rownie niskimi wartosciami dla
obu hybryd. Wartosci kata zwilzania dla obu uktadéw sa nizsze niz dla samego komponentu
A oraz uktadéow AB i AC. Wartosci kata zwilzania wodg dla wszystkich materiatow jest
niska 1 wynosi ponizej 90°, co wskazuje na hydrofilowy charakter powierzchni sieci
polimerowych (Rysunek 63). Ten synergiczny efekt moze by¢ podobny do tego opisanego
w cze$ci literaturowej, dzigki ktoremu omuiki przylegaja do rdéznorakich powierzchni
(synergiczny efekt grup katecholowych i aminowych). Mianowicie, ilo$¢ innych grup
funkcyjnych, takich jak wigzania uretanowe, estrowe, karboksylowe i eterowe zdolnych do
tworzenia wigzan wodorowych, a nawet oddziatywan elektrostatycznych, utatwia i
wzmacnia dzialanie katecholu.

Analiza pomiarow z wykorzystaniem stabo polarnego dijodometanu ukazata t¢ sama
tendencje (Rysunek 64). Powierzchnia dolna sieci polimerowych (majaca kontakt z
hydrofilowym szklem podczas fotosieciowania) charakteryzuje si¢ mniejszg zmiang kata
zwilzania dijodometanem (reorganizacjg). Jak mozna si¢ bylo spodziewaé, goérna
powierzchnia sieci polimerowej stworzonej przez komponent A, bazujagcy na kwasach
thuszczowych, jest bardziej hydrofobowa niz uktadow hybrydowych (komponent A: 44°,
uktady hybrydowe: ~70° po 2 min.). Natomiast po stronie dolnej jest odwrotnie —hybrydowe
sieci polimerowe wykazuja wigksze powinowactwo do mniej polarnego niz woda
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rozpuszczalnika, ktory chetniej oddziatuje na zasadzie hydrofobowych interakcji. Kat
zwilzania (CA) wynosi okoto 41°, podczas gdy dla sieci polimerowej wytworzonej tylko z
komponentu A az 60°. Natomiast warto mie¢ na uwadze wspomniany przy analizie wptyw
samego katecholu na kat zwilzania, gdzie dluzszy czas na reorganizacje doprowadzitby do
podobnych wartosci.

Ze wzgledu na hydrofilowy charakter szkta nastgpita reorganizacja, w ktorej grupy
funkcyjne z sieci polimerowej A takie jak karbonylowe, uretanowe i estrowe, przemiescity
si¢ ku powierzchni sieci polimerowej W celu odziatywania ze szktem i zmniejszenia napiecia
powierzchniowego migdzy powierzchniami. Natomiast w przypadku hybryd nastgpito
podobne zjawisko, ku powierzchni przemiescily si¢ fragmenty biatka, natomiast fibrynogen,
ze wzgledu na swoja natur¢ doskonale oddziatuje roéwniez z hydrofobowymi substancjami
takimi jak dijodometan, dla ktorego jak wspomniano wczesniej kat wynosi tylko 40° [174].
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Rysunek 63 Zmiana kqta zwilzania w funkcji czasu hybrydowych sieci polimerowych A:B:C a) dla powierzchni
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Rysunek 64 Zmiana kqta zwilzania dijodometanem w funkcji czasu hybrydowych sieci polimerowych A:B:C a)
dla powierzchni majgcej kontakt z powietrzem podczas sieciowania b) dla powierzchni majqcej kontakt ze szklem podczas

sieciowani

5.8.5 Degradacja hybrydowych sieci polimerowych o polepszonej adhezyjnosci

W niniejszym podrozdziale przedstawiono wyniki badan dotyczacych degradacji
hydrolitycznej i katalizowanej enzymami (lipaza i trypsyna) hybrydowej sieci polimerowej
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zawierajace] 5% wag. PEG-ylowanego fibrynogenu oraz 10% wag. metakrylowanej
adhezyjnej L-DOPA.

Degradacja hydrolityczna

Analiza widm ukazata tak jak i w przypadku uktadu AB zmiany w zakresie 3200—
3500 cm™ oraz 1650 cm™ odpowiadajace degradacji wigzania peptydowego (Rysunek 65).
Znaczacy wzrost intensywnosci pasm przypada na 4 tydzien degradacji. Na tym etapie
eksperymentu ujawniaja sie znaczne rdznice w intensywnosci pasm 1660 i 1530 cm™, ktore
nalezy przypisa¢ drganiom zginajacym -NH, czyli produktom degradacji (aminom
pierwszo- i drugorzgdowym). Utrata masy przez caty eksperyment utrzymuje si¢ na stalym
poziomie okoto 2% (Rysunek 66).

— A:B:C 85:5:10
— A:B:C 85:5:10 (4 tygodnie)
—— A:B:C 85:5:10 (7 tygodnie)
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Rysunek 65 Zmiany w strukturze chemicznej w hybrydowej sieci polimerowej ABC 85:5:10 podczas degradacji
hydrolitycznej
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Rysunek 66 Ubytek masy i chtonnosé¢ wody hybrydowych sieci polimerowej o polepszonych wiasciwosciach
adhezyjnych ABC 85:5:10 podczas degradacji hydrolitycznej

Degradacja proteolityczna

Poréwnanie widm z postepu degradacji ukazato znaczace zmiany zachodzace w
strukturze hybrydowej sieci polimerowej o polepszonej adhezji w tych samych 3 zakresach
(Rysunek 67). Znaczacy wzrost absorbancji pasm w zakresie 3500-3200 cm™? jak i ich
poszerzenie (az do 3700 cm™) sa efektem pojawienia si¢ ugrupowan pochodzacych od
produktow degradacji, takich jak kwasy karboksylowe i alkohole. Kolejny zakres 1700—
1500 cm™ ujawnia obecno$é amin. Pasmo okoto 1650 i 1630 cm™ odpowiada drganiom
nozycowym wigzania NH. Natomiast pasmo okoto 1552 c¢m™ pojawiajace sie podczas
degradacji nalezy przypisa¢ drganiu rozciagajagcemu C-O w kwasach karboksylowych.
Obecnos¢ kwasow karboksylowych 1 alkoholi potwierdza rdwniez pojawienie si¢ pasm
okoto 1054 i 1040 cm™ odpowiadajacym drganiu O-H w tychze.

Ponadto, obecnosé¢ pasm okoto 2600 cm™ w polimerach po degradacji $wiadczy o
oderwaniu PEG od struktury fibrynogenu, gdyz odpowiada ono drganiu grupy tiolowej (SH),
do ktorej to przytaczany byt PEG-DA.

Analiza wynikow utraty masy i chtonnosci wody przedstawiona na Rysunek 68
ukazala korelacje tych wynikéw. Poczatkowa duza chtonno$¢ wody (do okoto 12%) koreluje
z stosunkowo wolng utrata masy, swiadczac o obecno$ci hydrofilowego biatka i
aminokwasdéw w strukturze sieci polimerowej, co potwierdzajg rowniez widma FTIR. Po
okoto 15 dniach, nastgpuje wymycie sktadnikow hydrofilowych, prowadzac do spadku
chtonnosci wody przez sie¢ polimerowa, jednoczesnie skutkuje raptowng utratg masy
(~4,6%). Nastepnie, chtonno$¢ wody utrzymuje si¢ na niskim poziomie do konca
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eksperymentu, sugerujac, ze poczatkowo dostepne powierzchniowo biatko i katechol zostaty
w znaczacym stopniu zhydrolizowane. Ponadto, porownujac te wyniki z prezentowanymi
wczesniej dla uktadu zawierajacego jedynie fibrynogen, mozna wnioskowaé, iz znajdujaca
si¢ powierzchniowo DOPA ulatwia penetracje enzymu wraz z buforem w glgb sieci
powodujac szybsza degradacje.

Powyzsze wyniki zachodzacej degradacji potwierdza rowniez wzrost chropowato$ci
polimeru poddanego dzialaniu enzymu (Rysunek 69). Poréwnanie obrazéw z
mikrotomografii komputerowej polimeru przed, po degradacji hydrolitycznej i
proteolitycznej wykazuje znaczace réznice w morfologii powierzchni probek. Ponownie w
porownaniu do materiatu poddanego dziataniu wylacznie buforu zmiany sg znaczaco
wicksze [167]. Co cickawe, w przypadku ukladu ABC nie obserwuje si¢ wro$nigtego
hydroksyapatytu, obecnego na powierzchni hybrydowych sieci polimerowych AB.
Przyczyny nalezy doszukiwa¢ si¢ w obecnosci DOPA i jej znacznej obecno$ci na
powierzchni, co zostalo zobrazowane za pomocg ATR, gdzie przy 10% zawarto$ci sktadnika
C pokrywa on niemalze calg powierzchni¢ (Rysunek 61), a obecne na Rysunek 46 wypukte
struktury przypisane biatku sg niewidoczne.

Pomimo braku obecnosci wrosnigtego w struktur¢ sieci hydroksyapatytu to
powierzchnia ta wykazuje si¢ znaczaca chropowatoscia, ktora moze mie¢ korzystny wptyw
na bioadhezj¢ wickszych komorek takich jak osteoblasty [181].

—— A:B:C 85:5:10
C=0 —— A:B:C 85:5:10 (12 dni)
‘ —— A:B:C 85:5:10 (21 dni)
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Rysunek 67 Zmiany w strukturze chemicznej w hybrydowej sieci polimerowej ABC 85:5:10 podczas degradacji
proteolitycznej
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Rysunek 68 Ubytek masy i chtonnosé¢ wody hybrydowych sieci polimerowej o polepszonych wlasciwosciach
adhezyjnych ABC 85:5:10 podczas degradacji proteolitycznej

Rysunek 69 Zmiany morfologiczne w strukturze powierzchni hybrydowej sieci polimerowej o polepszonych
wiasciwosciach adhezyjnych (ABC) po 21 dniach degradacji proteolitycznej

5.8.6 Analiza termiczna metodg DSC

Na termogramie nieusieciowanych kompozycji obserwuje si¢ znaczace przesunigcia
temperatury zeszklenia, do nawet -57°C przy zachowaniu zblizonych warto$ci ACp=0,45 J
/g*°C. Ponadto, dla uktadu zawierajacego 10 % wag. sktadnika C, obserwuje si¢ temperature
topnienia nieznacznie przesuni¢ta w strone¢ nizszych temperatur wzgledem samego
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komponentu C (Rysunek 70). Analiza termograméw sieci polimerowych wykazata tylko
jedna przemiane¢ fazowa— temperature zeszklenia. Wartosci Tg sa bardzo podobne ~ -49°C,
o potwierdza pelng kompatybilnosé¢ sktadnikow (Rysunek 70).

T

o)
b
o

Komponent A
Komponent B
Komponent C
— A:B:C 90:5:5

A:B:C 85:5:10

-57.64 °C
ACp= 0.457 J/g*°C

-52.7°C l
ACp= 0.435 1/g*°C

Przeptyw ciepta (W/g)

44.7°C
E=3.56 J/g*°C

-46.3 °C
E=90.04 J/g*°C

-50 0 50
Temperatura (°C)

Rysunek 70 Termogramy DSC nieutwardzonych kompozycji ABC

5.8.7 Analiza wlasciwosci termomechanicznych metoda DMTA

Analiza krzywych DMTA trojsktadnikowych hybrydowych sieci polimerowych
dostarczyta dodatkowych informacji o morfologii 1 wlasciwosciach termomechanicznych
analizowanych uktadow (Rysunek 71). W przedziale temperatur od -90 do -40°C, warto$¢
modutu zachowawczego (E’) (Rysunek 71a) pozostaje w przyblizeniu stata dla wszystkich
badanych uktadow. Najwigksze warto$ci osiggaja hybrydowe sieci polimerowe (~950 MPa),
podczas gdy sieci zbudowane jedynie z komponentu A przyjmujg warto$¢ E’ 723 MPa.
Przebieg krzywych E’ dla hybrydowych sieci polimerowych jest niemalze identyczny.
Powyzej temperatury -40°C obserwuje si¢ przejscie polimeru z fazy szklistej w fazg o
wigksze] elastyczno$ci, CO wiaze si¢ z gwaltownym spadkiem warto§ci modulu oraz
uwolnieniem energii zwigzanej z relaksacja. Objawia si¢ to w lokalnym maksimum na
krzywej tangensa kata strat mechanicznych, tan & (Rysunek 71c). Temperatury zeszklenia
wyznaczone z tan d dla wszystkich probek sa zblizone 1 mieszcza si¢ w zakresie -29-32°C
(Tabela 11).

Rowniez dla trojsktadnikowych hybrydowych sieci polimerowych wyznaczono
wartosci modutow w temperaturze dedykowanej do zastosowan medycznych (37°C).
Wartoéci modutéw dla hybrydowych sieci wynosza okoto 660 kPa, jest to warto$¢
dwukrotnie wieksza niz dla sieci jednosktadnikowej A (324 kPa). Warto zauwazyc¢, ze jest
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to warto$¢ zblizona do tych otrzymanych dla sieci typu AB 95:5 (769 kPa) oraz sieci typu
AC 90:10 (687 kPa) w tej samej temperaturze. WartoSci modutu stratnos$ci dla
wspomnianych powyzej uktadow (AB 95:5, AC 90:10), jak i sieci trojsktadnikowej sa
zblizone. Warto$¢ modutu stratnosci, E* sieci ABC 90:5:5 wynosi 105 kPa, natomiast dla
sieci z 10% zawartos$cig komponentu C, wynosi 140kPa — niemalze identycznie jak dla sieci
AC 90:10 (139 kPa). Wszystkie te wartosci sg nieznacznie wyzsze niz dla sieci na podstawie
tylko komponentu A (E’” wynosi 94 kPa). Wyniki te wskazuja na istotny wptyw sktadu sieci
polimerowych na ich wtasciwo$ci mechaniczne. Zwigkszona zawarto§¢ komponentow B i
C w hybrydowych sieciach polimerowych skutkuje wigksza elastycznoscig otrzymanych
filmow.
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Rysunek 71 Analiza DMTA fotoutwardzalnych tréjskladnikowych sieci polimerowych: (a) modut zachowawczy
(E"), (b) modut stratnosci (E") i (c) tangens kqta fazowego (tan o)

Tabela 11 Wyniki DMTA dla sieci polimerowych A:B:C.

Tg Tg 2 (o) 2 (o)
Materiat (E”’max) (tan Smax) E [KV/I SZ] C|E [IY/IV P3&7] ¢ Tan 8 w 37°C
[°C] [°C]
sktadnik A -36,88 -29,25 0,3238 0,0940 0,2905
ABC 90:5:5 -36,69 -28,69 0,6527 0,1048 0,1605
ABC 85:5:10 | -38,50 -31,93 0,6610 0,1398 0,2118
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5.8.8 Wilasciwosci mechaniczne

Amfifilowe 1 hybrydowe sieci polimerowe (ABC) réwniez poddano badaniom
wlasciwosci wytrzymatosciowych w warunkach statycznych (jednoosiowego rozciggania).
Usrednione wartosci wytrzymato$ci na rozcigganie, odksztalcenie przy zerwaniu, modut
przy 2—3% odksztatcenia i modut przy 5-6% odksztalcenia przedstawiono na Rysunek 72 i
Rysunek 73.

Hybrydowa sie¢ polimerowa ABC 90:5:5 wykazuje nieznacznie wyzszg wartos¢
wydhuzenia przy zerwaniu (~92 %) w poréwnaniu z siecig na bazie komponentu A (~88%),
co warto zauwazy¢ jest wartoscig posrednig miedzy uktadem AB 95:5 (~78%) i AC 95:5
(~110%). Natomiast obnizenie zawarto$ci elastomeru, ktérym jest poli(estro-uretan)
(komponent A) i zwigkszenie zawartosci DOPA obniza t¢ wartos¢ do okoto 71%. Pozostate
wyznaczane parametry, tj. odksztatcenie przy zerwaniu, modut przy 2—3% odksztatcenia i
modut przy 5-6% odksztalcenia dla hybryd ABC przyjmuja warto$ci znacznie nizsze niz
material wyjsciowy A i bardzo zblizone do uktadéw AB. Na szczegdlng uwage zastuguja
niezwykle niskie wartosci modutow znajdujace si¢ w zakresach 1,9-2,7 MPa, wpisujac si¢
w charakterystyke tkanek migkkich. Ponadto, warto zauwazy¢, ze zawarto$¢ komponentu C
w trojsktadnikowej hybrydzie nie wplywa znaczaco na wlasciwosci. Wiekszy jego dodatek
jedynie nieznacznie podnosi wartosci modutéw, a wartosci $rednie pozostaja w granicach
btedu.
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Rysunek 72 Wiasciwosci mechaniczne amfifilowych i hybrydowych sieci polimerowych: a) wytrzymatosé na
rozcigganie b) odksztalcenie przy zerwaniu ¢) modut przy 2-3% i d) modut przy 5-6%

115



1.4

—A
—— A:B:C 90:5:5
—— A:B:C 85:5:10

-
N
|

Naprezenie (MPa)
o o =
D =] (=]

e
F =Y
1

e
N
I

0.0 T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Odksztatcenie (%)

Rysunek 73 Reprezentatywne krzywe naprezenie-odksztatcenia uzyskane podczas préby rozciggania do zerwania
hybrydowych sieci polimerowych o poprawionej adhezji
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6 Podsumowanie i wnioski

Osiagni¢to podstawowy cel pracy, jakim bylo otrzymanie i charakterystyka
amfifilowych i hybrydowych sieci polimerowych. Wykazano, ze poprzez potaczenie
hydrofilowych i hydrofobowych komponentéow sieci mozna uzyska¢ amfifilowy polimer.
Ponadto wykorzystanie katecholu moze znaczaco wplyna¢ na wiasciwosci adhezyjne
materialow.

W przypadku hybrydowych sieci polimerowych, be¢dacych tematem niniejszej pracy,
potaczono dwa rodzaje polimeréw: hydrofobowy, syntezowany z pochodnych roslinnych
kwasow tluszczowych oraz hydrofilowy, naturalny fibrynogen. Taka struktura oferuje
niezwykle wlasciwosci 1 wielofunkcyjno$¢ dzigki potaczeniu réznych skladnikow
strukturalnych. Ponadto wtasciwosci hybrydowych sieci polimerowych mozna dostosowac
poprzez zmiang zawarto$ci sktadnikow w celu uzyskania pozadanych wlasciwosci
przydatnych w zastosowaniach medycznych.

Zastosowane nietoksytczne katalizatory i ,,zielony” rozpuszczalnik umozliwity
syntez¢ fotosieciowalnego telechelicznego makromonomeru, minimalizujac wpltyw tej
reakcji na srodowisko. Ponadto charakterystyka otrzymywanych na ich bazie elastomerow
potwierdzita ich potencjal w zastosowaniach medycznych.

Osiagnieto poznawczy cel, jakim byto zglebienie wiedzy o wpltywie parametrow,
takich jak stezenie fotoinicjatoréw, rodzaj atmosfery sieciowania i natg¢zenie
promieniowania UV na kinetyke procesu fotosieciowania makromonomeru. Wykazano, ze
zwigkszenie intensywnosci $wiatla z 20 na 50 mW/cm? pozwala na uzyskanie wyzszej
konwersji w atmosferze powietrza, niezaleznie od zastosowanego fotoinicjatora. Wyzsze
stezenie fotoinicjatora prowadzi do wyzszej maksymalnej konwersji, a nizsza maksymalna
szybko$¢ reakcji wytlumaczona zostata ograniczeniem dyfuzji rodnikow w ukladach z
wysokim Rmax, co wynikato ze wzrostu lepkosci. Zwigkszenie stgzenia fotoinicjatora
przyspiesza szybko$¢ inicjacji i generowanie wigkszej liczby rodnikow na poczatku reakc;ji.
Niemniej jednak, powyzej pewnego stezenia fotoinicjatora, w tym przypadku 0,5%,
obserwuje si¢ odwrotng tendencjg, ze skroceniem czasu indukcji 1 catkowitego czasu reakcji.

Przeprowadzony test fluorescencyjny wykazal obecno$¢ i biofunkcjonalnosé
jednostek katecholowych L-DOPA na powierzchni usieciowanych materiatow, przy czym
wigksza zawarto$¢ L-DOPA skutkuje wyzsza biodostepnoscia jednostek katecholowych L-
DOPA na powierzchni utwardzonych folii. Ponadto przeprowadzony test odrywania 90° od
powierzchni hydrofilowej udowodnit, ze 5% zawartos¢ katecholu pigciokrotnie zwigksza
sit¢ odrywania, a 10 %wag. dziesigciokrotnie.

Przeprowadzone badania degradacji proteolitycznej wykazaly znaczacy wplyw
obecnosci biatka na szybko$§¢ degradacji, potwierdzajac jednoczesnie, ze poprzez dobor
odpowiednich sktadnikéw hybrydowych sieci polimerowych mozna projektowa¢ materiaty
0 pozadanym czasie biodegradacji, co jest szczegoélnie istotne w zastosowaniach
biomedycznych, takich jak rusztowania komorkowe czy systemy dostarczania lekow, w
ktorych materiat musi ulec rozktadowi w okreslonym czasie. Ponadto, przeprowadzona
degradacja proteolityczna potwierdzita bioaktywnos$¢ i biokompatybilnos¢ biatka. Na
powierzchni filmu znajdowat si¢ kluczowy dla procesow regeneracji tkanek hydroksypatyt.
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