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Spis skrotow i oznaczen

W niniejszej pracy zastosowano nastepujgce skréty i oznaczenia:

AlamarBlue - niebieski barwnik fluorescencyjny (df. fali emisji = 590 nm) stuzacy do
oznaczania aktywnosci metabolicznej komdrek, 10% roztwér soli sodowej resazuryny
ASC — komorki macierzyste wyizolowane z tkanki ttuszczowej, ang. adipose-derived stem
cells

BPLP — nowe biodegradowalne polimery fotoluminescencyjne, ang. biodegradable
photoluminecscent polymers

COSY — spektroskopia korelacyjna, ang. correlation spectroscopy

cPHC — usieciowany poli(cytrynian heksametylenu)

cPOC — usieciowany poli(cytrynian oktametylenu)

CTPC — kwas 3-[(karboksymetylo)karbamoilo]-5-okso-2,3-dihydro-5H-[1,3]tiazolo[3,2-
a]pirydyno-7-karboksylowy

CTR — kwas cytrynowy

DMEM — medium komérkowe uzywane w hodowli komérek tkanek ludzkich i zwierzecych,
ang. Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO-d6 — deuterowany dimetylosulfotlenek

DPPH - 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl

EGM-2 — medium hodowlane stosowane do hodowli komérek srédbtonka naczyniowego,
ang. endothelial cell growth medium

ePTFE — ekspandowany poli(tetrafluoroetylen) (Teflon®)

ESI — jonizacja z uzyciem elektrorozpylania, ang. electrospray ionisation

FDA — Agencja Zywnosci i Lekdw, ang. Food and Drug Administration

FGF-2 — podstawowy czynnik wzrostu fibroblastdw, ang. basic fibroblasts growth factor
FIA — analiza probki nastrzyknietej bezposrednio na detektor masowy, z pominieciem
rozdzielania chromatograficznego, ang. flow injection analysis

GPC - chromatografia zelowa, ang. gel permeation chromatography

GSH — L-glutation

HEX — 1,6-heksanodiol
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HMBC — heterojgdrowa korelacja (*H-X) dalekiego zasiegu — eksperyment pozwalajgcy na
korelowanie sygnatéw pochodzgcych od jader réznych pierwiastkéw, oddalonych o wiele
wigzan (najczesciej 3 lub 5), ang. Heteronuclear Multiple Bond Coherence

HSQC — heterojgdrowa korelacja z detekcjg przejsé¢ jednokwantowych — eksperyment
pozwalajgcy na korelowanie sygnatéw protondw z sygnatami jader innego pierwiastka na
jednym widmie 2D, oddalonych od siebie o jedno wigzanie, ang. Heteronuclear Single
Quantum Correlation

HUVEC - ludzkie komdrki srodbtonka zyty pepowinowej, ang. Human Umbilical Vein
Endothelial Cells

Kalceina-AM — barwnik fluorescencyjny stosowany w analizie zywotnosci komoérek, ester
acetoksymetylowy  N,N'-((3',6'-dihydroksy-3-oksospiro(izobenzofurano  1(3H),9'(9H)
ksanteno)-2',7' -diylo)bis(metyleno))bis(N-(karboksymetylo)-glicyny

LC — chromatografia cieczowa, ang. liquid chromatography

LK — liczba kwasowa

MAS — wirowanie pod tzw. ,katem magicznym”, technika pomiaru widm prébek
stosowana w spektroskopii ssNMR, ang. magic angle spinning

MS — spektrometria mas, ang. mass spectrometry

NMR - spektroskopia jgdrowego rezonansu magnetycznego, ang. Nuclear Magnetic
Resonance

OCT - 1,8-oktanodiol

PAC — poli(cytryniany alkilenu), ang. poly(alkylene citrates)

PANT — L,D-pantenol

PBS — bufor o pH ok. 7,4, sktadajacy sie z wodorofosforanu (V) sodu oraz chlorku sodu.
Stosowany w badaniach biologicznych jako rozpuszczalnik i substancja zapewniajgca
odpowiednie pH srodowiska, ang. posphate-buffered saline

PCL — poli-e-kaprolakton

PDA — detektor polidiodowy, ang. poly diode array detector

PEG — poli(glikol etylenowy)

PET — poli(tereftalan etylenu)

PGA — poli(kwas glikolowy)

PGS — poli(sebacynian glicerolu)

11
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PHC — prepolimer poli(cytrynianu heksametylenu)

PLA — polilaktyd

PLGA — kopolimer kwasu glikolowego i laktydu

PLLA — poli(L-kwas mlekowy)

POC — prepolimer poli(cytrynianu oktametylenu)

QY —wydajnos¢ kwantowa fluorescencji, oznacza stosunek ilosci fotondow wyemitowanych
przez zwigzek fluorescencyjny do ilosci fotondw zaabsorbowanych, ang. quantum yield
RF — detektor fluorescencyjny, ang. relative fluorescence detector

SEM — elektronowa mikroskopia skaningowa, ang. scanning electrone microscopy

ssNMR - spektroskopia jagdrowego rezonansu magnetycznego dla prébek statych, ang.
solid state Nuclear Magnetic Resonance

TCPS — rodzaj kontrolnej hodowli komdrek oraz materiatu stosowanego do produkgji
ptytek hodowlanych. Hodowla taka polega na osadzeniu komdrek w zawiesinie lub na
powierzchni czystego dotka ptytki hodowlanej, wykonanej z polistyrenu modyfikowanego
za pomoca plazmy w celu polepszenia jego wtasciwosci hodowlanych, ang. tissue culture
polystyrene

THF —tetrahydrofuran

TMS — tetrametylosilan, wzorzec w spektroskopii NMR

VSMC — komérki miesni gtadkich naczyn krwionosnych, ang. vascular smooth muscle cells
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Czesc literaturowa

1. Choroby ukfadu sercowo-naczyniowego

1.1. Choroby uktadu krwiono$nego w Europie i na Swiecie

Chorobami uktadu sercowo-naczyniowego okreslany jest ogoét schorzen wystepujacych
w obrebie serca i naczyn krwionosnych cztowieka [1]. Schorzenia te mogg stanowi¢ zaréwno
choroby catego ukfadu krazenia, jak miazdzyca czy nadcisnienie, miesnia sercowego — zawaty
i zatory w obrebie naczyn witosowatych, uszkodzenia zastawek lub by¢ wynikiem
nieprawidtowego dziatania uktadu krwionosnego na inne narzady — zator ptucny, udar mdzgu
[1], [2]. Choroby uktadu sercowo naczyniowego stanowig jeden z podstawowych problemow,
z jakim zmaga sie wspodtczesna cywilizacja. Co drugi cztowiek zmaga sie lub bedzie zmagat sie
w swoim zyciu z problemami z uktadem krazenia. W Europie, w 2021 roku choroby uktadu
krazenia byty odpowiedzialne za ponad 37% zgondw wsrdd pacjentéw [3], natomiast w skali
globalnej stanowity w 2016 roku odsetek 24% wszystkich zgonéw spowodowanych chorobami

wsrod mezczyzn oraz 20% wsréd kobiet (Rys. 1) [1].

A B

O Choroby uktadu sercowo-naczyniowego
@ Choroby zakazne, poporodowe, wieku starczego oraz ukladu
trawiennego
@ Urazy, wypadki
O Pozostate choroby niezakazne
Rys. 1. Statystyka gtdwnych przyczyn zgondéw na $wiecie w 2016 roku wsrdd kobiet (A)
i mezczyzn (B) [1]
Etiologia choréb ukfadu krazenia jest zréinicowana, a wptyw na nig ma szereg

czynnikdw zardwno osobniczych, genetycznych, jak i Srodowiskowych [4]—[8]. Podstawowymi
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przyczynami wystepowania tak znacznego udziatu chordéb uktadu sercowo-naczyniowego
w statystykach zgondéw sg coraz bardziej postepujgce choroby wspodtistniejgce takie, jak
uzaleznienie od nikotyny i alkoholu, otytos¢ kliniczna oraz stres i zanieczyszczenia

srodowiska[5], [7]-[10].
1.2. Metody leczenia

Najwazniejszg role w zwalczaniu choréb uktadu krazenia odgrywa profilaktyka.
Wczesne wykrywanie moze pozwoli¢ na zminimalizowanie ryzyka ciezkiego przebiegu
schorzen oraz w niektérych przypadkach wyeliminowa¢ czesto $miertelne powiktfania.
W przypadku braku mozliwosci unikniecia choroby zwykle stosowane jest leczenie
farmakologiczne [11], [12]. W niektorych chorobach stosuje sie leczenie inwazyjne
z wykorzystaniem technik chirurgii naczyniowej, w skfad ktérej wchodzg takie zabiegi, jak

angioplastyka, pomostowanie (ang. bypass), przeszczepy zastawek, naczyn czy serca [13].

Szczegdlnie duzg grupe schorzen uktadu krazenia leczong metodami inwazyjnymi
stanowig zwezenia swiatta naczyn w przebiegu tzw. choréb niedokrwiennych. Dotyczg one
zaréwno duzych naczyn, jak i najmniejszych naczyn wtosowatych, takze tych w obrebie
miesnia sercowego. Metody chirurgiczne opierajg sie zaréwno na technikach polegajgcych na
udroznieniu zablokowanych naczyn za pomocg angioplastyki, jak i na wykonywaniu
pomostowania naczyn, ktérych udroznienie, na skutek zbyt daleko posunietych zmian

chorobowych jest niemozliwe [14], [15].

W przypadku operacji pomostowania wykorzystywane sg zaréwno zdrowe naczynia
krwionos$ne, pobrane z innych czesci ciata pacjenta — tzw. przeszczepy autogeniczne, naczynia
pobrane od innych dawcéw, zwane przeszczepami allogeniczymi oraz syntetyczne materiaty
zastepcze, bedace wszczepami ksenogenicznymi [14]. Te ostatnie materiaty stanowia

osiggniecia multidyscyplinarnej dziedziny nauki, zwanej inzynierig tkankowa.
2. Inzynieria tkankowa

Inzynieria tkankowa to dziedzina nauki, w ktérej stosowane sg zasady inzynierii
materiatowej i nauk przyrodniczych w celu opracowania biologicznych substytutow,

przywracajgcych, utrzymujacych lub  poprawiajgcych funkcje tkanki lub catego
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narzadu [16], [17]. W zamysle, inzynieria tkankowa stanowi makrodyscypline tgczaca
osiggniecia z innych dziedzin w celu zapewnienia wszechstronnego podejscia do
opracowywanych zagadnien. Osiggniecia inzynierii tkankowej stanowig podstawe rozwoju

wspotczesnej medycyny regeneracyjnej, dajac fundament wszystkich pokrewnych jej dziedzin.
2.1. Kierunki rozwoju inzynierii tkankowej

W ramach inzynierii tkankowej prowadzone sg badania nad wieloma aspektami, ktére
wzajemnie sie dopetniajg. Mozna wyrézni¢ trzy podstawowe kierunki rozwoju inzynierii

tkankowej (Rys. 2):

e Inzynieria nowych materiatéw
e Pozyskiwanie nowych Zrédet tkanek i komérek

e Techniki trojwymiarowego wytwarzania tkanek i organéw

Inzynieria
tkankowa

Nowe zrédta Metody wytwarzania
komérek tkanek
Organ
Biodruk 3D = Ay
R pozbawione
Komorki N ) \’ < komorek

mauerzyste ‘.-. N

/ \ Koméki \
reprogramowane
v Wszczepienie

Kult
.u 'ury @) Gotowy organ
in vitro @)
. @)
sSEARe, Stymulacja i,
Czynniki 8 : ¥ 3

Bioreaktory mechaniczna+;
wzrostu :

Czynniki o

transkrypcyjne @ O  skafoldy

Inzynieria nowych
materiatow

Rys. 2. Schemat przedstawiajgcy gtowne kierunki rozwoju inzynierii tkankowej oraz
szczegbtowe parametry kluczowe w ich opracowywaniu [17], [18]
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W ramach rozwoju nowych zrodet pozyskiwania komorek wypracowywane sg metody
oparte o wykorzystanie pluripotentnych! komdrek macierzystych, oraz komérek
prekursorowych?, ktére poddane czynnikom réznicujagcym mogg by¢ przeksztatcane w inne
komorki somatyczne [19]. Dzieki takim zabiegom mozliwe jest pozyskiwanie od pacjenta jego
witasnych komoérek, ktére nastepnie modyfikowane sg w komorki docelowo wszczepianej
tkanki. Komoérki takie mogg by¢ hodowane i rdéznicowane in vitro na rusztowaniach

tkankowych i nastepnie wszczepiane do organizmu biorcy [20], [21].

Osobno rozwijang gatezig inzynierii tkankowej sg nowe technologie wytwarzania
narzgdéw i tkanek. Oprécz tradycyjnie stosowanych rusztowan naturalnych, w postaci
biatkowych konstruktéw organéw pozbawionych komdrek, na ktérych inkubowane s3
komorki pacjenta, coraz wiekszg popularno$¢ zdobywa biodruk 3D. Za pomocg odpowiednie;j
zywicy hydrozelowej, zawierajgcej zawiesine komodrek mozliwe stato sie drukowanie

funkcjonalnych tkanek oraz catych narzadow [22]-[24].
2.2. Najwazniejsze wtasciwosci nowych materiatow

Najbardziej rozbudowang gatezig inzynierii tkankowej jest inzynieria nowych
materiatdw, ktéra zajmuje sie wytwarzaniem i charakterystykg nowych tworzyw
i kompozytéw stosowanych w pozostatych dziedzinach inzynierii tkankowej. Materiaty
moggce mieé zastosowanie w inzynierii tkankowej muszg charakteryzowaé sie kilkoma

podstawowymi cechami:
e Biozgodnos¢ i brak toksycznosci

Zaréwno tworzywa jak i produkty ich degradacji oraz substraty, z ktérych powstaty
powinny by¢ obojetne dla komadrek lub wptywacé pozytywnie na ich wzrost i proliferacje [25]—
[27]. Brak lub mata biozgodno$¢ materiatow z komérkami tkanki docelowej oraz tkanek
przylegtych skutkuje ich szkodliwym wptywem na komérki hodowane na rusztowaniach

tkankowych wykonanych z takich materiatéw. Moze to prowadzi¢ do ich nekrozy lub

1 Pluripotentne komdérki macierzyste — komoérki zdolne do rdzinicowania sie w dowolny typ komorek
somatycznych poza komdrkami tworzacymi tozysko. Mogg byé rdznicowane z wykorzystaniem czynnikéw
fizycznych, chemicznych oraz przy pomocy technik inzynierii genetycznej.

2 Komorki prekursorowe (blasty) — komérki macierzyste cze$ciowo zréznicowane do komdrek somatycznych
budujacych okreslony rodzaj tkanki. Z komorek prekursorowych w wyniku dalszego réznicowania powstajg inne
komarki danej tkanki, np. fibroblasty — komaérki tkanki miesniowej, osteoblasty — komarki tkanki kostne;j.

16



Synteza i wtasciwosci poliestréw z kwasu cytrynowego do zastosowan biomedycznych

powodowa¢ mutacje i zaburzenia wzrostu komoérek, skutkujgce przerostami tkanek
i powstawaniem nowotworédw [26], [28]. Materiaty, ktére charakteryzujg sie
biodegradowalnoscia muszg dodatkowo spetnia¢ warunek degradacji do nietoksycznych
produktéw lub takich, ktdérych relatywnie mata toksyczno$¢ pozwala na ich usuniecie
z organizmu bez powodowania uszkodzen w tkankach i organach [26]. Dodatkowo,
biozgodnos$¢ opracowywanych materiatéw musi by¢ zachowana przez caty czas ekspozycji
materiatu na tkanki biorcy — ujawniajace sie z czasem cytotoksyczne wtasciwosci materiatow
mogq indukowac¢ odpowiedz immunologiczng i powodowaé wystepowanie lokalnych stanéw
zapalnych, co moze skutkowaé odrzuceniem wszczepu oraz powiktaniami zdrowotnymi biorcy

[29]-[31].
e Czas degradacji w organizmie

Materiaty wykorzystywane w inzynierii tkankowej moga by¢ wszczepiane do
organizmu biorcy na state lub na okreslony czas, po ktérym zostajg wchtoniete przez komorki.
Takie biodegradowalne materialy muszg cechowad sie okreslonym czasem degradac;ji,
zaleznym od szybkosci i kierunku wzrostu komdrek w tkance wzrastajgcej na rusztowaniu [32].
Dobor odpowiedniego czasu degradacji jest kluczowy dla prawidtowego funkcjonowania
rusztowan w organizmie — witasciwie dobrany czas degradacji powoduje wzrost komorek
w obrebie rusztowania we wtasciwym kierunku, ktére jest stopniowo wchtaniane przez
komérki odbudowujace dang tkanke. Zbyt krétki czas degradacji powoduje przedwczesny
zanik rusztowania, przez co komoérki, pozbawione punktu podparcia nie sa
w stanie odbudowac tkanki. Z kolei zbyt szybka degradacja materiatu skutkuje takze szybszym
uwalnianiem sie produktéw rozpadu do organizmu, ktére w wiekszym stezeniu mogg by¢
niekorzystne dla zdrowia pacjenta. Zbyt dtugi czas degradacji powoduje z kolei brak
wystarczajgcej iloSci miejsca dla prawidtowego wzrostu komérek, co skutkuje przerostami
komérek oraz nadmiernym i niekontrolowanym wzrostem tkanki [33]-[36]. Monitorowanie
postepu degradacji moze odbywac sie za pomocg technik inwazyjnych oraz nieinwazyjnych,
z wykorzystaniem metod ultrasonograficznych i spektroskopowych [37]. Do materiatéw
wprowadzane sg réwniez dodatki, np. barwniki fluorescencyjne, ktdére pozwalajg
monitorowaé w sposdb nieinwazyjny postep degradacji rusztowania w organizmie [38]-[40].

Takie barwniki jednak muszg charakteryzowaé sie dtugosciami fal emisji w zakresie Swiatta
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czerownego, w celu umozliwienia przenikniecia emitowanego Swiatta przez tkanki otaczajace

rusztowanie [39].
e Witasciwosci mechaniczne

Materiaty stosowane w inzynierii tkankowej muszg charakteryzowaé¢ sie
wiasciwosciami mechanicznymi, ktére bedg odpowiednio dopasowane do funkgcji, jaka maja
petni¢. Nowe materiaty wykorzystywane sg do zastepowania zaréwno tkanek miekkich, jak
i twardych, ktére charakteryzujg sie odmiennymi parametrami wytrzymatosci na rozcigganie,

skurcz czy podwyzszone cisnienie (Tab. 1) [41], [42].

Tab. 1. Wiasciwosci mechaniczne niektérych tkanek zwierzecych i ludzkich [41], [42]

Materiat Modut Younga Wytrzymatos¢ na Wydtuzenie przy
[MPa] rozcigganie [MPa] zerwaniu [%]
Elastyna wotowa 1,1 2 -
Ludzkie wtékna
100 - 50
kolagenowe
Ludzka chrzastka
2,1-11,8 - -
stawowa kolana
Ludzkie mies$nie
. 0,01 - 300
gtadkie aorty
Ludzki pecherz 0,25 0,27 0,69
Pecherz wieprzowy 0,26 0,32 1,66
Wieprzowe migsnie
_ 6,4-44,7 1,4-8,3 48,7-134,8
gtadkie aorty
Opracowywanie  materiatbw majacych  stanowi¢  zastepstwo  okreslonych

tréjwymiarowych struktur w organizmie wymaga dopracowania warunkow otrzymywania
oraz funkcjonalizacji materiatu w taki sposdb, zeby jego wtasciwosci mechaniczne miescity sie
w zakresie parametrow zastepowanych tkanek lub organdw. Jest to realizowane poprzez

dobdr odpowiedniej kompozycji substratow, warunkéw reakcji czy tez dodatek

modyfikatoréw [43], [44].
e Ekonomiczne wzgledy produkcji

Pomimo faktu istotnosci rozwoju nowych materiatdw i ogromnych naktaddéw

finansowych na technologie do tego celu przeznaczone, koszt jednostkowej produkcji

18



Synteza i wtasciwosci poliestréw z kwasu cytrynowego do zastosowan biomedycznych

materiatow wcigz odgrywa kluczowa role w rozwoju danego tworzywa [45], [46]. Wobec duzej
liczby nowych materiatéw, koszt wprowadzenia materiatu na rynek musi by¢ jak najnizszy, przy
jednoczesnym zachowaniu wysokie]j jakosci substratow i produktu koicowego. Dlatego przy
projektowaniu nowych materiatdéw poszukuje sie surowcow relatywnie tanich i tatwych do
pozyskania. Optymalizowane sg takze metody produkcji w celu pozyskiwania materiatow przy
mozliwie najnizszym zuzyciu substancji pomocniczych i zmniejszaniu kosztochtonnosci
procesu. Duzg innowacjg pod wzgledem redukcji kosztéw byto wprowadzenie druku 3D jako
nowego sposobu wytwarzania materiatéw [43], [47]. Rosnacg popularnoscia cieszy sie takze
wykorzystanie substratow pochodzenia naturalnego oraz pochodzacych z recyklingu [48],

[49].

Kazdy nowo projektowany materiat musi spetnia¢ w jak najwiekszym stopniu powyzsze
zatozenia, jednak wciaz trwajg poszukiwania materiatéw o jak najlepszym dopasowaniu do
wszystkich wymienionych cech. Nowo wytworzone materiaty stosowane sg w rdéznych
gateziach medycyny regeneracyjnej, najczesciej jednak sg one stosowane do tworzenia
syntetycznych zamiennikdw czesci organdw lub specjalnych rusztowan, umozliwiajgcych ich

odbudowe przez komérki.

2.3. Rusztowania tkankowe

Nowe materiaty w inzynierii tkankowej stuzg przede wszystkim jako podtoza
hodowlane dla komoérek. Materiaty te musza umozliwi¢ ich proliferacje i réznicowanie
w docelowe komoérki somatyczne, przy jednoczesnym zapewnieniu odpowiedniego
przestrzennego zorganizowania powstajgcej tkanki. Takie trdjwymiarowe konstrukcje
nazywane sg rusztowaniami tkankowymi. Rusztowania nasladujg macierz pozakomodrkowa
rodzime] tkanki, odtwarzajgc Srodowisko in vivo i pozwalajagc komdérkom wptywac na ich
wtasne mikrosrodowisko. Zazwyczaj stuzg one przynajmniej jednemu z nastepujacych celow:
umozliwiajg przytaczanie sie i migracje komdrek, dostarczajg i zatrzymujg komérki i czynniki
biochemiczne, umozliwiajg dyfuzje waznych dla komadrek sktadnikow odzywczych i produktow
ekspresji oraz wywierajg okreslone wptywy mechaniczne i biologiczne w celu modyfikacji

zachowania fazy komadrkowej [33], [50].
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Jak wczesniej wspomniano, rusztowania tkankowe z zatozenia charakteryzujg sie duzg
biozgodnoscia oraz wtasciwosciami  strukturalnymi i mechanicznymi  precyzyjnie
dopasowanymi do tkanek, ktére odbudowujg. Wiekszos¢ rusztowan tkankowych cechuje sie
wiasciwosciami degradacyjnymi, a zasada ich dziatania oparta jest o indukowany
enzymatycznie rozktad do nietoksycznych produktéw czesto bedacych jednocze$nie donorami
substancji odzywczych lub stymulantami wzrostu dla komérek [34], [50]. Materiatami
stosowanymi do wytwarzania rusztowan sg w przewazajacej wiekszosci polimery pochodzenia
naturalnego i syntetycznego, gdzieniegdzie jednak, ze wzgledu na potrzebe zachowania
wysokiej odpornosci mechanicznej skafoldu stosowane sg kompozyty metalowo -

polimerowe i stopy metali [51]—[53].

A B

Rys. 3. Zestawienie réznych postaci rusztowan tkankowych: A, B — rusztowania porowate
z alginiandw i owoalbuminy wytworzone technikg spieniania [54], C — tubularne rusztowanie
naczynia krwionosnego, D — rusztowanie ucha zewnetrznego w trakcie nanoszenia zawiesiny
komédrkowej, E— porowate rusztowanie do regeneracji tkanki kostnej, wytworzone za pomocg
stereolitografii oraz jego mikrofotografia SEM (F) [55]

Rusztowania tkankowe wystepujg w postaci wielu zréznicowanych ksztattow
o wielkiej réoznorodnosci rozmiaréw (Rys. 3). Sg stosowane do regeneracji tkanek zaréwno

miekkich, jak i twardych, a takze jako podtoza hodowlane w kulturach in vitro w badaniach
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komérkowych. Do ich wytwarzania wykorzystywane sg rozmaite metody syntezy, do ktorych
mozna zaliczy¢ samoorganizacje nanowtdékien w przypadku rusztowan nanomateriatowych,
produkcje tkanin polimerowych, odlewanie rozpuszczalnikowe potgczone z wymywaniem
czastek statych (np. rusztowania porowate z PLA), spienianie z wykorzystaniem ditlenku wegla,
liofilizacje emulsyjng, separacje faz, elektroprzedzenie oraz metody druku tréjwymiarowego
poprzedzone projektowaniem przestrzennym [54]-[63]. Uzytecznos¢ danej techniki jest
podyktowana konieczno$cia dostosowania powstajgcego produktu do konkretnego

zastosowania.

Rusztowania tkankowe stanowig podstawe w kazdej gatezi inzynierii tkankowej. Ze
wzgledu na charakter prac badawczych w niniejszej pracy skupiono sie w szczegdlnosci na
materiatach i technikach stosowanych w inzynierii tkankowej naczyn krwionosnych, opisanej

w nastepnym rozdziale.
3. Inzynieria tkankowa naczyn krwiono$nych

Inzynieria tkankowa naczyn krwionosnych skupia sie przede wszystkim na
opracowywaniu funkcjonalnych materiatdw moggacych zastepowac lub pomagaé w regeneracji
uszkodzonych elementéw uktadu krazenia. Krew jako ciekta tkanka posiada unikalne
wtasciwosci immunologiczne i mechaniczne, co implikuje potrzebe charakterystyki
dodatkowych parametréow, ktére nalezy braé pod uwage przy wytwarzaniu materiatéw oraz
gotowych konstruktow [64]. Obecnos¢ we krwi komdrek odpornosciowych takich, jak
makrofagi oraz limfocyty powoduje, ze materiaty majgce kontakt z krwig muszg wykazywaé
odpowiednig biozgodno$é ktérej brak moze wywotaé ogdlnoustrojowg odpowied?

immunologiczng organizmu [29], [30], [64].

Drugim istotnym czynnikiem jest mechanizm krzepniecia krwi oparty o aktywacje
trombocytow, ktére w przypadku wykrycia choéby najmniejszej przerwy w ciggtosci naczyn,
indukujg enzymatyczne wytwarzanie fibryny i akumulacje wewnatrz widkien ptytek krwi,
tworzgcych skrzep. Kazda substancja, ktora nie wykazuje petnej zgodnosci z komdrkami krwi
bedzie rozpoznawana przez nie jako wspomniana przerwa, co skutkuje otaczaniem skrzepami
wszczepionych implantow [65], [66]. Efekt ten nosi nazwe trombogenicznosci (Rys. 4) i dotyczy

przewazajgcej czesci syntetycznych implantdw naczyin krwionosnych. Ma on kluczowe
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znaczenie w przypadku projektowania materiatéw zastepujgcych naczynia o matej srednicy.
W przypadku naczyn wiekszych efekt ten powoduje zmniejszenie $wiatta naczyn, jednak wcigz
mogg one spetnia¢ swojg funkcje. Jednak w naczyniach wtosowatych, gdzie nawet niewielki
skrzep moze catkowicie zablokowac droznos¢ arterii ich obecnos¢ jest czynnikiem limitujgcym.
Dlatego tez poszukiwane sg materiaty o wtasciwosciach jak najbardziej neutralnych dla krwi,
a takze takie, ktére majg wtasciwosci przeciwkrzepliwe. Stosowane sg one do powlekania

syntetycznych rusztowan, co zapewnia im wzgledng poprawe hemokompatybilnosci [65], [66].

e . B Konwersja protrombiny
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Adhezja i agregacja
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Rys. 4. Wizualizacja trombogenicznosci biomateriatu w kontakcie z krwig i powstawania
skrzepu [66].

Inzynieria tkankowa uktadu krazenia obejmuje réwniez wykonywanie urzadzen
medycznych przystosowanych do kontaktu z krwig, syntetycznych elementéw uktadu krazenia
jak zastawki, stenty czy taty naczyniowe, catych organdéw (tzw. ,sztuczne serce”) oraz nowe
metody funkcjonalizacji komdrek macierzystych w komarki srédbtonka naczyniowego i miesni
gtadkich naczyn krwionosnych [15], [24], [67]-[70]. Ze wzgledu na charakter niniejszej pracy
w dalszej czesci omdwiono jedynie stan wiedzy dotyczgcej materiatdw stosowanych

w inzynierii tkankowej naczyn krwionosnych.
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3.1. Materiaty wykorzystywane w inzynierii tkankowej naczyn

krwionosnych

Tworzywa uzywane w produkcji rusztowan naczyniowych, oprécz wspomnianej
wczesniej hemo- i biozgodnosci, muszg charakteryzowaé sie takie odpowiednimi
wtasciwosciami mechanicznymi, zblizonymi do wiasciwosci naczyn, ktére zastepujg. Materiaty
takie powinny posiadac¢ duzg elastyczno$é, wytrzymatosé na wysokie cisnienie generowane
przez przeptywajgcq krew oraz wytrzymatos¢ na powtarzajgce sie odksztatcania.
Podstawowymi materiatami wykorzystywanymi w inzynierii naczyn krwionosnych sg wiec
materiaty polimerowe, najczesciej bedace elastomerami [71]. Dzieki ich wtasciwo$ciom moga
by¢ one formowane i przeksztatcane w pozgdane ksztatty, zaréwno ptaskie (taty naczyniowe,

stuzace do zastepowania czesciowych ubytkdw w Scianach naczyn) jak i tubularne (Rys. 5).

Zwuanle arkusza Sieciowanie bezposrednie
A f,'
Dysza 13 (o

Trzpien

Rusztowanie
bez komoérek

Usuwanie Usuwanie

trzpienia trzplenla
Qdlewanie w formie Seh iy

Sieciowanie &

materiatu

Forma

Usuwanie Hodowla
komoérek komadrek

Izolacja

Rusztowanie
z komorkami

Rys. 5. Rdéine metody wytwarzania rusztowan tkankowych naczyn krwionosnych
z wykorzystaniem materiatdw polimerowych naturalnych i syntetycznych. SMC — komorki
miesni gtadkich, EC — komdrki srodbtonka naczyniowego [9]

Zrédta ksenogenne

Do wytwarzania rusztowan tkankowych oprécz materiatéw syntetycznych stosowane
sg takze materiaty pochodzenia biologicznego, gtéwnie biatka oraz polisacharydy [72], [73].
Jednak kazda z powyzej opisanych grup posiada swoje wady i zalety (Tab. 2). Doprowadzito to
do powstania rozmaitych materiatbw kompozytowych oraz préb tworzenia materiatow

syntetycznych w oparciu o surowce pochodzenia naturalnego. Przyktady najwazniejszych
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materiatow stosowanych w inzynierii tkankowej naczyn krwionosnych przedstawiono

w podrozdziatach ponize;j.

Tab. 2. Zestawienie najwazniejszych wad i zalet materiatdw pochodzenia naturalnego
i materiatéw syntetycznych, stosowanych w inzynierii naczyniowej

Materiaty pochodzenia naturalnego

Materiaty syntetyczne

Zalety

Duza biozgodnos¢
Degradacja do produktow
wchtanianych przez komorki
Niskie koszty wytwarzania
Mozliwos¢ funkcjonalizacji
Mata trombogenicznos¢

Szeroki zakres modyfikacji
wtasciwosci mechanicznych

Duza wytrzymatos¢

Mozliwos¢ funkcjonalizacji

Znane i zoptymalizowane metody
syntezy

Niewielka wytrzymatosé . L,
* . virzy e Mata biozgodnos¢
mechaniczna

Wysoka cytotok ¢
e QOgraniczony zakres modyfikacji ¢ ysoka CY otoksycznos¢ ,
Wady wiasciwoéci mechanicznych * Degradacja do produktow
y szkodliwych dla komérek

e Trudnosci w opracowywaniu , .,
. e Wysoka trombogenicznosc¢
metod przetwarzania

3.1.1. Materiaty syntetyczne

Do materiatdw syntetycznych stosowanych w inzynierii tkankowej naczyn
krwionosnych nalezg przede wszystkim elastomery polimerowe, zaréwno w postaci natywnej,
jak i zmodyfikowanej. Pierwsze rusztowania tkankowe naczyn powstaty w oparciu o polimery
oparte na surowcach czysto organicznych — bylty to poli(tetrafluoroetylen) (Teflon®)
poli(tereftalan etylenu) (PET), stosowany pod handlowa nazwg Dacron® oraz rozmaite
poliuretany [74], [75]. Polimerami syntetycznymi sg takze materiaty biodegradowalne oparte
na substancjach pochodzenia biologicznego, jednak nie bedgace z definicji biopolimerami. Do
takich materiatéw zaliczy¢ mozna polilaktyd (PLA), poli -e-kaprolakton (PCL), poli(kwas
glikolowy) (PGA), kopolimer poli(laktyd-kwas glikolowy) (PLGA), poli(L-kwas mlekowy) (PLLA)
oraz inne materiaty powstate w oparciu o kwasy organiczne obecne w produktach naturalnych

[76]-[80].

Pierwotnie wykorzystywane do produkcji rusztowan ePTFE oraz Dacron® okazaty sie
mie¢ istotne wady. Pomimo bardzo dobrych witasciwosci mechanicznych i duzej

wytrzymatosci, powierzchnia rusztowan, ze wzgledu na matg porowatos¢ wykazywata
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niewielkie powinowactwo do komadrek miesni gtadkich i Srédbtonka naczyniowego. Ponadto
oba polimery indukowaty efekt trombogenicznosci, co spowodowato, ze wspdtczesnie
wykorzystywane sg w produkcji fat naczyniowych oraz implantdw naczyn o duzej srednicy.
Stosowane sg rowniez jako sktadniki rusztowan kompozytowych typu rdzen — powtoka: rdzen
rusztowania zbudowany jest z ePTFE lub Dacronu ®, zapewniajgcego dostateczne wtasciwosci
mechaniczne, natomiast zewnetrzng warstwe stanowig porowate, biodegradowalne lub

biozgodne substancje, utatwiajgce adhezje i proliferacje komaérek [81]—[83] (Rys. 6).

Rys. 6. Schemat trojwarstwowego rusztowania kompozytowego typu rdzen-powtoka. Rdzen
wykonany z ePTFE pokryty jest z obu stron warstwg biozgodnego polimeru, np. PLLA

Powtoka
porowata

Rdzen
ePTFE

[ Swiatto naczynia ]

Syntetyczne polimery degradowalne wytworzone z biosurowcdw obecnie wypierajg
stosowanie rusztowan teflonowych i tereftalanowych. Wsréd biodegradowalnych polimeréw
syntetycznych najwieksze zastosowanie w inzynierii naczyi krwionosnych znalazt poli — € -
kaprolakton. Dzieki wysokiej stabilnosci i niskim kosztom produkcji oraz wtasciwosciom
mechanicznym zblizonym do tkanek ludzkich moze byé stosowany w szerokiej gamie
rusztowan tkankowych (Rys. 7) [84], [85]. Jednakze przez wysoka hydrofobowosé powierzchni
adhezja komdrek do takich konstruktéw jest utrudniona, dlatego jest on czesto stosowany
w rusztowaniach kompozytowych, w ktérych warstwe wierzchnig stanowig polimery

o lepszych wiasciwosciach biologicznych, np. PLGA [86], [87].

Rys. 7. Tubularne rusztowania tkankowe naczyn krwionosnych z PCL o rdinej srednicy
wewnetrznej, kolejno od lewej 1 mm, 2 mm oraz 3mm [88]
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Obiecujgce efekty zauwazono takze dla skafoldow wytworzonych metoda
elektroprzedzenia z PGA. Polimer ten zachowuje wysokg krystalicznos¢ i elastycznosé przy
jednoczesnym braku indukcji odpowiedzi immunologicznej oraz satysfakcjonujgcych
wiasciwosciach mechanicznych [89], [90]. Jednakze jego czas degradacji jest zbyt krotki, aby
mogt byé stosowany jako samodzielny surowiec do wytwarzania implantéw naczyn [91].
Z tego powodu najczesciej stosowany jest on w potgczeniu z polilaktydem, PLLA lub PCL, ktére
odpowiadajg za przedtuzenie okresu degradacji rusztowania w organizmie biorcy
wystarczajaco dtugo, aby zapewni¢ odbudowe powtok komdérkowych naczynia. Ponadto PGA
moze podlegac funkcjonalizacji, co rozszerza mozliwosci jego zastosowania [90], [92], [93].
Kompozytowe implanty z PGA i PLLA wykazywaty znacznie wyzsze powinowactwo do komérek
$rodbtonka naczyniowego oraz miesni gtadkich, niz takie same skafoldy z PLLA oraz kontrolne

rusztowania z ePTFE (Rys. 8) [94]—-[96].

Rys. 8. Mikrofotografia SEM przedstawiajgca réwnomiernie zasiedlone komdrkami
srodbtonka naczyniowego rusztowanie PGA-PLLA (A) oraz pojedyncze komoérki srédbtonka
zasiedlajgce rusztowanie kontrolne z ePTFE (B) po 12 miesigcach inkubacji. Pasek skali 20 pm
[94]

Polilaktyd (PLA) dzieki swojej powolnej degradacji do kwasu mlekowego oraz
szerokiemu zakresowi modyfikacji wtasciwosci mechanicznych réwniez znalazt zastosowanie
w inzynierii tkankowej naczyn krwionosnych [80]. Kwas mlekowy jest substancjg obecna
naturalnie w organizmie jako produkt cykli metabolicznych, co warunkuje catkowitg
biozgodnosé PLA i zapewnito mu certyfikacje Amerykanskiej Agencji ds. Zywnosci i Lekdw
(FDA) jako materiatowi do zastosowan biomedycznych. Oprécz inzynierii tkankowej
stosowany jest on takze m. in. do wytwarzania rozpuszczalnych nici chirurgicznych czy

jednorazowych narzedzi [97]. Rusztowania tkankowe naczyd krwionosnych wykonane
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z czystego polilaktydu przez ich wysokg hydrofobowos¢ nie stanowig jednak dobrego podtoza
do adhezji komédrek, przez co wymaga on powlekania, np. heparyng w celu zapewnienia
odpowiedniej kompatybilnosci z komdérkami biorcy [98], [99]. Kolejnym polimerem kwasu
mlekowego o podobnych wtasciwosciach degradacyjnych, lecz otrzymywanym na drodze
innych reakcji chemicznych jest poli-L-kwas mlekowy (PLLA). Stosowany w systemach
dostarczania lekéw byt on takze badany pod katem wykorzystania w produkcji rusztowan
naczyniowych z identycznymi rezultatami — dopiero materiat kompozytowy PCL — PLLA zwany
PLCL wykazywat odpowiednie wtasciwosci biologiczne i mechaniczne, a dalsza funkcjonalizacja

przy uzyciu heparyny pozwolita na jego zastosowanie praktyczne [100]-[102].
3.1.2. Materiaty pochodzenia biologicznego

Materiaty pochodzenia biologicznego, ze wzgledu na znacznie wiekszg biozgodnosé, niz
materiaty syntetyczne, staly sie obiektem zainteresowania inzynierii tkankowej kiedy tylko
zdano sobie sprawe z ograniczen materiatéw syntetycznych. Rozpoczeto poszukiwania
biopolimerédw pochodzenia zwierzecego i roslinnego, zdolnych stanowi¢ zastepstwo badz
mogacych poprawi¢ funkcjonalnos¢ materiatéw syntetycznych. W toku prowadzonych prac
wytypowano kilka substancji naturalnych, ktére znalazty zastosowanie w inzynierii tkankowej
naczyn krwionos$nych. Nalezg do nich biatka, np. kolagen, fibroina czy elastyna oraz

polisacharydy, np. chitozan, celuloza czy alginiany [103]-[111].

Pierwsze modele wykorzystujgce materiaty pochodzenia naturalnego w inzynierii
tkankowej naczyn krwionosnych powstawaty w oparciu o wtdkna kolagenowe [107]. Kolagen
jest biatkiem fibrylarnym bedgcym gtéwnym skfadnikiem substancji miedzykomérkowej
organizméw zywych [103]. Wtasciwosci takie, jak dobra przyswajalnos¢, biokompatybilnosg,
biodegradowalno$¢ oraz wspomaganie adhezji komdrek byty gtédwnymi czynnikami
promujgcymi stosowanie kolagenu w produkcji rusztowan naczyniowych [112]. Jednakze
kolagen, podobnie jak inne polimery naturalne, wykazuje stabe wtasciwosci mechaniczne oraz
szybkie tempo degradacji, co stanowi ograniczenia w zastosowaniu w inzynierii tkankowej
naczyn krwionosnych. Dlatego tez obecnie jest on stosowany jako substancja stanowigca
wierzchnig warstwe w rusztowaniach kompozytowych, odpowiedzialna za zwiekszenie

biokompatybilnosci rusztowan syntetycznych, np. z PLA [113].
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Chitozan jest polisacharydem, otrzymywany jest z chityny w wyniku deacetylacji
w Srodowisku zasadowym [114]. Po kolagenie jest drugim najczesciej wykorzystywanym
materiatem naturalnym w inzynierii naczyniowej. Wykazano, ze posiada on witasciwosci
przeciwzapalne, zwiekszajgce prawdopodobienstwo przyjecia sie implantu
w organizmie biorcy [115]. Ponadto cechuje sie niskg trombogenicznoscia
i cytotoksycznos$cig oraz relatywnie dtugim czasem degradacji, czym warunkuje swoje
zastosowanie w materiatach majgcych kontakt bezposredni z krwig. Rusztowania wytworzone
z chitozanu, pomimo wtasciwosciom sprzyjajgcym adhezji komorek posiadajg waski zakres
zmiennosci wtasciwosci mechanicznych, co ogranicza ich zastosowanie praktyczne do
produkcji uniwersalnych rusztowan tkankowych naczyn krwionosnych. Jest on czesto
wykorzystywany w potgczeniu z polimerami syntetycznymi, np. PLA, PLGA, PEG (Rys. 9) oraz
naturalnymi, np. zelatyna jako substancja powtokowa poprawiajgca biozgodnos¢ skafoldow

i obnizajgca odpowiedZ immunologiczng przylegtych tkanek [115]-[118].

£y !
wafstwa,
chitozdnu

Rys. 9. Tubularne rusztowanie kompozytowe zbudowane z PEG i chitozanu (A),
mikrofotografia SEM o niskim powiekszeniu pokazujgca obie warstwy materiatéw (B) oraz
mikrofotografie o duzym powiekszeniu pokazujgce gtadka strukture warstwy wewnetrznej
PEG (C) oraz witdknistg i porowatg strukture zewnetrznej warstwy chitozanu (D) [118]

Elastyna stanowi przyktad hydrofilowej substancji biatkowej naturalnie wystepujacej
w komérkach naczyn krwionosnych, gdzie odpowiada za elastycznosé sScian zyt i tetnic oraz
zwieksza ich wytrzymato$é na wysokie cisnienie panujgce wewnatrz [119]. Dzieki temu,
posiada znakomite wifasciwosci mechaniczne oraz hemokompatybilnos¢. Zastosowanie
elastyny w inzynierii naczyniowej jest wcigz relatywnie nowym podejsciem, jednak pierwsze
doniesienia méwig o funkcjonalnych materiatach stworzonych z elastyny i kolagenu oraz

elastyny i PCL, ktore charakteryzujg sie zblizonymi wtasciwo$ciami mechanicznymi do tkanek
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ludzkich oraz duzg biozgodnoscig w testach in vivo [105], [120]. Wadg elastyny moze by¢ jej
natywna funkcja biologiczna — ze wzgledu na fakt uczestnictwa w ksztattowaniu i organizacji
komorek budujgcych naczynia spetnia ona takze role inhibitora proliferacji komérek, chronigc
naczynie przed nadmiernym rozrostem tkanki, prowadzgcym do zablokowania jego $wiatta
[121]. Nie prowadzono natomiast badah nad okresleniem wptywu tych wtasciwosci na
potencjalng inhibicje proliferacji komodrek na powierzchni rusztowarn wykonanych

z elastyny.

Fibroina jest biatkiem fibrylarnym zbudowanym z powtarzajgcej sie sekwencji

aminokwaséw (Rys. 10). Jest naturalnym skfadnikiem jedwabiu oraz sieci pajecze;j.

HO
CH, CH,
R R O. O. R O——
NH'\n/ NH NH'\n/ NH NH'\"/ NH
0 0 0 0 0 0

L -n
Gly Ser Gly Ala Gly Ala

Rys. 10. Struktura chemiczna jednostki fibroiny. Gly — L-glicyna, Ser — L-seryna, Ala — L-alanina

Jest substancjg catkowicie nietoksyczng i biokompatybilng. Dzieki swojej strukturze
drugorzedowej w postaci antyrdwnolegtej B-harmonijki cechuje sie wysokg wytrzymatoscia
mechaniczng oraz elastycznoscig [122]. Obecne doniesienia wskazujg na duzy potencjat
zastosowania fibroiny w inzynierii tkankowej naczyin krwionosnych. Rusztowania wykonane
z fibroiny wykazujg wtasciwosci stymulujgce adhezje i proliferacje komoérek miesniowych oraz
srodbtonka naczyniowego przy jednoczesnej redukcji odpowiedzi zapalnej przylegtych tkanek
[123]. Badania degradacji wskazuja na powolny rozpad implantéw, wystarczajgcy do

prawidtowego namnazania sie komadrek na jego powierzchni [124], [125].

Oprécz wyzej wymienionych biomateriatéw zastosowanie w inzynierii naczyniowej
znalazfa takze celuloza, ze wzgledu na wysoka krystaliczno$é, biozgodnos$é i dobre wtasciwosci
mechaniczne, a takze sole kwasu alginowego zwane alginianami. Obie te grupy materiatéw
w postaci hydrozeli stosowane sg do produkcji rusztowan tkankowych zaréwno samodzielnie,
jak i w potaczeniu z zelatyng oraz innymi polimerami syntetycznymi [126]-[130]. Hydrozele

alginianowe wykorzystywane sg takze jako biotusze w druku 3D [131].
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3.1.3. Materiaty nowej generacji i ich perspektywy

Jak wczesniej wspomniano, w ostatnich latach rozwéj nowych materiatéw w inzynierii
naczyniowej podaza w kierunku jak najwiekszej funkcjonalizacji przy zachowaniu mozliwie
duzej biozgodnosci. Coraz czesciej wykorzystywane sg nowe technologie przetwarzania
materiatu w oparciu o szybkie prototypowanie, jak réwniez wykorzystanie osiggnieé
nanotechnologii. Projektowane sg takze materiaty w oparciu o tzw. platform chemicals, czyli
biomonomery, ktére moga by¢ przetworzone w liczne pétprodukty lub produkty bedace

analogami powszechnie stosowanych monomerdw i polimerdow syntetycznych [132].

Metody nanotechnologiczne pozwolity na otrzymywanie rusztowan o precyzyjnie
dobranych parametrach powierzchni oraz wtasciwosciach mechanicznych. Zastosowanie
elektroprzedzenia w skali nano pozwolito otrzyma¢ rusztowania zbudowane z nanowtékien
PLLA, PLGA czy PCL [133]. Wykazano, ze organizacja wtékien w materiale ma istotny wptyw na
kierunek wzrostu i adhezje komodrek srdédbtonka naczyniowego. Zastosowanie rdznych
uktadéw nanowtdkien, w zaleznosci od tego, z jakim rodzajem komodrek ma stycznosé
powierzchnia rusztowania zredukowato wystepowanie przerostéw tkanki w obrebie naczynia,
ufatwiajgc regeneracje tkanek pacjentéw [133]. Wykorzystujgc materiaty pochodzenia
naturalnego, jak kolagen i elastyna udato sie rowniez stworzy¢ samoorganizujgce sie
nanomateriaty. Ich wtasciwosci pozwolity na zwiekszenie jednorodnosci pokrycia implantu
komdrkami oraz wptynety na poprawe cyrkulacji substancji odzywczych miedzy komadrkami
[134], [135]. Nanomateriaty weglowe wykorzystywane sg takze jako funkcjonalizacje
rusztowan, nadajgce im mozliwos¢ kontrolowania wzrostu komdrek oraz sterowania

sygnatami miedzykomdrkowymi w celu kontrolowania przyrostu tkanki na rusztowaniu [136].

Biomonomery platformowe stanowig obiecujaca grupe nowych zwigzkéw w inzynierii
tkankowej naczyi krwionos$nych. Wsrdod wielu opisanych dotychczas platform chemicals,
najwieksze nadzieje poktadane s3 w materiatach otrzymywanych z di- i trikarboksylowych
kwasow organicznych, pochodzgcych z surowcéw naturalnych lub bedgcych uczestnikami cykli
biologicznych. Do najczesciej wykorzystywanych kwasdw nalezg kwas bursztynowy,

metylenobursztynowy (itakonowy), sebacynowy oraz cytrynowy (CTR) (Rys. 11).
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Rys. 11. Kwasy di- i trikarboksylowe wykorzystywane jako biomonomery w produkcji
rusztowan tkankowych naczyn krwionosnych. A — kwas bursztynowy, B — kwas itakonowy, C —
kwas sebacynowy, D — kwas cytrynowy

Kwasy bursztynowy, bedacy produktem posrednim cyklu Krebsa oraz kwas
sebacynowy, otrzymywany z ziaren rgcznika pospolitego znalazty zastosowanie w inzynierii
materiatdw biozgodnych. Wykorzystywane sg jako komonomery w potaczeniu z PLA, PCL
i alkoholami polihydroksylowymi do otrzymywania elastomeréw poliestrowych
o bardzo wysokiej biozgodnosci i wtasciwosciach mechanicznych o szerokim zakresie
modyfikacji [137]-[142]. Kwas itakonowy, otrzymywany na drodze fermentacji cukrow przy
uzyciu Aspergillus Terreus, stanowi przyktad monomeru, ktéry moze by¢ przetwarzany na dwa
sposoby. Moze on ulegac reakgcji polikondensacji do poliestrow, jak i polimeryzacji rodnikowej
dzieki obecnosci podwodjnego wigzania w strukturze [143]. Dzieki temu znalazt on
zastosowanie w produkcji wysoce biokompatybilnych rusztowan poliestrowych oraz coraz

czesciej stosowany jest jako biotusz w druku tréjwymiarowych skafoldow [144]-[147].

Wszystkie wymienione w powyzszych podrozdziatach materiaty, pomimo
bezsprzecznych korzysci ich stosowania posiadajg jednak wady. W wielu przypadkach
polimery te nie posiadajg wystarczajgcej wytrzymatosci lub elastycznosci, aby mogty byé
stosowane jako samodzielny budulec skafoldéw, co implikuje potrzebe szukania dodatkowych
materiatow powtokowych. Réwniez ich hemokompatybilnos¢ zdaje sie byé relatywnie niska,
a w niektdrych przypadkach moze ona stanowi¢ istotng przeszkode w zastosowaniu takiego
materiatu w inzynierii naczyniowej. Kwas cytrynowy i materiaty z niego wytworzone wykazujg

odmienne tendencje, stanowigc obiecujgcg alternatywe do podanych w podrozdziatach
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powyzej materiatéw. Zastosowanie, wiasciwosci i udziat materiatéw otrzymywanych z CTR

w inzynierii tkankowej opisano szczegdétowo w podrozdziatach ponizej.

4. Biozgodne i biodegradowalne materialty otrzymywane 2z kwasu

cytrynowego

Kwas cytrynowy (CTR) jest trikarboksylowym kwasem organicznym wystepujacym
naturalnie w organizmach tlenowych. Uczestniczy w cyklu Krebsa, gdzie jako pierwszy
z produktéw posrednich zostaje wigczony w cigg odwracalnych, enzymatycznych przemian
stuzgcych do wygenerowania odpowiedniej ilosci NADH wykorzystywanych nastepnie do
zasilenia podjednostek fancucha oddechowego i produkcji ATP. Dzieki swojej roli
w organizmach cechuje sie catkowitg biozgodnoscig i brakiem oddziatywan negatywnych na
tkanki zywe. Produkowany jest obecnie metodami fermentacyjnymi z wykorzystaniem wielu
mikroorganizmoéw (drozdzy, grzybdw i bakterii). Najwieksze wydajnosci produkcyjne uzyskuje
sie w hodowli wgtebnej z wykorzystaniem Aspergillus Niger (kropidlak czarny), przy uzyciu
odpadow z przemystu cukrowniczego jako pozywki. Opracowano takze metody otrzymywania
CTR przy uzyciu Yarrowia Lippolytica, ktére to sg zdolne do przeksztatcania w CTR ttuszczy
zwierzecych, n-alkandéw czy gliceryny — dzieki temu produkcja CTR stanowi domkniecie Sciezek
degradacji i recyklingu tych materiatéw oraz powoduje zmniejszenie obcigzenia Srodowiska.
Dzieki dopracowaniu metod fermentacyjnych produkcja CTR jest procesem bardzo
ekonomicznym i wielkoskalowym, przez co jego cena jednostkowa utrzymuje sie na niskim
poziomie [148]. Opisane powyzej wtasciwosci sprawity, ze CTR stat sie obiektem wielu badani

oraz znalazt szerokg game zastosowan w przemysle i medycynie.
4.1. Kierunki zastosowan kwasu cytrynowego

CTR, ze wzgledu na swojg budowe, wysoky biozgodnos¢ i certyfikacje FDA do
zastosowan leczniczych i zywnosciowych znalazt zastosowanie w wielu dziedzinach nauki
i przemystu (Rys. 12). Zarowno matoczgsteczkowe pochodne, jak i materiaty stworzone na
bazie CTR sg z powodzeniem stosowane w medycynie, rolnictwie, przemysle tekstylnym,
papierniczym oraz chemicznym jako alternatywy dla powszechnie stosowanych polimerow

pochodzacych z przetwérstwa ropy naftowe;j.
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Rys. 12. Podstawowe kierunki zastosowania kwasu cytrynowego w roznych gateziach
przemystu i nauki

Materiaty tworzone z CTR w ostatnich latach staty sie przedmiotem badan wielu grup
naukowcow. CTR dzieki obecnosci w swojej czgsteczce trzech grup karboksylowych moze
reagowac ze zwigzkami wielofunkcyjnymi dajac usieciowane poliestry
i poliamidy. Znane sg materiaty otrzymane w reakcji CTR i polisacharydéw — skrobi, celulozy
i jej pochodnych oraz cyklodekstryn [149]-[151]. Kwas cytrynowy moze rdwniez reagowacd
z aminami i biatkami, jak zelatyna, oraz materiatami bioceramicznymi, jak hydroksyapatyt.
Wykorzystywany jest réwniez jako komonomer w wytwarzaniu kompozytowych poliestréw
wraz z innymi kwasami, np. kwasem sebacynowym, maleinowym [152]-[155]. Najliczniejszg
grupa monomerdw stosowang w reakcjach otrzymywania materiatéw polimerowych z CTR sg

alkohole polihydroksylowe, przede wszystkim diole, gliceryna czy sorbitol [156], [157].
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4.1.1. Kwas cytrynowy w technologii Zzywnosci, przetworstwie tworzyw

sztucznych i przemysle opakowaniowym

CTR i jego pochodne wykorzystywane sg w technologii zywnosci m. in. do
utrzymywania witasciwego pH, konserwowania zywnosci oraz usuwania jonéw metali ciezkich.
Bakteriobdjcze witasciwosci tworzyw z CTR wynikajg z ich wysokiej kwasowosci, ktdra
warunkuje nieprzyjazne dla bakterii sSrodowisko na powierzchni materiatéw. Jako dodatek pod
nazwg kodowag E330, CTR jest stosowany jako regulator kwasowosci
i stabilizator produktéow zywnos$ciowych [158]. Materiaty polimerowe, otrzymane z kwasu
cytrynowego i gliceryny lub skrobi sg stosowane w instalacjach oczyszczajgcych gleby i wody
Sciekowe. Wykazano, ze kwas cytrynowy posiada witasciwosci chelatujgce, co pozwolito na
zastosowanie go do oczyszczania gleby i wéd powierzchniowych z jonéw miedzi (Cu?*), rteci

(Hg?*), niklu (Ni?*) czy otowiu (Pb?*) [159]-[163].

Materiaty z CTR moga by¢ potencjalnie wykorzystane jako zamienniki powszechnie
stosowanych syntetycznych polimeréw w produkcji opakowan spozywczych. Mogg by¢
stosowane jako materiaty powiokowe dla folii wykonanych z polimeréw pochodzenia
organicznego, jednakze istniejg doniesienia o badaniach nad biodegradowalnymi foliami
wykonanymi ze skrobi czy celulozy z dodatkiem CTR. Wykazano, ze kwas cytrynowy poprawia
wiasciwosci antybakteryjne takich opakowan, przyczyniajagc sie do wydtuzenia okresu

przydatnosci do spozycia badanych produktéw [164]-[167].

Znane sg réwniez préby wdrozenia materiatdw z kwasu cytrynowego do produkcji
biodegradowalnych tworzyw sztucznych. Redukcja ilosci odpaddw ropopochodnych
pochodzacych z elementéw opakowan i elektroniki stanowi jedno z najwiekszych wyzwan
wspoifczesnej nauki. Jedng z zastosowanych strategii jest stosowanie w zamian surowcéw
biodegradowalnych do wytwarzania materiatéw uzywanych w elektronice i innych gateziach
przemystu. Materiaty z CTR mogga znalez¢ zastosowanie jako dodatki do biotworzyw
wytwarzanych ze skrobi czy celulozy, a takze, w postaci kopolimerdw z kwasem maleinowym,
jako zamienniki polimeréw stosowanych do wytwarzania ptyt drukowanych do uktadéow

scalonych [168]-[171].
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4.1.2. Kwas cytrynowy w medycynie i farmacji

Kwas cytrynowy stanowi jeden z powszechniejszych zwigzkéw pochodzenia
naturalnego stosowanych w medycynie. Sole CTR i metali alkalicznych wykazujg wtasciwosci
hemostatyczne i przeciwkrzepliwe, dlatego wykorzystywany jest m.in. w stacjach
krwiodawstwa i w laboratoriach analitycznych do zabezpieczania prébek krwi przed

wykrzepianiem [172].

Postep medycyny wymusza nieustanng potrzebe opracowywania nowych,
biokompatybilnych i biodegradowalnych kompozytéw do wytwarzania elementéw aparatury,
jednorazowych narzedzi czy bioresorbowalnych nici, opatrunkéw i implantéw. Materiaty
otrzymywane z CTR wpisujg sie w ten trend — znalazty one szereg potencjalnych zastosowan

w medycynie regeneracyjnej, farmacji i diagnostyce medycznej.

Poliestry CTR i alkoholi polihydroksylowych wykorzystywane sg m. in jako matryce
i polimery kapsutkujgce w systemach celowanego dostarczania lekéw [173]. Polimery z CTR,
dzieki usieciowanej, rozgatezionej strukturze dobrze nadajg sie do zamykania w nich
czasteczek substancji aktywnych oraz zwigzkéw modelowych. Ich zdolno$¢ do pecznienia
powoduje, ze kapsutkowana substancja bedzie wyptukiwana w odpowiednim tempie,
warunkujac state dawkowanie leku. Udato sie z powodzeniem zamkngé wewnatrz polimeréw
z CTR miedzy innymi fluoresceine, lidokaine, tlenek azotu (IlI) czy nanoczgastki ztota (Rys. 13)

[173]-[176].
.

Rys. 13. Mikrofotografia TEM skupiska nanoczastek ztota, zagregowanych na kopolimerze
kwasu cytrynowego i PEG

Jednym z nowszych zastosowan materiatdw z CTR jest prdba wykorzystania ich do

wytworzenia degradowalnych elementéw elektronicznych. Istniejg doniesienia o wtdknach
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Swiattowodowych zbudowanych z kopolimeru kwasu maleinowego i CTR z 1,8-oktanodiolem.
Wtdékna takie mogg znalezé zastosowanie w bioobrazowaniu tkanek oraz terapii
fotodynamicznej, gdzie istnieje potrzeba dostarczenia swiatfa do jam ciata przez dtuzszy okres
czasu — takie wtékna zapewniatyby odpowiednie naswietlenie przy jednoczesnej petnej

biozgodnosci i hamowaniu odpowiedzi immunologicznej okalajgcych tkanek (Rys. 14) [177].

Rys. 14. Wtdékna swiattowodowe wykonane z polimeru kwasu cytrynowego, maleinowego
i 1,8-oktanodiolu naswietlane Swiattem niebieskim i czerwonym, testowane pod réznymi
katami ugiecia [177]

4.1.3. Zwiazki fluorescencyjne otrzymywane z kwasu cytrynowego

Fluorescencja jako zjawisko znana jest od wiekdw, a jej zastosowanie w analityce,
syntezie, znakowaniu biologicznym oraz kryminalistyce zostato potwierdzone w szeregu
doniesien literaturowych. Zwigzki fluorescencyjne sg stosowane jako odczynniki
derywatyzujgce w analityce chemicznej, jako sondy molekularne do znakowania protein czy

do oznaczania banknotdw i papieréw wartosciowych.

CTR posiadajgcy trzy grupy karboksylowe i jedng grupe hydroksylowg moze ulegaé
rozktadowi w podwyziszonej temperaturze, dajgc m. in. kwas itakonowy, citrakonowy,
mezakonowy i akonitowy [178]. Moze on takie ulega¢ reakcji kondensacji
z mocznikiem oraz specyficznymi B- i y-aminami, B- i y-aminoalkoholami oraz B- i y-
aminotiolami. W wyniku takiej reakcji powstajg cykliczne, fluorescencyjne pochodne
2-pirydonu (Rys 15). Zwigzki te charakteryzujg sie wyrazng odpowiedzig fluorescencyjng,
wysokimi wydajnosciami kwantowymi oraz fotostabilnoscig [179]. Dotychczas otrzymano

szereg pochodnych 2-pirydonu z CTR z wykorzystaniem miedzy innymi L-cysteiny,
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L-glutationu, mocznika czy L,D-pantenolu [179]-[182]. Dotychczas wyizolowano

i scharakteryzowano fluorofory emitujgce niebieskg i zielong fluorescencje.
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Rys. 15. Schemat syntezy pochodnych 2-pirydonu. X = O, NH, & [179]
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Wybrane pochodne 2-pirydonu znajdujg swoje zastosowanie w analityce. W zespole
badawczym, w ktérym powstata niniejsza praca opracowane zostaty metody oznaczania GSH
oraz D-pantenolu w produktach kosmetycznych i leczniczych, ktére opierajg sie na
derywatyzacji GSH i D-pantenolu z uzyciem CTR jako odczynnika derywatyzujgcego. Powstate
w ten sposéb fluorescencyjne pochodne sg nastepnie oznaczane spektrofluorymetrycznie przy
uzyciu krzywych wzorcowych, pozwalajgc na jednoznaczng determinacje zawartosci badanych

substancji w produktach komercyjnych [180], [181].

Pochodne 2-pirydonu sg réwniez zrédtem wysokowydajnej fluorescencji kropek
weglowych, otrzymywanych z kwasu cytrynowego (Rys. 16). Kropki weglowe sg przedmiotem
badan wielu zespotéw badawczych, poniewaz mogg by¢ wykorzystywane jako biosensory,
sondy do oznaczania stezenia jondw metalii biomolekut, a takze jako barwniki fluorescencyjne
stosowane w mikroskopii fluorescencyjnej i konfokalnej [183]. Pierwsze kropki weglowe
otrzymane poprzez niskotemperaturowg pirolize CTR charakteryzowaty sie niskg wydajnoscig

kwantowg, rzedu 10%. Wykorzystanie do ich syntezy wspomnianych wczesniej
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B-podstawionych amin znacznie zwiekszyto wydajnosci kwantowe fluorescencji, nawet do

90% [183], [184].
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Rys. 16. Schemat syntezy wysokowydajnych kropek weglowych z kwasu cytrynowego

Matoczgsteczkowe fluorofory mogg réwniez byé wprowadzane jako znaczniki do
materiatdw polimerowych, nadajgc im witasciwosci fluorescencyjne. Istniejg doniesienia
literaturowe o wprowadzeniu pochodnych 2-pirydonu do materiatéw silikonowych
o powierzchni modyfikowanej grupami a,B-diaminowymi. Materiaty te zyskaty miejscowe
wiasciwosci fluorescencyjne, odporne na zmiany pH S$rodowiska oraz rozpuszczalniki
organiczne [185]. Wprowadzenie fluorescencji do materiatéw polimerowych z kwasu
cytrynowego réowniez jest mozliwe, co zostato opisane w literaturze oraz paragrafach ponizej

i stanowito istotng czes$¢ badan przeprowadzonych w niniejszej pracy [186].

4.1.4. Kwas cytrynowy w inzynierii tkankowej — poli(cytryniany alkilenu)

(PAC)

Poszukiwania nowych materiatéw w inzynierii tkankowej opieraja sie w duzej mierze
na kompromisach pomiedzy wtasciwosciami mechanicznymi i biologicznymi materiatow.
Opisane w paragrafach powyzej materiaty naturalne i syntetyczne stosowane w inzynierii
tkankowej ze szczegdlnym uwzglednieniem inzynierii naczyniowej cechujg sie mniej lub
bardziej dopasowanymi do danego zastosowania wtasciwosciami. Odpowiedzig na te
problemy mogg by¢ materiaty polimerowe z CTR opracowane na poczatku XXI wieku [187].
Poli(cytryniany alkilenu) (PAC), mylnie zwane w literaturze poli(cytrynianami dioli) stanowig
konkurencyjne rozwigzanie dla materiatéw naturalnych, jak rowniez dla innych polimeréow
syntetycznych opartych na biosurowcach. Dzieki ich biozgodno$ci, mozliwo$ciom modyfikacji,
wiasciwosciom antybakteryjnym i hemokompatybilnosci znalazty one zastosowanie niemal
w kazdej gatezi inzynierii tkankowej i medycyny regeneracyjnej (Rys. 17). Mozliwosci tak

szerokiego zastosowania PAC sg podyktowane takie wysokg ekonomikg ich
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wytwarzania — niska cena stosowanych substratéw w potgczeniu z nieskomplikowang metoda

syntezy czynig je atrakcyjng alternatywa dla wspétczesnie stosowanych rozwigzan.
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Rys. 17. Diagram obrazujacy zastosowanie polimerdw z CTR w réznych dziedzinach inzynierii
tkankowej i medycyny regeneracyjnej

4.1.4.1. Otrzymywanie i wiasciwosci PAC

Poli(cytryniany  alkilenu) sg  syntetycznymi  elastomerami  poliestrowymi
otrzymywanymi w wyniku dwustopniowej reakcji CTR i wybranego diolu (Rys. 18). Wedtug
doniesien  literaturowych reakcja otrzymywania prepolimeru prowadzona jest
w kolbach okragtodennych w atmosferze gazu obojetnego i przebiega w zakresie temperatur

160 - 140°C w czasie 1h. Wydajnosc¢ reakcji syntezy prepolimeru miesci sie zakresie 40 - 60%.
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Nastepnie prepolimer oczyszczany jest poprzez rozpuszczenie w 96% etanolu, wytrgcenie
w wodzie, wirowanie, oddzielanie osadu, liofilizacje i ponowne rozpuszczenie w etanolu lub
dioksanie. Roztwory prepolimeréw poddaje sie sieciowaniu w temperaturze 80°C przez3 -6
dni w formach szklanych lub polistyrenowych. tagodne warunki sieciowania podyktowane sg
konicznoscig usuwania z materiatu powstajgcej w wyniku reakcji wody — zbyt duza
temperatura lub zbyt krétki czas sieciowania powodujg powstawanie w materiale pecherzy

i znieksztatcen [187], [188].
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Rys. 18. Schemat reakcji syntezy poli(cytryniandw alkilenu). R — proton lub reszta alkilenowa,
n=3-16

Otrzymane usieciowane materiaty sg przezroczystymi, amorficznymi (temperatura
zeszklenia = -10°C), elastycznymi ciatami statymi o gtadkiej strukturze. Wykazujg sie
odpornoscig na rozpuszczalniki organiczne [187], [188]. Zastosowanie do ich wytworzenia
tréjfunkcyjnego zwigzku, jakim jest kwas cytrynowy i dwufunkcyjnego diolu pozwolito na
otrzymanie rozgatezionych materiatéw usieciowanych. W literaturze jednak nie mozna znalez¢
szczegbtowych informacji o ich strukturze chemicznej. Pojedyncze doniesienia literaturowe
przedstawiajgce wyniki eksperymentéw NMR dla PAC sg niekompletne, przez co ich doktadna
struktura oraz jej wptyw na wtasciwosci tych materiatéw dotychczas nie zostat w petni zbadany

[177], [189], [190].

Rys. 19. Materiaty lite PAC w postaci folii (A) i materiat porowaty wykonany technika
wymywania poroforu (B) — zdjecia wtasne
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Materiaty PAC mogg by¢ otrzymywane zarowno w formie folii i rurek o gtadkiej
strukturze, jak i w postaci porowatych ggbek (Rys 19). Folie sg otrzymywane poprzez
sieciowanie materiatu w formach, natomiast technologia wykonywania rurek bazuje na
naktadaniu i sieciowaniu cienkich warstw prepolimeru na pret szklany [187]. Do wykonania
materiatdw porowatych stosowana jest technika wymywania poroforu z materiatu, najczesciej
stosowanym poroforem jest NaCl o odpowiednim rozdrobnieniu [191]. Opracowane s3
rowniez materiaty z pamiecig ksztattu oraz rozmaite kompozyty PAC z innymi substancjami

[192].
e Biozgodnosc¢ i biodegradowalnos¢

Materiaty PAC sg materiatami o wysokiej biozgodnosci, co potwierdzity liczne badania
nad ich zastosowaniem w implantologii [193]-[195]. Obecnos¢ reszt cytrynianowych
w strukturze materiatéw, hydrofilowos¢ oraz specyficzna struktura sieci polimerowej tworzg
przyjazne Srodowisko dla wzrostu i proliferacji komérek. W literaturze najczesciej znalez¢
mozna opisy badan biologicznych dla materiatéw otrzymywanych w stosunku molowym 1:1
(CTR:diol) z ktérych wynika, ze powierzchnia materiatu musi by¢ odpowiednio przygotowana
przed posiewem komérkowym. W innym przypadku niskie pH materiatéw bedgce wynikiem
obecnosci nadmiarowych reszt kwasowych moze powodowaé smieré komédrek czynigc

materiat niezdatnym do pozadanych zastosowan [187], [188].

Materiaty PAC sg biodegradowalne — $redni czas rozpadu wynosi od 6 do 18 miesiecy
w symulowanym pH fizjologicznym [188]. Taki okres degradacji jest odpowiedni do
zapewnienia komérkom wystarczajgcego czasu na odbudowe tkanki, jednoczesnie
wystarczajgco krotki, by nie powodowaé nadmiernej proliferacji komorek i przerostéw
tkankowych. Na czas degradacji ma wptyw przede wszystkim dtugosé zastosowanego diolu —
im krétszy, tym degradacja materiatu zachodzi szybciej. Szybkos¢ degradacji materiatéw PAC
moze by¢ réwniez regulowana do konkretnych zastosowan, np. poprzez dodatek dioli
z grupami aminowymi — ich wprowadzenie powoduje skrdocenie czasu degradacji z 6 miesiecy

do kilku tygodni [187].
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e Wiasciwosci antybakteryjne

W implantologii ogromng role odgrywa sterylnosé materiatéw i narzedzi — najmniejsze
zanieczyszczenie patogenami moze powodowaé odpowiedZz immunologiczng pacjenta,
skutkujgcg odrzuceniem przeszczepu a w skrajnych przypadkach zakazeniem
ogodlnoustrojowym i Smiercig. Materiaty PAC, dzieki obecnosci reszt cytrynianowych posiadaja
naturalne  wtasciwosci  antybakteryjne, potwierdzone wobec bakterii E.  Coli
i S.Aureus [196]. Dodatkowo dzieki mozliwosci ich modyfikacji udato sie wprowadzi¢ do
materiatdw inne substancje, jak sole amoniowe i fosfoniowe powodujgce zmniejszenie

powstawania biofilmu w rusztowaniach [197], [198].
e Hemokompatybilnos$¢

Badania nad hemokompatybilnoscia materiatéw PAC potwierdzity mozliwosci ich
zastosowania do produkcji biomateriatéw pozostajgcych w kontakcie z krwig. Materiaty PAC
cechuja sie niskg trombogenicznoscig w porédwnaniu do ePTFE czy PLGA. Adhezja ptytek krwi
do materiatébw PAC takie jest niisza, niz w przypadku wspomnianych materiatow
referencyjnych [199]. W potaczeniu z ich wysokg biozgodnoscia oraz wifasciwosciami
mechanicznymi mogg one stanowi¢ obiecujgcag alternatywe dla obecnie produkowanych
materiatow zastepczych dla naczyn krwionosnych, zwtaszcza w produkcji implantéow naczyn
o matych $rednicach, gdzie niska trombogeniczno$s¢ ma kluczowe znaczenie. Mozliwe jest
takze dalsze modyfikowanie materiatéw PAC za pomocg m. in heparyny w celu wprowadzenia

dodatkowych wtasciwosci przeciwkrzepliwych [200].
e Wiasciwosci mechaniczne

Wtasciwosci mechaniczne PAC sg zblizone do tkanek ludzkich — wydtuzenie wzgledne
wynosi od 150 do 260% w zaleznosci od zastosowanego diolu, natomiast wytrzymatos¢ na
rozcigganie wynosita okoto 6 MPa. Sg to wartosci zblizone do wartosci dla elastyny i ludzkich
tetnic i zyt [187]. Najwazniejszg cechg materiatdw usieciowanych PAC jest jednak mozliwos¢
modyfikowania wfasciwosci mechanicznych do konkretnych zastosowan poprzez zmiane
dtugosci faincucha weglowego uzytego diolu oraz czasu sieciowania, a takie dodatek
modyfikatoréw [194]. W mysl regut reakcji polikondensacji, dtuzszy czas sieciowania przektada

sie na wiekszg ilos¢ przereagowanych grup -COOH i -OH, co skutkuje wiekszg gestoscia
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usieciowania, objawiajacg sie zwiekszeniem wytrzymatosci materiatéw kosztem ich
elastycznosci. Zastosowanie diuzszego fancucha diolu zwieksza elastycznosé materiatow
poprzez zwiekszenie odlegtosci miedzy wigzaniami, a tym samym zmniejszenie gestosci
weztéw sieci, co przyczynia sie do poprawy elastycznosci, jednak kosztem wydtuzenia czasu
degradacji i zwiekszenia hydrofobowosci materiatéw. Wtasciwosci mechaniczne PAC mozna
réwniez zmienia¢ poprzez wprowadzanie innych monomerdw np. kwaséw maleinowego,
itakonowego czy akrylanowych pochodnych glicerolu co pozwolito na zmiane mechanizmu
sieciowania materiatéw, a tym samym na modyfikacje wtasciwosci mechanicznych korncowych
produktow [78], [144], [201]. ROdwniez tworzenie kompozytdw poprzez domieszkowanie PAC
np. poliuretanami, PLLA czy PLGA powoduje poprawe parametréw wytrzymatosciowych przy
zachowaniu wysokiej elastycznosci materiatéw [202], [203]. Pordwnanie wtasciwosci
mechanicznych materiatéw PAC do niektdrych tkanek ludzkich i wybranych polimeréw
stosowanych w inzynierii tkankowej przedstawiono w tabeli ponizej (Tab. 3).

Tab. 3. Pordéwnanie wfasciwosci mechanicznych niektérych tkanek ludzkich, polimeréw

syntetycznych oraz polimeréw z kwasu cytrynowego stosowanych w inzynierii tkankowej [41],
[42], [188], [204], [205]

. Wytrzymatos¢ na Wydtuzenie przy
Materiat rozcigganie [MPa] zerwaniu [%]
Elastyna wotowa 2 150
Ludzkie widkna
- 50
kolagenowe
Miesnie gtadkie
1,4-8,3 48,7-134,8
aorty
PGA 70 <3
PLA 28-50 6
PCL 20,7 300-500
PAC 1,6-17 103-518
Poli(cytrynian
alkoholu 10,96-11,04 10,96-11,04
winylowego)
Kompozyt POC-ZnO 0,60-6,39 64-300
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4.1.5. Modyfikacje PAC

Réznorodnos$é zastosowan materiatdw PAC w inzynierii tkankowej wymusita
mozliwos$é wprowadzania do tych materiatéw nowych funkcjonalnosci, rozszerzajgce wachlarz
ich mozliwych aplikacji. Kwas cytrynowy moze reagowad z réznymi modyfikatorami zaréwno
na etapie syntezy materiatu, jak i poprzez dotgczanie czgsteczek modyfikatora do aktywnych
reszt cytrynianowych na powierzchni materiatéw. Dzieki temu stato sie mozliwe wytworzenie
tworzyw o witasciwosciach adhezyjnych, przeciwutleniajgcych, fluorescencyjnych oraz
wspomnianych wczedniej materiatébw antybakteryjnych czy o zmodyfikowanych

wtasciwosciach mechanicznych.
e Materiaty fluorescencyjne PAC

Polimery biodegradowalne o wifasciwosciach fluorescencyjnych cieszg sie rosnaca
popularnoscia w zastosowaniach biomedycznych. Ich zastosowania obejmujg znakowanie
bioczagsteczek, kontrolowane systemy dostarczania lekéw, rusztowania tkankowe
z kontrolowanym postepem degradacji czy systemy obrazowania komdérkowego. Wiekszos¢
materiatow fluorescencyjnych otrzymywana jest na drodze fizycznego zwigzania w sieci
polimerowej matoczgsteczkowego barwnika organicznego, kropek kwantowych badz
fluorescencyjnych biatek, jak GFP [206], [207]. W nurt rozwoju materiatéw fluorescencyjnych
wpisujg sie takze nowe fotoluminescencyjne polimery biodegradowalne (ang. biodegradable
photoluminescent polymers - BPLP), ktore zbudowane sg z kwasu cytrynowego, dioli oraz
aminokwaséw, stanowigcych zwigzki modyfikujgce. Poczatkowo zaktadano, ze fluorescencja
jest rezultatem tworzenia sie w strukturze materiatédw pierscieniowej struktury morfolino-2,5-
dionu. Pdzniejsze badania wykazaty jednak ze wprowadzenie fluorescencji do materiatow PAC
odbywa sie na zasadzie innego mechanizmu — opisanej we wczes$niejszych rozdziatach
niniejszej pracy reakcji tworzenia pochodnych 2-pirydonu (Rys. 20) [186]. W wyniku tej reakcji
w strukturze polimeru tworzg sie cykliczne imidy, odpowiedzialne za wysoka wydajnosc
kwantowg fluorescencji materiatéw. Oprécz tego istnieje mozliwos¢ wytworzenia materiatéow
modyfikowanych PAC poprzez kowalencyjne zwigzanie wewnatrz sieci polimerowej uzyskanej

wczesniej pochodnej 2-pirydonu z CTR [186].
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Rys. 20. Uproszczony schemat syntezy BPLP z CTR, diolu i cysteiny. R — proton lub reszta
alkilenowa, n = 6-8 [186]

Fluorescencyjne materiaty BPLP zostaty przebadane pod katem stosowalnosci
w inzynierii tkankowej. Dzieki zastosowanej modyfikacji fluorescencyjnej mozliwe byto
bioobrazowanie wszczepionych implantéw polimerowych i obserwacja regeneracji tkanki bez
koniecznosci uzycia metod inwazyjnych (Rys. 21) [208]. Obecnie BPLP produkowane sg
wieloma réznorodnymi metodami i znalazty z powodzeniem zastosowanie w wielu metodach

bioobrazowania, znakowania bioczgsteczek oraz w implantologii [207].

Tydzien 0 Tydzien 2 Tydzien 4 Tydzien 6 Tydzien 8 Tydzien 10 Tydzien 12 Tydzien 16

Rys. 21. Implant polimerowy z rodziny BPLP widoczny wewnatrz ciata myszy laboratoryjnej
w systemie bioobrazowania fluorescencyjnego, obserwowany przez okres 16 tygodni.
Widoczny jest postepujacy zanik fluorescencji w mare postepu degradacji rusztowania przez
odbudowujaca sie tkanke [208].

e Materiaty PAC o wtasciwosciach przeciwutleniajgcych
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Reaktywne formy tlenu sg czgsteczkami niezbednymi do prawidtowego funkcjonowania
organizmu. W odpowiednim stezeniu regulujg procesy zyciowe komodrek oraz sg produktami
ubocznymi reakcji metabolicznych. Regulacjg ich stezenia w organizmie zajmujg sie
wyspecjalizowane czasteczki zwane przeciwutleniaczami — redukujg one nadmiarowe
reaktywne formy tlenu, zapewniajgc bezpieczne funkcjonowanie komorek. Ciata obce takie,
jak rusztowania tkankowe wszczepione do organizmu indukujg nadmierne wydzielanie
reaktywnych form tlenu. Wéwczas mogg one powodowaé lokalne zmiany zapalne, mogace
prowadzi¢ do zniszczenia tkanek okalajgcych rusztowania i w konsekwencji do odrzucenia
implantu —zjawisko to nosi nazwe stresu oksydacyjnego komdrek. Stres oksydacyjny jest takze
przyczyng nadmiernego przyrostu komdrek wewnatrz rusztowania — organizm probuje
zwalczy¢ potencjalny niekorzystny wptyw ciata obcego poprzez otoczenie go ochronng
warstwg wiasnej tkanki [209]. Projektuje sie wiec materiaty modyfikowane czgsteczkami
przeciwutleniaczy, ktére majg za zadanie minimalizowaé stres oksydacyjny komoérek

otaczajgcych rusztowanie, podnoszgc prawdopodobienstwo przyjecia sie wszczepu.

Materiaty PAC o witasciwosciach przeciwutleniajgcych otrzymano poprzez chemiczne
wprowadzenie do struktury materiatéw kwasu askorbinowego [210]. CTR posiada wtasciwosci
przeciwutleniajgce, jednak sg one zbyt mate, aby mogty skutecznie obniza¢ aktywnos$é
oksydacyjng w komérkach. Materiaty modyfikowane kwasem askorbinowym wykazaty sie
wysoka skutecznoscia w zwalczaniu reaktywnych form tlenu  wytwarzanych
w kontakcie z materiatem biologicznym. Wykazano synergiczne dziatanie reszt
askorbinianowych i cytrynianowych — askorbiniany zwalczaty reaktywne formy tlenu podczas,
gdy reszty cytrynianowe chelatowaty jony zelaza odpowiedzialne za indukowanie
w szlakach metabolicznych powstawania wolnych rodnikéw. Dzieki chemicznemu
wbudowaniu kwasu askorbinowego w strukture materiatu PAC jego wfasciwosci utrzymywaty

sie przez caty czas degradacji rusztowania [210].

Otrzymano takze materiaty PAC modyfikowane za pomocg N,N-bis(2-hydroksyetylo)
etylenodiaminy, ktéra powoduje wprowadzenie do materiatéw grup aminowych, zdolnych do
wigzania tlenku azotu. Tlenek azotu hamuje aktywno$é oksydacyjng w komérkach srédbtonka
naczyniowego, dzieki czemu ich proliferacja zostaje przyspieszona. Stopniowe uwalnianie sie

tlenku azotu z materiatu pozwolito na redukcje przerostéw tkanki wokét rusztowan
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tubularnych, promujgc wzrost komorek srodbtonka naczyniowego w stosunku do komérek

miesni gtadkich, zapewniajac korzystne wtasciwosci przeptywu krwi przez implant [211].
4.1.6. Zastosowanie PAC w medycynie regeneracyjnej

4.1.6.1. PAC w inzynierii tkanek nerwowych

Komodrki nerwowe wykazujg zrédinicowane mechanizmy regeneracji — nerwy
obwodowego uktadu nerwowego mogg regenerowac sie w znacznym stopniu, natomiast
komorki osrodkowego ukfadu nerwowego majg bardzo ograniczcone mozliwosci
regeneracyjne [212]. W przypadku uszkodzen obejmujgcych ubytki duzych fragmentow
nerwow lub uszkodzen w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego stosowane sg przeszczepy
nerwow, ktére wykazujg sie mniejsza lub wiekszg skutecznoscig. Osiggniecia inzynierii
tkankowej pozwalajg na wytwarzanie rusztowan tkankowych nerwdw, wstepnie zasiedlanych
odpowiednio zréznicowanymi komérkami pacjenta, a nastepnie wszczepianie ich w miejsce
uszkodzonych regiondéw, co prowadzi do rekonstrukcji potgczen neuronalnych pomiedzy
uszkodzonymi czesciami ciata pacjenta [213]. Poli(cytryniany alkilenu), dzieki swojej wysokiej
elastycznoscii wytrzymatosci mechanicznej oraz biozgodnosci staty sie jednym z potencjalnych
materiatdw wykorzystywanych w odbudowie tkanki nerwowej. Znane s pierwsze doniesienia
literaturowe o testowych skafoldach z materiatéw PAC domieszkowanych diizocyjanianem
1,6-heksametylenu, zastosowanych w prébach laboratoryjnych do odbudowy tkanki
nerwowej [214], [215]. Powstate wtékna nerwowe (Rys. 22) charakteryzowaty sie gfadka
strukturg zewnetrzng oraz porowatym wnetrzem, tworzgcym kanaty dogodne do namnazania

komérek nerwowych.

LS

Rys. 22. Mikrofotografia SEM wtékien nerwowych wykonanych z PAC domieszkowanych
uretanami (A) oraz zdjecie gotowego implantu (B) Zaréwno nieporowata warstwa zewnetrzna,
jak i porowaty rdzen wytworzone s3 z tego samego, modyfikowanego materiatu PAC. Rdznice
w morfologii wynikajg z odmiennych metod wytwarzania obu warstw [215]
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Rowniez niemodyfikowane poli(cytryniany alkilenu) sg brane pod uwage jako

potencjalne biotworzywa majgce zastosowanie w regeneracji tkanki nerwowej [195].
4.1.6.2. PAC w inzynierii tkanek kostnych

Regeneracja tkanki kostnej stanowi obecnie jedng z najprezniej rozwijanych gatezi
inzynierii tkankowej. Uszkodzenia tkanki kostnej powstate zwfaszcza w wyniku urazéw
obszarowych lub resekcji duzych fragmentéw kosci, np. na skutek choroby nowotworowej
wymagajg zastosowania materiatéw podporowych niezbednych do utrzymania ksztattu
odbudowywanej kosci. W implantologii kosci stosowane sg powszechnie biomateriaty
ceramiczne i metaliczne, zapewniajgce stabilng platforme do rekonstrukcji tkanki. Jednak ich
stosowanie niesie ze sobg ryzyko potencjalnego odrzucenia wszczepédw. Na skutek braku
zdolnosci degradacji materiatow ze stopéw metali oraz ceramiki, niekiedy zachodzi potrzeba
usuniecia ich z organizmu, co rodzi konieczno$¢ dodatkowej interwencji chirurgicznej. Aby
temu zapobiec, coraz czesciej wykorzystywane s biomateriaty degradowalne na bazie

surowcow pochodzenia biologicznego.

Poliestry kwasu cytrynowego i dioli domieszkowane hydroksyapatytem (HA) znalazty
zastosowanie w produkcji rusztowan do odbudowy kosci. Hydroksyapatyt stanowigcy
naturalng substancje kosciotwdrczg zapewnia odpowiednie wtasciwosci mechaniczne oraz
porowatosé stosowanych implantéw, podczas, gdy obecnosc reszt cytrynianowych warunkuje
ich odpowiednig biozgodnos¢. W opisywanym przyktadzie zaobserwowano zwiekszong
adhezje komédrek macierzystych szpiku kostnego do rusztowan zawierajgcych PAC, ktdra
zwiekszata sie wraz ze wzrostem zawartosci HA. Wykazano, ze z materiatdbw PAC mozna
wytworzy¢ kompozyty zawierajgce do 60% HA — tak wysoka zawartos¢ hydroksyapatytu
znacznie zwieksza adhezje komdrek do rusztowan i bardzo przybliza wtasciwosci mechaniczne
i biologiczne otrzymanych kompozytowych skafoldéw do wtasciwosci tkanki kostnej [216].
Otrzymano réwniez inne bardziej ztozone materiaty kompozytowe zawierajgce usieciowane
PAC. Znane s3 doniesienia literaturowe opisujgce materiaty oparte na szkielecie z PMGA
i PLLA, na ktory naniesiona jest warstwa polimeru PAC i hydroksyapatytu (Rys. 23) [201], [217],
[218].
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Rys. 23. Przyktad tréjsktadnikowego rusztowania kompozytowego do regeneracji tkanki
kostnej zbudowanego z rdzenia z PLLA i porowatych osnéw z polimeru POC zawierajacego
hydroksyapatyt. A — schemat ideowy rusztowania, B — mikrofotografia SEM porowatej
powierzchni fragmentu zbudowanego z POC-HA, C — mikrofotografia SEM splotu rdzenia PLLA,
D — mikrofotografia SEM przekroju poprzecznego przez rdzen i osnowe oraz mikrofotografii
przedstawiajgca granice faz rdzenia PLLA i osnowy POC-HA (E). F — fotografia przedstawiajgca
gotowe rusztowanie przed wszczepieniem do organizmu modelowego [217]

Materiaty takie majg potwierdzong skuteczno$¢ w przyspieszaniu regeneracji tkanki
kostnej i chrzestnej. Stanowig one rowniez dogodne srodowisko do wzrostu komdrek kosci,

zapewniajgc wtasciwg orientacje odbudowywanej tkanki [217].
4.1.6.3. PAC w inzynierii tkankowej naczyn krwionosnych

Materiaty PAC zostaty pierwotnie opracowane jako potencjalne biotworzywa do
zastosowania w inzynierii tkankowej. Szybko zdano sobie sprawe, ze dzieki ich wysokiej
hemozgodnosci i szerokiemu zakresowi mozliwych modyfikacji znajdg one zastosowanie do
wytwarzania implantéw naczyin krwionosnych. Przez niemal 20 lat od pierwszej publikacji
dotyczgcej PAC w toku wielu badan zaproponowano zrdéznicowane projekty zaréwno
niemodyfikowanych, jak i modyfikowanych materiatow i rusztowan mogacych znalezé
zastosowanie jako zamienniki naczyn krwionosnych o matych $rednicach. Pierwotnie
materiaty PAC wykorzystywano jako materiaty powtokowe dla rusztowan z ePTFE i Dacronu®
(Rys. 24) [219]. Wykazano, ze powlekanie polimerami PAC poprawito wtasciwosci biologiczne
wykonanych rusztowan — komorki wykazywaty wiekszg cytozgodnos¢ przy znacznym

obnizeniu trombogenicznosci. Materiaty kompozytowe ePTFE-PAC odznaczaty sie przy tym
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wysoka wytrzymatosciag mechaniczng, wystarczajgcg do wytrzymania cisnienia fizjologicznego

krwi oraz odpornoscig na rozwarstwienie [219].

Zewnetrzna
Wewnitrzna ) warstwa
warstwa
[ —— orowata
nieporowam r\ P PAC
ePTFE s —h - —— -

Rys. 24. Elastyczne rusztowania kompozytowe ePTFE-PAC. A, B — zdjecia rusztowan
tubularnych, C, D — mikrofotografie SEM przekroju poprzecznego oraz warstwy porowatej, E
— schemat ideowy rusztowania [219]

Poli(cytryniany alkilenu) stosowane sg takze jako sktadniki dwu- i tréjwarstwowych
biodegradowalnych rusztowan kompozytowych. Z materiatdw PAC wykonywane sg warstwy
zewnetrzne majgce kontakt z krwig i komdrkami przylegtych tkanek, natomiast drugi polimer
0 mniejszej biozgodnosci stanowi rdzen warunkujacy odpowiednie wtasciwosci mechaniczne.
Przyktadowo, rusztowania otrzymane z kopolimeréw POC-PLGA z domieszka czynnika wzrostu
komoérek srédbtonka naczyniowego odznaczaty sie wysokim stopniem pokrycia przez komaorki
oraz wyzszg hemokompatybilnoscig, niz referencyjne rusztowania z PLLA (Rys. 25). Badania
pokazaty rowniez, Zze rusztowania zawierajgce CTR cechowaty sie witasciwosciami

przeciwzapalnymi [220].

Rys. 25. Poréwnanie stopnia pokrycia komdrkami rusztowan z kompozytu POC-PLGA (A)
z komdrkami pokrywajgcymi referencyjne rusztowanie z PLLA (B) [220]
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Prowadzono takze badania nad rusztowaniami kompozytowymi PAC — kolagen,
wytwarzanymi metodg elektroprzedzenia. Wykazano, ze charakteryzowaty sie one wyzszg
biozgodnoscig i lepszg proliferacja komdrek $rédbtonka naczyniowego, niz rusztowania
wykonane z czystego kolagenu oraz wiasciwosciami mechanicznymi odpowiednimi dla
potencjalnych materiatéw do produkcji rusztowan naczyniowych. Badano réwniez
rusztowanie wytworzone w postaci dwuwarstwy ztozonej z POC, kolagenu i elastyny,
usieciowanej roztworem glutaraldehydu. Stwierdzono, ze rusztowanie nie jest toksyczne dla
komodrek miesni gtadkich naczyn krwionosnych, a w kontakcie z krwig nie obserwowano
znaczacej hemolizy. Pomimo, ze wartosci wytrzymatosci na rozcigganie oraz wytrzymatosci
cisnieniowej otrzymanych rusztowan wydaja sie by¢ nizsze niz te opisane dla tkanek ludzkich,

mieszczg sie one w zakresie wartosci fizjologicznych [221], [222].

Materiaty modyfikowane rdéwniez mogg znalezé zastosowanie w inzynierii
naczyniowej. Wspomniane wczesniej materiaty zdolne do uwalniania tlenku azotu mogg by¢
wykorzystywane do  wykonywania  opatrunkdéw  naczyniowych  zmniejszajgcych
niekontrolowane przerosty komdrek miesni gtadkich naczyn krwionosnych [211]. Taki sam
efekt zaobserwowano dla materiatdéw POC zawierajagcych inny modyfikator — tretynoine,
pochodng retinolu o wifasciwosciach przeciwzapalnych. Badania na modelu zwierzecym
wykazaty znaczny wptyw zastosowania materiatéw POC na kontrole przerostu miesniowe;j
tkanki naczyniowe]. Dodatkowo wykorzystanie tretynoiny spowodowato dalsze zmniejszenie
proliferacji komorek miesni gtadkich aorty, zwiekszajgc Swiatto naczynia i umozliwiajgc lepszy

przeptyw krwi (Rys. 26) [223].

Regeneracja bez Regeneracjaz Regeneracjaz
opatrunku opatrunkiem z opatrunkiem z
POC + tretynoina

Rys. 26. Zdjecia mikroskopowe przerostu nowopowstatej tkanki wewnetrznej aorty
(neointimy) bez zastosowania opatrunku z modyfikowanego POC oraz przy zastosowaniu
modyfikowanego POC z tretynoing [223]
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Opisane powyzej przyktady stanowig jedynie ilustracje mozliwosci modyfikacji
i wielokierunkowego zastosowania materiatéw polimerowych z CTR. Znalazty one
zastosowanie takze jako systemy celowanego uwalniania lekéw, w regeneracji uszkodzen
pecherza moczowego czy tez w produkcji opatrunkéw o wtasciwosciach przyspieszajgcych

gojenie i regeneracje tkanki [224].
5. Podsumowanie czesci literaturowej

Choroby uktadu sercowo — naczyniowego stanowig jeden z najwiekszych problemoéw
cywilizacyjnych na Swiecie poprzez ich wysokg smiertelno$é i czesto zbyt pdine wykrycie.
W leczeniu choréb uktadu krwionosnego stosowane sg rozmaite srodki farmakologiczne
i zapobiegawcze, niejednokrotnie jednak jedyng drogg do uratowania pacjenta jest
interwencja chirurgiczna. W leczeniu chirurgicznym stosuje sie zwykle autogeniczne
przeszczepy zdrowych naczyn pacjenta w miejsce chorych lub uszkodzonych struktur. Niekiedy
jednak stan naczyn nie pozwala na ich wykorzystanie, co implikuje potrzebe zastosowania

syntetycznych odpowiednikéw.

Materiaty stosowane w chirurgii naczyniowej sg wynikiem potgczonych osiggnieé
biologii, biotechnologii, inzynierii chemicznej i materiatowej, ktére razem stanowig
makrodyscypline inzynierii tkankowej. Kazdy otrzymany materiat musi spetni¢ szereg
rygorystycznych wymogéw, ktore pozwalajg na jego precyzyjne dopasowanie do danych
zastosowan, wigczajagc w to wysoka biozgodnosé, odpowiednie wtasciwosci mechaniczne
i powierzchniowe z mozliwoscig ich modyfikacji oraz w przypadku rusztowan naczyn
krwionos$nych takze niskg trombogenicznosé. Stosowane sg materiaty czysto syntetyczne,
pochodzenia naturalnego oraz rozmaite kompozyty, tgczace struktury syntetyczne z tymi
pochodzenia biologicznego. Podstawowym problemem inzynierii tkankowej jest znalezienie
materiatu, ktéry spetniatby wszystkie stawiane przed nim wymagania przy jednoczesnym

zachowaniu niskich kosztéw wytwarzania oraz wszechstronnosci aplikacyjnej.

Do najczesciej stosowanych w inzynierii tkankowej naczyn krwionosnych materiatéw
syntetycznych mozna zaliczy¢ ePTFE, PCL, PGA, PET czy poliuretany, natomiast
z materiatdw pochodzenia naturalnego wykorzystywano kolagen, elastyne, fibroine czy tez

chitozan. Wszystkie te materialy posiadajg jednak ograniczenia — materiaty syntetyczne
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indukujg odpowiedz immunologiczng, trombogenicznos$¢ oraz stres oksydacyjny komarek,
przez co wymagajg powlekania substancjami polepszajgcymi ich witasciwosci biologiczne.
Z kolei materiaty naturalne zachowujg petng biozgodno$é, jednak ich witasciwosci
mechaniczne i wytrzymatos¢ powodujg duze ograniczenie ich stosowalnosci. Ponadto,
wspomniane wyzej materiaty znajdujg zastosowanie gtéwnie w regeneracji naczyn
o duzych srednicach. W inzynierii tkankowej naczyn krwionosnych o matym przekroju
wspomniane wyzej cechy bio- i hemozgodnosci odgrywajg jeszcze wiekszg role, skutecznie

utrudniajac zastosowanie tych materiatéw.

Obiecujgcymi materiatami posiadajgcymi cechy wszechstronnego materiatu do
zastosowan w inzynierii tkankowej wydajg sie by¢ poli(cytryniany alkilenu). Dzieki biozgodnym
monomerom, stosowanym do ich produkcji oraz szerokiemu zakresowi modyfikacji
wiasciwosci mechanicznych taczg one w sobie cechy wytrzymatosci i odpornosci materiatéw
syntetycznych z biokompatybilnosciag materiatéw pochodzenia naturalnego. Posiadajg one
udokumentowang wieloma badaniami in vitro biozgodno$¢ i hemokompatybilnos¢, a takze
cechujg sie szerokimi mozliwosciami modyfikacji struktury w celu nadania im nowych
funkcjonalnosci. Znalazty zastosowanie w regeneracji tkanek miekkich jak i twardych oraz sg

wcigz rozwijane w kierunku dalszej funkcjonalizacji.

W literaturze znalez¢ mozna wiele doniesien odnosnie syntezy i préb modyfikacji
materiatdbw PAC. Wszystkie one opierajg sie na skomplikowanych, wieloetapowych
protokotach syntezy oraz charakterystyce opisanej dla pierwotnie opracowanych materiatow,
bezkrytycznie powielanej przez lata. Brak jest takze opisdw literaturowych charakterystyki
strukturalnej tych materiatéw, a szczatkowe opisy wynikéw analiz NMR zawierajg liczne
niescistosci. Dlatego tez w ramach niniejszej pracy postanowiono o catkowitej rewizji metodyki
syntezy materiatéw PAC, jak rowniez wykonaniu szczegétowej analizy struktury i wtasciwosci

otrzymanych poliestrow.

Majac na uwadze dostepne doniesienia literaturowe wskazujgce na korzystny wptyw
wiasciwosci przeciwutleniajgcych materiatu na kontrole wzrostu komarek tkanki naczyniowej,
a takze uzytecznosci zjawiska fluorescencji do potencjalnej kontroli degradacji rusztowan
w ciele biorcy, podjeto postanowienie o wprowadzeniu tych modyfikacji do materiatéw PAC.

Istniejgce prace opisujg proby modyfikowania materiatéw PAC za pomocg modyfikatorow
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odpowiedzialnych za nadawanie jednej nowej funkcjonalnosci materiatu. Postanowiono
zatem przeprowadzi¢ ich modyfikacje w taki sposdb, aby za pomoca jednego modyfikatora
wprowadzi¢ do materiatéw obie nowe cechy. Nadrzednym celem byto potwierdzenie
przydatnosci tak otrzymanych materiatéw do ich zastosowania w inzynierii tkankowej naczyn

krwionosnych.
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Cel i zakres pracy

Celem pracy byto otrzymanie prepolimeréw oraz usieciowanych poli(cytrynianéw
alkilenu), petna charakterystyka ich wtasciwosci fizykochemicznych, a takze ich modyfikacja za
pomocg dodatku przeciwutleniacza ktéry miat nada¢ materiatom PAC dwie nowe
funkcjonalnosci — fluorescencje i wtasciwosci przeciwutleniajgce. Dodatkowy cel stanowita
ocena potencjalnego zastosowania takich materiatéw w inzynierii tkankowej naczyn

krwionosnych.

Zakres pracy obejmowat przeprowadzenie licznych syntez, analiz i badan
fizykochemicznych, mechanicznych i biologicznych dla prepolimeréw, usieciowanych
materiatdw kontrolnych i modyfikowanych. Charakterystyka prepolimeréw obejmowata
eksperymenty jedno- i dwuwymiarowe] spektroskopii NMR, uzupetnianej analizami
chromatograficznymi sprzezonymi ze spektrometrig mas oraz oznaczanie liczby kwasowej
i Srednich ciezaréw czgsteczkowych prepolimeréw. Usieciowane materiaty kontrolne oraz
modyfikowane zbadano za pomocg spektroskopii NMR dla préobek statych oraz poddano
analizie wiasciwosci mechanicznych. Wykonano réwniez petng charakterystyke wtasciwosci
spektroskopowych materiatdbw modyfikowanych, obejmujagcg widma UV-Vis oraz
fluorescencji, a takze analize ich witasciwosci przeciwutleniajgcych. W celu okreslenia
stosowalnosci  uzyskanych  materiatédw  usieciowanych ~w inzynierii  tkankowej,
przeprowadzono podstawowe badania ich wiasciwosci biologicznych oraz okreslono wptyw

parametréw syntezy i wtasciwosci materiatéw na wzrost i proliferacje komorek.
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Czes$¢ doswiadczalna

6. Odczynniki

Substraty do syntezy i modyfikacji PAC

e Kwas cytrynowy

©)

O

Masa = 192 g/mol @) HO O

Wzér sumaryczny: CeHsO7

Temperatura degradacji: 165°C HO HO

Temperatura topnienia: 153°C OH
O

Producent: Alfa Aesar

e 1,12-Dodekanodiol

o

o

Masa = 202 g/mol HO/\/\/\/\/\/\/OH

Wz6r sumaryczny: Ci2H260;
Temperatura topnienia: 79°C

Producent: Tokyo Chemical Industries

e 1,10-Dekanodiol

o

o

Masa = 174 g/mol T e e e Ol

Wzér sumaryczny: CioH2202
Temperatura topnienia: 72°C

Producent: Tokyo Chemical Industries

e 1,8-Oktanodiol

o

o

Masa = 146 g/mol OH
HO/\/\/\/\/

Wzér sumaryczny: CgH1g0>
Temperatura topnienia: 61°C

Producent: Angene
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e 1,6-Heksanodiol:

O

©)

O

©)

Masa = 118 g/mol /\/\/\/OH
. . HO

Wz6r sumaryczny: CeH140;

Temperatura topnienia: 42°C

Producent: Tokyo Chemical Industries

e L-glutation (GSH) HO ©
o Masa =307 g/mol O HO O
o  Wz6r sumaryczny: CioH17N306S HzN O T
o Tripeptyd o wiasciwosciach przeciwutleniajgcych HN NH
sktadajacy sie z reszt L-kwasu glutaminowego,
L-cysteiny i L-glicyny H
o Producent: Fluorochem

Pozostate odczynniki

e Odczynniki analityczne

o

10% roztwor soli sodowej resazuryny (AlamarBlue) (Sigma-Aldrich) — barwnik
fluorescencyjny stosowany w oznaczaniu aktywnosci metabolicznej komoérek,
2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (DPPH) (Sigma-Aldrich) — rodnik uzywany
w badaniu wtasciwosci przeciwutleniajgcych
(6as,11BR)-7,11B-dihydro-6H-indeno[2,1-c]Jchromeno-3,4,6a,9,10-pentaol
(hematoksylina) (Sigma Aldrich) - organiczny barwnik niebieski stuzgcy do
trwatego barwienia struktur komoérkowych

Ester acetoksymetylowy N,N'-((3',6'-dihydroksy-3-oksospiro(izobenzofuran
1(3H),9'(9H) ksanteno)-2',7' -diylo)bis(metyleno))bis(N-(karboksymetylo)-glicyny
(kalceina-AM) (Sigma-Aldrich) — barwnik zielonej fluorescencji stosowany
w barwieniu komérek typu live/dead

Jodek propidyny (Sigma-Aldrich) — barwnik czerwonej fluorescencji stosowany
w barwieniu komérek typu live/dead

S6l sodowa 2’,4’,5’,7’-tetrabromofluoresceiny (eozyna) (Sigma Aldrich) — barwnik

czerwony stuzgcy do trwatego barwienia struktur komérkowych
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@)

Wzorce polistyrenowe do oznaczania ciezarow czgsteczkowych w GPC -
sporzadzane poprzez rozpuszczenie 2 mg wzorca w 2 ml THF. Wykorzystano wzorce

o masach 890 g/mol, 1820 g/mol, 6100 g/mol, 9730 g/mol i 130000 g/mol (PSS)

e Odczynniki do hodowli komérkowych

©)

O

o

0,1% roztwor aminokwasow podstawowych (100x, PAA Laboratories GmbH)
0,1% roztwor pirogronianu sodu (PAA Laboratories GmbH),

1% roztwor penicylina-streptomycyna (PAN-Biotech)

10% roztwor ptodowej surowicy bydlecej (Biowest LLC)

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) (PAN Biotech)

Endothelial cells growth medium 2 (EGM - 2) (PromoCell)

Roztwér 10 ng/ml podstawowego czynnika wzrostu fibroblastow FGF-2
(GenScript)

Roztwor trypsyny/EDTA w PBS (PAN-Biotech)

e Rozpuszczalniki i eluenty

o

2% roztwor kwasu mréwkowego — eluent stosowany w analizach LC-MS,
sporzadzany z 98% kwasu mréwkowego (Avantor)

Deuterowany dimetylosulfotlenek 98% z domieszka tetrametylosilanu (DMSO-d6
+ TMS) (Sigma-Aldrich)— rozpuszczalnik uzywany w analizach NMR, zawierajacy
standard wewnetrzny do kalibracji przesuniecia chemicznego

Etanol cz. d. a. (POCH, Chempur) — rozpuszczalnik prepolimeréw

Metanol cz. d. a. (Chemsolve, Avantor) — rozpuszczalnik oraz eluent w analizach
LC-MS

Tetrahydrofuran (THF) cz. d. a. (Supelco) — rozpuszczalnik oraz eluent stosowany
w chromatografii GPC

Woda destylowana

7. Przepisy preparatywne i metody charakterystyki otrzymanych produktow

7.1.

Nazewnictwo probek

W wyniku przedstawionych ponizej licznych reakcji syntez prepolimeréw oraz

usieciowanych materiatow kontrolnych i modyfikowanych konieczne stato sie wprowadzenie
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systemu nazewnictwa prébek, pozwalajgcego na tatwe przyporzagdkowanie omawianych
wynikow do konkretnego typu materiatu. Na rysunku ponizej przedstawiono sposdb
nazywania poszczegoélnych rodzajow prébek, stosowany konsekwentnie we wszystkich

nastepnych podrozdziatach niniejszej pracy (Rys. 27).

H — heksametylen

O — oktametylen

A D — dekametylen
DD - dodekametylen

Stosunek
molowy
kwas:diol

Czas

s |0 | =cPXC_AB Yde

4—10dni

Stosunek
molowy
kwas:diol

H — heksametylen
0O — oktametylen

C- kontrola

C B b cPXC_AB_Yd_M4¢= =

G0,8 — 0,8% GSH

Czas
sieciowania

Stosunek

H — heksametylen molowy

O — oktametylen T ia] 4—10dni

Rys. 27. Schemat nazywania prébek wykorzystywany w niniejszej pracy. A — prepolimery, B —
usieciowane materiaty kontrolne, C — usieciowane materiaty modyfikowane

7.2. Materiaty PAC kontrolne

7.2.1. Synteza prepolimerow

Procedure otrzymywania prepolimeréw podzielono umownie na dwa etapy —
pierwszym jest reakcja w podwyzszonej temperaturze, a nastepnym proces oczyszczania
otrzymanej mieszaniny poreakcyjnej. Wszystkie opisane w ponizszych paragrafach syntezy
zostaty przeprowadzone wedtug takiego podziatu. Zmianom ulegaty warunki reakcji oraz

wykorzystywane diole, co szczegdétowo opisano ponizej.
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e Reakcja otrzymywania prepolimeréow

Kwas cytrynowy i wybrany diol zmieszano w okreslonych dla danej reakcji stosunkach
molowych (Tab. 4i5) w szklanych fiolkach o pojemnosci 50 ml. Kazda z fiolek byta zaopatrzona
w mieszadetko magnetyczne o wymiarach 2,5 x 0,8 cm. Nastepnie, reagenty ogrzewano
w temperaturze 140°C przez 40 min przy statym mieszaniu (100 obr/min) w otwartych fiolkach
aby umozliwi¢ swobodne odparowywanie uwalniajacej sie pary wodnej. Fiolki wazono wraz
z zawartoscig przed i po reakcji celem oszacowania stopnia konwersji reagentéw. Szczegdtowe
dane odnosnie nawazek i otrzymanych prepolimerédw przedstawiono w tabelach dotyczgcych

danej serii reakcji (Tab. 4 5).
e Oczyszczanie mieszanin poreakcyjnych

Otrzymane mieszaniny reakcyjne rozpuszczano w 40 ml 96% etanolu, przelewano
butelek wiréwkowych 250 ml i wytragcano w 150 ml wody destylowanej, a nastepnie
odwirowano za pomocg wiréwki laboratoryjnej MPW-350, przy 5000 obr/min przez 10 min.
Kazda butelka byta wazona przed napetnieniem zawiesing PAC, w celu umozliwienia
oszacowania wydajnosci prowadzonych syntez. Po odwirowaniu, ciecz znad proébek
zdekantowano, a nastepnie otrzymane materiaty zamrozono i liofilizowano przez 24 godziny

w aparacie CHRIST Alpha 2-4 LDplus (ci$nienie = 0,35 mbar, temperatura = - 85°C).

Po liofilizacji butelki zawierajgce oczyszczone prepolimery ponownie zwazono. Czes¢
prébek pozostawiono nierozpuszczone do wykorzystania do celéw analitycznych. Pozostate
prepolimery ponownie rozpuszczono w etanolu, uzyskujagc 30% roztwory wagowo-

objetosciowe — byly one podstawg do otrzymania materiatéw usieciowanych.
7.2.1.1. Reakcje przesiewowe syntezy prepolimeréow

W pierwszych reakcjach syntez wykorzystano cztery diole alifatyczne: 1,6-heksanodiol,
1,8-oktanodiol, 1,10-dekanodiol oraz 1,12-dodekanodiol. Reakcje i oczyszczanie prowadzono
wedtug opisanej w pkt. 7.2.1 procedury w trzech stosunkach molowych CTR:diol. W celu
okres$lenia najbardziej optymalnych warunkéw syntezy oraz maksymalnego czasu
prowadzenia reakcji otrzymywania prepolimeréw dla PHC i POC przeprowadzono takze

syntezy w wydtuzonych czasach, odpowiednio 60 i 90 minut (Tab. 4).
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Tab. 4. Zestawienie otrzymanych probek prepolimeréw PAC oraz nawazek substratéw
wykorzystanych do ich otrzymania, a takze warunkéw reakcji dla przeprowadzanych reakcji
przesiewowych

CTR Diol CTR Diol T Czas reakgji
Nazwa
[g] (g] [mol] [mol] [°C] [min]
PHC
PHC_1:1 12,38 7,62 0,065 0,065
PHC_2:3 10,40 9,60 0,054 0,081 40
PHC_1:2 8,97 11,03 0,047 0,093 140
PHC_1:1_60 12,38 7,62 0,065 0,065 60
PHC_2:3_90 10,40 9,60 0,054 0,081 90
POC
POC_1:1 11,36 8,64 0,059 0,059
POC_2:3 9,34 10,66 0,049 0,073 40
POC_1:2 7,93 12,07 0,041 0,083 140
POC_1:1_60 11,36 8,64 0,059 0,059 60
POC_2:3_90 9,34 10,66 0,049 0,073 90
PDC
PDC_1:1 10,49 9,51 0,055 0,055
PDC_2:3 8,47 11,53 0,044 0,066 140 40
PDC_1:2 7,11 12,89 0,037 0,074
PDDC
PDDC_1:1 9,74 10,26 0,051 0,051
PDDC_2:3 7,75 12,25 0,040 0,061 140 40
PDDC_1:2 6,44 13,56 0,034 0,067

Otrzymane w wyniku reakcji prepolimery poddano wstepnej charakterystyce oraz
probom sieciowania i ocenie cytotoksycznosci otrzymanych usieciowanych poliestrow.
Na podstawie uzyskanych wynikéw zadecydowano o odrzuceniu materiatdow i prepolimeréow
otrzymanych z 1,10-dekanodiolu oraz 1,12-dodekanodiolu, a takze o odrzuceniu stosunku

molowego 1:2 (CTR:diol) w przypadku wszystkich otrzymanych materiatéw. Do dalszych
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syntez wykorzystywano 1,6-heksanodiol oraz 1,8-oktanodiol w stosunkach molowych

(CTR;diol) 1:1 oraz 2:3.
7.2.1.2. Synteza prepolimerdéw na skale preparatywna

W wyniku koniecznosci otrzymania duzych ilosci prepolimeréw przeprowadzono reakcje
syntezy na wiekszg skale. Do reakcji wykorzystano 1,6-heksanodiol oraz 1,8-oktanodiol
w stosunkach molowych (CTR;diol) 1:1 oraz 2:3. Reakcje oraz oczyszczanie otrzymanych
prepolimeréow przeprowadzono wedtug procedury opisanej w pkt. 7.2.1. Ze wzgledu na
przeprowadzong rewizje protokotu syntezy przedstawiong szczegétowo w pkt. 8.1.1.2 nie
zmieniono objetosci naczyn reakcyjnych lecz ich liczbe, a reakcje przeprowadzano w wielu
powtdrzeniach. Otrzymano prepolimery zarowno w formie 30% roztwordow
w etanolu, jak rowniez w formie nierozpuszczonej. Szczegdty dotyczace ilosci reagentéw oraz
warunkoéw reakcji przedstawiono w tabeli ponizej (Tab. 5)

Tab. 5. Zestawienie otrzymanych probek prepolimeréw PAC oraz nawazek substratéw

wykorzystanych do ich otrzymania, a takze warunkéw reakcji dla przeprowadzanych reakcji na
wiekszg skale

CTR Diol CTR Diol T Czas reakgji
Nazwa .
(e] (g] [mol] [mol] [°C] [min]
PHC
PHC 1:1 12,38 7,62 0,065 0,065
140 40
PHC 2:3 10,40 9,60 0,054 0,081
POC
POC 1:1 11,36 8,64 0,059 0,059
140 40
POC_2:3 9,34 10,66 0,049 0,073

7.2.2. Charakterystyka prepolimeréow

7.2.2.1. Analiza liczby kwasowej prepolimeréw

Pomiary liczby kwasowej przeprowadzono zgodnie z norma I1SO 660:2010. W tym celu
rozpuszczono 150 mg badanego prepolimeru w 10 ml 96% etanolu, a nastepnie

zmiareczkowano 0,0413 M etanolowym roztworem KOH z fenoloftaleing jako wskaznikiem.
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Oznaczenie dla kazdego prepolimeru przeprowadzono w trzech powtdrzeniach. Liczbe

kwasowg wyznaczono z nastepujacego wzoru:

(Vs = Vi) * Ckoy MGkon
Ms gprébki

LK =

Gdzie:

e V;—objetos¢ KOH uzyta do zmiareczkowania prébki badanej [ml]
e Vp —objetos¢ KOH uzyta do zmiareczkowania prébki Slepej [ml]
e Ckon— stezenie uzytego roztworu KOH [mol*dm3]

e Ms—masa prébki [g]

Wartosci liczb kwasowych badanych prepolimeréw zamieszczono w pkt. 8.1.2.1.
7.2.2.2. Analiza GPC prepolimeréw

Wykonano analizy otrzymanych prepolimeréw z wykorzystaniem chromatografii
zelowej w celu okreslenia ich wagowo s$rednich mas czgsteczkowych (My) oraz liczbowo
$rednich mas czasteczkowych (Mn). Analizy przeprowadzono korzystajgc z chromatografu
wyposazonego W pompe LC-20AD, degazer DGU-20A3R, zawdér manualny
z petlg 25 ul, termostat CTO-10AS VP oraz detektor refraktometryczny RID-10A (Shimadzu).
Rozdzielanie przeprowadzono na dwdch potgczonych szeregowo kolumnach Phenogel 5 um
Linear (Phenomenex). Kolumny byly termostatowane (40°C). Aparat pracowat pod kontrolg
oprogramowania LabSolutions LC (Shimadzu). Jako eluent oraz rozpuszczalnik prébek
badanych i wzorcéw zastosowano THF cz. d. a. stabilizowany inhibitorem. Analizy prowadzono
w uktadzie izokratycznym. Predkos$é przeptywu wynosita 1 ml/min. Prébki sporzadzano
poprzez rozpuszczenie 2 mg prepolimeru w 2 ml THF, otrzymujgc stezenie 1 mg/ml. Do
opracowania wynikow wykorzystano metode krzywej wzorcowej, wzorce uzyte w kalibracji
metody to polistyren o masach czgsteczkowych odpowiednio: 890 g/mol, 1820 g/mol, 6100
g/mol, 9730 g/mol, 130000 g/mol. Roztwory wzorcéw sporzgdzano analogicznie do
roztworéw prébek badanych. Otrzymane wartosci zostaty wyliczcone automatycznie
w programie LabSolutions LC. Uzyskang krzywg wzorcowg oraz wyniki dla badanych prébek

zamieszczono w pkt. 8.1.2.2.
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7.2.2.3. Analiza FIA-ESI-MS prepolimeréw

Wszystkie eksperymenty FIA-ESI-MS przeprowadzono z uzyciem pomp LC-20ADXR
Nexera i dozownika model SIL-20ACXR sprzezonego z systemem spektrometrii mas LCMS-
8030 (Shimadzu) z uzyciem elektrorozpylania (ESI). Urzadzenie pracowato pod kontrolg
oprogramowania LabSolutions w wersji 5.91 SP1 (Shimadzu). Przed analiza prepolimery
rozpuszczano w metanolu, otrzymujgc roztwory o stezeniu 1 mg/ml, a nastepnie
przefiltrowano za pomocg filtra strzykawkowego (0,22 pm). Roztwory byty nastrzykiwane do
aparatu ESI-MS z pominieciem kolumny chromatograficznej. Objetos¢ nastrzyku wynosita 5 pl,
a szybkos¢ przeptywu 0,5 ml/min dla wszystkich analiz. Analizy metodg FIA przeprowadzono
w ukfadzie izokratycznym. Fazami ruchomymi byty: A - 2% kwas mréwkowy w wodzie
demineralizowanej, oraz B - czysty metanol. Profil izokratyczny wynosit: 1%-A:99%-B. Widma
masowe z dodatnig, jak i ujemna jonizacjg uzyskano w systemie LC-MS i zarejestrowano za
pomoca oprogramowania LabSolutions. Zrédto jonizatora pracowato w trybie dodatnim (ESI+)
i ujemnym (ESI-), przy napieciu elektrorozpylania 5 kV i temperaturze kapilary 250°C, przy
uzyciu N2 jako gazu do rozpylania (15 I/min). Zbierano chromatogramy jonéw molekularnych
i widma masowe bez uzycia fragmentac;ji. Spektrometr masowy pracowat w trybie skanowania
od m/z 10 do 2000 Da. Do widm petnoskanowych stosowano czasy zatrzymania 50 ms/Da.
Otrzymane widma oraz chromatogramy wraz z analizg sktadu oligomeréw opisano w pkt.

8.1.2.3.
7.2.2.4. Analizy NMR prepolimeréow w roztworze

W celu przeprowadzenia analizy strukturalnej prepolimeréw wykonano widma NMR
za pomocy spektrometru JNM-ECZR500 RS1 500 MHz (Jeol). Okoto 60 mg kazdej prébki
rozpuszczano w DMSO-d6 i poddawano analizie. Eksperymenty 'H i 3C NMR,
'H-'H COSY NMR, 3C-*H HSQC NMR i 3C-*H HMBC NMR przeprowadzono dla prepolimeréw
otrzymanych w stosunku molowym reagentéw 1:1, dla prepolimeréw 2:3 przeprowadzono
tylko eksperymenty 'H NMR. Na podstawie otrzymanych widm NMR przeprowadzono
szczegbtowe kalkulacje wifasciwosci strukturalnych otrzymanych materiatéw. Wyniki
przeprowadzonych  eksperymentow  oraz  struktury otrzymanych  prepolimeréw

przedstawiono w pkt. 8.1.2.4.
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7.2.3. Sieciowanie materiatéw kontrolnych cPAC

Proces sieciowania prowadzono poprzez wylewanie 30% roztwordéw prepolimeréw na
formy polipropylenowe lub polistyrenowe i utwardzanie ich przez 4 lub 10 dni w temperaturze
80°C, przy czym przez pierwszy dziedn pod ci$nieniem  atmosferycznym,
a pozostate dni pod zmniejszonym cisnieniem (200 mbar). W ramach wspomnianych w pkt.
7.2.1.1 badan przesiewowych przeprowadzono takze postpolimeryzacje materiatéw z 1,10-
dekanodiolu oraz 1,12-dodekanodiolu. Badania te wykazaty, ze materiaty wytworzone z dioli
o diugosci tarncucha powyzej osmiu atomdéw wegla sg zbyt hydrofobowe aby komérki byty
w stanie ulec adhezji do ich powierzchni. Ponadto stwierdzono, ze proébki przygotowane
z prepolimeréw otrzymanych w stosunku molowym reagentéw 1:2 (CTR:diol) nie nadaja sie
do dalszej charakterystyki ze wzgledu na ich spontaniczny rozkfad i cytotoksycznos¢
matoczgsteczkowych substancji uwalnianych z nich podczas kontaktu z medium hodowlanym
(tzw. ekstraktow). Prowadzono réwniez préby sieciowania w temperaturze 70°C oraz
w interwatach czasowych 6 i 8 dni. Wykazano, ze obnizenie temperatury postpolimeryzacji nie
powodowato istotnych zmian we wfasciwosciach otrzymanych poliestréw, podobnie jak
wprowadzenie dodatkowych czaséw sieciowania. Materialy usieciowane w toku
prowadzonych reakcji przedstawiono ponizej (Tab. 6). Zostaty one wykorzystane do dalszych
badan stuzgcych okresleniu ich wtasciwosci.

Tab. 6. Zestawienie otrzymanych materiatéw usieciowanych cPAC otrzymanych w wyniku
przeprowadzonych reakcji sieciowania

PHC POC
Czas
1:1 2:3 1:1 2:3
sieciowania
4 dni cPHC 1:1_4d cPHC 2:3 4d cPOC 1:1 4d cPOC_2:3 4d
10 dni cPHC_1:1 _10d cPHC_2:3_10d cPOC_1:1_10d cPOC_2:3_10d
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7.2.4. Charakterystyka materiatéw kontrolnych cPAC

7.2.4.1. Analiza materiatdw kontrolnych cPAC za pomocg NMR dla

prébek statych

Do zobrazowania struktury materiatdw usieciowanych zastosowano spektroskopie
ssNMR. Analizy przeprowadzono w pracowni NMR Instytutu Chemii Makromolekularnej
Czeskiej Akademii Nauk w Pradze. Badane prébki materiatéw analizowano za pomoca
spektrometru Avance |l HD 500 MHz (Bruker). Czestotliwos¢ wirowania pod katem
magicznym (MAS) dla probki wynosita 15 kHz. Zastosowane opdznienie kolejnego cyklu
wynosito 15 sekund. Skala przesunie¢ na widmie 3C NMR byta kalibrowana glicyng jako
zewnetrznym wzorcem (176,03 ppm). Aby skompensowac ogrzewanie spowodowane tarciem
wirujgcych prébek, wszystkie eksperymenty NMR byly rejestrowane przy aktywnym
chtodzeniu. Temperatura prébki byta utrzymywana na poziomie 298 K, a kalibracje
temperatury przeprowadzono na Pb(NOs), przy uzyciu procedury kalibracyjnej opisanej

w literaturze. Wyniki przedstawiono w pkt. 8.1.4.1.

7.2.4.2. Badania wiasciwosci mechanicznych materiatow kontrolnych

cPAC

W celu okreslenia wtasciwosci mechanicznych otrzymanych materiatéw wykonano dla
nich pomiary wydtuzenia wzglednego i wytrzymatosci na rozcigganie. Pomiary
przeprowadzono z uzyciem maszyny wytrzymatosciowej Zwick model 1445 (Zwick) zgodnie
z normg ASTM D412 dla materiatéw elastomerowych. Prébki w ksztatcie wiosetek (po pieé
z kazdego materiatu) wycieto z wiekszych arkuszy usieciowanych materiatdw za pomoca
odpowiedniego stempla, oczyszczono za pomocg metanolu, a ich wymiary zmierzono za
pomocy suwmiarki przed prébg rozciggania. Predko$¢ rozciggania wynosita 500 mm/min
i zostata dobrana na podstawie podobnych pomiarédw opisanych w literaturze [188].

Otrzymane wykresy ilustrujgce wyniki przedstawiono w pkt. 8.1.4.2.
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7.2.4.3. Pomiary twardosci materiatdw kontrolnych cPAC

Twardos¢ usieciowanych polimeréw mierzono zgodnie ze skalg ASTM D2240 typu Adla
materiatéw elastomerowych i kauczukéw, przy uzyciu durometru Shore’a typu A (INSIZE).
Prébki badano weciskajgc w materiat stope durometru z ptaskim nosem, a wynik odczytywano
po 15 sekundach. Obie strony prébki (gérna i dolna powierzchnia) byty badane w dwdéch

powtdrzeniach. Otrzymane wykresy ilustrujgce wyniki przedstawiono w pkt. 8.1.4.3.
7.2.4.4. Badania zgodnosci biologicznej materiatéw kontrolnych cPAC

W celu oszacowania mozliwosci zastosowania wykonanych materiatéw w inzynierii
tkankowej, niezbedne stato sie przeprowadzenie testow zgodnosci biologicznej. Badania
przeprowadzono w Katedrze Biomateriatéw i Kompozytéw Wydziatu Inzynierii Materiatowej
i Ceramiki AGH. Wykonano dwa rodzaje takich testéow dla materiatéw kontrolnych — badania
zywotnosci i aktywnosci metabolicznej komdérek w kontakcie z ekstraktami z materiatéw oraz

hodowle komdrkowe w bezposrednim kontakcie z powierzchnig materiatu.
e Przygotowanie i hodowla linii komérkowych

Do przeprowadzonych testéw wykorzystano komoérki macierzyste pochodzace
z tkanki ttuszczowej (ASC) wyizolowane z lipoaspiratu na podstawie zgody etycznej wydanej
przez Komisje Etyczng w Szpitalu Na Bulovce w Pradze oraz za $wiadomg zgodg uzyskang od
pacjenta. Komorki hodowano w DMEM uzupetnionym 10% roztworem ptodowe] surowicy
bydlecej, 1% roztworem penicyliny-streptomycyny, 0,1% roztworem pirogronianu sodu, 0,1%
roztworem aminokwaséw podstawowych i roztworem 10 ng/mL podstawowego czynnika
wzrostu fibroblastéw (FGF-2). Hodowle prowadzono w butelkach w temperaturze 37°C
w inkubatorze z kontrolowang wilgotnoscig i stezeniem CO; (5%) (Eppendorf). Komérki byty
wykorzystywane do 5 pasazu. Zawiesine komérek uzyskiwano przez dodanie roztworu
trypsyny/EDTA w roztworze buforowym PBS, a nastepnie wirowanie. Oderwane komorki
liczono w hemocytometrze Birkera, umieszczano w 96-dotkowych ptytkach hodowlanych

w gestosci 5x10° komérek na dotek i inkubowano przez 24 godziny.
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e Hodowla komérkowa i badanie zywotnosci komorek w kontakcie z ekstraktami

z materiatéw cPAC

Dla potrzeb okreslenia zywotnosci komodrek przeprowadzono ich hodowle w 10%
ekstraktach prébek cPHC i cPOC polimeryzowanych przez 10 dni (tj. cPHC_1:1_10d,
cPOC_1:1_10d, cPHC_2:3 10d, cPOC_2:3 10d). W celu uzyskania 10% ekstraktéw z probek
wazono je i zanurzano w DMEM uzupetnionym 10% roztworem ptodowej surowicy bydlecej
w stosunku 1:10. Nastepnie inkubowano je przez 24 godziny w temperaturze 37°C
w inkubatorze z kontrolowang wilgotnoscia i stezeniem CO; (5%) (Eppendorf). Przygotowane
ekstrakty sterylizowano przy uzyciu filtrow strzykawkowych 0,22 um i poddawano dalszemu
rozcienczeniu w podtozu hodowlanym. Dodatkowo mierzono pH ekstraktéw przed dodaniem
ich do dotkdéw. Po 24 godzinach hodowli ASC, podtoze wzrostowe w kazdym dotku
zastepowano 200 ul nierozcieiczonego lub rozcieiczonego ekstraktu odpowiedniej prébki
CcPHC lub cPOC w stosunku 1:2, 1:4, 1:8 i 1:16, natomiast $wieze podfoze umieszczano
w prébkach kontrolnych (puste dotki w ptytce polistyrenowej zasiedlone komérkami, tzw.
kontrola TCPS). Po 1, 3 i 7 dniach hodowli przeprowadzono testy zywotnosci komérek
i aktywnoséci metabolicznej. Zywotno$é komdrek oceniano za pomocg mikroskopii
fluorescencyjnej przy uzyciu mikroskopu odwréconego Axiovert 40 (Carl Zeiss). Przed
obserwacjg przeprowadzano barwienie live-dead, a zywe komérki kontrbarwiono na zielono
kalceing-AM, natomiast jgdra martwych komdrek kontrbarwiono na czerwono jodkiem
propidyny. Oba barwniki fluorescencyjne dodawano do PBS w stezeniu 1 pl na kazdy 1 ml
roztworu buforowego PBS. Nastepnie do kazdego dotka z ASC dodawano 100 pl uzyskanego
roztworu. Aktywnos¢ metaboliczng komoérek, ktéra jest kolejnym wskaznikiem zywotnosci
komorek, a takze proliferacji komérek, oceniano za pomocg odczynnika AlamarBlue (10% w/v
roztwér soli sodowej resazuryny w DMEM). Odczynnik AlamarBlue mieszano z DMEM
uzyskujgc 5% roztwoér, ktorym zastepowano ekstrakty (oraz czyste medium w przypadku préby
kontrolnej) w dotkach i inkubowano przez 4 godziny w temperaturze 37 °C. Redukcje
odczynnika Alamar Blue mierzono fluorescencyjnie za pomocg czytnika ptytek FLUOstar
Omega (BMG Labtech). Dtugos¢ fali wzbudzenia i emisji wynosita odpowiednio 544 i 590 nm.

Procentowg redukcje resazuryny obliczano wedtug wzoru:

% Redukcja Resazuryny = % -100%
100 — Jo
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Gdzie:

o fy—intensywnosc fluorescencji probek badanych
o fo—intensywnos¢ fluorescencji probek kontrolnych (czysty DMEM)
e fip0 — intensywnos$¢ fluorescencji resazuryny zredukowanej w 100% (odczynnik

rozpuszczony w medium hodowlanym ogrzewany w 121°C przez 4 godziny)

Test AlamarBlue wykonywano w trzech powtérzeniach, a wyniki przedstawiono jako
$rednie = odchylenie standardowe. Analizy statystyczne przeprowadzono w oprogramowaniu
OriginLab. W celu obliczenia réznic istotnych statystycznie na poziomie p < 0,001, p < 0,01
i p < 0,05 zastosowano jednokierunkowy test ANOVA z poréwnaniem s$rednich metodga ,,post
hoc” Tukey'a. Wyniki przeprowadzonych badan w formie zdje¢ i wykreséw znajdujg sie w pkt.

8.1.4.4.

e Badanie liczebnosci i morfologii komorek hodowanych w kontakcie bezposrednim

z materiatami cPAC

Najbardziej obiecujgce polimery, jak wykazaty badania in vitro w ekstraktach, t;j.
cPHC_2:3 10d i cPOC_2:3_10d, wykorzystano do hodowli komérek w bezposrednim
kontakcie z ASC. Prébki przygotowano w sposéb opisany wczesniej, porcje prepolimeréw
wlewano do dotkéw ptytek 96-dotkowych (Nunclon) i sieciowano bezposrednio w dotkach
przez 10 dni. Przed eksperymentem hodowli komdérkowej materiaty sterylizowano 70%
etanolem i Swiattem UV przez 30 min, a na koniec doktadnie przemywano kilkakrotnie DMEM.
Nastepnie na prébki wylewano zawiesine komodrkowa (5x10° komdrek na dotek),
a komoérki hodowano w temperaturze 37°C w inkubatorze z kontrolowang wilgotnoscia
i stezeniem CO; (5%) (Eppendorf). Po 1, 3 i 7 dniach hodowli obserwowano natywne komorki
pod epifluorescencyjnym mikroskopem optycznym Olympus IX 51 z kamerg cyfrowg DP 70
(Olympus). Dodatkowo, komérki po 7 dniach hodowli utrwalano w 2% paraformaldehydzie
i barwiono hematoksyling i eozyna dla lepszej wizualizacji morfologii komérek. Sredni obszar
komarki, stosunek aspektu komérki (dtugosé: szerokosé) i srednia liczba komérek w dniu 13
zostaty obliczone za pomocy oprogramowania Imagel. Analiza statystyczna zostata
przeprowadzona zgodnie z opisem powyzej. Wyniki przeprowadzonych badan w formie zdjeé

i wykresow znajdujg sie w pkt. 8.1.4.4.
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7.3. Materiaty cPAC modyfikowane

7.3.1. Modyfikacja materiatéw cPAC

7.3.1.1. Modyfikacja materiatdw w masie

W celu otrzymania modyfikowanych materiatéw cPAC wykorzystano wodne roztwory
L-glutationu o réznych stezeniach (Tab. 7). Roztwory sporzadzono poprzez odwazenie na
wadze analitycznej odpowiednich ilosci GSH, przeniesienie do kolb miarowych, dolanie wody
do kreski i rozpuszczenie w myjce ultradzwiekowej. Tak otrzymane roztwory przechowywano

w lodéwce i wykorzystywano do przygotowywania materiatéw modyfikowanych.

Tab. 7. Oznaczenia i stezenia roztwordw GSH uzywanych do modyfikacji materiatéw cPAC

) Stezenie roztworu
Oznaczenie roztworu
[mg/ml]
G0,4 50
GO0,8 100

Materiaty modyfikowane przygotowano w formach polipropylenowych. Najpierw
naniesiono 2,5 ml wodnego roztworu modyfikatora o odpowiednim stezeniu. Nastepnie do
formy wlewano 100 ml 30% etanolowego roztworu danego prepolimeru, mieszano delikatnie
i wstawiano do suszarki do usieciowania. Tak dobrane ilosci roztwordw prepolimerdw
i modyfikatora pozwalaly na otrzymanie korncowego stezenia modyfikatora
w materiale na poziomie odpowiednio 0,4 i 0,8%. Warunki oraz czasy sieciowania byty
identyczne, jak w przypadku materiatéw kontrolnych (temperatura 80°C, czas sieciowania
4 i 10 dni, pierwszy dzien cisnienie atmosferyczne, nastepne dni 200 mbar). Materiaty
sieciowane w ptytkach hodowlanych przygotowywano analogicznie odpowiednio zmniejszajgc
objetosci modyfikatora i prepolimeru i sieciowano w takich samych warunkach, jak materiaty
w formach polistyrenowych. W tabeli 8 przedstawiono wszystkie otrzymane materiaty
usieciowane. Zostaty one wykorzystane do przeprowadzenia ich petnej charakterystyki

opisanej ponize;j.
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Tab. 8. Zestawienie probek materiatdw modyfikowanych cPAC otrzymanych w wyniku
przeprowadzonych reakgji

PHC POC
Modyfikator 1:1 2:3 1:1 2:3
Czas sieciowania 4 dni
0,4 cPHC_1:1 4d_  cPHC_2:3 4d_ | cPOC_1:1 4d_  cPOC_2:3 4d_
G0,4 G0,4 G0,4 G0,4
cPHC 1:1 4d_  cPHC 2:3 4d_ | cPOC_1:1 4d_  cPOC_2:3 4d_
c08 GO,8 GO,8 GO,8 GO,8
Czas sieciowania 10 dni
G0.4 cPHC_1:1_10d_ cPHC_2:3_10d_ | cPOC_1:1_10d_ cPOC_2:3_10d_
’ GO,4 GO,4 GO,4 G0,4
Go,8 cPHC_1:1_10d_ cPHC_2:3_10d_ | cPOC_1:1_10d_ cPOC_2:3_10d_
GO0,8 GO0,8 GO0,8 GO0,8

7.3.2. Charakterystyka materiatéw modyfikowanych cPAC

7.3.2.1. Analiza materiatow modyfikowanych cPAC za pomocg NMR dla
probek statych

Pomiary widm za pomocg spektroskopii jadrowego rezonansu magnetycznego z ciafa
statego zostaty zarejestrowane w identyczny sposéb i w identycznych warunkach, jak
w przypadku widm dla materiatéw kontrolnych. Procedure szczegétowo opisano w punkcie

7.2.4.1. Wyniki przedstawiono w punkcie 8.2.2.1.

7.3.2.2. Analiza wiasciwosci spektroskopowych materiatow

modyfikowanych cPAC

e Pomiary widm emisji

Otrzymane materiaty poddano charakterystyce spektroskopowej w celu potwierdzenia
obecnosci czgsteczek fluoroforu w strukturze materiatu, jak réwniez, aby oszacowac zaleznos¢
intensywnosci fluorescencji od ilosci dodanego modyfikatora. Badania przeprowadzono
z uzyciem spektrofluorymetru RF-6000 (Shimadzu) pod kontrolg oprogramowania
LabSolutionsRF z zamontowang przystawka do badania emisji probek statych. Z kazdego

materiatu wybito za pomocg stempla fragment w ksztatcie kota o Srednicy 12 mm. Pomiar
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widm emisji przeprowadzono w zakresie dtugosci fali emisji 400-600 nm przy dtugosci fali
wzbudzenia 355 nm. Szczeliny dla emisji i wzbudzenia ustawiono na 5 nm. Zarejestrowano
rowniez mapy 3D fluorescencji dla materiatéw cPHC_1:1_10d. Zakres dtugosci fali wzbudzenia
ustawiono na 200-400 nm, zakres dtugosci fali emisji wynosit 300-600 nm, natomiast szczeliny
dla emisji i wzbudzenia ustawiono na 3 nm. Otrzymane widma w formie wykresow

przedstawiono w pkt. 8.2.2.2.

7.3.2.3. Analiza  wftasciwosci  przeciwutleniajagcych  materiatéw

modyfikowanych cPAC

W celu wykazania wifasciwosci przeciwutleniajgcych otrzymanych materiatéw
wykonano test z uzyciem rodnika DPPH. W tym celu sporzgadzono jego roztwér przez
rozpuszczenie 15,8 mg substancji w 100 ml 99,5% metanolu.

Tab. 9. Rozmieszczenie prébek materiatéw kontrolnych i modyfikowanych cPAC na ptytkach
24 dotkowych w trakcie inkubacji w badaniu wtasciwosci przeciwutleniajgcych

Doftki 1-3 4-6

Ptytka 1
A cPHC_1:1_4d cPHC_1:1 _4d_G0,4
B cPHC_1:1_4d_G0,8
C cPHC_1:1_10d cPHC_1:1_10d_GO0,4
D cPHC_1:1_10d_GO0,8

Ptytka 2
A cPHC_2:3_4d cPHC_2:3_4d_G0,4
B cPHC_2:3_4d_G0,8
C cPHC_2:3_10d cPHC_2:3_10d_G0,4
D cPHC_2:3_10d_G0,8

Ptytka 3
A cPOC_1:1_4d cPOC_1:1_4d_G0,4
B cPOC_1:1_4d_G0,8
o cPOC_1:1_10d cPOC_1:1_10d_GO0,4
D cPOC_1:1_10d_G0,8

Ptytka 4
A cPOC_2:3_4d cPOC_2:3_4d_G0,4
B cPOC_2:3_4d_G0,8
o cPOC_2:3_10d cPOC_2:3_10d_GO0,4
D cPOC_2:3_10d_G0,8
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Z kazdego materiatu wybito za pomocg stempla po 3 prébki w ksztatcie kofa
o Srednicy 12 mm, ktdére nastepnie umieszczono na przezroczystej ptytce 24-dotkowej
(Thermo Scientific). Jako prébe kontrolng zastosowano probki z materiatow
niemodyfikowanych. Prébki materiatéw zalano 500 pl roztworu DPPH i 100 pl metanolu. Tak
przygotowane ptytki (Tab. 9) inkubowano w ciemnym miejscu przez 2 godziny. Po zakoriczeniu
inkubacji z kazdego dotka pobrano po 200 pl roztworéw na ptytke 96-dotkowag (VWR)
i wykonano analize absorpcji przy dtugosci fali 517 nm za pomoca czytnika ptytek Infinite 200

PRO (Tecan). Otrzymane wyniki w formie wykreséw przedstawiono w pkt. 8.2.2.3.
7.3.2.4. Badania mechaniczne materiatow modyfikowanych cPAC

Dla otrzymanych prébek materiatéw modyfikowanych cPAC wykonano badania
mechaniczne, polegajgce na pomiarze wartosci wydtuzenia wzglednego i pomiarze sit
rozciggajgcych. Badania wykonano wedtug identycznego protokotu, jak dla materiatow
kontrolnych. Sposéb przeprowadzenia pomiaréw opisano szczegétowo w pkt. 7.2.4.2. Wyniki

zostaty przedstawione w pkt. 8.2.2.3.
7.3.2.5. Pomiary twardosci materiatow modyfikowanych cPAC

Dla materiatéw modyfikowanych cPAC wykonano takze pomiary twardosci metoda
Shore’a. Protokdt przeprowadzania badan byt taki sam, jak dla materiatéw kontrolnych

i zostat szczegétowo przedstawiony w pkt. 7.2.4.3. Wyniki zamieszczono w pkt. 8.2.2.4.

7.3.2.6. Badania zgodnosci biologicznej materiatow modyfikowanych

cPAC

W celu potwierdzenia korzystnych parametréw biozgodnosci oraz eliminacji
potencjalnej cytotoksycznosci otrzymanych materiatéw, przeprowadzono komérkowe testy
biokompatybilnosci materiatdw, polegajace na inkubacji komdrek w bezposrednim kontakcie
z poliestrem. Tak, jak w przypadku materiatéw kontrolnych i fluoroforu, badania
przeprowadzono w Katedrze Biomateriatéw i Kompozytéw Wydziatu Inzynierii Materiatowej

i Ceramiki AGH.

e Przygotowanie hodowli komérkowych stosowanych w analizach
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Do badan wykorzystano trzy linie komérek wywodzace sie z tkanek ludzkich: ASC —
ludzkie komérki macierzyste pochodzace z tkanki ttuszczowej, HUVEC — ludzkie komorki
srodbtonka zyty pepowinowej i VSMC — komodrki miesni gtadkich naczyd krwionosnych.
Hodowle komdrek prowadzono w mediach hodowlanych, specyficznych dla danych komérek.
Komorki ASC oraz VSMC hodowano w DMEM (PAN Biotech) z dodatkiem 10% roztworu
surowicy bydlecej (Biowest LLC) oraz, w przypadku ASC z dodatkiem roztworu 10 ng/ml
podstawowego czynnika wzrostu fibroblastéw FGF-2 (GenScript). Dla HUVEC wykorzystano
medium EGM-2 (PromoCell) wzbogacone suplementami FCS-10, hEGF-2.5, HC-100, VegF-0.25,
hBFGF-5, R3 IGF-1, AA-500 oraz Hep-11.25 (PromoCell). Hodowle prowadzono w butelkach
hodowlanych w temperaturze 37°C w inkubatorze z kontrolowang wilgotnoscig i stezeniem
CO; (5%) (Eppendorf). Komoérki byty wykorzystywane do 5 pasazu. Zawiesine komorek
uzyskiwano przez dodanie roztworu trypsyny/EDTA w roztworze buforowym PBS, a nastepnie

wirowanie.
e Hodowla komérek w bezposrednim kontakcie z materiatami modyfikowanymi PAC

Materiaty kontrolne i modyfikowane do badan komdrkowych zostaty przygotowane
wedtug protokotu opisanego powyzej w 96 dotkowych ptytkach polistyrenowych (Nunclon).
Badano tylko materiaty sieciowane przez 10 dni w obu stosunkach molowych
z zastosowaniem obu roztworow modyfikujgcych. Przygotowane materiaty byly dwukrotnie
sterylizowane za pomocg 70% etanolu oraz przy uzyciu lampy UV w cyklach 30 minutowych,
nastepnie dwukrotnie przemyto je medium hodowlanym. Na tak przygotowane materiaty
naniesiono zawiesiny komarek w ilosci 5000 komérek/dotek w 200 pl medium. W przypadku
komérek ASC po 4 dniach wymieniono medium hodowlane na medium réznicujace. Inkubacje
prowadzono przez 7 dni. W celu poprawienia witasciwosci wizualnych komérek, w 7 dniu
wykonano barwienie komérek hematoksyling i eozyng, nastepnie obserwowano komérki pod
epifluorescencyjnym mikroskopem optycznym Olympus IX 51 z kamerg cyfrowg DP 70

(Olympus). Wykonane zdjecia preparatéw zamieszczono i opisano w punkcie 8.2.2.6.
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8. Wyniki i dyskusja
8.1. Materiaty PAC kontrolne
8.1.1. Synteza prepolimerow

8.1.1.1. Wiasciwosci otrzymanych prepolimeréw

W wyniku przeprowadzonych badan otrzymano szereg réznych prepolimeréw PAC. Na
rysunku 28 przedstawiono szczegdétowo sposdb oczyszczania otrzymanej mieszaniny
poreakcyjnej. Prepolimery PAC sg produktem kondensacji CTR i odpowiedniego diolu,
otrzymywanym zwykle w postaci przezroczystych, bezwonnych i bezbarwnych syropow
(Rys. 28). Chociaz zaréwno CTR, jak i diol stosowane w syntezie prepolimeru PAC s3 tatwo
rozpuszczalne w wodzie, tak produkt koricowy wykazuje odmienne wiasciwosci. Jest to
spowodowane postepem wzrostu tancucha prepolimeru w czasie reakcji, co prowadzi do
zuzycia grup hydrofilowych w obrebie substratéw, a to z kolei powoduje wzrost
hydrofobowosci formutowanych makroczgsteczek. Z drugiej strony, otrzymane prepolimery
sg dobrze rozpuszczalne w alkoholu etylowym i innych polarnych rozpuszczalnikach
organicznych, co wskazuje na mate S$rednie ciezary czasteczkowe oraz maty udziat

rozgatezionych oligomerdw.

oreakcyjna
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Rys. 28. Schemat syntezy i oczyszczania prepolimeréw PAC
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Po oczyszczeniu (Rys. 28) klarowne roztwory etanolowe mogg zosta¢ poddane
procesowi sieciowania. Niektdre oczyszczone probki pozostawiono nierozpuszczone,
prepolimery te zostaty wykorzystane do dalszych badan przedstawionych ponizej. Podczas
pierwszych préb otrzymywania prepolimerédw zgodnie z protokotem opisanym w literaturze
(kolba okragtodenna z mieszadtem mechanicznym, dwie temperatury prowadzenia reakcji)
zauwazono jednak liczne problemy, ktére uniemozliwiaty przeprowadzenie powtarzalnej
reakcji syntezy, w ktérej otrzymany produkt charakteryzowat sie takimi samymi
wiasciwosciami [188]. Postanowiono o catkowitej rewizji protokofu literaturowego
i wprowadzeniu modyfikacji pozwalajgcych na zniwelowanie zaobserwowanych

niekorzystnych zjawisk.

W tym miejscu nalezy wspomnie¢ o badaniach wstepnych, stuzgcych doborowi
odpowiedniego diolu do otrzymywania materiatdw PAC. We wczesnych etapach pracy
planowano opracowywanie materiatéw na bazie czterech dioli — 1,6-heksanodiolu, 1,8-
oktanodiolu, 1,10-dekanodiolu oraz 1,12-dodekanodiolu. Przeprowadzono syntezy
prepolimerédw z ww. dioli oraz wykonano wstepng charakterystyke w celu okreslenia ich
dalszej stosowalnosci. Przygotowano takze prébne materiaty usieciowane, ktére réwniez
zbadano pod katem ich wytrzymatosci mechanicznej i charakterystyki biologiczne;.
Przeprowadzone analizy wykazaty, ze pomimo zadowalajgcych wtasciwosci prepolimeréw
z dioli o dtuiszych niz 8 fancuchach alkilenowych, usieciowane materiaty stanowity
nieprzyjazne srodowisko dla wzrostu i proliferacji komérek. Zdecydowano, ze w toku dalszych
badan bedg wykorzystywane wytgcznie prepolimery i materiaty otrzymywane z 1,6-

heksanodiolu i 1,8-oktanodiolu (Rys. 29).

Wyijasnienia wymaga rowniez wybér stosunkdéw molowych reagentéw uzytych do
syntezy. Prepolimery otrzymywano w stosunkach molowych 1:1, 2:3 oraz 1:2 (CTR:diol). Dobér
takich udziatéw substratéw podyktowany byt checig przetestowania materiatéw innych, niz
powszechnie opisywane w literaturze materiaty otrzymywane w stosunku molowym
reagentow 1:1. Nalezy tu podkresli¢, ze stosunek ten odpowiada rownomolowemu udziatowi
grup funkcyjnych w materiale. CTR ma trzy grupy karboksylowe i jedng grupe hydroksylows.
Grupa hydroksylowa w CTR, przez swojg bardzo niskg reaktywnos¢ nie bierze jednak udziatu
w tworzeniu wigzan estrowych co powoduje, ze w przypadku udziatu substratow 1:1

w polimerze wystepuje nadmiar niezwigzanych grup -COOH. Moze to przektadaé sie na wzrost
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kwasowosci, a wiec takze na wifasciwosci biologiczne otrzymywanych materiatow.
Skompensowanie wspomnianego nadmiaru grup karboksylowych zapewnia dopiero
zastosowanie nadmiaru molowego diolu, a wiec stosunku molowego reagentéw 2:3
(CTR:diol). Przeprowadzono takze wstepne badania dla prepolimeréw zawierajacych znaczny
nadmiar grup hydroksylowych (stosunek molowy reagentéw 1:2), jednak zaréwno
prepolimery, jak i materialy usieciowane otrzymane w tym stosunku molowym ulegaty
spontanicznej dekompozycji niezaleznie od uzytego diolu. Zadecydowano wiec
o wykorzystaniu w toku dalszych badan dwéch stosunkéw molowych reagentéw - 1:1

i 2:3 (CTR:diol).
8.1.1.2. Modyfikacje parametrow syntezy

Do gtéwnych probleméw zaobserwowanych podczas syntezy z uzyciem metody
literaturowej nalezg lokalne niedogrzania i przegrzania mieszaniny reakcyjnej. W wyniku tych
zdarzen moze dojs¢ zaréwno do zmniejszenia wydajnosci reakcji, jak i do termicznego rozktadu
CTR. Degradacja termiczna CTR skutkuje powstaniem w mieszaninie niejednorodnych
makroczgsteczek, zawierajgcych w swoich tancuchach zaréwno reszty cytrynianowe, jak
i pochodzgce od innych kwaséw organicznych, powstajacych w wyniku rozktadu CTR, takie jak
itakoniany, citrakoniany, akonitany czy mezakoniany, ktérych obecno$¢ moze znaczaco
wptywaé na wtasciwosci mechaniczne i fizykochemiczne materiatdw usieciowanych
otrzymywanych z takich prepolimeréw [178]. Niedogrzania mieszaniny reakcyjnej skutkujg
z kolei nieréwnomiernym stopniem przereagowania substratéw w mieszaninie, co przektada
sie na zmniejszenie koncowej wydajnosci reakcji, a to z kolei powoduje koniecznosc
przeprowadzenia wiekszej ilosci syntez i zwiekszonego zuzycia substratéw. Do najbardziej
prawdopodobnych Zrédet powyziszych probleméw zwigzanych z niedogrzaniem
i przegrzaniem nalezg: niejednorodna dystrybucja ciepta, niedostateczne wymieszanie oraz
wysoka temperatura stosowana w poczatkowych etapach reakcji otrzymywania prepolimeru
PAC. Ponadto zastosowanie podwyziszonej temperatury (160°C) do wstepnego topienia
substratéw wraz z niewtasciwym doborem naczyn reakcyjnych i urzadzen mieszajgcych
znacznie sprzyja termicznemu rozktadowi CTR. Zastosowano wiec modyfikacje protokotu
syntezy, zaréwno pod wzgledem wprowadzenia kontroli procesu, doboru temperatur reakgcji,

jak i stosowanych naczyn reakcyjnych i systemdéw mieszajgcych.
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e Kontrola procesu syntezy prepolimeréw PAC

o HO._0 o RO O

A
HO + HOJY )OH —+0 O
HOTN_on T e T HO —

0 O

Rys. 29. Schemat reakcji syntezy prepolimeréw PAC. n = 6 lub 8, R —atom wodoru lub faicuch
alkilenowy

Dla opracowania najbardziej efektywnych warunkéw syntezy prepolimerow PAC
kluczowe znaczenie miat wybér prostego parametru reakcji, ktory mégtby by¢ bezposrednio
skorelowany z jej przebiegiem. Majgc na uwadze, ze prepolimer PAC wytwarzany jest
w reakgcji polikondensacji, w ktérej na jedno wigzanie kowalencyjne utworzone miedzy grupa
karboksylowg CTR a grupa hydroksylowag w diolu uwalniana jest jedna czgsteczka wody (Rys.
29). Uznano, ze postep reakcji mozna w przyblizeniu okresli¢ poprzez pomiar masy wody, ktéra
zostata usunieta z mieszaniny reakcyjnej. W tym celu czesto stosuje sie tapacze pary wodnej,
ktére jednak w przypadku protokotéw syntezy opisanych w niniejszej pracy bytyby
niepraktyczne ze wzgledu na duzg liczbe matych naczyn uzywanych w syntezach. W zwigzku
z tym, zaktadajgc, ze para wodna jest jedynym produktem gazowym powstajgcym podczas
syntezy prepolimeréw PAC, zdecydowano sie wykorzysta¢ ubytek masy reakcji jako wskaznik
ilosci wydzielanej wody. Dlatego tez szacowany stopien konwers;ji (a) substratéw do danego
prepolimeru mozna byto w prosty sposdb obliczyé poprzez zwazenie fiolek wypetnionych

reagentami przed i po reakcji (Tab. 10), postugujac sie wzorem:

Gdzie:

®  Mprzed — Masa fiolki wraz z substratami i elementem mieszajgcym przed reakcja
® mpo - masa fiolki wraz z substratami i elementem mieszajacym po reakgji

e Mu,0— masa molowa wody = 18 g/mol

e nc.—sumaryczna ilos¢ moli substratéw w fiolce

e 100 - mnoznik procentowy
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Tab. 10. Tabela z masami fiolek ,przed i po” jednej z reakcji syntezy prepolimeru wraz
z wyliczonymi stopniami konwersji. Dla kazdej serii wykonanych reakcji sporzadzono
analogiczne tabele, pozwalajgce na dokonanie obliczen

Ubytek Stopien
Nazwa Moprzed [g] Mpo [g] nc[mol] .e
wody [mol] konwersji
PHC_1:1 45,4785 44,2023 0,0709 0,1289 52,38
PHC 2:3 50,0213 48,6990 0,0735 0,1354 54,27
POC_1:1 47,7886 46,5663 0,0679 0,1182 57,44
POC_2:3 45,6340 44,3920 0,0690 0,1215 56,78

e Dobdr naczyn reakcyjnych i sposobu mieszania

Rys. 30. Naczynie reakcyjne stosowane do otrzymywania prepolimeréw PAC z mieszaning
poreakcyjng

W literaturze prepolimery PAC wytwarza sie poprzez ogrzewanie reagentéw
w kolbach okragtodennych w tazni z olejem mineralnym lub w kolbach Erlenmeyera przy
uzyciu goracej ptyty. Ze wzgledu na duzg lepkos¢, ktérej towarzyszy stosunkowo duza objetosc
mieszaniny reakcyjnej, efekty lokalnego przegrzania, jak i niedogrzania mieszaniny reakcyjnej
sg nieuniknione. W zwigzku z tym, zamiast tego zdecydowano o zastosowaniu czterech
mniejszych cylindrycznych naczyn reakcyjnych (25 ml kazde) umieszczonych w dedykowanym
bloku grzejnym, aby otrzymaé jedng partie prepolimeréw PAC (Rys. 30). W ten sposéb,
poprzez zmniejszenie objetosci reakcji i zapewnienie bardziej jednorodnej dystrybucji ciepta
mozliwe byto zminimalizowanie lokalnych wahan temperatury i niepozgadanych efektow
zwigzanych z niedostatecznym wymieszaniem reagentéw. Ponadto zaobserwowano wyrazny

wptyw wydajnosci mieszania na stopien catkowitej wydajnosci reakcji. Dla reakgji
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prowadzonych z uzyciem mieszadet o réznych wymiarach rdéznice w koncowej wydajnosci
reakcji wynosity do 40% (mieszadto cylindryczne 2,0 x 0,6 cm ~20%, mieszadto cylindryczne
2,5 x 0,8 cm ~60%). Dlatego tez, aby moc zbadac inne parametry reakcji, wszystkie syntezy
prowadzono z uzyciem identycznych mieszadet przy tej samej predkosci obrotowej 100
obr/min, kontrolowanej na ptycie grzewczej wyposazonej w mieszadto. W rzadkich
przypadkach, gdy ubytek masy danej reakcji znacznie odbiegat od pozostatych reakcji
z badanej partii, mozliwe byto jej wyeliminowanie, nie wptywajac na ogdlng jakos¢ koricowej
partii zsyntetyzowanego prepolimeru PAC. Ostatecznie, po poréwnaniu szacowanej konwersji
reagentow w kazdym z naczyn reakcyjnych, mozliwe byto ich potgczenie i oczyszczenie jako

jednego produktu danej syntezy.
e Doboér wiasciwej temperatury reakgcji

Wyeliminowanie problemu mieszania pozwolito na okreslenie wptywu temperatury
reakcji na wydajnos¢ procesu. W niniejszej pracy do syntezy prepolimeréw PAC zastosowano
tylko jedng temperature reakcji (140°C), co stoi w sprzecznosci z dwiema temperaturami
opisanymi w literaturze (160°C przez pierwsze minuty reakcji, a nastepnie schtodzenie do
140°C). Wynika to z faktu, ze temperatury stosowane w opisach literaturowych nie poprawiajg
wydajnosci reakcji i utrudniajg doktadng kontrole procesu. Utrzymanie jednej, nizszej
temperatury przez caty czas prowadzenia reakcji nie tylko umozliwito lepszg kontrole, ale

wptyneto takze na ograniczenie skutkdw lokalnych przegrzan.

Przedstawione w niniejszej pracy modyfikacje protokotu syntezy PAC pozwolity
rozwigza¢ opisane powyzej problemy i opracowaé optymalne warunki syntezy.
Biorgc pod uwage otrzymane wyniki stopni konwersji i wydajnosci (Tab. 11), wprowadzone
modyfikacje protokotu syntezy sg niezbedne do otrzymania homogenicznych prepolimeréw
o wyzszych stopniach konwersji i wydajnosci reakcji, w porownaniu z prepolimerami
otrzymanymi bez odpowiedniej kontroli temperatury i mieszania. Potwierdzajg to réwniez
wartosci wydajnosci i stopni konwersji otrzymane dla prepolimeréw wykonanych
w dtuzszych czasach reakcji, dla ktérych zaobserwowano brak istotnego wptywu wydtuzenia
czasu prowadzenia syntezy na poprawe stopnia konwersji i koncowej wydajnosci.
W przypadku prepolimeru na bazie oktanodiolu zaobserwowano znacznie zwiekszong

wydajnosc¢ reakcji (~80%) w pordwnaniu z odpowiednikami na bazie heksanodiolu (~60%).
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Mozna to ttumaczy¢ wiekszg hydrofilowoscig krétszego tanicucha heksametylenowego,
skutkujgca zwiekszong rozpuszczalno$ciag w wodzie matoczgsteczkowych oligomeréw PHC,
przyczyniajacy sie do ich usuwania z koncowego prepolimeru w procesie oczyszczania. Co
ciekawe, réwnomolowy stosunek reaktywnych grup karboksylowych i hydroksylowych
w prepolimerach wytworzonych z reagentéw zmieszanych w stosunku molowym 2:3
skutkowat nieznacznie wiekszg wydajnoscig reakcji niz w przypadku prepolimeréw PAC
w stosunku 1:1 ze wzgledu na zwiekszone prawdopodobienstwo tworzenia wigzan estrowych
przez wszystkie grupy karboksylowe. Zaobserwowane na tym etapie prowadzenia badan
korelacje pomiedzy stosunkami molowymi i zastosowanymi diolami w prepolimerach znalazty
swoje odzwierciedlenie w trakcie charakterystyki prepolimeréw, jak rowniez beda miaty
istotne przetozenie na wtasciwosci otrzymanych z nich usieciowanych poliestrow.

Tab. 11. Wptyw zastosowanych modyfikacji protokotu syntezy na otrzymywanie
prepolimerow PAC

Stopien konwers;ji Wydajnos¢
Prepolimer Czas reakcji [min]
[%] koncowa [%]
PHC_1:1° 40 59,66 58,05
PHC_2:3? 40 56,40 61,45
POC_1:1° 40 60,54 77,75
POC_2:3° 40 55,51 79,73
POC_2:3° 60 68,32 81,83
POC_2:3° 90 76,60 82,09
PHC_1:1° 40 30,72 22,61
PHC_2:3° 40 28,16 15,47
POC_1:1° 40 31,60 20,43
POC_2:3° 40 22,68 17,03

a: Temperatura syntezy 140°C z kontrolg mieszania (100 obr/min)
b: Temperatura syntezy 140°C bez wiasciwego wymieszania

8.1.2. Charakterystyka prepolimerow

8.1.2.1. Wyniki analizy liczby kwasowej prepolimerow

Pierwszym krokiem na drodze charakterystyki prepolimeréw PAC byto oznaczenie ich
liczby kwasowej. Kwasowosc¢ prepolimerdw, ktéra przektada sie wprost na ilos¢ niezwigzanych

grup karboksylowych w ich strukturze ma kluczowe znaczenie w konteksécie okreslania
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powtarzalnosci prowadzonych syntez, przewidywania sposobu sieciowania oraz rzuca
pierwsze podejrzenia na mozliwe rdznice w biokompatybilno$ci otrzymanych materiatéw.
Wyniki analizy liczby kwasowej przeprowadzonej dla prepolimeréw PAC zamieszczono tabeli
ponizej.

Tab. 12. Wartosci wynikdw oznaczania liczby kwasowej dla badanych prepolimerow. LKmax:

Maksymalna liczba kwasowa prepolimeru (zerowe wysycenie grup karboksylowych diolem),
LKmin: Minimalna liczba kwasowa prepolimeru (100% wysycenia grup karboksylowych diolem)

mmol mg KOH/ LKmax LKmin Stopien
Prepolimer COOH/ [mg KOH [mg KOH konwersji
Bprobki Bprobld /8prebii] /8probk] (z LK) [%]
PHC_1:1° 3,34 +£0,01 187+ 0,36 548 183 99
PHC_2:3° 2,56 +£0,02 144 £ 1,22 455 0 70
POC_1:1° 3,24 £ 0,01 181+0,24 497 166 97
POC_2:32 2,43+0,01 137+0,79 410 0 66
POC_2:3° 2,21+0,08 124+ 4,60 410 0 70
POC_2:3° 1,65+0,05 93£2,59 410 0 -
PHC_1:1° 7,24+0,21 406 + 11,50 548 183 59
PHC_2:3 6,02+0,04 338%2,13 455 0 26
POC_1:1° 510+0,02 286131 497 166 76
POC_2:3° 6,06 +0,02 340%0,88 410 0 17

a: Temperatura syntezy 140°C z kontrolg mieszania (100 obr/min) b: Temperatura syntezy
140°C bez wtasciwego wymieszania

Na podstawie znajomosci ilosci moli sktadnikbw w nawazkach do syntez oraz
stosunkéw molowych reagentéw wyliczono maksymalne i minimalne wartosci LK dla danych
prepolimerdw. Maksymalna wartosé liczby kwasowej liczona byta dla zerowego stopnia
konwersji reagentow — odpowiada ona wartosci LK czystego CTR w ilosci uzytej do reakg;ji.
Natomiast minimalna wartos¢ LK byta liczona w oparciu o zatozenie 100% przereagowania
diolu — w takiej sytuacji dla prepolimeréw otrzymanych w ilosciach substratéw 2:3 wynosi ona
zero, a dla prepolimeréw otrzymanych w stosunkach molowych 1:1 (CTR:diol), gdzie
niezwigzane grupy karboksylowe wystepujg w przewadze, jest ona rdowna wartosci

kwasowosci owego nadmiaru grup, ktéry pozostatby po reakcji catosci grup hydroksylowych
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alkilenu z resztami cytrynianowymi. Stopnie konwersji obliczono na podstawie znajomosci
liczb kwasowych badanych prébek, oraz wartosci LKmax i LKmin, zaktadajac, ze LKmax odpowiada
wartosci zerowego stopnia konwersji, natomiast LKmin stanowi 100%:

1 — (LK prspki — LKomin)

= 1009
Lk LK ar * 100%

Gdzie:

e ok — stopien konwersji z LK

o LKprobki — Warto$¢ LK zmierzona dla badanej prébki

e LKmax— maksymalna LK odpowiadajgca braku wysycenia grup -COOH

® LKmin — minimalna LK odpowiadajgca catkowitemu wysyceniu grup -COOH

e 100% - mnoznik

Podobnie, jak to miato miejsce w przypadku analizy optymalnych warunkéw syntezy,
podczas analizy wynikdw LK zauwazono bardzo zblizone zaleznosci miedzy prepolimerami.
Zaobserwowano wyrazne zmiany wartosci kwasowosci pomiedzy prepolimerami
otrzymanymi z réznych dioli i przy zastosowaniu réznych stosunkéw molowych reagentéw.
Wyzszg kwasowos¢ prepolimeréw PHC w poréwnaniu z prepolimerami POC mozna przypisac
obecnosci  krétszych segmentédw alkilenowych w strukturze chemicznej (segmenty
heksametylenowe w PHC wobec oktametylenowych w POC). W zwigzku z tym gestos¢ molowa
wolnych grup karboksylowych w PHC w danej objetosci powinna by¢ wieksza niz
w prepolimerach POC (przy zatozeniu réwnej reaktywnosci dioli uzytych w syntezie), co ma
miejsce w badanych prébkach. Natomiast prepolimery otrzymane w stosunku molowym 2:3
(CTR:diol) charakteryzowaty sie nizszg wartoscig liczby kwasowej niz te zsyntetyzowane
w rownomolowych ilosciach reagentdow. Fakt ten jest bezposrednio zwigzany ze zwiekszonym
prawdopodobienstwem tworzenia sie wigzania estrowego pomiedzy wszystkimi trzema
grupami karboksylowymi pochodzgcymi od czasteczek cytrynianowych a grupami

hydroksylowymi obecnymi w tancuchach alkilenowych.

Obliczajac minimalne i maksymalne wartosci liczby kwasowej dla prepolimeréw mozna
byto oszacowac stopnie konwersji grupy karboksylowej w syntetyzowanych prepolimerach.
Uzyskane wartosci (¥99% dla prepolimeru syntetyzowanego w stosunku molowym 1:1

(CTR:diol) oraz ~70% dla odpowiednich prepolimerdw otrzymanych w stosunku molowym 2:3)
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prezentujg wyzsze wartosci przy zachowaniu podobnej tendencji jak stopnie konwersji
obliczone z analizy NMR (opisane w pkt. 8.1.2.4.4). Zwiekszone wartosci stopni konwersji
uzyskane metoda estymacji liczby kwasowej mozna ttumaczyé zmiang rzeczywistej masy
probki w trakcie wzrostu taricucha polimeru (w wyniku eliminacji czagsteczek wody podczas
tworzenia wigzan estrowych), a wiec rodinica miedzy masg probki (1g) uzyta
w obliczeniach a rzeczywistg masg probki rosngcy wraz ze wzrostem stopnia konwersji. Przy
takim zatozeniu obliczone wartosci stopni  konwersji powinny byé obnizone

i tym samym przypominac stopnie konwersji obliczone na podstawie analizy NMR.

W tym miejscu nalezy zauwazyé, ze wiekszo$¢ dotychczasowych badan nad
zastosowaniami materiatdw PAC w inzynierii tkankowej sugeruje stosowanie materiatow
syntetyzowanych przy stosunku molowym reagentéw 1:1 jako najbardziej sprzyjajacych
proliferacji komodrek. Jednakze materiaty te nawet po usieciowaniu wykazujg znaczng
kwasowos¢ powierzchniowg, co prowadzi do powaznej cytotoksycznosci (pkt. 8.1.4.4). Czesta
praktykg, stosowang w literaturze jest intensywne ptukanie materiatdow pozywka,
w celu jak najwiekszego obnizenia ich kwasowosci przed posiewami komdrkowymi [188].
Jedng z najwazniejszych przyczyn opracowania prepolimeréw PAC w stosunku molowym 2:3
byto zmniejszenie kwasowosci powierzchniowej koricowych materiatéw usieciowanych
poprzez redukcje ilosci wolnych grup karboksylowych w ich rozpuszczalnych prekursorach -
prepolimerach PAC. Przyjeto, ze zastosowanie stosunku molowego 2:3 moze znaczgco
poprawi¢ warunki hodowli tkankowej na powierzchni badanych materiatéw poprzez catkowite
wyeliminowanie lub skrécenie etapu ptukania usieciowanych PAC przy zachowaniu
pozgdanych wtasciwosci mechanicznych i chemicznych materiatéw. Warto zauwazyg, ze jedng
z najwazniejszych cech polimeréw PAC podawanych w literaturze jest fatwos¢ modyfikacji
wolnych grup karboksylowych na ich powierzchni, co pozwala na wprowadzenie szerokiego
zakresu mozliwych funkcjonalnosci [207], [225]. Dlatego tez synteza prepolimeréw PAC
w stosunku molowym 2:3 miata na celu przede wszystkim zmniejszenie ilosci tych grup nie

wptywajgc na dalsze mozliwe modyfikacje otrzymanych materiatéw PAC.
8.1.2.2. Wyniki analizy GPC prepolimerow

Kolejnym krokiem charakterystyki otrzymanych prepolimeréw byto przeprowadzenie

analizy za pomocg chromatografii zelowej. Masowo $rednie i liczcbowo $rednie masy
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czgsteczkowe sg istotnymi parametrami, majgcymi wptyw na stopien i mechanizm sieciowania
prepolimerdw, a, co za tym idzie, na wtasciwosci mechaniczne i biologiczne uzyskiwanych
materiatdw usieciowanych. Do obliczenia liczbowo $rednich mas czasteczkowych i wagowo
srednich mas czgsteczkowych (My i My) oraz stopnia dyspersyjnosci w programie LabSolutions
wykorzystano wzorce polistyrenowe o masach czasteczkowych: 890, 1820, 6100, 9730
i 130000 g/mol, za pomocg ktérych wykreslono krzywa wzorcowa (Rys. 31). Na podstawie
rownania krzywej przeanalizowano otrzymane chromatogramy badanych prepolimerdw,

obliczajagc M, My oraz ich dyspersyjnos¢. Otrzymane wartosci przedstawiono ponizej (Tab.

13).
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Rys. 31. Krzywa wzorcowa sporzadzona dla wzorcéw polistyrenowych, uzywana w analizie
GPC prepolimeréow PAC.

Tab. 13. Wartosci liczbowo $rednich oraz wagowo $rednich mas czasteczkowych oraz
dyspersyjnosci uzyskane dla badanych prepolimeréw PAC w analizie GPC

Prepolimer M [g/mol] Mw [g/mol] Dyspersyjnos¢
PHC_1:1 676 1692 2,50
PHC_2:3 508 1107 2,18
POC_1:1 912 3100 3,40
POC_2:3 1018 3992 3,92

Na podstawie powyzszej tabeli mozna stwierdzi¢, ze zarowno wagowo srednie masy
czgsteczkowe, jak i liczcbowo s$rednie masy czgsteczkowe otrzymanych prepolimeréw
zawierajg sie w przedziale od 1100 do 3900 g/mol, stanowig one wiec mieszaniny

matoczgsteczkowych oligomerdw. Zauwazono takze zaleznosci w obliczonych M, i My, od
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zastosowanego diolu. Wyzsze wartosci M, i My osiggnieto dla prepolimeréw otrzymanych
z 1,8-oktanodiolu, co mozna ttumaczyé réznica dtugosci taricucha — pomimo faktu, ze
poszczegdlne oligomery mogg sktadaé sie z takiej samej ilosci segmentdéw cytrynianowych
i alkilenowych, dla prepolimeréw POC beda one charakteryzowaé sie wiekszg masg, ze
wzgledu na obecnos¢ w kazdym taricuchu dwdch dodatkowych grup metylenowych na kazdy
segment alkilenu. Rdznice zauwazono réwniez dla wskaznika dyspersyjnosci prepolimerow —
wyzsze wartosci uzyskano dla prepolimeréw POC w porédwnaniu do prepolimeréw PHC. Moze
to byé¢ spowodowane opisang przy okazji omawiania procesu oczyszczania prepolimerow
réznicg w rozpuszczalnosci matoczgsteczkowych oligomerdéw otrzymanych z 1,6-heksanodiolu
ktére zostajg usuniete z materiatu na etapie oczyszczania, w przeciwienstwie do oligomeréw
oktametylenowych, ktére pozostajg w oczyszczonym prepolimerze. Moze sie to przektadac na
wiekszg jednorodnos$é oligomeréw stanowigcych prepolimer PHC, co skutkuje mniejszym
rozrzutem ich mas czgsteczkowych. W tym miejscu nalezy jednak zauwazy¢, ze otrzymane
wyniki analiz GPC sg prawdopodobnie obarczone btedem ze wzgledu na mozliwe rozgatezienia
sieci polimerowej badanych oligomeréw, jak réwniez ze wzgledu na fakt uzycia do obliczen
$rednich mas czasteczkowych wzorcow polistyrenowych, ktére, pomimo bardzo duzej
doktadnosci i szerokiego zakresu stosowalnosci, powinny by¢ wykorzystywane w analizie
polimeréw addycyjnych. Dlatego tez powyzsze omoéwienie wynikéw zostato przeprowadzone
jedynie w obrebie serii badanych prébek, bez odnoszenia ich do wartosci literaturowych.
Otrzymane wyniki daty jednak podstawe do stwierdzenia, ze badane prepolimery sg
mieszaninami krétkotarncuchowych oligomerdw o srednich masach nie przekraczajgcych 4000
g/mol. Postanowiono wiec poddac je analizie za pomocg niskorozdzielczej chromatografii FIA-

ESI-MS.

8.1.2.3. Wyniki analiz FIA-ESI-MS prepolimeréw

Wyniki analizy GPC pozwolity na przyblizone oszacowanie mas molowych oligomeréw
bedgcych sktadnikami prepolimerdw. Ze wzgledu na fakt, ze wiekszos$¢ z nich miesci sie ponizej
2000 g/mol, zdecydowano sie na przeprowadzenie analizy FIA-ESI-MS. Analiza ta pozwala na
identyfikacje poszczegdlnych oligomeréw za pomocg okreslenia ich stosunku m/z oraz
przeprowadzenia wstepnej klasyfikacji oligomeréw w kontekscie stopnia ich rozgatezienia, co

przektada sie na mozliwo$s¢ poznania mechanizmu ich sieciowania i przewidywania
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wiasciwosci mechanicznych oraz biozgodnosci materiatow usieciowanych.
W celu identyfikacji indywidualnych sygnatéw na widmach masowych postuzono sie
sporzgdzong wczesniej tabelg, zawierajagcg prawdopodobne struktury wszystkich mozliwych
oligomerdw wystepujgcych w badanym zakresie oraz szacowane wartosci m/z dla danych
kombinacji segmentéw cytrynianowych i alkilenowych, uwzgledniajace opréocz kombinacji
liniowych réwniez formy rozgatezione i ztozone formy tréjwymiarowe, ktérych nie mozna byto
przedstawic¢ za pomocga zaproponowanej notacji. Na rysunku 32 i w tabeli 14 przedstawiono
sposéb analizy widma i przypisywanie obecnych na nim sygnatéw do konkretnego oligomeru.
Wykonano analizy dla wszystkich otrzymanych prepolimerdéw, ze wzgledu jednak na ich duzg

liczbe, w niniejszej pracy przedstawiono tylko najbardziej istotne wyniki.
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Rys. 32. Schemat przedstawiajacy analize widma masowego (tryb ujemnej jonizacji) na
przyktadzie widma dla prepolimeru POC_2:3. Identyfikowane sygnaty byly poréwnywane
z tabelg wzorcowa oligomerdw, a nastepnie przypisywano im okreslong mase i strukture. Dla
uproszczenia, w tabelach zawierajgcych zidentyfikowane struktury zastosowano
zamieszczone na rysunku oznaczenia w formie ciggdw liter, gdzie C — segment cytrynianowy,
D — segment alkilenowy
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Tab. 14.

Identyfikacja jondw molekularnych wystepujgacych w widmach masowych

otrzymanych w wyniku analizy FIA-MS w trybie ujemnej jonizacji prepolimeru POC_2:3 i ich
przyporzadkowanie do mozliwych struktur chemicznych poszczegélnych oligomerdéw (etykiety
jonéw od | do XI na rysunku 32). C — pojedynczy segment cytrynianowy, D pojedyncza grupa
alkilenowa. Najbardziej prawdopodobne struktury poszczegdlnych oligomerdw, wedtug analiz
NMR, oznaczono pogrubieniem.

. Masa
Stosunek Etykieta . .
. czasteczkowa Prawdopodobne struktury oligomerow
m/z (-) jonu
[Da]
191 I 192 C
319 Il 320 CcD
447 1] 448 DCD
493 v 494 CDC
DC

C

D
1057 VIl 1058 a) DCDCDCD b) CDCD%D C) CDBDCD
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D
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Rys. 33. Widmo masowe prepolimeru POC_1:1 uzyskane za pomocg analizy FIA-ESI-MS.
Przypisania oznaczonych na widmie jonéw podano w tabeli ponizej.
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Tab. 15. Identyfikacja jondw molekularnych wystepujgcych w widmach masowych
otrzymanych w wyniku analiz FIA-MS w trybie ujemnej jonizacji dla prepolimeru POC_1:1iich
przyporzadkowanie do mozliwych struktur chemicznych poszczegélnych oligomerdéw (etykiety
jonéw od | do X na rysunku 33). C — pojedynczy segment cytrynianowy, D pojedyncza grupa
alkilenowa. Najbardziej prawdopodobne struktury poszczegdlnych oligomeréw, wedtug analiz
NMR, oznaczono pogrubieniem.

. Masa
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Rys. 34. A - Widmo masowe prepolimeru POC_2:3 po 60 minutach reakcji uzyskane za pomocg
analizy FIA-ESI-MS, B - Widmo masowe prepolimeru POC_2:3 po 60 minutach reakcji uzyskane
za pomocg analizy FIA-ESI-MS, Przypisania oznaczonych na widmie jondw podano w tabelach
ponizej.
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Tab. 16. Identyfikacja jondw molekularnych wystepujgcych w widmach masowych
otrzymanych w wyniku analiz FIA-MS w trybie ujemnej jonizacji dla prepolimeru POC_2:3 po
60 minutach reakcji i ich przyporzadkowanie do mozliwych struktur chemicznych
poszczegdblnych oligomerdw (etykiety jondow od | do Xl na rysunku 34A). C — pojedynczy
segment cytrynianowy, D pojedyncza grupa alkilenowa. Najbardziej prawdopodobne
struktury poszczegélnych oligomerdow, wedtug analiz NMR, oznaczono pogrubieniem.
Przypisania, dla ktérych mozliwe sg wytgcznie struktury rozgatezione oznaczono czerwong
ramka

Masa
Stosunek Etykieta
czasteczkowa Prawdopodobne struktury oligomerow
m/z (-) jonu
[Da]
191 I 192 C
319 Il 320 cD
493 I 494 cDC
620 Y 622 a) CDCD b)CD
DC
749 Vv 750 a) DCDCD  b) CD(I:Z)D
794 Vi 796 a) CDCDC b) CDCD
C
923 Vii 924 a) CDCDCD b) CDCDC
D
1050 VIl 1051 a) DCDCDCD b) CD([Z)DCD ) CDCD(I:Z)D
a) CDCDCDCD b) CDCDC c¢) CDCDCDC
1226 IX 1226 (E:) D
D
Struktura przestrzenna — niemozliwa do
1560 X 1563
przedstawienia za pomocg stosowanego formatu
a) DCDCDCDCDCD b) DCDCDCDCDC c) CDCDCDCDC
1783 Xi 1784 D 05 5D D
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Tab. 17. Identyfikacja jondw molekularnych wystepujgcych w widmach masowych
otrzymanych w wyniku analiz FIA-MS w trybie ujemnej jonizacji dla prepolimeru POC_2:3 po
90minutach reakcji i ich przyporzadkowanie do mozliwych struktur chemicznych
poszczegdblnych oligomerdow (etykiety jonédw od | do Xl na rysunku 34B). C — pojedynczy
segment cytrynianowy, D pojedyncza grupa alkilenowa. Najbardziej prawdopodobne
struktury poszczegélnych oligomerdow, wedtug analiz NMR, oznaczono pogrubieniem.
Przypisania, dla ktérych mozliwe sg wytgcznie struktury rozgatezione oznaczono czerwong
ramka

Masa
Stosunek Etykieta . 3
. czagsteczkowa Prawdopodobne struktury oligomerow
m/z (-) jonu
[Da]
191 I 192 C
319 I 320 CcD
447 I 448 DCD
493 \Y 494 CDC
621 Vv 622 a) CDCD b) CD
DC
749 VI 750 a) DCDCD  b) CDBD
795 VI 796 a) CDCDC b) CDCD
C
923 VI 924 a) CDCDCD b) CDCDC
D
1050 IX 1051 a) DCDCDCD b) CD([Z)DCD ) CDCD(I:Z)D
1179 X 1179 a) DCDCDCD b) DCDCDCD
D D
Struktura przestrzenna — niemozliwa do
1381 XI 1382 o
przedstawienia za pomocg stosowanego formatu
Struktura przestrzenna — niemozliwa do
1775 XII 1776 oo
przedstawienia za pomocg stosowanego formatu

Przedstawione powyzej widma masowe oraz tabele zawierajgce zidentyfikowane jony
dla prepolimerow POC potwierdzajg wstepne obserwacje z analiz GPC i wskazujg na to, ze
otrzymane roztwory prepolimeréw sg mieszaninami matoczgsteczkowych oligomerdéw
o roznej diugosci. Najwiekszg jonizacje obserwuje sie w przypadku krétkich oligomerdw,
sktadajacych sie z dwdch lub trzech czasteczek monomeru (CD, CDC). Ponadto widoczne sg

stabiej jonizujgce dtuzsze oligomery o masach w zakresie pomiarowym aparatu (m/z < 2000
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Da). Identyczne zaleznosci zauwazono dla prepolimeréw otrzymanych z 1,6-heksanodiolu. Dla
oligomerdéw wykazujgcych masy powyzej 566 Da dla PHC i 622 Da dla POC mozliwe sg trzy
uktady przestrzenne - liniowy, rozgateziony i cykliczny. Oszacowanie prawdopodobienstwa
tworzenia sie okreslonych uktadéw byto mozliwe dzieki przeprowadzonym szczegétowym
eksperymentom NMR. Na podstawie analizy reaktywnosci skrajnych i srodkowej grupy
karboksylowej CTR stwierdzono, ze preferowane wydaje sie tworzenie liniowych oligomeréw
taricuchowych w stosunku do czgsteczek zawierajgcych catkowicie zestryfikowane reszty
cytrynianowe. W tabelach opisujgcych widma masowe ESI zaznaczono najbardziej
preferowane struktury przez ich pogrubienie. Biorgc pod uwage te obserwacje postanowiono
o wykonaniu takich samych analiz dla prébek prepolimeréw otrzymanych w reakcjach
o przedtuzonym czasie (Rys 34 A i B, Tab. 16 i 17) w celu ostatecznego potwierdzenia

mechanizmu sieciowania.

Analiza zarejestrowanych widm ujawnifa piki zwigzane z masami czgsteczkowymi
reprezentujgcymi w wiekszosci rozgatezione oligomery (m/z > 1000 Da). Dodatkowo mozna
zaobserwowac wyrazny przywilej tworzenia oligomeréw o diuzszych tancuchach, gtéwnie
w postaci czgsteczek rozgatezionych. Wyniki badan FIA-ESI-MS sugerujg zatem, ze proces
sieciowania cPAC przebiega dwuetapowo. W pierwszym etapie tworzg sie liniowe oligomery
w wyniku reakcji skrajnych grup karboksylowych CTR z grupami hydroksylowymi faicuchow
alkilenowych. Drugim etapem s3g reakcje krzyzowe pomiedzy centralnymi grupami
karboksylowymi jednostek cytrynianowych a oligomerami lub makroczgsteczkami

zakonczonymi grupami hydroksylowymi.
8.1.2.4. Wyniki analizy NMR prepolimeréw w roztworze

Dla otrzymanych prepolimerdéw przeprowadzono analizy struktury z wykorzystaniem
spektroskopii NMR. Wykonano serie eksperymentéw zaréwno jedno- jak i dwuwymiarowych.
Tak dokfadne badania pozwolity na szczegétowe poznanie struktury powstajgcych
oligomerdw. Dzieki wykorzystaniu przeprowadzonych wczesniej analiz FIA-ESI-MS oraz
wykorzystujac ilo$ciowy charakter widm protonowych, potwierdzono stosunki molowe reszt
cytrynianowych i alkilenowych w prepolimerach, obliczono stopnie konwersji grup
karboksylowych oraz opisano rdznice w ich reaktywnosci w zaleznosci od potozenia

w czasteczce kwasu cytrynowego. Przedstawione ponizej wyniki stanowig dopetnienie
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i najbardziej istotng czes¢ charakterystyki prepolimerow PAC, a ich interpretacja, wraz
z wczesniej opisywanymi rezultatami oraz analizg wynikéw dla materiatéw usieciowanych

stanowi istotny wktad do kompleksowej charakterystyki biomateriatéw z kwasu cytrynowego.
8.1.2.4.1. Omowienie analizy widm i struktury prepolimerow

Okreslenie struktury chemicznej prepolimeréow uzyskano dzieki szczegétowym
badaniom NMR. Majgc na wzgledzie duzg ilo$¢ uzyskanych widm, w niniejszej pracy
omoéwiono przyporzagdkowanie przesunie¢ chemicznych dla widm zarejestrowanych dla
prepolimeru POC_1:1. Analizy widm dla prepolimeréw PHC_1:1 wykonano analogicznie,
a niewielkie réznice w zaobserwowanych przesunieciach chemicznych przedstawiono na
rysunku 38 i w tabeli 18. Strukturalng charakterystyke prepolimeru POC_1:1 przeprowadzono
za pomocg analizy widm NMR pochodzgcych z eksperymentdéw jedno- i dwuwymiarowych.
Ponizej przedstawiono poszczegdlne widma wraz z catosciowym omowieniem zauwazonych

sygnatow.

e Analiza widm jednowymiarowych
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Rys. 35. Widma 'H NMR (A) oraz 3C NMR (B) dla prepolimeru POC_1:1. Sygnaty
zaobserwowane na widmach zaznaczono na granatowo.

Widmo *H NMR prepolimeru POC_1:1 (Rys. 35A) pokazuje sygnaty pochodzace od grup
alifatycznych fancucha oktametylenowego (trzy multiplety, 6 1,27 ppm, & 1,41 ppm,

6 1,56 ppm). Multiplet przy 6 2,79 ppm pochodzi od protonéw metylenowych jednostek
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cytrynianowych. Dwa tryplety przy 6 3,95 i 6 4,05 ppm pochodzg odpowiednio od protonéw
grup -CH» jednostek alkilenowych sgsiadujgcych z wigzaniami estrowymi. Rozdzielenie tych
sygnatow jest skutkiem réznicy w otoczeniu chemicznym skrajnych grup karboksylowych oraz
grupy centralnej reszty cytrynianowej, co jest wynikiem tworzenia sie estrow taicuchowych
i rozgatezionych. Stabo widoczny multiplet 6 3,37 ppm pochodzi od protondw skrajnej grupy -
CH; z tancucha alkilenowego przytgczonej do grupy -OH niepodstawionej CTR. Niewyrazny
sygnat & 4,33 ppm (niezaznaczony na widmie) pochodzi od protonu hydroksylowego

z segmentow oktametylenowych.

Widmo 3C (Rys. 35B) pokazuje sygnaty & 25,73, 6 28,37, 6 29,02, & 32,31 ppm
pochodzace od wegli w faricuchu oktametylenowym. Sygnaty 6 61.17 i 6 64.41 pochodz3 od
skrajnych wegli grup alkilenowych -CH;, odpowiednio w poblizu niepodstawionej
i podstawionej grupy hydroksylowej. Sygnaty 6 43,39 i & 72,90 ppm pochodzg od wegli
cytrynianowych (odpowiednio od alifatycznych grup cytrynianowych i srodkowego wegla
czwartorzedowego). Sygnaty 6 168,70, 6 171,47, 6 172,47 i 6 174,67 ppm pochodzg od wegli
karboksylowych reszt cytrynianowych. Sygnaty 6 168,70 i & 171,47 ppm pochodzg od grup
skrajnych, odpowiednio podstawionych i niepodstawionych alkilenem, natomiast sygnaty
6 172,47 i & 174,67 pochodzg od podstawionej i niepodstawionej centralnej grupy

karboksylowej cytrynianu.
e Analiza widm korelacyjnych

Widmo spektroskopii korelacyjnej (COSY) (Rys. 36A) pokazuje zaleznosci pomiedzy
protonami w resztach alkilenowych i cytrynianowych. Stwierdzono wystepowanie
nastepujacych korelacji: 1,25-1,41; 1,52-1,27; 1,32-1,41; 3,36-1,41; 4,05-1,57; 3,95-1,54 ppm.
Na widmie HSQC (Rys. 36B) zarejestrowano nastepujgce korelacje bliskiego zasiegu pomiedzy
protonami i weglami: 1,49-25,52; 1,27-25,77; 1,54-25,77; 1,27-29,13; 1,40-32,99; 3,94-28,40;
2,75-43,30; 3,45-56,64; 3,38-61,26; 4,03-65,19; 3,97-64,51 ppm. Na podstawie analizy wyzej
wymienionych korelacji mozliwe byto potwierdzenie rozpoznania sygnatdw od
poszczegdlnych protonéw i wegli zidentyfikowanych dla widm jednowymiarowych, jak
rowniez przypisanie odpowiednich protonéw do wtasciwych im atomdéw wegla w czgsteczce
prepolimeru. Nastepnie przeprowadzono analize widma 'H — 3C HMBC, ktdre ukazuje

korelacje dalekozasiegowe pomiedzy protonami i weglami w czgsteczce.
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Rys. 36. Widma korelacyjne *H—'H COSY NMR (A) oraz *H—'3C HSQC NMR (B) dla prepolimeru
POC_1:1
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Rys. 37. Widmo 'H — 3C HMBC dla prepolimeru POC_1:1. Na widmie wyeksponowano
w powiekszeniu sygnaty korelacji pomiedzy protonami obecnymi w grupach metylenowych

tanicucha alkilenowego sgsiadujgcymi z wigzaniem estrowym, a weglami grup karboksylowych
reszt cytrynianowych.

Widmo HMBC (Rys. 37) pozwolito zaobserwowac nastepujgce korelacje dalekiego

zasiegu: 1,26-25,76; 1,29-29,04; 1,55-25,73; 1,28-29,13; 1,40-61,20; 3,97-25,75; 3,38-25,91;
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4,03-25,73; 2,64-43,30; 2,64-72,74; 2,85-72,80; 2,75-72,66; 3,96-170,00; 2,64-171,66; 2,64-
174,96 ppm.

Kompleksowa analiza jedno- i dwuwymiarowych widm NMR pozwolita na
jednoznaczne okreslenie sygnatéw protondw i atomdéw wegla obecnych w czasteczce
prepolimeru. Multiplet przy 6 2,79 ppm przypisany zostat protonom metylenowym jednostek
cytrynianowych, co zostato potwierdzone obecnoscig geminalnych sygnatéw korelacyjnych
w H-'H COSY (6 2,84 - 6 2,72 ppm), bezposrednim sprzezeniem z weglem przy okoto & 43,3
ppm w H-13C HSQC, jak réwniez wieloma dalekozasiegowymi sygnhatami korelacyjnymi
z weglem metylenowym, trzeciorzedowym i karbonylowym charakterystycznymi dla
cytryniandw. Nalezy zaznaczyé, ze po doktadnej analizie sygnatdéw sprzezenia powyzszych
protondw z karbonylowymi atomami wegla i poréwnaniu tych ostatnich ze specyficznymi
przesunieciami chemicznymi wegli karboksylowych kwasu cytrynowego mozliwe byto nie
tylko rozréznienie sygnatéw od atoméw wegla nalezgcych do niepodstawionych grup
karboksylowych w resztach cytrynianowych i w powstatych grupach estrowych, ale co
wazniejsze odréznienie estrow tworzonych poprzez podstawienie centralnej grupy
karboksylowej cytrynianu od tych tworzacych sie przez estryfikacje grup skrajnych (2,76 —
173,0 ppm i 2,76 — 169,8 ppm) Powyzsza obserwacja ma kluczowe znaczenie dla lepszego
zrozumienia mechanizmu procesu sieciowania PAC. Zgodnie z powyzszymi rozwazaniami, dwa
tryplety (& 3,95 i & 4,05 ppm) znalezione w widmie 'H NMR prepolimeru POC_1:1
zidentyfikowano jako sygnaty pochodzace od grup -CH, w tanicuchach oktametylenu,
przylegajacych do wigzan estrowych tworzonych z centralng (6 4,05 ppm) i terminalng
(6 3,95 ppm) grupg karboksylowg CTR. Odpowiednio w widmie 'H-3C HMBC wykryto
specyficzne sygnaty korelacyjne (3,95 — 169,8 ppm i 4,05 — 173,0 ppm, powiekszone na
rysunku 37). Warto zwrdci¢ uwage, ze jednostki oktametylenowe, w ktdérych grupa
hydroksylowa pozostata niezestryfikowana wykazujg jeden multiplet przy & 3,37 ppm.
Wreszcie sygnaty multipletowe w okolicach & 1,40 i 6 1,54 ppm przypisano protonom
oktametylenowym przytagczonym do wegli znajdujgcych sie w pozycji B odpowiednio do grupy
hydroksylowej i estrowej. Na podstawie opisanych powyzej sygnatdow i ich korelacji,
zaproponowano umowng strukture czgsteczki prepolimeru (Rys. 38A). Jak juz wspomniano,
takie same analizy wykonano dla czgsteczki prepolimeru PHC 1:1, réwniez otrzymujac

proponowang strukture (Rys. 38B). Ze wzgledu na fakt krétszego taricucha alkilenowego
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w czasteczce prepolimeru PHC 1:1, pomimo zaobserwowania takich samych korelacji
pomiedzy protonami i weglami oraz wynikajgcych z nich wiasciwosci prepolimeréw,
w czgsteczce prepolimeru PHC_1:1 wystepujg réznice w wartosciach przesunie¢ chemicznych
dla sygnatéw pochodzacych od tych samych atoméw w czasteczce prepolimeru POC_1:1.

Zostaty one przedstawione w tabeli 18.
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Rys. 38. Proponowane struktury prepolimeréw PHC_1:1 (A) oraz POC_1:1 (B) wraz
z sygnatami z widm NMR przypisanymi do poszczegdlnych atomoéw wegla i wodoru.

Tab. 18. Zestawienie szczeg6towych réznic pomiedzy sygnatami wystepujgcymi na widmach
'H-NMR dla prepolimeréw PHC_1:1 oraz POC_1:1. W tabeli zawarto warto$ci sygnatéw wraz
z przypisaniem ich do konkretnej struktury w reszcie cytrynianowej lub alkilenowej

PHC_1:1 POC_1:1
6 [ppm] cytrynian  heksametylen 6 [ppm] cytrynian  oktametylen
CA-O-(CHa)»- C’Z_? (CC;' 2_)2'
1,26 CHa-CHa- 1,27 -2
(CHa)a-OH CH,-CH,-
22 (CH2),-OH
CA-O-(CHa)s- CA-O-(CH2)e-
1,42 CH2-CH,-OH 141 CH2-CH,-OH
CA-O-CH»- CA-O-CH»-
1,50 --- CH2-(CH3)a- 1,56 --- CH2-(CHz)e-
OH OH
COOR1-CH2- COOR1-CH2-
2,76 C(OH)COOH 2,79 C(OH)COOH
CA-O-(CH>)s- CA-O-(CH2)7-
3,39 CH,-OH 337 CH,-OH
CA-O-CHa- CA-O-CHa»-
3,96/4,06 - (CHa)s-OH 3,95/4,04 - (CHa);-OH
CA-O-(CH3)s- CA-O-(CH3)7-
4,31 OH 4,33 OH
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Dzieki bardzo wyraznemu odseparowaniu na widmie protonowym sygnatow
pochodzacych od grup -CH; z tancuchéw alkilenowych, sgsiadujgcych z wigzaniami estrowymi,
jak rowniez precyzyjnemu ich skorelowaniu z okreslonym rodzajem formujgcego sie estru,
postanowiono o wykorzystaniu ilosciowego charakteru widm protonowych do
przeprowadzenia szczegétowych kalkulacji pozwalajgcych okreslié reaktywnos¢ grup
karboksylowych, stosunek molowy reszt cytrynianowych i alkilenowych oraz stopien konwersji
grup karboksylowych w badanych prepolimerach. Do kalkulacji wspomnianych wtasciwosci dla
prepolimeréw otrzymanych w innych stosunkach molowych wykorzystano wytgcznie
zarejestrowane dla nich widma protonowe przy zatozeniu wystepowania w nich takich samych
korelacji pomiedzy atomami, jak dla prepolimeréw w stosunku 1:1 (CTR:diol). Sposoby

wyznaczania tych wiasciwosci, jak i opisy otrzymanych wynikdw przedstawiono ponizej.

8.1.2.4.2. Wyniki analizy stosunkdw molowych reszt cytrynianowych

i segmentodw alkilenowych w strukturze prepolimeru

Jednym z najwazniejszych parametréw decydujgcych o wtasciwosciach materiatow
PAC jest odpowiedni stosunek molowy reagentéw. W celu otrzymania prepolimerdw,
odpowiednie substraty zmieszano w $cisle okreslonych stosunkach molowych, jednak na
etapie syntezy i oczyszczania, stosunki te mogty zosta¢ w znacznym stopniu zaburzone.
Wykorzystano iloSciowy charakter widm *H NMR do okreslenia stosunku molowego reszt
cytrynianowych do segmentéw alkilenowych w otrzymanych prepolimerach. W tym celu
obliczono za pomocg programu powierzchnie (catki) pod okreslonymi sygnatami na widmach
prepolimerdw, a nastepnie obliczono stosunek ich powierzchni w odniesieniu do ilosci
protonéw (Rys. 39). Do obliczert wybrano sygnaty pochodzace od protonéw metylenowych z
reszt cytrynianowych oraz alkilenowych potozonych w srodku taicuchéw ze wzgledu na ich
wyrazne odseparowanie na widmie H NMR. Mozliwe jest wykorzystanie do obliczeri innych
sygnatéw, np. protonéw grup -CH; potozonych przy wigzaniu estrowym, jednak uzyskiwane

wyniki bedg identyczne jak te przedstawione ponizej.
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Rys. 39. Graficzne przedstawienie sposobu obliczania stosunku molowego skfadnikéw
prepolimerdw PAC na podstawie widm 'H NMR

Tab. 19. Wartosci stosunkéw molowych obliczonych na podstawie widm *H NMR dla badanych
prepolimerow
Obliczony stosunek

Prepolimer Czas reakcji [min] molowy [CTR:Diol]
PHC_1:1 40 1:1,2
PHC_2:3 40 2:2,9
POC_1:1 40 1:1,1
POC_2:3 40 2:2,9
POC_2:3 60 2:2,9
POC_2:3 90 2:2,9

. Na podstawie obliczonych wartosci stosunkéw molowych stwierdzono, ze otrzymane
prepolimery zachowaty stosunek molowy substratéw wykorzystanych w syntezie.
Zrdznicowanie stosunkéw molowych ma kluczowe znaczenie przy otrzymywaniu
i charakterystyce materiatow usieciowanych, ktorych wtasciwosci s wprost zalezne od

udziatdéw poszczegdlnych segmentdéw w materiale.

8.1.2.4.3. Wyniki kalkulacji reaktywnosci grup karboksylowych

w strukturze prepolimeru

Komplementarna analiza danych uzyskanych z réznych eksperymentéw NMR

pozwolita na jednoznaczne zrdinicowanie sygnatéw zwigzanych z tworzeniem wigzan
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estrowych zarowno przez centralng, jak i skrajne grupy karboksylowe jednostek
cytrynianowych, co z kolei dato mozliwos¢ poréwnania ich reaktywnosci. Na widmach 3C NMR
POC_1:1 widoczne sg rdoznice w sygnatach pochodzacych od podstawionych
i niepodstawionych grup karboksylowych cytrynianéw. Na podstawie informacji uzyskanych
z widm HMBC i H prepolimeru przeprowadzono analize reaktywnosci cytrynianowych grup
karboksylowych. W tym celu dokonano dogtebnej interpretacji widma HMBC w zakresie
karbonylowym, ktéra ujawnita korelacje karbonylowych grup cytrynianowych z protonami
pochodzacymi od grup -CH; tancuchéw oktametylenowych, sgsiadujacych z wigzaniami
estrowymi (3,96-169,76 i 4,04-173,02 ppm). W szczegdlnosci zidentyfikowano sygnaty
sprzegajgce dla centralnej grupy karbonylowej (4,04-173,02 ppm) oraz od grup terminalnych
(3,96-169,76 ppm). Nastepnie obliczono pola powierzchni pod sygnatami pochodzacymi od
protondw metylenowych z alkilenédw i poréwnano je pod wzgledem oczekiwanego udziatu

kazdej z grup (Rys. 40).
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Rys. 40. Graficzne przedstawienie sposobu analizy reaktywnosci grup karboksylowych reszt
cytrynianowych w prepolimerach PAC.

Otrzymane wyniki wskazujg, ze dla badanych prébek skrajne grupy karboksylowe CTR
wykazujg wiekszg reaktywnos¢ niz grupa centralna (~20% dla POC i ~40% dla PHC) (Tab. 20).
Powyzsze obserwacje stanowig potwierdzenie i dopetnienie opisanych wczesniej analiz FIA-
ESI-MS i wskazujg jednoznacznie, ze w poczatkowej fazie polikondensacji CTR z okreslonym

diolem preferowane jest tworzenie oligomerdw liniowych w stosunku do rozgatezionych.
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Tab. 20. Zestawienie obliczconej reaktywnosci grup karboksylowych dla badanych
prepolimeréw PAC, obliczonej na podstawie analizy widm NMR

Reaktywnos¢
Prepolimer Czas reakcji [min] [srodkowa:
skrajna]
PHC_1:1 40 1:1,45
PHC_2:3 40 1:1,36
POC_1:1 40 1:1,17
POC_2:3 40 1:1,25
POC_2:3 60 1:1,15
POC_2:3 90 1:1,20
8.1.2.4.4. Wyniki analizy stopnia konwersji grup karboksylowych

w strukturze prepolimeru

Interpretacja specyficznych catek sygnatéw w widmach *H NMR prepolimeréw PAC
umozliwita obliczenie stopni konwersji grup karboksylowych przy wykorzystaniu wzoru

z rysunku 41.
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Rys. 41. Graficzne przedstawienie metody kalkulacji stopnia konwersji (SK) grup
karboksylowych CTR za pomocg analiz widm *H NMR

Obliczone stopnie konwersji (Tab. 21) wskazujg na wysoki stopief przereagowania
grup karboksylowych (do 84% dla PHC_1:1), ktdry jest niezalezny od dtugosci diolu, ale silnie
zalezy od stosunku molowego reagentéw stosowanych podczas syntezy prepolimeru (okoto

82% dla POC_1:1 przy okoto 65% dla POC_2:3).
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Tab. 21. Zestawienie obliczonych za pomocg analiz widm 'H NMR stopni konwersji grup
karboksylowych kwasu cytrynowego dla réznych prepolimeréw PAC
Stopien konwersji

Prepolimer Czas reakcji [min] grup -COOH [%]
PHC_1:1 40 84
PHC_2:3 40 65
POC_1:1 40 82
POC_2:3 40 65
POC_2:3 60 69
POC_2:3 90 76

W celu ustalenia maksymalnego stopnia przereagowania, przy ktérym zachodzi petne
sieciowanie materiatéw, wykonano analizy postepu reakcji dla prepolimeréw POC_2:3,
wykorzystujgc do tego, oprocz widm dla standardowych prepolimeréw, widma protonowe

zarejestrowane dla prébek otrzymanych  w wydtuzonych czasach reakcji. (Rys. 42).

< POC_2:3_40
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Rys. 42. Widma *H NMR prepolimeréw POC_2:3 otrzymanych w réznych czasach wskazujg na
zmniejszanie sie sygnatu jednego z niepodstawionych protonéw w miare zwiekszania czasu
reakgcji

Zaobserwowano, ze maksymalny czas prowadzenia reakcji wynosit 90 minut, gdyz
dtuzsze ogrzewanie probek powodowato gtebokie i raptowne usieciowanie prepolimeréw
dajgc w efekcie materiaty nierozpuszczalne w etanolu. Ciekawostky jest ze, poréwnujac
materiaty przygotowane w réznych stosunkach molowych, ale wykazujgce podobne stopnie

konwersji grup funkcyjnych (POC_1:1 vs. POC_2:3 90) mozna stwierdzié, ze te otrzymane
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w  stosunku molowym  2:3  (CTR:diol) wykazujg  mniejszg  rozpuszczalnosé
w etanolu niz te otrzymane w stosunku molowym 1:1 (CTR:diol). Powyzszy fakt zwigzany jest
prawdopodobnie z wiekszg iloscig hydrofobowych jednostek oktametylenowych w POC_2:3
niz w odpowiedniku 1:1, na co wskazujg rozwazania opisane przy kalkulacji stosunku
molowego z wykorzystaniem NMR. Otrzymane wyniki odnoszg sie bezposrednio do
modyfikacji wprowadzonych w protokole syntezy, jednoznacznie potwierdzajgc istotnosc¢ ich
wprowadzenia oraz wskazujgc na fakt, ze dalsze wydtuzanie czasu reakcji oraz kolejne zmiany
parametréw nie spowodowatyby poprawy wydajnosci ani jakos$ci otrzymanych prepolimerdéw.
Powyisze rezultaty ugruntowujg wiec dobrane warunki i parametry syntezy prepolimeréw

jako bardziej optymalne do otrzymywania prepolimeréw PAC od tych opisanych w literaturze.
8.1.2.5. Podsumowanie charakterystyki prepolimerow

W powyzszych paragrafach opisano wyniki zréznicowanych analiz przeprowadzonych
dla prepolimeréw PAC. Wprowadzone w protokole syntezy zmiany i usprawnienia polegajgce
na wieloetapowe] kontroli parametréw procesu oraz mieszania poskutkowaty zwiekszeniem
wydajnosci reakcji oraz pozwolity na otrzymanie prepolimeréw o jednolitych wtasciwosciach.
Wyniki pomiaréow liczby kwasowej prepolimerédw wskazujg na nizszg kwasowos$¢ materiatéw
otrzymanych w stosunku molowym reagentéw 2:3 (CTR:diol), co moze mie¢ wptyw na
wiasciwosci biologiczne materiatéw usieciowanych. W niniejszej pracy przedstawiono
szczegbtowe badania wynikéw NMR, za pomocg ktérych okreslono szerokg game wtasciwosci
prepolimerdw PAC. Kalkulacje reaktywnosci grup karboksylowych CTR, poparte przez wyniki
analiz FIA-ESI-MS wskazaty na zwiekszong reaktywnosé grup skrajnych wobec reaktywnosci
srodkowej grupy karboksylowej. Wskazuje to na priorytet tworzenia sie liniowych
oligomerdw, co bezposrednio wptywa na gestos¢ usieciowania oraz wtasciwosci mechaniczne
i biologiczne otrzymanych materiatéw usieciowanych. Potwierdzono takze za pomocg NMR,
ze stosunki molowe reszt cytrynianowych i alkilenowych w prepolimerach sg takie same jak
odpowiednich prekursoréw oraz okreslono stopnie konwersji grup karboksylowych. Wyniki
analiz prepolimeréw otrzymanych w reakcjach o wydtuzonym czasie wyjasnity rdznice
w rozpuszczalnosci prepolimeréw i doprowadzity do odpowiedniego oszacowania warunkéw

prowadzenia polikondensacji. Wykazano takze, ze opisane w powyzszych paragrafach
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wiasciwosci prepolimerdw rzutujg na charakterystyke materiatdw usieciowanych, co opisano

szczegdtowo w dalszej czesci pracy.
8.1.3. Otrzymywanie materiatéw kontrolnych cPAC

W wyniku przeprowadzonych reakcji postpolimeryzacji uzyskano szereg usieciowanych
materiatdw cPAC, opisanych w tabeli 6 (pkt. 7.2.3). Sieciowaniu poddawano 30% roztwory
prepolimeréow w etanolu, a catos¢ procesu zachodzita w dedykowanej suszarce prézniowe;j.
Materiaty usieciowane wytwarzane byty w postaci folii o grubosci miedzy 1 a 2 mm (Rys. 43A).

Z otrzymanych folii wycinane byty fragmenty o okreslonym ksztatcie (Rys. 43B).

A

Rys. 43. Fragment folii z materiatu cPAC usieciowanej w formie polipropylenowej (A) oraz
wycieta z niej ksztattka w formie wiosta, stosowana do badan mechanicznych (B)

Materialy w ocenie organoleptycznej i wizualnej byty gtadkimi, bezbarwnymi
elastomerami o zréznicowanej odpornosci na rozerwanie, zaleznej od zastosowanego diolu,
czasu sieciowania i stosunku molowego reagentéw. Materiaty otrzymane z 1,6-heksanodiolu
byty bardziej sztywne od materiatdw cPOC w tych samych stosunkach molowych (CTR:diol)
i czasach sieciowania, natomiast w obrebie materiatéw z tej samej grupy mozna byto zauwazyé
wiekszg rozciagliwos$é materiatéw otrzymanych w stosunku molowym 1:1 (CTR:diol) niz 2:3.
Otrzymane  materialy wykazywaty sie brakiem rozpuszczalnosci w  wodzie
i rozpuszczalnikach organicznych, w tym w etanolu, ktéry byt podstawowym
rozpuszczalnikiem prepolimerdéw. Podczas serii wstepnych reakcji sieciowania wedtug metod
i warunkéw opisanych w literaturze, napotkano na liczne niescistosci i problemy, ktére

skutkowaty otrzymywaniem materiatéw o zréznicowanych wtasciwosciach w obrebie jednej
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partii. Zdecydowano sie, podobnie, jak w przypadku protokotu syntezy prepolimeréw, na

reewaluacje protokotu reakcji sieciowania.
e Dobér czasu sieciowania

Czas sieciowania ma znaczacy wptyw na rdéznice we wiasciwosciach otrzymanych
materiatdw. Wraz ze zwiekszaniem czasu sieciowania zwieksza sie gestos¢ usieciowania
materiatu, co przekfada sie na rdznice we wifasciwosciach mechanicznych, a wiec takze
i biologicznych otrzymanych polimeréw. W istniejgcych doniesieniach literaturowych [188]
materiaty cPAC uzyskiwane byly po 4 dniach sieciowania w temperaturze 80°C. Zdecydowano
o wydtuzeniu tego okresu do 10 dni z dwudniowymi interwatami w celu precyzyjnego doboru
czasu postpolimeryzacji w taki sposéb, aby koncowy materiat posiadat jak najlepsze
wtasciwosci mechaniczne i biologiczne przy jednoczesnym zachowaniu wfasciwosci
elastomeru. Po serii reakcji wstepnych sieciowania przez 4, 6, 8i 10 dni i analizie otrzymanych
materiatdw, zadecydowano o wykluczeniu posrednich czaséw postpolimeryzacji (6 i 8 dni),
a koricowe materiaty przygotowano w czasie sieciowania 4 dni, jako odniesienie otrzymanych
wynikéw do literatury i w czasie 10 dni. Wstepne analizy cytotoksycznosci badanych
materiatdw wykazaty bowiem, ze dopiero materiaty sieciowane przez 10 dni nie stanowia
zagrozenia dla komoérek. Materiaty otrzymane w czasie 4 dni postpolimeryzacji wykazywaty sie
rowniez znacznie wiekszg podatnoscia na odksztatcenie i elastycznoscig, niz materiaty
otrzymane w czasie 10 dni postpolimeryzacji, co jest zwigzane ze wzrostem gestosci

usieciowania wraz z czasem prowadzenia reakgji.
e Dobér odpowiednich form do sieciowania

Osobnym problemem napotkanym podczas wstepnych reakcji sieciowania byt dobér
odpowiedniego materiatu form, w ktdérych prowadzono proces sieciowania. W zatozeniu
otrzymany materiat cPAC powinien by¢ fatwo oddzielany od powierzchni formy bez naruszenia
ciggtosci struktury przy zachowaniu odpowiedniej hydrofilowosci formy, umozliwiajgcej
swobodne dopasowanie sie materiatu do ksztattu formy i usieciowanie bez powstawania
defektow takich, jak skurcz polimeru czy pecherze. Jednoczesnie, formy te musiaty byc
odporne na ekspozycje w temperaturze ok 80°C przez diugi czas. Zbadano mozliwosci
sieciowania na formach szklanych, teflonowych, polistyrenowych i polipropylenowych.

Najlepsze wyniki uzyskano dla form wykonanych z polipropylenu — otrzymano materiaty
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usieciowane réwnomiernie w catej objetosci i bez defektéw struktury (Rys. 43). Materiaty
otrzymywane w takich formach mozna byto stosunkowo tatwo odseparowaé od powierzchni
formy bez obawy o ich uszkodzenie, a same formy nadawaty sie do ponownego wykorzystania.
Do sporzadzania probek do badan biologicznych wykorzystano wielodotkowe ptytki
polistyrenowe — choé cienkoscienne formy polistyrenowe nie nadawaty sie do otrzymywania
folii cPAC przez ich niskg odpornosé temperaturowg i bardzo mocne przywieranie materiatow
cPAC do ich powierzchni, grubos¢ scianek i uksztattowanie ptytek hodowlanych byty
wystarczajace, aby zrekompensowac¢ te mankamenty. W konsekwencji, materiaty do badan
biologicznych sieciowano bezposrednio w dotkach, z ktérych nie byly one wyjmowane,

a komoérki hodowano bezposrednio na ich gérnej powierzchni.
e Dobér odpowiednich warunkdéw sieciowania

Kolejnym istotnym parametrem byt dobdr warunkéw sieciowania. Poczagtkowe reakcje
prowadzono w standardowej suszarce laboratoryjnej, bez nawiewu i z otwartymi
przewietrznikami. Okazato sie jednak, ze tak przygotowane materiaty zawieraty szereg
negatywnych cech, ktére wzbudzity koniecznos¢ dopracowania protokotu sieciowania.
Materiaty te charakteryzowaty sie nieréwnomiernym usieciowaniem, tym wiekszym, im blizej
przewietrznikdw sie znajdowaty. Wskazywato to na nieréwny stopiefl odparowania etanolu
z probek, ktéry powinien zostaé usuniety w pierwszym etapie reakcji sieciowania. Ponadto,
badania cytotoksycznosci wykazaty liczne zanieczyszczenia obecne w materiatach, ktore
stanowity czynniki powodujgce s$mier¢ komodrek. Z tego powodu zadecydowano
o prowadzeniu reakcji sieciowania w dedykowanej suszarce prozniowej — przez pierwszy dzien
pod cisnieniem atmosferycznym, w celu umozliwienia swobodnego odparowania wiekszosci
etanolu, a przez nastepne dni pod obnizonym cisnieniem (200 mbar). Zastosowanie takiej
wartosci prézni umozliwito réwnomierne wyciggniecie etanolu z prepolimeréw przy
zachowaniu umiarkowanego tempa jego uwalniania, co zapobiegto tworzeniu sie pecherzy
w strukturze materiatu. Prowadzenie sieciowania w obiegu zamknietym zapewnito takze

materiatom izolacje od zanieczyszczen obecnych w powietrzu.

Powyzsze usprawnienia wprowadzone do protokotu reakcji sieciowania poskutkowaty
otrzymaniem materiatdbw o  jednakowych i  powtarzalnych  wtasciwosciach

w obrebie danej partii. Wstepne obserwacje uzyskanych poliestréw zdajg sie potwierdzac
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whnioski i przewidywane na podstawie analiz prepolimeréw zatozenia odnosnie wtasciwosci
materiatdw usieciowanych. Szczegdétowe badania strukturalne, mechaniczne, biologiczne
i pomiary twardosci opisane ponizej dokfadnie ukazujg rdinice pomiedzy otrzymanymi
materiatami oraz wskazuja na materiat o potencjalnie najlepszych wfasciwosciach do ich

proponowanego zastosowania.

8.1.4. Charakterystyka materiatow kontrolnych cPAC

8.1.4.1. Wyniki analizy NMR dla probek statych materiatéw kontrolnych
cPAC

8.1.4.1.1. Omodwienie analizy widm i okreslenie struktury materiatu

Spektroskopia NMR dla prébek statych niesie wiele korzysci w konteks$cie analizy
struktury materiatow usieciowanych PAC. Za pomocg widm ssNMR mozna oceni¢ czy
otrzymany materiat usieciowany jest zgodny strukturalnie z prepolimerem, z ktérego powstat.
Dodatkowo, ilosciowy charakter widm '3C MAS NMR pozwala, podobnie jak w przypadku
analiz widm protonowych w roztworze, na wykonanie kalkulacji stosunkédw molowych oraz
stopnia konwersji. Opisanie powyziszych zaleznosci pozwala jednoznacznie powigzaé
wtasciwosci mechaniczne i biologiczne materiatéw usieciowanych z cechami opisanymi
wczesniej dla ich prekursoréw. Wykonano jednowymiarowy eksperyment 3C MAS NMR dla

probki materiatu cPOC_2:3, a jego wyniki przedstawiono ponize;j.

Przedstawione ponizej widmo (Rys. 44B) analizowane byto w oparciu o widmo 3C NMR
uzyskane dla prepolimeru (Rys. 44A), z ktérego otrzymano materiat usieciowany.
Zidentyfikowano sygnaty o przesunieciach chemicznych 6 26,08, 6 28,83 6 29,38 oraz 6 32,69
ppm, pochodzgce od atomdéw wegla w taiicuchu oktametylenowym, sygnat 6 60,94 ppm
pochodzacy od atomdw wegla z grupy -CH2 potgczonej z niepodstawiong grupa hydroksylows,
szeroki sygnat 6 65,01 — 66,82 ppm pochodzgcy od skrajnych atomow wegla grup alkilenowych
-CH; w poblizu wigzania estrowego, a takze sygnaty 6 43,43 i 6 73,28 ppm pochodzace od
atomdéw wegla cytrynianowych (odpowiednio od alifatycznych grup cytrynianowych
i $rodkowego wegla czwartorzedowego) oraz natozone sygnaty od podstawionych

i niepodstawionych wegli karbonylowych w zakresie & 170,03 - 6 174,93 ppm. Sygnaty te

107



Synteza i wiasciwosci poliestréw z kwasu cytrynowego do zastosowan biomedycznych

znajduja swoje odzwierciedlenie na widmie 3C NMR prepolimeru, co wskazuje, ze otrzymane

materiaty usieciowane cechujg sie identyczng strukturg chemiczng, jak prepolimery stuzace do

ich  wytworzenia.

usieciowanego wraz z przypisanymi sygnatami (Rys. 45).

Mozliwe wiec byto narysowanie fragmentu struktury materiatu
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Rys. 44. Poréwnanie widma '3C NMR prepolimeru cPOC_1:1(A) oraz 3C MAS NMR materiatu
usieciowanego cPOC_2:3 4d (B)

Rys. 45. Fragment struktury materiatu usieciowanego cPOC_2:3 wraz z przypisaniami
sygnatow z widma 3C MAS NMR do poszczegdlnych wegli. R — proton lub taficuch alkilenu

W odrdznieniu od spektroskopii NMR w roztworze, w spektroskopii ssSNMR nie ma
mozliwosci ilosciowej analizy widm protonowych. Taka role petnig tutaj widma 3C MAS NMR
[226], [227]. Biorac to pod uwage postanowiono o przeprowadzeniu dla opisanej powyzej
probki takich samych analiz, jak dla widm protonowych prepolimeréw, a wiec kalkulacji
stosunku molowego reszt cytrynianowych i alkilenowych, reaktywnosci grup karboksylowych

oraz stopnia konwersji reagentéw. Wyniki wraz z opisami analiz zamieszczono ponize;j.
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8.1.4.1.2. Wyniki analizy stosunku molowego reszt cytrynianowych

i alkilenowych w materiale kontrolnym cPAC

Pierwszym analizowanym parametrem byt stosunek molowy reszt cytrynianowych
i segmentéw alkilenowych w usieciowanym materiale. Do jego obliczenia wykorzystano
metode analogiczng, jak w przypadkéw prepolimeréw. W programie obliczono powierzchnie
pod sygnatami pochodzgcymi od karbonylowych atomdéw wegla reszty cytrynianowej
(6 170.03 - 174.93 ppm) oraz faricucha alkilenu (6 65,01 - 66,82 ppm), a nastepnie odniesiono
je do liczby wegli odpowiadajgcej danemu segmentowi w badanym stosunku molowym.
Wybdr tych konkretnych sygnatéw podyktowany byt ich dobrym odseparowaniem na widmie
i mozliwosci jednoznacznego okreslenia ilosci atoméw wegla odpowiadajgcym wybranym
przesunieciom. Obliczenie polegato na poréwnaniu sygnatéw, a nastepnie podzieleniu
otrzymanych wartosci przez ilos¢ atomdéw wegla danego segmentu. Schemat kalkulacji

przedstawiono na rysunku ponizej (Rys. 46).

« CTR ’ ‘ Wegle CTR 3 ’
« OCT Wegle OCT 2
1,00/3 2
1,03/2 3,03
J
I I
1,00 1,03
80 160 140 120 100 8O0 60

Przesuniecie chemiczne [ppm]

Rys. 46. Schemat analizy stosunku molowego reszt cytrynianowych do alkilenowych
w materiale usieciowanym cPAC w oparciu o widmo 3C MAS NMR

Analiza stosunkow pdl powierzchni wybranych sygnatéw pozwolita na potwierdzenie,
ze materiat usieciowany zachowuje stosunek molowy reagentéw stosowanych do syntezy.
wynoszgcy 2:3 (CTR:diol). Uzyskana wartos¢ jest zblizona do wartosci wyliczonej dla

prepolimeru POC_2:3 w punkcie 8.1.2.4.2. Otrzymane wyniki potwierdzajg, ze wypracowany
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w toku badan protokdt syntezy nie wptywa na zmiany stosunku molowego uzytych reagentéw,
a otrzymane materiaty usieciowane zachowujg zadany stosunek molowy, tak, jak miato to

miejsce w prepolimerach.

8.1.4.1.3. Wyniki analizy stopnia konwersji grup karboksylowych

w materiale kontrolnym cPAC

Stopien konwers;ji obliczono analogicznie, jak w przypadku kalkulacji dla prepolimerow,
korzystajac z catek sygnatéw od wegli z segmentéw oktametylenowych potgczonych

z protonem oraz catek sygnatéw od wegli przytgczonych do cytryniandéw (Rys. 47).

* Podstawione
* Niepodstawione ‘ﬂ
SK 3,22 0,95 — 95%
T 3224016 2T 707
T T T
1,00 0,05 0,11 2,22

0 60 50 40 30
Przesuniecie chemiczne [ppm]

Rys. 47. Schemat kalkulacji stopnia konwersji (SK) grup karboksylowych w usieciowanym
materiale cPOC_2:3 na podstawie widma 3C MAS NMR

Otrzymane wyniki wskazujg na wysoki stopien konwersji grup karboksylowych rzedu
95%, co wskazuje na prawie catkowite przereagowanie obecnych w materiale grup
karboksylowych. Niewielka ilo$¢ pozostatych nieprzereagowanych grup stoi w zgodzie
z zasadami polikondensacji. Reakcja ta jest reakcjg rownowagowa, w ktorej osiggniecie 100%
przereagowania grup funkcyjnych w przypadku ich rownomolowego udziatu jest niemozliwe
ze wzgledow na warunek stanu réwnowagi. Prawdopodobnie rzeczywisty stopien
przereagowania jest nieznacznie wyzszy, na co wskazujg dwa sygnaty niezaznaczone na
rysunku 44B, o przesunieciach & 14,30 i 62,38 ppm. Odpowiadajg one przesunieciom

charakterystycznym dla matoczgsteczkowych estréw — cytryniandéw trietylu. Ich obecnos¢
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w materiale sSwiadczy o czesciowej reakcji etanolu stosowanego do rozpuszczania
prepolimeréw z CTR w czasie sieciowania. Powstajacy ester réwniez konsumuje czesc
niezwigzanych grup karboksylowych reszt cytrynianowych, podwyzszajgc ich stopien

konwersiji.

8.1.4.1.4. Wyniki analizy reaktywnosci grup karboksylowych

w materiale kontrolnym cPAC

e Skrajne (0]
* Centralne —O—”—

BO 178 176 174 172 170 168 166 164
Przesuniecie chemiczne [ppm]

Rys. 48. Poglagdowa analiza reaktywnosci grup karboksylowych w materiale cPOC_2:3_10d na
podstawie analizy intensywnosci sygnatéw na widmie 3C MAS NMR materiatu cPOC_2:3_10d

W odréznieniu od analiz widm protonowych w roztworze dla prepolimeréw,
w przypadku widm 3C MAS NMR dla materiatéw usieciowanych nie byto mozliwosci
przeprowadzenia doktadnej analizy reaktywnosci grup karboksylowych. Analiza ta opierata sie
na sygnatach protondéw pochodzacych od grup metylenowych usytuowanych w bezposrednim
sgsiedztwie wigzania estrowego. W przypadku otrzymanych widm dla materiatéw
usieciowanych, sygnaty pochodzace od wegli z wspomnianych grup metylenowych sg
widoczne przy & 65,01 - 66,10 ppm w formie szerokiego sygnatu, uniemozliwiajgcego
rozréznienie wegli przy wigzaniu estrowym wytworzonym przez grupe centralng od wegli przy
wigzaniu estrowym utworzonym z grupy srodkowej. Niemniej jednak, na podstawie analizy
sygnatéw pochodzacych od grup karboksylowych i wigzan estrowych (Rys. 48) mozna
wnioskowaé, ze reaktywnos$¢ grup skrajnych w materiale usieciowanym przewyzsza
reaktywno$é grupy centralnej. Swiadczy o tym stosunek wielkosci sygnatéw od podstawionych

i niepodstawionych grup na widmie 3C MAS NMR. Sygnat od niepodstawionych grup skrajnych
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jest bardzo niewielki w poréwnaniu do sygnatu od grup podstawionych (niebieskie strzatki),
natomiast w przypadku sygnatéw od grupy centralnej (czerwone strzatki) udziat sygnatu od
grup niepodstawionych jest zauwazalnie wiekszy w stosunku do grup wysyconych resztami
alkilenu. Nie przeprowadzono dokfadnej kalkulacji reaktywnosci, ze wzgledu na nakfadanie sie

sygnatéw, co skutkowatoby znaczgcym btedem wykonanych obliczen.

8.1.4.2. Wyniki pomiarow wtasciwosci mechanicznych materiatow

kontrolnych cPAC

Wiasciwosci mechaniczne materiatéw stanowig jeden z kluczowych parametréw oceny
ich przydatnosci w inzynierii tkankowej naczyi krwiono$nych. Precyzyjne dostosowanie
odpowiedniej wytrzymatosci przy zachowaniu elastycznosci materiatu skutkuje mozliwoscia
jego dopasowania do witasciwosci konkretnej tkanki, ktorg zastepuje. Dla otrzymanych
materiatdw cPAC wykonano serie takich badan, polegajacych na zmierzeniu ich wytrzymatosci
na rozcigganie oraz wydtuzenia wzglednego, ktére jest wskaznikiem elastycznosci materiatu.
Wartosci te mierzono w czasie rozciggania, jak i w punkcie krytycznym — momencie pekniecia
badanej probki. Wyniki dla wybranych prébek przedstawiono ponizej (Rys. 49). Ze wzgledu na
bardzo zblizone wartosci wynikéw zarejestrowanych w momencie zerwania proébki,
postanowiono, ze wzgledéw praktycznych, nie zamieszcza¢ ich w tekscie niniejszej pracy

w formie graficznej.

Zauwazono wyrazne zmiany wtasciwos$ci mechanicznych dla materiatéw sieciowanych
przez rozne okresy czasu (4 i 10 dni). Wartosci wytrzymatosci na rozcigganie i maksymalnej
wytrzymatosci na rozcigganie przy zerwaniu wzrastajg znaczaco wraz ze wzrostem czasu
sieciowania, natomiast odwrotng tendencje zaobserwowano dla wydtuzenia wzglednego
i wydtuzenia przy zerwaniu (Rys. 49 A i B). Mozna wiec wnioskowa¢, ze wydtuzenie czasu
sieciowania do 10 dni spowodowato powstanie bardziej wytrzymatych materiatdow, co stanowi
dodatkowq zalete w ich przysztym zastosowaniu jako rusztowan do inzynierii tkankowej
naczyn krwionosnych i jest zgodne z charakterystykag materiatéw stosowanych
w tej dziedzinie [188]. Z drugiej strony, poliestry cPAC otrzymane z 1,8-oktanodiolu wykazujg
mniejsze wartosci wytrzymatosci na rozcigganie i wyzszg elastycznos¢ niz materiaty
wytworzone z 1,6-heksanodiolu (Rys. 49 A i B). Rozbieznosci te mozna wyttumaczy¢ réznicami

w dtugosci faricucha diolu uzytego do syntezy poliestréw - krétszy taricuch 1,6-heksanodiolu
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zapewnia gestszg siec sieciujgcg niz w przypadku materiatdw otrzymanych z 1,8-oktanodiolu,
co przektada sie na wieksze wartosci sity potrzebne do zerwania prébek i mniejszg ich

podatnos¢ na odksztatcenia.
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Rys. 49. Wykresy wtasciwosci mechanicznych dla materiatéw cPAC. A - wytrzymatos¢ na
rozcigganie, B - wydtuzenie wzgledne i ich odpowiednie wartosci (C i D) dla materiatéw cPAC
otrzymanych z prepolimerdw syntetyzowanych w wydtuzonym czasie reakcji. Istotnosé
statystyczng zmierzonych wartosci okreslono wedtug jednokierunkowego testu ANOVA przy p
< 0,001, p<0,01ip<0,05. Prezentowane wyniki poréwnywano ze sobg dla tego samego
rodzaju materiatu w réznych stosunkach molowych oraz osobno dla materiatéw w jednym
stosunku molowym. Kolumny oznaczone tg samg literg réznig sie istotnie.

Uzyskane wyniki wskazujg na rdinice we wtasciwosciach pomiedzy materiatami
wytworzonymi w stosunku molowym 1:1 i 2:3 (CTR:diol). Materiaty otrzymane w stosunku

molowym  2:3  wykazujg  wieksze  wartosci  wytrzymatosci na  rozcigganie

i mniejsze wartosci wydtuzenia. Nalezy to ttumaczy¢ réwnomolowym stosunkiem grup

funkcyjnych substratéw, co przetozyto sie na wieksze prawdopodobienstwo uzyskania struktur
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rozgatezionych, a w konsekwencji skutkowato wiekszg gestosciag usieciowania

w cPAC_2:3.

Powyizsze rozwazania nalezy odnies¢ do wczesniej wspomnianych réznic w liczbach
kwasowych prepolimeréw oraz do wynikéw analizy NMR reaktywnosci grup karboksylowych
CTR, przeprowadzonej dla prepolimerdéw przygotowanych przy réznych stosunkach molowych
substratéw. Wskazujg one na wyrazne korelacje pomiedzy wtasciwo$ciami mechanicznymi
materiatéw usieciowanych a wtasciwos$ciami fizykochemicznymi prepolimeréw i pozwalajg na
czesciowe przewidywanie i projektowanie witasciwosci materiatow usieciowanych juz na

etapie syntezy prepolimeréw.

W tym miejscu warto zauwazy¢, ze wszystkie obserwowane rozbieznosci we
wiasciwosciach mechanicznych badanych materiatdbw mozna wyeliminowac¢ poprzez
precyzyjne sterowanie czasem polikondensacji i sieciowania, uzyskujgc materiaty
o precyzyjnie dobranych do danego zastosowania wtasciwosciach mechanicznych. Znaczenie
precyzyjnego dostosowania i oszacowania optymalnego czasu i warunkow reakcji sieciowania
wykazata dokfadna analiza wifasciwosci mechanicznych materiatéw PAC otrzymanych
z prepolimeréw syntetyzowanych w wydtuzonym czasie reakcji (Rys. 48C i 48D). W miare
wydtuzania czasu reakcji syntezy prepolimeru znaczaco maleje wydtuzenie wzgledne, co
zaobserwowano w przypadku wspomnianych materiatow, a takze zmniejszajg sie wartosci
wytrzymatosci na rozcigganie, co jest tendencjg odwrotng niz w przypadku materiatéw cPAC
wytworzonych z prepolimerdw syntetyzowanych w warunkach standardowych. Poréwnujac
otrzymane wartos$ci z warto$ciami wtasciwosci mechanicznych materiatéw referencyjnych
mozna wykazaé, ze wydtuzenie czasu reakcji syntezy prepolimeréw skutkuje zmiang
elastomerowego charakteru wytworzonych materiatdbw w kierunku sztywnych zywic
poliestrowych, eliminujgc tym samym takie materiaty z potencjalnych zastosowan w inzynierii

tkanek miekkich.
8.1.4.3. Wyniki pomiaréw twardosci materiatow kontrolnych cPAC

Twardo$é materiatéow jest istotnym wskaznikiem okreslajgcym stopien usieciowania
materiatu. Dzieki analizie twardosci mozliwe jest wykrycie defektéw sieci polimerowej oraz

wskazanie, czy dany materiat jest usieciowany réwnomiernie w catej objetosci. Twardos¢ ma
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tez znaczacy wplyw na wilasciwosci biologiczne usieciowanego materiatu, poprzez
obrazowanie gestosci usieciowania, co z kolei warunkuje mozliwos¢ penetracji materiatu przez
komorki. Dla otrzymanych materiatéw cPAC wykonano pomiary twardosci metodg Shore’a A,

stosujgc skale dla materiatéw elastomerowych. Wyniki zamieszczono na rysunku 50.
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Rys. 50. Wykresy przedstawiajgce wyniki pomiaréw twardosci dla réznych badanych
materiatdw PAC (A - powierzchnia gérna, B - powierzchnia dolna) oraz poréwnanie twardosci
materiatdw uzyskanych z prepolimeréw przygotowanych w wydtuzonych czasach reakcji
(CiD). Indeksy G i D w nazwach prébek oznaczajg odpowiednio gérng i dolng powierzchnie
materiatu. Istotnos¢ statystyczng zmierzonych wartosci okreslono wedtug jednokierunkowego
testu ANOVA przy p < 0,001, p <0,01i p <0,05. Prezentowane wyniki poréwnywano ze sobg
dla tego samego rodzaju materiatu przy réznych stosunkach molowych oraz osobno dla
materiatow w jednym stosunku molowym. Kolumny oznaczone t3 samg literg rdznig sie
statystycznie.
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Wyniki pomiaréw twardosci stanowi komplementarne dopetnienie charakterystyki
mechanicznej polimeréow. Twardos¢ materiatdw zwieksza sie wraz z wydtuzaniem czasu
sieciowania. Najmniejsze wartosci twardosci zaobserwowano dla materiatéw sieciowanych
przez 4 dni (57 do 60°Shore dla cPOC i 51 do 68°Shore dla cPHC), natomiast najwieksze
wyznaczono dla materiatow sieciowanych przez 10 dni (63 do 72°Shore dla cPOC i 67 do
71°Shore dla cPHC) (Rys. 50). Najwazniejszg obserwacja jest jednak fakt, ze zaréwno gorne,
jak i dolne powierzchnie wytworzonych materiatéw wykazujg podobne wartosci twardosci.
Sugeruje to, ze stopien usieciowania materiatow jest jednakowy w catej objetosci prébek, co
przektada sie na identyczne wtasciwosci fizykochemiczne materiatéw w kazdym miejscu sieci
polimerowej. Jest to istotny parametr w kontekécie zastosowania materiatdow cPAC
w inzynierii tkankowej, gdzie jednorodnos¢ struktury jest jednym z kluczowych wymogoéw.
Ponadto probki cPHC i cPOC otrzymane w tym samym czasie sieciowania i w tym samym
stosunku molowym reagentéw wykazujg podobng twardos$¢. Zauwazono, ze dla materiatow
cPHC_2:3 otrzymanych w obu czasach sieciowania twardo$é przyjmuje wyzsze wartosci, niz
dla materiatu cPHC_1:1, co dotyczy rédwniez materiatdw cPOC. Rdznice te sg tozisame
z rozbieznosciami opisanymi wczesniej dla badan mechanicznych i podyktowane s3
rownomolowym stosunkiem grup karboksylowych i hydroksylowych, co wptywa na gestos¢
usieciowania materiatow, gdzie wieksza ilos¢ uzytego diolu powoduje gestszg sie¢ wewnatrz

materiatu.

Otrzymane wyniki twardosci stojg w zgodzie z wynikami badan mechanicznych,
stanowigc ich komplementarne dopetnienie. Podobnie, jak w przypadku badan
mechanicznych, jednakowa twardos¢ materiatdw w catej ich objetosci jest wynikiem
przeprowadzonej kontroli i modyfikacji sposobu sieciowania materiatéw. Poszczegdlne
réznice twardosci pomiedzy materiatami mozna tatwo zniwelowad stosujgc odpowiednio

dostosowane warunki sieciowania.

8.1.4.4. Wyniki analizy zgodnosci biologicznej materiatéow kontrolnych

cPAC

Badania biologiczne stanowiag jeden z najbardziej znaczacych krokéw
w charakterystyce materiatow PAC. Nieodpowiednia biokompatybilnos¢ materiatow lub wrecz

ich cytotoksycznos¢ jest czynnikiem catkowicie negujagcym ich  zastosowanie
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w inzynierii tkankowej naczyn krwionosnych. Aby wykluczy¢ taki scenariusz i potwierdzic
catkowita zgodnos¢ materiatdéw z tkankami cztowieka przeprowadzono doktadne
i wieloetapowe badania otrzymanych polimeréw zaréwno na ekstraktach uzyskanych
z materiatéw, jak i w bezposrednim kontakcie komérek z powierzchnig poliestréw. Do badan
wykorzystano ludzkie komdrki macierzyste ASC ktére w procesie rdznicowania w organizmie
przeksztatcane s3 w komadrki miesni gtadkich naczyn krwionosnych oraz komorki sréodbtonka
naczyniowego, ktére beda stanowic naturalne otoczenie materiatu w tkankach biorcy. Badania
wiasciwosci  biologicznych obejmowaty pomiar pH przygotowanych 10% ekstraktow
z poliestréw cPAC_10 d, barwienie fluorescencyjne live/dead oraz okreslenie aktywnosci
metabolicznej komdrek na podstawie szybkosci redukcji resazuryny. Szczegétowe omdwienie

wynikdw zamieszczono ponize;.
e  Wptyw kwasowosci materiatu na zywotnos¢ komérek

Przeprowadzono pomiary pH ekstraktéw materiatéw cPAC w medium DMEM. Pozywka
zawierata w sobie barwny wskaznik, reagujacy na obnizenie pH zmiang koloru z czerwonego
na coraz bardziej z6tty. Ponadto, wykonane ekstrakty zbadano przy uzyciu pH-metru. W tabeli
22 przedstawiono wartosci pH ekstraktéw przed dodaniem ich do hodowli komérkowe;j.

Tab. 22. Wartosci pH 10% ekstraktow z materiatéw cPAC w poréwnaniu z wartoscig pH dla

czystej pozywki
Ekstrakt cPHC_1:1_10d cPHC_2:3_10d | cPOC_1:1_10d ¢POC_2:3_10d | DMEM

pH 5.31 6.50 5.61 6.91 7.50

Wszystkie wartosci pH wykazujg wartosci mniejsze w odniesieniu do pH czystego
DMEM, co klasyfikuje ekstrakty jako substancje o charakterze kwasowym. Najbardziej
znaczacy spadek nastgpit w przypadku ekstraktéw materiatéw otrzymanych w stosunku
molowym 1:1 (CTR:diol). Najnizszg wartos¢ pH posiadat ekstrakt cPHC 1:1_10d (5,31), nieco
wyzszg wartoscig charakteryzowat sie cPOC_1:1_10d (5,61). Ekstrakty z poliestréw
o stosunku molowym 2:3 (CTR:diol) charakteryzowaty sie wyzszymi wartosciami pH, ktore byty
znacznie blizsze pH obojetnemu. Warto nadmienic, ze warto$¢ pH cPOC_2:3_10d na poziomie
6,91 plasowata sie niemalze na poziomie pH fizjologicznego, gdyz prawidtowa wartos¢ pH
ptynédw ustrojowych, takich jak ptyn wewnatrznaczyniowy czy $rédmigzszowy, miesci sie

w przedziale 7,35-7,45.
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Otrzymane wyniki sg scisle powigzane z wartosciami liczb kwasowych prepolimerdéw.
Poliestry oparte na 1,6-heksanodiolu, ktére powodujg najwiekszy spadek pH podtoza
hodowlanego, majg wyzsze wartosci liczby kwasowej niz poliestry oparte na 1,8-oktanodiolu,
co mozna wprost odnies¢ do stwierdzenia, ze krétszy diol powoduje wiekszg gestos¢ molowa
jednostek cytrynianowych w obrebie okreslonej makroczasteczki prepolimeru. Krétszy
tancuch alkilenowy jest rowniez wyjasnieniem wiekszej hydrofilowosci poliestrow PHC
w porownaniu z POC, co moze prowadzi¢ do ich szybszej hydrolizy w organizmie cztowieka.
Ponadto, jak wspomniano wczesniej, w materiatach wystepujg wcigz niezwigzane grupy
karboksylowe, ktéorych zawarto$¢ mozna obnizy¢ poprzez wprowadzenie modyfikatorow
wysycajgcych nadmiar grup karboksylowych w niemodyfikowanym materiale. Zbyt niskie pH
Srodowiska w poblizu implantowanych rusztowan moze mie¢ negatywny wptyw na komarki,
co skutkuje spowolnieniem ich wzrostu oraz uposledzeniem zdolnosci proliferacyjnych
i roznicowania. Ptukanie poliestréw w (PBS) lub w medium hodowlanym przed posiewem
komodrek moze zapobiec obnizeniu pH poprzez wyptukiwanie nieprzereagowanych
matoczgsteczkowych prekursoréw i oligomerdw. Nalezy tu zaznaczy¢, ze prowadzone badania
wykonywano w warunkach statycznych podczas gdy w organizmie cztowieka wystepuje staty
przeptyw ptynéw, co moze skutkowaé dynamiczng regulacja pH, dzieki ciggtemu wyptukiwaniu
uwalniajgcych sie z materiatu produktéw jego degradacji. Pomimo to wyzsze wartosci pH
poliestrow o stosunku molowym 2:3 sugerujg ich lepszg biokompatybilnos¢ w porédwnaniu

z powszechnie opisywanymi w literaturze polimerami o stosunku 1:1.

e Analiza proliferacji i metabolizmu komoérek inkubowanych w ekstraktach

z materiatéow cPAC

Pierwsze podejscie do oceny zachowania komoérek w posrednim kontakcie
z poliestrami PAC przeprowadzono z wykorzystaniem komdrek ASC. Po okresie inkubacji ASC
byty kontrbarwione kalceing-AM i jodkiem propidyny (odpowiednio zielonym i czerwonym)
w celu okreslenia ich zywotnosci i byty obserwowane pod mikroskopem fluorescencyjnym.

Wyniki w formie zdje¢ i wykreséw zamieszczono ponizej (Rys. 51i 52 AliB1).
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Rys. 51. Wyniki analizy zywotnosci i proliferacji komoérek ASCs oceniane za pomocg barwienia
live-dead (komarki zielone - zywe, czerwone - martwe, pasek skali =100 um; A1, B1) oraz testu
redukcji resazuryny (A2, B2). Komoérki hodowano w 10%, 5% i 2,5% ekstraktach
z cPHC_1:1 10d i cPHC_2:3_10d oraz na kontroli (TCPS) przez 1, 3 i 7 dni. Istotnos¢
statystyczng redukcji resazuryny obliczono wedtug jednokierunkowego testu ANOVA przy
p <0,001, p<0,01ip<0,05. Konkretne rozcieAczenia ekstraktéw byty poréwnywane ze sobg
w dniach 1, 3 i 7 oddzielnie. Kolumny okreslone tg sama literg sg znaczaco rézne.
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Rys. 52. Wyniki analizy zywotnosci i proliferacji komérek ASCs oceniane za pomocg barwienia
live-dead (komoérki zielone - zywe, czerwone - martwe, pasek skali =100 um; A1, B1) oraz testu
redukcji resazuryny (A2, B2). Komodrki hodowano w 10%, 5% i 2,5% ekstraktach
z cPOC _1:1_10d i cPOC_2:3 10d oraz na kontroli (TCPS) przez 1, 3 i 7 dni. Istotnos¢
statystyczng redukcji resazuryny obliczono wedtug jednokierunkowego testu ANOVA przy
p <0,001, p<0,01ip<0,05. Konkretne rozciericzenia ekstraktéw byty poréwnywane ze sobg
w dniach 1, 3 i 7 oddzielnie. Kolumny okreslone tg sama literg sg znaczaco rdzne.
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Barwienie zywych komédrek za pomocyg kalceiny-AM  opiera sie na
wewnatrzkomdrkowej reakcji hydrolizy estru. Niefluorescencyjna kalceina-AM, bedaca
z chemicznego punktu widzenia estrem acetoksymetylowym, po wejsciu do wnetrza komédrek
ulega hydrolizie przez wewngatrzkomérkowe esterazy. Odtwarzany jest kwas karboksylowy,
ktory wykazuje zielong fluorescencje. Dzieki swojemu niskiemu pH nie moze by¢ on wydalony
przez komorki, przez co akumuluje sie w ich strukturach, nadajac zywym komérkom
wiasciwosci zielonej fluorescencji. Z kolei jodek propidyny jest uzywany do wykrywania
martwych komérek, poniewaz nie wnika do komdrek przez nienaruszong btone komérkowa
ze wzgledu na posiadany tadunek elektryczny. Jednak btony komérkowe komérek w stanie
nekrozy lub apoptozy ulegajg uszkodzeniu, przez co jodek propidyny moze przenika¢ do

wnetrza takich komaérek, nadajgc im czerwong fluorescencje.

Komérki hodowane w nierozciericzonych ekstraktach okazaty sie martwe lub na
poczatku $mierci komdrkowej, za wyjatkiem cPHC_2:3_10d. 5% ekstrakt z cPOC_1:1_10d
rowniez okazat sie smiertelny dla ASC. Poza tym duzg liczbe zywych komérek stwierdzono
zarowno w 5%, jak i 2,5% ekstraktach z cPHC_1:1_10d, cPHC_2:3_10d i cPOC_2:3_10d. Ich
morfologia i rozmieszczenie w dotkach w pierwszym dniu nie réznity sie od komodrek
hodowanych w warunkach kontrolnych. Po 7 dniach, w przeciwieidstwie do hodowli
kontrolnej, komorki uktadaty sie w skupiska, zwtaszcza w préobkach ekstraktéw z poliestrow
cPHC, co wskazuje na wieksze ilosci komdrek w prdobkach hodowanych na ekstraktach

z materiatéw cPHC w poréwnaniu do kontroli TCPS.

Zachowanie ASC w kontakcie z 10% ekstraktami poliestrow badano réwniez za pomoca
testu AlamarBlue, w ktérym intensywnos¢ fluorescencji przeliczano na procent redukgji
resazuryny, wprost proporcjonalny do aktywnosci metabolicznej komoérek. Test AlamarBlue
jest jednostopniowym badaniem aktywnosci metabolicznej komérek. Do zawiesiny komorek
wprowadza sie roztwdr niefluorescencyjnego, niebieskiego barwnika (soli sodowej
resazuryny), ktéra po wniknieciu do komaérek zywych ulega redukcji przy wykorzystaniu NADH
do rezorufiny. Rezorufina wykazuje wtasciwosci fluorescencyjne (dt. fali emisji = 590 nm),
dzieki czemu mozliwe jest zobrazowanie komérek zywych i obliczenie procentowej zawartosci
tych komdrek w hodowli, wykorzystujgc takg sama ilo$¢ barwnika, jakiej uzyto do barwienia

hodowli, zredukowang w 100% jako prébke odniesienia.
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Uzyskane rezultaty (Rys. 51 i 52 A2 i B2) sg analogiczne do wynikdéw uzyskanych
z barwienia metodg live-dead. Nierozciericzone ekstrakty (10%) okazaty sie by¢ cytotoksyczne
w kazdym przypadku z wyjatkiem cPHC 2:3 10d. Redukcja resazuryny w 5%
i 2,5% ekstraktach z poliestréw cPHC byta znacznie wyzsza niz w ekstraktach z cPOC, osiggajac
wartosci zblizone do wartosci prébki kontrolnej. Aktywnos¢ metaboliczna komoérek
hodowanych w 5% ekstrakcie z cPOC_1:1_10d byta bliska 0%, co sugeruje catkowitg Smier¢
komoérek. Wieksza cytotoksycznosé ekstraktéw z cPAC_1:1 moze by¢ powodowana przez ich
wysoka kwasowos$é w porédwnaniu do ekstraktéw z materiatéw cPAC_2:3 (Tab. 22), co
powoduje korzystniejsze warunki wzrostu komorek ASC w ekstraktach z tych ostatnich. Jest to
najbardziej widoczne w przypadku ekstraktu z cPHC_2:3, ktéry ma pH najblizsze
fizjologicznemu, co przektada sie na najwyzszg zywotnos¢ komorek w ekstraktach z tego
materiatu. Redukcja resazuryny przez 1,25% i 0,63% ekstrakty ze wszystkich poliestrow (nie
przedstawione na wykresach) byta prawie taka sama jak w hodowli kontrolnej i nie byto

miedzy nimi istotnych rdznic.

e Badanie in vitro wzrostu i proliferacji komérek ASC hodowanych w bezposrednim

kontakcie z materiatami cPAC

Ostatnim z przeprowadzonych testéw biologicznych byty préby hodowli komdrek ASC
w bezposrednim kontakcie z powierzchnig materiatéw cPAC. Na podstawie analizy wynikéw
z hodowli w ekstraktach oraz biorgc pod uwage uzyskane wartosci pH zdecydowano, ze do
testow inkubacji bezposredniej zostang zastosowane materiaty cPHC_2:3 10d
i cPOC_2:3 10d. Komérki hodowano przez 1, 3 i 7 dni, a morfologie komérek, ich liczbe,
powierzchnie dystrybucji, jak rowniez wspodtczynnik proporcji (dtugosé:szerokosc)
poréwnywano z odpowiednimi parametrami komorek hodowanych na kontroli TCPS. Wyniki

przedstawiono na zdjeciach i wykresach ponizej (Rys. 53 i 54).

W pierwszym dniu liczba komérek oraz ich morfologia byty podobne na obu badanych
polimerach oraz na TCPS. Komodrki miaty ksztatt wrzecionowaty o wspdtczynniku ksztattu ok.
5; jedynie powierzchnia dystrybucji komérek byta istotnie mniejsza (p<0,05)
w przypadku hodowli na cPHC_2:3 10d w poréwnaniu z TCPS. W trzecim dniu prowadzenia

inkubacji powyzsze badane parametry dla komérek hodowanych na cPOC_2:3 10d byty
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podobne jak na TCPS, co moze wskazywac¢ na najlepsze sposréd badanych materiatéw

wtasciwosci konieczne do wspierania adhezji i wzrostu ASC.

Rys. 53. Obraz mikroskopowy komdérek ASC hodowanych na réznych materiatach cPAC oraz
jego poréwnanie z hodowlami kontrolnymi na TCPS w 1, 3 i 7 dniu hodowli. Do obserwaciji
w mikroskopii optycznej wykorzystano komérki natywne (dzien 1 i 3) lub komdrki barwione
hematoksyling i eozyna (dzien 7). Pasek skali = 100 um.

Z drugiej strony, na cPHC_2:3_10d zaobserwowano zmniejszenie liczby komodrek
i powierzchni ich dystrybucji. Réznice w zachowaniu komdrek na obu polimerach moga
wynikac z krétszego taricucha heksametylenowego obecnego w cPHC_2:3_10d, a tym samym
ze stosunkowo wiekszej zawartosci grup karboksylowych, estrowych i hydroksylowych
w cPHC_2:3_10d niz w cPOC_2:3_10d. Jak wczesniej zauwazono, cecha ta ma wptyw na pH
otaczajacego je medium (Tab. 22), co rzutowac moze na zachowanie sie komérek w kontakcie
z powierzchnig materiatu. Warto jednak zauwazyé, ze komérki na cPHC_2:3_10d réwniez
wykazywaty sie wysoka przezywalnos$cig i zywotnoscig, co ukazaty probki barwione

hematoksyling-eozyng w 7. dniu (Rys. 53).
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Rys. 54. Wykresy przedstawiajgce rdznice w sredniej gestosci populacji, powierzchni
dystrybucji i wspétczynniku proporcji komérek ASC po 1 i 3 dniach hodowli, hodowanych
bezposrednio na cPHC_2:3 10d, cPOC_2:3 10d, w odniesieniu do probek kontrolnych na
TCPS. Istotnos¢ statystyczng otrzymanych wynikéw obliczono wedtug jednokierunkowego
testu ANOVA przy p < 0,001, p < 0,01 i p < 0,05. Konkretne prébki materiatéw oraz kontrole
byty poréwnywane ze sobg oddzielnie. Kolumny okreslone tg samg literg sg znaczgco rézne.

Ze wzgledu na silny rozrost komérek, powodujacy wielowarstwowe naktadanie sie
komorek na siebie po 7 dniach inkubacji, obliczenie wartosci parametréw przedstawionych na

rysunku 54 dla prébek 7 dniowych okazato sie niemozliwe.

Na podstawie powyzszych wynikdw badan biologicznych mozna stwierdzi¢, ze aby

zapewni¢ optymalne warunki do hodowli komérek, konieczne jest odpowiednie dostosowanie

124



Synteza i wtasciwosci poliestréw z kwasu cytrynowego do zastosowan biomedycznych

witasciwosci badanych poliestrow. Uzasadnione jest wprowadzenie dtuzszego czasu
sieciowania ze wzgledu na wiekszg gestosé sieci polimerowej tak otrzymanego materiatu,
a w konsekwencji wolniejsze uwalnianie produktéw ubocznych jego degradacji. Nalezy
réwniez rozwazy¢ odejécie od szeroko opisywanego stosunku molowego 1:1(CTR:diol) na rzecz
stosunku molowego 2:3, co zapewnia lepszg neutralizacje grup karboksylowych, dzieki czemu
srodowisko hodowli komérkowej staje sie mniej kwasne i bardziej przyjazne dla komorek.
Zachowanie polimeréw cPAC w srodowisku biologicznym moze byé rowniez regulowane
poprzez zastosowanie dioli o rdinej dtugosci taiicucha weglowego, co potwierdzono

badaniami in vitro w bezpos$rednim kontakcie z ASC.
8.1.5. Podsumowanie charakterystyki materiatdw kontrolnych cPAC

Przedstawione  powyzej  wyniki  analiz  strukturalnych, mechanicznych,
fizykochemicznych i biologicznych stanowig catosciowy obraz charakterystyki usieciowanych
materiatdw kontrolnych cPAC. Dzieki zastosowaniu spektroskopii ssSNMR potwierdzono
stosunek molowy reagentow w koncowym produkcie, ktory jest zbiezny ze stosunkiem
molowym reagentéw podczas syntezy oraz w prepolimerze. Stanowi to dowdéd wtasciwie
dopasowanych parametréow syntezy, oczyszczania i sieciowania poliestrow. Dzieki wynikom
spektroskopii ssNMR oszacowano takze stopien konwersji grup karboksylowych oraz
wykazano, ze w warunkach sieciowania etanol w niewielkim stopniu reaguje z resztami
cytrynianowymi, tworzgc estry. Wyniki analiz wytrzymatosciowych oraz powierzchniowych
materiatdbw wskazujg na ich prawidtowe wilasciwosci mechaniczne oraz uwydatniajg
mozliwosci szerokiej modyfikacji wtasciwosci materiatdow do konkretnego zastosowania
poprzez prostg manipulacje parametrami syntezy. Dzieki szczegdtowej analizie wiasciwosci
biologicznych, skorelowanych z charakterystyka fizykochemiczng i strukturalng usieciowanych
poliestrow, jak i prepolimeréw PAC udato sie wyeksponowaé najbardziej obiecujgcy aspekt
badanych materiatéw pod wzgledem ich zastosowania — powszechnie opisywany w literaturze
stosunek molowy 1:1 (CTR:diol) pod kazdym wzgledem ustepuje miejsca materiatom
otrzymanym w stosunku molowym 2:3. Oba te materiaty wykazujg potencjat dalszej
funkcjonalizacji, mozliwej do zrealizowania przez wprowadzenie czgsteczki modyfikujgcej do
struktury materiatu, ktéra moze potencjalnie zniwelowaé czes¢ zaobserwowanych réznic.

Dlatego tez nastepny etap prac obejmowat wytworzenie materiatéw modyfikowanych cPAC.
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8.2. Materiaty cPAC modyfikowane

8.2.1. Omodwienie modyfikacji materiatéw cPAC

Drugim etapem prowadzonych prac badawczych byto przygotowanie
i scharakteryzowanie materiatéw modyfikowanych PAC. Do ich przygotowania wykorzystano
wodne roztwory GSH, sporzadzone wedtug opisu zamieszczonego w punkcie 7.3.1.1 ktore
dodawano do etanolowych roztwordw prepolimerow, tych samych ktore stuzyty do
przygotowywania materiatéw  kontrolnych. Modyfikacje poczatkowo planowano
przeprowadzi¢ na dwa sposoby — powierzchniowo, poprzez wygrzewanie w temperaturze
sieciowania przez godzine juz usieciowanych materiatéw PAC w roztworach modyfikatora oraz
w masie, poprzez dodanie roztworu modyfikatora do prepolimeru przed etapem sieciowania.
Ostatecznie na potrzeby niniejszej pracy omawiana bedzie tylko modyfikacja

w masie (Rys. 55).

Roztwor \
prepolimeruw Roztwor
EtOH { modyfikatora
[30% v/V] ) ’

T=80°C
Czas: 4i 10 dni

[ Usieciowany modyfikowany cPAC ]

Rys. 55. Schemat modyfikacji materiatéw PAC w masie. Roztwdr niemodyfikowanego
prepolimeru jest taczony z roztworem modyfikatora bezposrednio w formie, a nastepnie
sieciowany w takich samych warunkach, jak materiaty kontrolne

Wybér modyfikatora podyktowany byt checig wprowadzenia dwdéch modyfikacji,
fluorescencji i wtasciwosci przeciwutleniajgcych w wyniku jednej operacji. Zatozono, ze GSH
bedzie odpowiednim zwigzkiem modyfikujgcym ze wzgledu na jego budowe i wtasciwosci,
dzieki czemu mozliwe jest jego zwigzanie w strukturze materiatu na dwa sposoby (Rys. 56).
Obecnos¢ w strukturze GSH reszt cysteinylowych powoduje mozliwos¢ reakcji z CTR po

wczesniejszej termicznej dekompozycji czgsteczki GSH do dipeptydu, w wyniku ktérej
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powstaje pochodna 2-pirydonu, [180]. Wywnioskowano wiec, ze dodatek GSH do prepolimeru
przed sieciowaniem powinien skutkowaé¢ powstawaniem takiej pochodnej wewnatrz sieci
materiatu.  Potencjalne  wtasciwosci  przeciwutleniajgce sg  skutkiem fizycznego
i kowalencyjnego zwigzania czgsteczek nieprzereagowanego GSH wewnatrz sieci polimerowej
i na powierzchni materiatu. Taki sposdb zwigzania modyfikatora zapewnitby zdolno$é
materiatom do wygaszania reaktywnych form tlenu przez dtuzszy czas, dzieki stopniowemu

uwalnianiu GSH w miare postepu degradacji rusztowania.
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rozktad HZNK/\{ o T Brak degradacji

¥ Cr ¥

( ) " Reakcja
Reakcja chemiczna
chemiczna Zwigzanie
b ’ v fizyczne
Fluorescencja Witasciwosci
" . przeciwutleniajace

Rys. 56. Schemat idei podwdjnej modyfikacji materiatéw PAC za pomocg GSH

W celu okreslenia najlepszej ilosci modyfikatora w materiale przeprowadzono wstepne
préby modyfikacji za pomocg GSH przy uzyciu roztwordw i w proporcjach opisanych w punkcie
7.3.1.1, a takze za pomoca tych samych roztworéw w dziesieciokrotnie wiekszej ilosci
(stezenie GSH w materiatach odpowiednio 4 i 8%). Badania biologiczne tak przygotowanych
materiatow wykazaty jednak ich wysokg cytotoksyczno$é, dlatego do dalszych badan
wytworzono wytgcznie materiaty zawierajace 0,4 i 0,8% GSH.

Otrzymano w ten sposob szereg materiatdow modyfikowanych, opisanych w tabeli 8
w punkcie 7.3.1.1. Materiaty te, podobnie jak materiaty PAC kontrolne byty przezroczystymi
elastomerami o gtadkiej powierzchni. Nie rdznity sie znaczaco wizualnie od materiatéw
kontrolnych, jedyng rdznicg byta pomaranczowa barwa, ktorej intensywnos¢ wzrastata wraz
z iloscig dodanego GSH (Rys. 57). Prawdopodobnie za powstaty kolor odpowiedzialne sg

matoczgsteczkowe produkty powstajgce w wyniku rozktadu termicznego GSH.
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A CPHC_1:1 cPHC 2:3 cPOC_1:1 cPOC2:3 B cPHC1:1 cPHC 2:3 cPOC_1:1 cPOC_2:3
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— —
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Rys. 57. Wyglad materiatéw modyfikowanych PAC otrzymanych po 4 (A) i 10 (B) dniach
sieciowania

Materiaty modyfikowane otrzymywano w tych samych formach polipropylenowych,
ktérych uzywano do syntezy materiatéw kontrolnych. Modyfikowane PAC byty wytwarzane
gtéwnie w formie folii o grubosci 1-2 mm, z ktérych byty nastepnie docinane do odpowiednich

ksztattow.

Otrzymane probki materiatéw modyfikowanych postuzyty do przeprowadzenia petnej
charakterystyki fizykochemicznej, mechanicznej i biologicznej. Dzieki jej przeprowadzeniu
okreslono wspomniane wiasciwosci materiatéw, a takie oszacowano przydatnosé

wytworzonych poliestrow do ich zastosowania w inzynierii tkankowej naczyn krwionosnych.
8.2.2. Charakterystyka materiatow modyfikowanych cPAC

Materiaty modyfikowane PAC pod wieloma wzgledami charakteryzujg sie podobnymi
wiasciwosciami do ich kontrolnych odpowiednikdow, dlatego opisane ponizej metody
charakterystyki sg w wiekszosci przypadkdw tozisame. Niemniej jednak, na skutek
wprowadzenia modyfikatora materiaty te zyskaty nowe funkcjonalnosci takie, jak
fluorescencja czy potencjalne wtasciwosci przeciwutleniajgce, co wymusito przeprowadzenie
dodatkowych badan potwierdzajgcych wyzej wymienione cechy. Wyniki przeprowadzonych
analiz zamieszczono ponizej. Ze wzgledu na duzg ilo$¢ otrzymanych materiatéw a, co za tym
idzie znaczacg ilos¢ powigzanych z nimi wynikéw, w niektérych punktach przedstawione
zostang jedynie wyniki najbardziej istotne z zaznaczeniem, ze dla pozostatych materiatow

wyniki te sg analogiczne.
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8.2.2.1. Wyniki analizy materiatdw modyfikowanych cPAC za pomocg

NMR dla probek statych

Pierwszym krokiem na drodze charakterystyki materiatéw modyfikowanych byta
analiza za pomocg spektroskopii NMR dla prébek statych. Celem prowadzonych analiz byto
okreslenie obecnosci modyfikatora wewnatrz struktury materiatu oraz jego wptywu na
obserwowane przesuniecia chemiczne. Analizy otrzymanych widm dokonano w oparciu
o rdznice pomiedzy widmem materiatu kontrolnego, a tym zarejestrowanym dla

modyfikowanego cPAC. Widma i ich interpretacje zamieszczono ponizej (Rys. 58).

Analiza poréwnawcza widm 3C MAS NMR zamieszczonych ponizej (Rys. 58 A i B)
wykazata brak jakichkolwiek réznic pomiedzy prébkami kontrolnymi i modyfikowanymi. Na
widmie 3C MAS NMR dla materiatu modyfikowanego cPAC_2:3_4d_GO0,8 (Rys. 58B) nie
zaobserwowano innych sygnatéw, niz te, ktore opisano dla materiatu kontrolnego w punkcie
8.1.4.1. Powyizsze obserwacje wskazujg na brak wptywu dodatku modyfikatora na strukture
materiatu. GSH obecny jest w materiale w zbyt matym stezeniu, aby mdgt on zostac
zidentyfikowany za pomocg spektroskopii sSNMR, podobnie jak powstajgcy z niego zwigzek

fluorescencyijny.
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Rys. 58. Widma 13C MAS NMR zarejestrowane dla prébek cPOC_2:3_4d_C (A) oraz cPOC_2:3-
4d_GO0,8 (B) oraz zblizenie natozonych catek regionu karboksylowego obu widm (C)
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Analogicznie, jak w przypadku widm dla materiatu kontrolnego (pkt. 8.4.1.1.1
i 8.4.1.1.2) przeprowadzono poréwnanie catek poszczegdlnych sygnatéw w celu
potwierdzenia stosunku molowego reszt cytrynianowych i segmentéw alkilenowych
w materiale oraz okreslenia stopnia konwersji grup karboksylowych. Otrzymane wartosci sg
identyczne, jak dla materiatéw kontrolnych (Tab. 23).
Tab. 23. Pordwnanie wartosci stosunku molowego oraz stopnia konwersji grup

karboksylowych w materiatach cPOC_2:3 kontrolnym i modyfikowanym na podstawie analizy
widm 3C MAS NMR

cPOC_2:3 4d_C cPOC_2:3_4d_G0,8
Stosunek molowy [CTR:diol] 2:3,0 2:3,0
Stopien konwers;ji 95% 95%

Zaobserwowane podobieistwa miedzy widmami pozwalajg wnioskowac, ze dodatek
modyfikatora w stezeniach opisanych w niniejszej pracy nie ma wptywu na strukture
usieciowanych materiatbw cPAC. Pomimo powstawania w materiale zwigzku
fluorescencyjnego, stosunek reszt cytrynianowych i alkilenowych pozostaje niezmieniony
podobnie, jak stopied konwersji grup -COOH (Rys. 58 C). Mozna wiec zatozyé, ze ilo$é
niezwigzanych grup karboksylowych, pomimo zachodzgcej reakgc;ji nie ulegta istotnej zmianie.
Ma to znaczenie z punktu widzenia witasciwosci biologicznych — zwiekszenie licznosci grup
karboksylowych w materiale powodowatoby jego nizsze pH, a w konsekwencji, pogorszenie
wiasciwosci biologicznych. Brak obserwowanych zmian w stopniu konwersji mozna takze
ttumaczyé mechanizmem powstawania samego fluoroforu (Rys. 61 na s. 135). W reakcji biorg
udziat dwie grupy -COOH 1z reszty cytrynianowej. Powstajgcy fluorofor, zgodnie
z przedstawionym mechanizmem reakcji posiada dwie grupy -COOH, jednak za pomocg jednej
z nich potgczony jest z tancuchem polimeru. Wychodzi wiec na to, ze na kazdg powstajaca
czgsteczke fluoroforu zuzywane sg dwie grupy karboksylowe, ale w wyniku reakcji w taricuch
zostaje wbudowana dodatkowa jedna grupa karboksylowa na korcu reszty fluoroforu. Tak

niewielka zmiana jest niemozliwa do zaobserwowania za pomocg spektroskopii ssNMR.
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8.2.2.2. Wiasciwosci spektroskopowe modyfikowanych materiatéw

cPAC

8.2.2.2.1. Zrédto fluorescencji materiatéw modyfikowanych cPAC

Kolejnym krokiem opisywanej charakterystyki byto okreslenie wtasciwosci optycznych
otrzymanych materiatéw. Fluorescencja materiatéw modyfikowanych cPAC jest
spowodowana tworzeniem sie zwigzku fluorescencyjnego z GSH i CTR, znanego jako CTPC.
Zwigzek ten zostat otrzymany i scharakteryzowany w zespole badawczym, w ktdrym powstata
niniejsza praca i znalazt zastosowanie analityczne w oznaczaniu GSH w suplementach diety.
W wyniku prowadzonych badan opracowano mechanizm syntezy, wtasciwosci
spektroskopowe oraz petng strukture otrzymanego zwigzku (Rys. 59 A i B), a takze

przeanalizowano jego wtasciwosci biologiczne [180].
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Rys. 59. A — Widmo H NMR CTPC oraz przedstawienie struktury wraz z przypisaniami
przesunie¢ chemicznych do atoméw wegla, wodoru i azotu (B) [180]

CTPC jest fluoroforem o wyraznej, niebieskiej fluorescencji o maksimum emisji przy
444 nm przy wzbudzeniu $wiattem o dtugosci fali 365 nm. Wzgledna wydajno$é kwantowa
wynosi 50% (w odniesieniu do kumaryny 1). Zwigzek ten, oprdcz zdefiniowanych wtasciwosci

spektroskopowych charakteryzuje sie rowniez brakiem cytotoksycznosci, co potwierdzono
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badaniami biologicznymi (Rys. 60 A i B). Pozwala to sgdzi¢, ze powstajgcy w materiale fluorofor

takze nie bedzie powodowac zaburzen we wzroscie i proliferacji komoérek.
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Rys. 60. A — zdjecia mikroskopii fluorescencyjnej z barwienia live/dead za pomoca kalceiny AM
i jodku propidyny komérek 1929 hodowanych w obecnosci roztworow CTPC w DMEM
o stezeniach 1 mg/ml oraz 0,5 mg/ml wobec préby kontrolnej (czysty DMEM) po 1i 7 dniach
inkubacji, B — wyniki aktywnosci metabolicznej zmierzonej testem Alamar Blue dla komdrek
L929 dla wszystkich badanych stezen CTPC po 1, 3i 7 dniach inkubacji wobec préby kontrolne;.
Istotno$¢ statystyczng zmierzono przy wykorzystaniu jednokierunkowego testu ANOVA przy
p<0,1, p<0,05 i p<0,001. Nie znaleziono istotnych réznic w obrebie tych samych dni inkubacji

CTPC otrzymywany jest w reakcji CTR z GSH w podwyzszonej temperaturze (Rys. 61).
Wykazano, ze reakcja zachodzi nie pomiedzy czasteczkami CTR i GSH, ale pomiedzy
dipeptydem glicylo-cysteinylowym, tworzgcym sie po rozerwaniu wigzania w czgsteczce GSH
i oddzieleniu czasteczki kwasu L-glutaminowego. Reakcja ta zachodzi takze
w materiatach, pomiedzy resztami cytrynianowymi oraz powstajgcymi w warunkach reakcji
produktami rozktadu GSH. Powstajgce na koncach tancuchéw polimerowych czgsteczki

fluoroforu nadajg materiatom wtasciwosci fluorescencyjne.

132



Synteza i wtasciwosci poliestréw z kwasu cytrynowego do zastosowan biomedycznych

OH OH OH
O:S o O:S O~ _OH 0 o HO__O
HO OH
A, pH
HN AR + HN Z .5 Al
0 NH, 0 H,0 HO OH
0 00”7 o 0 0”7 o o
NH OH H NH,
0
HO
>_ 0
NH 0 NH 75 0 Ho / O
2
0 }N / |:{> z/\NH N _\
OH H OH OH
0
Rys. 61. Prawdopodobny mechanizm powstawania CTPC [180]
8.2.2.2.2. Wyniki analizy wtasciwosci spektroskopowych materiatow

modyfikowanych cPAC

Pierwszym badaniem byto przeprowadzenie obserwacji materiatéw w swietle lampy

UV o dtugosci fali wzbudzenia 365 nm. (Rys. 62).

A cPHC_1:1  cPHC 2:3 cPOC 1:1 cPOC_2:3

Kontrola (

B

¥
w @ @

A 4
B ¢PHC 1:1 ¢PHC 2:3 ¢POC 1:1 cPOC 2:3

4 N\
Kontrola (
G

o @ @ @ @
G0,4 ' % L

Rys. 62. Modyfikowane materiaty PAC pod lampg UV o dtugosci fali wzbudzenia 365 nm. A —
materiaty otrzymane po 4 dniach sieciowania, B — materiaty otrzymane po 10 dniach
sieciowania

Badane materialy odznaczajg sie niebieskg fluorescencjg. zalezng od stezenia

zastosowanego modyfikatora, natomiast sam materiat kontrolny rowniez wykazuje niewielka

133



Synteza i wiasciwosci poliestréw z kwasu cytrynowego do zastosowan biomedycznych

autofluorescencje. Wykonano wiec szczegdotowe analizy materiatdbw z  uzyciem

spektrofluorymetru. Wyniki zamieszczone zostaty ponizej (Rys. 63).
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Rys. 63. Widma emisji fluorescencji dla materiatdbw modyfikowanych oraz materiatow
kontrolnych otrzymanych po 4 dniach sieciowania. A—cPHC _1:1, B—cPHC_2:3, C—cPOC:1:1,
D — cPOC_2:3. Dtugosc fali wzbudzenia wynosita 355 nm.

Na przedstawionych widmach mozna zauwazy¢ charakterystyczne pasma emisji
z wyraznym maksimum przy dtugosci fali 444 nm i charakterystycznym ogonowaniem
w kierunku fal dtuzszych. Identyczne pasma byty obserwowane na widmach emisji czystego
CTPC, co potwierdza jego powstawanie in situ w warunkach prowadzenia sieciowania [180].
Nalezy jednak zauwazyé, ze obserwowane ogonowanie moze by¢ efektem zastosowanego

w trakcie pomiardw filtra, odcinajgcego widmo lampy wzbudzajacej.
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Intensywnos¢ obserwowanej fluorescencji zwieksza sie wraz ze wzrostem ilosci
dodanego modyfikatora, nie jest to jednak zaleznos¢ liniowa, co moze $wiadczyc
o nierdwnomiernym przereagowaniu GSH do fluoroforu. Nalezy mie¢ jednak na uwadze kilka
czynnikdw. Po pierwsze, duze rozproszenie modyfikatora, ponizej 1% zawartosci
w materiale, przektada sie na znacznie obnizone prawdopodobiedstwo zajscia reakcji
kondensacji pomiedzy resztami cysteinylowymi a resztami cytrynianowymi. Czasteczki GSH
muszg spotkaé sie z odpowiednio usytuowang resztg cytrynianowg, ktora bedzie nie tylko
posiada¢ zablokowang maksymalnie jedng grupe karboksylowa, ale tez znajdzie sie
w odpowiednim otoczeniu sterycznym, umozliwiajgcym zajscie reakcji. Co wiecej,
zablokowana nie moze by¢ jedna z grup skrajnych reszty cytrynianowej, lecz grupa centralna,
co, jak wykazano w analizach NMR prepolimerow i materiatéw usieciowanych jest sytuacjg
bardzo rzadka. Kolejnym istotnym parametrem jest fakt, ze, zgodnie z przedstawiong powyzej
reakcjg tworzenia sie fluoroforu, czasteczka GSH musi ulec termicznemu rozktadowi do
dipeptydu glicylo-cysteinylowego, ktéry reaguje z resztami cytrynianowymi. Temperatura
reakcji sieciowania (80°C) pozwala na rozktad tylko czesci czasteczek GSH, co potwierdzaja
opisane w punkcie 8.2.2.3 wiasciwosci przeciwutleniajgce zaobserwowane dla badanych
materiatdw, wynikajace z obecnosci nieprzereagowanego GSH w materiale. Kolejnym
czynnikiem zaburzajagcym odbior fluorescencji materiatu s mechanizmy wygaszania
fluorescencji oraz efekt filtra wewnetrznego. Gesta sie¢ polimeru moze powodowac
rozpraszanie sie wigzki Swiatta wzbudzajgcego, co w przypadku poliestréw o mniejszej
zawartosci fluoroforu moze powodowaé mniejsze prawdopodobiedstwo wzbudzenia
czgsteczek i w konsekwencji ostabienie odpowiedzi fluorescencyjnej materiatu. Wszystkie
powyzsze czynniki mogg przetozy¢ sie na obserwowane wahania w intensywnosci

fluorescenciji.

Powyisze rozwazania nie zmieniajg jednak faktu obserwowanej zaleznosci
intensywnosci fluorescencji od rodzaju diolu i stosunku molowego reagentéow. Na widmach
wyraznie widoczne jest zmniejszanie sie pasm emisji dla materiatdw otrzymanych
w stosunku 2:3 (CTR:diol), w porédwnaniu do materiatéw w stosunku 1:1, co jest skutkiem
wystepowania nadmiaru molowego reszt cytrynianowych w tych ostatnich, ktéry przektada
sie na wieksze prawdopodobienstwo zajscia reakcji. Materiaty otrzymane w stosunku

molowym 1:1 sg bardziej kwasowe, co wptywa korzystnie na zapewnienie odpowiedniego
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Srodowiska do rozerwania wigzan peptydowych w czgsteczce GSH. Fluorescencja materiatow
zalezna jest réwniez od zastosowanego diolu — materiaty otrzymane z 1,6-heksanodiolu
wykazujg wyzszg fluorescencje od swoich oktametylenowych analogéw. Moze by¢ to
wynikiem opisywanej wczeséniej wiekszej gestosci molowej reszt cytrynianowych w tych

materiatach ze wzgledu na krotszy faricuch alkilenowy w polimerach cPHC.

Zauwazono rowniez wptyw czasu sieciowania na intensywnos$¢ fluorescencji. Dla
polimerdéw sieciowanych przez 10 dni zaobserwowano wszystkie powyzej opisane zaleznosci,
jednak zaréwno wptyw stosunku molowego, jak i uzytego diolu odznaczajg sie jeszcze
wyrazniej. Dtuiszy czas reakcji powoduje zwiekszenie intensywnosci fluorescencji
w materiale o najwyzszym prawdopodobienstwie zajscia reakcji (cPHC_1:1), natomiast wyzsza
gestos¢ usieciowania, wzrastajgca w miare wydtuzania sieciowania powoduje zablokowanie
wiekszej ilosci grup karboksylowych, co skutkuje zmniejszeniem fluorescencji materiatow
w stosunku molowym 2:3. Najwiekszy spadek intensywnosci emisji jest zauwazalny dla
cPOC_2:3 10d, ktéry dzieki obecnosci w strukturze dtuzszego taricucha oktametylenowego
posiada najmniejszy udziat molowy reszt cytrynianowych sposrdd badanych materiatow (Tab.
24).

Tab. 24. Poréwnanie maksiméw emisji fluorescencji materiatéw kontrolnych

i modyfikowanych PAC uzyskanych po 4 i 10 dniach sieciowania. Odczytu dokonano dla
wartosci przy dtugosci fali 444 nm

cPHC cPOC
3 Maksimum emisji B Maksimum emisji
Prébka Prébka
[j. u.] [j. u.]

1:1_4d_G0,8 331786 1:1_4d_G0,8 263361
1:1_4d_G0,4 175889 1:1_4d_G0,4 163040

1:1_4d 50611 1:1_4d 17132
1:1_10d_GO0,8 357542 1:1_10d_GO0,8 265244
1:1_10d_GO0,4 228481 1:1_10d_GO0,4 146406

1:1_10d 28578 1:1_10d 65080
2:3_4d_G0,8 274319 2:3_4d_G0,8 236774
2:3 4d_GO0,4 121708 2:3_4d_G0,4 82664

2:3_4d 30431 2:3_4d 21235
2:3_10d_G0,8 268288 2:3_10d_G0,8 150158
2:3_10d_G0,4 132495 2:3_10d_G0,4 124337

2:3_10d 54279 2:3_10d 45731
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Zauwazono takze, ze materiaty kontrolne wykazujg niewielkg autofluorescencje, ktéra
jest niezalezna od parametréw wskazanych powyzej. Jest ona najprawdopodobniej rezultatem
reakcji indukowanej temperaturg cyklizacji reszt cytrynianowych do piecio-
i szesciocztonowych form pierscieniowych, ktére rdéwniez wykazuja witasciwosci
fluorescencyjne [228]. Udziat autofluorescencji materiatéw jest jednak bardzo niewielki i nie

zaburza on odczytu odpowiedzi fluorescencyjnej modyfikowanych PAC.

Wykonano takze tréjwymiarowe mapy fluorescencji materiatéw modyfikowanych
zamieszczone ponizej (Rys. 64). Widac na nich wyrazng zaleznos¢ intensywnosci fluorescencji
od ilosci zastosowanego modyfikatora. Mozna takie zauwazy¢ brak dodatkowych pasm
wzbudzenia czy emisji, co Swiadczy o powstawaniu w materiale jednego typu fluoroforu
odznaczajgcego sie intensywng emisjg. Wykonano mapy dla wszystkich badanych poliestréw,
jednak w celu zachowania przejrzystosci pracy, w niniejszym tekscie zamieszczono jedynie

widma 3D dla cPHC_1:1_4d.

400 pg15000 400 pgl5000

350 10000 350 10000
5000 5000
300 300
A Ex 0 B Ex 0
400 450 500 550 600 Em 400 450 500 550 600 Em

15000
10000
5000
0

400 450 500 550 600 Em

Rys. 64. Mapy fluorescencji dla materiatéw cPHC 1:1_4d_GO,8 (A), cPHC_1:1_4d_GO0,4 (B)
oraz cPHC_1:1 _4d kontrolnego (C). Mapy wykonano przy dtugosci fali wzbudzenia
w zakresie 250 — 400 nm, oraz dla dtugosci fal emisji w zakresie 400 — 600 nm
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Wszystkie opisane powyzej wyniki pozwalajg zakwalifikowaé otrzymane materiaty
modyfikowane PAC jako materiaty fluorescencyjne. Opisane powyzej wtasciwosci emisyjne
materiatdw jednoznacznie potwierdzajg skuteczne wprowadzenie zamierzonej modyfikacji,
jaka byta fluorescencja. Z punktu widzenia aplikacyjnego, wskazuje to na mozliwos¢
wprowadzenia w strukture materiatéw cPAC rédwniez innych zwigzkdédw na drodze tej samej
procedury w celu przesuniecia maksimum emisji w kierunku fal dtuzszych. Nastepnym krokiem
w charakterystyce otrzymanych materiatow stato sie opisanie ich wfasciwosci

przeciwutleniajgcych.

8.2.2.3. Wyniki analizy wiasciwosci przeciwutleniajacych materiatow

modyfikowanych cPAC

Nadanie wtasciwosci przeciwutleniajgcych poliestrom z CTR za pomocg GSH stanowi
nowatorskg modyfikacje materiatéw PAC. Wprowadzenie tripeptydu, jakim jest GSH do
struktury poliestru odbywa sie dwoma drogami. Pierwszg jest opisana powyzej reakcja
tworzenia sie pochodnej fluorescencyjnej, ktérej fragment pochodzi z rozktadu czasteczki
GSH. Drugg mozliwoscig jest zwigzanie nieprzereagowanego GSH w sieci polimerowej
materiatu. Czgsteczki GSH mogg ulega¢ unieruchomieniu wewnatrz sieci polimerowej na dwa
sposoby. Mogg one zostac fizycznie zamkniete pomiedzy weztami sieci podczas procesu
sieciowania, a takze, dzieki obecnosci grup karboksylowych i aminowych w resztach
glicylowych i glutamylowych, czasteczki GSH mogg w warunkach sieciowania ulegac
przemianie do estrow i amidéw i tgczyé sie kowalencyjnie z resztami alkilenowymi
i cytrynianowymi na koncach taiicuchéw polimeréw (Rys. 65). Tak zwigzany przeciwutleniacz
nadal zachowywatby swoje wtasciwosci, a materiat zyskiwat nowg funkcjonalnos¢ w postaci

mozliwosci neutralizacji wolnych rodnikdw.
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Rys. 65. Sposdb wigzania czasteczek GSH w materiale. A — fizyczne zamkniecie wewnatrz
weztébw sieci polimeru, B — kowalencyjne potaczenie z resztami alkilenowymi
i cytrynianowymi. C — cytrynian, D - alkilen
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Modyfikacja ta jest szczegdlnie istotna z punktu widzenia stosowania materiatu
w kontakcie z komdérkami. Wprowadzany do organizmu syntetyczny polimer bedzie
rozpoznawany przez komorki jako substancja obca i potencjalnie niebezpieczna, w wyniku
czego komorki doswiadczg zjawiska stresu oksydacyjnego, opisanego we wstepie
literaturowym niniejszej pracy. Obecno$¢ w materiale czasteczek przeciwutleniacza moze
W znaczacy sposob ograniczy¢ ten efekt, tym samym prowadzac do zmniejszenia ryzyka
odrzucenia rusztowania i powstawania stanéw zapalnych. Materiaty modyfikowane PAC
poddano testom na obecnos¢ takich wtasciwosci poprzez reakcje z rodnikiem DPPH. Metoda
polega na spektrofotometrycznym oznaczaniu zmiany barwy roztworu DPPH przy dtugosci fali
absorpcji = 517 nm. Silnie purpurowy roztwér DPPH w kontakcie z przeciwutleniaczem na
skutek wygaszenia rodnika ulega stopniowemu odbarwieniu do barwy jasnozéttej. Wyniki

zamieszczono ponizej (Rys. 66).

Na zamieszczonych wykresach wyraznie widaé obnizenie wartosci absorbancji wraz ze
wzrostem ilosci uzytego GSH. Obserwowane obnizenie jest zalezne od stosunku molowego
reagentow, a takze od czasu sieciowania materiatéw. Materiaty otrzymane w stosunku
molowym 1:1 (CTR:diol) wykazujg lepsze wtasciwosci przeciwutleniajgce w stosunku do
materiatow otrzymanych w stosunku molowym 2:3. Wigze sie to ze wspomniang wczesniej
mniejszg gestoscig usieciowania tych materiatdw, co pozwala na tatwiejszg desorpcje
czasteczek GSH do otoczenia, co skutkuje lepszymi wtasciwosciami przeciwutleniajgcymi

materiatdw otrzymanych w stosunku molowym reagentéw 1:1 (CTR:diol).

Rdznice sg widoczne rowniez dla materiatéw sieciowanych przez 4 i 10 dni. Wartosci
absorbancji rosng wraz ze zwiekszaniem dfugosci sieciowania, co wskazuje na ostabienie
wiasciwosci przeciwutleniajgcych. Analogicznie jak wyzej, w miare postepu czasu
postpolimeryzacji wzrasta gesto$¢ usieciowania, co utrudnia mozliwo$¢ wydostania sie
czgsteczek GSH z materiatéw, skutkujgc obnizeniem ich potencjatu redukcyjnego. Nie
zauwazono natomiast wptywu zastosowanego diolu na wartosci absorbancji badanych
probek. Wskazuje to na fakt, ze jedynym czynnikiem ograniczajgcym wtasciwosci

przeciwutleniajgce materiatow jest jego gestos¢ usieciowania.
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Rys. 66. Porownanie witasciwosci przeciwutleniajgcych modyfikowanych materiatéw PAC
w zaleznosci od dtugosci czasu sieciowania. A — cPHC_1:1, B — cPHC_2:3, C— cPOC_1:1, D -
cPOC_2:3. Pomiaru absorbancji dokonano przy dtugosci fali 517 nm.

Omoéwione powyzej wyniki wskazujg na powodzenie zastosowanej modyfikacji
i wprowadzenia nowej funkcjonalnosci, jakg sg wtasciwosci przeciwutleniajgce do materiatéw
PAC. Otrzymane wyniki zdajg sie potwierdza¢ fakt wbudowania sie czasteczek GSH w siec
polimerowg na dwa sposoby opisane we wstepie do niniejszego paragrafu. Reakcja pomiedzy
resztami  cytrynianowymi i  cysteinylowymi  skutkuje = powstawaniem  produktu
fluorescencyjnego, natomiast zamykanie fizyczne i kowalencyjne czgsteczek GSH wewnatrz
sieci polimerowej powoduje nadanie materiatom wtasciwosci redukujgcych reaktywne formy
tlenu. Na potwierdzenie tej tezy nalezy przywotaé mechanizm aktywnosci biologicznej GSH.
Polega on na reakcji czagsteczek GSH z reaktywnymi formami tlenu przy ich jednoczesnej

przemianie w tzw. forme utleniong (GSSG). Forma ta przyjmuje postaé¢ dimeru, w ktoérej
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czgsteczki GSH taczg sie ze sobg poprzez wytworzenie mostkow disiarczkowych pomiedzy
grupami -SH reszt cysteinylowych [229]-[231]. W reakcji GSH z CTR reszty te zostajg
zablokowane, a tym samym powstaty fluorofor nie moze wykazywaé wiasciwosci
przeciwutleniajgcych, co jednoznacznie potwierdza obecnos¢ natywnych czasteczek GSH
wewnatrz sieci materiatéw PAC. Ta wiedza pozwala sadzié, ze kazdy materiat bedzie posiadat
identyczne wtasciwosci przeciwutleniajgce w catej objetosci, co stanowi obiecujgcy wniosek
w kontekscie ich zastosowania w bioinzynierii tkanek miekkich. Rusztowania
z takiego materiatu bedg uwalnia¢ czasteczki GSH stopniowo, w miare postepu degradacji,
zapewniajac otaczajagcym je komérkom dogodne warunki do proliferacji przez dtuzszy czas.
Otrzymane wyniki wskazujg réwniez na relatywnie wysoky skuteczno$¢ GSH w redukcji
rodnikow DPPH pomimo niewielkiej zawartosci modyfikatora w materiale. Przektada sie to na
fakt braku wptywu modyfikatora na wtasciwosci mechaniczne materiatéw. Na potwierdzenie
tych stéw wykonano petng charakterystyke wytrzymatosciowg badanych materiatéw, ktéra

opisano w nastepnych paragrafach.

8.2.2.4. Wyniki badan mechanicznych materiatdw modyfikowanych

cPAC

Kazda modyfikacja materiatéw polimerowych niesie ryzyko zaburzenia wfasciwosci
mechanicznych takiego polimeru. W opisywanych w niniejszej pracy materiatach modyfikator
stanowi mniej, niz 1% zawartosci materiatu, niemniej jednak nawet tak niewielka ilos¢ mogta
mie¢ wptyw na wytrzymato$sé materiatdow cPAC. W celu oszacowania tego wptywu
przeprowadzono petng charakterystyke wytrzymatosciowg badanych materiatéw, a jej wyniki
opisano ponizej.

Podobnie, jak dla materiatéw kontrolnych, dla modyfikowanych cPAC zmierzono
wartosci wytrzymatosci mechanicznej na rozcigganie oraz wydtuzenia wzglednego zaréwno
W czasie rozciggania, jak i w punkcie przerwania ciggtosci materiatu. Ze wzgledu na obszernos¢
uzyskanych wynikédw w niniejszej pracy zamieszczono tylko rezultaty pomiaréw w czasie

rozciggania — wyniki uzyskane dla punktu przerwania byty poréwnywalne.
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Rys. 67. Wyniki pomiaréw wytrzymatosci na rozcigganie (wykresy A i C) oraz wydtuzenia
wzglednego (wykresy B i D) dla materiatéw modyfikowanych i kontrolnych PAC sieciowanych
przez 4 dni. A, B — cPHC, C, D — cPOC. Istotnos¢ statystyczng zmierzonych wartosci okreslono
wedtug jednokierunkowego testu ANOVA przy p < 0,001, p < 0,01 i p < 0,05. Prezentowane
wyniki poréwnywano ze sobg dla tego samego rodzaju materiatu w réznych stosunkach
molowych oraz osobno dla materiatéw w jednym stosunku molowym. Kolumny oznaczone tg
sama literg rdznig sie istotnie.

Wykresy dla badanych prébek (Rys. 67 i 68) prezentujg zalezno$¢ we witasciwosciach
badanych materiatéw modyfikowanych analogiczne, jak dla materiatdw kontrolnych PAC,
opisanych w punkcie 8.1.4.2. Zauwazono wyrazny wptyw zastosowanego diolu oraz stosunku
molowego reagentdw na wartosci wytrzymatosci na rozcigganie oraz wydtuzenie wzgledne.
Materiaty modyfikowane otrzymane w stosunku molowym 2:3 (CTR:diol) charakteryzujg sie
wiekszg wytrzymatoscig mechaniczng i mniejszym wydtuzeniem wzglednym, niz materiaty
otrzymane w stosunku molowym 1:1. Analogicznie jak dla materiatéw kontrolnych, w skutek

wydtuzania czasu reakcji sieciowania gestos¢ usieciowania materiatéw wzrasta, przez co
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zwieksza sie ich wytrzymatosé mechaniczna przy jednoczesnym zmniejszeniu podatnosci na

odksztatcenie.
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Rys. 68. Wyniki pomiaréw wytrzymatos$ci na rozcigganie (wykresy A i C) oraz wydtuzenia
wzglednego (wykresy B i D) dla materiatéw modyfikowanych i kontrolnych PAC sieciowanych
przez 10 dni. A, B—cPHC, C, D — cPOC. Istotnos$¢ statystyczng zmierzonych wartosci okreslono
wedtug jednokierunkowego testu ANOVA przy p < 0,001, p < 0,01 i p < 0,05. Prezentowane
wyniki poréwnywano ze sobg dla tego samego rodzaju materiatu w réznych stosunkach
molowych oraz osobno dla materiatéw w jednym stosunku molowym. Kolumny oznaczone tg
samg literg rdznig sie istotnie.

Powyzisze badania mechaniczne miaty na celu potwierdzenie braku wptywu
modyfikatora na wtasciwosci mechaniczne otrzymanych materiatéw modyfikowanych. Na
wykresach mierzone wartosci odniesiono do analogicznych wartosci dla materiatéw
kontrolnych, ktére przygotowano specjalnie do tych pomiaréw w obrebie jednej partii syntez.
Zaprezentowane wykresy pokazujg, ze wartosci wytrzymatosci mechanicznej i wydtuzenia

wzglednego modyfikowanych cPAC nie odbiegajg zbytnio od wartosci uzyskanych dla
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materiatow kontrolnych, a powstate réznice mogg by¢ wynikiem duzego rozrzutu wartosci
uzyskanych dla poszczegdlnych prébek, co ilustrujg stupki btedu pokazane na wykresach. Na
podstawie uzyskanych wynikédw nie dato sie jednoznacznie okresli¢ wptywu dodatku GSH na
wtasciwosci mechaniczne materiatéw. Jednakze, biorgc pod uwage fakt bardzo niewielkich
odchylen otrzymanych wartosci w odniesieniu do materiatéw kontrolnych zatozono brak

istotnego wptywu dodatku GSH na wtasciwosci mechaniczne materiatéw modyfikowanych.
8.2.2.5. Wyniki pomiaréw twardosci materiatow modyfikowanych cPAC

Podobnie, jak to miato miejsce dla pomiaréw parametrow mechanicznych, dla
materiatdw modyfikowanych przeprowadzono petng charakterystyke twardosci powierzchni.
Celem prowadzonych badan byto okreslenie wptywu dodatku GSH na wtasciwosci powierzchni
badanych materiatéw modyfikowanych. Pomiary przeprowadzono z wykorzystaniem skali
twardosci Shore’a typu A, a eksperymentom poddano obie strony badanej prébki. Wyniki

przedstawiono ponizej (Rys. 69 i 70).

Wartosci twardosci badanych materiatdw modyfikowanych zawieraty sie w granicach
55-80°Shore, co miesci sie w zakresie obserwowanym dla materiatéw kontrolnych cPAC
i podobnych elastomeréw. Wartosci twardosci dla powierzchni gérnych (majacych kontakt
z powietrzem) oraz dolnych (od strony formy) byly bardzo zblizone do siebie w obrebie
badanego materiatu. Niewielkie réznice, ktére zaobserwowano mogg by¢ wynikiem rdznic
w grubosciach badanej prdbki, co moze przektadaé sie na gtebokos¢ penetracji igty durometru.
Na podstawie otrzymanych danych stwierdzono, ze powierzchnie zaréwno materiatéw
modyfikowanych, jak i kontrolnych charakteryzujg sie poréwnywalng twardoscig w obrebie
probek tych samych materiatéw. Twardosci zaréwno dolnych, jak i gérnych powierzchni sg
niemal identyczne, co $wiadczy o rOwnomiernej gestosci usieciowania. Zauwazono, podobnie
jak miato to miejsce dla materiatéw kontrolnych cPAC, wptyw czasu sieciowania i uzytego
stosunku molowego reagentdw na wartosci twardosci otrzymanych materiatéw.
Obserwowane trendy sg analogiczne do tych opisanych dla materiatéw kontrolnych w punkcie
8.1.4.3. Materiaty sieciowane przez 10 dni charakteryzujg sie wiekszg twardoscia, niz materiaty
otrzymane po 4 dniach sieciowania. Analogicznie, materiaty otrzymane w stosunku molowym
2:3 (CTR:diol) charakteryzujg sie wiekszg gestoscig usieciowania, co skutkuje zwiekszeniem ich

twardosci w poréwnaniu do materiatéw otrzymanych w stosunku molowym 1:1 (CTR:diol).
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Rys. 69. Wyniki pomiaréw twardosci dla materiatéw cPHC. A — poréwnanie twardosci gérnych
i dolnych powierzchni materiatéw otrzymanych w stosunku 1:1 (CTR:diol) w réznych czasach
sieciowania, B - pordéwnanie twardosci gornych i dolnych powierzchni materiatow
otrzymanych w stosunku 2:3 (CTR:diol) w rézinych czasach sieciowania, C — porownanie
twardosci gornych powierzchni materiatu w zaleznosci od stosunku molowego i czasu
sieciowania, D - poréwnanie twardosci dolnych powierzchni materiatu w zaleznosci od
stosunku molowego i czasu sieciowania. Istotnos$¢ statystyczng zmierzonych wartosci
okres$lono wedtug jednokierunkowego testu ANOVA przy p < 0,001, p < 0,01 i p < 0,05.
Prezentowane wyniki poréwnywano ze sobg dla tego samego rodzaju materiatu w réznych
stosunkach molowych oraz osobno w rdznych czasach sieciowania. Nie zaobserwowano
istotnych statystycznie réznic
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Rys. 70. Wyniki pomiarow twardosci dla materiatéw cPOC. A — poréwnanie twardosci gérnych
i dolnych powierzchni materiatéw otrzymanych w stosunku 1:1 (CTR:diol) w réznych czasach
sieciowania, B - pordwnanie twardosci gornych i dolnych powierzchni materiatéw
otrzymanych w stosunku 2:3 (CTR:diol) w rézinych czasach sieciowania, C — porownanie
twardosci gornych powierzchni materiatu w zaleznosci od stosunku molowego i czasu
sieciowania, D - poréwnanie twardosci dolnych powierzchni materiatu w zaleznosci od
stosunku molowego i czasu sieciowania. Istotnos$¢ statystyczng zmierzonych wartosci
okreslono wedtug jednokierunkowego testu ANOVA przy p < 0,001, p < 0,01 i p < 0,05.
Prezentowane wyniki poréwnywano ze sobg dla tego samego rodzaju materiatu w réznych
stosunkach molowych oraz osobno w rdznych czasach sieciowania. Nie zaobserwowano
istotnych statystycznie réznic

Na podstawie otrzymanych wynikdw nie mozina okresli¢ jednoznacznie wptywu
dodatku modyfikatora na twardos$¢ koncowych materiatéw. W otrzymanych wynikach nie

zaobserwowano zadnego widocznego trendu, a materiaty modyfikowane posiadaty twardosci
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bardzo zblizone do prébek kontrolnych. Biorgc pod uwage powyzisze stwierdzenia mozna
whnioskowa¢, ze dodatek GSH do materiatéw nie ma istotnego wptywu na twardosé

otrzymanych modyfikowanych poliestréw cPAC.

8.2.2.6. Wyniki analizy zgodnosci  biologicznej = materiatéw

modyfikowanych cPAC

Ostatnig czes¢ charakterystyki materiatéw modyfikowanych stanowita ocena ich
biozgodnosci oraz potencjalnej cytotoksycznosci. Pomimo, ze materiaty kontrolne ani
modyfikator i powstajgcy z niego fluorofor nie wykazujg witasciwosci cytotoksycznych,
nalezato ostatecznie wykluczy¢ takze toksycznos¢ materiatdow modyfikowanych wobec
komédrek. W tym celu przeprowadzono inkubacje trzech linii komérkowych — ASC, VSMC oraz

HUVEC na powierzchni materiatéw modyfikowanych.

cPOC_2:3_10d

‘.'_ Ay '/

VSMC

Rys. 71. Zdjecia mikroskopowe z inkubacji komérek na materiale kontrolnym
i modyfikowanym cPOC_2:3 po 7 dniach prowadzenia eksperymentu. Komaorki wybarwiono
hematoksyling/eozyng w celu zwiekszenia ich widocznosci
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Do badan wykorzystano materiaty cPHC i cPOC otrzymane wytgcznie po 10 dniach
sieciowania. W niniejszej pracy zaprezentowane zostaty wyniki dla materiatu cPOC_2:3 10d,
zaréwno kontrolnego, jak i modyfikowanego (Rys. 71). Przeprowadzona analiza zdje¢ hodowli
trzech linii komdérkowych na materiatach modyfikowanych oraz prébkach kontrolnych
wskazuje na wysokg zywotnos¢ komédrek na powierzchni materiatu. Selektywnos¢ kolonizacji
komodrek zalezata od typu wybranej linii komdérkowej. Otrzymane wyniki badania pokazaty, ze
materiaty cPOC_2:3 sprzyjajg wzrostowi komérek ASC, HUVEC i VSMC, jednak komdrki HUVEC
namnazaty sie w wolniejszym tempie w poréwnaniu do komérek ASC i VSMC. Jest to zwigzane
z charakterem sposobu ich adhezji — komérki HUVEC sg komoérkami powierzchniowo
zaleznymi, ktérych adhezja jest wprost zwigzana z sygnatowymi biatkami powierzchniowymi —
integrynami, ktérych ilosé na powierzchni materiatu jest zalezna od liczby miejsc wigzgcych,
do ktorych mogg sie przytaczyé [232]. Wydiuzony wyglad komérek wskazuje na duze oddalenie
punktow wigzania integryn na powierzchni materiatu, co wymusito rozciggniecie sie komérek
w celu ich zaadsorbowania i w konsekwencji obnizyto sumaryczng ilos¢ zaadherowanych
komorek.

Nalezy w tym miejscu zaznaczy¢, ze przedstawione powyzej rezultaty sg wynikami
wstepnych badan hodowli komérkowych na materiatach modyfikowanych PAC. Na ich
podstawie nie mozna byto wyciggngé¢ wniosku ani o wptywie modyfikatoréw na zywotnos¢
hodowli, ani o rzeczywistej zywotnosci komérek. Obecnie prowadzone sg zaawansowane
badania komodrkowe modyfikowanych materiatébw cPAC z wykorzystaniem testéow
przyzyciowych i barwienia fluorescencyjnego w celu okreslenia powyzszych wtasciwosci.
Wyniki tych badan nie zostaty zamieszczone w niniejszej pracy ze wzgledu na wcigz trwajace
prace eksperymentalne jednak wskazujg one na znaczng przewage materiatéw otrzymanych
w stosunku molowym 2:3 nad materiatami 1:1, co pokrywa sie z obserwacjami poczynionymi
dla materiatéw kontrolnych. Wedtug wstepnych testéw, materiaty te cechuje kwasowos¢
bardzo zblizona do pH fizjologicznego, co eliminuje koniecznos¢ stosowania etapu
przemywania i pozwala na hodowanie komdrek bez specjalnego przygotowania materiatéw.
Wstepne badania wskazujg tez na przewage materiatdw otrzymanych z 1,6-heksanodiolu nad

ich oktametylenowym analogami.
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8.2.3. Podsumowanie otrzymywania i charakterystyki materiatéw

modyfikowanych cPAC

W wyniku przeprowadzonych reakcji syntezy otrzymano usieciowane materiaty
modyfikowane cPAC. Otrzymane poliestry wykazywaty sie niebieskg fluorescencja,
a wykonane badania wtasciwosci optycznych i przeciwutleniajgcych potwierdzity powodzenie
wprowadzenia modyfikacji do struktury materiatéw cPAC. Istotng innowacje stanowi tutaj
opracowana metoda modyfikacji w masie, ktéra za pomoca jednej operacji umozliwia
wdrozenie do materiatdw dwdch modyfikacji. Takie rozwigzanie jest nie tylko ekonomicznie
korzystne, ale réwniez ogranicza mozliwos¢ zachodzenia niepozgdanych reakcji w koncowym
polimerze. Co istotne, przeprowadzone badania za pomocg ssNMR oraz pomiary mechaniczne
i pomiary twardosci potwierdzity ten fakt, wskazujgc na brak istotnego wptywu na wtasciwosci
otrzymanych materiatéw dodawanego donl GSH. Rezultaty badan biologicznych wskazujg na
korzystne wtasciwos$ci materiatéw modyfikowanych na wzrost i proliferacje komoérek, jednak
ze wzgledu na ich pilotazowy charakter nie udato sie oszacowa¢ wptywu dodatku
modyfikatora na wzrost i zywotno$¢ komdrek. Potencjalnie takie potwierdzenie bedzie
mozliwe do uzyskania w toku obecnie prowadzonych zaawansowanych badan biologicznych.
Catos¢ powyzszych obserwacji pozwala sadzié, ze modyfikacja materiatéw cPAC za pomoca
GSH stanowi nowatorskie podejscie do funkcjonalizacji tych poliestréw i moze pozwoli¢
w przysztosci na wdrozenie ich jako nowych funkcjonalnych materiatéw w inzynierii tkankowej

naczyn krwionosnych.
9. Podsumowanie czesci doswiadczalnej i perspektywy

W czesci doswiadczalnej niniejszej pracy opisano kompleksowe badania nad
kontrolnymi oraz modyfikowanymi materiatami z poli(cytrynianu alkilenu), ktére moga znalez¢
zastosowane w inzynierii tkankowej naczyn krwionosnych. Prowadzone badania zaplanowano
w taki sposdb, zeby poszczegdlne etapy badawcze (dotyczgce syntezy, charakterystyki oraz
mozliwosci zastosowania) w sposdb naturalny byty dla siebie komplementarne. W czesci
dotyczacej syntezy skupiono sie na sformutowaniu szczegétowego protokotu otrzymywania
zaréwno prepolimerdw, jak i materiatéw usieciowanych, i opracowaniu sposobu modyfikacji

materiatow PAC. W czesci badawczej dotyczacej charakterystyki wtasciwosci otrzymywanych
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materiatow opisano wyniki otrzymane za pomocg metod analitycznych ukierunkowanych na
dopracowanie protokotu syntezy oraz oszacowanie potencjalnej aplikacyjnosci cPAC

w inzynierii tkanek miekkich.

Badania w niniejszej pracy podzielono na dwa etapy. Pierwszym z nich byfa synteza
i charakterystyka materiatow kontrolnych PAC. W etapie tym wydzielono dwie czesci,
dotyczace osobnego opracowania prepolimerow oraz materiatdw usieciowanych.
W rezultacie dopracowano opisany w literaturze protokét syntezy, co poskutkowato
zwiekszeniem wydajnosci reakcji o okoto 15-20% oraz mozliwoscig otrzymywania bardziej
jednorodnych prepolimeréw, dzieki Scistej kontroli kazdego z etapdw. Szczegdtowa
charakterystyka strukturalna prepolimeréow pozwolita natomiast na dokfadniejsze poznanie
i opisanie procesu sieciowania badanych materiatéw oraz data podstawy do przewidywania
niektorych cech usieciowanych poliestrow na podstawie wfasciwosci prepolimeru. Warto
w tym miejscu wspomnied, ze tak szczegdtowa analiza nie zostata dotychczas przeprowadzona
dla tych materiatéw. Charakterystyka wtasciwosci materiatéw usieciowanych ujawnita
natomiast istotne czynniki, ktdore rzucajg nowe s$wiatlo na obecne w doniesieniach
literaturowych opisy materiatdw PAC stosowanych w kontakcie z tkankami ludzkimi. Dzieki
szczegdétowym badaniom fizykochemicznym i biologicznym ustalono, ze powszechnie
opisywane PAC otrzymywane w stosunku molowym 1:1 (CTR:diol) ustepujag miejsca
materiatom otrzymanym w stosunku molowym 2:3— te ostatnie pod kazdym wzgledem zdaja
sie stanowié lepsze podtoze do wzrostu i proliferacji komérek. Warto doda¢é, ze wszystkie
opisane rezultaty badan materiatéw usieciowanych staty w zgodzie z charakterystyka
wiasciwosci prepolimeréw.

Finalnym etapem pracy byto przeprowadzenie modyfikacji materiatéw, polegajgce na
wprowadzeniu czgsteczki GSH w strukture PAC. Otrzymano modyfikowane materiaty
usieciowane, ktére charakteryzujg sie fluorescencjg zalezng od ilo$ci modyfikatora, oraz, dzieki
wbudowaniu sie czgsteczek GSH w formie natywnej pomiedzy tancuchy polimerowe, réwniez
posiadajg wtasciwosci przeciwutleniajgce. Wartym odnotowania jest tutaj fakt, ze obie
funkcjonalizacje uzyskano z uzyciem tego samego modyfikatora w obrebie jednej operacji —
tego typu modyfikacja materiatéw PAC nie byta dotad opisana. Fluorescencja materiatéw jest
kluczowa wiasciwoscig umozliwiajgcg kontrole degradacji materiatu w czasie rzeczywistym po

implantacji w organizmie biorcy. Wtasciwosci fluorescencyjne nie umozliwiajg jednak takich
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obserwacji ze wzgledu na zbyt krétkg dtugosé fali emitowanego Swiatta, ktora nie jest w stanie
przenikngé¢ przez tkanki miekkie. Istnieje jednak inna potencjalna mozliwosé¢ kontroli
degradacji - materiat fluorescencyjny trawiony przez komérki bedzie stopniowo uwalniat
fluorofor do krwiobiegu, dzieki czemu mozliwe bedzie kontrolowanie poziomu degradacji
rusztowania poprzez analize intensywnosci fluorescencji pobranej krwi. Przeprowadzone
badania stanowig podwaline pod przyszte modyfikacje tych materiatéw innymi fluoroforami
o wiasciwosciach spektroskopowych umozliwiajgcych obrazowanie fluorescencyjne poprzez
tkanki organizmu. Wifasciwosci przeciwutleniajgce odpowiadajg z kolei za lepsza
przyswajalnos¢ rusztowania w organizmie biorcy przez obnizenie stresu oksydacyjnego
komodrek otaczajgcych implant i ograniczenie ich apoptozy oraz stanéw zapalnych.
Wprowadzone modyfikacje wskazuja na mozliwo$¢ nadania materiatom cPAC takich
wiasciwosci rowniez z wykorzystaniem innych substancji, co korzystnie wptywa na ich
ewentualne zastosowanie w inzynierii tkankowej naczyn krwionosnych. Warty podkreslenia
jest fakt wysokiej biozgodnosci otrzymanych materiatdw, potwierdzony badaniami
komdrkowymi. Bardzo waznym wnioskiem jest réwniez potwierdzenie tezy sformutowanej
podczas charakterystyki materiatéw kontrolnych o przewadze materiatéw otrzymywanych

w stosunku molowym 2:3 (CTR:diol) nad powszechnie opisywanymi materiatami 1:1.

Nalezy w tym miejscu zauwazy¢, ze w opisanych badaniach na zadnym etapie nie
otrzymano materiatébw cPAC w formie struktur tubularnych. Formy rurek bedg
prawdopodobnie docelowymi ksztattami, w ktdorych cPAC znajdg swoje zastosowanie
w inzynierii tkankowej naczyn krwionosnych. Podjeto préoby wytworzenia takich struktur,
jednak napotkano po drodze na kilka istotnych przeszkdd. Najwazniejszg przeszkode stanowi
specyfika ich sieciowania — wysoka lepkos¢ prepolimeréw wymusza konieczno$é stosowania
30% roztwordw etanolowych, co przektada sie na potrzebe stosowania nadmiaru prepolimeru
w celu uzyskania ksztattu o pozgdanym rozmiarze. Rdwniez obecnos¢ rozpuszczalnika sprawia,
Ze ograniczenie materiatu Scianami formy powoduje ograniczenie powierzchni parowania, co
przektada sie na formowanie sie pecherzy wewnatrz struktury materiatu przez etanol, ktéry
nie zdazyt sie wydostac z polimeru przed usieciowaniem. Podczas sieciowania materiaty cPAC
charakteryzujg sie réwniez zrdznicowanymi wiasciwosciami adhezyjnymi do rozmaitych
powierzchni — materiatdw usieciowanych na szkle czy powierzchniach metalowych nie da sie

oddzieli¢ od formy bez zniszczenia polimeru. Z kolei formy teflonowe, przez swojg wysoka
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hydrofobowos¢, powodujg skurcz materiatow cPAC, ktdre nie przywierajg do powierzchni
z PTFE i sieciujg w sposob niekontrolowany. Wymaga to stosowania form polimerowych,
gtownie z polipropylenu i polistyrenu. Powyzsze ograniczenia poskutkowaty rozwojem badan
w kierunku dwdch $ciezek otrzymania funkcjonalnych rusztowan z wykorzystaniem druku 3D.
Pierwsza z nich zaktada wykonanie specjalnie zaprojektowanych form w technologii druku
3D-DLP (ang. digital light processing, technologia cyfrowego przetwarzania swiatta), dzieki
czemu uzyskane z zywicy o odpowiednich parametrach formy bedg miaty cechy pozwalajgce
na zapewnienie optymalnych warunkéw sieciowania poprzez odpowiednie odprowadzanie
lotnych produktow polikondensacji oraz, dzieki zastosowaniu odpowiedniego s$rodka
powierzchniowo czynnego, pozwolg na bezproblemowe oddzielenie powstatego rusztowania
od powierzchni formy. Pierwsze projekty takich rozwigzan (Rys. 72) beda testowane

w najblizszym czasie.

A

Rys. 72. Projekt graficzny formy do sieciowania struktur tubularnych z materiatéw PAC (A) oraz
testowy wydruk formy w technologii druku 3D-DLP (B)

Druga sciezka zaktada modyfikacje materiatéw PAC dodatkowym komonomerem
o witasciwosciach fotopolimeryzacyjnych, ktory spowoduje uwrazliwienie PAC na
polimeryzacje z uzyciem S$wiatta. Daje to mozliwo$é potencjalnego wykorzystania takich
materiatdow jako biozgodnych zywic w druku 3D-DLP. Jako dodatkowy komonomer planuje sie

wykorzystac kwas itakonowy — organiczny kwas dikarboksylowy bedacy produktem termicznej
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degradacji kwasu cytrynowego. Jego wiasciwosci fizykochemiczne i wysoka biozgodnos¢

zostaty potwierdzone w wielu doniesieniach literaturowych.

Obie powyzej opisane $ciezki sg przedmiotem projektu badawczego NCN PRELUDIUM
nr UMO-2021/41/N/ST4/03362, ktory stanowi naturalng kontynuacje niniejszej pracy
doktorskiej, kierujgc badania nad poli(cytrynianami alkilendw) w kierunku ich dalszej
funkcjonalizacji w perspektywie zastosowania ich jako nowych biozgodnych rusztowan

w inzynierii tkankowej.
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Whioski

Na podstawie przeprowadzonych reakcji syntezy, a takze analiz wynikow i obserwacji
dotyczacych badan poliestréow z kwasu cytrynowego do zastosowan biomedycznych

sformutowano nastepujace wnioski:

1. Doktadne =zaprojektowanie i reewaluacja protokotu syntezy majg wptyw na
wiasciwosci mechaniczne i biologiczne otrzymywanych materiatéw. Odpowiednie
ustalenie warunkéw prowadzenia syntezy prepolimerdw i postpolimeryzacji pozwala
przewidywac i odpowiednio kierunkowaé witasciwosci koricowych materiatéw pod
katem ich specyficznego zastosowania.

2. Poliestry cPAC kontrolne i modyfikowane otrzymywane w stosunku molowym 2:3
(CTR:diol) stanowig lepsze materiaty do zastosowan biomedycznych, niz powszechnie
opisywane materiaty otrzymywane w stosunku molowym 1:1. Charakteryzujg sie one
podobnymi wtasciwosciami fizykochemicznymi i mechanicznymi do materiatéw
otrzymanych w stosunku molowym 1:1, a obserwowane niewielkie réznice mogg by¢
tatwo zniwelowanie przez modyfikacje czasu i warunkdéw sieciowania. Dzieki swojej
nizszej kwasowosci w poréwnaniu do materiatéw otrzymanych w stosunku molowym
1:1 stanowig one bardziej dogodne Srodowisko dla komaérek tkanek ludzkich.

3. Dodatek modyfikatora, jakim byt L-glutation powoduje wprowadzenie do materiatéw
dwodch nowych funkcjonalnosci — wiasciwosci przeciwutleniajgcych i fluorescenc;ji.
Wprowadzenie odbywa sie za pomocy jednej operacji przy jednoczesnym braku
wptywu na witasciwosci fizykochemiczne, mechaniczne i biologiczne badanych
materiatow, co potwierdzajg otrzymane rezultaty. Wprowadzone modyfikacje dajg
podwaliny pod dalsze badania nad funkcjonalizacjg materiatéw PAC w kierunku ich
zastosowania w inzynierii tkanek miekkich.

4. Fluorescencja w materiatach modyfikowanych pochodzi od tworzacego sie
w strukturze materiatu fluoroforu — kwasu 3-[(karboksymetylo)karbamoilo]-5-okso-
2,3-dihydro-5H-[1,3]tiazolo[3,2-a]pirydyno-7-karboksylowego (CTPC), powstajgcego
w reakcji dipeptydu pochodzacego z rozktadu GSH i niezwigzanych grup
karboksylowych reszt cytrynianowych obecnych na koncach makroczgsteczek

polimeru. Jej intensywnos¢ zwieksza sie wraz ze zwiekszaniem ilosci dodawanego GSH,
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co pozwala na kontrolowanie wtasciwosci fluorescencyjnych materiatu poprzez zmiane
ilosci dodawanego modyfikatora.

Wiasciwosci przeciwutleniajgce obecne w materiale sg wynikiem fizycznego
i kowalencyjnego zwigzania czasteczek GSH wewnatrz sieci polimerowej i zwiekszajg
sie wraz ze zwiekszaniem ilosci dodanego modyfikatora. Aktywnos¢ materiatu wobec
wolnych rodnikdw moze by¢ dopasowywana poprzez zmniejszanie lub zwiekszanie
ilosci dodanego modyfikatora bez wplywu na wifasciwosci mechaniczne
i fizykochemiczne materiatu. Na podstawie otrzymanych wynikéw nie mozna okreslié
wptywu dodatku GSH na wtasciwosci biologiczne materiatéw PAC.

Otrzymane materiaty kontrolne oraz modyfikowane spetniajg wszystkie kryteria
pozwalajgce na ich potencjalne zastosowanie jako rusztowania w inzynierii tkankowej.
Potwierdzajg to wyniki charakterystyki mechanicznej, fizykochemicznej oraz

biologicznej wykonane dla badanych materiatow.
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Streszczenie

Celem niniejszej pracy byto otrzymanie oraz petna charakterystyka wtasciwosci
prepolimerow oraz usieciowanych poliestrow z kwasu cytrynowego (CTR)
i dioli - poli(cytrynianéw alkilenu) (PAC), a takze wytworzenie i charakterystyka materiatow
PAC modyfikowanych z wykorzystaniem L-glutationu (GSH). Dodatek GSH w wyniku jednej
reakcji wprowadza do materialu dwie modyfikacje — fluorescencje oraz witasciwosci

przeciwutleniajace.

W inzynierii tkankowej naczyn krwionosnych istnieje potrzeba poszukiwania coraz
bardziej biozgodnych i hemozgodnych zaawansowanych materiatéw o jednoczesnie jak
najlepszych wiasciwosciach mechanicznych. Obecnie stosowane materiaty i kompozyty
stanowig kompromis pomiedzy odpowiednimi  wtasciwosciami  mechanicznymi
i biologicznymi. Obiecujacg alternatywa na tym polu sg materiaty PAC, ktérych wysoka bio-
i hemozgodnos$¢ oraz mozliwosé modyfikacji i zmienne wtasciwos$ci mechaniczne determinujg

mozliwos¢ ich zastosowania w inzynierii tkanek miekkich.

W pierwszym etapie badan otrzymano prepolimery i usieciowane materiaty kontrolne
PAC oraz opisano ich wtasciwosci. Przeprowadzono catkowitg rewizje protokotu syntezy
prepolimerow opisanego w literaturze, co przetozyto sie na zwiekszenie wydajnosci reakcji
i otrzymanie prepolimeréw o powtarzalnych wtasciwosciach. Wyniki badania liczby kwasowej
wskazujg na wyzszg kwasowos¢ prepolimerdéw otrzymanych w stosunku molowym reagentéw
1:1 (CTR:diol) niz prepolimeréw otrzymanych w stosunku 2:3, co przektada sie na lepsze
wiasciwosci biologiczne usieciowanych cPAC_2:3. Przeprowadzone szczegdtowe analizy NMR
wraz z wynikami analiz FIA-ESI-MS oraz GPC pozwolity na poznanie struktury chemicznej
prepolimerdw, potwierdzenie stosunku molowego reszt cytrynianowych i alkilenowych,
a takze poznanie mechanizmu sieciowania PAC, zaleznego od rdznej reaktywnosci skrajnych
i centralnie potozonej grupy karboksylowej w CTR. Badania strukturalne, mechaniczne oraz
pomiary twardosci materiatéw usieciowanych potwierdzity zalezno$é wtasciwosci materiatow
od czasu sieciowania i wykorzystanego diolu. Badania cytotoksycznosci wykazaty, ze materiaty
otrzymane w stosunku molowym reagentéw 2:3 (CTR:diol) stanowig lepsze podtoze do
wzrostu i proliferacji komorek niz powszechnie opisywane materiaty otrzymane w stosunku

1:1.
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Drugi etap pracy obejmowat modyfikacje materiatéw za pomocg GSH oraz zbadanie
struktury, wtasciwosci spektroskopowych, przeciwutleniajgcych, mechanicznych oraz
biologicznych. Wyniki analizy struktury oraz badan mechanicznych i biologicznych potwierdzity
brak wptywu dodatku modyfikatora na wtasciwosci fizykochemiczne oraz biologiczne
otrzymanych materiatéw. Materiaty modyfikowane cechujg sie wyrazng fluorescencjg oraz
wiasciwosciami przeciwutleniajgcymi zwiekszajgcymi sie wraz ze zwiekszeniem dodatku
modyfikatora. Otrzymane wyniki dajg podstawy do dalszego rozwoju i funkcjonalizacji

materiatdw PAC jako funkcjonalnych materiatéw w inzynierii tkankowej naczyn krwiono$nych.
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Abstract

The aim of this study was to obtain and fully characterize prepolymers and cross-linked
polyesters from citric acid (CTR) and diols - poly(alkylene citrate) (PAC), as well as the
fabrication and characterization of PAC materials modified using L-glutathione (GSH). Addition
of GSH molecules introduces two modifications - fluorescence and antioxidant properties -

into the material through a single reaction.

In tissue engineering of blood vessels, there is a need to search for increasingly
biocompatible and hemocompatible advanced materials with the best possible mechanical
properties at the same time. Current materials and composites represent a compromise
between adequate mechanical and biological properties. A promising alternative in this field
are PAC materials, whose high biocompatibility and hemocompatibility, as well as their
modifiability and variable mechanical properties, determine their applicability in soft tissue

engineering.

In the first stage of the study, prepolymers and cross-linked PAC control materials were
obtained and their properties were described. A complete revision of the prepolymer
synthesis protocol described in the literature was carried out, which translated into an
increase in reaction efficiency and obtaining prepolymers with reproducible properties. The
results of the acid number study indicate a higher acidity of the prepolymers obtained at a
molar ratio of reactants of 1:1 (CTR:diol) than the prepolymers obtained at a ratio of 2:3, which
translates into better biological properties of the cross-linked cPAC_2:3. The detailed NMR
analyses carried out, together with the results of FIA-ESI-MS and GPC analyses, allowed us to
understand the chemical structure of the prepolymers, confirm the molar ratio of citrate and
alkylene residues, as well as understanding the mechanism of PAC crosslinking, which depends
on the different reactivity of the terminal and central carboxyl group in CTR. Structural and
mechanical studies and hardness measurements of cross-linked materials confirmed the
dependence of material properties on cross-linking time and the diol used. Cytotoxicity studies
showed that materials obtained at a molar ratio of reactants of 2:3 (CTR:diol) provide a better
substrate for cell growth and proliferation than commonly described materials obtained at a

ratio of 1:1.
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The second stage of the work involved modifying the materials with GSH and
investigating the structure, spectroscopic, antioxidant, mechanical and biological properties.
The results of the structure analysis and mechanical and biological tests confirmed the lack of
effect of the modifier addition on the physicochemical and biological properties of the
materials obtained. The modified materials exhibit pronounced fluorescence and antioxidant
properties increasing with increasing modifier addition. The obtained results provide a basis
for further development and functionalization of PAC materials as functional materials in

tissue engineering of blood vessels.
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wystgpienie i postery
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=  Temat wystgpienia — “Determination of structure-property correlations in citrate-
based elastomer”
= Temat posteru — “Spectroscopy analysis of the correlations between structure
and properties in citric acid-based elastomeric biomaterials”
= Temat posteru — “Citric acid with the potential role in the development of
innovative fluorophores”
o 30th Anniversary Conference on Biomaterials in Medicine and Veterinary, Rytro 2021-
poster
= Temat posteru — “Spectroscopy analyses of structure-property correlations in
citrate-based elastomeric biomaterials”
o 11th World Biomaterials Congress, Glasgow (Online) 2020— wystgpienie
= Temat wystgpienia — “Novel citric acid-based biomaterials for vascular tissue
engineering — development and characterization”
o UK-Poland Bioinspired Materials Conference (Online) 2020— poster
» Temat posteru — “Development and characterization of novel citric acid-based
biomaterials for tissue engineering”
o XLIV Seminarium Naukowo Techniczne “Chemistry for Agriculture”, Karpacz 2019—-
wystgpienie i postery
=  Temat wystgpienia — “Development and characterization of new citric acid-based
biomaterials for vascular tissue engineering”
= Temat posteru — “Fabrication of fluorophores obtained from citric acid and
antioxidant”
= Temat posteru — “Fluorescent surface modification of citric acid-based
biomaterials with selected antioxidative compounds”
= Temat posteru — “Fluorescent citric acid based biomaterials modified with
selected antioxidants for tissue engineering”
o 17 th International Conference on Microwave and High Frequency Heating AMPERE,
Valencia 2019 — wystgpienie
=  Temat wystgpienia — “Microwave synthesis of novel fluorophores derived from
citric acid and antioxidants”

o Uczelniana Sesja Kot Naukowych WIITCh PK, Krakéw 2018

195



Synteza i wtasciwosci poliestréw z kwasu cytrynowego do zastosowan biomedycznych

©)

=  Temat wystgpienia —, Novel fluorescent method for glutathione detection”
Zjazd Zimowy SSPTchem, Warszawa 2018— poster
= Temat posteru —,,Otrzymywanie fluoroforéw z kwasu cytrynowego i zwigzkéw o

wtasciwosciach przeciwutleniajgcych”

e Granty i projekty badawcze

(@]

Wykonawca w projekcie nr 0277/L-12/2020 (LIDER Xll) finansowanym ze Srodkow
NCBiR

Kierownik w projekcie nr 2021/41/N/ST4/00362 (Preludium) finansowanym ze
srodkow NCN

Wykonawca w projekcie nr 2018/28/C/ST5/00461 (Sonatina) finansowanym ze
srodkow NCN

196



