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WSTEP

Rozwdj biomateriatéw przeznaczonych do regeneracji tkanki kostnej jest jednym
z kluczowych obszaréw wspéiczesnej inzynierii biomedycznej, zyskujacym na znaczeniu
w odpowiedzi na rosngce wyzwania zdrowotne, wynikajgce z dynamicznie zmieniajacych sie
warunkéw demograficznych i cywilizacyjnych [1]. Wydluzenie $redniej dtugosci Zycia
prowadzi do rozwoju niektoérych choréb cywilizacyjnych, majacych bezposredni wptyw na
jako$¢ tkanki kostnej. Wsréd nich znajdujg sie: osteoporoza, zwyrodnienia kosSci czy
nowotwory. Dodatkowo, postep cywilizacyjny, zmiana trybu zycia oraz wzrastajgca liczba
wypadkoéw komunikacyjnych przyczyniajg sie do zwiekszenia liczby urazéw, prowadzacych

do rozlegtych ubytkow tkanki kostnej, ktére wymagaja zaawansowanych metod leczenia.

W kontekscie tych zmian kluczowym zadaniem staje sie projektowanie wielofunkcyjnych
biomateriatow, ktére bedg spetnia¢ ztozone wymagania regeneracji tkanki kostnej. Niniejsza
praca w pierwszym rozdziale przedstawia analize wyzwan, aktualnych trendéw oraz
potencjalnych kierunkéw rozwoju w odniesieniu do biomateriatéw przeznaczonych do
regeneracji tkanki kostnej. Kolejne rozdzialy prezentuja rezultaty badan wilasnych,
dotyczacych projektowania i wytwarzania wielofunkcyjnych, bioresorbowalnych materiatéw
kompozytowych, wzbogaconych zwigzkami polifenolowymi wraz zocena mozliwosci

kontrolowania wtasciwos$ci materiatowych i biologicznych.


https://www.zotero.org/google-docs/?RR1u9I
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1. REGENERACJA TKANKI KOSTNEJ

Tkanka kostna jest dynamiczng i wysoce zorganizowang struktura, odgrywajacg kluczowa
role whomeostazie organizmu, dzieki zdolnosci do przebudowy, gojenia i regeneracji.
Wiasciwoéci te s3 fundamentalne dla utrzymania integralnosci strukturalnej

i funkcjonalnosci uktadu kostnego cztowieka przez cate zycie.

Tkanka kostna jest zaliczana do tkanki tacznej, w ktérej w wyniku mineralizacji substancji
miedzykomoérkowej powstaje kompozyt nieorganiczno-organiczny. Gtéwnym sktadnikiem
nieorganicznym tego kompozytu jest hydroksyapatyt, odpowiadajacy za twardo$¢ oraz
wytrzymato$¢é mechaniczng kosci. Sktadnik organiczny stanowi przede wszystkim kolagen

typu I, ktéry nadaje koSci elastyczno$¢ i odporno$¢ na rozcigganie.

Struktura ko$ci dzieli sie na dwie zasadnicze warstwy: zbitg (korowa) i beleczkowata
(gabczastq). Kos¢ zbita, stanowigca okoto 80% masy catej kosci, charakteryzuje sie duza
gestosciag i wysoka wytrzymatos$cia mechaniczna. Ta zewnetrzna warstwa petni funkcje
ochronng oraz zapewnia szkieletowi stabilno$¢ strukturalng. Wewnetrzna warstwa, czyli
kos¢ beleczkowata, jest znacznie bardziej porowata i mniej gesta, co umozliwia jej absorpcje
wstrzasow oraz redystrybucje sit mechanicznych dziatajagcych na ko$¢. Struktura beleczkowa,
skonstruowana z wielu beleczek kostnych, tworzy zlozong sie¢ przestrzenna, dzieki ktorej

koSci osiagaja optymalne wiasciwosci mechaniczne przy zmniejszonej masie.

W tkance kostnej obecne s3 réznorodne typy komorek, ktére pelnig zréznicowane, lecz
wzajemnie komplementarne funkcje w jej przebudowie. Osteoblasty odpowiadaja za synteze
macierzy kostnej oraz jej mineralizacje. Osteoklasty z kolei sg odpowiedzialne za procesy
resorpcji kosci, co jest niezbedne dla jej ciaglej przebudowy oraz regulacji poziomu wapnia
we krwi. Osteocyty, bedace dojrzatymi formami osteoblastéw, petnig role mechanosensorow
i sg kluczowe dla utrzymania homeostazy mineralnej tkanki kostnej. Ponadto, w ko$ci obecne
sg osteogenne komdrki prekursorowe, ktore stanowig zrddio nowych osteoblastow

i odgrywaja istotng role w procesach regeneracyjnych [2].

W przypadku uszkodzenia tkanki kostnej uruchamiany jest ztoZzony proces gojenia, ktory
przebiega wkilku etapach: faza zapalna, formowanie kostniny oraz jej stopniowe
przeksztatcanie w dojrzatag tkanke kostng. Kluczowym elementem tego procesu jest
odpowiednia stabilizacja miejsca ztamania, co zapewnia optymalne warunki do regeneracji.
Mimo Ze kos$ci majg znaczng zdolno$¢ do samoregeneracji, w niektorych przypadkach

uszkodzenia przekraczajg tzw. krytyczny rozmiar defektu, co uniemozliwia samoczynne
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zagojenie sie tkanki. Moze to wynika¢ zniedostatecznego unaczynienia, co ogranicza
efektywny transport sktadnikéw odzywczych i komoérek naprawczych do miejsca urazu,
hamujac tym samym proces naprawy. Dodatkowo, niestabilnos¢ miejsca urazu, poddawanie
go nadmiernym sitom mechanicznym oraz czynniki wtérne, takie jak infekcje, moga znaczaco
utrudnia¢ prawidtowe gojenie [3]. Szczeg6lnie trudne do leczenia sa duze segmentowe ubytki
kostne, ktére ze wzgledu na swéj rozmiar, role no$ng w szkielecie oraz czesto skomplikowany
ksztatt, stanowig powazne wyzwanie terapeutyczne. W takich sytuacjach konieczne staje sie
zastosowanie zaawansowanych metod terapeutycznych, ktére wspierajg regeneracje tkanki,
w tym nowoczesnych technik chirurgicznych, innowacyjnych biomateriatéw oraz terapii
biologicznych. W dalszej cze$ci omdwione zostang aktualnie stosowane strategie regeneracji
tkanki kostnej, w tym réwniez podejscie oparte na inzynierii tkankowej, ktére otwiera nowe

perspektywy dla rozwoju efektywnych metod leczenia.

1.1. STRATEGIE REGENERACJI TKANKI KOSTNEJ | ICH OGRANICZENIA

W poprzednim rozdziale oméwiono trudnos$ci zwigzane z regeneracjg tkanki kostnej, ktore
wynikaja miedzy innymi z niewystarczajgcej stabilno$ci odtaméw kostnych po urazach. Aby
zapewni¢ odpowiednia stabilizacje, powszechnie stosuje sie réznorodne biomateriaty
w postaci $rub, plytek, drutow oraz innych implantéw, ktore stuzg do 1aczenia
i stabilizowania odlamoéw kostnych. Tego typu elementy sa zazwyczaj wykonane
z materialéw metalicznych, takich jak stopy tytanu czy stal nierdzewna, ze wzgledu na ich
wtasciwosci mechaniczne. Niemniej, implanty metalowe czesto musza by¢é usuwane po
zakonczeniu leczenia z uwagi na ryzyko wywotania niepozadanych reakcji organizmu, takich
jak stany zapalne czy reakcje alergiczne [4]. Szczeg6towa analiza tego problemu wykracza

jednak poza ramy niniejszej pracy.

W niniejszej pracy gtéwny nacisk potozono na rozwdj biomaterialéw przeznaczonych do
leczenia ubytkéw tkanki kostnej, ktorym towarzysza w szczegdlnosci choroby nowotworowe,
infekcje bakteryjne, przewlekte stany zapalne. W dalszej czeSci pracy zostang oméwione
obecnie stosowane standardy postepowania w leczeniu rozlegtych ubytkéw tkanki kostnej
(zaréwno reparacji jak i regeneracji), ze szczeg6lnym uwzglednieniem ich wad oraz wyzwan,
ktore stawiaja przed nauka imedycyng. Przedstawiona analiza pozwoli na lepsze
zrozumienie ograniczen wspotczesnych metod oraz wskaze kierunki, w jakich rozwija sie

inzynieria biomaterialéw w celu przezwyciezenia tych trudnosci.
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1.1.1. PrRzeszczery

Przeszczepy kosci sa powszechnie uznawane za ztoty standard w leczeniu rozlegtych
ubytkéw tkanki kostnej, zwtaszcza w przypadkach wymagajacych kompleksowej
rekonstrukcji. Metody te sa szeroko stosowane w ortopedii rekonstrukcyjnej ze wzgledu na

ich zdolno$¢ do wspierania naturalnych proceséw regeneracyjnych kosci.

PRZESZCZEPY KSENOGENNE

Przeszczepy ksenogenne, czyli przeszczepy pochodzenia zwierzecego, s3 wazna gateziag
medycyny regeneracyjnej. Ze wzgledu na ich biozgodno$¢ oraz wlasciwosci
osteokonduktywne i osteogenne, materialy te sg czesto stosowane w rekonstrukcji ubytkow
kostnych. Kostne substytuty pochodzenia zwierzecego sa poddawane procesom, takim jak
obrébka termiczna, radiacyjna czy chemiczna, aby zredukowaé obecnos$¢ organicznych
komponentéw, ktére mogg wywota¢ niepozadane reakcje w organizmie biorcy. Jednakze,
mimo wielu zalet, przeszczepy ksenogenne mogg wigzac sie z ryzykiem przenoszenia choréb
zwierzecych na ludzi oraz obecno$cia resztek antygenéw, co moze prowadzi¢ do odpowiedzi

immunologicznej i stanowi¢ wyzwanie dla dtugoterminowej integracji z tkankami biorcy [5].

AUTOPRZESZCZEPY

Autoprzeszczepy, czyli przeszczepy tkanki kostnej pobranej od samego pacjenta, s3 uwazane
za najbardziej efektywna metode rekonstrukcji ubytkéw kostnych. Wynika to z faktu, ze
przeszczepiona tkanka stymuluje naturalny proces regeneracji ko$ci, wspierajac osteogeneze
i osteokondukcje, przy jednoczesnym braku ryzyka reakcji immunologicznych. Mimo licznych
zalet, autoprzeszczepy maja swoje wady. Pobranie tkanki kostnej, najczesciej z talerza
biodrowego, jest zabiegiem inwazyjnym, ktory wigze sie z dodatkowym obcigzeniem dla
pacjenta. Procedura ta moze prowadzi¢ do powiktan, takich jak bdl, infekcje, krwiaki oraz
ztamania w miejscu pobrania. Operacja jest skomplikowana, wymaga precyzyjnego
wykonania, co zwieksza koszty leczenia i wydluza czas rekonwalescencji pacjenta [6].
Ponadto, ilos¢ dostepnej tkanki do przeszczepu jest ograniczona, co moze stanowi¢ problem

w przypadku duzych ubytkéw kostnych.

Kosc LuDzKA ALLOGENNA

Przeszczepy allogenne, czyli przeszczepy pochodzace z banku tkanek i komoérek, sg cenione
w terapii rekonstrukcji ubytkéw kostnych ze wzgledu na zdolno$¢ wiernego odwzorowania
struktury i funkcji zastepowanych tkanek. Jednak ich zastosowanie wigze sie z istotnymi
wyzwaniami Kklinicznymi i etycznymi. Aby zminimalizowa¢ ryzyko odrzutu przeszczepu,
niezbedne jest precyzyjne dopasowanie tkankowe oraz dlugotrwata terapia

immunosupresyjna, ktéra  znaczgco obcigza organizm pacjenta izwieksza
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prawdopodobienstwo powiktan. Poza tym procedurze towarzyszy ryzyko przeniesienia
patogendéw ichoréb zdawcy na biorce, co moze prowadzi¢ do powaznych komplikacji
zdrowotnych. Niemniej wazne pozostaja réwniez kwestie etyczne zwigzane z pozyskiwaniem
materiatu  biologicznego, co dodatkowo komplikuje stosowanie przeszczepow

allogennych [6].

Do istotnych wad wszystkich typéw przeszczepéw nalezy takze brak mozliwosci
modyfikowania ich wtasciwosci, takich jak na przykltad nadanie im dziatania
antybakteryjnego czy przeciwzapalnego. Pomimo wysokiej skutecznoS$ci przeszczepow
w odbudowie tkanki kostnej, wszystkie wyzej wymienione ograniczenia sktaniajg do
poszukiwania alternatywnych rozwiazan, w tym biomateriatéw, ktére moga peti¢ funkcje
rusztowania dla regenerujacych sie tkanek. Regeneracja ta umozliwia odtworzenie tkanek
o identycznej strukturze ifunkcji, co minimalizuje ryzyko powikian i nieprawidtowosci.
W ostatnich latach, w odpowiedzi na te wyzwania, intensywnie rozwija sie inzynieria
tkankowa (ang. tissue engineering), Kktorej celem jest tworzenie optymalnych
warunkow dla proceséw regeneracyjnych. Kluczcowym elementem tej dziedziny sa
biomaterialy, ktore pelnig funkcje tymczasowego rusztowania, wspierajac migracje

komorek, ich proliferacje oraz synteze macierzy zewnatrzkomorkowe;j.

Biomaterial to materiat pochodzenia naturalnego lub syntetycznego, przeznaczony do
interakcji z uktadem biologicznym w celu petnienia okres$lonej funkcji terapeutyczne;j,
diagnostycznej lub regeneracyjnej. Poniewaz ma on kontakt z organizmem zywym, musi
spetnia¢ szereg wymagan, ktére potwierdzg jego skuteczno$c¢ i bezpieczenstwo kliniczne.
Definicja ta iwarunki, jakie spetnia¢ muszg biomaterialy, ewoluowaly na przestrzeni
ostatnich dekad- od materiatéw zastepujacych tkanki, po zaawansowane struktury aktywnie

wspierajgce procesy regeneracyjne.

Biomateriaty pierwszej generacji charakteryzowaty sie piecioma gltéwnymi cechami:
nietoksycznos$cia, niekancerogennoscia, nietrombogennoscia, niemutagennoscia
i brakiem wlasciwosci alergizujacych, co tacznie okreslano mianem biozgodnos$ci. Ich
gtownym zadaniem byto zastepowanie uszkodzonych tkanek lub narzadéw przy zachowaniu
bioinertnoSci, czyli obojetnosci wobec organizmu, tak aby nie wywotywaty niekorzystnych
reakcji ani nie wchodzity w interakcje zotaczajgca tkanka. Ich integracja z organizmem
ograniczata sie do pasywnego wbudowania w tkanke, bez aktywnego udziatu w procesach
biologicznych. Z czasem jednak zauwazono, Ze obecno$¢ biomateriatu prowadzi do zmian
w budowie i wtasciwosciach otaczajgcych tkanek oraz indukuje reakcje obronne organizmu.
W ich wyniku wokot implantu tworzy sie otoczka wtdéknista, ktérej zadaniem jest izolacja

biomateriatu od tkanki gospodarza. Obserwacje te doprowadzily do redefinicji pojecia
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biozgodnosci, obejmujac nim nie tylko brak negatywnych reakcji, ale takze zdolnos¢

do aktywnego oddzialywania z tkankami w celu wywotania korzystnych efektow.

W odpowiedzi na to podejscie opracowano biomateriaty drugiej generacji, ktérych zadaniem
jest wspieranie funkcji tkanek gospodarza poprzez aktywno$¢ sprzyjajaca uzyskaniu efektu
terapeutycznego. Do tej grupy zaliczaja sie materiaty bioaktywne, takie jak bioaktywne
szkta i hydroksyapatyt, ktére - dzieki zdolnosci do tworzenia wigzan chemicznych z tkanka
kostng - integruja sie znig bez wytwarzania otoczki widknistej. Kolejng kategorie
biomateriatéw drugiej generacji stanowig polimery resorbowalne, ktére stopniowo ulegaja
degradacji w organizmie. Powstajace w tym procesie produkty degradacji zostajg wigczone
w naturalne szlaki metaboliczne iostatecznie wydalone, co zmniejsza ryzyko

dtugoterminowych powiktan.

Wprowadzenie biomaterialéw trzeciej generacji stanowi kolejny krok w kierunku
zaawansowanych strategii regeneracyjnych inzynierii tkankowej, w ktorej biomateriaty nie
tylko wspieraja odbudowe tkanek, ale takze aktywnie moduluja procesy biologiczne na
poziomie komérkowym i molekularnym. Te zaawansowane materialy sa zdolne do interakcji
z biatkami i komérkami w sposéb precyzyjny, sterujac procesami regeneracji w sposéb
analogiczny do naturalnych mechanizméw komunikacji komoérkowej w tkankach.
Przestrzenna struktura oraz odpowiednia porowato$¢ tych materialéw odgrywaja takze
kluczowa role, zapewniajac wsparcie mechaniczne dla nowo powstajacej tkanki. Zatem
nadrzednym celem biomateriatéw trzeciej generacji jest nie tylko zastgpienie brakujacej
tkanki na poczatkowym etapie, ale przede wszystkim aktywne stymulowanie procesow
regeneracyjnych, prowadzacych do odtworzenia tkanek o pelnej funkcjonalno$ci, zbliZonej

do tkanki pierwotnej [7].

W klasycznym  podejsciu  inzynierii  tkankowej, komoérki s3 umieszczane na
biodegradowalnym rusztowaniu (ang. scaffold), ktére pelni role tymczasowej podpory.
Komoérki te s3 nastepnie hodowane in vitro w bioreaktorze, gdzie przez kilka tygodni
dochodzi do ich proliferacji aktywacji oraz produkcji sktadnikéw macierzy
zewnatrzkomorkowej. Po zakonczeniu tego etapu, powstata struktura, tgczgca biomateriat
z nowg tkanka, jest wszczepiana w odpowiednie miejsce w organizmie. Rusztowanie ulega
stopniowej degradacji w trakcie integracji z otaczajgcymi tkankami, umozliwiajac peina
regeneracje tkanki w miejscu implantacji. Proces ten prowadzi do odtworzenia struktury

i funkcji tkanki, ktére sg zblizone do pierwotnej tkanki.

Alternatywne podej$cie w inzynierii tkankowej zaktada, ze biomateriaty mogg nie tylko
wspierac proces regeneracji, ale takze aktywnie stymulowac i ukierunkowywac wzrost nowej
tkanki. W metodzie in vivo biomateriat jest implantowany bezpos$rednio w organizmie
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pacjenta, w ktédrym tworzy $rodowisko sprzyjajace migracji, osiedlaniu sie i réznicowaniu
komorek endogennych, czyli tych naturalnie wystepujacych w organizmie. Dzieki temu nie
ma potrzeby wcze$niejszej hodowli komoérek w warunkach laboratoryjnych. Kluczowa rolg
biomateriatu jest pelnienie funkcji tymczasowej macierzy zewnatrzkomoérkowej, ktora
wspiera proces regeneracji, poprzez dostarczanie odpowiedniej struktury isygnatéw
biologicznych. Wraz z postepem odbudowy tkanki, biomaterial ulega degradacji lub sie
przebudowuje, pozostawiajac przestrzen dla nowo powstatej, autologicznej tkanki

kostnej [8].

W obydwu podejsciach biomateriat odgrywa kluczowa role jako tymczasowa struktura
wspierajaca procesy regeneracyjne, jednak jego degradacyjno$c¢ jest cecha fundamentalna dla
skutecznosci terapii. Degradacja biomateriatu to proces jego stopniowego rozpadu pod
wplywem czynnikéw biologicznych, chemicznych lub fizycznych, prowadzacy do utraty
integralno$ci strukturalnej. Kluczowym aspektem w inzynierii tkankowej jest kontrolowana
degradacja, ktéra zapewnia, ze biomateriat stopniowo zanika w tempie dostosowanym do
odbudowy tkanki, zapobiegajac zaréwno przedwczesnej utracie stabilno$ci mechanicznej, jak

i nadmiernemu zaleganiu w organizmie.

Szczego6lng forma degradacji jest bioresorpcja, czyli proces, w ktéorym produkty rozpadu
biomateriatu nie tylko ulegaja wchtonieciu przez organizm, ale réwniez zostajg aktywnie
witgczone w jego cykl metaboliczny. Jest to cecha kluczowa dla biomateriatéw stosowanych
w inzynierii tkankowej, poniewaz pozwala na ich catkowite zastgpienie przez nowo
powstajaca, autologiczng tkanke. Nalezy zaznaczy¢, Ze materialy biodegradowalne
charakteryzuje zmienno$¢ struktury iwtasSciwosci w zaleznosci od uplywu czasu, co

powoduje, ze uklad biomateriat/tkanka jest dynamiczny.

1.1.2. MATERIALY ALLOPLASTYCZNE DLA INZYNIERII TKANKOWEJ

W ramach kontynuacji przegladu aktualnych strategii w regeneracji tkanki kostnej,
szczeg6lng uwage nalezy poswieci¢ biomateriatom alloplastycznym, ktére odgrywaja
kluczowa role w inzynierii tkankowej. W kolejnych podrozdziatach niniejszej rozprawy
zostang omowione oraz szczegélowo scharakteryzowane biodegradowalne materiaty
alloplastyczne, stosowane w inzynierii tkankowej, co pozwoli na dogtebne zrozumienie ich
wlasciwosci, obecnego stanu wiedzy oraz kierunkéw rozwoju w obszarze inzynierii

tkankowe;j.
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1.1.2.1 MATERIALY POLIMEROWE

Biodegradowalne biomateriaty z grupy polimeréw stosowane w regeneracji tkanki kostnej
mozna sklasyfikowa¢ na dwie gtéwne kategorie: polimery pochodzenia naturalnego oraz

syntetycznego.

Wsréd polimeréw naturalnych, szczegblne znaczenie majg biatka- m.in. takie jak Zelatyna
i kolagen, atakze polisacharydy takie jak m.in. celuloza, chitozan, kwas hialuronowy czy
proteoglikany, ktére sa nieodigcznym sktadnikiem macierzy miedzykomoérkowej
organizméw zywych. Polimery pochodzenia naturalnego wykazuja istotng aktywnos¢
biologiczna, ktora sprzyja adhezji, proliferacji oraz migracji komorek, co jest kluczowe dla
efektywnej regeneracji tkanki. Niemniej ich zastosowanie ograniczajg istotne czynniki, takie
jak potencjalne ryzyko wywotania odpowiedzi immunologicznej z powodu obcego
pochodzenia materiatu oraz niejednorodnosci strukturalnej, ktére moga prowadzi¢ do braku
powtarzalno$ci w wynikach klinicznych. Z tego powodu optymalizacja wtasciwosci tych
biomateriatéw oraz rozwdj nowych, bardziej przewidywalnych rozwigzan, stanowig istotne

wyzwania wspotczesnej inzynierii biomateriatéw [9], [10].

Zuwagi na liczne trudno$ci zwigzane zzastosowaniem biodegradowalnych polimeréw
naturalnych winzynierii tkankowej, coraz czesciej preferuje sie wykorzystanie
bioresorbowalnych polimeréw syntetycznych. Poliestry alifatyczne zyskaty szczegodlng
popularno$¢ jako materiat inzynieryjny wtej dziedzinie. W poréwnaniu z polimerami
pochodzenia naturalnego, syntetyczne poliestry alifatyczne oferujg szereg istotnych korzysci.
Przede wszystkim, mozna je otrzymywac¢ z monomeréw o bardzo wysokim stopniu czystosci,
co zapewnia wysoka jakos¢ koncowego materiatu. Dodatkowo, ich wtasciwosci
fizykochemiczne mozna precyzyjnie kontrolowaé, co umozliwia ich dostosowanie do
specyficznych wymagan aplikacyjnych. Nalezy zwrdéci¢ uwage, Ze poliestry alifatyczne
podlegaja procesowi degradacji, w wyniku ktérego rozktadaja sie na zwiazki, takie jak kwas
mlekowy i kwas glikolowy, ktoére naturalnie wystepuja w organizmie i s3 metabolizowane
w cyklu Krebsa, oraz kwas kapronowy, ktéry moze zosta¢ dalej przeksztatcony i wydalony.
Warto jednak zaznaczy¢, ze czas trwania degradacji tych polimeréw moze sie réznic

w zaleznosci od konkretnego materiatu [11].

Poliestry alifatyczne stanowig zréznicowana grupe materiatéow, ktore ze wzgledu na swoja
budowe chemiczna dziela sie na homopolimery i kopolimery. R6znice w ich strukturze maja
istotne znaczenie dla wilasciwosci fizykochemicznych, a tym samym dla ich zastosowan
w inzynierii tkankowej. Do najcze$ciej stosowanych homopoliestrow naleza poliglikolid
(PGA), polilaktyd (PLA), poli(e-kaprolakton) (PCL) oraz polidioksanon (PDO), ktére sktadajg

sie zjednego rodzaju monomeru. Aby uzyska¢ materialy o bardziej precyzyjnie
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dostosowanych wtasciwo$ciach, szczeg6lnie pod wzgledem cech mechanicznych oraz
degradacyjnych, stosuje sie kopolimery, takie jak kopolimer glikolidu i laktydu (PLGA) czy
poli(e-kaprolakton-co-laktyd). Kopolimery umozliwiaja modyfikacje wtasciwosci materiatuy,
co pozwala na odpowiednie dopasowanie do specyficznych zastosowan. Dzieki mozliwo$ci
kontrolowania sktadu kopolimeré6w mozna modyfikowac ich wtasciwosci mechaniczne oraz

szybko$¢ biodegradacji, aby zapewni¢ im wiekszg wszechstronnos¢.

W ramach niniejszej pracy zdecydowano sie na wybo6r materialéw o zréznicowanych
wilasciwosciach, aby mdc dokona¢ kompleksowej wieloptaszczyznowej oceny
funkcjonalno$ci projektowanych i wytwarzanych biomateriatéw. Zastosowano homopolimer
poli(e-kaprolakton) (PCL) oraz kopolimer kopolimer glikolidu i laktydu (PLGA), ktére r6znia

sie przede wszystkim stopniem krystalicznos$ci i czasem degradacji.

PoOLI(E-KAPROLAKTON) (PCL)

Poli(e-kaprolakton) (PCL), ze wzgledu na swoje biokompatybilne oraz biodegradowalne
wlasciwosci, jest powszechnie stosowanym alifatycznym polimerem w dziedzinie inZynierii
tkankowej. Jego znaczenie jako materiatu jest szczegétowo omawiane i wykorzystywane
w niniejszej pracy. Poli(e-kaprolakton) (PCL) powstaje w wyniku polimeryzacji z otwarciem
pierscienia e-kaprolaktonu. Uzyskany materiat ma pétkrystaliczng strukture i charakteryzuje
sie temperaturg topnienia na poziomie 59-64°C. PCL posiada modut elastycznosci
w granicach 300-400 MPa, co czyni go stosunkowo elastycznym tworzywem, doskonatym do

budowy rusztowan wspomagajacych wzrost komoérek oraz regeneracje tkanek [12].

Czas degradacji PCL w warunkach in vivo wynosi zwykle od 2 do 4 lat - zaleznie od masy
czasteczkowej, ksztaltu, porowato$ci materialu isrodowiska, w ktérym sie znajduje.
Wydtuzony czas degradacji sprawia, ze PCL jest szczegdlnie przydatny w aplikacjach
wymagajacych dtugoterminowego podparcia, takich jak regeneracja tkanek kostnych. PCL
cechuje sie dobrg rozpuszczalno$cia w rozpuszczalnikach organicznych, takich jak
chloroform, dichlorometan oraz aceton. Ta wtasciwo$¢ umozliwia efektywne przetwarzanie
PCL w r6znych metodach, w tym elektroprzedzeniu oraz technologii druku 3D. Ze wzgledu na
swoje cechy, PCL jest powszechnie wykorzystywany w produkcji tréjwymiarowych
rusztowan, ktére imituja macierz zewngtrzkomoérkowa, wspierajac wzrost i organizacje

komérek w procesie regeneracji tkanek [13], [14].

KOPOLIMER GLIKOLIDU | LAKTYDU (PLGA)
Drugim materiatem uzytym w badaniach byt kopolimer PLGA, sktadajacy sie z 85% kwasu
mlekowego i 15% kwasu glikolowego. PLGA (kopolimer glikolidu i laktydu) jest powszechnie

stosowany w inzynierii tkankowej ze wzgledu na swoje wlasciwo$ci mechaniczne,
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biodegradowalno$¢ oraz mozliwo$¢ dostosowywania tempa degradacji do wymagan

konkretnych zastosowan.

Kopolimer PLGA charakteryzuje sie wysoka wytrzymato$cia mechaniczng, z modutem
elastycznos$ci w zakresie 1-2 GPa oraz wytrzymatoscig na rozcigganie od 50 do 100 MPa.
PLGA wykazuje umiarkowane tempo degradacji, co jest szczegdlnie wazne w kontekscie
dtugoterminowych aplikacji biomedycznych. Degradacja kopolimeru trwa od 6 do 12
miesiecy, a catkowity rozktad w organizmie zajmuje 12 do 24 miesiecy. Tempo to jest
uzaleznione od stosunku kwasu mlekowego do glikolowego - wyzsza zawarto$s¢ kwasu

mlekowego powoduje wolniejsze tempo degradacji [15].

Polimery biodegradowalne z grupy poliestrow alifatycznych, pomimo licznych korzystnych
wtlasciwosci, nie posiadajg na swojej powierzchni ligandéw, ktére moglyby wigzac sie
z receptorami komérkowymi [8]. W zwigzku z tym konieczne jest wprowadzenie modyfikacji
powierzchniowych lub opracowanie kompozytéw na bazie polimeréw, wzbogaconych
o bioaktywne napetniacze, ktére mogg wspomagac interakcje z komoérkami. Takie kompozyty
beda miaty zwiekszong zdolno$¢ do integracji z tkanka oraz efektywniejszego wspierania

procesOw regeneracyjnych.

Modyfikacja powierzchni biopolimeréw alifatycznych stanowi istotny obszar badan
w kontek$cie poprawy ich wtasciwosci bioaktywnych, zwlaszcza w zastosowaniach
medycznych, takich jak inzynieria tkankowa imaterialy implantacyjne. W literaturze
dostepnych jest wiele przyktadéw zastosowania réznorodnych metod funkcjonalizacji, takich
jak chemiczne, fizyczne i biologiczne modyfikacje, ktére maja na celu zwiekszenie adhezji
komorek, wspomaganie proceséw regeneracyjnych oraz kontrolowanie odpowiedzi
immunologicznej organizmu gospodarza [16]. Do najczesciej stosowanych metod naleza
immobilizacja czynnikow wzrostu, nanostrukturyzacja powierzchni, czy pokrywanie
biopolimeréw warstwami aktywnymi, takimi jak hydrozele, ktore zawieraja bioaktywne

czasteczki.

Jednak, mimo licznych sukceséw w obszarze modyfikacji powierzchniowej, dziatanie takich
materiatdw ma ograniczong skuteczno$¢ w diugoterminowej perspektywie. Gléwne
trudnos$ci wynikajg z faktu, Ze biopolimery alifatyczne, takie jak poli(e-kaprolakton) czy
polilaktyd, ulegaja degradacji w organizmie. Degradacja ta prowadzi do stopniowego
zmniejszania grubos$ci oraz zanikaniu warstw funkcjonalnych, ktére zostaty wcze$niej
natozone na powierzchnie materiatu. W miare rozkitadu polimeru, aktywna warstwa
wspomagajaca regeneracje tkanek staje sie coraz ciensza, a jej skuteczno$¢ w promowaniu

naprawy tkankowej maleje.
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Co wiecej, dodatkowym ograniczeniem jest nietrwato$¢ takich modyfikacji w obliczu
mechanicznych i chemicznych obcigzen, ktérym materiat jest poddawany w trakcie zabiegu
implantacyjnego oraz w poczatkowej fazie po jego wprowadzeniu do organizmu. Podczas
implantacji materiaty te moga ulega¢ uszkodzeniom na skutek tarcia, naprezen lub kontaktu
z instrumentami chirurgicznymi, co znaczaco obniza efektywno$¢ warstwy bioaktywne;j.
W zwigzku z tym istnieje potrzeba opracowania nowych strategii, ktére pozwola na bardziej
trwate iefektywne modyfikacje biopolimeréw, odporne na procesy mechaniczne oraz
degradacyjne. To umozliwi przedtuzenie ich bioaktywnosci i skuteczniejsze wspomaganie

procesOw regeneracyjnych na réznych etapach interakcji z tkankami.

1.1.2.2 MATERIALY CERAMICZNE

Bioceramika odgrywa kluczowa role w nowoczesnej inzynierii biomateriatéw, oferujac
szeroki zakres zastosowan w regeneracji oraz odbudowie tkanek. W zaleznosci od
mechanizmu dziatania, materiaty ceramiczne moga by¢ klasyfikowane jako: inertne (np.
tlenek cyrkonu), bioaktywne (np. szkta bioaktywne, hydroksyapatyt) oraz bioresorbowalne

(np. tréjfosforan wapnia, szkla fosforanowe).

HYDROKSYAPATYT (HAP)

Hydroksyapatyt (HAp) jest fosforanem wapnia o wzorze chemicznym Ca;o(PO4)s(OH),,
bedacym gtéwnym mineralnym sktadnikiem tkanek twardych. Jego stosunek molowy wapnia
do fosforu wynosi 1,67, co zapewnia mu stabilno$¢ termodynamiczng w warunkach
fizjologicznych. Pod wzgledem wtasciwo$ci mechanicznych hydroksyapatyt wykazuje
wysoka twardos¢, lecz jego kruchos$¢ i niska odporno$¢ na pekanie ograniczajg zastosowania
w strukturach poddawanych intensywnym obcigzeniom. Pomimo tego HAp odznacza sie
wysokg osteokondukcyjnoscia, co oznacza, ze stanowi rusztowanie sprzyjajace migracji
osteoblastéw itworzeniu nowej tkanki kostnej. Mechanizm jego interakcji z organizmem
obejmuje adsorpcje biatek macierzy zewnatrzkomorkowej, wigzanie czynnikdw wzrostu oraz
inicjacje odpowiedzi osteogennych, poprzez aktywacje szlakéw sygnatowych zaleznych od
integryn. Ponadto, HAp posiada wysokie powinowactwo do jonéw wapniowych
i fosforanowych, co umozliwia kontrolowang nukleacje iwzrost biomimetycznej fazy

krystalicznej na jego powierzchni, sprzyjajac biointegracji z tkanka kostna [17] [18].

FOSFORAN TROJWAPNIOWY (TCP)
Trojwapniowy fosforan wapnia (TCP) nalezy do grupy bioresorbowalnych fosforanéw

wapnia o stosunku molowym Ca:P ponizej 1,5. Wystepuje w dwoch gtéwnych odmianach
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polimorficznych: «o-TCP, cechujacym sie wysoka rozpuszczalnoscig ikrotkim czasem
resorpcji, oraz B-TCP, ktéry degraduje sie wolniej, zapewniajac dluzsze wsparcie dla
regenerujacej sie tkanki kostnej. Zdolnos¢ TCP do osteokondukcji wynika z jego chemicznego
i strukturalnego podobienstwa do mineralnych sktadnikéw ko$ci, co umozliwia integracje
z tkanka i stopniowa wymiane na nowo tworzong kos¢. Na szybkos$¢ resorpcji TCP wplywaja
liczne czynniki, w tym miedzy innymi stopien Kkrystaliczno$ci, porowato$¢ oraz obecnos$c
defektow strukturalnych. W celu optymalizacji wiasciwosci degradacyjnych czesto stosuje sie
ceramike dwufazowg (BCP), taczaca B-TCP z hydroksyapatytem (HAp). To pozwala na
precyzyjne dostosowanie tempa resorpcji do specyficznych zastosowan Kklinicznych. Pomimo
korzystnych witasciwosci biologicznych, ograniczenia w zastosowaniu TCP wynikaja z jego
niskiej wytrzymato$ci mechanicznej oraz wysokiej kruchosci. Wymaga to modyfikacji sktadu

lub taczenia z innymi materiatami w celu poprawy parametréw mechanicznych.

SZKtA BIOAKTYWNE

Wsrdéd szkiet bioaktywnych wyrdznia sie szkta krzemianowe, boranowe i fosforanowe, przy
czym szkta krzemianowe stanowig najliczniejsza i najlepiej poznana grupe. Ich sktad opiera
sie na odpowiednich proporcjach tlenkéw SiO,, CaO, Na,0iP,0s, co decyduje oich
bioaktywnos$ci. Najbardziej znanym przedstawicielem tej klasy jest Bioglass® 45S5,
opracowany przez Hencha w latach 70. XX wieku. Wspomniana bioaktywno$¢ szkiet polega
na ich zdolnosci do inicjowania specyficznych reakcji chemicznych i biologicznych
w kontakcie z pltynami ustrojowymi, co prowadzi do integracji z otaczajgcymi tkankami.
Kluczowym mechanizmem tego procesu jest tworzenie bioaktywnej warstwy fosforanowo-
wapniowej, ktora jest analogiczna do mineralnej fazy kosci i umozliwia trwate wigzanie
materiatu z tkanka kostng. Dzieki tym witasciwo$ciom szkla bioaktywne nie tylko pelnia
funkcje rusztowania dla nowej tkanki, ale takze aktywnie stymulujg procesy regeneracyjne
wykazujac zdolno$¢ do osteoindukcji. Osteoindukcyjnos$¢ wyraza sie zdolnoScig inicjacji
zarbwno wewnatrz-, jak izewngtrzkomoérkowej reakcji organizmu. Powierzchnia szkiet
bioaktywnych sprzyja zasiedlaniu przez komoérki macierzyste tkanki kostnej, pobudzajac ich

namnazanie i r6znicowanie, co sprzyja odbudowie i integracji z tkankg kostng [19].

Oprdécz amorficznych bioszkiet, rozwijane sg réwniez materiaty szklano-krystaliczne, ktére
powstaja w wyniku kontrolowanej krystalizacji bioaktywnych szkiet. Obecno$¢ fazy
krystalicznej sprzyja wzrostowi wytrzymato$ci mechanicznej materiatu, przy jednoczesnym
zachowaniu wlasciwosci bioaktywnych. Niemniej jednak, nawet po krystalizacji, materiaty te
zachowujg charakterystyczng dla ceramiki krucho$¢, co ogranicza ich zastosowanie [20],

[21], [22].
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Wspoétczesne badania nad bioszktami koncentruja sie na dwoch kluczowych kierunkach.
Pierwszym jest optymalizacja porowatosci, ktéra wptywa na bioaktywnos$¢ i proces
regeneracji tkanki kostnej. Szczeg6lna uwage zwraca sie na bioszkto mezoporowate, ktérego
uporzadkowana struktura poréw o rozmiarach od 2 do 50 nm umozliwia transport jonoéw
i czasteczek odpowiedzialnych za osteogeneze. Szkto mezoporowate otrzymywane sg metoda
zol-zel, ktéra zostala wykorzystana w niniejszej pracy. Material nie jest toksyczny, nie
powoduje takze stanéw zapalnych, a jego duza powierzchnia wiasciwa umozliwia kontakt
z tkanka na wiekszym obszarze, co wspomaga proces regeneracji i tworzenie nowych
struktur kostnych [23]. Bioszklo mezoporowate odgrywa roéwniez istotng role
w kontrolowanym dostarczaniu czynnikéw wzrostu oraz lekéw, dzieki czemu wielorakie
zastosowanie w terapii medycznej [24]. Zagadnienie wprowadzania substancji aktywnych
oraz mozliwosci ich immobilizacji w biomateriatach zostanie omoéwione w kolejnych

rozdziatach.

Drugim istotnym trendem w dziedzinie szkiet bioaktywnych jest modyfikacja ich sktadu
chemicznego, co umozliwia dostosowanie witasciwosci tych materiatéw do konkretnych
zastosowan medycznych. Metoda ta polega na wzbogacaniu materiatlu jonami
terapeutycznymi, takimi jak jony cynku (Zn), strontu (Sr), srebra (Ag), selenu (Se), holmu
(Ho) oraz terbu (Tb). Jony te s3 wprowadzane do szkiet, aby promowa¢ ich wtasciwosci
osteogenne, angiogenne, przeciwzapalne i przeciwbakteryjne. Niektore ztych jonéw, na
przyktad selen iterb, nadajg materiatom dodatkowe wtasciwosci, takie jak fluorescencja,
luminescencja oraz ochrona przed promieniowaniem, co rozszerza mozliwo$ci zastosowan
tych materiatow [25]. W niniejszej pracy szczegdlng uwage poswiecono jonom magnezu
i miedzi, ktoére odgrywaja kluczowa role w procesach biologicznych w tkance kostnej. Jony
magnezu sprzyjaja proliferacji osteoblastow i mineralizacji macierzy kostnej, natomiast jony
miedzi wykazuja wtasciwosci przeciwbakteryjne i stymulujg angiogeneze. Tego typu
modyfikacje sktadu szkiet bioaktywnych sg przedmiotem intensywnych badan, majacych na
celu poprawe ich efektywnosci wregeneracji tkanki Kkostnej oraz w terapiach

wspomagajacych leczenie infekcji i stanéw zapalnych [26], [27].

1.1.2.3 BIOZGODNE MATERIALY WEGLOWE

Innym podejSciem w inzynierii biomateriatéw jest wykorzystanie nanotechnologii,
a w szczegblnosci nanomateriatéw, takich jak nanorurki weglowe, ktérych zastosowanie
moze otwiera¢ nowe kierunki w regeneracji tkanek kostnych. Nanorurki weglowe (CNT, ang.
carbon nanotubes) sg allotropowg forma wegla, odkrytg przez Sumio lijima w 1991 roku.
Istniejg dwa gtéwne typy nanorurek weglowych: jednoscienne (SWCNT, ang. single-walled

carbon nanotubes) i wieloScienne (MWCNT, ang. multi-walled carbon nanotubes). SWCNT
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majg $rednice od 1 do 2 nm, podczas gdy srednica MWCNT moze osigga¢ nawet 100 nm, co

wptywa na ich wiasciwosci mechaniczne i chemiczne [28].

Nanorurki weglowe, ze wzgledu na swoje wtasciwosci, budzg zainteresowanie jako materiaty
o potencjalnym zastosowaniu w medycynie, m.in. jako no$niki lekdw, biosensory i sktadniki
rusztowan dla inzynierii tkankowej. [29]. Literatura wskazuje, Ze nanorurki weglowe dzieki
mozliwosci funkcjonalizacji mogg by¢ uzywane do dostarczania lekow lub gendw, co pozwala
na skuteczniejszg terapie choréb nowotworowych i genetycznych. Nanorurki moga réwniez

pelni¢ funkcje biosensoré6w w nowoczesnych systemach diagnostycznych [28], [29].

Literatura dostarcza licznych przyktadéw kompozytéw wykorzystywanych w inzynierii
tkankowej, w ktérych nanorurki weglowe pelnig funkcje fazy modyfikujacej. Wsrod
najczesciej opisywanych materiatéw znajduja sie kompozyty na bazie hydroksyapatytu,
chitozanu czy poli(e-kaprolaktonu). Dodatek nanorurek weglowych przyczynia sie do
zwiekszenia wytrzymatosci mechanicznej, poprawy biokompatybilnosci oraz usprawnienia
procesow osteokondukcji i osteoindukcji, co wspomaga regeneracje tkanki kostnej [30]. Inne
badania in vitro wykazaty, Ze jednoScienne nanorurki weglowe stymulujg réznicowanie
i proliferacje osteoblastow, wptywajac pozytywnie na mechanizmy sygnatowe w komorkach,
takie jak szlaki MAPK iNF-kB. Mechanizmy te odgrywajg kluczowa role w procesach
regeneracyjnych, wskazujac na znaczacy potencjat nanorurek weglowych w odbudowie
tkanki kostnej. Dodatkowo, nanorurki weglowe wykazujg wtasciwosci antyoksydacyjne,
redukujgc wolne rodniki oraz indukujac ekspresje enzymow antyoksydacyjnych
w komdrkach, wspomagajac proces regeneracji [31]. Badania in vivo rowniez potwierdzaja
efektywno$¢ nanorurek weglowych w regeneracji tkanki kostnej. Stosowanie nanorurek
w miejscach uszkodzen tkanki kostnej zwieksza mineralizacje i wzmacnia strukture tkanki
kostnej u zwierzat laboratoryjnych. Nanorurki stymulujg aktywno$¢ osteoblastow oraz

indukujg wydzielanie czynnikéw wzrostowych, co przyspiesza proces regeneracji [31].

1.1.2.4 MATERIALY KOMPOZYTOWE

Materiaty kompozytowe odgrywajg kluczowg role w rozwoju nowoczesnych biomateriatéw
stosowanych w inzynierii tkankowej, stanowigc odpowiedz na ograniczenia poszczego6lnych
grup materiatéw, takich jak materiaty polimerowe, materiaty ceramiczne czy materiaty
weglowe. Kazda z nich wykazuje okre$lone wiasciwos$ci korzystne dla inzynierii tkankowej,
jednak ich samodzielne zastosowanie wigze sie z pewnymi ograniczeniami, ktére wptywaja
na efektywno$¢ procesow regeneracyjnych. W zwigzku ztym, celem projektowania
biomateriatbw kompozytowych jest optymalizacja wtasciwosci mechanicznych,
biozgodnos$ci i bioaktywnos$ci poprzez 1aczenie wilasciwosci poszczegélnych faz.

W kontekscie regeneracji tkanki kostnej szczeg6lng uwage zwracaja kompozyty polimerowo-
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ceramiczne oraz polimerowo-weglowe, ktoére lacza biodegradowalno$¢ ibiozgodnos¢
osnowy polimerowej z bioaktywnos$cig fazy ceramicznej lub unikalnymi witasciwo$ciami

nanorurek weglowych.

Polimery, takie jak poli(e-kaprolakton) i kopolimer glikolidu i laktydu, peinig kluczows role
jako osnowa kompozytéw analizowanych w niniejszej pracy, zapewniajac formowalno$¢,
elastyczno$¢ oraz kontrolowang degradacje. Cho¢ same nie wykazujg osteokonduktywnosci,
stanowia doskonalg baze dla bioaktywnych modyfikatoré6w, modulujac wtasciwosci
mechaniczne 1ibiologiczne kompozytéw oraz umozliwiajac kontrolowane uwalnianie

bioaktywnych dodatkow.

KoMPOZYTY POLIMEROWO-CERAMICZNE

Szkto bioaktywne, jako faza modyfikujaca kompozytéw polimerowo-ceramicznych, odgrywa
istotna role w stymulacji regeneracji tkanki kostnej. Jego unikalna zdolno$¢ do tworzenia
warstwy apatytowej w sSrodowisku biologicznym sprzyja adhezji i proliferacji osteoblastow,
co znaczgco poprawia integracje materiatu z otaczajacg tkanka. Dodatkowo, modyfikacja
sktadu chemicznego bioszkta poprzez wprowadzenie jonéw terapeutycznych, takich jak
magnez czy miedz, umozliwia dalsze dostosowanie jego wtasciwosci biologicznych, w tym
modulowanie proces6w angiogenezy oraz dziatanie przeciwbakteryjne. Wiaczenie
bioaktywnego szkta do polimerowej osnowy znaczaco zwieksza bioaktywno$¢ i poprawia
wilasciwos$ci mechaniczne kompozytu, jednoczesnie umozliwiajac precyzyjna kontrole tempa
degradacji, co pozwala na dostosowanie funkcjonalno$ci do specyficznych zastosowan

klinicznych.

KompozyTy POLIMEROWO-WEGLOWE

Nanorurki weglowe, jako faza modyfikujaca kompozytéow polimerowo-weglowych,
odgrywaja kluczowa role w poprawie witasciwosci mechanicznych i funkcjonalnych
materiatu. Ich unikalna struktura pozwala na efektywne wzmacnianie osnowy polimerowe;j,
zwiekszajac jej wytrzymatos¢ na $ciskanie i rozcigganie oraz redukujgc podatno$é¢ na pekanie.
Ponadto, nanorurki weglowe wykazujg zdolno$¢ do przewodzenia tadunkéw elektrycznych,
co moze wspieraC procesy osteogenezy poprzez modulacje sygnatéw bioelektrycznych
zwigzanych zregeneracja tkanki kostnej. Ich powierzchnia moze by¢ dodatkowo
funkcjonalizowana w celu poprawy interakcji z komoérkami oraz kontroli nad ich
biokompatybilno$cig. Wiaczenie nanorurek weglowych do osnowy polimerowej wzmacnia
kompozyt i moze modyfikowaé jego wilasciwosci biologiczne, co sugeruje jego potencjalng

przydatno$¢ w inzynierii tkankowe;j.
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1.1.3. WSPOtCZESNE WYZWANIA STAWIANE MATERIALOM ALLOPLASTYCZNYM

Wspotczesne wyzwania stawiane materiatom alloplastycznym koncentruja sie na
pogtebionym zrozumieniu reakcji biologicznych organizmu na wprowadzenie ciata obcego
oraz na optymalizacji tych reakcji w kontekscie implantacji. W badaniach nad biomateriatami
nacisk ktadzie sie na analize zjawisk zachodzacych na granicy faz implant-tkanka, takich jak
adsorpcja biatek, procesy zapalne oraz mechanizmy gojenia ran. W rezultacie definicja
biomateriatéw zostata rozszerzona - wspétczesne projektowanie tych materiatéw skupia sie
na ich aktywnosci biologicznej na poziomie molekularnym, zuwzglednieniem reakcji
z biatkami i komérkami w taki sposéb, aby wspieraty procesy regeneracyjne analogiczne do

naturalnych mechanizmoéw organizmu [8], [31].

Badania nad procesem gojenia wskazujg na kluczowe wyzwania, ktérym musza sprostac
biomateriaty, aby skutecznie wspiera¢ biologiczng odpowiedZ organizmu, przyspieszajac
i usprawniajgc proces regeneracji. Do najczestszych powiklan zwiagzanych z procesem
regeneracji tkanki kostnej naleza zakazenia okolowszczepowe oraz nadmierna
reakcja zapalna, wynikajaca z intensywnej odpowiedzi immunologicznej na ciato obce,
jakim jest wprowadzony biomaterial. W zwigzku ztym nowoczesne biomaterialy
powinny charakteryzowac sie nie tylko wysoka biozgodnoscia, zgodnie z definicja
przytoczona w poprzednich rozdziatach, lecz takZie jej rozszerzong koncepcja,
obejmujaca wlasciwosci antybakteryjne, przeciwzapalne i przeciwnowotworowe, co
umozliwi skuteczniejsze ibezpieczniejsze procesy regeneracyjne [32], [33].
Poszukiwania materiatéw spetniajgcych te kryteria stanowia jedno z kluczowych wyzwan
w dziedzinie inZzynierii biomateriatéw, gdyz musza one jednocze$nie integrowal roézne
funkcje biologiczne w sposb harmonijny i przewidywalny, minimalizujgc ryzyko powiktan.
Potencjalnym rozwiazaniem tych probleméw moze by¢ zastosowanie dodatkowych
substancji aktywnych, ktore wspieraja procesy regeneracyjne, moduluja odpowiedz%
immunologiczng oraz nadaja biomaterialom wlasciwosci antybakteryjne
i przeciwnowotworowe, co dodatkowo zwieksza ich efektywnos$¢ w zastosowaniach

medycznych.

1.1.4. WZBOGACANIE MATERIALOW ALLOPLASTYCZNYCH SUBSTANCJAMI AKTYWNYMI

Obecnie prowadzone s3 intensywne badania nad réznymi klasami substancji aktywnych,
w tym peptydami, czynnikami wzrostu, przeciwutleniaczami oraz innymi biomolekutami,
ktére moga znaczaco wptywaé na poprawe biokompatybilnoSci oraz przyspieszenie
procesow regeneracyjnych [34], [35], [36]. Nowoczesne mozliwos$ci inzynierii materiatowej

umozliwiajg umieszczanie w strukturze materialéw do regeneracji tkanki kostnej
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wspomnianych substancji wykazujgcych aktywnos$¢ biologiczng. W zwigzku z tym, materiaty
alloplastyczne poza swoja podstawowa funkcja moga pethic¢ role nosnikéw skltadnikéw
bioaktywnych. Mozliwa staje sie modulacja funkcji otaczajacej tkanki kostnej zgodnie
z Zamierzeniem terapeutycznym. Aby poprawic¢ zakres, szybko$¢ i jako$¢ regeneracji tkanki
kostnej, wskazane jest stosowanie substancji stymulujagcych osteogeneze. Ingerencja w ten
proces mozliwa jest dzieki promowaniu syntezy biatek o ukierunkowanej aktywnosci, w tym
osteokalcyny, osteopontyny igrupy bialek morfogenetycznych kosci. Stosowanymi
dodatkami stymulujgcymi osteogeneze s3 czynniki wzrostu, cytokiny i peptydy, takie jak
BMP, TGF3, FGF, VEGF [37].

Stan zapalny jest kluczowy w regeneracji tkanki kostnej i wystepuje w formach ostrej oraz
chronicznej. Ostry stan zapalny wspomaga gojenie, aktywujac uktad odpornosciowy do
uwalniania cytokin prozapalnych (IL-1, IL-6, TNF-a) i reaktywnych form tlenu (ROS), ktére
eliminujg patogeny i uszkodzone komorki. W kolejnej fazie makrofagi przechodza w fenotyp
przeciwzapalny (M2), wygaszajac reakcje zapalng i wspierajagc odbudowe tkanki poprzez
stymulacje osteoblastéw i angiogeneze. Chroniczny stan zapalny natomiast pojawia sie, gdy
reakcja zapalna nie zostaje wygaszona i utrzymuje sie przez dtuzszy czas. Z czasem prowadzi
to do zahamowania procesu regeneracji tkanki kostnej. Chroniczny stan zapalny pojawia sie,
gdy reakcja zapalna nie zostaje wygaszona i utrzymuje sie dtuzej, hamujac regeneracje tkanki
kostnej. Dlugotrwata obecno$¢ prozapalnych cytokin, takich jak IL-6 i TNF-a, moze prowadzié
do rozktadu macierzy kostnej i zaburzy¢ r6wnowage miedzy resorpcjg a tworzeniem kosci.
Aby temu zapobiec, biomaterialy s3 wzbogacane substancjami modulujgcymi reakcje
zapalng, wtym Srodkami przeciwzapalnymi, takimi jak deksametazon iibuprofen, ktére
reguluja nadmierng odpowiedZ immunologiczng oraz wspieraja prawidtowy przebieg

procesu regeneracyjnego.

Kolejnym istotnym zagrozeniem dla skutecznej regeneracji tkanki kostnej sa bakteryjne
zakazenia okotowszczepowe, ktére moga prowadzi¢ do powiktan zapalnych, degradacji
biomateriatu oraz zahamowania osteogenezy. Aby zmniejszy¢ ryzyko takich zakazen,
biomateriaty sg projektowane z uwzglednieniem wtasciwo$ci antybakteryjnych. Na przyktad
ich powierzchnie mogg by¢ pokrywane cienkimi warstwami materiatéw antybakteryjnych,
takich jak srebro czy miedz, ktére wykazuja naturalne wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe,
co pozwala na redukcje adhezji bakterii. Inng metoda jest kontrolowane uwalnianie
substancji przeciwdrobnoustrojowych bezposrednio z biomateriatu. Dzieki temu mozna
uzyskac¢ wysokie stezenie terapeutyczne antybiotyku doktadnie tam, gdzie jest potrzebne,
minimalizujgc jednocze$nie ogdlnoustrojowe efekty uboczne. Do podawanych w ten sposéb

antybiotykbw naleza  doksorubicyna, gatifloksacyna, gentamycyna, tetracyklina,
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wankomycyna [38], [39], [40]. Niestety, obecne badania wykazuja alarmujace poziomy
antybiotykoopornosci, co stanowi istotne zagrozenie zaréwno dla skutecznosci terapii, jak
i zdrowia publicznego. W kontekscie materiatdw do regeneracji tkanki kostnej, opornos¢
bakterii na stosowane antybiotyki oznacza, ze standardowe leczenie zakazen staje sie coraz
mniej efektywne. Powoduje to konieczno$¢ stosowania coraz wyzszych dawek lub bardziej
toksycznych lekéw, co moze prowadzi¢ do powazniejszych skutkéw ubocznych u pacjentéw.
Dodatkowo, bakterie oporne na antybiotyki sg trudniejsze do wyeliminowania, co zwieksza
ryzyko przewlektych infekcji wokoét implantéw i materiatéw stosowanych w leczeniu ztaman
czy defektow kosci. To z kolei moze skutkowac konieczno$cia przeprowadzenia dodatkowych
operacji, usuniecia implantéw oraz wydtuzenia czasu rekonwalescencji. W najgorszym
przypadku oporno$c¢ ta moze prowadzi¢ do rozwoju infekcji, ktore sg niemal niemozliwe do
wyleczenia za pomocg dostepnych metod, co podkresla potrzebe rozwoju nowych,

alternatywnych terapii antybakteryjnych [41].

W przypadkach onkologicznych, ubytki kostne powstate po resekcjach nowotworowych
stanowia znaczgce wyzwanie kliniczne, wymagajace skutecznych metod rekonstrukcji przy
jednoczesnym zapobieganiu wznowy miejscowej. Wzbogacanie materiatéw do regeneracji
tkanki kostnej cytostatykami, takimi jak cisplatyna czy metotreksat, jest jedna z mozliwych
strategii. Jednakze, lokalna toksyczno$¢ wysokich dawek tych srodkéw dla komoérek i tkanek
ludzkich stanowi powazny problem. Ponadto, brak kontroli nad dawkowaniem zwieksza

ryzyko rozwoju lekoopornosci[42], [43].

Z powyzszych powoddow kluczowe jest poszukiwanie alternatywnych substancji, ktore
skutecznie hamuja rozwdj irozmnazanie sie bakterii oraz wykazuja dzialanie
przeciwzapalne iprzeciwnowotworowe. Wymagania te speilniaja naturalne
fitozwiazki, takie jak polifenole, ktére stanowia potencjalnie korzystny dodatek do

materialéw przeznaczonych do regeneracji tkanki kostne;j.

1.1.5. ZWIAZKI POLIFENOLOWE JAKO NATURALNE SUBSTANCIJE AKTYWNE BIOLOGICZNIE

Naturalne fitozwigzki, azwlaszcza polifenole, charakteryzujg sie rozleglym zakresem
aktywnosci biologicznej, w tym wtasciwo$ciami antyoksydacyjnymi, przeciwbakteryjnymi,
przeciwzapalnymi oraz przeciwnowotworowymi. Polifenole stanowiag zréznicowang grupe
organicznych zwigzkéw chemicznych, ktérych podstawowa cechg strukturalng jest obecnos¢
jednej lub wiecej grup hydroksylowych przytgczonych do pier§cienia aromatycznego. Na
podstawie budowy chemicznej polifenole dzieli sie na dwie gléwne klasy: kwasy fenolowe

oraz flawonoidy. Kwasy fenolowe obejmuja pochodne kwasu benzoesowego ikwasu
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cynamonowego, natomiast flawonoidy charakteryzujg sie uktadem tréjpierscieniowym,
sktadajagcym sie z dwéch pierscieni benzenowych (AiB), potaczonych heterocyklicznym
pierScieniem piranu (C). Flawonoidy mozna dalej klasyfikowa¢ na podgrupy, takie jak
flawony, flawonole, flawanony, flawan-3-ole, izoflawony oraz antocyjany, réznigce sie liczbg
i rozmieszczeniem grup hydroksylowych oraz stopniem utlenienia pierscienia C.
Strukturalna réznorodnos¢ polifenoli determinuje ich wtasciwosci chemiczne, w tym
zdolnos¢ do chelatowania metali przejSciowych oraz neutralizacji reaktywnych form tlenu,

co przektada sie na ich aktywno$¢ biologiczng [44].

Polifenole sa naturalnymi zwigzkami chemicznymi wystepujacymi w roslinach, gdzie peinia
istotne funkcje ochronne przeciwko szkodnikom, patogenom oraz promieniowaniu UV.
Najwyzsze stezenia polifenoli mozna znalezé w owocach, warzywach, nasionach, a takze

w herbacie, kawie, winie oraz przyprawach [45].

Zwigzki polifenolowe s3 waznym skladnikiem réznych preparatéw stosowanych
w medycynie naturalnej. Sg one wykorzystywane w formie ekstraktéw, suplementéw diety,
naparow oraz jako skladniki masci, kreméw iemulsji, gdzie pelnig funkcje substancji
aktywnych o wtasciwosciach przeciwutleniajgcych, przeciwzapalnych i antybakteryjnych.
Wybér odpowiedniej formy preparatu =zalezy od specyficznych wtasciwosci
farmakologicznych, zamierzonego efektu terapeutycznego oraz indywidualnych potrzeb

pacjenta.

Badania wykazaty, ze niektére zwigzki polifenolowe moga wptywa¢ na regulacje ekspresji
genow i wptywac na rézne szlaki sygnalizacyjne w komorkach, co przyczynia sie do ich roli
w modulowaniu proceséw fizjologicznych w organizmie. Ponadto polifenole wykazuja
wtasciwosci neuroprotekcyjne i antyoksydacyjne w mézgu, chronigc przed uszkodzeniami
oraz chorobami neurodegeneracyjnymi, takimi jak choroba Parkinsona czy choroba

Alzheimera [45], [46], [47].

Wyzej opisane biologiczne wtasciwosci polifenoli na poziomie komérkowym i tkankowym
majg roéwniez zastosowanie w profilaktyce przeciwzapalnej iprzeciwnowotworowej
w obrebie tkanki kostnej. Na rynku dostepne s3 preparaty zawierajace te zwiagzki,
a przyktadem jest Proflexin, ktory zawiera ekstrakty roslinne, takie jak imbir i kadzidtowiec
indyjski. Dzieki wlasciwo$ciom antyoksydacyjnym imodulujgcym procesy osteogenezy,
sktadniki te wspieraja réwnowage miedzy resorpcja atworzeniem ko$ci, co moze

przyczyniac sie do ochrony przed osteoporozg i innymi schorzeniami uktadu kostnego.
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1.1.5.1 WtASCIWOSCI PRZECIWZAPALNE

Polifenole to zr6znicowana grupa naturalnie wystepujacych zwigzkéw w roslinach, znanych
ze swoich wlasciwosci przeciwzapalnych. Zwigzki te dziatajag poprzez rézne mechanizmy,
takie jak hamowanie enzymoéw prozapalnych imodulowanie $ciezek sygnatowych
zaangazowanych w stan zapalny. Na przyktad zwiazki polifenolowe zawarte w ekstrakcie
z Kacip Fatimah wykazaty skuteczne hamowanie enzymoéw COX-2 i elastazy, co wskazuje na
ich potencjat jako naturalnych alternatyw dla konwencjonalnych niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych (NLPZ) [48]. Innym przyktadem dziatania przeciwzapalnego polifenoli jest
wykorzystanie wytlokow z winogron w napeilniaczach ceramicznych stosowanych
w implantologii, gdzie wykazano ich dziatanie przeciwbakteryjne, przeciwzapalne
i osteogenne [49]. Badania te podkreslaja potencjalng role polifenoli w opracowywaniu

skutecznych terapii przeciwzapalnych.

1.1.5.2 WtASCIWOSCI PRZECIWBAKTERYJINE

Polifenole roslinne charakteryzujg sie silnym dziataniem antybakteryjnym, spowodowanym
ich wlasciwo$ciami chemicznymi, ktére zaktdcajg rézne procesy zyciowe bakterii. Badanie
przeprowadzone przez Czerkasa et al. (2024) wykazato, Ze taniny, bedace rodzajem
polifenoli, majg zdolno$¢ do zmiany ptynnosci btony komoérkowej Streptococcus mutans oraz
do interakcji zbiatkami blonowymi. Prowadzi to do zaburzenia fizjologii bakterii
i hamowania ich wzrostu [50]. Dodatkowo, polifenole wyekstrahowane z Haplophyllum
tuberculatum wykazaty zdolno$¢ do hamowania wzrostu Gram-dodatnich bakterii takich jak
Staphylococcus aureus 1iBacillus subtilis, atakze umiarkowane dziatanie przeciwko
Pseudomonas aeruginosa [51]. W kontek$cie przemystowym polifenole pozyskiwane
z produktéw ubocznych przemystu rolno-spozywczego wykazaty potencjat jako alternatywa
dla antybiotykéw w zywieniu zwierzat, zmniejszajac namnazanie sie E. coli [52]. Ponadto,
literatura dotyczaca regeneracji tkanki kostnej wskazuje na mozliwos¢ wykorzystania
polifenoli jako bioaktywnych sktadnikow wspomagajacych gojenie oraz zwalczanie infekc;ji.
Na przyktad, polifenole stosowane w cemencie kostnym na bazie krzemianu wapnia
wykazaty skuteczne dzialanie antybakteryjne przeciwko Escherichia coli i Staphylococcus
aureus, jednocze$nie wspomagajac procesy osteogenne. Przedstawia to je jako obiecujace
komponenty do zwalczania zakazen kostnych (osteomyelitis) oraz wspomagania regeneracji

kosci [53].

1.1.5.3 WtASCIWOSCI ANTYOKSYDACYINE

Polifenole sg wstanie zmniejsza¢ stres oksydacyjny oraz chroni¢ komoérki przed

uszkodzeniami powodowanymi przez wolne rodniki. Stres oksydacyjny to proces
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biochemiczny, podczas ktérego dochodzi do uszkodzenia struktur komérkowych na skutek
nadprodukcji wolnych rodnikéw, powstajacych w wyniku metabolizmu lub dziatania
czynnikéw zewnetrznych, takich jak promieniowanie UV czy zanieczyszczenia Srodowiska.
Polifenole, jako silne przeciwutleniacze, neutralizujg te reaktywne czasteczki, przez co
zapobiegaja zniszczeniu bton komérkowych, zmianom w strukturze DNA oraz uszkodzeniom
innych waznych sktadnikow komoérek. Badania zaréwno in vitro, jak ina zwierzetach
pokazaty, ze polifenole moga zmniejszy¢ stres oksydacyjny oraz stan zapalny w tkankach,
chronigc w ten sposob przed chorobami zwigzanymi z procesami oksydacyjnymi, takimi jak
choroby uktadu sercowo-naczyniowego oraz choroby neurodegeneracyjne [47]. Badania
Cerqueni et al. (2021) wykazaty, Ze stres oksydacyjny odgrywa kluczowa role w degradacji
tkanki kostnej, prowadzac do jej ostabienia i zwiekszonego ryzyka resorpcji. Polifenole, dzieki
wilasciwo$ciom antyoksydacyjnym, skutecznie neutralizujg reaktywne formy tlenu (ROS),
przez co chronig komorki kostne i macierz zewnatrzkomoérkowa przed uszkodzeniem [54].
Zdolno$¢ polifenoli do redukc;ji stresu oksydacyjnego przyczynia sie do poprawy homeostazy
koSci oraz wspomaga regeneracje tkanki kostnej. Badania nad wptywem polifenoli na
osteoblasty i osteoklasty potwierdzaja te teze. Dodatkowo, badania lantomasi et al. (2022)
wskazujg, ze dieta bogata w polifenole moze skutecznie ogranicza¢ oksydacyjne uszkodzenia
komoérek kostnych, zmniejszajac ryzyko osteoporozy oraz innych choréb zwigzanych

z ostabieniem struktur kostnych [55].

Mechanizmy dziatania polifenoli sprawiajg, Ze sa one nie tylko potencjalnym narzedziem
w prewencji schorzen uktadu kostnego, ale takze obiecujacym elementem strategii
wspomagajacych regeneracje kosSci, zwlaszcza w warunkach zwiekszonego stresu

oksydacyjnego.

1.1.5.4 WtAScIwOSCI PRZECIWNOWOTWOROWE

Polifenole wykazujg dziatania: antyproliferacyjne, proapoptotyczne i przeciwutleniajace,
ktére sa korzystne w zapobieganiu i leczeniu nowotwordw. Literatura wskazuje, ze polifenole
hamujg proliferacje komoérek nowotworowych, blokujac cykl komoérkowy iindukujac
apoptoze, czyli Smier¢ programowana komoérki nowotworowej. Polifenole rowniez hamuja
rozwéj nowotworu poprzez modulacje proceséw angiogenezy izapobieganie tworzeniu
naczyn krwiono$nych, ktére sg niezbedne dla rozwoju guza. W badaniach przeprowadzonych
na roznych typach nowotworéw, takich jak nowotwor piersi, jelita grubego, trzustki, prostaty
i ptuc, wykazano, Ze polifenole zwiekszajg skuteczno$c¢ terapii konwencjonalnej. Dodatkowo,
polifenole maja zdolno$¢ do indukcji procesu autofagii, ktéry jest zwigzany z utrzymaniem
homeostazy komdrkowej i moze przeciwdziata¢ rozwojowi nowotworéw poprzez eliminacje

uszkodzonych komorek. W badaniach klinicznych stwierdzono, ze spozycie zywnos$ci bogatej
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w polifenole, takiej jak owoce, warzywa, herbata i czerwone wino, jest zwigzane z obnizeniem

ryzyka rozwoju nowotworow [56].

1.1.5.5 WtASCIWOSCI OSTEOGENNE

Niektére polifenole moga dziata¢ osteogennie na tkanki ludzkie. Wykazano, Ze ekstrakt
z oliwek zwieksza ekspresje genéw zwigzanych zréznicowaniem osteoblastéw oraz
stymuluje wytwarzanie kolagenu iinnych sktadnikéw macierzy pozakomoérkowej, co
wskazuje na jego osteogenny wptyw na te komdrki. Podobnie badania na komdrkach tkanki
kostnej pacjentéw z chorobg zwyrodnieniowg stawéw wykazaly, ze zwigzek pochodzacy
z korzenia zen-szenia stymuluje rdéznicowanie komoérek progenitorowych w osteoblasty
i zwieksza ekspresje genow zwigzanych zkoSciotworzeniem. Wyniki te sugeruja, ze
polifenole moga mie¢ potencjatjako suplementy diety lub leki osteogenne, ktére moga pomoc

w leczeniu choréb kosci [47], [57].

1.1.5.6 WtASCIWOSCI ANGIOGENNE

Polifenole wykazuja zlozone wtasciwosci angiogenne, ktére moga miec¢ istotne znaczenie
w procesie regeneracji tkanki kostnej. Badania przeprowadzone przez Sancheza-Gomara
i wspétpracownikéw (2022) wskazujg, ze polifenole zawarte w ekstraktach z lisci mango,
lisci oliwnych oraz wyttokéw z czerwonych winogron posiadajg wtasciwosci proangiogenne
poprzez redukcje stresu oksydacyjnego, hamowanie apoptozy, modulacje proceséw
zapalnych oraz stymulacje proliferacji i r6znicowania komoérek srédbtonka. Jak wynika z ich
badan, silne wtasciwosci antyoksydacyjne polifenoli zmniejszajg produkcje reaktywnych
form tlenu izapobiegaja oksydacyjnemu uszkodzeniu $rédbtonka, co sprzyja regeneracji
naczyn krwiono$nych. Ponadto, autorzy wykazali, Zze ekstrakty, szczegdlnie te pochodzace
z lisSci mango, zwiekszaja zdolno$¢ komodrek progenitorowych s$roédbtonka (ECFCs) do
tworzenia struktur kapilarnych, co moze by¢ zwigzane z aktywacja szlakéw PI3K/AKT oraz
MAPK/ERK. Wykazano réwniez, ze ekstrakty z oliwek i winogron wykazujg silne dziatanie
przeciwapoptotyczne, zmniejszajac liczbe komoérek w stanie pre- apoptozy i pdéznej apoptozy,
co sprzyja przezyciu ECFCs oraz ich réznicowaniu w dojrzate komoérki srodbtonka. Ponadto
stwierdzono, ze polifenole redukujg ekspresje molekut adhezyjnych, takich jak VCAM-1 i E-
selektyna, co prowadzi do ograniczenia proceséw zapalnych. Efekt angiogenny polifenoli
moze rowniez wynika¢ ze zwiekszonej ekspresji czynnikéw wzrostu, takich jak VEGF, ktéore

stymulujg neowaskularyzacje [58].
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1.1.6. KONCEPCIA WYKORZYSTANIA ZWIAZKOW POLIFENOLOWYCH JAKO SUBSTANCII
AKTYWNYCH W BIOMATERIALACH DO REGENERACJI TKANKI KOSTNEJ

W ostatnich latach rozwo6j biomateriatéw trzeciej generacji koncentruje sie na projektowaniu
materiatow, ktore nie tylko zapewniajg odpowiednie wsparcie mechaniczne dla
regenerujacej sie tkanki, ale takze spetniajg liczne zaawansowane wymagania konieczne do
skutecznego wspomagania proceséw regeneracyjnych. Mimo znaczacych postepéw w tej
dziedzinie, leczenie rozlegltych ubytkéw kostnych - szczegdlnie tych zwigzanych
z zakazeniami kosci lub bedacych wynikiem resekcji nowotworéw - wcigz stanowi istotne
wyzwanie Kliniczne. Dodatkowym problemem zwigzanym z implantacjg biomateriatéw jest
wysokie ryzyko infekcji w otoczeniu implantu, wynikajace z tatwej kolonizacji porowatych
powierzchni przez drobnoustroje. Kolejnym istotnym zagadnieniem jest odpowiedz zapalna
wywotana obecnoscig implantu, petnigca dwojaka role: faza ostra po implantacji stymuluje
procesy regeneracyjne, natomiast nadmierna lub przewlekta reakcja zapalna, zwigzana
z obecnoscig patogenéw lub nadmierng aktywacja uktadu immunologicznego, moze
prowadzi¢ do zaburzen osteointegracji i regeneracji tkanek, a w skrajnych przypadkach do
resorpcji kosci wokét implantu. W zwigzku z tym istnieje pilna potrzeba opracowywania
nowych, wielofunkcyjnych biomateriatéw, ktére beda w stanie sprosta¢ tym ztozonym

wyzwaniom w kontekscie inzynierii tkanki kostnej.

Jedna z obiecujacych strategii poprawy biofunkcjonalno$ci rusztowan wykorzystywanych
w inzynierii tkanki kostnej jest wprowadzenie do biomateriatéw aktywnych substancji,
takich jak antybiotyki, chemioterapeutyki, leki przeciwzapalne czy biomolekuty, ktére
stymulujg regeneracje tkanki, np. czynniki wzrostu. Takie rusztowania petnia podwdjna
funkcje: zjednej strony dziatajg jako tymczasowa macierz pozakomoérkowa, wspierajaca
naturalne procesy regeneracji tkanki, zdrugiej strony umozliwiaja kontrolowane
dostarczanie lekéw. Pomimo licznych korzysci, takich jak zwiekszona biodostepnos¢
substancji aktywnych, wyzwaniem pozostajg kwestie zwigzane z opornos$cig na antybiotyki
oraz toksycznos$cia niektorych lekéw. W zwigzku z tym, trwajg intensywne poszukiwania
alternatywnych zwigzkéw, ktére mogtyby zastapi¢ tradycyjne substancje terapeutyczne lub
dziata¢ synergistycznie, minimalizujgc negatywne efekty. Polifenole wzbudzajg szczegdlne
zainteresowanie w kontekscie ich szerokiego zakresu aktywnos$ci biologicznej. Wykazujg
wtlasciwosci przeciwzapalne, antybakteryjne oraz przeciwutleniajace, co czyni je
obiecujgcymi kandydatami do zastosowania w systemach terapeutycznych. Znane z badan
zywieniowych wtasciwosci polifenoli, takie jak zdolno$¢ do zmiatania wolnych rodnikédw czy
ich dziatanie przeciwutleniajgce, zostaja w tym przypadku wykorzystane w nowy sposéb -
nie w kontekscie suplementacji dietetycznej, lecz jako aktywne komponenty biomateriatéw

inzynierii tkankowej, majace na celu wspomaganie regeneracji tkanki oraz kontrolowane
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dostarczanie lekéw. Badania wskazujg, ze polifenole korzystnie wptywaja na metabolizm
tkanki kostnej, stymulujac osteoblastogeneze i hamujac aktywno$¢ osteoklastéw, co moze
by¢ istotne w terapii osteoporozy (patrz rozdziat ...) . Jednak ich ograniczona stabilno$¢ oraz
trudnosci w kontrolowaniu czasu dziatania stanowia istotng bariere wich praktycznym
zastosowaniu. W zwigzku z tym, badane s3 strategie, takie jak wiaczenie polifenoli do osnéw
polimerowych lub napeiniaczy ceramicznych, ktére mogtyby regulowac ich uwalnianie oraz
aktywnos$¢ biologiczng. Pomimo znaczacych postepéw w zakresie zastosowania polifenoli
w inzynierii tkankowej, wcigz istnieje istotna luka badawcza, dotyczaca petnej oceny ich
potencjatu jako zamiennikéw tradycyjnych biomolekut oraz lekéw. Dotychczasowe badania
skupialy sie gtéwnie na wybranych wtasciwos$ciach biologicznych polifenoli, takich jak
dziatanie przeciwzapalne, antybakteryjne iosteogenne, jednak brakuje kompleksowych
badan systemowych, ktére analizowalyby wszystkie aspekty ich zastosowania, w tym
stabilno$¢, kinetyke kontrolowanego uwalniania oraz dtugoterminowa efektywnos$¢
w Srodowisku biologicznym. W szczegélnos$ci niewystarczajgco zbadane pozostajg
mechanizmy kontrolowanego uwalniania polifenoli z osnéw polimerowych oraz ich
interakcje z r6znymi napetniaczami, co ma kluczowe znaczenie dla stabilnosci i aktywnosci

biologicznej tych zwigzkow.

W zwigzku z powyZszym, niniejsza praca ma na celu wypetnienie istniejacej luki badawcze;j
poprzez przeprowadzenie kompleksowych badan nad mozliwoscig zastosowania polifenoli
jako alternatywnych biomolekut ilekéw w inzynierii tkankowej. Skoncentrowano sie na
optymalizacji wlasciwoséci  fizykochemicznych oraz  biologicznych  kompozytow
polimerowych zawierajacych polifenole, atakze na analizie interakcji tych zwigzkéw
z nowoczesnymi napetniaczami ceramicznymi i weglowymi, ktére moga odgrywac¢ kluczowa
role w kontrolowaniu ich aktywnosci biologicznej oraz stabilno$ci. Wyniki niniejszych badan
moga stanowi¢ istotny krok w kierunku opracowania nowej generacji biomateriatéw

kompozytowych, spetniajacych ztozone wymagania w obszarze inzynierii tkanki kostne;j.
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2. CELE | HIPOTEZY PRACY

Badania realizowane w ramach niniejszej pracy doktorskiej miaty na celu:

= Zaprojektowanie i wytworzenie wielofunkcyjnych, bioresorbowalnych materiatow
kompozytowych stanowigcych nosnik zwigzkéw polifenolowych wyekstrahowanych

z szatwii lekarskie;j.

Hipoteza zaklada, Ze wprowadzenie polifenoli do kompozytéw polimerowych
modyfikowanych fazg ceramiczng iweglowa umozliwia uzyskanie materiatéw
o zmodyfikowanych lub zupetnie nowych wilasciwo$ciach biologicznych
i materialowych  (fizykochemicznych, mechanicznych) - wtym poprawe

bioaktywnosci oraz potencjalnych efektéw terapeutycznych.

* Ocene mozliwosci kontrolowania wiasciwo$ci materiatowych i biologicznych

biomateriatéw kompozytowych, poprzez zastosowanie zréznicowanych napetniaczy

Druga hipoteza zakitada, Ze modyfikacja osnowy polimerowej materiatow
kompozytowych wzbogaconych w zwigzki polifenolowe przy uzyciu napetniaczy
o zroznicowanej charakterystyce (wtasciwosciach teksturalnych ichemicznych),
umozliwia modulowanie aktywnos$ci biologicznej oraz innych wtasciwosci
fizykochemicznych, wtym wynikajacych zobecnosci zwigzkéw aktywnych,

opracowanych materiatow.

W ramach prowadzonych badan opracowano bioresorbowalne kompozyty polimerowe
wzbogacone zwigzkami polifenolowymi oraz modyfikowane réznymi napetniaczami, takimi
jak czastki szkta bioaktywnego (BG) i wieloScienne nanorurki weglowe (MWCNTSs). Badania
obejmowaly ocene wptywu (i) parametréw napekiaczy, w tym wtasciwosci teksturalnych
oraz sktadu chemicznego szkla bioaktywnego, atakze rodzaju grup funkcyjnych na
powierzchni wielo$ciennych nanorurek weglowych; (ii) rodzaju materiatlu osnowy
polimerowej poli(e-kaprolakton) (PCL) ikopolimeru laktydu i glikolidu (PLGA) oraz (iii)
stezenia zastosowanych zwigzkéw polifenolowych na wiasciwosci fizykochemiczne
i biologiczne uzyskanych biomateriatéw. Wytworzone kompozyty zostaly poddane

szczegbtowej charakterystyce w zakresie:
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Mikrostruktury i parametréw powierzchni;

Wtasciwosci mechanicznych;

Stopnia Krystaliczno$ci osnowy polimerowej;

Bioaktywnos$ci w warunkach in vitro;

Aktywnosci antyoksydacyjnej i przeciwzapalnej materiatéw kompozytowych;
Degradacji hydrolitycznej w warunkach in vitro;

Odpowiedzi komorek osteoblastycznych w warunkach in vitro.

Wiasciwosci przeciwnowotworowych w warunkach in vitro.
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3. MATERIALY | METODY

3.1. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTOW ROSLINNYCH

Uzyty ekstrakt roslinny zostat pozyskany z szatwii lekarskiej, pochodzacej z upraw wtasnych
Uniwersytetu Rolniczego im. H. KoMataja w Krakowie. Przeprowadzono szereg
eksperymentéw ekstrakcji PPh z materiatu roslinnego, przy uzyciu rozpuszczalnikéw
organicznych (DCM/THF/aceton/DIOX oraz ich mieszaniny) stosowanych do rozpuszczania
wybranych polimerow syntetycznych (PCL, PLGA). Na podstawie analizy przygotowanych
roztworé6w do dalszych badan wybrano mieszanine ekstrakcyjng o sktadzie: 1,4
Dioksan/woda destylowana w stosunku objeto$ciowym 4:1. Rozdrobnione w mozdzierzu
zliofilizowane liscie szatwii lekarskiej potgczono z mieszaning ekstrakcyjna w stosunku
objetosciowym 1:20(w/v). Ekstrakcje przeprowadzono w ciemnoS$ci przez wytrzasanie
w temperaturze otoczenia przez 24h. Nastepnie ekstrakt poddano procesowi filtracji przy
pomocy bibuly filtracyjnej. Ostatecznie usunieto rozpuszczalnik z ekstraktu za pomoca
wyparki prézniowej (Rotavapor R-300 Buchi, Szwajcaria) w temperaturze 30 st. C. oraz
liofilizacji (liofilizator Christ Alpha 1-2 LD) w celu otrzymania ekstraktu w formie statej.

Uzyskany ekstrakt byt przechowywany w temperaturze -20°C.

Tab. 1. Stezenie wybranych zwiqzkow fenolowych w ekstrakcie wyznaczone za pomocq wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC).

Zwiazek fenolowy Stezenie w ekstrakcie (mg/dm?)

Kwasy fenolowe

Kwas galusowy 0,09+0,00
Kwas chlorogenowy 0,75+0,18
Kwas kawowy 1,85+0,00
Kwas wanilinowy 0,15+0,00
Kwas syryngowy 2,01+0,00
Kwas p-kumarowy 0,15+0,01
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Zwiazek fenolowy Stezenie w ekstrakcie (mg/dm?)

Kwas ferulowy 1,41+0,00
Kwas synapinowy 0,23+0,02
Kwas rozmarynowy 17,43+1,09
Kwas 4-hydroksybenzoesowy 1,19+0,02
Flawonoidy

Naryngenina 4,32+0,18
Rutyna 1,55+0,09
Hesperydyna 0,08+0,00
Mirycetyna 2,20+0,14
Kwercetyna 0,89+0,00
Luteolina 0,28+0,01
Kaempferol 0,34+0,00
Apigenina 0,26%0,01
[zoramnetyna 0,45+0,01
Herbacetyna 0,47+0,01
Epikatechina 15,45+0,08
Katechina 1,49+0,01
Akacetyna 0,16+0,00
Diterpeny fenolowe

Karnosol 47,35+0,03
Kwas karnozowy 7,10+0,10
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3.2. ZASTOSOWANE POLIMERY

W ramach niniejszej pracy doktorskiej przygotowano kompozyty, w ktérych osnowe
stanowit poli(e-kaprolakton) (PCL, Sigma-Aldrich) ikopolimer laktydu i glikolidu (PLGA
85/15, Centrum Materiatéw Polimerowych iWeglowych PAN). Wybrane parametry

zastosowanych polimeréw zamieszczono w tabeli (Tab. 2).

Tab 2. Charakterystyka zastosowanych polimeréw.

Masa Wspoétczynnik Stopien
Wzdr strukturalny
czasteczkowa dyspersyjnosci krystalicznosci
0]
(CHYs—
PCL 80 kDa <2 ~40% o

-n

(@]
PLGA 80kDa <2.5 amorficzny HO‘PH/ OH"/\O]LH
X Yy
)

3.3. WYTWORZENIE BIOAKTYWNYCH SZKIEL

Faze rozproszong stanowity czastki bioaktywnych szkiet. Czastki bioaktywnych szkiet
otrzymano metodg topienia, niskotemperaturowa metoda zol-Zel oraz techniky zol-Zel
z procesem samoorganizacji indukowanej odparowaniem (EISA, ang. Evaporation-Induced
Self-Assembly). W pracy zastosowano bioaktywne szkta z uktadu SiO,-Ca0-P;0s, réznigce sie
stosunkiem molowym poszczeg6lnych sktadnikow irodzajem dotowanych jonow

terapeutycznych. Sktady poszczegdlnych szkiet przedstawiono w Tab 3.

39



Tab. 3. Sktad tlenkowy zastosowanych szkiet.

Skiad tlenkowy (mol%)

Metoda
Szklo Si02 CaO P20s CuO MgO
otrzymywania

A2 top topienie 40 54 6 - -

A27-z zol-zel 40 54 6 - -

zol-zel potgczona
z technika

A2 mez  samoorganizacji 40 54 6 - -
indukowanej

odparowaniem

zol-zel potaczona
z technika

MSGG1 samoorganizacji 70 25 5 - -
indukowanej

odparowaniem

zol-zel potgczona
z technika

MSGG2 samoorganizacji 70 22 5 3 -
indukowanej

odparowaniem

zol-zel potgczona
z technika

MSGG3 samoorganizacji 70 17 5 3 5
indukowanej

odparowaniem

Poszczegdlne tlenki zostaly wprowadzone do uktadu za pomocg surowcéw wymienionych

w ponizszej tabeli (Tab. 4).
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Tab. 4. Zastosowane surowce.

Metoda topienia
Tlenek
Si02 Si02 CZDA
Ca0 CaCOs CZDA
P20s P20s CZDA

Metoda zol-zZel

Tlenek
Si02 Si(OC2Hs)4 (TEOS)
Ca0 Ca(NOs3)2- 4H20
P20s OP(0OCzHs)s (TEP)
CuO Cu(NO3)2 - 3H20
Mg0 Mg(NOs)2 6H20

Proces topienia zestawdéw przeprowadzono w tyglach platynowo-rodowych PtRh10
w temperaturze 1450° C przez 1.5h wkomorowym piecu elektrycznym. Nastepnie

zastosowano szybkie chtodzenie stopéw w wodzie, uzyskujac fryte szklana.

Proces syntezy metoda zol-zel przeprowadzono w $§rodowisku wodno-alkoholowym, przy
uzyciu kwasu solnego (HCI) jako katalizatora. Otrzymane Zele poddano stopniowej obrébce
termicznej, stopniowo zwiekszajac temperature do 800°C. W przypadku modyfikowanej
syntezy zol-zel, polaczonej z technikg samoorganizacji indukowanej odparowaniem (EISA),
zastosowano surfaktant Pluronic P123, ktory jest trojblokowym Kkopolimerem
(PEO)20(PP0)70(PE0)20. W wyniku odparowywania alkoholu doszto do formowania miceli,

ktore petity role matrycy do tworzenia mezoporowatej struktury materiatu.
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Otrzymane szkta bioaktywne rozdrobniono w mozdzierzu agatowym i przesiano przez sito
45 pm. Dodatkowo, bioaktywne szkta zmielono w miynie typu artrytor w $rodowisku
alkoholu izopropylowego, uzywajac mielnikow cyrkonowych, az do osiagniecia wielkosci

czastek dsp~2 pm.

3.4. MODYFIKACJA WIELOSCIENNYCH NANORUREK WEGLOWYCH

Jako faze rozproszong kompozytéw wykorzystano trzy rodzaje wielo$ciennych nanorurek

weglowych (NanoAmor), oznaczonych jako HO, HNH oraz HDEA:

eNanorurki HO - utlenione w mieszaninie kwaséw H;SO4; i HNO3 co doprowadzito do
wbudowania okoto 16% atomdéw tlenu, w tym grup hydroksylowych, karboksylowych
i karbonylowych;

eNanorurki HNH - uzyskane przez aktywacje grup karboksylowych i hydroksylowych
nanorurek HO w obecnosci DCC (dicyclohexylcarbodiimide), a nastepnie amidyzacje
amoniakiem;

eNanorurki HDEA - uzyskane przez aktywacje grup karboksylowych i hydroksylowych
nanorurek HO w obecnos$ci DCC (dicyclohexylcarbodiimide), a nastepnie amidyzacje

z dietyloamina.

3.5. OTRZYMYWANIE MATERIAtOW KOMPOZYTOWYCH

W ramach niniejszej pracy opracowano materiaty kompozytowe zréznicowane pod katem
zastosowanego polimeru (PCL, PLGA), napelniacza (bioaktywne szkto, nanorurki weglowe),
udziatu zwigzkdéw polifenolowych ekstrahowanych z szatwii lekarskiej (Salvia Officinalis L).

Wszystkie materiaty zostaty wykonane w formie folii.

Materialy w postaci folii wytworzono metoda odlewania z roztworu. Najpierw odpowiednia
ilo$¢ pozyskanego ekstraktu roslinnego (1.0, 1.5, 3.0, 4.5% mas.) rozpuszczono w mieszaninie
1,4 Dioksan/woda destylowana w stosunku 4:0,3. Stosunek ten byt najbardziej efektywny
pod wzgledem catkowitego rozpuszczenia ekstraktu oraz jednorodnosci folii, co potwierdzity
obserwacje wtasne. Nastepnie przygotowane roztwory poddano dziataniu ultradzwiekéw
przez 5 min w tazni ultradzwiekowej. Dalszy proces przygotowania folii zalezal od rodzaju

materiatu.
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Folie polimerowe (PCL/PPh)

Do roztworu ekstraktu (odpowiednio 1.0%, 1.5%, 3.0% lub 4.5% mas.) dodano granulki
PCL (10% w/v) i mieszano na mieszadle magnetycznym przez 24 h.

Kompozyty o osnowie polimerowej modyfikowane bioszklem (PCL-A2/PPh)

Do roztworu ekstraktu (odpowiednio 1.0%, 1.5%, 3.0% lub 4.5% mas.) dodano czastki
bioaktywnego szkta (30% w/w). Zawiesine poddano dziataniu ultradZwiekéw w taZni
ultradzwiekowej przez 5 min i kolejno homogenizowano na mieszadle magnetycznym
przez 1 h. Nastepnie dodano granulki PCL (10% w/v) i mieszano na mieszadle
magnetycznym przez nastepne 24 h.

Kompozyty o osnowie polimerowej modyfikowane nanorurkami (PCL-HO/PPh,

PCL-HNH/PPh, PCL-HDEA/PPh)
I metoda (PCL-HO/PPh /1, PCL-HNH/PPh /1, PCL-HDEA/PPh /1)

Do roztworu ekstraktu (2.5% w/w) dodano zawiesine MWCNTs w roztworze 1,4-
Dioksan/woda destylowana (0,25% w/w). Zawiesine poddano dziataniu ultradZzwiekéw
przez 30 s i kolejno homogenizowano na mieszadle magnetycznym przez 24 h.
Dodatkowo rozpuszczono granulki PCL w mieszaninie 1,4-dioksan/woda destylowana
(stos. obj. 4:0,3). Po uptywie 24 h potgczono zawiesine PPh+MWCNTSs z roztworem
polimeru. Cato$¢ homogenizowano na mieszadle magnetycznym przez 1 h i poddano
dziataniu ultradzwiekéw przez 30 s.

11 metoda (PCL-HO/PPh /2, PCL-HNH/PPh /2, PCL-HDEA/PPh /2)

Homogenizowany przez 24 h na mieszadle magnetycznym roztwér PCL+1,4-dioksan/
woda destylowana (stos. obj. 4:0,3) potaczono z zawiesing nanorurek weglowych

(w roztworze 1,4-Dioksan/woda destylowana) i mieszano na mieszadle magnetycznym
przez 1 h. Nastepnie poddano dziataniu ultradZwiekéw przez 30 s i potaczono

z roztworem ekstraktu (2.5% w/w). Cato$¢ homogenizowano na mieszadle
magnetycznym przez 1 h, a nastepnie poddano dziataniu ultradzwiekéw przez 30 s.

Uzyskane roztwory materiatéw odlano na politetrafluoroetylenowe szalki i suszono pod
przykryciem szklanej pokrywki szalki Petriego w temperaturze 40°C przez 7 dni. Po
zakonczeniu tego okresu, probki byty suszone prézniowo w temperaturze otoczenia przez
24h. Materiaty przyjety forme folii. W kazdej grupie materiatbw wykonano praébki
odniesienia - materiaty bez udziatu zwigzkéw polifenolowych i/lub czastek bioaktywnego

szkla/nanorurek weglowych.
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3.6. METODY ANALIZY MATERIALtOW

Wszystkie materialy zostalty poddane badaniom pozwalajagcym na dokonanie ich
kompleksowej charakterystyki. Wyb6r metod badawczych obejmowat techniki z zakresu
inzynierii materiatowej, nauk biologicznych oraz analizy zwigzkéw biologicznie aktywnych.
Podczas oceny wlasciwosci powierzchniowych, obie strony folii zostaty poddane analizie.
Powierzchnia majgca kontakt zoparami rozpuszczalnika podczas procesu suszenia
oznaczona jako AS, natomiast powierzchnie stykajaca sie zszalka oznaczono jako GS.
Przeprowadzono osobng analize kazdej z powierzchni, ze wzgledu na réznice w procesach

fizykochemicznych, ktére wynikaly z odmiennych warunkéw formowania powierzchni.

3.6.1. MIKROSTRUKTURA

Do oceny mikrostruktury materiatéw uzyto skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM)
z detektorem elektronéw wtérnych (Nova NanoSEM 200 FEI Europe Company) sprzezonym
ze spektrometrem dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego (EDX) pozwalajagcym
na analize sktadu chemicznego materiatow. Probki materiatéw zostaty napylone cienka

warstwa wegla.

3.6.2. TOPOGRAFIA, ZWILZALNOSC ORAZ ENERGIA POWIERZCHNIOWA
Chropowato$¢ powierzchni otrzymanych materiatow zostala zbadana za pomoca
profilometru kontaktowego HOMMEL-ETAMIC T1000 wave (Jenoptik AG). Pomiar odbywat

sie na odcinku I, 0 dtugosci 2,5 mm w 10 powtdrzeniach.

Otrzymane materialty poddano rdéwniez szczegétowej charakterystyce pod katem
zwilzalno$ci oraz energii powierzchniowej. Zwilzalno$¢ materialéw oraz energie
powierzchniowa wyznaczono metoda ,siedzacej kropli” za pomoca automatycznego systemu
analizy ksztattu kropli DSA 25 (Kruss, Niemcy). W celu wyznaczenia sktadowej polarne;j
idyspersyjnej energii powierzchniowej zastosowano dwie ciecze pomiarowe
o zréznicowanej polarnosci — wode i dijodometan (Sigma-Aldrich, Niemcy). Chropowato$¢
powierzchni, kat zwilzania i energie powierzchniowg obliczono jako $rednig z 10 pomiarow

i wyrazono jako $rednig + odchylenie standardowe (SD).

3.6.3. WLASCIWOSCI MECHANICZNE

Wiasciwoséci mechaniczne materiatéw zostaly zbadane za pomocg statycznej proby
jednoosiowego rozciggania na maszynie wytrzymatoSciowej (Inspekt Table Blue 5kN
z ogniwem obcigznikowym 100N, Hegewald and Peschke Mef3- und Priiftechnik GmbH,

Niemcy). Wymiary probek wynosity 30 mm x 5 mm. Testowano je zsilg obcigzenia
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wstepnego 0,1N ipredkoscia 10 mm min!. Wyznaczono nastepujgce parametry:
wytrzymato$¢ na rozciaganie (oM), modut Younga (E;) oraz wydtuzenie przy maksymalnej

sile (&b).

3.6.4. ANALIZA TERMICZNA

Dodatkowo zostata przeprowadzona analiza termiczna w celu doktadnego wyznaczenia
stopnia Kkrystalicznosci (xc) oraz temperatury topnienia osnowy polimerowej (Tm). W celu
wyznaczenia parametréw termicznych badanych materiatéw, w tym stopnia krystaliczno$ci
(xc) itemperatury topnienia osnowy polimerowej (Tm), wykorzystano metode réznicowe;j
kalorymetrii skaningowej z kompensacja mocy (DSC, PerkinElmer DSC-7) przy pojedynczym
cyklu ogrzewania. Podczas pomiaru wykorzystano standardowe tygle aluminiowe.
W zaleznosci od osnowy polimerowej badanych biokompozytéw, stosowano dwa zakresy
temperatur - kompozyty o osnowie PCL 20°C-80°C, w przypadku osnowy PLGA 20°C-160°C
z szybkos$cia ogrzewania 10°C min! w atmosferze gazu obojetnego (azot). Stopien

krystalicznosci PCL zostat oszacowany na podstawie wzoru:

_ AHp,
o (1-x-y)AHY,’

Xc

gdzie AH,, - entalpia topnienia probki

AHY, - entalpia w pelni krystalicznego polimeru PCL (139,5] g'1)
x - utamek wagowy czastek bioszkta

y - utamek wagowy PPh.

W przypadku kompozytéw o osnowie PLGA, ze wzgledu na brak danych literaturowych
dotyczacych entalpii topnienia w petni krystalicznego PLGA, przedstawiono wylacznie
warto$ci entalpii topnienia, ktére sa wprost proporcjonalne do stopnia krystalicznosci

polimeru.

Przy wuzyciu dyfraktometru rentgenowskiego X'Pert Pro (PANalytical, Holandia)
z promieniowaniem Cu-Ka w zakresie 20 10°-35° i przy 5° min'! przeprowadzono pomiar
szerokokatnego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego (WAXS). Na podstawie
uzyskanych refleks6w dyfrakcji rentgenowskiej wyznaczono za pomocg réwnania Scherrera

rozmiar krystalitow polimeru PCL (Lu):
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KA
fcoso’

Ly =

gdzie K - wspotczynnik Scherrera (0,89)
A - dtugos¢ fali promieniowania rentgenowskiego (0,154 nm)

0 - kat dyfrakc;ji

= |B*—bj

B - szerokos¢ linii dyfrakcyjnej probki
B - szeroko$¢ linii dyfrakcyjnej mierzona w potowie wysokosci refleksu

bo - instrumentalne poszerzenie (0,0565°)

3.6.5. ANALIZA MASY CZASTECZKOWE

Zmiany Sredniej masy czasteczkowej probek (My) okreslano metoda chromatografii zelowej

(ang. gel permeation chromatography, GPC) zzastosowaniem detektora wspotczynnika

zalamania $wiatla (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA). Wycinki folii

rozpuszczono w chloroformie do wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. high-

performance liquid chromatography, HPLC) uzyskujac stezenie 2,5 mg ml-L. Czgstki bioszkta

zostaly usuniete z roztwordw kolejno poprzez odwirowanie, a nastepnie przesaczenie przez

0,2 um membrane poli(tetrafluoroetylenowa) (PTFE). Zastosowano prébki o objetosci 100 pl

i szybkos¢ przeptywu eluentu 0,7 ml min-1. Rozdzielanie GPC przeprowadzono przy uzyciu

dwdch kolumn SEC potaczonych szeregowo (PLgel 5 pum MIXED-C, UK, 300 x 7,5 mm) w 35°C.

Kalibracje wykonano przy uzyciu 12 wzorcow polistyrenowych (Sigma Aldrich, PL) o masach

czasteczkowych (Mp) w zakresie od 474 g mol-1 do 1,8 - 106 g mol-1.

Spadek masy czasteczkowej obliczono nastepujaco:
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gdzie My to poczatkowa M,, probki, a M; to My, po zadanym czasie inkubacji.

3.6.6. SPEKTROSKOPIA RAMANA

Analize Ramana przeprowadzono przy uzyciu systemu Confocal Raman Imaging System
Witec alpha 300 M+ wyposaZonego w obiektyw powietrzny 100x (Zeiss EC Epiplan-Neofluar
Dic, NA = 0,9). Pomiary wykonywano z wykorzystaniem lasera na ciele statym chtodzonego
powietrzem, pracujgcego przy dlugosci fali 488 nm. Z kazdej prébki losowo wybrano dziesiec¢
widm Ramana, ktére zebrano za pomoca 2 skanéw, z czasem integracji wynoszacym 10 s.
Wstepnie przetworzone widma usredniono i przedstawiono z odchyleniem standardowym.
Obrazy ramanowskie uzyskano z rozdzielczoscig przestrzenng 0,5 pm, czasem catkowania
dla pojedynczego widma wynoszgcym 1 s i rozdzielczoscig 3 cm™.

Analize danych przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania WITec Project Plus i OPUS.
Zebrane widma poddano wstepnej obrobce, ktéra obejmowata usuniecie pikow kosmicznych,
wygladzenie inormalizacje wektorowa w calym zakresie widmowym. Obrazy rozktadu
Ramana uzyskano poprzez obliczenia catkowitej intensywno$ci pasm Ramana w zakresach
widm 935-985 cm™ i 1142-1187 cm™?, odpowiednio dla hydroksyapatytu i PPh. Obrazy te

normalizowano od 0 do najwyZszej intensywno$ci pomiedzy grupami.

3.6.7. WLASCIWOSCI BIOAKTYWNE

W niniejszej pracy analizowano zdolno$¢ formowania warstwy hydroksyapatytu na
powierzchni materiatéw w warunkach in vitro. W tym celu materiaty poddano inkubacji
w symulowanym ptynie ustrojowym (SBF, ang. simulated body fluid) o skladzie jonowym
zblizonym do ludzkiego osocza. SBF przygotowano wedtug procedury Kokubo iin [89].
Prébki inkubowano w temperaturze 37°C przez 3,7,14 dni. Stosunek masy probki do
objetosci SBF wynosit 10-3g ml-1. Po okresie inkubacji prébki przemyto bezwodnym etanolem
(Avantor Performance Materials, Polska) i wysuszono w temperaturze otoczenia. Nastepnie
zbadano zmiany morfologii oraz sktadu chemicznego powierzchni badanych kompozytéw za
pomoca skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM), detektorem EDX oraz
spektroskopii w podczerwieni (FTIR-ATR). W tym celu wykorzystano spektrometr Vertex
70V (Bruker, USA) wyposazony w krysztat ZnSe ATR. Widma zebrano w zakresie liczby
falowej 550-4000 cm-, stosujac rozdzielczosci 4 cm-l, usredniajgc 128 skandéw. Zmiane
koncentracji jonéw wapniowych, fosforanowych oraz krzemianowych w ptynie
inkubacyjnym, atym samym kinetyke tworzenia warstwy fosforanowo-wapniowej,
przeanalizowano technika atomowej spektrometrii emisyjnej ze wzbudzeniem w plazmie

indukowanej (ICP-OES).
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3.6.8. WtASCIWOSCI ANTYOKSYDACYINE

Wiasciwosci antyoksydacyjne materialéw analizowano wykorzystujac trzy testy:

> Test ABTS ((2,2’-azobis(3- etylobenzotiazolino-6-sulfonianu)) - spektrofotometryczny

pomiar zmian intensywnosci zabarwienia roztworu barwnego kationorodnika ABTS e+

redukowanego przez aktywnos$¢ przeciwutleniacza przy dtugosci fali 734 nm;

> Test DPPH (2,2-diphenylo-1-pikrylohydrazyl) — spektrofotometryczny pomiar zmian

intensywno$ci zabarwienia roztworu wolnego rodnika DPPH przez aktywnos$¢

przeciwutleniacza przy dtugosci fali 515 nm;

> Test FRAP(ang. ferric ion reducing antioxidant parameter) - spektrofotometryczny

pomiar zmian zabarwienia roztworu zwigzku TPTZ (kompleks zelazowo-2,4,6- tripirydylo-
S-tiazyny) pod wplywem redukcyjnego dziatania przeciwutleniacza przy dtugosci fali 593

nm;

Prébki inkubowano z wytrzgsaniem w roztworach roboczych ABTS, DPPH i FRAP przez 10
min w ciemno$ci w temperaturze 30°C. Stosunek masy prébki do objetosci roztworu
roboczego wynosit
10-3g mll. Pomiar zmian absorbancji wykonano dla trzech prébek za pomoca
spektrofotometru (UV-1800, RayLeigh, Chiny) iwyrazono jako $rednig * odchylenie
standardowe (SD).

W przypadku testéw ABTS i DPPH wta$ciwosci antyutleniajgce badanych materiatéw zostaty

wyrazone jako zdolno$¢ zmiatania wolnych rodnikéw (RSC) obliczona wedtug wzoru:

RSC=22"2s
A

gdzie Ay - absorbancja roztworu roboczego

Ag - absorbancja roztworu po inkubacji prébki.

Wyniki testu FRAP wyrazono w postaci zmierzonej absorbancji.
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3.6.9. WtASCIWOSCI CYTOTOKSYCZNE

Obie powierzchnie materiatéw w postaci krgzkéw o $rednicy 12 mm poddano sterylizacji
Swiatem UV-C przez 15 min. Materialy zostaty umieszczone w 48-dotkowych ptytkach
hodowlanych (Nunc™, Dania). Prébki zostaty ustabilizowane na dnie dotkéw hodowlanych
przy pomocy pierscieni z ultraczystego szkta kwarcowego(Continental Trade, Polska). Dotki
nie zawierajace prébek materiatu stanowily kontrole. Komoérki zostaty wysiane na

powierzchni GS materiatow.

Do oceny cytotoksycznos$ci materiatdw zastosowano ludzkie fibroblasty tchawicze linii Hs
680.Tr (American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, USA) hodowane w pozywce
(American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, USA). Pozywka zawierata 10%
dodatku ptodowej surowicy bydlecej (ang. Fetal Bovine Serum, FBS), 4 mM L-glutaminy, 4500
mg/l glukozy, 1 mM pirogronianu sodu i1500 mg/l wodoroweglanu sodu. Hodowle
prowadzono w warunkach wskazanych przez producenta, osiagajac zageszczenie 2*10+
komérek na mililitr roztworu formie 1-mililitrowych prébek. Aktywnos$¢ metaboliczng
komérek zmierzono dwukrotnie, po uptywie 3 oraz 7 dni od rozpoczecia hodowli. W tym celu
przeprowadzono testy z uzyciem odczynnika PrestoBlue Cell Viability Reagent (Invitrogen,
Waltham, Massachusetts, USA). Pomiar fluorescencji przeprowadzono za pomocg czytnika
ptytek POLARstar Omega (BMG Labtech, Ortenberg, Niemcy), przy warto$ciach wzbudzenia
wynoszacych 560 nm oraz emisji 590 nm. Toksyczno$¢ badanych materiatéw na poziomie
komérkowym oraz wptyw ich obecnos$ci na proliferacje komorek oceniono zestawami
ToxiLight BioAssay Kit i ToxiLight 100% Lysis Reagent Set (Lonza, Bazylea, Szwajcaria).
Zawarto$¢ kinazy adenylanowej oznaczono wlizacie isupernatancie, wyznaczajac
odpowiednio liczebno$¢ komdrek zywych oraz uszkodzonych. Kazda badana grupa sktadata
sie z8 prébek, dla ktérych wyniki zostaly us$rednione (zpodaniem odchylenia

standardowego, SD).
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4. WYNIKI | DYSKUSJA

4.1. KOMPOZYTY O OSNOWIE POLI(E-KAPROLAKTON) ORAZ KOPOLIMERU GLIKOLIDU

| LAKTYDU MODYFIKOWANE CZASTKAMI BIOAKTYWNEGO SZKtA

Niniejsze badania przeprowadzono w celu oceny wplywu stezenia zwigzkow polifenolowych
w materiatach wytworzonych na bazie obu polimeréw - PCL i PLGA - na ich wtasciwosci
fizyczne, chemiczne oraz biologiczne. Postawiono hipoteze, Ze PCL, jako polimer
semikrystaliczny z mniejszg liczbg wigzan estrowych, oraz amorficzny PLGA,
charakteryzujacy sie wieksza liczbg takich wigzan, moga w odmienny spos6b oddziatywac
z modyfikatorami nieorganicznymi (bioszkto) oraz zwigzkami polifenolowymi, co moze
prowadzi¢ do zréznicowanych efektéw strukturalnych i funkcjonalnych w otrzymanych

materiatach.

Aby okresli¢c wplyw rodzaju osnowy polimerowej na wtasciwosci biokompozytow
opracowano materialy polimerowe na bazie PCL i PLGA oraz kompozyty z osnowg PCL/PLGA
modyfikowane czastkami bioaktywnego szkla otrzymanego metoda zol-zel w stezeniu
30% w/w, wzbogacone zwigzkami polifenolowymi o stezeniach 1,5% w/w,
3,000 w/wi4,5% w/w.  Materiaty  poddano  analizie @ w zakresie = wtasciwosci
powierzchniowych, mechanicznych, termicznych, antyoksydacyjnych, bioaktywnos$ci oraz

cytotoksycznosci.

4.1.1. WtASCIWOSCI POWIERZCHNIOWE

MIKROSTRUKTURA

Mikrostrukture isktad pierwiastkowy wytworzonych materiatéw scharakteryzowano za
pomoca skaningowej mikroskopii elektronowej z mikroanalizg pierwiastkowa EDX. Ze
wzgledu na sposdb preparatyki folii (rozdz....) analizowano zaréwno dolng (GS), jak i gérng

powierzchnie (AS) probek.
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Fig. 1. Obrazy SEM zanalizq EDX powierzchni dolnej (GS) igdrnej (AS) badanych materiatéw

polimerowych i kompozytowych.



Na powierzchni AS wszystkich badanych folii polimerowych na bazie PCL zaobserwowano
sferolity, ktore sg charakterystyczne dla polimeréw semikrystalicznych. Modyfikacja folii PCL
zwigzkami polifenolowymi spowodowata, Ze granice sferolitow staty sie wyrazniejsze, a ich
fibrylarna morfologia bardziej widoczna. Ponadto obserwowane na powierzchni AS sferolity
byty mniejsze i liczniejsze. Wyja$nieniem tego zjawiska moze by¢ sposéb, w jaki polifenole
oddziatuja z polimerem. Jak wykazata analiza DSC oraz WAXS polifenole wspieraja proces
krystalizacji PCL, co prowadzi do wzrostu stopnia krystaliczno$ci i zwiekszenia rozmiaréw
krystalitow PCL. Dzieki temu granice poszczegdlnych sferolitow stajg sie bardziej
dostrzegalne, aich fibrylarna struktura lepiej widoczna. Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze

sferolityczne skupiska nie wystgpity na powierzchni GS.

Proces odparowywania rozpuszczalnika oraz powstajacy gradient stezenia tanicuchéw PCL
ttumaczg odmiennosci w morfologii powierzchniowej zardwno powierzchni AS, jak i GS,
atakze réznice we wilasciwosciach folii wykonanych z czystego PCL oraz kompozytow.
W trakcie odparowywania nastepuje intensywna migracja czasteczek rozpuszczalnika wraz
z taricuchami polimeru w kierunku powierzchni AS, co prowadzi do tworzenia sie zelu lub
miejscowych roztworéw polimer-rozpuszczalnik. Dodatkowo, malejaca zawartos¢
rozpuszczalnika - w kierunku prostopaditym do szalki - powoduje, Ze pojawia sie gradient
stezenia tancuchow PCL. W rezultacie tancuchy PCL przy powierzchni AS majg wieksza
swobode ruchu iwiecej czasu na zorganizowanie sie w uporzadkowane struktury
krystaliczne niz przy powierzchni GS, co skutkuje powstawaniem dobrze rozwinietych

sferolitow [59].

Modyfikacja folii PCL zwykorzystaniem zwigzkéw polifenolowych (PPh) prowadzi do
istotnych zmian w morfologii powierzchni GS. Powierzchnia ta wykazuje regularne
rozmieszczenie poroéw o zroznicowanej wielkosci, awraz ze wzrostem stezenia PPh

obserwuje sie zwiekszenie ich zageszczenia.

Analiza powierzchni AS folii kompozytowych PCL-A2 wykazata obecno$¢ licznych
nitkowatych form, ktére réznig sie od morfologii sferolitycznej polimeru PCL. Zmiana ta jest
spowodowana ograniczeniem ruchomo$ci tancuchéw PCL przez dodane czastki
bioaktywnego szkla. Powierzchnie AS charakteryowata wieksza porowatos$¢ iwieksze
rozwiniecie powierzchni w poréwnaniu do powierzchni folii polimerowych oraz powierzchni
GS w foliach kompozytowych [60]. Dodatek zwigzkéw polifenolowych zwiekszyt rozwiniecie
powierzchni AS kompozytéw. Powierzchnie GS byty jednolite inieporowate, bez

zauwazalnych zmian morfologicznych zwigzanych z dodatkiem zwigzkéw polifenolowych.
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Analiza powierzchni GS materiatéw polimerowych i kompozytéw na bazie PLGA z r6znym
stezeniem zwiazkéw polifenolowych nie wykazata istotnych roéznic morfologicznych.
Powierzchnie te pozostaty gladkie, jednorodne i nieporowate. Natomiast na powierzchniach
AS materiatéw polimerowych oraz kompozytowych zauwazalne byly nieréwnosci, ktore

stawaty sie bardziej wyrazne wraz ze wzrostem stezenia zwigzkow polifenolowych.

Istotne roznice w morfologii powierzchni materiatébw na bazie PCL i PLGA wynikajg
z odmiennej struktury tych polimeréw. PCL charakteryzuje sie obecno$cia sferolitow, ktére
sa typowe dla polimeréw semikrystalicznych. Natomiast PLGA jako polimer amorficzny - nie
tworzy uporzadkowanych struktur krystalicznych [61]. Folie PLGA posiadajg gtadkie

i jednolite powierzchnie.

CHROPOWATOSC

W celu oceny wplywu dodatku zwigzkéw polifenolowych na topografie powierzchni
badanych materiatéw, przeanalizowano parametry chropowato$ci Ra i Rz. Badaniom
poddano zaré6wno materialy polimerowe, jak i kompozytowe na bazie PCL oraz PLGA,
uwzgledniajac odrebnie dolng (GS) i gérna (AS) powierzchnie kazdej probki. Na wykresach
Fig. 2. przedstawiono zmiany chropowatos$ci w zaleznosci od rodzaju materiatu oraz stezenia

zwigzkow polifenolowych.
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Fig. 2. Parametr Ra i Rz powierzchni AS i GS badanych materiatéw polimerowych i kompozytowych na
bazie PCL.

Wprowadzenie zwigzkéw polifenolowych do folii PCL wptyneto na zmiane chropowatosci
powierzchni AS. Przy najnizszym stezeniu tych zwigzkéw zaobserwowano poczatkowe
obnizenie warto$ci parametréw chropowatos$ci, co moze wskazywa¢ na wygtadzanie
powierzchni. Jednak dalsze zwiekszanie steZenia polifenoli prowadzito do stopniowego
wzrostu parametréw chropowatosci, cho¢ ich warto$ci wcigz pozostawaly nizsze lub
poréwnywalne do tych, ktdre zmierzono przed modyfikacjg materiatu. Wartosci uzyskane dla
powierzchni GS byly nizsze niz dla powierzchni AS. Prawdopodobng przyczyng tej réznicy
byta obecnos¢ sferolitow na powierzchni AS, podczas gdy na powierzchni GS nie doszto do ich
formowania, co potwierdzono obrazowaniem SEM. Podobne obserwacje odnotowali
w swojej pracy Simon i wspétautorzy, wykazujac, ze chropowato$¢ powierzchni PCL koreluje
z wielko$cig sferolitow [62]. Niemniej jednak na powierzchniach GS folii PCL badanych
w ramach niniejszej pracy zaobserwowano takze wzrost chropowato$ci w miare zwiekszania

stezenia PPh.

W przypadku powierzchni AS materiatdbw kompozytowych uzyskane wyniki byly nizsze
w poréwnaniu do folii polimerowych. Wptywa¢ na to mogta nieobecnos¢ sferolitéw na
powierzchniach kompozytéw zwigzanych z obecnos$cia czastek szkta (PCL-A2). Zwiekszenie

stezenia PPh w kompozytach prowadzito do dalszej redukcji chropowato$ci na powierzchni
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AS, przy czym wartosci dla powierzchni GS pozostaty zblizone, z wyjatkiem najwyzszego

stezenia PPh, gdzie odnotowano obnizZenie wartosci Ra.
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Fig. 4. Parametr Ra i Rz powierzchni AS i GS badanych materiatéw polimerowych i kompozytowych na
bazie PLGA.

Wartosci parametréw chropowatosci powierzchni AS folii polimerowych na bazie PLGA
poczatkowo zmniejszyly sie po wprowadzeniu najmniejszego stezenia zwigzkow

polifenolowych (PPh). Jednak, wraz ze wzrostem koncentracji PPh, zaobserwowano
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stopniowy wzrost chropowatoSci, ktéory mozna przypisa¢ interakcji polifenoli z osnowg
polimerowa. Badania Noofa A. Alenazi et al. (2024) wskazuja na tworzenie wigzan
wodorowych pomiedzy grupami hydroksylowymi kurkuminy a grupami karbonylowymi
PLGA, co prowadzi do lokalnych reorganizacji uktadu tancuchéw polimeru [63].
W odréznieniu od materiatéow na bazie PCL, folie PLGA zwyZszym stezeniem PPh
wykazywaty wyzsze wartos$ci chropowato$ci w poréwnaniu do materiatéw niezawierajacych

zwigzkow polifenolowych.

Wprowadzenie PPh do folii PLGA skutkowato wzrostem warto$ci Ra i Rz na powierzchni GS,
przy czym zmiany te pozostawaly na zbliZonym poziomie niezaleznie od zastosowanego

stezenia zwiazkdéw polifenolowych.

Modyfikacja PLGA czastkami szkia skutkowalo wzrostem chropowato$ci na obu
powierzchniach (AS, GS). Z kolei wprowadzenie zwigzkéw polifenolowych prowadzito do
obnizenia parametréw chropowatosci zaré6wno powierzchni AS jak i GS, dla koncentracji
1,5PPh. Wzrost koncentracji PPh prowadzit do stopniowego wzrostu wartos$ci parametréw
Ra iRz, co szczegdlnie widoczne byto dla powierzchni AS, przy czym mechanizm

odpowiedzialny za to zjawisko pozostaje nieznany.

ZWILZALNOSC | ENERGIA POWIERZCHNIOWA

Materiaty polimerowe ikompozytowe wzbogacone zwigzkami polifenolowymi poddano
pomiarom statycznego kata zwilzania i energii powierzchniowej dla obu powierzchni (AS

i GS). Otrzymane wyniki zaprezentowano na Fig. 5.
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Fig. 5. Statyczny kqt zwilzania i catkowita energia powierzchniowa wraz z jej sktadnikami dyspersyjnymi
(o D )ipolarnymi (o P ) powierzchni AS i GS folii na bazie polimeru PCL.

Analiza statycznego kata zwilzania wykazata, ze wprowadzenie zwigzkéw polifenolowych
(PPh) do folii polimerowych na bazie PCL zwiekszylo ich zwilzalnos¢, co potwierdza

zmniejszenie warto$ci kata zwilzania oraz wzrost polarnej skladowej energii
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powierzchniowej. W przypadku powierzchni AS zaobserwowano znaczacg poprawe
zwilzalno$ci juz przy najnizszym stezeniu PPh, natomiast dla powierzchni GS stwierdzono

stopniowy, niemal liniowy wzrost hydrofilowosci wraz ze wzrostem koncentracji PPh.

Literatura wskazuje, ze zwiekszona hydrofilowos¢ zmodyfikowanych materiatéw moze
wynika¢ zeksponowania hydrofilowych grup hydroksylowych (-OH) pochodzacych ze
struktur polifenolowych na powierzchni folii [64], [65]. Heterogeniczne rozmieszczenie PPh
pomiedzy powierzchniami AS i GS moze by¢ zwigzane z réznicami w mechanizmach migracji
tych zwigzkéw w roztworze polimerowym. Polifenole wykazuja znaczng mobilno$¢ ze
wzgledu na niskg mase czasteczkowg, co podczas procesu odparowywania rozpuszczalnika
mogto prowadzi¢ do ich relokacji w kierunku powierzchni AS. Wynikiem tego byto
zwiekszenie koncentracji PPh na powierzchni folii, co doprowadzito do catkowitej

zwilzalnos$ci powierzchni AS.

Modyfikacja osnowy polimerowej PCL poprzez wprowadzenie czastek bioaktywnego szkta
wptyneta na zmiane zwilzalno$ci materiatu. Wyniki pokazaly wzrost warto$ci statycznego
kata zwilzania dla powierzchni AS oraz jego niewielkie obnizZenie dla powierzchni GS. Proces
ten moze by¢ zwigzany z obecnos$cia czastek bioaktywnego szkta przy powierzchni GS folii
podczas jej suszenia. Zgodnie z danymi z literatury [66], obecno$¢ czastek bioaktywnego
szkta zwieksza hydrofilowo$¢ hydrofobowych polimeréw, takich jak PCL. W badanych
materiatach stezenie tych czastek na powierzchni GS mogto by¢ wyzsze, co spowodowato
obnizZenie statycznego kata zwilzania, podczas gdy powierzchnie AS charakteryzowata

wysoka koncentracja PCL.

W przypadku kompozytéw PCL-A2 wprowadzenie PPh skutkowato redukcja kata zwilzania
dla obu analizowanych powierzchni (AS i GS), niezaleznie od ich stezenia. Najbardziej
znaczgce efekty zaobserwowano przy najwyzszym stezeniu PPh, podczas gdy w przypadku
nizszych wartos$ci efekt ten byt mniej wyrazny. Moze to wynika¢ z wigzania polifenoli przez
czastki bioaktywnego szkla w objetoSci kompozytu, co ogranicza ich migracje na

powierzchnie i redukuje ich wptyw na kat zwilzania oraz energie powierzchniowa materiatu.
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Fig. 6. Statyczny kqt zwilzania i catkowita energia powierzchniowa wraz z jej sktadnikami dyspersyjnymi
(o D) ipolarnymi (o P ) powierzchni AS i GS folii na bazie polimeru PLGA.
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Analiza statycznego kata zwilzania i catkowitej energii powierzchniowej, w tym sktadowych
dyspersyjnych (oD) i polarnych (oP) dla obu powierzchni (AS i GS) folii na bazie polimeru
PLGA, wykazata istotne zmiany w wyniku wprowadzenia zwigzkéw polifenolowych (PPh).
Statyczny kat zwilzania dla powierzchni AS i GS spada wraz ze wzrostem stezenia PPh, co
wskazuje na poprawe zwilzalno$ci materiatu. Zjawisko to mozna przypisa¢ obecnosci grup
hydroksylowych (-OH) zwigzkéw polifenolowych na powierzchni folii, szczeg6lnie na

powierzchni AS, gdzie zaobserwowano wiekszy spadek wartos$ci kata zwilzania [65].

W przypadku folii PCL (powierzchnia AS) osiggnieto pelng zwilzalno$¢ juz przy najnizszych
stezeniach PPh, podczas gdy folia PLGA charakteryzowata sie stopniowym spadkiem kata
zwilzania iwzrostem polarnej skladowej energii powierzchniowej. Wynika to
prawdopodobnie z podwyzszonej zdolnosci PLGA do efektywnego wigzania zwigzkow
polifenolowych w objeto$ci materiatu. Wyzsza hydrofilowo$¢ tancuchéw PLGA sprzyja
lepszej interakcji zwigzkéw polifenolowych, co moze prowadzi¢ do ich wbudowywania sie
miedzy tancuchy polimeru, ograniczajagc tym samym koncentracje PPh na powierzchni

materiatéw [67].

W przypadku kompozytéw PLGA-A2 kat zwilzania powierzchni GS byl wyZszy niz
powierzchni AS, w przeciwienstwie do folii polimerowej PLGA. Prawdopodobnie wynika to
z obecnosci czastek szkla przy tej powierzchni materiatéw. Wprowadzenie zwigzkow
polifenolowych spowodowato zmniejszenie kata zwilzania zaréwno na powierzchni AS, jak
i GS, przy czym spadek na powierzchni AS byt znacznie wiekszy i wykazywat niemal liniowa
zalezno$¢ od stezenia ekstraktu w materiale. Prawdopodobnie wynika to — podobnie jak
w przypadku kompozytow PCL-A2 — ze zwiekszonej koncentracji zwigzkéw polifenolowych
przy gornej powierzchni, bedacej wynikiem ich migracji w trakcie procesu suszenia.
W przeciwienstwie do kompozytéw na osnowie PCL, w przypadku materiatbw PLGA-A2
zaobserwowano znacznie wiekszy spadek kata zwilzania, co moze sugerowac, ze polifenole

sa w nich stabiej wigzane w objetosci niz w kompozytach PCL-A2.

4.1.2. WtASCIWOSCI TERMICZNE

W celu oceny wtasciwosci termicznych i strukturalnych badanych materiatéw zastosowano
réznicowa kalorymetrie skaningowg (DSC) oraz rentgenowska analize dyfrakcyjng pod
duzymi katami (WAXS). Uzyskane wyniki dla folii polimerowych ikompozytowych

przedstawiono ponizej.
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Fig. 7. Termogramy DSC dla materiatéw na bazie PCL.
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Tab. 5. Temperatura topnienia, stopien krystalicznosci i wielkos¢ krystalitow badanych materiatow
polimerowych i kompozytowych na bazie PCL.

DSC WAXS
Nazwa materiatu Tm [°C] Xc [%] L110 [nm] L200 [nm]
PCL 65,2 29,3 8,9 10,2
PCL/1.5 PPh 65,4 44,2 24,3 20,7
PCL/3 PPh 65,0 44,0 11,7 12,8
PCL/4.5 PPh 64,4 41,2 20,9 18,5
PCL-A2 65,0 45,0 19,5 15,5
PCL-A2/1.5 PPh 64,6 39,7 14,4 12,8
PCL-A2/3 PPh 64,2 34,2 15,4 15,4
PCL-A2/4.5 PPh 64,1 42,8 12,7 13,9

W przypadku materiatéw polimerowych, wprowadzenie PPh prowadzito do nieznacznego
wzrostu, a nastepnie spadku temperatury topnienia wraz z rosngcym stezeniem zwigzkow
polifenolowych. Zjawisko to mozna przypisa¢ funkcji zwigzkéw polifenolowych jako

plastyfikatoréw [68] [69].

Oddziatywanie polifenoli na strukture PCL zostato szczegétowo zbadane przez Zhu et al.
(2003), ktérzy analizowali wpltyw katechiny na PCL. Katechina to naturalny zwigzek
chemiczny nalezacy do grupy polifenoli, ktéry wystepuje w réznych roslinach, szczeg6lnie
w herbacie, kakao, jabtkach, jagodach i winie. Wyniki tych badan wskazuja, Ze wigzania
wodorowe miedzy grupami karbonylowymi PCL a grupami hydroksylowymi katechiny
prowadza do zmian w strukturze polimeru. Powstawanie tych wigzan powoduje zniesienie
czesci miedzyczasteczkowych oddziatywan pomiedzy tanicuchami polimeru, co moze
prowadzi¢ do zwiekszonej mobilnos$ci tancuchéw polimerowych, wptywajac na proces
krystalizacji oraz na mechaniczne itermiczne witasciwo$ci materiatbw kompozytowych
zawierajacych katechiny. Efekt ten - przypominajacy dziatanie plastyfikatorow - moze
Swiadczy¢é otym, ze zwigzki polifenolowe wykazuja podobng aktywnos¢ [70] [69].

Zwiekszona mobilno$¢ tancuchéw polimerowych sprzyja procesowi krystalizacji, ktéry
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nukleatoréw procesu Kkrystalizacji. Jednoczesnie odnotowano wzrost Sredniej wielkoSci

krystalitow, co sugeruje, ze obecnos$¢ tych czgstek sprzyja kontrolowanemu wzrostowi fazy
krystalicznej. Z kolei analiza kompozytéw PCL-A2 wzbogaconych o zwigzki polifenolowe
(PCL-A2/1.5PPh, PCL-A2/3.0PPh, PCL-A2/4.5PPh) wykazata istotny spadek stopnia
krystaliczno$ci w poréwnaniu do materiatu bez dodatku PPh. ObniZeniu ulegta réwniez

wielko$¢ tworzacych sie krystalitow.
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Tab. 6. Temperatura topnienia, entalpia topnienia badanych materiatéw polimerowych i kompozytowych
na bazie PLGA.

DSC
Nazwa materiatu Tm [°C] AH (/g)
PLGA 133,2 1,8
PLGA/1.5 PPh 137,5 2,1
PLGA/3 PPh 136,5 18,3
PLGA/4.5 PPh 135,5 18,0
PLGA-A2 138,5 4,0
PLGA-A2/1.5 PPh 137,1 4,2
PLGA-A2/3 PPh 136,8 4,5
PLGA-A2/4.5 PPh 136,8 4,8

W przeprowadzonych badaniach, przy wykorzystaniu techniki réznicowej kalorymetrii
skaningowej (DSC), zaobserwowano, ze wprowadzenie PPh do amorficznego kopolimeru
PLGA prowadzi do pojawienia sie endotermicznego efektu topnienia, obserwowanego na
termogramach w prébkach zawierajgcych wyzsze stezenia PPh. Juz przy najnizszym stezeniu
PPh (1.5%) obserwowany byt staby efekt topnienia, co moze wskazywac na inicjacje procesu
krystalizacji nawet przy niewielkim dodatku PPh. Wraz ze wzrostem stezenia PPh
obserwowano wyrazny wzrost entalpii topnienia, co moze potwierdza¢ ich role
w promowaniu Kkrystaliczno$ci. Temperatura topnienia poczatkowo rosta, jednak przy
wyzszych stezeniach polifenoli nieznacznie malata, co moze $wiadczy¢ o dziataniu PPh jako

plastyfikatora.

Modyfikacja PLGA czastkami szkta powoduje pojawienie sie dodatkowych efektéw topnienia,
awraz ze wzrostem stezenia zwigzkéw polifenolowych obserwuje sie jednoczesny wzrost
entalpii topnienia (AH). Sugeruje to synergiczne dzialanie obu dodatkéw w promowaniu

procesu krystalizacji PLGA.
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Cho¢ brakuje badan szczegétowo analizujagcych wplyw obu dodatkéw do PLGA na jego
wlasciwosci termiczne, w literaturze opisano badania potwierdzajace oddziatywanie
napetniaczy ceramicznych na zmiane tych wiasciwosci [72]. Autorzy sugeruja, Ze zmiany
termiczne mogg wynika¢ z relaksacji naprezen w tancuchach polimerowych, zachodzacej
podczas nagrzewania materiatu. Z kolei wyniki przedstawione przez Si et al. wskazuja, ze
zmiany wtasciwosci termicznych PLLA modyfikowanego tiobisfenolem moga wynikac
z tworzenia wigzan wodorowych z grupami estrowymi polimeru, co hamuje mobilno$¢
fancuchéw 1iogranicza ich zdolno$¢ do krystalizacji, skutkujac wzrostem udziatu fazy

amorficznej oraz obniZeniem temperatury topnienia i krystalizacji [73].

4.1.3. WtASCIWOSCI MECHANICZNE

W celu oceny wptywu wzbogacenia polifenoliami na wiasciwosci mechaniczne badanych
materiatéw, przeprowadzono analize trzech parametréw: modutu Younga (E),
wytrzymatosSci na rozcigganie (cM) oraz wydtuzenia przy maksymalnej sile (eM). Wyniki
przedstawiono na Fig. 9.
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Fig. 9. Modut Younga (Et), wytrzymatos¢ na rozcigganie (cM) i wydtuzenie (eM) przy maksymalnej sile
materiatéw na bazie PCL.
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Wprowadzenie zwigzkéw polifenolowych do folii polimerowych indukuje zmiany wich
wtasciwos$ciach mechanicznych. Zaobserwowany spadek wartosci modutu Younga dla folii
PCL/PPh moze by¢ interpretowany jako bezposrednia konsekwencja dziatania PPh jako
plastyfikatora polimeru. Wzrost wytrzymato$ci na rozcigganie oraz wydluzenia przy
maksymalnej sile sugeruje zwiekszenie mobilnosci taficuchéw polimerowych, co jest

charakterystycznym efektem wprowadzenia plastyfikatora do osnowy polimerowe;j.

Podobne wyniki dotyczace wplywu zwiazkéw polifenolowych na wiasciwosci mechaniczne
polimeréw zostaty przedstawione przez Cerruti et al. (2011). W swojej analizie oceniali
wpltyw ekstraktu zbioodpadéw winiarskich (EP) jako modyfikatora wtasciwosci
mechanicznych polimeréw na bazie skrobi (Mater-Bi). Stwierdzili, ze EP wykazuje dzialanie
plastyfikujace, prowadzac do zwiekszenia elastycznosci materialu oraz podwyzszenia
wartos$ci wydtuzenia przy zerwaniu. Efekt ten przypisano zdolnosci EP do oddziatywania
z taficuchami polimerowymi, ostabiajac ich wzajemne oddziatywania, co utatwia ich

przesuwanie sie wzgledem siebie pod wplywem sit mechanicznych [74].

Wprowadzenie modyfikatora w postaci czastek bioaktywnego szkta do osnowy polimerowej
spowodowato wzrost modutu Younga, wzrost wytrzymato$ci na rozcigganie ispadek
wydtuzenia przy maksymalnej sile. Zwiekszenie sztywnosci folii polimerowych po
wprowadzeniu czgstek szkta znajduje potwierdzenie w badaniach innych autoréw [60], [75].
Obecno$¢ zwigzkéw polifenolowych w materiatach kompozytowych prowadzi do wzrostu
wartosci modutu Younga, co sugeruje, ze PPh moga petni¢ role $srodkéw dwusprzegajacych.
Ich zdolno$¢ do oddziatywania zaréwno z powierzchnig czastek szkta bioaktywnego, jak
i z tancuchami polimerowymi moze sprzyja¢ poprawie adhezji miedzyfazowej, co skutkuje

lepszymi wtasciwo$ciami mechanicznymi kompozytu.

Warto$ci modutu Younga i wytrzymatosci na rozcigganie nie wykazaty istotnej zaleznosci od
stezenia PPh w przypadku materiatéw kompozytowych, sugerujac osiagniecie efektu

wzmacniajacego juz przy najnizszym stezeniu PPh.
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Fig. 10. Modut Younga (E:), wytrzymatos¢ na rozcigganie (cM) i wydtuzenie (eM) przy maksymalnej sile
folii na bazie PLGA
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Wprowadzenie bioaktywnych zwigzkéw polifenolowych do folii polimerowych PLGA
powoduje modyfikacje wtasciwosci mechanicznych materiatu, w szczego6lnosci wptywajac na
modut Younga (E:). Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze dodatek zwigzkéw
polifenolowych do folii polimerowych skutkuje znaczacym zwiekszeniem warto$ci modutu
Younga w poréwnaniu z materialem polimerowym na bazie PLGA niewzbogaconym
w ekstrakt. Mozliwe, Ze obserwowany wzrost warto$ci modutu Younga jest efektem
pojawiajacej sie krystalicznosci polimeru, spowodowanej przez dodatek zwigzkow

polifenolowych.

Podobne wyniki przedstawili Gentile et al. (2014), ktérzy wykazali, ze wprowadzenie
bioaktywnego szkta do polimeru prowadzi do znacznego wzrostu warto$ci modutu Younga.
W przypadku kompozytéw opartych na PLGA, obecno$¢ bioaktywnego szkta znaczaco
poprawita ich wytrzymato$¢ mechaniczng, co przypisano silnym interakcjom na granicy faz

pomiedzy szktem a tancuchami polimerowymi [76].

Odmienne efekty zaobserwowano w przypadku kompozytéw o osnowie PLGA zawierajacych
zwiagzki polifenolowe. Wprowadzenie ekstraktu do materiatéw kompozytowych na bazie
PLGA nie wptyneto istotnie na poprawe wiasciwosci mechanicznych - gtdwne zmiany byty
zwiazane z obecno$cig bioaktywnego szkta, ktére odpowiada za wzrost modutu Younga, przy
jednoczesnym spadku wytrzymatosci na rozcigganie i wydtuzenia przy maksymalnej sile.
W przypadku kompozytéw zosnowag PCL zaobserwowano natomiast wyrazny wzrost
modutu sprezystosci po wprowadzeniu polifenoli. R6Znice te mogg wynikaé¢ z odmiennych
wtasciwosci strukturalnych obu polimeréw: PCL jako materiat semikrystaliczny moze lepiej
wigza¢ zwiazki polifenolowe wewnatrz objetosci kompozytu, co wptywa Kkorzystnie na
wigzania miedzyfazowe oraz procesy krystalizacji. Z kolei amorficzny charakter PLGA moze
ograniczac te zdolno$¢ [67]. Analiza wtasciwosci powierzchniowych (zwilzalno$¢) réwniez
wskazata na stabsze wigzanie polifenoli w kompozytach PLGA-A2, co moze posrednio

ttumaczy¢ mniejszy wptyw tych zwigzkéw na wtasciwos$ci mechaniczne materiatu.

4.1.4. WrASCIWOSCI ANTYOKSYDACYINE

W ramach niniejszej pracy przeprowadzono ocene wiasciwosci antyoksydacyjnych
materiatéw polimerowych oraz kompozytéw wzbogaconych w zwigzki polifenolowe, w celu
okreslenia ich zdolnosSci do neutralizacji reaktywnych form tlenu (ROS) oraz potencjatu

redukcyjnego, w zaleznosci od rodzaju zastosowanej fazy modyfikujgcej. Zastosowane testy
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ABTS, DPPH oraz FRAP umozliwily ilosciowa analize aktywno$ci przeciwutleniajacej

badanych materiatéw. Wyniki przedstawiono na Fig. 11.
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Fig. 11. Zdolnos¢ zmiatania rodnikéw (RSC) ABTS e+ i DPPH e oraz zdolnos¢ redukowania jonéw zelaza
(11I) (FRAP) przez badane materiaty.

Analiza wilasciwosci antyoksydacyjnych metodami ABTS, DPPH i FRAP ujawnita istotne
réznice w zdolno$ci badanych materiatéw do neutralizacji reaktywnych form tlenu (ROS)
oraz redukcji jonéw Zelaza. Folie PCL wzbogacone w zwigzki polifenolowe wykazywaty
wysoka skuteczno$¢ w zmiataniu rodnikéw (RSC) oraz wtasciwosci redukcyjne, co mozna
bezposrednio przypisa¢ obecnosci polifenoli. Interesujacym zjawiskiem byto jednak to, ze
aktywno$¢ antyoksydacyjna tych folii nie zalezata od stezenia polifenoli, co sugeruje
mozliwo$¢ nasycenia powierzchni materiatu aktywnymi zwigzkami polifenolowymi

sprzyjajacymi reakcjom z ROS, juz przy najmniejszej badanej koncentracji PPh.

Natomiast kompozyty PCL-A2 wzbogacone w polifenole wykazywaty stopniowy wzrost
zdolnosci do zmiatania rodnikéw oraz witasciwosci redukcyjnych wraz ze wzrostem
zawartoSci polifenoli, jednak warto$ci te byty nizsze w poréwnaniu do czystych folii PCL/PPh.
Prawdopodobnie bylo to wynikiem oddziatywan polifenoli z czastkami szkta obecnymi
w objetosci kompozytu, co mogto ograniczac ich dostepno$¢ na powierzchni materiatu, a tym
samym wptywaé na skuteczno$¢ interakcji z ROS oraz zdolno$¢ redukcji jonow zelaza.
Badania przeprowadzone przez Onychina et. al. wskazuja, ze liczba i pozycja grup -OH

w czgsteczce polifenolu istotnie wptywaja na jego zdolnosci antyoksydacyjne [77]. Podobnie
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Santos et al. wskazuje w swojej pracy, ze aktywno$¢ antyoksydacyjna jest $cisle powigzana

z liczbg grup -OH oraz ich utozeniem w strukturze czasteczki [78].
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Fig. 11a. Zdolnos¢ zmiatania rodnikow (RSC) ABTS e+ i DPPH e oraz zdolnos¢ redukowania jonéw zelaza
(111) (FRAP) przez badane materiaty.

Wyniki badan wtasciwosci antyoksydacyjnych przeprowadzonych metodami ABTS, DPPH
i FRAP wykazaty nizszg aktywno$¢ przeciwutleniajgcg folii na bazie PLGA w poréwnaniu do
folii PCL, co najprawdopodobniej wynika zograniczonej dostepnos$ci zwigzkow
polifenolowych na powierzchni materiatu. Omawiane wcze$niej wyniki badan
powierzchniowych folii polimerowych potwierdzity, ze PLGA wykazuje zdolno$¢ do wigzania
zwigzkow polifenolowych w objetosci folii, co prowadzi do ich zmniejszonej ekspozycji na
powierzchni itym samym ograniczonej interakcji z reaktywnymi formami tlenu (ROS),
skutkujgc nizszg zdolno$cig antyoksydacyjng w poréwnaniu do materiatéw polimerowych

PCL.

Modyfikacja PLGA poprzez wprowadzenie czgstek bioaktywnego szkla (A2), w potaczeniu
zroznymi stezeniami zwigzkow polifenolowych, doprowadzita do wzrostu zdolnosci
zmiatania rodnikéw oraz absorbancji w tescie FRAP w poréwnaniu do czystych folii
polimerowych. Oznacza to, ze dodatek czastek szkta do folii polimerowej spowodowat wzrost

aktywnosci antyoksydacyjnej materiatu potwierdzony testami ABTS i FRAP. Brak istotnych
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réznic w te$cie DPPH najprawdopodobniej wynika z innego rodzaju wolnego rodnika uzytego
w tej metodzie. Dalsze wzbogacenie materiatu polifenolami przyczynito sie do wzrostu
zdolno$ci do zmiatania wolnych rodnikéw i redukcji jonoéw Zelaza, osiagajgc wartosci wyzsze
niz w przypadku folii na bazie PLGA wzbogaconych réznymi koncentracjami zwigzkéow
polifenolowych. Moze to sugerowaé, Ze PLGA skuteczniej wigze zwigzki polifenolowe
wewnatrz objetoSci materiatu niz kompozyty PLGA-A2, co ogranicza ich dostepnos$¢ na
powierzchni, aw konsekwencji zmniejsza efektywnos$¢ interakcji z ROS. Natomiast
w kompozytach proces wbudowywania polifenoli zachodzi w mniejszym stopniu, co

zwieksza ich dostepno$¢ na powierzchni i poprawia zdolno$ci antyoksydacyjne.

Kompozyty na bazie PCL uzyskaly nizsze wyniki w testach antyoksydacyjnych niz
odpowiadajgce im kompozyty PLGA-A2. MoZe to wynikac¢ z silniejszych oddziatywan miedzy
polifenolami a czastkami bioaktywnego szkta w uktadzie PCL-A2, co ogranicza ich swobode
migracji na powierzchnie izmniejsza skuteczno$¢ neutralizacji ROS. W przypadku
kompozytéw PLGA-A2 efekt ten byl mniej widoczny, co sugeruje, Ze polifenole pozostawaty

bardziej dostepne i aktywne w reakcjach przeciwutleniajacych.

Zdolnosci antyoksydacyjne fitozwigzkéw s3g szeroko opisywane w literaturze, czesto
w potgczeniu zréznymi materiatami izwigzkami, co podkresla ich kluczowa role jako
gtownych czynnikéw poprawiajacych wlasciwosci antyoksydacyjne materiatéw. Zhao et al.
(2023) rowniez opisali, Ze dodanie kwasu garbnikowego (zwigzek polifenolowy z grupy
tanin) do nanonos$nikéw zalbuminy poprawiato ich wtasciwosci antyoksydacyjne [79].
W przypadku kompozytow PLGA wzbogaconych w polifenole, ich aktywnos¢
antyoksydacyjna rosta proporcjonalnie do stezenia polifenoli, co jest zgodne z zebranymi
wynikami przez Zhang et al. [80]. Ponadto, badania Iviglia et al. (2021) podkreslajg znaczenie
polifenoli w poprawie wtasciwosci biomateriatéw, takich jak ceramiczne napetniacze kostne
na bazie hydroksyapatytu i BTPC wzbogacone ekstraktem z wyttokéw winogronowych, ktére
wykazaty wtasciwosci antyoksydacyjne, przeciwzapalne i proosteogenne, co ma istotne

znaczenie dla terapii regeneracyjnych [81].

KINETYKA UWALNIANIA ZWIAZKOW POLIFENOLOWYCH
W celu oceny profilu uwalniania zwigzkéw polifenolowych z opracowanych materiatéw
przeprowadzono analize kinetyki ich wuwalniania w warunkach in vitro. Wyniki

zaprezentowano na Fig. 12.
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Fig. 12. Procent uwolnionych zwiqzkéw polifenolowych w stosunku do poczqtkowej zawartosci
w materiatach na bazie PCL.

Proces uwalniania zwigzkéw polifenolowych z materiatéw polimerowych i kompozytowych
odgrywa kluczowa role w ich potencjalnych zastosowaniach terapeutycznych. Efektywnos¢
tego procesu zalezy od wtasciwosci fizykochemicznych no$nika oraz stezenia zwigzkow
polifenolowych. W celu okreslenia dynamiki uwalniania przeprowadzono analize
procentowej ilosci polifenoli uwolnionych w stosunku do ich poczatkowej zawartosci

w badanych materiatach.

Analiza wykazata, ze zaréwno folie polimerowe, jak i kompozytowe rozpoczety proces
uwalniania wciggu pierwszych godzin inkubacji. Tempo tego zjawiska byto jednak
zréznicowane izalezne od skladu materiatu. W przypadku folii polimerowych
zaobserwowano intensywne uwalnianie polifenoli, osiagajace maksimum w ciggu 5 godzin.
Po tym czasie ilo$¢ uwolnionych zwigzkéw polifenolowych utrzymywata sie na zbliZonym

poziomie.

Materialy kompozytowe charakteryzowaty sie wolniejszg kinetyka uwalniania, przy czym -
podobnie jak dla materiatéw polimerowych - najintensywniejsze uwalnianie PPh widoczne
byto w pierwszych godzinach inkubacji. Najwiekszg ilo$¢ polifenoli zaobserwowano po 72
godzinach inkubacji, a catkowita ilo§¢ uwolnionych zwigzkéw byta nizsza niz w foliach
polimerowych. Wyniki sugerujg, ze obecno$¢ fazy nieorganicznej w strukturze kompozytu
wptywa na retencje polifenoli wewnatrz objetosci materiatu, ograniczajac ich migracje na

powierzchnie, co prowadzi do ich stopniowego uwalniania. Mechanizm ten sprzyja
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kontrolowanemu uwalnianiu bioaktywnych zwigzkéw, ato ma istotne znaczenie
w kontekscie zastosowan biomedycznych. Podobne obserwacje poczynili Stota et al., ktérzy
zastosowali hydroksyapatyt jako modyfikator osnowy polimerowej na bazie PVP, alginianu
sodu i zelatyny wzbogaconej ekstraktem z li$ci szatwii lekarskiej, badajac profil uwalniania
zawartych w niej zwiazkoéw polifenolowych [82]. Stopniowe uwalnianie moze przyczyniac sie
do przedtuzonego efektu terapeutycznego, co jest pozadane w materiatach przeznaczonych

do dtugotrwatej aktywnosci biologicznej [83]

4.1.5. WtASCIWOSCI BIOAKTYWNE

Ocene wtasciwosci bioaktywnych otrzymanych materialéw przeprowadzono stosujac
inkubacje w symulowanym ptynie fizjologicznym (SBF) w przedziale czasowym 3-14 dni.
Analizowano zmiane morfologii oraz sktadu chemicznego obu powierzchni (AS i GS),
wykorzystujac skaningowa mikroskopie elektronowg (SEM) w potaczeniu z analizg sktadu
chemicznego powierzchni (EDS). Celem potwierdzenia obserwowanych zmian powierzchni,
przeprowadzono analize strukturalng FTIR, natomiast w oparciu o analize sktadu
chemicznego ptynu fizjologicznego podjeto prébe oceny szybkosci chemisorpcji jonéw z SBF
oraz rozpuszczania czgstek szkta bioaktywnego. Obrazy SEM i widma EDX dla powierzchni

GS i AS po inkubacji zostaly przedstawione na Fig. 13.
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Fig 13. Obrazy SEM wraz z analizq EDX powierzchni AS i GS folii przed i po 3- i 14-dniowej inkubacji
w SBF.

76



WYNIKI INKUBACJI MATERIALtOW NA BAZIE PCL
Zadna zpowierzchni folii PCL oraz PCL/PPh nie wykazata zmian chemicznych ani

morfologicznych po 14 dniach inkubacji (dane nie zostaty przedstawione).

W przypadku wszystkich folii kompozytowych, juz po 3 dniach inkubacji, powierzchnie GS
zostaty pokryte jednolita warstwg zawierajaca niewielkie ilosci wapnia i fosforu. Natomiast
na powierzchniach AS kompozytéw PCL-A2 oraz PCL-A2/PPh zaobserwowano sferyczne,
kalafiorowate wytracenia, charakterystyczne dla formujacej sie warstwy hydroksyapatytu.
Rozmiar sferycznych form zmniejszat sie wraz ze wzrostem stezenia PPh, co moze wynika¢
z ich potencjalnego wptywu na proces nukleacji i wzrostu warstwy fosforanowo-wapniowe;j.
Po 14 dniach inkubacji powierzchnie AS wykazywaty dalszg intensyfikacje mineralizacji -

ilos¢ i gestos¢ wytracen wzrosta, tworzac bardziej zwartg warstwe fosforanowo-wapniowa

WYNIKI INKUBACII MATERIAtOW NA BAZIE PLGA
Badania bioaktywnos$ci kompozytéw o osnowie PLGA, wzbogaconych zwigzkami
polifenolowymi wykazaty istotne réznice w mikrostrukturze powierzchni prébek po 3 i 14

dniach inkubacji.

Po 3 dniach inkubacji powierzchnie GS wszystkich prébek pozostaty morfologicznie
jednorodne i nie wykazywaty wyraznych zmian, niezaleznie od stezenia PPh. Natomiast na
powierzchniach AS zaobserwowano znaczjce roéznice w mikrostrukturze, zalezne od
zawartoSci polifenoli. Powierzchnia AS préobki PLGA-A2 byta pokryta drobnymi sferycznymi
wytrgceniami, co sugeruje poczatkowa faze formowania sie warstwy bioaktywne;j.
W przypadku kompozytéw zawierajacych polifenole (PLGA-A2/PPh) powierzchnia AS byta
pokryta mniejszymi, drobno upakowanymi sferycznymi formami. Wzrost stezenia PPh
powodowatl zwiekszenie gestosci i rownomierno$ci warstwy CaP, co sugeruje udziat PPh

w procesie mineralizacji.

Po 14 dniach inkubacji kompozyty na bazie PLGA wykazywaly znaczace zmiany
morfologiczne. Powstala warstwa CaP (na powierzchni AS) byla znacznie grubsza
w poréwnaniu do tej obserwowanej po 3 dniach i réznita sie od form obserwowanych dla
kompozytéw PCL - zamiast typowych kalafiorowatych form wytracen, na powierzchniach AS

kompozytéw PLGA powstata bardziej jednolita warstwa mineralna, bogata w wapn i fosfor.

77



FTIR
Materiaty dodatkowo poddano analizie FTIR celem zbadania zmian w intensywnoSci
i potoZzeniu pasm odpowiadajacych grupom fosforanowym i weglanowym, wskazujacych na

tworzenie warstwy apatytowej po inkubacji. Wyniki przedstawiono na Fig. 14.
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Fig. 14. Widma ATR-FTIR AS i GS folii polimerowych i kompozytowych przed i po 3- i 14-dniowej inkubacji
w SBF.

Wyniki spektroskopii ATR-FTIR dla materiatéw polimerowych PCL i PCL/PPh, po 14-dniowej
inkubacji w symulowanym ptynie ustrojowym (SBF) nie wykazatly istotnych zmian
w widmach.

Analiza powierzchni AS i GS kompozytéw wykazata, ze warstwa apatytu tworzyta sie szybciej
na powierzchniach AS. Szybszy spadek intensywnos$ci pasm charakterystycznych dla PCL na
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tych powierzchniach moze wskazywac¢ na efektywniejsza mineralizacje, co potwierdzono

obserwacjami mikroskopowymi (SEM).

cp

Ptyn inkubacyjny poddano analizie ICP-OES celem oceny zmian stezen jonéw wapniowych,

fosforanowych oraz krzemianowych. Pomiary prowadzono w przedziale czasowym 3-14 dni.
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Fig. 15. Zmiany stezenia jonow wapniowych, fosforanowych i krzemianowych w SBF podczas inkubacji
folii.

Analiza zmian stezen jonéw wapniowych, fosforanowych ikrzemianowych w ptynie
inkubacyjnym (SBF) wykazala istotne réznice w zaleznosci od rodzaju badanego materiatu.
W przypadku polimerowych folii PCL nie zaobserwowano znaczacych zmian w stezeniach
tych jonéw w trakcie catego okresu inkubacji, co sugeruje ich ograniczona interakcje
z medium inkubacyjnym. Natomiast w ptynie inkubacyjnym materiatéw polimerowych
wzbogaconych o PPh odnotowano nieznaczny spadek stezenia jonéw wapniowych. Moze to
$Swiadczy¢ o zdolnosci tych materiatéw do adsorpcji jonéw na swojej powierzchni. Istotnym
czynnikiem wptywajacym na ten proces mogta by¢ zwiekszona hydrofilowo$¢é powierzchni
zmodyfikowanych materialéw, objawiajaca sie spadkiem kata zwilzania iwzrostem
skladowej polarnej oraz bardziej rozwinieta topografia powierzchni, wynikajaca
z wprowadzenia zwigzkéw polifenolowych. Potwierdza to literatura, wskazujgca na

kluczowa role topografii w procesie zarodkowania hydroksyapatytu [75].

W przypadku materiatéw kompozytowych na bazie PCL widoczny byt znaczacy spadek
stezenia jonéw wapniowych i fosforanowych w ptynie inkubacyjnym SBF juz po 7 dniach
inkubacji, przy czym w przedziale 0-3 dni obserwowano wzrost koncentracji jonéw Ca2*
zwigzany z rozpuszczaniem czastek szkta. Co istotne, intensywno$¢é procesu chemisorpcji
jonéw zptynu byla proporcjonalna do zawartosci PPh w materiale, co sugeruje, ze
wprowadzenie ekstraktu zszatwii lekarskiej przyspiesza proces mineralizacji warstwy
fosforanowo-wapniowej. Jednocze$nie materiaty kompozytowe wzbogacone zwigzkami

polifenolowymi charakteryzowaly sie zmniejszong szybko$cia uwalniania jonéw
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krzemianowych z bioaktywnego szkta do SBF, co prawdopodobnie wynikato

z przyspieszonego formowania warstwy CaP na powierzchni materiatu.
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Fig. 16. Zmiany stezen jondw wapniowych, fosforanowych i krzemianowych w SBF podczas inkubacji folii
na bazie PLGA.

W przypadku folii PLGA, niezawierajacych ekstraktu z Salvia officinalis L. (szatlwii lekarskiej),
stezenie jonéw wapniowych w plynie inkubacyjnym wykazato istotny spadek w ciggu
pierwszych 48 godzin, po czym ustabilizowalo sie na poziomie okoto 60 mg/L.
Wprowadzenie do folii na bazie PLGA zwigzkéw polifenolowych skutkowato dalsza redukcja
stezenia jonow wapniowych w SBF, co sugeruje silne oddziatywania tych zwigzkéw z jonami
wapniowymi. Najprawdopodobniej polifenole, dzieki obecnos$ci licznych grup
hydroksylowych, wykazuja zdolno$¢ do kompleksowania jonéw wapniowych oraz ich
adsorpcji na powierzchni materiatu, co prowadzi do zmniejszenia ich dostepnosci
wroztworze. Zaobserwowano takze zalezno$¢ pomiedzy stezeniem polifenoli
a intensywnoscig tego efektu - wyzsza zawarto$¢ zwigzkéw polifenolowych w osnowie
skutkowata wiekszym ubytkiem jonéw wapniowych w ptynie inkubacyjnym, przy czym

najwiekszy spadek zanotowano w przypadku prébki o najwyzszym udziale polifenoli.

W kompozytach modyfikowanych bioaktywnym szkiem A2 (PLGA-A2) steZenie wapnia
w medium inkubacyjnym wykazato bardziej zlozony przebieg - poczatkowy spadek,
nastepnie wzrost, a ostatecznie ponowna redukcje. Poczagtkowy spadek moze by¢ zwigzany
z intensywng adsorpcja jonéw wapniowych na powierzchni folii kompozytowych, co
wskazuje na udzial czastek bioaktywnego szkta w procesie nukleacji i wzrostu warstwy
hydroksyapatytu. Nastepujacy wzrost stezenia wapnia mozna przypisaé procesowi
stopniowej degradacji osnowy polimerowej i uwalnianiu jonéw wapniowych z bioaktywnego
szkla do medium inkubacyjnego. W koncowej fazie inkubacji ponowny spadek stezenia

wapnia w roztworze odnotowano wraz zwyzszym stezeniu zwigzkéw polifenolowych.
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Mozna przypuszczaé, ze zwiazki te wpltywaly na przyspieszone tworzenie warstwy
hydroksyapatytowej, prowadzac do intensywniejszej adsorpcji jonéw wapniowych z medium

inkubacyjnego na powierzchni kompozytu.

Stezenie jonow fosforanowych w ptynie inkubacyjnym wszystkich badanych materiatéw na
bazie PLGA poczatkowo ulegato obniZzeniu, po czym nastepowat niewielki wzrost ich
koncentracji, a w dalszej fazie ponowny spadek. Dynamika tych zmian byta konsekwencja
proceséw Wymiany jonowej, w ktérych jony fosforanowe (P0,*7) byly poczatkowo
uwalniane z bioaktywnego szkta, a nastepnie ulegaty adsorpcji na powierzchni kompozytu,
uczestniczagc w procesie biomimetycznej mineralizacji iformowaniu warstwy CaP.
Wprowadzenie zwigzkéw polifenolowych skutkowato wieksza redukcja jondéw

fosforanowych w medium. Spadek ten byt zalezny od stezenia zwigzkéw polifenolowych.

W przypadku  kompozytéw  PLGA-A2Z  modyfikowanych  bioaktywnym  szkltem
zaobserwowano natomiast istotny wzrost koncentracji joné6w krzemianowych w medium, co
jest bezposrednim wynikiem procesu rozpuszczania czastek bioaktywnego szkta. Wzrost ten
nie wykazywat jednoznacznej korelacji ze stezeniem zwigzkéw polifenolowych w prébce, co
sugeruje, ze polifenole nie majg bezposredniego wptywu na kinetyke uwalniania jonéw

krzemianowych.

CYTOTOKSYCZNOSC

W celu oceny wptywu badanych materiatéw na komorki ludzkie, przeprowadzono analize
aktywnos$ci metabolicznej fibroblastéw oraz ocene cytotoksycznos$ci. Badania pozwolity na
okreslenie zalezno$ci miedzy skladem materiatbw a odpowiedzia komoérkowsa,

w szczeg6lnosci w konteks$cie obecnosci i stezenia zwigzkéw polifenolowych.
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Fig. 17. Aktywnos¢ metaboliczna fibroblastow (A), poziom kinazy adenylowej w lizacie jako wskaZnik
liczby nienaruszonych komdrek adherentnych (B) oraz poziom kinazy adenylowej w supernatancie
wzgledem poziomu kinazy adenylowej jako wskaznik cytotoksycznosci materiatu (C).

Analiza wplywu zwigzkéw polifenolowych na aktywno$¢ metaboliczng fibroblastéw oraz

cytotoksyczno$¢ badanych materiatow wykazata istotne zalezno$ci pomiedzy ich

koncentracja a odpowiedzig komoérkowa.

AKTYWNOSC METABOLICZNA FIBROBLASTOW

Ocena aktywnosci metabolicznej fibroblastéw w obecno$ci badanych materiatéw
polimerowych i kompozytowych wykazata, Ze wprowadzenie zwigzkéw polifenolowych
(PPh) wptywa na procesy metaboliczne komoérek w sposéb zalezny od ich stezenia. Dla
materialéw zawierajacych polifenole zaobserwowano obniZzenie aktywno$ci metabolicznej
fibroblastow (in vitro), przy czym w przypadku materiatéw kompozytowych odnotowano
liniowg zalezno$¢ pomiedzy zawartos$ciag zwigzkéw polifenolowych a spadkiem aktywnosci
metabolicznej komérek. Sugeruje to dawkozalezny efekt oddziatywania tych substancji na

fibroblasty.

Po trzech dniach inkubacji aktywno$¢ metaboliczna fibroblastéow w obecno$ci materiatow
kompozytowych ze wszystkimi analizowanymi stezeniami polifenoli byta poréwnywalna,

lecz nizsza w odniesieniu do prébek niezawierajacych tych zwigzkéw.

Interesujacg zalezno$¢ zaobserwowano dla materiatéw polimerowych wzbogaconych
w zwigzki polifenolowe - w ich przypadku aktywno$¢ metaboliczna fibroblastow byta nizsza
niz w kompozytach o analogicznej zawarto$ci ekstraktu z Salvia officinalis L.

Prawdopodobnie wynika to ze zdolnosci czastek bioaktywnego szkla do adsorpcji polifenoli,
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co ogranicza ich dostepno$¢ na powierzchni materialu iredukuje bezposrednie
oddziatywanie na komorki. W konsekwencji materialty kompozytowe moga wykazywac
stopniowe, kontrolowane uwalnianie zwigzkéw polifenolowych, co moze ogranicza¢ ich

cytotoksyczno$c.

CYTOTOKSYCZNOSC BADANYCH MATERIALOW

Ocena cytotoksycznos$ci wykazata, ze obecnos¢ zwigzkéw polifenolowych wplywa na wzrost
cytotoksycznosci materiatéw polimerowych i kompozytowych w sposéb proporcjonalny do
ich stezenia. Niemniej cytotoksycznos¢ folii polimerowych i kompozytowych o najnizszym
stezeniu zwigzkow polifenolowych nie przekraczata odpowiednio 20% i 15%. Dodatkowo,
w przedziale czasowym pomiedzy trzecim asiddmym dniem hodowli zaobserwowano
wzrost liczby fibroblastéw na powierzchni materiatéw o najnizszym stezeniu polifenoli
(PCL/1.5PPh oraz PCL-A2/1.5PPh). Moze to sugerowac, Ze najnizsza koncentracja polifenoli

nie wywieraja efektu hamujacego, a wrecz mogg wspomagac proliferacje fibroblastow.

Na podstawie wuzyskanych wynikéw materialy o najnizszym stezeniu zwigzkéw

polifenolowych zostaty wytypowane do dalszych badan komérkowych.

PODSUMOWANIE

Materiaty polimerowe i kompozytowe wzbogacono w zwigzki polifenolowe ekstrahowane
z Salvia officinalis L. Uzyskane wyniki badan wskazujg na wptyw wprowadzonych zwigzkow
polifenolowych na materiaty o roéznych osnowach polimerowych, semikrystalicznych
i amorficznych, modulujac ich wiasciwo$ci powierzchniowe, mechaniczne, termiczne
antyoksydacyjne i bioaktywne. Wspomniane wtasciwosci moga by¢ modulowane poprzez
uzycie roznych stezen zwigzkow polifenolowych oraz przez modyfikacje matrycy PCL i PLGA
za pomoca czastek bioaktywnego szkla otrzymywanego metoda zol-zZel, zdolnych do wigzania
zwigzkow polifenolowych. Najwazniejsze wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan sa

nastepujace:

- Materialy polimerowe na bazie PLGA wykazuja wiekszg zdolno$¢ do wigzania
zwigzkéw polifenolowych niz materiaty na bazie PCL. Jednak w kompozytach
modyfikowanych czastkami bioaktywnego szkla, otrzymywanych metoda zol-zZel,
obserwowano odwrotng zalezno$¢ - zwigzki te wigzaty sie stabiej w materiatach

o osnowie PLGA niz PCL;

- Zwiazki polifenolowe wykazuja dziatanie nukleacyjne, powodujac zmniejszanie
rozmiaréw sferolitéw i wzrost gestos¢ zarodkowania, wptywajgc na mikrostrukture

i topografie powierzchni oraz wlasciwosci termiczne materiatow;
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Z jednej strony, zwiazki polifenolowe moga by¢ rozpatrywane jako plastyfikatory dla
polimeréw PCL iPLGA, zdrugiej strony moga dziala¢ jako S$rodki sprzegajace

w materiatach kompozytowych, poprawiajac ich wtasciwo$ci mechaniczne;

Dodatkowo zwiagzki polifenolowe wptywaja na poprawe hydrofilowosci powierzchni

badanych materiatéw polimerowych i kompozytowych;

Wzbogacenie materiatéw polimerowych ikompozytowych ekstraktem z szatwii
lekarskiej przyczynia sie do zwiekszenia ich aktywnosci antyoksydacyjnej, przy czym
efekt ten jest zalezny od rodzaju matrycy polimerowej wptywajacej na zdolnos¢

wigzania PPh, jak rowniez modyfikacji czastkami bioszkiet;

Dodatek zwigzkoéw polifenolowych do materiatéw kompozytowych korzystanie
wpltywa na witasciwosci bioaktywne modulujac kinetyke tworzenia warstwy

fosforanowo-wapniowe;j.
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4.2. KOMPOZYTY MODYFIKOWANE BIOAKTYWNYMI SZKtAMI O ZROZNICOWANYM SKtADZIE

CHEMICZNYM | WEASCIWOSCIACH TEKSTURALNYCH

Zdolno$¢ biomateriatéw kompozytowych do wigzania ikontrolowanego uwalniania
substancji bioaktywnych, takich jak zwigzki polifenolowe, moze by¢ istotnie modulowana
poprzez odpowiedni doboér fazy modyfikujacej. Literatura przedmiotu jednoznacznie
wskazuje, ze sktad chemiczny, tekstura oraz porowatos¢ szkta bioaktywnego moga mieé
istotny wptyw na kinetyke uwalniania substancji czynnych, umozliwiajac dostosowanie ich

dziatania do wymagan terapeutycznych [86], [87].

W niniejszym rozdziale przedstawiono analize wiasciwos$ci kompozytéw na bazie poli(e-
kaprolaktonu) modyfikowanych trzema rodzajami wysokowapniowego szkta bioaktywnego
o identycznym sktadzie chemicznym (A2, 40Si0,-54Ca0-6P,0s mol%), lecz otrzymywanym
réznymi metodami: poprzez topienie, metodg zol-Zel oraz metod3 zol-Zel z wykorzystaniem
procesu samoorganizacji indukowanej odparowaniem (EISA). Ponadto, zastosowano
réwniez szkta o wysokiej zawartosci krzemionki, dotowane jonami terapeutycznymi miedzi
i magnezu, otrzymane metoda zol-zel-EISA (MSGG, 70Si0,-(25-x-y)Ca0-xCu0O-yMgO0-5P,05

mol%).

Zastosowane metody otrzymywania oraz modyfikacje sktadu chemicznego wptywaty istotnie
na wilasciwosci teksturalne badanych materialéw, takie jak powierzchnia wtasciwa,
porowatos$¢ oraz zawarto$¢ grup silanolowych (Si-OH), ktére moga determinowac zdolno$¢
czastek szkta bioaktywnego do wigzania zwigzkéw polifenolowych. Szkta otrzymane metoda
zol-zel, zwlaszcza te o strukturze mezoporowate, wytworzone z zastosowaniem procedury
EISA, charakteryzowaly sie znacznie wiekszym rozwinieciem powierzchni iwieksza
koncentracjg grup Si-OH w poréwnaniu do szkta topionego oraz otrzymanego tradycyjna
technika zol-Zel, co potwierdzita analiza BET, TEM oraz FTIR (Tab.6., Fig. 18.). Moze sie to
przektada¢ na ich wyzsze powinowactwo do zwigzkéw polifenolowych, jednocze$nie
modyfikujgc inne witasciwosci kompozytu, takie jak zwilzalno$¢, bioaktywno$¢ (oceniana
poprzez zdolno$¢ do formowania warstwy apatytu w warunkach in vitro), wtasciwosci

mechaniczne oraz aktywno$¢ biologiczng [88], [89].
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Tab. 6. Powierzchnia wtasciwa, objetos¢ poréw wtasciwa oraz srednia Srednica poréw bioaktywnych

szkiet (zmierzone metodq BET).

Szklo Powierzchnia wlasciwa Objetos¢ porow Srednia srednica
bioaktywne SBET (m?/g) wlasciwa (cm3/g) poréw (nm)

A2 top 0,26 - _

A2z-z 62,54 0,21 9,76
A2 mez 168,91 0,35 3,59
MSGG1 240,59 0,42 7,11
MSGG2 191,93 0,21 6,76
MSGG3 176,05 0,27 6,20

A2 top

TEM

Fig. 18. Obrazy TEM bioaktywnych szkiet.
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Fig. 19. Widma FTIR zastosowanych szkiet bioaktywnych (zarejestrowane w trybie transmisyjnym
w pastylkach KBr).

W rozdziale przeprowadzono kompleksowag analize wptywu metod syntezy iskladu
chemicznego szkiet bioaktywnych, petnigcych role fazy modyfikujacej w kompozytach
polimerowo-ceramicznych, na ich zdolno$¢ do wigzania zwigzkéow polifenolowych,
a w konsekwencji - na wiasciwosci fizykochemiczne, mechaniczne i biologiczne otrzymanych

kompozytow.
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4.2.1. WEASCIWOSCI POWIERZCHNIOWE

MIKROSTRUKTURA

Analiza morfologii powierzchni AS i GS badanych materiatéw zostala przeprowadzona za
pomoca skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) w potaczeniu zanalizg skitadu
chemicznego powierzchni (EDX).

PCL/4.5PPh PCL

PCL-A2 top

PCL-MSGG1

PCL-A2 top/4.5PPh
PCL-MSGG1/4.5PPh

PCL-A2 22
PCL-MSGG2

PCL-A2 z-2/4.5PPh

PCL-MSGG2/4.5PPh

PCL-A2 mez
PCL-MSGG3

PCL-A2 mez/4.5PPh
PCL-MSGGJ3/4.5PPh

Fig. 20. Obrazy SEM z analizq EDX materiatéw polimerowych i kompozytowych.
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Na powierzchni AS folii polimerowej zaobserwowano obecno$¢ sferolitow - form
charakterystycznych dla semikrystalicznego polimeru, jakim jest poli(e-kaprolakton) (PCL).
Wprowadzenie zwigzkéw polifenolowych przyczynito sie do zmniejszenia rozmiaru
sferolitow. Powierzchnia GS folii byla gladka, natomiast wprowadzenie zwigzkéw
polifenolowych spowodowato pojawienie sie porowatosci. Szczegétowa charakterystyka tych
folii, wraz zomoéwieniem potencjalnych mechanizméw zachodzgcych zmian, zostata

przedstawiona w rozdziale 4.1.

Na wszystkich powierzchniach AS badanych materialéw kompozytowych mozna byto
zaobserwowac liczne nitkowate formy, ktére nie tworzyty charakterystycznych sferolitow,
podczas gdy powierzchnie GS pozostaty gltadkie. Potencjalne wyttumaczenie tego zjawiska,
doktadnie opisane w rozdziale poprzednim, wskazuje na wplyw ograniczonej ruchomosci
fancuchéw PCL w roztworach przez wprowadzenie czastek bioaktywnego szkta [60]. Mimo
ze zwiazki polifenolowe wplywaja na morfologie powierzchni materiatéw polimerowych,
w analizowanych kompozytach nie stwierdzono wyraznych réznic morfologicznych

w zalezno$ci od rodzaju zastosowanej fazy modyfikujgcej.

Analiza sktadu chemicznego materiatow bez dodatku zwigzkéw polifenolowych wykazata
wyzszg zawarto$¢ krzemu, wapnia i fosforu na powierzchni GS w poréwnaniu z powierzchnig
AS, w szczeg6lnosci w przypadku materiatdw modyfikowanych szktami MSGG, co moze
sugerowal wieksze nagromadzenie czastek szkia przy powierzchni GS. Ponadto
wprowadzenie zwigzkéw polifenolowych do kompozytéw spowodowato zmiany sktadu
chemicznego powierzchni AS i GS. Koncentracja krzemu, wapnia i fosforu na powierzchni AS
ulegta dalszej redukcji, natomiast na powierzchni GS wzrastata. Moze to Swiadczy¢ o wptywie

polifenoli na dystrybucje czastek bioaktywnego szkta w osnowie polimerowe;j.

Zaobserwowane réznice w sktadzie chemicznym pomiedzy powierzchniami AS i GS moga
wynikac z przemieszczania sie czastek bioaktywnego szkta w objeto$ci kompozytu, bedacego
konsekwencjg zmian wiasciwosci reologicznych roztworu po wprowadzeniu plastyfikatora,
takiego jak zwigzki polifenolowe. Cerruti et al. (2011) wykazali, Zze dodatek ekstraktu
polifenolowego z wyttokéw winogron do biopolimeru skrobiowego Mater-Bi powodowat
obnizenie lepkosci roztworu [74]. Spadek lepko$ci moze sprzyjaé migracji fazy modyfikujgcej
- w tym przypadku czastek bioaktywnego szkta - w kierunku powierzchni GS pod wptywem

sit grawitacyjnych.

92


https://www.zotero.org/google-docs/?04IlX6
Kamila
Podświetlony

Kamila
Podświetlony


CHROPOWATOSC

Ra [um]

50

45 -

4.0

25
2,0
1,64 [
1,04
0,5 - 1 i
i
00
A o X 2_on 1 o A o0 o~ 2 o0
R V%‘ﬁ"? NS Ay TGN
G G B B o
?(,\' w\' ?0\/ ?G\f ?QV ?Q\«
32 4 GS
AS
20
28 4
26 -
24+
22 4
20 4
4
E
E 16
144
124

?G\« ?9‘\ o2 ?9\\ PR ‘«B‘lv ??\\ Gc,‘\ 9?‘\ GC,’L ??\\ G(,'S o
9 @;gdh." @5&“ 6?96\’233 RS 90\‘%; \\a..‘i Qo\é%%@)h" *‘5,9;.‘:?
T & &V ‘><:.\"‘$5 o

Fig. 21. Parametry Ra i Rz powierzchni AS i GS badanych materiatéw polimerowych i kompozytowych.
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Powierzchnie AS iGS materiatdbw polimerowych ikompozytowych poddano analizie
chropowato$ci. Wyniki badan wykazaty, ze dla wszystkich analizowanych materiatéw
powierzchnia AS charakteryzowata sie wyzszymi warto$ciami parametrow Ra iRz
w poréwnaniu do powierzchni GS. Zaobserwowana réznica moze by¢ zwigzana z obecnoscig
sferolitow/nitkowatych form na powierzchni AS [62]. Wprowadzenie zwigzkéw

polifenolowych do badanych materiatéw powodowato zmiany parametréw chropowatosci.

W przypadku kompozytéw modyfikowanych szktem topionym (PCL-A2 top/4.5PPh) nastgpit
wzrost wartos$ci parametréw Ra i Rz. Materiat ten uzyskat najwyzsze wartosci parametréw
Rai Rz dla obu powierzchni po wzbogaceniu zwigzkami polifenolowymi, sposréd wszystkich

badanych materiatéw kompozytowych.

Kompozyty modyfikowane szkltem otrzymanym metoda zol-zel oraz zol-zel-EISA, po
wprowadzeniu zwigzkéw polifenolowych, wykazaty wyraZzny spadek parametréw Ra i Rz
w szczeg6lno$ci  dla  powierzchni AS. W przypadku pozostatych kompozytéow
modyfikowanych szklem mezoporowatym (MSGG1, MSGG2, MSGG3) zmiany byty
zdecydowanie mniej wyrazne w poréwnaniu do wyZej omawianych materiatéw inie

wykazywaty jednoznacznego trendu.

Zréznicowane efekty obserwowane dla kompozytéw modyfikowanych szktem topionym oraz
szktem uzyskanym metodami zol-zel mogg wynikac¢ z odmiennych wtasciwosci teksturalnych
i chemii powierzchni tych faz modyfikujacych. Metoda topienia prowadzi do otrzymania
czastek szkta o niskim rozwinieciu powierzchni, co moze ogranicza¢ ich zdolno$¢ wigzania
zwigzkéw polifenolowych (PPh) do powierzchni [90], [91]. Zkolei czastki szkla
bioaktywnego otrzymywane metodg zol-Zel oraz zol-zel-EISA charakteryzuja sie porowatg
strukturg i znacznie wyzsza zawartosScig grup silanolowych (Si-OH) na powierzchni [90],
[92], [93]. Czastki bioaktywnego szkta, réznigce sie zdolnos$cia do wigzania PPh, moduluja
zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych w osnowie polimerowej i na powierzchni kompozytow,
co moze wplywac na ich wtasciwosci powierzchniowe, m.in. przez modyfikacje procesu
krystalizacji PCL, w tym réwniez proces formowania sferolitow, ktéry moze wptywaé na

odnotowywane réznice w morfologii i chropowatos$ci powierzchni materiatéw.

ZWILZALNOSC | ENERGIA POWIERZCHNIOWA
Kolejnymi analizowanymi parametrami powierzchni materialéw byty: kat zwilzania oraz
catkowita energia powierzchniowa, wraz z jej sktadowymi: polarng i dyspersyjna, ocenione

metoda ,siedzacej kropli”.
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Fig. 22. Kqt zwilZania oraz catkowita energia powierzchniowa wraz z jej sktadowq dyspersyjng (cD)
i polarng (oP) dla powierzchni AS i GS folii polimerowych i kompozytowych.

Analiza kata zwilzania oraz energii powierzchniowej folii polimerowych wykazata, ze
wprowadzenie zwigzkéw polifenolowych prowadzito do znaczacego obnizenia kata
zwilZania powierzchni AS, osiggajacego warto$ci bliskie 0°, co wskazuje na petng zwilzalnos¢

powierzchni. Jednoczes$nie zaobserwowano wzrost catkowitej energii powierzchniowe;j,
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gtéwnie poprzez zwiekszenie jej sktadowej polarnej (zjawisko to opisano w poprzednim
rozdziale). Prawdopodobna przyczyna obnizenia kata zwilzania i wzrostu sktadowej polarnej
jest intensywna migracja czasteczek zwiazkéw polifenolowych, zawierajacych liczne polarne
grupy hydroksylowe do powierzchni AS podczas odparowania rozpuszczalnika w trakcie

otrzymywania folii.

Sposréd wszystkich analizowanych materiatéw kompozytowych najwiekszy spadek kata
zwilZzania po wprowadzeniu zwigzkéw polifenolowych zaobserwowano dla kompozytéw
modyfikowanych czastkami szkta topionego (PCL-A2top/4.5PPh). Nieco mniejszy efekt
uzyskano w przypadku kompozytéw zudziatem szkla bioaktywnego otrzymywanego
metoda zol-zel (PCL-A2z-z/4.5PPh), natomiast najmniejszy spadek kata zwilzania
stwierdzono dla materialéw zawierajgcych szkta mezoporowate otrzymywane metodg zol-
zel-EISA (PCL-A2 mez/4.5PPh) oraz wszystkich folii typu PCL-MSGG/4.5PPh. W przypadku
tych ostatnich, najmniejsze zmiany zwilzalno$ci powierzchni w stosunku do materiatéw
niemodyfikowanych  polifenolami  sugeruja ograniczong dostepnos¢ zwigzkéw

polifenolowych na powierzchni tych kompozytow.

Niezaleznie od rodzaju zastosowanego szkla, dla wszystkich badanych materiatéw
wzbogaconych w zwiazki polifenolowe, na powierzchni AS odnotowano nizsze wartosci kata
zwilZzania iwyZsze warto$ci energii powierzchniowej, w por6wnaniu z powierzchnig GS.

Moze to wynikaé z nagromadzenia zwigzkéw polifenolowych przy powierzchni AS.

Zréznicowanie wptywu poszczegélnych rodzajow szkta na zwilzalno$¢ powierzchni
materiatéw mozna ttumaczy¢ ich rézng zdolnoscia do wigzania zwigzkéw polifenolowych.
Szkta mezoporowate, dzieki bardzo wysokiej porowatosci, duzej powierzchni wlasciwej oraz
obecnosci licznych grup silanolowych [93], [97], wykazuja wysoka zdolno$¢ do wigzania PPh.
Ogranicza to ich zawarto$¢ w samej osnowie polimerowej oraz na powierzchni kompozytow,
redukujgc wptyw na zmiany kata zwilzania. Odmienng charakterystyke wykazujg szkta
topione, ktore ze wzgledu na najmniejsza powierzchnie wtasciwa oraz ograniczong liczbe
grup funkcyjnych cechuja sie znacznie mniejsza zdolnoscia do wigzania zwigzkow
polifenolowych. W rezultacie dochodzi do ich akumulacji w poblizu powierzchni AS materiatu
[89], [93]. Co istotne, sam sktad chemiczny szkiet otrzymanych metodg zol-zel-EISA nie miat
istotnego wptywu na zmiany zwilzalno$ci powierzchni po wprowadzeniu do kompozytéw
polifenoli. Wynika to ze znacznie wyzszego rozwiniecia powierzchni tych szkiet (w stosunku

do innych zastosowanych modyfikatorow).
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4.2.2. WrASCIWOSCI MECHANICZNE

W celu oceny wplywu zastosowanej fazy modyfikujacej materiatéw oraz wzbogacenia
zwigzkami polifenolowymi na wtasciwosci mechaniczne materiatéw przeprowadzono testy
statycznego rozciggania, na podstawie ktdrych wyznaczono modut sprezystosci podtuzne;j

(Et), wytrzymato$¢ na rozcigganie (om) oraz wydtuzenie przy maksymalne;j sile (em).
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Fig. 23. Modut Younga (Et), wytrzymatos¢ na rozcigganie (cM) i wydtuzenie przy maksymalnej sile (eM)
badanych materiatéw na bazie PCL
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Dodatek zwigzkéw polifenolowych do folii polimerowych na bazie PCL spowodowat spadek
warto$ci modutu Younga (E:) oraz jednoczesny wzrost wytrzymatosSci na rozciagganie (owm)
i wydtuzenia przy maksymalnej sile (em). Efekty te sa prawdopodobnie wynikiem dziatania
PPh jako plastyfikatora, ktéry modyfikuje oddziatywania pomiedzy tancuchami PCL.
Szczeg6towy mechanizm dziatania polifenoli jako plastyfikatoréw zostalo omoéwione

w poprzednim rozdziale.

W przypadku materiatbw kompozytowych modyfikowanych czgstkami szkta, analiza
wtasciwosci mechanicznych wykazata ogélny wzrost modutu Younga i spadek wydtuzenia
przy maksymalnej sile w poréwnaniu do folii polimerowych. Ponadto, poza kompozytem
modyfikowanym szklem topionym (PCL-A2 top), zaobserwowano istotny wzrost
wytrzymato$ci na rozciagganie. Dodatek polifenoli do kompozytow skutkowal dalszym
zwiekszeniem warto$ci E: we wszystkich przypadkach, niezaleznie od obecnej fazy
modyfikujacej. Zjawisko to mozna tlumaczy¢ dziataniem polifenoli jako S$rodka
sprzegajacego, ktéry wptywa na oddziatywanie na granicy faz pomiedzy faza nieorganiczna

a osnowg polimerowa.

W szczegdlnosci obecno$¢ grup hydroksylowych w strukturze zwigzkéw polifenolowych
sprzyjata tworzeniu wigzan wodorowych zaréwno z grupami silanolowymi na powierzchni
bioaktywnego szkta, jak iz grupami karbonylowymi PCL. Interakcje te moga poprawiaé
przenoszenie naprezen na granicy faz, prowadzac do wzmocnienia mechanicznego

kompozytéw [94].

W5srdéd analizowanych kompozytéw - zaréwno bez, jak i z dodatkiem polifenoli - najwyzsze
wartosci E: zaobserwowano w foliach kompozytowych modyfikowanych bioaktywnym
szklem otrzymanych metodg zol-zZel i zol-Zel-EISA, co mozna przypisa¢ wysokiej powierzchni
wtasciwej i reaktywnos$ci powierzchniowej, wynikajacej z obecnosci grup hydroksylowych
tych szkiet. Z jednej strony, dzieki wysokiej porowatosci i rozwinieciu powierzchni, moze
dochodzi¢ do fiksacji mechanicznej czastek szkiet z osnowa polimerowa. Z drugiej zas,
szczeg6lnie w przypadku materiatéw zawierajacych polifenole, istotng role w polepszeniu
wlasciwos$ci mechanicznych moga odgrywac¢ dodatkowe miedzyczgsteczkowe oddziatywania

na granicy dwoéch faz [95].

Przeprowadzone analizy wykazaty, Ze metoda syntezy bioaktywnego szkta ma istotny wptyw
na witasciwo$ci mechaniczne otrzymanych kompozytéw. Zastosowanie szkiet o wyzszej

porowatosci oraz wiekszej zawartosci grup silanolowych sprzyjato tworzeniu silniejszych
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oddziatywan ze zwiagzkami polifenolowymi, co skutkowalo Kkorzystng modyfikacja

wiasciwos$ci mechanicznych materiatow.

4.2.3. WtASCIwWOSCI TERMICZNE

W niniejszym podrozdziale przedstawiono analize wptywu zastosowanego szkla
bioaktywnego oraz obecnosci zwigzkéw polifenolowych na temperature topnienia i stopiefi
krystaliczno$ci osnowy polimerowej w postaci poli(e-kaprolaktonu). Ocena zostata

przeprowadzona metodg réznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC).
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Fig. 23. Termogramy DSC dla materiatéw polimerowych i kompozytowych.
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Wyniki analizy réznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC) potwierdzity, ze modyfikacja
osnowy polimerowej (PCL) zaréwno za pomoca bioaktywnego szkta, jak i po wzbogaceniu
zwigzkami polifenolowymi (PPh), prowadzi do zmian temperatury topnienia (Tm) oraz
stopnia krystalicznosci (Xc).

Tab. 7. Temperatura topnienia istopien krystalicznosci badanych materiatéow polimerowych
i kompozytowych.

DSC
Nazwa materiatu Tm [°C] Xc [%]
PCL 65,2 29,3
PCL/4.5 PPh 64,4 41,2
PCL-A2 top 65,1 45,1
PCL-A2 top/4.5 PPh 64,9 44,8
PCL-A2 z-z 65,0 45,0
PCL-A2z-z/4.5 PPh 64,8 42,8
PCL-A2 mez 62,7 44,9
PCL-A2 mez/4.5PPh 62,3 43,1
PCL-MSGG1 62,2 38,3
PCL-MSGG1/4.5PPh 61,5 36,1
PCL-MSGG2 61,7 34,9
PCL-MSGG2/4.5PPh 61,7 33,5
PCL-MSGG3 61,7 34,9
PCL-MSGG3/4.5PPh 61,7 32,5

Wprowadzenie polifenoli do materiatu polimerowego PCL skutkowato niewielkim
obnizeniem temperatury topnienia, co mozna przypisa¢ dziataniu polifenoli jako
plastyfikator6w, ostabiajacych oddziatywania miedzytancuchowe i zwiekszajacych

mobilno$¢ tancuchéw PCL. Podobny efekt zaobserwowano w przypadku materiatéw
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kompozytowych. Bioszklo otrzymane metoda topienia (A2 top), zastosowane jako faza
modyfikujaca, spowodowato nieznaczne obniZenie T., natomiast szkla mezoporowate,
otrzymane metoda zol-zel-EISA, prowadzity do wyrazniejszego spadku temperatury
topnienia. Co istotne, dalsze wzbogacenie kompozytow w zwigzki polifenolowe nie
powodowato znaczacych zmian Tn, co sugeruje, Ze Kkluczowa role w ksztaltowaniu

wlasciwosci termicznych kompozytéw odgrywa zastosowana faza nieorganiczna.

W odréznieniu od temperatury topnienia, stopien krystalicznosci (X.) wykazal bardziej
ztozone zaleznos$ci. Wprowadzenie zwigzkow polifenolowych do materiatu polimerowego
skutkowato istotnym wzrostem stopnia krystalicznosci. Efekt ten mozna przypisac
zwiekszonej mobilnosSci tancuchéw PCL, sprzyjajacej ich uporzadkowanej reorganizacji
i powstawaniu obszaréw krystalicznych - jak wykazano w poprzednim rozdziale. Podobnie,
zastosowanie fazy modyfikujacej w postaci szkta bioaktywnego otrzymanego metoda zol-Zel,
prowadzito do wzrostu krystaliczno$ci, co sugeruje, ze czastki te mogg pei¢ funkcje
nukleatoréow krystalizacji polimeru. Jednakze w przypadku kompozytéw zawierajacych
zaréwno czastki bioaktywnych szkiel i zwigzki polifenolowe, zaobserwowano odmienny
efekt - stopien krystaliczno$ci ulegt obnizeniu, w poréwnaniu do materiatu zawierajacego
wylacznie ceramiczng faze modyfikujgca. Wyniki te moga potwierdza¢ obecnos$¢
wspomnianych wcze$niej oddziatywan zwigzkéw polifenolowych z osnowa polimerows, jak

i z napetniaczem organicznym.

4.2.4. WASCIWOSCI ANTYOKSYDACYINE

Ocena witasciwosci antyoksydacyjnych badanych folii polimerowych oraz kompozytowych na
bazie poli(e-kaprolaktonu) (PCL), niewzbogaconych oraz wzbogaconych w zwigzki
polifenolowe (PPh), zostata przeprowadzona z wykorzystaniem testéw ABTS:-*, DPPH: oraz

FRAP.
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Fig. 24. Zdolnos¢ zmiatania rodnikéw (RSC) ABTS e+ i DPPH e oraz zdolnos¢ redukowania jonow zelaza
(111) (FRAP) przez badane materiaty.

Wyniki wykazaty, ze najwyzsza aktywnos$¢ antyoksydacyjng (wyrazong jako zdolnos$¢
zmiatania wolnych rodnikéw i potencjat redukujacy jony zelaza) odnotowano dla folii
PCL/4.5PPh. Tak wysoki poziom aktywno$ci mozna przypisa¢ obecnosci zwigzkéw
polifenolowych, zaréwno tych zwigzanych na powierzchni materiatu, a takZze ulegajacych
szybkiemu uwolnieniu do roztworu [77], [78]. Wlasciwosci antyoksydacyjne folii PCL

wzbogaconych zwigzkami polifenolowymi zostaly szczegétowo omoéwione w rozdziale 4.1.

Wprowadzenie czgstek bioaktywnego szkta do folii wzbogaconych w polifenole skutkowato
obnizeniem aktywnos$ci antyoksydacyjnej. Obserwowana zmniejszona aktywno$¢
antyoksydacyjna wszystkich badanych folii kompozytowych w poréwnaniu z foliami
polimerowymi moze wynika¢ ze zdolno$ci wigzania zwigzkéw polifenolowych przez faze
modyfikujgcg. Ogranicza to ich dostepnos¢ na powierzchni, a w konsekwencji mniejsza liczba
zwigzkow polifenolowych uczestniczy w procesach neutralizacji wolnych rodnikéw oraz

redukcji jonow zelaza [78].

Najwyzsza aktywnos$¢ antyoksydacyjna sposréd wszystkich kompozytow wykazal materiat
PCL-A2top/4.5PPh, czyli kompozyt zawierajacy szkto otrzymane metoda topienia. Ttumaczy¢
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to mozna ograniczong zdolnoscig szkta topionego do wigzania polifenoli, co skutkuje wieksza
iloscia zwigzkéw polifenolowych dostepnych na powierzchni kompozytu. Zjawisko to
potwierdzaja réwniez wczesSniejsze obserwacje dotyczace zwilzalno$ci i energii
powierzchniowej - materiaty z A2top/4.5PPh wykazywaly najwyzsza hydrofilowos¢
powierzchni AS sposréd kompozytédw, co sugeruje wieksze nagromadzenie polifenoli przy tej

powierzchni.

Zauwazalne jest obnizenie wiasSciwosci antyoksydacyjnych materiatu kompozytowego
modyfikowanego czastkami szkla wzbogacone jonami miedzi (PCL-MSGG2/4.5PPh)
w poréwnaniu z kompozytami PCL-MSGG1/4.5PPh iPCL-MSGG3/4.5PPh. Potencjalng
przyczyna tego zjawiska moze by¢ zdolno$¢ uwalniania jondw miedzi. Zwigzki polifenolowe
obecne na powierzchni materiatéw lub uwalniane do roztworu moga bra¢ udziat w redukcji
jonéw metalu przejSciowego jakim jest miedZ, a tym samym nie uczestniczg w neutralizacji
wolnych rodnikéw ani w redukcji jonéw zelaza [96], [97]. Wzrost zdolnoSci zmiatania
wolnych rodnikéw oraz redukcji jondw zZelaza w przypadku kompozytéw PCL-MSGG3, ktore
sa dotowane dodatkowo jonami magnezu, moze wynika¢ ze zmodyfikowanej (zredukowanej)

rozpuszczalno$ci szkla, w tym jonéw miedzi, jednak wymaga to dalszych badan.

4.2.5. WtASCIWOSCI BIOAKTYWNE

Otrzymane materiaty polimerowe i kompozytowe poddano inkubacji w ptynie SBF przez 3, 7
i 14 dni, co umozliwito ocene ich bioaktywnosci poprzez obserwacje zmian morfologii oraz
sktadu chemicznego powierzchni z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii elektronowej

(SEM) wraz z analiza fluorescencji rentgenowskiej z dyspersja energii (EDX).
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Fig. 25. Obrazy SEM z analizq EDX materiatéw polimerowych i kompozytowych po inkubacji w SBF.

Po trzech dniach inkubacji powierzchnie folii polimerowych byty gtadkie i jednolite, a analiza
sktadu pierwiastkowego wykazata obecnos$¢ chlorku sodu. W przypadku wszystkich
badanych kompozytédw, zaréwno na powierzchniach AS, jak i GS, zaobserwowano powstanie
warstwy fosforanowo-wapniowej w trakcie inkubacji, co potwierdzono analiza sktadu

chemicznego powierzchni (wysoka zawarto$¢ Cai P).

W kompozytach modyfikowanych czastkami bioaktywnego szkta topionego wprowadzenie
zwigzkow polifenolowych wptyneto na powstanie grubszej warstwy, ktéra rownomiernie
pokrywata powierzchnie AS i GS. Na powierzchni GS warstwa ta przyjmowata dodatkowo

charakterystyczne, kalafiorowate formy.

W kompozytach modyfikowanych szktem otrzymanym metoda zol-zel roéwniez

zaobserwowano Kkalafiorowate formy, jednak po dodaniu zwigzkéw polifenolowych stawaty
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sie one drobniejsze ibardziej upakowane, co moze $wiadczy¢ o zwiekszonej gestosci
nukleacji warstwy fosforanowo-wapniowej. Szczegélowy opis obserwacji morfologii tej

warstwy zostat przedstawiony w poprzednim rozdziale.

Wszystkie kompozyty zawierajace bioaktywne szkto mezoporowate pokryte byty warstwag
o kalafiorowatej morfologii, przy czym dodatek zwigzkéw polifenolowych przyczyniat sie do
zwiekszenia jej grubosci i zageszczenia na powierzchni materiatu. Wskazuje to na mozliwe
efektywne wspotdziatanie reaktywnych czastek szkta bioaktywnego i powierzchniowo
dostepnych grup hydroksylowych zwigzkéw polifenolowych w promowaniu tworzenia sie

apatytu [98], [99].

FTIR-ATR

W celu oceny zmian chemicznych zachodzacych na powierzchni materiatéw polimerowych
i kompozytowych w wyniku inkubacji w ptynie SBF przeprowadzono analize widm
w podczerwieni (ATR-FTIR). Widma zarejestrowano przed inkubacjg oraz po 3 i 14 dniach

inkubacji w SBF, zaréwno dla powierzchni AS jak i GS badanych prébek.
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Fig. 26. Widma ATR-FTIR powierzchni AS i GS folii kompozytowych przed i po 3- i 14-dniowej inkubacji
w SBF.

Dla materiatéw polimerowych PCL, na widmach FTIR nie zaobserwowano istotnych zmian,
wskazujacych na formowanie sie warstwy CaP. Ponadto, charakterystyczne pasma
w okolicach 1720 cm™ (drgania rozciggajgce wigzan w grupach C=0) oraz 1170 cm™
(drgania rozciagajgce wigzan w grupach C-0-C) pozostaja niezmienione przez caty okres
inkubacji, co sugeruje brak znaczacych zmian w strukturze samego polimeru. Wprowadzenie
zwigzkow polifenolowych zaréwno do materiatéw polimerowych, jak i kompozytowych

doprowadzito do pojawienia sie pasma w zakresie 3200-3600 cm™*

, przypisywanego
drganiom rozciggajacym grup hydroksylowych (-OH) charakterystycznych dla fenoli [100],
[101]. W przypadku folii polimerowych oraz kompozytéw modyfikowanych szktem
topionym pasmo to wykazalo wysoka intensywno$¢, szczegélnie dla powierzchni AS,
natomiast w kompozytach zawierajacych szkto otrzymane metoda zol-zel i zol-Zel-EISA, jego
intensywno$¢ byta bardzo niska. Moze to $wiadczy¢ o silniejszym wigzaniu zwigzkow

polifenolowych przez szkta pochodzace z syntezy niskotemperaturowej zol-Zel.

Analiza widm FTIR-ATR dla kompozytéw inkubowanych w SBF przez 3 i 14 dni wskazuje na

formowanie sie na powierzchni materiatéw warstwy bioaktywne;.

We wszystkich kompozytach juz po 3 dniach inkubacji pojawily sie nowe pasma w zakresie
560-602 cm™ oraz 910-1180 cm™, ktére mozna przypisa¢ odpowiednio drganiom
zginajagcym irozciggajagcym wigzan charakterystycznych dla nanokrystalicznego,
niestechiometrycznego apatytu [84], [102]. Dodatkowo, obecno$¢ pasma przy liczbie falowej
875 cm™! (oznaczone kolorem szarym na widmach) przypisano rozcigganiu wigzania P-
O w HPO,* i/lub deformacjom poza ptaszczyzng w CO3*" [102]. Intensywno$é pasm
przypisywanych warstwie fosforanowo-wapniowej stopniowo wzrastata, czemu towarzyszyt

spadek intensywnosci, a w niektérych przypadkach nawet zanik pasm charakterystycznych
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dla PCL (przede wszystkim 1170 cm™ i 1720 cm™?), co $wiadczy o narastaniu grubo$ci nowo
powstajacej warstwy wraz zczasem inkubacji. Obecno$¢ zwigzkéw polifenolowych
spowodowata wyraznie szybsza zmiane intensywnoSci wspomnianych pasm (wzrost
intensywnos$ci pasm charakterystycznych dla apatytu ispadek intensywnosci pasm

pochodzacych od PCL) dla kompozytéw PCL-A2 top/4.5PPh i PCL-A2 z-z/4.5PPh.

W przypadku materiatéw modyfikowanych czastkami bioaktywnego szkta na
powierzchniach AS odnotowano wyraznie szybszy wzrost intensywnoS$ci pasm
przypisywanych obecno$ci warstwy apatytu w poréwnaniu do GS, co Kkoreluje
z obserwacjami SEM. Podobnie przyspieszone zmiany stwierdzono w materiatach PCL-A2
top/4.5PPh, PCL-A2 mez i PCL-A2 mez/4.5PPh, co wskazuje na bardziej efektywne tworzenie

warstwy apatytu dla tych materiatéw [102].

ICP-OES

Aby okresli¢ zdolno$¢ badanych materiatéw do tworzenia warstwy fosforanowo-wapniowej,
przeprowadzono oznaczenie stezenia jondw wapniowych, fosforanowych ikrzemowych
w ptynie SBF z wykorzystaniem spektrometrii emisyjnej z plazmg wzbudzong indukcyjnie
(ICP-OES). Pomiar wykonano po 3, 7 i 14 dniach inkubacji, co pozwolito na $ledzenie zmian

stezenia poszczegélnych jondw w czasie.
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Fig. 27. Zmiany stezen jonéw wapniowych, fosforanowych i krzemowych w SBF podczas inkubacji folii.

Wyniki analizy ICP-OES przedstawiajg zmiany stezef jonéw Ca**, PO,3” i Si** w roztworze
SBF podczas inkubacji badanych materiatéw. W przypadku folii PCL nie odnotowano
istotnych zmian zawarto$ci poszczegoélnych jonéw. Dodatek polifenoli do folii PCL
(PCL/4.5PPh) skutkowal niewielkim spadkiem stezen jonéw Ca?* i PO,3". Z kolei materiaty

kompozytowe wykazywatly stopniowe obnizanie sie poziomu tych jonéw, przy czym tempo
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zmian réznito sie w zaleznosci od rodzaju zastosowanego szkta bioaktywnego oraz obecnosci

PPh.

Najbardziej dynamiczny spadek zawarto$ci jonéw wapniowych i fosforanowych
zaobserwowano dla kompozytu PCL-A2 mez, w poréwnaniu do PCL-A2 top i PCL-A2 z-z,
ktore wykazywaly zblizony przebieg zmian. Obecnosé polifenoli w materiale przyspieszata
spadek jonéw Ca** i PO,*~ w ptynach inkubacyjnych wszystkich kompozytéw. Materiat PCL-
A2top/4.5PPh charakteryzowat sie wyraZznie wiekszym spadkiem stezen analizowanych
jonéw niz materialy modyfikowane szktem zol-Zel, mimo Ze bez dodatku PPh zmiany stezen

badanych jonéw w ptynach obu materiatéw byty zbliZone co do wartosci i trendu.

Zmiany stezen jonow krzemowych byly zgodne zobserwacjami dotyczacymi jonow
wapniowych i fosforanowych - nizsze uwalnianie jonéw Si** byto charakterystyczne dla
materiatéw, w ktorych obserwowano szybszy spadek stezen jonéw Ca?* i PO,3". Sugeruje to
skuteczniejsze i szybsze formowanie warstwy apatytowej, ktdre ograniczato rozpuszczalnos$¢
szkla bioaktywnego. Po 7 dniach inkubacji zaobserwowano wyrazne zmniejszenie tempa

uwalniania Si** ze wszystkich badanych materiatéw wzbogaconych w zwigzki polifenolowe.

Wyniki obrazowania SEM, analizy EDX, FTIR i ICP-OES wskazujg, Ze obecno$¢ polifenoli moze
wspomagac i przyspiesza¢ formowanie sie warstwy apatytu na powierzchni materiatéw
kompozytowych. Spostrzezenia te sa zgodne z wczeSniejszymi moimi badaniami, w ktérych
udokumentowano korzystny wplyw zwigzkéw polifenolowych na bioaktywnos$¢é materiatow
kompozytowych PCL/czastki bioszkla. Rowniez inne publikacje literaturowe wskazuja, ze
czastki bioszkiet modyfikowane ekstraktami roslinnymi bogatymi w zwigzki polifenolowe
(m.in. z lisci zielonej herbaty, skorki czerwonych winogron czy pakéw dzikiej rézy) wykazuja

lepsze wtasciwosci bioaktywne [103], [104].

Efekt mozna tlumaczy¢ obecno$cig licznych grup hydroksylowych na powierzchni
kompozytéw wzbogaconych w zwigzki polifenolowe. Grupy te moga tworzy¢ kompleksy
z jonami wapniowymi istanowi¢ zarodki Kkrystalizacji apatytu [105], [106]. Dodatkowo,
poprawiona zwilzalno$¢ oraz zwiekszona energia powierzchniowa - zwtaszcza jej sktadowa
polarna - w materiatach zawierajacych zwigzki polifenolowe, moga wspieraé procesy

nukleacji [107].
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PODSUMOWANIE

W niniejszym rozdziale czastki bioaktywnego szkla, otrzymane z wykorzystaniem réznych
metod syntezy - wtym rowniez szkla mezoporowate zawierajace jony o potencjale
terapeutycznym (CuO lub MgO; MSGG) - zostaly zastosowane jako faza modyfikujaca
w kompozytach na bazie poli(e-kaprolaktonu) (PCL), wzbogaconych w zwigzki polifenolowe
wyekstrahowane z szatwii lekarskiej. Zwigzki te wykazaty korzystny wptyw na wiasciwosci
fizykochemiczne materialéw kompozytowych - przyczyniaty sie do poprawy hydrofilowosci,
zdolnosci formowania warstwy apatytu oraz wilasciwosci mechanicznych. Jednocze$nie

zapewniaty one materiatom aktywnos$¢ antyoksydacyjna.

Zr6znicowane wtasciwosci teksturalne (powierzchnia wtasciwa, porowatos¢) oraz chemia
powierzchni (zawarto$¢ grup silanolowych) czastek BG, wynikajace z zastosowanych technik
syntezy (topienie, zol-Zel, zol-zel-EISA), istotnie wplywaty na ich zdolno$¢ do wigzania
zwigzkow polifenolowych. Czastki o wyzszej powierzchni wiasciwej i porowatosci, a takze
o zwiekszonej zawartosci grup silanolowych (Si-OH), wykazywaty wieksze powinowactwo
do polifenoli, co bezposrednio przektadato sie na zmienno$¢ stopnia ich zwigzania

i dostepnosci w osnowie kompozytu i na jego powierzchni.

W konsekwencji, zastosowany typ szkta bioaktywnego determinowat poziom hydrofilowosci,
intensywno$¢ odpowiedzi antyoksydacyjnej oraz efektywno$¢ tworzenia warstwy
fosforanowo-wapniowej w warunkach in vitro. Kompozyty zawierajace szkta mezoporowate
otrzymane metodg zol-Zel-EISA, ze wzgledu na swojg wysokg reaktywno$¢ irozwinieta
powierzchnie, okazaty sie najbardziej efektywne w wigzaniu polifenoli oraz promowaniu

bioaktywnosci.

W przypadku materiatbw modyfikowanych szkiem mezoporowatym (MSGG1, MSGG2,
MSGG3) réznice w skladzie chemicznym w poréwnaniu z pozostatymi badanymi
napetniaczami nie wplywaly istotnie na wiasciwosci powierzchniowe, termiczne,
mechaniczne ani bioaktywne kompozytéw. R6znice zaobserwowano natomiast w zakresie
wilasciwosci antyoksydacyjnych. Kompozyty zawierajace tlenki miedzi charakteryzowatly sie
obnizong aktywno$cig antyoksydacyjng - co moze by¢ skutkiem redoksowej interakcji miedzi
z grupami fenolowymi - natomiast obecno$¢ tlenkéw magnezu sprzyjata zachowaniu
wiasciwosci antyoksydacyjnych. Rownoczes$nie wszystkie napetniacze MSGG wykazywaty
intensywng zdolno$¢ do formowania warstwy apatytowej, szczeg6lnie w obecnosci

polifenoli.
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Przeprowadzone badania potwierdzajg, ze wtasciwo$ci kompozytéw z udziatem zwigzkow
polifenolowych moga by¢ kontrolowane poprzez odpowiedni dobdr fazy modyfikujacej

w postaci czastek szkia bioaktywnego o zmiennej charakterystyce teksturalnej i chemii

powierzchni.
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4.3. KOMPOZYTY MODYFIKOWANE NANORURKAMI WEGLOWYMI

Nanomateriaty weglowe, w tym nanorurki weglowe (CNTs, ang. carbon nanotubes), sg coraz
czeSciej rozwazane jako potencjalne sktadniki nowoczesnych biomateriatéw. Literatura
wskazuje, ze CNTs moga pelni¢ funkcje no$nikow szerokiego zakresu substancji czynnych,
w tym lekéw przeciwdrobnoustrojowych, przeciwnowotworowych oraz
immunomodulujgcych, a takze wykazywac¢ zdolno$¢ modulowania aktywnosci biologicznej

komorek [108], [109].

Wiasciwo$ci nanorurek weglowych w duzej mierze zaleza od ich chemii powierzchni, ktora
warunkuje zaréwno ich stabilno$¢ dyspersji, jak izdolno$¢ do wigzania zwigzkow
bioaktywnych. Zastosowanie odpowiednich modyfikacji chemicznych pozwala na
wprowadzenie funkcjonalnych grup polarnych, takich jak grupy karboksylowe (-COOH),
hydroksylowe (-OH), karbonylowe (C=0) oraz amidowe (-CONH,), ktére moga uczestniczy¢
w tworzeniu wigzan wodorowych, oddziatywan elektrostatycznych oraz interakcji typu m-m
z wybranymi czasteczkami [110]. Wysoki stopien utlenienia CNTs zwieksza udziat grup
C=01iCOOH, poprawiajac ich zdolno$¢ do adsorpcji i stabilizacji zwigzkéw aktywnych
w Srodowiskach wodnych [111].

Nanorurki o mniejszej dtugosci i wysokim stopniu funkcjonalizacji wykazujg lepsza zdolno$¢
do dyspersji i wieksza powierzchnie aktywna dostepna do wigzania czgsteczek, co czyni je
szczeg6Olnie przydatnymi jako sktadniki systeméw dostarczania lub magazynowania
substancji bioaktywnych [110]. Wprowadzenie grup amidowych, uzyskiwanych m.in.
poprzez modyfikacje CNTs zwigzkami amonowymi, prowadzi do zmiany charakterystyki
chemicznej ich powierzchni. Takie modyfikacje moga wplywac na rodzaj i site oddziatywan
z substancjami czynnymi, co potencjalnie zmienia ich powinowactwo i efektywnos¢ wigzania

[110], [111].

W niniejszym rozdziale oceniono wptyw zastosowania wielo$ciennych nanorurek
weglowych (MWCNTSs) zawierajgcych zroznicowane grupy funkcyjne na wilasciwosci
kompozytéw na bazie PCL wzbogaconych zwigzkami polifenolowymi. W pracy wykorzystano
trzy rodzaje MWCNTSs, zréznicowanych pod wzgledem grup funkcyjnych (HO, HNH oraz
HDEA) oraz dwie rézne techniki ich wprowadzenia do osnowy PCL, r6znigce sie m.in. czasem

kontaktu ze zwigzkami polifenolowymi.
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4.3.1. WtASCIWOSCI POWIERZCHNIOWE

MIKROSTRUKTURA

Do analizy mikrostruktury otrzymanych materialéw wykorzystano skaningowg mikroskopie
elektronowg (Fig. 28). Na powierzchni AS wszystkich badanych materiatéw widoczne sa
charakterystyczne dla semikrystalicznego poli(e-kaprolaktonu) (PCL) formy sferolityczne,
ktére odpowiadajg za zwiekszone rozwiniecie powierzchni oraz mogg wptywaé na
zwiekszong chropowatos$¢. Przeciwnie, powierzchnie GS sg znacznie gtadsze i nie wykazuja

obecnosci sferolitow.

Wprowadzenie zwigzkow polifenolowych do materiatu polimerowego PCL spowodowato
powstanie poréw na powierzchni GS, atakze doprowadzito do powiekszenia sferolitow
obserwowanych na powierzchni AS. Materialy polimerowe z dodatkiem zwigzkow

polifenolowych zostaty szerzej scharakteryzowane w rozdziale 4.1.

Mikrostruktura powierzchni GS folii nie ulegla istotnym zmianom po wprowadzeniu
nanorurek weglowych, powierzchnie pozostawaty gtadkie, bez wyraznych sferolitéw. Z kolei
wprowadzenie MWCNTSs - niezaleznie od ich typu - skutkowato zmniejszeniem rozmiaru
sferolitow na powierzchni AS. Dodatkowo, w przypadku materialéw modyfikowanych

nanorurkami HDEA zaobserwowa¢ mozna wzrost porowatosci.

W przypadku kompozytéw PCL/MWCNTs wzbogaconych w zwigzki polifenolowe, rowniez
zaobserwowano obecno$¢ poréw na powierzchni GS, jednak ich liczba byta mniejsza niz
w przypadku folii polimerowych. Z kolei powierzchnia AS materiatéw z dodatkiem zaréwno
nanorurek weglowych, jak ipolifenoli charakteryzuje sie obecnoscig sferolitéw o duzo
wiekszych rozmiarach w poréwnaniu do prébek zawierajacych jedynie nanorurki. Wielko$¢
sferolitow byta zblizona do wielko$ci form sferolitycznych obserwowanych dla folii

polimerowe;.

Na podstawie przeprowadzonej analizy mikroskopowej trudno jednoznacznie okresli¢
wplyw metody otrzymywania folii z dodatkiem MWCNTs na mikrostrukture obu ich
powierzchni. Zmiany wielkosci sferolitow moga by¢ zwigzane z r6zng gestoscig nukleacji PCL.
Redukcja ich rozmiar6w po wprowadzeniu nanorurek sugeruje, ze MWCNTs dziatajg jako
efektywne nukleatory krystalizacji PCL. Badania Jana et al. wykazaty, Ze obecno$¢
funkcjonalizowanych nanorurek weglowych w matrycy PCL prowadzi do zmniejszenia
rozmiaréw sferolitow oraz zwiekszenia ich liczby. Autorzy tlumacza ten efekt dziataniem
MWCNTs jako centrow nukleacji, co zostato potwierdzone poprzez obserwacje sferolitycznej

struktury znanorurkami zlokalizowanymi wich centrum. Jednocze$nie stwierdzono
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obnizenie energii aktywacji procesu krystalizacji, co wskazuje na inicjacje wzrostu
krystalitow w wyniku heterogenicznej nukleacji [112]. Podobne wnioski sformutowali Zhao
et al., ktérzy wykazali, Ze dobrze rozproszone, funkcjonalizowane MWCNTSs przyspieszajg
krystalizacje PCL juz przy bardzo matym dodatku (0,1% wag.). Wedtlug autordw,
obserwowane przyspieszenie krystalizacji jest wynikiem efektywnego dziatania nanorurek
jako nukleatoréw, utatwiajgcych uporzadkowanie tancuchéw PCL, dzieki dobrej adhezji

miedzyfazowej i wysokiemu stopniowi rozproszenia [113].

. Tego rodzaju

interakcje mogg wpltywac na stopien rozproszenia MWCNTs w matrycy polimerowej, co —

jak zaznaczono — ma istotne znaczenie dla ich efektywnosci jako centréw nukleacji.

AS

PCL
PCL/PPh

PCL-HO/PPh/1

PCL-HO
PCL-HOPPW2

PCL-HNH

PCL-HNH/PPh/]
PCL-HNH/PPh2

PCL-HDEA
PCL-HDEAPPW1
PCL-HDEA/PPh/2

Fig. 28. Obrazy SEM powierzchni AS i GS badanych materiatow polimerowych i kompozytowych.
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CHROPOWATOSC

Chropowato$¢ powierzchni badanych folii oceniono na podstawie dwdéch parametrow:
$redniej arytmetycznej chropowatosci (Ra) oraz maksymalnej wysokosci profilu (Rz). Wyniki

pomiaréw przedstawiono na Fig. 29.
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Fig. 29. Parametry Ra i Rz powierzchni AS i GS badanych materiatéw polimerowych i kompozytowych.

Wprowadzenie zwigzkéw polifenolowych do materiatéw polimerowych PCL skutkowato
nieznacznym wzrostem chropowatosci dolnej powierzchni (GS), natomiast gérna

powierzchnia (AS) pozostata praktycznie bez zmian.

Zastosowanie nanorurek weglowych jako fazy modyfikujgcej PCL prowadzito do znacznego
obnizenia chropowatosci, przy czym znacznie wieksze zmiany obserwowano dla powierzchni
AS. Analizujac chropowato$¢ powierzchni AS materiatéw kompozytowych, najwyzszymi
wartoSciami obu parametréw charakteryzowat sie materiat PCL-HDEA. Wartosci
parametréw Ra i Rz dla wszystkich materiatéw kompozytowych wzbogaconych w zwigzki
polifenolowe ksztattujg sie na podobnym poziomie do wartosci parametréw odnotowanych
dla folii polimerowych (PCL, PCL/PPh). Wyniki te korelujg ze zmianami wielkosci sferolitow
wraz z dodatkiem poszczegodlnych rodzajéw nanorurek weglowych, obserwowanych przy

pomocy SEM.

ZWILZALNOSC | ENERGIA POWIERZCHNIOWA
Wyniki analizy kata zwilZania (0) oraz energii powierzchniowej (SE) wraz z jej sktadowymi
dyspersyjnymi (oD) ipolarnymi (oP) dla obu powierzchni (AS iGS) folii zostaty

zaprezentowane na Fig. 30.
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Fig. 30. Kqt zwilzania oraz catkowita energia powierzchniowa wraz z jej sktadowq dyspersyjng (aD)
i polarnqg (oP) dla powierzchni AS i GS folii na bazie PCL.

Wprowadzenie zwigzkéw polifenolowych do materialéw polimerowych doprowadzito do
catkowitej zwilzalnosci powierzchni AS oraz wyraznego obnizenia kata zwilzania
powierzchni GS. Szczegétowa analiza i interpretacja tych wynikéw zostata przedstawiona
wrozdziale 4.1. Wprowadzenie nanorurek weglowych do osnowy polimerowej
spowodowato nieznaczny spadek kata zwilzania, szczeg6lnie powierzchni GS, dla wszystkich
materiatbw kompozytowych. Najbardziej zauwazalne zmiany dotyczyly materiatow
modyfikowanych nanorurkami HO. Nanorurki te, poddane wcze$niejszemu utlenianiu
w mieszaninie H,S0,/HNOs;, zawierajg najwiekszg ilos¢ grup hydrofilowych, w tym
hydroksylowych, karboksylowych i karbonylowych. Obecno$¢ tych grup w MWCNTs moze
by¢ przyczyna wzrostu wartosci catkowitej energii powierzchniowej, w tym sktadowej
polarnej oraz obnizenia kata zwilzania. W poréwnaniu do HO, nanorurki HNH i HDEA
posiadaja mniej wolnych grup karboksylowych, poniewaz cze$¢ z nich zostata przeksztatcona
w grupy amidowe podczas procesu funkcjonalizacji, co moze ttumaczy¢ ich mniejszy wplyw

na poprawe zwilzalno$ci powierzchni materiatéw [115], [116].

Dodatek polifenoli zwiekszat zwilzalno$¢ powierzchni kompozytéw, co skutkowato spadkiem
wartosci kata zwilzania, szczegdlnie powierzchni gérnej (AS) i wzrostem wartosci catkowitej
energii powierzchniowej, wtym szczegdlnie sktadowej polarnej. Moze to Swiadczy¢
o zwiekszonej koncentracji zwigzkéw polifenolowych przy powierzchni AS materiatu.
Prawdopodobnym mechanizmem jest migracja polifenoli ku powierzchni podczas parowania

rozpuszczalnika - czasteczki te, ze wzgledu na niewielka mase czasteczkowa i wysoka
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mobilno$¢, przemieszczaja sie ku powierzchni AS, gdzie moga eksponowaé swoje grupy

hydroksylowe (-OH).
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HDEA i HNH spadek kata zwilzania wraz z wprowadzeniem polifenoli byt wiekszy, co

sugeruje, ze ich wigzanie z MWCNTs byto mniej skuteczne.

Na podstawie wynikow Wu et al. (2013) potwierdzajg, Ze wzrost steZenia grup
hydroksylowych ikarboksylowych na powierzchni nanorurek weglowych prowadzi do
silniejszego wigzania z czasteczkami organicznymi posiadajacymi grupy polarne, w tym —OH.
Polifenole, jako zwigzki zawierajgce liczne grup hydroksylowych, mogg wykazywac
zwiekszong zdolno$¢ adsorpcyjna do nanorurek z wiekszg liczbg grup —OH na powierzchni,
co autorzy badania wiaza z mozliwo$ciag tworzenia wigzan wodorowych [117]. Réwniez Lin

iXing (2008) stwierdzili, Ze nanorurki weglowe wykazuja wysokg zdolno$¢ wigzania

zwigzkow fenolowych dzieki zdolnos$ci tworzenia wigzan wodorowych i oddziatywan typu -
7 [118].
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4.3.2. WtASCIWOSCI MECHANICZNE

Wiasciwosci mechaniczne materiatdw kompozytowych oceniono za pomoca statycznej proby

rozciggania. Wyniki badan przedstawiono na Fig. 31.
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Fig. 31. Modut Younga (Et), wytrzymatos¢ na rozcigganie (cM) i wydtuzenie (eM) przy maksymalnej sile
materiatéw polimerowych i kompozytowych.

Dodatek zwigzkéw polifenolowych do materiatu polimerowego skutkowat obniZzeniem
warto$ci modutu Younga oraz wzrostem warto$ci wydtuzenia przy maksymalnej sile. Efekt
ten moze by¢ zwigzany z dziataniem polifenoli jako plastyfikatoréw, ktére poprzez interakcje
z fancuchami polimerowymi zwiekszajg ich ruchliwo$¢, obnizajagc tym samym sztywno$¢

materiatu. Szczegdétowa analiza tego mechanizmu zostata oméwiona w rozdziale 4.1.

Z kolei wprowadzenie nanorurek weglowych do folii PCL wyraznie zwiekszyto wartos¢

modutu Younga oraz wytrzymato$ci na rozcigganie, niezaleznie od rodzaju uzytych
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nanonapetniaczy. Liczne doniesienia naukowe potwierdzaja, Zze wprowadzenie nanorurek
weglowych do materiatu polimerowego moze prowadzi¢ do poprawy wiasciwosci
mechanicznych [114], [119], [120]. Skutecznos¢ takiego wzmocnienia wynika przede
wszystkim z jako$ci ich rozproszenia w matrycy oraz sity adhezji na granicy faz kompozytu.
To wilasnie odpowiednie potaczenie miedzy nanonapeiniaczem a polimerem pozwala na
efektywne przenoszenie naprezen w kompozycie, co przektada sie na zmiane wtasciwosci

mechanicznych catego materiatu [119], [120].

Dodatek zwigzkéw polifenolowych do materiatow kompozytowych przede wszystkim
modyfikowal warto$ci modutu Younga oraz wydtuzenia przy maksymalnej sile, jednak nie
wplywat istotnie na wytrzymato$¢ na rozcigganie. Najwiekszy wzrost modutu Younga
i wytrzymato$ci na rozcigganie zaobserwowano dla kompozytéw modyfikowanych
nanorurkami HO. Z kolei, kompozyty zawierajace nanorurki HNH oraz HDEA wykazywaty
tylko niewielkie zmiany warto$ci tego parametru. Efekt ten mozna ttumaczyé wiekszym
powinowactwem nanorurek HO do zwigzkéw polifenolowych, ktére - tworzac wigzania
zar6wno z nanonapeiniaczem, jak i z matryca polimerowa - moga pethic¢ funkcje srodkéw
sprzegajacych [117]. Podobne zjawiska zaobserwowano réwniez w przypadku innych

rodzajow napetniaczy, co zostato szczegétowo opisane we wczes$niejszych cze$ciach pracy.

Zréznicowanie wynikow obserwowano takze w zaleznos$ci od zastosowanej metody
otrzymywania kompozytéw. Metoda pierwsza, polegajaca na 24-godzinnej inkubacji
polifenoli z nanorurkami, sprzyjata bardziej efektywnemu ich wigzaniu, co szczegolnie
widoczne byto dla nanorurek HO. Prawdopodobnie prowadzito to do wzmocnienia interakgc;ji
miedzy fazami kompozytu. W rezultacie uzyskiwano materialy o zmienionych

wtasciwos$ciach mechanicznych.

4.3.3. WtASCIWOSCI TERMICZNE

Analiza termiczna materialéw zostata przeprowadzona metoda réznicowej kalorymetrii
skaningowej (DSC), wcelu wyznaczenia temperatury topnienia (Twm) oraz stopnia

krystalicznosci (Xc). Wyniki przedstawiono w Tab. 8.
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Tab. 8. Temperatura topnienia (Tm) oraz stopien krystalicznosci (Xc) badanych materiatéw.

Probka Tm [°C] Xec [%]
PCL 65,2 29,3
PCL/PPH 64,4 41,2
PCL-HO 63,5 37,0
PCL-HO/PPh/1 62,0 39,1
PCL-HO/PPh/2 61,7 38,3
PCL-HNH 63,5 37,5
PCL-HNH/PPh/1 62,3 33,9
PCL-HNH/PPh/2 61,4 33,4
PCL-HDEA 63,8 36,6
PCL-HDEA/PPh/1 61,4 31,9
PCL-HDEA/PPh/2 61,7 32,2

Wprowadzenie zwigzkéw polifenolowych do materiatéw polimerowych spowodowato
obnizenie temperatury topnienia oraz wzrost stopnia krystalicznosci, co przypisuje sie ich
dziataniu jako plastyfikatorow. Zjawisko to zostato szczegbétowo przeanalizowane

w rozdziale 4.1.

Uzyskane wyniki wskazujg, Ze modyfikacja materialu polimerowego PCL za pomoca
nanorurek weglowych réznych typéw spowodowata wzrost jego stopnia krystalicznosci, przy
czym najwiekszy efekt odnotowano w przypadku kompozytéw modyfikowanych
nanorurkami HO. Autorzy Wurm et al. (2014) badali mechanizm wptywu wielo$ciennych
nanorurek weglowych (MWCNT) na krystalizacje poli(e-kaprolaktonu) (PCL) i wykazali, ze
nanorurki te petnig funkcje silnych centréw nukleacji heterogenicznej. Wskazuja oni, ze
obecnos¢ MWCNT przyspiesza proces Kkrystalizacji izwieksza gesto$¢ nukleacji, co
potwierdzily obserwacje SEM. Proponowany mechanizm opiera sie na epitaksjalnym
wzroScie lamelarnych krysztatow PCL bezpos$rednio na powierzchni nanorurek, prowadzac
do powstania tzw. struktur typu ,hybrid shish-kebab”, w ktérych tancuchy polimeru utozone
sarownolegle do powierzchni nanonapetniacza [121]. Liczne badania naukowe potwierdzaja,
ze rodzaje grup funkcyjnych obecnych na powierzchni nanorurek weglowych wywieraja
istotny, zréznicowany wptyw na przebieg krystalizacji osnowy polimerowej w kompozytach

z ich udziatem. R6znice te wynikaja gtéwnie z odmiennej zdolnosci poszczegoélnych grup do
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inicjowania nukleacji oraz ich interakcji miedzyfazowych z faiicuchami polimerowymi [122],
[123]. Wpracy Bulbul iDilsiz (2024) autorzy ocenili wptyw nanorurek weglowych
funkcjonalizowanych grupami hydroksylowymi (-OH) oraz karboksylowymi (-COOH) na
krystaliczno$¢ nanowtoékien z poli(e-kaprolaktonu) (PCL). Stwierdzili, ze dodatek obu typow
nanorurek prowadzi do wzrostu uporzgdkowania struktury polimeru, przy czym
wyrazniejszy efekt zaobserwowano dla nanorurek z grupami ~-COOH. Autorzy ttumacza to
lepsza dyspersja oraz silniejszymi oddziatywaniami miedzyfazowymi miedzy grupami -
COOH atancuchami PCL) Zwlaszcza poprzez tworzenie wigzan wodorowych z grupami
karbonylowymi. To zkolei sprzyja formowaniu centréw krystalizacji iutatwia wzrost
uporzadkowanych struktur. W przypadku grup -OH oddzialywania wodorowe réwniez
wystepuja, jednak sa stabsze, co skutkuje mniejszym efektem. Autorzy podkre$lajg, ze
odpowiednia funkcjonalizacja powierzchni CNTs odgrywa istotng role w inicjowaniu procesu
krystalizacji, w przeciwienistwie do niezmodyfikowanych nanorurek, ktére wykazuja

ograniczong aktywno$¢ w tym zakresie [124].

Dodatek zwigzkéw polifenolowych do kompozytéow prowadzit do obnizenia stopnia
krystalicznosci. Poza wieksza tendencja nanorurek do aglomeracji w obecnosci polifenoli,
obecno$¢ tych zwiazkéw, dodatkowo zwigzanych cze$ciowo z powierzchnia nanorurek
weglowych, prawdopodobnie modyfikuje interakcje nanonapeiniacza z osnowa polimerowa,

co w konsekwencji moze zaburza¢ proces krystalizacji PCL.

Wartosci stopnia krystaliczno$ci uzyskane dla materiatéw otrzymanych obiema metodami
byty zblizone, co sugeruje, Ze sposéb wytwarzania kompozytu nie wptywa istotnie na ten
parametr. Zaré6wno modyfikacja osnowy polimerowej nanorurkami weglowymi, jak
i zwigzkami polifenolowymi powodowata niewielki spadek temperatury topnienia, co moze

wskazywac¢ na formowanie sie mniejszych krystalitéw w strukturze PCL [125].

FTIR-ATR

W celu oceny skuteczno$ci wprowadzenia zwigzkéw polifenolowych do materiatow
polimerowych i kompozytowych przeprowadzono analize metodg ATR-FTIR. Wyniki analizy

przedstawiono na Fig. 32.
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Fig. 32. Widma ATR-FTIR materiatéow PCL, PCL-HO, PCL-HNH, PCL-HDEA wzbogaconych polifenolami.
Dla poréwnania zamieszczono réwniez widmo zwiqzkéw polifenolowych.

Na widmach oznaczono kolorem szarym zakresy pasm charakterystycznych dla zwigzkow
polifenolowych. Pasmo w okolicy 3250 cm™ odpowiada drganiom rozciggajagcym grup
hydroksylowych (-OH) w strukturze polifenoli, natomiast pasmo przy 1600 cm™* zwigzane
jest z drganiami uktadu aromatycznego tych czasteczek [126], [127].

W przypadku kompozytu PCL/HO otrzymanego metoda pierwsza, widma obu powierzchni
nie wykazuja wyraznych pasm pochodzacych od zwigzkéw polifenolowych. Natomiast
w kompozycie uzyskanym metodg druga mozna zaobserwowal pasma o niskiej

intensywnosci, co moze wskazywac na obecno$¢ PPh w niewielkim stezeniu. Wyniki te moga
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$wiadczy¢ o wysokim powinowactwie nanorurek HO do zwigzkéw polifenolowych iich
silnym wigzaniu, ktére ogranicza akumulacje PPh na powierzchni materialu [126].
Dodatkowo, dtuzszy czas kontaktu polifenoli z nanonapeiniaczem w metodzie pierwszej

moze sprzyja¢ temu zjawisku.

Zkolei w przypadku kompozytdw zawierajagcych nanorurki HNH iHDEA, pasma
charakterystyczne dla zwigzkéw polifenolowych sg bardziej intensywne, co moze wskazywac

na mniejsza zdolno$¢ tych nanorurek do ich oddzialywania z nanorurkami.

We wszystkich analizowanych materiatach pasma charakterystyczne dla PPh wykazywaty
wyzszg intensywno$¢ w widmach zarejestrowanych dla powierzchni AS, co jest zgodne
z obserwacjami dotyczacymi zwilzalnoSci isugeruje wieksze nagromadzenie zwigzkéw
polifenolowych na tej powierzchni materiatbw. Dodatkowo, przesuniecie pasma
odpowiadajgcego grupom -OH w kierunku wyzszych liczb falowych w materiatach
zawierajacych PPh moze wskazywa¢ na wystepowanie oddziatywan pomiedzy polifenolami

a osnowg polimerowg oraz nanorurkami weglowymi [127].

4.3.4. WEASCIWOSCI ANTYOKSYDACYINE
Wcelu oceny wtasciwosci antyoksydacyjnych badanych materialéw polimerowych
i kompozytowych wzbogaconych zwigzkami polifenolowymi, przeprowadzono analizy

z wykorzystaniem testow ABTS, DPPH oraz FRAP. Wyniki przedstawiono na Fig. 33.
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Fig. 33. Zdolnos¢ zmiatania rodnikéw (RSC) ABTS e+ i DPPH e oraz zdolnos¢ redukowania jonow zelaza
(111) (FRAP) przez badane materiaty.
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Materiat polimerowy wzbogacony w PPh osiggnal najwyzsze wartos$ci sposrod badanych
materiatéw we wszystkich przeprowadzonych testach, co potwierdza jego wysoki potencjat
antyoksydacyjny. Szczegétowy opis tych wynikéw znajduje sie w rozdziale 4.1. Kompozyty
wzbogacone w zwigzki polifenolowe wykazywaty natomiast nizsze wartos$ci niz materiaty
polimerowe. Prawdopodobnie wynika to ze zdolnosci wigzania zwigzkéw polifenolowych
przez nanonapetniacz, co obniza jednoczesnie ich stezenie na powierzchni materiatéw,

a takze zdolnos¢ do ich uwalniania z materiatu.

Sposréd wszystkich badanych kompozytéw, te modyfikowane nanorurkami HNH i HDEA
wykazaty wyzsze wartos$ci zmiatania wolnych rodnikéw oraz redukcji jonéw zelaza, co
mozna obecno$ci wiekszej koncentracji zwigzkow polifenolowych na powierzchni materiatu

[78], [128], [129].

Z kolei kompozyty modyfikowane nanorurkami typu HO charakteryzowaly sie najnizsza
zdolno$cia zmiatania wolnych rodnikéw iredukcji jonéw zZelaza sposréd wszystkich
materiatéw. Moze to wynikaé z najwyzszej skuteczno$ci wigzania zwigzkéw polifenolowych
przez ten rodzaj nanorurek. Jednoczesnie test DPPH wykazat zblizone wartosci we
wszystkich probkach, niezaleznie od zastosowanej fazy modyfikujacej i metody otrzymania
materiatu. MozZe to sugerowac ograniczong czuto$¢ tego testu na zmiany w dostepnosci
powierzchniowej zwigzkéw polifenolowych lub rdéznice w mechanizmie dziatania
w poréwnaniu z pozostatymi testami dla tych materiatéw. Dodatkowo, nie zaobserwowano
jednoznacznego wptywu sposobu wprowadzania zwigzkéw polifenolowych na wtasciwosci

antyoksydacyjne badanych materiatow.

PODSUMOWANIE

W wyniku przeprowadzonych badan zaobserwowano, Ze nanorurki weglowe moga
efektywnie wigzac sie z polifenolami, co ma istotny wptyw na witasciwosci wytworzonych
materiatbw kompozytowych. Zastosowanie zréznicowanych grup funkcyjnych do
modyfikacji powierzchni nanorurek umozliwia kontrolowanie wtasciwosci fizycznych
i chemicznych materiatéw. Dodatkowo, zréznicowany czas kontaktu nanonapeiniacza ze
zwigzkami aktywnymi podczas otrzymywania materiatow moze stanowi¢ dodatkowe

narzedzie pozwalajace na modyfikacje wtasciwosci kompozytéw.

Wyniki badan wskazuja, ze polifenole oraz nanorurki weglowe, zaréwno samodzielnie, jak
i w potaczeniu, wpltywaja na proces krystalizacji polimeru, co moze prowadzi¢ do zmian
w mikrostrukturze oraz topografii powierzchni materiatbw. Obecnos$¢ polifenoli

w materiatach kompozytowych wplywa na zwilzalno$¢ oraz energie powierzchniows folii.
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Parametry te moga by¢ dodatkowo modyfikowane w zaleznos$ci od rodzaju nanorurek
weglowych (ze wzgledu na réznorodno$é grup funkcyjnych) oraz stosowanej metody

otrzymywania folii, w tym czasu kontaktu nanorurek z polifenolami.

Potwierdzono réwniez, ze nanorurki weglowe w osnowie polimerowe;j istotnie zwiekszaja
sztywno$¢ oraz wytrzymato$¢ na rozcigganie otrzymanych folii. Dodatkowo, wprowadzenie
polifenoli do materiatéw prowadzi do dalszych modyfikacji wtasciwos$ci mechanicznych tych
kompozytow. Ponadto, obecnos¢ zwigzkéw polifenolowych w materiatach zapewnia im silne
wilasciwosci antyoksydacyjne, ktére moga podlega¢ modyfikacji w zaleznos$ci od rodzaju grup

funkcyjnych nanorurek weglowych.
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5. BADANIA DtUGOTERMINOWEJ DEGRADACI)I HYDROLITYCZNEJ

Dotychczas w pracy wykazano, Ze modyfikacja materiatow polimerowych czastkami
bioaktywnego szkla (BG), zardwno samodzielnie, jak iw potaczeniu ze zwigzkami
polifenolowymi (PPh), wptywa znaczaco na ich wilasciwosci fizykochemiczne, takie jak
zwilzalno$¢, topografia powierzchni, porowatos¢ oraz krystaliczno$¢. Zgodnie z aktualnym
stanem wiedzy, wtasciwosci te odgrywaja kluczowa role w przebiegu procesu degradacji
polimeréw, ktéry ma fundamentalne znaczenie w kontekscie zastosowan biomedycznych,
takich jak regeneracja tkanek oraz systemy kontrolowanego uwalniania lekow. Proces
degradacji biomateriatu umozliwia stopniowe zastepowanie go przez tkanki gospodarza oraz
zapewnia mozliwo$¢ lokalnego, kontrolowanego uwalniania czasteczek terapeutycznych -

w tym przypadku zwigzkéw polifenolowych.

Jak wskazuja wyniki dotychczasowych badan, obecno$¢ polifenoli moze nie tylko nadawac
materiatlom wta$ciwosci przeciwutleniajace, lecz rowniez sprzyja¢ procesowi mineralizacji
bioaktywnej warstwy apatytu na ich powierzchni. Dodatkowo, literatura opisuje szerokie
spektrum ich aktywnosci biologicznej, w tym dziatanie przeciwbakteryjne, przeciwzapalne,
przeciwnowotworowe oraz przeciwgrzybicze, przy jednoczesnej niskiej toksycznosci

i ograniczonych dziataniach niepozadanych.

Pomimo rosngcego zainteresowania ta tematyka, dotychczas nie przeprowadzono
kompleksowych badan dotyczacych dtugoterminowego przebiegu degradacji materiatow
polimerowych wzbogaconych w zwigzki polifenolowe. W zwigzku z powyzszym, niniejszy
rozdzial zostat poSwiecony szczegétowej analizie procesu degradacji materiatéw opartych na
dwdch biodegradowalnych polimerach - poli(e-kaprolaktonie) (PCL) oraz kopolimerze
kwasu mlekowego i glikolowego (PLGA) - réznigcych sie istotnie pod wzgledem struktury
oraz szybkosci degradacji w sSrodowisku wodnym. PCL, jako materiat pétkrystaliczny, ulega
powolnej degradacji w czasie 2-3 lat, natomiast amorficzny PLGA degraduje znacznie
szybciej (w przedziale od 1 do 6 miesiecy), przy czym tempo tego procesu zalezne jest od

stosunku jednostek kwasu mlekowego do glikolowego w fanicuchu polimerowym.

Celem analizy jest ocena wptywu obecnos$ci zwigzkéw polifenolowych pochodzacych
z szatwii lekarskiej (Salvia officinalis L.) na diugoterminowy proces degradacji in vitro
materiatéw na bazie PCL i PLGA, jak réwniez kompozytéw modyfikowanych bioaktywnym

szktem otrzymanym metodg zol-zZel.

126


Kamila
Podświetlony

Kamila
Podświetlony


5.1. WARUNKI PROWADZENIA EKSPERYMENTOW

Materialty do badan zostaly przygotowane zgodnie z procedurami opisanymi we
wcze$niejszym rozdziale (Rozdziat ...), z wykorzystaniem metody odlewania z roztworu. Do
oceny procesu degradacji in vitro przygotowano 12 prostokatnych prébek folii o wymiarach
50 x 5 mm, wykonanych z PCL oraz PLGA, jak réwniez kompozytéw zawierajacych 30%
(w/w) czastek bioaktywnego szkta (BG) oraz 1,5 lub 4,5% (w/w) polifenoli (PPh)

ekstrahowanych z szatwii lekarskiej (Salvia officinalis L.).

Badania prowadzono w warunkach in vitro, symulujgcych Srodowisko ludzkiego piynu
ustrojowego. Probki umieszczono w szczelnie zamknietych polipropylenowych pojemnikach
zawierajacych roztwor buforowanej soli fizjologicznej (ang. phosphate buffered saline, PBS;
pH 7,4). Inkubacje prowadzono w temperaturze 37°C. W celu zapewnienia stabilnych
warunkow, medium inkubacyjne wymieniano na $wieze co 30 dni, zachowujgc stosunek masy

prébki do objetosci roztworu wynoszacy 1072 g/ml-.

Degradacja materiatéw byla monitorowana poprzez okresowy pomiar pH medium
inkubacyjnego przy uzyciu pH-metru S210-BASIC (Mettler Toledo, Greifensee, Szwajcaria).
Prébki byty wyjmowane z pojemnikéw po okreslonym czasie inkubacji: odpowiednio po 3, 6
i 12 miesigcach dla systemow opartych na PCL oraz po 2 tygodniach, 1 i 3 miesigcach dla
uktadéw z PLGA. Po wyjeciu z roztworu prébki ptukano bezwodnym etanolem, a nastepnie

suszono w temperaturze 40°C w suszarce prozniowej, az do uzyskania statej masy.

Ubytek masy probek (m%) obliczono za pomoca nastepujacego wzoru:

my—m
Am(%) = % 100%
0

gdzie mo jest poczatkowa masg probki, a m, jest masg suchej probki po zadanym czasie

inkubacji.

Materiaty zostaly ocenione pod katem zmian morfologii powierzchni (SEM/EDX), masy,
wtasciwosci termicznych (DSC/TG), mechanicznych, masy czasteczkowej (GPC), oraz
wlasciwosci strukturalnych (spektroskopia FTIR i Ramana). Analizie podlegaly réwniez

zmiany pH i sktadu ptynu inkubacyjnego (ICP-OES).
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5.2. WYNIKI BADAN | WNIOSKI

5.2.1. MORFOLOGIA POWIERZCHNI

przed inkubacja po 6 miesiacach po 12 miesiacach
GS AS GS

PCL

PCL/

o

PCL-A2/ PCL-A2 PCL/

PCL-A2/
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przed inkubacja po 1 miesiacu po 3 miesiacach
AS

PLGA-A2 PLGA/ PLGA/ PLGA
4.5PPh 1.5PPh

PLGA-A2/
1.5PPh

PLGA-A2/
4.5PPh

Fig. 34. Obrazy SEM i widma EDX powierzchni AS i GS folii na bazie PCL i PLGA przed i po inkubacji w PBS.

Obrazy SEM oraz widma EDX powierzchni AS i GS folii na bazie PCL i PLGA przed oraz po
inkubacji w PBS przedstawiono na Fig. 34 Folia PCL nie wykazata istotnych zmian
morfologicznych po inkubacji. W przypadku materiatéw polimerowych wzbogaconych
w zwigzki polifenolowe obserwowano wzrost porowato$ci powierzchni GS wraz
z wydtuzaniem czasu inkubacji, przy czym powierzchnia GS folii o wyzszym stezeniu
zwigzkow polifenolowych charakteryzowata sie wyraznie wyzszg porowatoscia. Inkubacja
nie wptyneta istotnie na morfologie powierzchni AS folii PCL/1.5PPh, natomiast w przypadku
PCL/4.5PPh porowatos¢ pojawita sie podczas inkubacji. Na obu powierzchniach folii PLGA
rozwinety sie liczne pekniecia juz w trakcie inkubacji. W materiatach polimerowych
wzbogaconych w zwigzki polifenolowe pekniecia byty obecne na powierzchni AS, natomiast

na powierzchni GS pojawiaty sie pory. Po trzymiesiecznej inkubacji na powierzchni AS
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wszystkich folii PLGA zaobserwowano gesta sie¢ peknie¢, przy czym folia PLGA/4.5PPh

wydawata sie najbardziej uszkodzona.

Warstwa bogata w wapn (Ca) ifosfor (P) pokrywata zaré6wno powierzchnie AS, jak i GS
kompozytow PCL-A2 oraz PLGA-A2. W trakcie inkubacji obserwowano stopniowg zmiane jej
morfologii od form stabo rozwinietych do dobrze skrystalizowanych, przy czym tempo zmian
réznito sie wzaleznosci od rodzaju materiatu i badanej powierzchni. Proces przebiegat
szybciej na powierzchni AS, w materiatach zawierajacych zwigzki polifenolowe oraz w foliach
PLGA-A2. Na powierzchni AS folii PCL-A2 kuliste krysztaty fosforanu wapnia (CaP) pojawity
sie dopiero po 12 miesigcach, natomiast w kompozytach PCL-A2/PPh juz wcze$niej
uformowata sie stabo rozwinieta morfologia igietkowata. W foliach PLGA-A2 zaobserwowano
przejscie od morfologii o stabej krystaliczno$ci do morfologii igietkowatej, natomiast
w kompozytach PLGA-A2/PPh krysztaty przeksztatcaty sie z form igietkowatych w dobrze
rozwiniete formy ptytkowe. Po zakoniczeniu inkubacji obie powierzchnie wszystkich folii
wykazywaty obecnos$¢ sodu (Na) i chloru (Cl), zwidocznymi pojedynczymi wytragceniami
NacCl.

5.2.2. ZMIANA MASY
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Fig. 35. Utrata masy materiatéw podczas inkubacji w PBS.

W celu oceny wptywu zawarto$ci zwigzkdw polifenolowych (PPh) na szybko$¢ degradacji
materiatéw polimerowych i kompozytowych, przeprowadzono analize ubytku masy prébek

inkubowanych w roztworze PBS. Wyniki przedstawiono na rysunku (Fig. 35), uwzgledniajac
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procentowy ubytek masy dla materiatbw na bazie poli(e-kaprolaktonu) (PCL) oraz

kopolimeru laktydu i glikolidu (PLGA).

Folia PCL wykazywata systematyczny, niewielki wzrost masy przez caty okres inkubacji.
W przypadku folii PCL zmodyfikowanych polifenolami, masa wzrastata jedynie w pierwszych
sze$ciu miesigcach inkubacji, a po dwunastu miesigcach zaobserwowano niewielki ubytek
masy. Co istotne, zwiekszone stezenie zwigzkéw polifenolowych w foliach polimerowych
prowadzito do szybszej redukcji masy, co sugeruje, Ze obecnos$¢ polifenoli przyspiesza

degradacje materiatu.

Zrozumienie tego zagadnienia moze wymagaé¢ uwzglednienia réznych wspoétdziatajacych
mechanizmow. W poprzednich rozdziatach przedstawiono i szczegétowo oméwiono wyniki
badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy, ktére wykazaty poprawe zwilzalnosci
zarobwno materiatéw polimerowych, jak ikompozytowych po wprowadzeniu zwigzkéw
polifenolowych. W literaturze mozna znalez¢ liczne doniesienia wskazujgce, Ze obecno$¢
hydrofilowych substancji aktywnych w materiale sprzyja intensywniejszemu wnikaniu wody
do jego wnetrza. Te same opracowania sugerujg rowniez, ze zwigzki o charakterze
kwasowym moga katalizowa¢ rozpad wigzan estrowych - identycznych ztymi, ktore
wystepuja w gtéwnym tancuchu polimerowym PCL - co pozwala przypuszczaé, ze
analogiczny mechanizm moze zachodzi¢ takze w przypadku analizowanych materiatow.
Zjawisko to wigzane jest zobecnoS$cig pier§cienia aromatycznego oraz atomu wodoru
w grupie hydroksylowej czasteczki fenolowej, co nadaje zwigzkom polifenolowym

wtasciwosci stabych kwasow.

Innym mozliwym czynnikiem wyja$niajgcym przyspieszong degradacje folii polimerowych
zawierajacych polifenole jest ich zachowanie jako naturalnych plastyfikatoréow, co zostato
zaobserwowane wramach niniejszych badan. Wprowadzenie polifenoli do osnowy
polimerowej moze prowadzi¢ do ostabienia oddzialywan miedzytancuchowych, zwiekszajac
mobilno$¢ tancuchéw polimerowych i utatwiajac ich wzajemne przemieszczanie sie. Taki
efekt sprzyja wnikaniu wody do materiatu i moze przyspieszaé jego degradacje. Dodatkowo,
analiza morfologii powierzchni prébek przeprowadzona metodg skaningowej mikroskopii
elektronowej (SEM), zaprezentowana w rozdziale 4.1, wykazata wzrost porowatosci
materiatow wraz ze zwiekszaniem udziatu zwigzkéw polifenolowych. Obecnos¢ poréw moze
réwniez sprzyja¢ wnikaniu wody do wnetrza prébki, co moze dodatkowo intensyfikowaé

proces degradaciji.
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Kompozyty PCL-A2 wykazywaty wzrost masy w ciggu pierwszych trzech miesiecy inkubacji,
po czym nastgpita redukcja masy, szczeg6lnie intensywna w okresie od trzeciego do szdstego
miesigca. Spadek masy w przypadku tych materiatow byt znacznie wiekszy niz w przypadku
folii polimerowych, co wskazuje na znaczacy wpltyw dodatku czastek bioaktywnego szkta na
przyspieszenie procesu degradacji. Ponadto, stezenie zwigzkéw polifenolowych

w kompozytach PCL-A2 miato bezposredni wptyw na intensyfikacje ubytku masy.

Mechanizm tego zjawiska mozna wigza¢ z przerwaniem ciaggtos$ci osnowy polimerowej przez
hydrofilowa faze nieorganiczng, co prowadzi do powstawania mikroszczelin i obszaréow
o zwiekszonej dostepnosci dla wody. Zwiekszona hydrofilowo$¢ kompozytu oraz lokalne
zmiany pH wywotane rozpuszczaniem sie czastek szklta moga sprzyjac katalizie zasadowej
wigzan estrowych. Cho¢ roztwér buforowy utrzymuje stabilne pH, lokalnie - w bezpos$rednim
otoczeniu czastek szkta - moze dochodzi¢ do alkalizacji Srodowiska inkubacyjnego, co moze

dodatkowo intensyfikowac proces degradaciji.

Materialy polimerowe na bazie PLGA wykazywaty znacznie wiekszy ubytek masy
w poréwnaniu do folii na bazie poli(e-kaprolakton). Folie PLGA wzbogacone w polifenole
charakteryzowaly sie znacznie wyzszg utrat3 masy w poréwnaniu do materiatow
niemodyfikowanych. Wyzsze stezenie polifenoli w foliach PLGA prowadzito do wiekszej

redukcji masy, co sugeruje, Ze polifenole przyspieszaja proces degradacji tych materiatéw.

PLGA, ze wzgledu na swojg strukture amorficzng i obecno$¢ hydrofilowych jednostek
glikolidu, degraduje znacznie szybciej niz PCL, generujac produkty o charakterze kwasnym,
ktére sprzyjaja lokalnej autokatalizie. Zwigzki polifenolowe - poprzez mechanizmy

wspomniane wcze$niej - dodatkowo intensyfikuja proces degradacji.

Interesujgce wyniki uzyskano w przypadku kompozytéw PLGA-A2, w ktérych obecnos$¢ BG
prowadzita do obniZenia tempa degradacji. Redukcja ubytku masy moze by¢ zwigzana
z neutralizacja kwasnych produktéw rozktadu przez jony wapniowe uwalniane z BG oraz
formowaniem sie na powierzchni prébek warstwy fosforanu wapnia (CaP). Obecno$¢ tej
warstwy moze ogranicza¢ dyfuzje wody idziata¢ jako fizyczna bariera spowalniajgca
degradacje. Co wiecej, grubsza i bardziej jednorodna warstwa CaP byla obserwowana na
powierzchni prébek zawierajagcych PPh, co wskazuje na potencjalng role grup
hydroksylowych jako miejsc nukleacji fosforanu wapnia. Cho¢ PPh intensyfikujg degradacje
PLGA poprzez zwiekszenie hydrofilowosci i katalize kwasowg, obecnos¢ BG moze cze$ciowo

kompensowac te efekty, spowalniajac przebieg proceséw degradacyjnych.
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Fig. 36. Spadek wagowo sSredniej masy czqsteczkowej Mw materiatéw podczas inkubacji.

Wplyw zwigzkoéw polifenolowych oraz czastek bioaktywnego szkta na proces degradacji
materiatléw znajduje potwierdzenie réwniez w zmianach wagowo $redniej masy
czasteczkowej (Mw) folii podczas inkubacji. Zaobserwowano, Ze masa czasteczkowa
wszystkich badanych materialéw systematycznie malata w trakcie trwania eksperymentu.
Jednakze folie na bazie PLGA wykazywaty znacznie wiekszy spadek Mw w poréwnaniu do

folii na bazie PCL.

W grupie materiatéw opartych na PCL najwiekszy wptyw na redukcje Mw miala obecnos¢
zwigzkow polifenolowych. Zaréwno folie PCL/4.5PPh, jak i PCL-A2/4.5PPh wykazywaty
podobny profil zmian Mw, obejmujacy znacznie wiekszy spadek w poréwnaniu do folii
niewzbogaconych (PCL iPCL-A2). Wprowadzenie czastek BG do folii bez dodatku PPh
skutkowato nieco wiekszym spadkiem Mw we wszystkich analizowanych punktach

czasowych. W przypadku filméw PCL zaobserwowano trzy etapy degradacji:
1. Faza poczatkowa (0-3 miesiac): gwattowny iszybki spadek Mw, szczegdlnie
wyrazny w materiatach zawierajgcych PPh,

2. Faza przejSciowa (3-6 miesiac): wolniejszy spadek Mw w przypadku folii
zawierajacych PPh lub stabilny, umiarkowany spadek w materiatach bez PPh,
3. Faza pdzna (po 6 miesigcu): ponowne przyspieszenie degradacji, widoczne we

wszystkich probkach, lecz najbardziej intensywny w obecnos$ci zwigzkow

fenolowych.
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W materiatach na bazie PLGA, spadek Mw byt znacznie bardziej intensywny niz w przypadku
PCL, co potwierdza ich wyzsza podatno$¢ na degradacje w wyniku hydrolizy wigzan
estrowych. Tutaj dominujgcy wplyw miata zaréwno obecno$¢ PPh, jaki czastek BG, przy czym
folie polimerowe (PLGA i PLGA/4.5PPh) ulegaty szybszej degradacji niz ich kompozytowe
odpowiedniki (PLGA-A2 i PLGA-A2/4.5PPh). Mimo Ze czastki bioaktywnego szkta réwniez
odgrywaty istotng role w spowolnieniu procesu degradacji, to wplyw zwigzkow
polifenolowych powodowat wzrost redukcji Sredniej masy czasteczkowej materiatéw. Dla

grupy PLGA wyrdzniono dwa gtéwne etapy degradacji:

1. Faza poczatkowa (do 2 tygodnia): gwattowny iszybki spadek Mw, szczeg6lnie

intensywny w materiatach polimerowych z dodatkiem PPh,

2. Faza przejsciowa (1-2 miesiac): wolniejszy ibardziej stabilny spadek Mw,
obserwowany w catej grupie materiatéw na bazie PLGA, niezaleznie od obecnosci BG

lub PPh.

Zaobserwowane zmiany masy czasteczkowej sa zgodne z wynikami przedstawionymi
w poprzednim rozdziale i potwierdzaja wcze$niejsze obserwacje dotyczgce wtasciwosci
fizykochemicznych badanych materiatéw. Mechanizmy prowadzace do degradacji
w obecnos$ci zwigzkéw polifenolowych oraz ceramicznej fazy modyfikujacej moga
obejmowac polepszong zwilzalnos¢ powierzchni, hydrolityczng katalize wigzan estrowych
inicjowang zwigzkami polifenolowymi, dziatanie plastyfikujace tych zwigzkéw, a takze
wzrost porowatosci oraz lokalne zmiany pH wywotane obecnos$cia czastek bioaktywnego

szkla. Te synergiczne efekty przyspieszajg proces degradacji hydrolityczne;j.
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5.2.3. ZMIANA KRYSTALICZNOSCI | ENTALPII TOPNIENIA
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Fig. 37 Zmiany krystalicznosci (Axc) i entalpii topnienia (AHm) materiatow w trakcie inkubacji.

Analiza zmian krystaliczno$ci (xc) ientalpii topnienia (Hm) wykazata istotny wplyw

obecnosci zwigzkow polifenolowych na wiasciwos$ci termiczne folii polimerowych na bazie
PCL i PLGA podczas inkubacji w roztworze PBS. Folie polimerowe i kompozytowe oparte na
PCL pozbawione dodatku PPh, charakteryzowaly sie zbliZonym przebiegiem zmian
krystalicznoSci w czasie. Wprowadzenie najnizszego stezenia zwigzkow polifenolowych
(PCL/1.5PPh) nie wywotato zauwazalnych réznic w stosunku do folii polimerowych nie
wzbogaconych ekstraktem. Natomiast przy najwyzszym stezeniu PPh w osnowie PCL
zaobserwowano wyrazny wzrost krystaliczno$ci, szczeg6lnie w poczatkowym okresie

inkubacji.

W przypadku kompozytéw PCL-A2 tendencja byta jeszcze bardziej wyrazna - im wieksze
stezenie zwigzkow polifenoli w materiale, tym silniejszy wzrost krystaliczno$ci. Warto
podkresli¢, Zze wszystkie folie zawierajace zwigzki polifenolowe (z wyjatkiem PCL/1.5PPh)
wykazywaty gwattowng zmiane Kkrystaliczno$ci juz w ciagu pierwszych trzech miesiecy, po

czym tempo wzrostu wyraznie spadato.

W przypadku folii na bazie PLGA, zar6wno obecno$¢ zwigzkdw polifenolowych, jak i dodatek
czastek bioaktywnego szkla wywieraty istotny wptyw na zmiany entalpii topnienia podczas
inkubacji. Materialy polimerowe (PLGA iPLGA/4.5PPh) wykazywatly znacznie wiekszy
wzrost entalpii topnienia w poréwnaniu do ich kompozytowych odpowiednikéw (PLGA-
A2/4.5PPh). Najbardziej intensywne zmiany entalpii topnienia w probkach PLGA

obserwowano w ciggu pierwszych dwoéch tygodni inkubacji. Zwiekszajgca sie zawarto$¢
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zwigzkow polifenolowych prowadzita do przyspieszenia zmian entalpii topnienia, przy czym

efekt ten byt wyrazniejszy w foliach polimerowych niz w materiatach kompozytowych.

Cho¢ wzrost krystaliczno$ci i entalpii topnienia teoretycznie powinien ogranicza¢ podatnos¢
materiatéw na degradacje, w analizowanych prébkach nie zaobserwowano takiego efektu, co
sugeruje, ze dominujacy wplyw na przebieg proceséw degradacyjnych mogty mie¢ inne

mechanizmy oméwione we wcze$niejszych czesciach pracy.
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Fig. 38. Ubytek masy folii polimerowych do 600°C w zaleznosci od czasu inkubacji.

Badanie termograwimetryczne (TGA) przeprowadzono w celu oceny zmian masy folii
polimerowych na bazie PCL i PLGA przed oraz po ekspozycji na PBS. Analiza prowadzona do
temperatury 600 °C wykazala, Ze przed inkubacjg wszystkie probki - niezaleznie od sktadu -

ulegaty niemal catkowitemu rozktadowi termicznemu.

Po inkubacji zaobserwowano wyrazny spadek stopnia ubytku masy. Efekt ten byt szczegoélnie
widoczny w probkach PLGA/4.5PPh, gdzie stopniowo zmniejszajacy sie ubytek masy -
osiagajacy okoto 97% po dwodch miesigcach - moze $wiadczy¢ o wytracaniu sie NaCl na

powierzchni materiatu.

W przypadku kompozytéw zawierajgcych bioaktywne szkto (PCL-A2 i PLGA-A2), utrata masy
przed inkubacja wynosita okoto 70%, co odpowiada teoretycznej zawarto$ci fazy
nieorganicznej (30% wag.). Mniejsze warto$ci ubytku masy w przypadku kompozytéw moga
sugerowal tworzenie sie fazy mineralnej na powierzchni materiatéw, co jest zgodne
z wczesniejszymi wynikami krétkoterminowej inkubacji w SBF, oméwionymi w poprzednich

rozdziatach.
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5.2.4. ZMIANA PH ORAZ SKLADU PLYNU INKUBACYJNEGO
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Fig. 39. Zmiana pH oraz stezenia jonéw wapniowych, fosforanowych i krzemianowych w ptynie
inkubacyjnym.

Zmiany pH roztworu PBS w trakcie inkubacji folii przedstawiono na Fig. 39. Dla materiatow
polimerowych opartych na PCL wartosci pH pozostawaty stabilne i przez caty okres inkubacji
utrzymywaty sie w okolicach poziomu fizjologicznego (ok. 7,4). Odmienny charakter zmian
zaobserwowano w kompozytach zawierajgcych bioaktywne szkto (PCL-A2), gdzie juz
w pierwszym miesigcu inkubacji nastgpit wyrazny wzrost pH. W przypadku materiatow
zawierajacych wyzsze stezenia zwigzkéw polifenolowych poczatkowe wartosci pH byty
nizsze, a nastepnie stopniowo rosty, osiggajgc warto$¢ okoto 7,4 po dziesieciu miesigcach.

[130], [131].

Folie polimerowe na bazie PLGA charakteryzowaty sie stopniowym spadkiem pH roztworu
w trakcie inkubacji, przy czym najwieksze obnizenie odnotowano do drugiego miesigca. Efekt
zakwaszenia byt szczegdlnie wyrazny w probkach zawierajgcych wyzsze stezenia zwigzkow
polifenolowych, co moze mie¢ istotny wplyw na intensyfikacje procesu degradacji tych
materiatéw. W kompozytach PLGA-A2 poczatkowo zaobserwowano niewielki wzrost pH
w ciggu pierwszych dwdch tygodni inkubacji, jednak zmiana ta byta mniej intensywna niz
w przypadku kompozytéw PCL-A2. W kolejnych tygodniach nastepowat stopniowy spadek

pH, ktéry ustabilizowat sie na poziomie fizjologicznym okoto drugiego miesigca.

Wyniki analizy zmian stezen jonow fosforanowych (P), wapniowych (Ca) i krzemianowych
(Si) wroztworze buforowym PBS w trakcie okresu inkubacji zilustrowano na Fig. 39.
Poczatkowa faza inkubacji charakteryzowata sie znaczacym spadkiem stezenia jonéw

fosforanowych w ptynach inkubacyjnych wszystkich badanych folii kompozytowych, co moze
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wskazywac¢ na intensywne tworzenie sie warstwy fosforanowo-wapniowej (CaP) na ich
powierzchni. Rdwnolegle do obniZzenia stezenia fosforanu, obserwowano réwniez spadki
stezen jonow wapniowych ikrzemianowych, szczegélnie w pierwszym etapie inkubacji.
Takie zmiany moga $wiadczy¢é oréwnoczesnym uwalnianiu jondw wapniowych
z bioaktywnego szkta i ich zuzywaniu podczas formowania sie fazy CaP - proces ten, z jednej
strony, wyczerpuje jony z roztworu, a z drugiej ogranicza dalsze uwalnianie wapnia i krzemu
z materiatlu. Najwieksza redukcje stezenia jonow fosforanowych ikrzemianowych
odnotowano w przypadku folii kompozytowych PLGA-A2, gdzie koncowe stezenia byly
bliskie zeru, co wyraznie odr6znia je od kompozytéw na bazie PCL, w ktorych wartosci te byty
wyzsze. Zauwazono, ze wyzsze stezenie ekstraktu w materiale wigzato sie z wiekszym
spadkiem stezenia fosforanéw wroztworze - efekt ten byl szczegdlnie widoczny

w materiatach na bazie PLGA.

Szczegblne znaczenie majg wyniki dotyczace folii PCL/PPh i PLGA/PPh, ktére cho¢ nie
zawieraty bioaktywnej fazy modyfikujacej, wykazywaty zdolno$¢ do stopniowego obnizania
stezenia jonow fosforanowych, wapniowych i krzemianowych w roztworze. Moze to wynikac
z obecnosci grup hydroksylowych obecnych w PPh, ktére moga pelni¢ role miejsc nukleacji
dla warstwy CaP. Interakcje miedzy tymi grupami a jonami wapniowymi z roztworu mogty
sprzyja¢ krystalizacji fazy mineralnej na powierzchni materiatu. Zjawisko to mogto by¢
dodatkowo wspierane przez poprawiong zwilzalno$¢ i zwiekszong energie powierzchniowa
tych folii, szczegoélnie jej sktadowa polarng, co zostato szerzej zbadane i przeanalizowane
w poprzednich rozdziatach. Jednocze$nie, mimo ze PPh mogt przyspieszac inicjacje tworzenia
sie warstwy CaP, nie zaobserwowano, by miato to istotny wptyw na tempo degradacji samych

materialow.
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5.2.5. SPEKTROSKOPOWA ANALIZA ZMIAN POWIERZCHNI
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Fig. 40. Widma ATR-FTIR AS iGS folii polimerowych oraz kompozytowych na bazie PCL/PCL-A2
i PLGA/PLGA-A2 przed i po inkubacji w PBS.

140



Technikg spektroskopii ATR-FTIR przeprowadzono szczeg6towa analize strukturalng
powierzchni materiatéw (Fig. 40), dzieki czemu przesledzono zmiany zachodzace na niej
w trakcie inkubacji. Folie polimerowe na bazie poli(e-kaprolaktonie) (PCL) oraz poli(laktyd-
ko-glikolidu) (PLGA) nie wykazaly zadnych znaczacych zmian w widmach FTIR podczas

okresu inkubacji.

Analiza widm wszystkich badanych materiatéw kompozytowych wykazata pojawienie sie

1 oraz 910-1180 cm™. Pasma te sg przypisane

nowych pasm w zakresach 560-602 cm™
odpowiednio drganiom zgingjacym wigzan O-P-0 oraz drganiom rozciggajacym wigzan PO,
co jest charakterystyczne dla fosforan6w wapnia. Dodatkowo, zidentyfikowano stabe pasmo
przy 870 cm™, ktére mozna przypisa¢ drganiom rozciggajacym wigzan P-OH w jonach HPO42-
oraz trybom zginania poza ptaszczyzng wjonach CO32. Obecno$¢ tych pasm sugeruje
krystalizacje nanokrystalicznego, niestechiometrycznego apatytu, co potwierdza literatura

[132], [133].

Podczas inkubacji, zaobserwowano stopniowy wzrost intensywno$ci pasm
charakterystycznych dla apatytu oraz spadek intensywno$ci pasm przypisanych polimerom
PCL lub PLGA. Zjawisko to wskazuje na postepujacy proces formowania warstwy CaP na
powierzchni folii. Warto podkresli¢, ze zmiany te byly znacznie bardziej dynamiczne
w przypadku kompozytéw opartych na PLGA-A2 w pordwnaniu z foliami PCL-A2. Ponadto,
zaobserwowano, ze we wszystkich badanych materiatach kompozytowych wzrost stezenia

zwigzkow polifenolowych prowadzit do przyspieszenia procesu krystalizacji CaP.

Szczegdblnie znaczace zmiany zaobserwowano na gérnej powierzchni materiatéw (AS), co
potwierdza obserwacje inkubacji krétkoterminowej materiatéw w SBF opisane szerzej

w rozdziale 4.1.

Podsumowujgc, wzrost intensywnos$ci pasm charakterystycznych dla apatytu oraz
zmniejszenie intensywnosci pasm zwigzanych z polimerami PCL lub PLGA jednoznacznie
wskazywaly na postep w procesie krystalizacji CaP. Szczegélnie dynamiczne zmiany
zaobserwowano w kompozytach PLGA-A2 oraz na gdrnej powierzchni materialéw (AS).
Dodatkowo, znaczgcy wptyw na szybkos¢ formowania warstwy apatytowej miata obecno$¢
polifenoli. Wzrost stezenia PPh prowadzit do przyspieszenia procesu krystalizacji CaP, co

potwierdzaja obserwacje inkubacji krétkoterminowe;j.
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Fig. 41. Usrednione widma Ramana z odchyleniem standardowym powierzchni AS folii przed ipo
inkubacji w PBS.

Tworzenie sie warstwy fosforanu wapnia (CaP) na powierzchni AS kompozytéw na bazie PCL
i PLGA zostato potwierdzone na podstawie analizy Ramana (Fig. 41.). Po inkubacji prébek
w roztworze PBS w widmach uzyskanych dla tych materiatéw widoczne byto wyrazne pasmo
przy liczbie falowej 964 cm™, przypisywane drganiom rozciggajagcym wigzania P-
O w apatytowej warstwie.
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Obecnos¢ zwigzkéw polifenolowych w foliach polimerowych potwierdzaty pasma przy
liczbie falowej 1530 cm™ oraz w zakresie 1160-1220 cm™, ktére jednak zanikty po inkubacji,

co wskazuje na uwolnienie PPh z powierzchni materiatu [134], [135].

Dodatkowo, po trzymiesiecznej inkubacji folii na bazie PLGA w PBS, zaobserwowano zanik

1

pasm odpowiadajacych jednostkom glikolowym (840 cm™ 11020 cm™) w widmach

materiatéw wzbogaconych wzwigzki polifenolowe. Moze stanowi¢ to dodatkowe

potwierdzenie roli PPh w intensyfikacji degradacji tych materiatow [136].

5.2.6. WtASCIWOSCI MECHANICZNE
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Fig. 42. Zmiany modutu Younga i wytrzymatosci na rozciqgganie folii na bazie PCL podczas inkubacji
w PBS.
Materiaty na bazie PCL jako jedyne zachowaty wystarczajacg integralno$¢ przez caty okres

inkubacji, co umozliwito przeprowadzenie badan mechanicznych. W przeciwienstwie do
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nich, folie na bazie PLGA stawatly sie kruche i podatne na uszkodzenia mechaniczne, co

uniemozliwito ich dalsze badania w tym zakresie.

Zmiany modutu Younga oraz wytrzymatosci na rozcigganie folii na bazie PCL podczas
inkubacji w PBS zaprezentowano na Fig. 42. W analizowanych foliach polimerowych
z dodatkiem ekstraktu i bez niego zaobserwowano zblizony przebieg zmian obu parametréow.
Folie PCL miaty zblizony modut sprezystosci w czasie inkubacji, natomiast w przypadku
PCL/PPh odnotowano niewielki wzrost modutu Younga do okoto szdstego miesigca.
Zaobserwowane zwiekszenie warto$ci modutu Younga moze by¢ zwigzane ze wzrostem
krystalicznos$ci materiatu. Po dtuzszym czasie inkubacji, szczeg6lnie po dwunastu miesigcach,
zaro6wno w foliach PCL, jak i PCL/PPh, wartosci modutu Younga zaczety spadaé, co moze

$Swiadczy¢ o postepujacej degradacji materiatow.

Kompozyty PCL-A2 wykazywatly istotny wzrost sztywno$ci juz po trzech miesigcach
inkubacji, ktéry nastepnie systematycznie malat. Wzrost ten mozna wigza¢ z tworzeniem sie
na ich powierzchni warstwy fosforanowo-wapniowej (CaP), ktéra mogta tymczasowo

poprawia¢ wtasciwos$ci mechaniczne materiatu.

W zakresie wytrzymatos$ci na rozcigganie (cM) obserwowano wzrost wartos$ci do szostego
miesigca w przypadku folii polimerowych oraz do trzeciego miesigca w kompozytach, po
czym nastepowat systematyczny spadek wartosci tego parametru. W kompozytach obnizenie
parametréw mechanicznych nastepowato szybciej - juz po szesciu miesigcach, podczas gdy
w materiatach polimerowych zmiany te stawaty sie wieksze dopiero po roku inkubacji. Wraz
z wydtuzeniem czasu inkubacji obserwowany byt wiekszy spadek warto$ci wytrzymatosci na
rozcigganie, zwlaszcza w probkach z wyzszym stezeniem PPh. Zalezno$¢ ta byta zauwazalna
zaréwno dla folii polimerowych, jak i kompozytowych, co moze sugerowac, ze obecno$¢
zaréwno czastek bioaktywnego szkta, jak i zwigzkéw polifenolowych przyspieszata proces

degradacji materiatéw PCL.

PODSUMOWANIE

Uzyskane wyniki wskazujg, Ze modyfikacja polimeréw biodegradowalnych - poli(e-
kaprolaktonu) (PCL) oraz kopolimeru laktydu i glikolidu (PLGA) - poprzez wprowadzenie
czastek bioaktywnego szkta oraz zwigzkéw polifenolowych, wpltywa istotnie na przebieg ich

degradacji w warunkach dlugoterminowej inkubacji.

Obecnos¢ czastek bioaktywnego szkta wptyneta na przyspieszenie degradacji materiatéw

kompozytowych o osnowie PCL, natomiast w kompozytach o osnowie PLGA obserwowano
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efekt odwrotny - spowolnienie proceséw degradacyjnych. Zredukowany proces degradacji
kompozytéw o osnowie PLGA przypisuje sie formowaniu warstwy fosforanowo-wapniowe;j
na powierzchni materialu oraz uwalnianiu jondw zasadowych, co mogto ograniczac

autokatalityczne dziatanie grup karboksylowych PLGA.

Z kolei zwiazki polifenolowe, niezaleznie od rodzaju zastosowanej osnowy, przyczyniatly sie
do intensyfikacji procesu degradacji. Mechanizm ten prawdopodobnie wynikat
z jednoczesnego dziatania kilku czynnikéw, takich jak zwiekszona zwilZalno$¢ materiatu,
wzrost porowatosci, efekt plastyfikujacy zwigzkéw polifenolowych oraz udziat reakcji
katalizowanych kwasowo. Warto podkresli¢, ze w kompozytach o osnowie PLGA
zawierajacych zaré6wno bioaktywne szkto, jak i zwigzki polifenolowe, dominujgcy wptyw na

tempo degradacji przypisano obecno$ci fazy nieorganiczne;j.
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5.3. WtASCIWOSCI BIOLOGICZNE

Biomateriaty dedykowane do zastosowan w inzynierii tkankowej powinny charakteryzowac
sie nie tylko odpowiednimi witasciwosciami fizykochemicznymi, ale przede wszystkim
aktywnos$cig biologiczna, ukierunkowang na wspomaganie iprzyspieszenie procesow
regeneracyjnych. Rosnace oczekiwania wobec materiatéw do regeneracji tkanki kostnej
wynikaja z koniecznosci skutecznego leczenia ubytkéw powstalych na skutek urazéw,
resekcji nowotwordw, a takze w przypadkach, kiedy gojenie jest utrudnione przez obecnos$¢

stanu zapalnego lub infekcje.

Do kluczowych wiasciwosci biologicznych pozadanych w kontek$cie regeneracji tkanki
kostnej naleza: dziatanie osteogenne, przeciwzapalne, przeciwbakteryjne oraz -
w okreslonych przypadkach - aktywno$¢ przeciwnowotworowa. Takie kompleksowe
podejscie jest szczegdlnie istotne w sytuacjach klinicznych, gdzie infekcja bakteryjna badz
przewlekty stan zapalny moga znaczgco obnizy¢ efektywnos$¢ terapii oraz zwiekszy¢ ryzyko

powiktan [7].

Na szczeg6lng uwage zastuguja wlasciwosci przeciwnowotworowe, ktore zyskuja znaczenie
zwlaszcza w przypadku biomateriatéw stosowanych do odbudowy ubytkéw kostnych po
resekcjach onkologicznych. W takich przypadkach biomaterial powinien nie tylko
wspomagac regeneracje tkanki, ale takze przeciwdziata¢ ryzyku nawrotu choroby
nowotworowej [137]. Jest to szczegdlnie istotne w kontekScie kostniakomiesaka
(osteosarcoma) - zlosliwego nowotworu najczesciej diagnozowanego u dzieci i mtodych
dorostych, ktory stanowi jedno znajwiekszych wyzwan wspoélczesnej medycyny
regeneracyjnej tkanki kostnej. Pomimo stosowania intensywnej chemioterapii oraz
chirurgicznego usuniecia zmiany, rokowania dlugoterminowe sg nadal niekorzystne ze
wzgledu na wysoka czestos¢ nawrotéw i przerzutéow, gtéwnie do ptuc. Co wiecej, komorki
kostniakomiesaka wykazujga wysoka oporno$¢ na leki cytostatyczne, a ich leczenie wigze sie
z powaznymi dziataniami niepozgdanymi, wynikajagcymi zbraku selektywnosci
konwencjonalnych chemioterapeutykow [138], [139]. W $wietle tych ograniczen ro$nie
zapotrzebowanie na nowoczesne, wielofunkcyjne materialy implantacyjne, ktére nie tylko
stymulujg odbudowe tkanki kostnej, lecz réwniez wykazujg miejscowe, selektywne dziatanie

przeciwnowotworowe przy minimalnym wptywie na zdrowe komorki [137].

Literatura wskazuje, Ze ekstrakt z szatwii lekarskiej (Salvia officinalis L.), ktorym wzbogacone

zostaly materiaty badane w niniejszej pracy, stanowi cenne Zrddto naturalnych polifenoli
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o udokumentowanym dziataniu przeciwzapalnym, przeciwutleniajgcym, antybakteryjnym,

a takze przeciwnowotworowym [48], [55], [81].

W szczegblnosci wykazano wysokg aktywno$¢ biologiczng takich zwigzkéw jak kwas
rozmarynowy, Kkarnozol oraz kwas Kkarnozynowy wobec licznych linii komorek
nowotworowych, wtym takze komorek kostniakomiesaka. Jak donosza liczne badania,
polifenole te mogg hamowac¢ proliferacje i migracje komdrek nowotworowych, indukowa¢
apoptoze oraz zwieksza¢ wrazliwo$s¢ komoérek nowotworowych na klasyczne leki
cytostatyczne, przeciwdziatajac w ten sposéb mechanizmom opornosci. Ich kluczowa zaletg
jest wysoka selektywno$¢ dziatania - polifenole wykazuja minimalng toksyczno$¢ wobec
zdrowych komoérek, co czyni je obiecujacg alternatywa lub uzupetnieniem dla
konwencjonalnej chemioterapii, znanej zniskiej specyficznosci ilicznych dziatan

niepozadanych [140].

W niniejszym rozdziale przedstawiono wyniki badan biologicznych, majgcych na celu ocene

nastepujacych wtasciwos$ci materiatéw:

® Wilasciwosci osteogenne badano przy uzyciu prawidtowych ludzkich osteoblastéw
NHOst. Oceniano ekspresje kluczowych marker6w réznicowania osteoblastow,
takich jak fosfataza zasadowa (ALP), osteokalcyna (OC) oraz osteopontyna (OP),
ktére odpowiadaja za inicjacje i przebieg mineralizacji macierzy pozakomoérkowe;j

[109].

® Wlasciwosci przeciwzapalne analizowano przy uzyciu makrofagéw mysich linii
RAW 264.7, na podstawie poziomu wewnatrzkomdrkowej produkcji reaktywnych
form tlenu (ROS), stanowigcego wskaznik odpowiedzi zapalnej i stresu

oksydacyjnego.

® Wlasciwosci przeciwbakteryjne i antybiofilmowe okreslono na podstawie liczby
komérek bakterii Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus) i Gram-ujemnych

(Pseudomonas aeruginosa) przylegajacych do powierzchni materiatow.

® Wiasciwosci przeciwnowotworowe oceniono z wykorzystaniem komoérek
ludzkiego kostniakomiesaka (Saos-2). Analizie poddano wskazniki stresu
oksydacyjnego, zatrzymania cyklu komérkowego oraz aktywacji szlakow
apoptycznych, takie jak produkcja ROS, ekspresja GADD45G, fosforylacja CDK2 oraz
aktywnos$¢ kaspaz-3/7. Réwnocze$nie badania prowadzono dla prawidtowych

osteoblastéw ludzkich (NHOst).
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Do badan wykorzystano dwie grupy materiatow. Wtasciwosci osteogenne, przeciwzapalne
i antybakteryjne analizowano dla materiatéw na osnowie zPCL, modyfikowanych
bioaktywnym  szklem A2 otrzymanym metoda zol-zel. Zkolei aktywno$¢
przeciwnowotworowa zostata oceniona dla materiatdbw na bazie PCL, w ktérych faza
modyfikujaca byty czastki bioaktywnego szkta wytworzonego trzema réznymi metodami:

topienia, technika zol-zel oraz zol-zel-EISA.

5.3.1. PRZYGOTOWANIE MATERIALOW | TECHNIKI BADAN

BADANIA WEASCIWOSCI ANTYBAKTERYINYCH

W celu zbadania wpltywu badanych materiatéw na rozwoj kolonii bakterii wykorzystano
szczepy gronkowca ztocistego (Staphylococcus aureus, DSM 24167, DSMZ-German Collection
of Microorganisms and Cell Cultures GmbH, Braunschweig, Niemcy) i pateczki ropy btekitnej
(Pseudomonas aeruginosa, ATCC 27853, American Type Culture Collection, Manassas,
Virginia, USA). Posiewy inkubowano przez 18 godzin w 37°C w pozywce BD Tryptic Soy Broth
(TSB, Becton, Dickinson and Company, Heidelberg, Niemcy). Zawiesine komdrek
bakteryjnych przygotowano i oczyszczono zresztek pozywki poprzez zebranie kolonii,
odwirowanie (13,4 obr./min. przez 5 min.), trzykrotne przemycie sterylnym roztworem soli
fizjologicznej (0,9% NaCl) i rozcieficzenie do stezenia 10¢ jednostek tworzacych kolonie (jtk,
ang. colony-forming unit, CFU) na mililitr roztworu. Nastepnie umieszczono po 1 ml
zawiesiny bakteryjnej na dotek w 24-dotkowej jatowej testowej ptytki hodowlanej, gdzie
wprowadzono po jednej préobce na dotek. Dno dotkéw ptytki stanowito kontrole. Po 4
godzinach prébki wyciaggnieto iusunieto zich powierzchni niezaadherowane bakterie
poprzez trzykrotne delikatne przemycie sterylnym roztworem soli fizjologicznej. Nastepnie
umieszczono probki materiatéw w dotkach nowej jatowej ptytce tego samego rodzaju i zmyto
przytwierdzone bakterie zich powierzchni do wnetrza dotkéw poprzez przeptukanie
jalowym roztworem 0,9% NaCl. Otrzymane zawiesiny rozcieficzano w jatowym roztworze
soli fizjologicznej w stosunkach 1:10, 1:100, 1:1000 i przeniesiono po 100 pl kazdego
roztworu na podtoze hodowlane. Jako pozywke wykorzystano standardowe podtoze Mueller-
Hinton Agar. Inkubacje tlenowa prowadzono przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Wyniki
wyrazono w CFU/cm?, oznaczajac tym samym ilo$¢ bakterii adherentnych. W ramach
kazdego doswiadczenia inkubacje przeprowadzono w trzech powtérzeniach. Wyniki

przedstawiono jako $rednie wartosSci wraz z odchyleniami standardowymi (SD).
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Materiaty do badan komérkowych zostaty przygotowane w sposéb przedstawiony uprzednio
(Rozdzial 4). Nastepnie obie powierzchnie folii poddano sterylizacji $wiatem UV-C przez 15
min na kazdej stronie. Materiaty, w postaci krazkéw o $rednicy 12 mm, zostaty umieszczone
w 48-dotkowych ptytkach hodowlanych (Nunc™, Dania). W celu stabilizacji materiatéw na
dnie dotka hodowlanego zastosowano wktadki z ultraczystego szkla krzemionkowego
(Continental Trade, Polska). Dotki nie zawierajace probek materialu stanowity kontrole.

Komoérki zostaty wysiane na powierzchni GS materiatow.

BADANIA WEASCIWOSCI OSTEOGENNYCH

Osteogennos$¢ otrzymanych materiatéw oceniono zwykorzystaniem prawidtowych
osteoblastéw ludzkich (Lonza, Bazylea, Szwajcaria) hodowanych w pozywce OGM BulletKit
tego samego producenta. Poza 10% FBS, pozywka ta skladata sie z0,1% kwasu
askorbinowego, 0,1% mieszaniny antybiotykéw GA-1000, (gentamycyna, amfoterycyna B.).
Hodowle prowadzono przy zageszczeniu 1,5%10% komérek na mililitr. Kazdg z prébek
wzbogacono dodatkowo o czynnik wzrostu w OGM Diff. SingleQuot tego samego producenta.
Analizowano stezenie fosfatazy alkalicznej (ang. alkaline phosphatase, ALP), osteokalcyny
(ang. osteocalcin, OC) i osteopontyny (ang. osteopontin, OP) po 7, 14 i 28 dniach hodowli. Dla
oceny aktywnosci ALP przeprowadzono pomiary fluorescencji wartos$ciach (wzbudzenie 360
nm/emisja 440 nm) po 1-godzinnej inkubacji lizatu z odczynnikiem 4-MUP (Sigma-Aldrich,
Burlington, Massachusetts, USA) za pomoca czytnika ptytek POLARstar Omega (BMG Labtech,
Ortenberg, Niemcy). Dla OC iOP zastosowano odpowiednio zestawy testowe Human
Osteocalcin ELISA Kit and Human Osteopontin ELISA Kit (Assay Genie, Dublin, Ireland).
Wszystkie wyniki zostaty znormalizowane w odniesieniu do liczby komoérek ocenionej przy
uzyciu testow z wykorzystaniem ToxiLight BioAssay Kit i ToxiLight 100% Lysis Reagent Set
(Lonza, Bazylea, Szwajcaria). Wszystkie analizy przeprowadzono w 8 powtdrzeniach

i przedstawiono wraz z odchyleniem standardowym (SD).

BADANIA WEASCIWOSCI PRZECIWZAPALNYCH

Zbadaniu przeciwzapalnych wtasciwosci omawianych materiatéw postuzyta linia
komérkowa mysich makrofagéw RAW 264.7 (American Type Culture Collection, Manassas,
Virginia, USA). Komorki byty hodowane w pozywce DMEM w zageszczeniu 5*104 komoérek na
mililitr. Pomiaru wewnatrzkomdrkowej zawartosci reaktywnych form tlenu (ang. reactive
oxygen species, ROS) dokonano po 1 i3 dniach od rozpoczecia hodowli. W tym celu
przeptukano komérki roztworem buforowanej soli fizjologicznej (ang. phosphate-buffered
saline, PBS) iinkubowano w inkubatorze przez 30 min z wykorzystaniem 400ul 10-puM
odczynnika dioctanu 2’,7’- dichlorodihydrofluorescyny (ang. 2,7-dichlorodihydrofluorescein
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diacetate, DCFH-DA; Sigma-Aldrich, Burlington, Massachusetts, USA). Pomiaréw fluorescencji
(wzbudzenie 485 nm/emisja 520 nm) dokonano za pomocg czytnika POLARstar Omega (BMG
Labtech, Ortenberg, Niemcy). Podobnie jak w przypadku uprzednich pomiaréw, kazda z grup
badanych sktadata sie z8 prdbek, dla ktérych wyniki u$redniono ipodano odchylenia
standardowe (SD).

BADANIA WEASCIWOSCI ANTYNOWOTWOROWYCH

Do badan witasciwosci antynowotworowych wykorzystano komoérki ludzkiego
kostniakomiesaka Saos-2 (American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, USA).
Réwnocze$nie prowadzono badania dla prawidtowych osteoblastéw ludzkich (NHOst).
Hodowle prowadzono w inkubatorze Heracell (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) w temperaturze 37°C, w wilgotnej atmosferze z dodatkiem 5% COs..
Osteoblasty hodowano na pozywce OBM Basal Medium (Lonza, Bazylea, Szwajcaria),
zawierajacej 10% FBS. Komoérki SaoS-2 hodowano na zmodyfikowanej pozywce McCoy's 5A
(Grand Island Biological Company, GIBCO, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA) z dodatkiem 10% FBS. W przypadku obu rodzajéw komoérek na materiaty wysiano po
okoto 50 tys. komorek. Jalowe testowe ptytki hodowlane z komdrkami umieszczono
w inkubatorze Heracell w temperaturze 37°C, w wilgotnej atmosferze z dodatkiem 5% CO..

Testy przeprowadzono po 24 godzinach, 3 dniach i 5 dniach od rozpoczecia hodowli.

ANALIZA STATYSTYCZNA
Do analizy wynikéw zastosowano jednoczynnikowa analize wariancji (ANOVA) z testem
post-hoc Duncana, przeprowadzong przy uzyciu oprogramowania Statistica 13 (StatSoft,

USA). Za statystycznie istotne uznawano réznice przy poziomie istotnosci p < 0,05.

5.3.2. WYNIKI BADAN | WNIOSKI

Wstepne analizy biologiczne, szczeg6towo opisane w rozdziale 4.1, wykazaty, ze dodatek
zwigzkow polifenolowych wptywa na aktywno$¢ metaboliczng fibroblastow oraz
cytotoksyczno$¢ analizowanych materiatow. Stwierdzono, ze wzrost zawartosci polifenoli
korelowat ze zwiekszong cytotoksycznoscig materiatéw polimerowych i kompozytowych, co
wskazuje na zaleznos$¢ efektu biologicznego od stezenia zastosowanego dodatku. Materiaty
wzbogacone o najnizsze iloSci zwigzkow polifenolowych nie wykazywaty dziatania
cytotoksycznego, dlatego tez zostaty wyselekcjonowane do dalszych badan in vitro. Wyzsze
stezenia zwigzkéw polifenolowych, ze wzgledu na podwyzszona cytotoksyczno$¢, zostaty

wykorzystane wylacznie w badaniach wtasciwos$ci antybakteryjnych.
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5.3.2.1. WtASCIWOSCI ANTYBAKTERYJINE

W badaniu oceniano wtasciwosci przeciwbakteryjne materiatdw wobec dwoéch typow
bakterii: Gram-dodatniego Staphylococcus aureus (bakterie z grupy ziarenkowcow) i Gram-
ujemnego Pseudomonas aeruginosa (bakterie z grupy pateczek), rézniacych sie morfologia
oraz budowa $ciany komorkowej. Wskaznik przezywalnosci tych bakterii po inkubacji
z badanymi materiatami oraz obrazy SEM przedstawiajace S. aureus i P. aeruginosa na
powierzchniach folii PCL/4.5PPh oraz PCL-A2/4.5PPh zaprezentowane s3 na Fig. 43
(str.140/141).

S. qureus S. aeruginosa
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Fig. 43. Wskaznik przezywalnosci S. aureus i P. aeruginosa po inkubacji z badanymi materiatami oraz
obrazy SEM przedstawiajqce S. aureus i P. aeruginosa na powierzchniach folii PCL/4.5PPh oraz PCL-
A2/4.5PPh. Roznice istotne statystycznie (p < 0,05) miedzy badanymi prébkami a grupqg kontrolng
oznaczono za pomocq kolejnych matych liter. Prébki oznaczone réznymi literami rézniq sie od siebie
W sposob statystycznie istotny.

Najwieksza skuteczno$¢ bakteriostatyczng wykazaty folie polimerowe ikompozytowe
wzbogacone wzwigzki polifenolowe (PCL/4.5PPh oraz PCL-A2/4.5PPh) - liczba

przezywajacych komorek S. aureus spadia wich przypadku nawet o dwa rzedy wielkosci
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wzgledem probki kontrolnej, a P. aeruginosa - o jeden rzad wielko$ci. Cho¢ inne badane
materiaty nie wzbogacone zwigzkami polifenolowymi réwniez wykazywaly dziatanie
ograniczajace wzrost bakterii, ich skuteczno$¢ byta nizsza. Obserwacje mikroskopowe (SEM)
potwierdzily réznice w interakcjach bakterii z powierzchnig materiatéw. Na powierzchni folii
PCL/4.5PPh obserwowano formowanie skupisk komoérek bakteryjnych, z widocznymi
uszkodzeniami czes$ci z nich. Z kolei powierzchnia PCL-A2/4.5PPh wykazywata bardziej
réwnomierne rozmieszczenie komorek, przy czym liczne bakterie cechowaty sie naruszona
integralnoscig §ciany komorkowej, co zostato zaznaczone biatymi strzatkami na obrazach

SEM.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze dodatek zwigzkéw polifenolowych w materiatach prowadzi do
istotnego ograniczenia zaréwno adhezji, jak iprzezywalnosci patogenéw. Efekt ten
najprawdopodobniej wynika z potaczenia oddziatywan fizycznych powierzchni materiatéw

z komorkami bakteryjnymi i dziataniem bakteriostatycznym polifenoli.

Dane literaturowe wskazuja, ze zaréwno zwigzki polifenolowe (PPh), jak i bioaktywne szkto
(BG) moga wykazywa¢ wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, przy czym réznig sie
mechanizmami  dziatania. W przypadku zwigzkéw  polifenolowych, aktywnos$¢
przeciwdrobnoustrojowa przypisywana jest gtdwnie obecnosci grup hydroksylowych,
ktérych liczba, rozmieszczenie oraz struktura szkieletu czasteczki warunkujg zdolno$¢ do
interakcji z btong komérkowa mikroorganizméw [140]. Natomiast czgstki bioaktywnego
szkla wykazujg dziatanie antybakteryjne gtdwnie poprzez uwalnianie jondw, takich jak jony
wapniowe, co prowadzi do podwyzszenia pH $rodowiska, zmian ciSnienia osmotycznego oraz
zaburzen potencjalu btony komoérkowej bakterii [141]. Mozna przypuszczaé, ze
w kompozytach PCL-A2 wzbogaconych w PPh jednocze$nie obecno$¢ obu sktadnikow
przyczynia sie do zwiekszenia skutecznosci przeciwdrobnoustrojowej. Niewykluczone, ze
oddziatywania pomiedzy BG aPPh dodatkowo wptywajg na dostepno$¢ grup

hydroksylowych, modyfikujgc tym samym aktywnos$¢ biologiczng materiatu.

5.3.2.2. WtASCIWOSCI OSTEOGENNE

Roéznicowanie osteoblastow w bezposrednim kontakcie z materiatami oceniano na podstawie
ekspresji markerow charakterystycznych dla procesu kos$ciotworzenia: fosfatazy alkalicznej

(ALP), osteopontyny (OPN) oraz osteokalcyny (OC). Wyniki przedstawiono na Fig. 44.
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Fig.44. Odpowiedz NHOst: aktywnos¢ fosfatazy zasadowej (ALP). Istotne statystycznie réznice (p < 0,05)
pomiedzy materiatami a kontrolg po 7-, 14- i 28-dniowym okresie hodowli komdérkowej oznaczono
odpowiednio matymi literami taciniskimi, wielkimi literami taciriskimi oraz literami greckimi. Rozne litery
oznaczajq istotne statystycznie roznice.
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Fig. 45. OdpowiedZ NHOst: ekspresja osteokalcyny (OC). Istotne statystycznie réZnice (p < 0,05) pomiedzy
materiatami a kontrolg po 7-, 14- i 28-dniowym okresie hodowli komdrkowej oznaczono odpowiednio
matymi literami taciniskimi, wielkimi literami taciriskimi oraz literami greckimi. Rézne litery oznaczajq
istotne statystycznie réznice.
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Fig. 46. Odpowiedz NHOst: ekspresja osteopontyny (OP).Istotne statystycznie réznice (p < 0,05) pomiedzy
materiatami a kontrolg po 7-, 14- i 28-dniowym okresie hodowli komdérkowej oznaczono odpowiednio
matymi literami taciriskimi, wielkimi literami taciriskimi oraz literami greckimi. Rézne litery oznaczajq
istotne statystycznie réznice.

Przeprowadzone badania wykazaly, Ze materialy wzbogacone w zwigzki polifenolowe,
w szczeg6lnosci kompozyty modyfikowane czastkami bioaktywnego szkla, wykazuja
potencjat w stymulowaniu réznicowania osteoblastéw. Po 7 dniach, komoérki hodowane
w bezposrednim kontakcie z materiatami zawierajgcymi polifenole, charakteryzowaty sie
znacznie wyzszg aktywno$cia fosfatazy zasadowej (ALP) — enzymu uznawanego za wczesny
marker osteogenezy — w poréwnaniu do komérek hodowanych na powierzchni folii PCL,
kompozytu PCL-A2 oraz powierzchni kontrolnej. Pomimo obnizZenia poziomu aktywnoSci
ALP w pdzniejszych punktach czasowych (14. 1 28. dzief hodowli), w przypadku kompozytu
PCL-A2/1.5PPh warto$¢ tego parametru pozostawata najwyzsza sposroéd analizowanych
grup réwniez po 28 dniach. Jednocze$nie ekspresja pdéznych markeréw roznicowania
osteoblastdw, takich jak osteokalcyna (OC) i osteopontyna (OP), systematycznie rosta, co
$wiadczyto o postepujacym procesie réznicowania. Po 28 dniach najwyzsze wartosci tych
markerow osiggnat materiat kompozytowy wzbogaconych zwigzkami polifenolowymi (PCL-
A2/1.5PPh), co moze potwierdza¢ jego najwyzszg skuteczno$¢ w stymulowaniu
réznicowania osteoblastow. Wyniki te sugeruja, ze dodatek zwigzkéw polifenolowych
i bioaktywnego szkla moze potencjalnie wptywaé korzystnie na proces terminalnego
réznicowania osteoblastéw - ekspresji sktadnikow macierzy zewnatrzkomdérkowej oraz jej

mineralizacje.
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Otrzymane rezultaty znajdujg potwierdzenie w literaturze. Rojasawasthien et al. (2021)
wykazali, Ze polifenole roslinnego pochodzenia, na przyktad zwigzki wyizolowane z fasoli
Vigna angularis, promujg réznicowanie komorek linii osteoblastycznych poprzez zwiekszenie
aktywnosci ALP oraz ekspresji gendw osteogennych, takich jak RunxZ2 i Osterix [142]. Autorzy
sugeruja, Ze mechanizm ten moze by¢ zwigzany z aktywacja szlakéw sygnalizacyjnych Wnt,
BMP oraz IGF, jak réwniez z modulacja receptoréw estrogenowych. Zblizone obserwacje
przedstawity Marie-Noélle Horcajada i Elizabeth A. Offord (2012), wskazujac, ze zwigzki
polifenolowe oddziatujg na metabolizm ko$ci poprzez angazowanie ztozonych sieci szlakow
sygnalizacyjnych anabolicznych, takich jak szlaki BMP oraz szlaki zalezne od receptoréw

estrogenowych [143].

5.3.2.3. WtASCIWOSCI PRZECIWZAPALNE

Jednym z istotnych elementéw odpowiedzi zapalnej na material implantacyjny jest produkcja
reaktywnych form tlenu (ROS) przez makrofagi. Ponizej przedstawiono wyniki stezenia
poziomu ROS wkomérkach RAW 264.7 hodowanych na badanych materiatach bez

i z dodatkiem ekstraktu z szatwii lekarskiej bogatego w zwigzki polifenolowe.

1 B 1 dzien
{ B 3 dni e d

Fig. 47. Odpowiedz makrofagow RAW 264.7: wewngqtrzkomdrkowa produkcja reaktywnych form tlenu
(ROS). Statystycznie istotne réznice (p < 0,05) miedzy badanymi materiatami a kontrolg po 1- i3-
dniowych okresach hodowli komérek sq zaznaczone odpowiednio kolejnymi matymi i wielkimi literami.
Rézne litery wskazujq na statystycznie istotne réZnice.

Wyniki badan wykazaty, ze materialy niezawierajace zwigzkéw polifenolowych (PPh), takie
jak PCL iPCL-A2, stymulowaly produkcje reaktywnych form tlenu (ROS) w komérkach
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makrofagéw, co jest typowa odpowiedzig zapalng na ciato obce. Natomiast obecnos$¢
zwigzkéw polifenolowych w materiatach (PCL/1.5PPh i PCL-A2/1.5PPh) istotnie obnizata
poziom ROSjuz po 3 dniach hodowli, a po dtuzszym czasie (7 dni) ich poziom byl nawet nizszy
niz dla dotka kontrolnego. Co wiecej, zaobserwowana redukcja poziomu ROS koreluje
z uzyskanymi wynikami badan antyoksydacyjnych opisanymi szerzej w Rozdziale 4, gdzie
zastosowano metody bezkomdrkowe ABTS, DPPH iFRAP do oceny zdolnosci
antyoksydacyjnych materiatéw. Badania te potwierdzity wysoka aktywnos$¢ antyoksydacyjna

materiatéw wzbogaconych zwigzkami polifenolowymi.

Obnizenie produkcji ROS ma kluczowe znaczenie, poniewaz przewlekty stan zapalny i stres
oksydacyjny moga prowadzi¢ do zahamowania regeneracji tkanek, resorpcji tkanki kostnej
wokot implantu, anawet jego odrzucenia. Wysoki poziom ROS sprzyja réznicowaniu
preosteoklastow  w koSciogubne  osteoklasty ijednocze$nie indukuje apoptoze
kosciotwoérczych osteoblastdw, co zaburza procesy naprawcze kosci. Zwiazki polifenolowe,
takie jak te obecne w badanych materiatach, wykazuja silne dzialanie przeciwzapalne, co

potwierdzajg liczne doniesienia literaturowe [44], [48], [49].

5.3.2.4. WtASCIWOSCI ANTYNOWOTWOROWE

W kolejnej czesSci badan skupiono sie na ocenie wiasciwo$ci antynowotworowych
wytworzonych materiatéw. Wtym celu wykorzystano materialy polimerowe (PCL
i PCL/1.5PPh) i kompozyty zawierajace trzy rodzaje szkla bioaktywnego A2, otrzymane
réznymi metodami: topienia (A2 top), zol-zel (A2 z-z) oraz zol-Zel-EISA (A2 mez). Jak
wykazano w badaniach szczegétowo opisanych w rozdziale 4.2, zastosowanie czastek
bioaktywnego szkla, otrzymanych réznymi metodami, jako napeiniacza w materiatach
kompozytowych, umozliwia kontrolowanie dostepnosci zwigzkéw aktywnych jakimi sg
zwigzki polifenolowe, co moze mie¢ znaczenie dla osiggniecia selektywnego dziatania
przeciwnowotworowego. Ponizej zaprezentowano wyniki pomiaru aktywnos$ci kinazy
adenylanowej, pozwalajacej na ocene proliferacji komoérek NHOst iSaos-2 oraz

cytotoksycznosci materiatéw.
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Fig. 48 Poziom kinazy adenylowej w lizacie jako wskaznik liczby nienaruszonych komdrek adherentnych
(A) oraz poziom kinazy adenylowej w nadsqczu wzgledem poziomu kinazy adenylanowej w lizacie jako

wskaznik cytotoksycznosci materiatu (B).

Wszystkie materialy sprzyjaly namnazaniu komoérek NHOst. W przypadku komérek
nowotworowych, materialy bez dodatku ekstraktu réwniez wspieraty ich proliferacje,
natomiast liczba komorek Saos-2 na foliach wzbogaconych o zwigzki polifenolowe

systematycznie malata.

Po 5 dniach hodowli, istotny spadek liczby komoérek NHOst zaobserwowano jedynie dla
materiatéw PCL/1.5PPh oraz PCL-A2 top/1.5PPh, podczas gdy wyniki dla pozostatych
materiatow z dodatkiem PPh nie ré6znity sie istotnie od materiatu PCL. Liczebno$¢ komoérek
NHOst i Saos-2 na powierzchni materiatéw wzbogaconych zwigzkami polifenolowymi rosta

wedtug nastepujacej tendencji: PCL/1.5PPh < PCL-A2 top/1.5PPh < PCL-A2 z-z/1.5PPh < PCL-
A2 mez/1.5PPh.
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Ocena cytotoksycznos$ci wobec prawidtowych komorek osteoblastycznych (NHOst) wykazata
tendencje spadkowa dla wiekszosci analizowanych materiatbw w miare wydtuzania czasu
hodowli. Wyjatek stanowity probki PCL/1.5PPh oraz PCL-A2 top/1.5PPh, dla ktorych nie
zaobserwowano istotnych zmian w czasie, a poziom cytotoksycznosci po 5 dniach hodowli
byt wyzszy w poréwnaniu do materiatu referencyjnego (PCL). Mimo to, Zadna z wartos$ci nie

przekroczyta 31%, nie wykazujac tym samym istotnej cytotoksycznosci.

W przypadku komérek nowotworowych cytotoksycznos¢é materiatow bez udziatu zwigzkow
polifenolowych zmniejszata sie z czasem i po 5 dniach osiggata poziom réwny lub nizszy niz
dla folii PCL. Natomiast materiaty z dodatkiem polifenoli wykazywaly istotnie wyzsza

toksycznos¢ wobec komérek Saos-2, ktéra dodatkowo wzrastata w czasie hodowli.

Wecelu zbadania potencjalnych mechanizméw lezacych upodstaw  dziatania
przeciwnowotworowego  materiatbw  wzbogaconych  zwigzkami  polifenolowymi
przeprowadzono ocene produkcji reaktywnych form tlenu (ROS), ekspresji biatka GADD45G,
poziomu fosforylacji kinazy CDK2 w pozycji Tyrl5 oraz aktywnos$ci kaspazy-3 i kaspazy-7
(Fig. 49.) w osteoblastach prawidtowych (NHOst) i komérkach kostniakomiesaka (Saos-2),
hodowanych w bezpos$rednim kontakcie z tymi materiatami. Wskazniki te sg $cisle zwigzane

z odpowiedzig komdérkowa na stres, zatrzymaniem cyklu komérkowego i apoptoza.
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Fig. 49. Produkcja ROS (A), ekspresja biatka GADD45G (B), poziom fosforylowanego CDK2 (Tyr15) (C)
oraz aktywnos¢ kaspaz-3/7 (D) zostaly przedstawione jako wartosci bezwzgledne (pierwsza i druga
kolumna) oraz jako zmiany wzgledem materiatu bez dodatku PPh (trzecia kolumna), znormalizowane
wzgledem liczby komdrek. Istotnosc¢ statystyczna réznic (p < 0,05) pomiedzy filmami a kontrolq po 1., 3.
i 5. dniu hodowli oznaczona zostata odpowiednio matymi literami taciriskimi, wielkimi literami taciriskimi
oraz literami greckimi. Rézne litery wskazujq na istotne statystycznie rézZnice.

159




Obecno$¢ zwigzkéw polifenolowych w materiatach skutkowata istotnym wzrostem
wszystkich analizowanych markeré6w odpowiedzi komdérkowej - zaré6wno w komérkach
prawidtowych (NHOst), jak i nowotworowych (Saos-2) - przy czym intensywnosS¢ tej
odpowiedzi byta znacznie wyzsza w komoérkach nowotworowych. Po 5 dniach hodowli
komorek Saos-2 odnotowano zwiekszong produkcje reaktywnych form tlenu (ROS), wzrost
ekspresji biatka GADD45G oraz fosforylowanego CDK2, odpowiednio w zakresie od 5 do 28
razy, od 7 do 44 razy i od 62 do 243 razy wzgledem wartosci odnotowanych dla materiatéw
niemodyfikowanych polifenolami. W komoérkach prawidtowych wzrosty te byly mniejsze

(odpowiednio do 2-, 6- i 40-krotnosci).

Najwyzszy wzrost aktywno$ci kaspazy-3 ikaspazy-7 w osteoblastach prawidtowych,
hodowanych na materiatach wzbogaconych zwigzkami polifenolowymi, odnotowano dla
materiatu PCL/1.5PPh - odpowiednio 4,5-krotny i 3,2-krotny po 1. i3. dniu hodowli.
W przypadku komdrek Saos-2 najwieksza aktywno$¢ kaspazy-3 i kapsazy-7 zarejestrowano

dla prébek PCL/1.5PPh oraz PCL-A2 top/1.5PPh.

Zebrane dane sugeruja, ze obecno$¢ zwigzkéw polifenolowych w badanych materiatach
wywotuje nasilony stres oksydacyjny, ktory prowadzi do aktywacji szlakéw odpowiedzi
komérkowej, obejmujgcych zatrzymanie cyklu komodrkowego oraz indukcje programowane;j
$mierci komarki (apoptozy), szczegblnie w komérkach nowotworowych [144]. Podwyzszony
poziom ROS mozna uzna¢ za kluczowy czynnik inicjujgcy ten proces, poniewaz prowadzi do
uszkodzen struktur komérkowych, w tym DNA i biatek komérkowych, co stymuluje komérki

do aktywacji Sciezek odpowiedzi na stres.

Zwiekszona ekspresja biatka GADD45G, szczegdlnie wyrazna w komoérkach nowotworowych
linii Saos-2, sugeruje aktywacje szlakéw odpowiedzi komérkowej na uszkodzenia DNA oraz
zatrzymanie cyklu komoérkowego w fazach cyklu komoérkowego G1/S iG2/M. Biatko
GADD45G pelni Kkluczowa role jako marker stresu genotoksycznego oraz
niegenotoksycznego, uczestniczac w mechanizmach naprawy DNA, regulacji cyklu
komérkowego 1iinicjacji apoptozy. Jednocze$nie odnotowany istotny wzrost poziomu
fosforylowanej kinazy CDK2 (Tyr15) potwierdza zatrzymanie cyklu komérkowego w punkcie
kontrolnym G1/S. Mechanizm ten moze by¢ zwigzany z nasilonym stresem oksydacyjnym
generowanym przez materiaty zawierajace zwigzki polifenolowe, ktore - jak wykazano -
indukujg nadprodukcje reaktywnych form tlenu (ROS), wptywajac na integralno$¢ genomu

i aktywacje szlakow stresu komdrkowego [145].
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Z kolei podwyzszona aktywnos$¢ kaspazy-3 i kaspazy-7, bedgcych enzymami efektorowymi
szlaku apoptozy zaleznej od kaspaz, jednoznacznie wskazuje na aktywacje programowanej
$mierci komoérek. Co istotne, w komoérkach nowotworowych aktywacja kaspaz byta bardziej
nasilona niz w osteoblastach prawidtowych, ajej najwyzszy poziom obserwowano na
wczesnych etapach hodowli (1. i3. dzien). Zmniejszenie aktywnoS$ci kaspaz przy
jednoczesnym wzro$cie cytotoksycznos$ci w pdzniejszych dniach moze sugerowa¢, ze poza
apoptoza, moga by¢ aktywowane réwniez alternatywne mechanizmy $mierci komdérkowej,

takie jak autofagia, apoptoza niezalezna od kaspaz, a takze nekroza [146].

Zaobserwowana zalezno$¢ miedzy rodzajem zastosowanego szkta a nasileniem odpowiedzi
komérkowej sugeruje, Ze moze by¢ modyfikowana poprzez wybor rodzaju modyfikatora
w kompozytach. Materiaty zawierajace szkto o nizszej zdolno$ci do wigzania polifenoli (np.
A2 top) wykazywaty silniejsze dziatanie cytotoksyczne i proapoptotyczne, co moze wynikac
z szybszego iintensywniejszego uwalniania zwigzkéw aktywnych z materiatow

kompozytowych [147].

Powyzsze wyniki potwierdzaja, Ze mechanizm dziatania przeciwnowotworowego
materiatéw modyfikowanych polifenolami opiera sie na selektywnym wzbudzaniu stresu
oksydacyjnego w komorkach nowotworowych, co prowadzi do zatrzymania -cyklu
komoérkowego i aktywacji $mierci komoérkowej. Niemniej wptyw na komoérki prawidtowe jest
ograniczony, co wskazuje na potencjalng selektywnos¢ terapeutyczng tych materiatéw [148].
Warto zauwazy¢, ze wczesniejsze wyniki wskazaty, iz kompozyty wzbogacone w zwigzki
polifenolowe zwiekszajg ekspresje biatek macierzy pozakomoérkowej oraz aktywnos$é
fosfatazy alkalicznej w prawidlowych osteoblastach, podczas gdy poziom ROS
w makrofagach ulega obnizeniu. Wyniki te sugeruja, Ze materialy te mogg nie tylko
wykazywac selektywne dziatanie przeciwnowotworowe, ale rowniez posiada¢ wtasciwosci

osteogenne i przeciwzapalne.

PODSUMOWANIE

Opracowane materiaty polimerowe i kompozytowe, wzbogacone zwigzkami polifenolowymi
pozyskanymi zszatwii lekarskiej (Salvia Officinalis L.), wykazaly szereg korzystnych
wtasciwosci  biologicznych, czynigcych je obiecujacymi materiatami do zastosowan
w leczeniu ubytkéw tkanki kostnej. W szczegdlnoSci, materialy z najnizszym stezeniem
polifenoli (1.5% w/w) byly niecytotoksyczne wobec prawidtowych ludzkich osteoblastow,
stymulujgc jednoczesnie ich aktywno$¢ osteogenng poprzez zwiekszenie aktywnosci

fosfatazy zasadowej oraz poziomu ekspresji osteokalcyny i osteopontyny. Réwnocze$nie
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zaobserwowano zmniejszenie wewnatrzkomdrkowego poziomu reaktywnych form tlenu

w hodowli makrofagéw, co wskazuje na potencjat przeciwzapalny materiatow.

Obecno$¢ zwigzkéw polifenolowych nadawata réwniez materiatom witasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe i antybiofilmowe, ograniczajac adhezje i przezywalno$é bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Obecnos$¢ ekstraktu z szatwii wykazywata dodatkowo
dziatanie antyoksydacyjne i przeciwnowotworowe. W przypadku kompozytéw istotna role
odgrywaty wtasciwosci teksturalne i chemia powierzchni czgstek bioaktywnego szkta (BG),
takie jak porowatos$é¢, powierzchnia wilasciwa czy obecno$¢ grup silanolowych, ktore
wptywaty na adsorpcje oraz kontrolowane uwalnianie polifenoli, a tym samym na aktywno$¢

biologiczna kompozytow.

Szczego6lnie istotnym wynikiem badan byto wykazanie selektywnych wtasciwosci
przeciwnowotworowych materiatéw wobec komorek ludzkiego kostniakomiesaka przy
zachowanej cytozgodnos$ci wobec prawidtowych ludzkich osteoblastow. Zwigzki
polifenolowe indukowaly w komoérkach nowotworowych zwiekszong produkcje
reaktywnych form tlenu, aktywacje szlaku GADD45G oraz fosforylacje kinazy CDK2 (Tyr15),
prowadzac do zatrzymania cyklu komérkowego i aktywacji kaskady apoptozy z udziatem
kaspazy-3 i-7. Uzyskane wyniki wskazuja, Ze opisywane kompozyty moga stanowic
wielofunkcyjne  biomaterialy o wlasciwo$ciach  osteogennych, przeciwzapalnych,
przeciwdrobnoustrojowych oraz selektywnej aktywno$ci przeciwnowotworowej. Ich
zastosowanie moze by¢ szczeg6lnie uzasadnione w terapii ubytkéw kostnych po resekcjach
onkologicznych. Niemniej jednak, niezbedne sg dalsze badania in vivo w celu potwierdzenia

skutecznoS$ci i bezpieczenstwa stosowania tych materiatow.
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6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Wramach niniejszej pracy opracowano, wytworzono, atakze kompleksowo
scharakteryzowano szeroka game biodegradowalnych kompozytéw polimerowych
petiacych role nosnika zwigzkéw polifenolowych wyekstrahowanych z szatwii lekarskiej
(Salvia Officinalis L.). Osnowe kompozytéw stanowil homopolimer ikopolimer z grupy
poliestréw alifatycznych - poli(e-kaprolakton) (PCL) oraz kopolimer laktydu i glikolidu
(PLGA). Zastosowang faza rozproszong w kompozytach byly napetniacze ceramiczne
w postaci czastek bioaktywnych szkiet o zroznicowanym sktadzie chemicznym
i wlasciwos$ciach teksturalnych oraz modyfikatory weglowe w formie wielo$ciennych
nanorurek weglowych zréznicowanych pod wzgledem powierzchniowych grup funkcyjnych.
W ramach przeprowadzonych badan oceniono wptyw (i) wiasciwosci faz modyfikujacych,
w tym tekstury, chemii powierzchni oraz sktadu chemicznego bioaktywnych szkiet, a takze
rodzaju grup funkcyjnych nanorurek weglowych; (ii) rodzaju osnowy polimerowej (PCL,
PLGA) zréznicowanej przede wszystkim pod wzgledem stopnia krystalicznosci, stopnia
hydrofobowosci oraz tempa degradacji; oraz (iii) stezenia wiaczonych do materiatow
zwigzkow polifenolowych na szereg wtasciwosci fizykochemicznych, mechanicznych

i biologicznych otrzymanych materiatéw kompozytowych.

W toku przeprowadzonych prac wykazano, iz wprowadzenie do materiatow kompozytowych
zwigzkow polifenolowych pozwala na uzyskanie materiatow wielofunkcyjnych,
charakteryzujacych sie selektywnym dziataniem przeciwnowotworowym, wiasciwo$ciami
osteogennymi, przeciwzapalnymi oraz aktywnos$cig bakteriostatyczng i antybiofilmowa. Co
wiecej, zwigzki te wistotny sposob modyfikujg szereg witasciwosci fizykochemicznych
i mechanicznych opracowanych materiatéw. Zastosowanie napetniaczy ceramicznych
i weglowych, w tym w szczegdlnosci o zréznicowanej charakterystyce teksturalnej i chemii
powierzchni, stanowi skuteczne narzedzie pozwalajace na modulowanie aktywnoSci

biologicznej oraz innych wtasciwosci materiatowych.
Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowano nastepujace wnioski:

1. Wykazano, Zze zdolno$¢ materiatéw kompozytowych do wigzania zwigzkéw
polifenolowych zalezy od wtasciwo$ci osnowy oraz zastosowanego napetniacza -
materiaty na bazie PLGA wigza PPh skuteczniej niz materiaty na bazie PCL,
natomiast wprowadzenie czastek bioaktywnego szkla o zréznicowanej
charakterystyce teksturalnej i chemii powierzchni umozliwia dalszg modyfikacje
stopnia wigzania zwigzkéw aktywnych, tym samym modulujgc szereg
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wilasciwosci materialéw (wtym zwilzalno$¢ powierzchni, wlasciwosci
antyoksydacyjne, kinetyke uwalniania polifenoli, wlasciwosci

antynowotworowe).

Zaobserwowano, ze zdolno$¢ czastek bioaktywnego szkta do wigzania zwigzkow
polifenolowych ro$nie wraz ze wzrostem ich powierzchni wtasciwej, porowatosci
oraz zawartos$ci grup silanolowych (Si-OH), co bezpos$rednio przektada sie na
zwiekszong retencje PPh w kompozytach imodyfikacje ich wlasciwosci

materiatowe oraz biologiczne.

Wykazano, ze wieloScienne nanorurki weglowe, podobnie jak bioaktywne szkto,
skutecznie wiazg zwigzki polifenolowe, przy czym ich zdolno$¢ sorpcyjna zalezy
od rodzaju grup funkcyjnych, a tym samym ich zdolnosci do oddziatywania z PPh
(w tym tworzenia wigzan wodorowych) oraz od czasu kontaktu z zwigzkami

aktywnymi.

Wyniki badan wskazuja, ze zwigzki polifenolowe wprowadzone do materiatéw na
bazie polimeru poétkrystalicznego - PCL - dzialaja jako plastyfikatory polimeru,
a w przypadku kompozytéw modyfikowanych fazg ceramiczng i weglowa - jako
Srodki sprzegajace, wzmacniajac oddzialywanie na granicy osnowa-faza

modyfikujaca.

Wykazano, ze zwigzki polifenolowe modyfikujg proces krystalizacji polimerow,
co whbezposredni sposéb wpltywa na wilasciwoSci powierzchniowe

(mikrostrukture, topografie) oraz mechaniczne materiatow.

Potwierdzono, zZe polifenole polepszaja wilasciwosci bioaktywne in vitro
(tworzenie warstwy apatytu na powierzchni kompozytéw w ptynie SBF)

materiatéw kompozytowych zawierajacych bioaktywne szkta.

Wykazano, zZe polifenole polepszajg zwilzalno$¢ powierzchni materiatow

polimerowych i kompozytowych.

Wykazano, ze obecno$¢ czastek bioaktywnego szkla przyspiesza degradacje
kompozytéw o osnowie PCL, natomiast w przypadku materiatach opartych na
PLGA prowadzi do jej spowolnienia. Z kolei zwigzki polifenolowe, niezaleznie od

rodzaju osnowy, przyspieszaja proces degradacji materiatow.

Potwierdzono, Ze materiaty wzbogacone w polifenole charakteryzowatly sie
silnymi wtasciwosciami antyoksydacyjnymi, redukujac wewnatrzkomdérkowy

poziom reaktywnych form tlenu w makrofagach, wykazujac tym samym
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10.

potencjalne  wtasciwosci  przeciwzapalne, jak roéwniez aktywnoscig
prooksydacyjng w komérkach ludzkiego kostniakomiesaka, wywotujac

selektywny efekt antynowotworowy.

Udowodniono, ze materialy zawierajgce polifenole wykazujg dziatanie
osteogenne oraz bakteriostatyczne i antybiofilmowe, a dodatkowa modyfikacja

materiatow bioaktywnym szktem powoduje wzmocnienie tych wtasciwosci.
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