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(c) OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO | OSIAGNIETYCH WYNIKOW, OPISANYCH W CYKLU
PUBLIKACJI ,BIOKOMPATYBILNE WARSTWY POLIMEROWE O KONTROLOWANYM POWINO-
WACTWIE DO WODY. SYNTEZA | ZASTOSOWANIE”

1. WPROWADZENIE

Wspdtczesna medycyna do leczenia réznych schorzen niejednokrotnie wykorzystuje materiaty i urza-
dzenia wytworzone z metali, ceramiki, materiatéw weglowych oraz polimerdw (zaréwno naturalnych
jak i syntetycznych) [1, 2]. Stenty wienncowe, protezy naczyniowe, kolanowe czy biodrowe, sztuczne
zastawki serca, réznego rodzaju implanty czy soczewki kontaktowe to produkty uzyskiwane z bioma-
teriatdow, ktore odgrywajg znaczacy role w poprawie zdrowia i jakosci zycia oséb chorych. W ostat-
nich latach znaczacy postep nastgpit rowniez w badaniach wykorzystujgcych biomateriaty do celowa-
nego transportu lekéw, terapii genowej, medycyny rekonstrukcyjnej czy inzynierii tkankowe;j.

Materiaty biomedyczne majgce kontakt z ptynami ustrojowymi lub tkankami muszg charakteryzowad
sie specyficznymi witasciwosciami dostosowanymi do konkretnego zastosowania. Kluczowe jest wiec
zrozumienie oddziatywan biomateriatu z substancjami biologicznie aktywnymi, na przykfad proteinami
lub komdrkami. Za oddziatywania te w gtdwnej mierze odpowiada powierzchnia biomateriatu [3].
Dlatego tez mozliwos¢ kontroli wtasciwosci powierzchniowych biomateriatéw np. poprzez pokrywa-
nie ich warstwg polimeru ma szczegdlne znaczenie dla ich zastosowan w medycynie.

Gtéwnym problem badawczym, ktéremu poswiecony jest omawiany cykl publikacji, stanowiacy
podstawe postepowania habilitacyjnego jest opracowanie oraz charakterystyka nowych, biozgod-
nych warstw polimerowych o wtasciwosciach pozwalajgcych na ich zastosowanie w medycynie
rekonstrukcyjnej jako powtoki redukujace adsorpcje protein lub w inzynierii tkankowej do hodowli
i odczepiania warstw komorkowych. Aby to uzyska¢ nalezy ustali¢, jak warstwy te oddziatuja
z proteinami i komoérkami.

Aktualnos¢ problemu powoduje, ze prace prowadzone w zakresie wykorzystania materiatow synte-
tycznych do zastosowan w biomedycynie s3 prowadzone intensywne i w szerokim zakresie. Synteza
warstw polimerowych (zbudowanych z polimeréw np. o strukturze liniowej w postaci tzw. ,szczotki
polimerowej”, czy polimeréw usieciowanych, o strukturze gwiezdzistej, dendrytycznej lub powtok
tzw. warstwie-po-warstwie) jest opisana [3, 4]. Niestety, na podstawie przedstawianych wynikéw
wcigz jeszcze nie mozna wyciggna¢ wnioskow korelujgcych wtasciwosci warstw polimerowych
przeciwdziatajgcych osadzaniu sie protein badz sprzyjajgcych hodowli komadrek ze strukturg moleku-
larng czy topologia makroczasteczki tworzacg powtoke, sposobem pokrycia powierzchni ani grubo-
$cig warstwy polimerowej.

Badania prowadzone w ramach pracy habilitacyjnej miaty na celu opracowanie i poréwnanie nowych
biozgodnych warstw polimerowych o réznym sktadzie i strukturze i ustalenie zaleznos$ci miedzy
wtasciwosciami powierzchni pokrytej polimerami z wybranej grupy, a ich oddziatywaniem z prote-
inami lub komérkami.

Do konstrukcji warstw polimerowych redukujgcych adsorpcje protein zastosowano biokompatybilne,
hydrofilowe polimery glicydolu. W pracowni Materiatéw Nano- i Mikrostrukturalnych CMPW PAN,
w ktdrej prowadzone byty badania, opracowano metody kontrolowanej syntezy poliglicydolu o réznej
topologii makroczasteczki [5, 6]. W oparciu o te wiedze oraz o fakt, ze w literaturze nie byto danych
dotyczacych wykorzystania poliglicydolu, za wyjatkiem dendrytycznego poliglicydolu, jako powtoki
przeciwdziatajgce osadzaniu sie protein [7-9], w pracy habilitacyjnej podjeto badania nad otrzyma-
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niem warstw opartych na liniowym poliglicydolu i jego kopolimerach z glikolem etylenowym oraz
okresleniem ich oddziatywan z proteinami.

Biokompatybilne warstwy polimerowe badano takze pod katem ich wykorzystania jako podtozy do
hodowli komdérkowych. Do tego celu wykorzystano polimery termoczute. Mozliwe byto wiec stero-
wanie powinowactwem do wody warstw utworzonych przez te polimery, tylko poprzez zmiany tem-
peratury otoczenia. Whasciwos¢ ta pozwala na ich zastosowanie w medycynie regeneracyjnej do ho-
dowli i odczepiania komdrek w postaci arkusza. W wyniku wczesniej przeprowadzonych prac opra-
cowano sposéb modyfikacji hydrofilowego poliglicydolu do termoczutych polimeréw [10]. Wykorzy-
stujgc te wiedze, podjeto badania nad otrzymaniem termoczutych powtok opartych na modyfiko-
wanym poliglicydolu i okresleniem ich oddziatywan z komérkami. Do prac wykorzystano takze inne
termoczute polimery: poli(metakrylany glikoli oligoetylenowych) oraz poli(2-podstawione-2-
oksazoliny), gdyz dotad stosowany poli(N-izopropyloakryloamid) (PNIPAM) lub jego kopolimery,
jako element termoczutych powtok do hodowli komérkowych, nie jest pozbawiony wad
(np. nie posiada dostepnych do modyfikacji grup funkcyjnych, wykazuje histereze przejScia fazowego,
moze ulegac agregacji czy oddziatuje ze zwigzkami biologicznymi t.j. aminokwasy czy proteiny [11, 12]).

Do syntezy polimerdw zastosowano zyjgce i kontrolowane polimeryzacje anionowg i kationowa oraz
kontrolowang polimeryzacje rodnikowg z przeniesieniem atomu (ATRP). Metody te pozwalajg na
precyzyjne sterowanie strukturg warstwy polimerowej, co zapewnia kontrole zachowania uzyskane-
go materiatu polimerowego w zadanych warunkach.

W pracy otrzymano warstwy polimerowe w postaci zardwno tzw. warstw samonosnych (zele) jak
i immobilizowanych na podtozach statych. Do zwigzania polimeru z podtozem wykorzystano techniki
szczepienia do podtoza oraz szczepienia od podtoza (rys. 1.1). Obie metody zapewniajg kowalencyjne
zwigzanie polimeru z podtozem i uzyskanie stabilnej warstwy.
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Rys. 1.1. Schemat kowalencyjnego zwigzania polimeru z podtozem statym z wykorzystaniem techniki (A) szcze-
pienia do podtoza i (B) szczepienia od podtoza

Struktury wszystkich warstw polimerowych badanych w pracy habilitacyjnej przedstawiono na
rysunku 1.2. Zbadano zdolnos$¢ oddziatywania hydrofilowych lub termoczutych warstw polimerowych
z proteinami lub komadrkami dla warstw o réznej budowie chemicznej i topologii.
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Rys. 1.2. Warstwy polimerowe bedgce przedmiotem pracy habilitacyjne;j.



W opracowaniu opisane zostaty prace autorki obejmujace:

1.

2.

Synteze i charakterystyke hydrofilowych warstw polimerowych opartych na poliglicydolu [H3, H10].

Okreslenie wptywu struktury poliglicydolu i wtasciwosci otrzymanych powierzchni polimerowych
na ich odpornosc¢ na niespecyficzng adsorpcje biatek [H10].

Synteze i charakterystyke termoczutych warstw polimerowych jako:

a) warstw samonosnych [H1, H2, H12],

b) powtok opartych na poliglicydolu [H5], poli(metakrylanie eteru monoetylowego glikolu
trietylenowego) [H4, H6] i (ko)poli(2-podstawionych-2-oksazolinach) [H7, H8, H9] immobili-
zowanych na podtozach.

Okreslenie wptywu sktadu i struktury polimerdw oraz wtasciwosci termoczutych powierzchni
polimerowych na zdolnos$¢ hodowli i odczepiania komodrek z uwzglednieniem:

a) adhezji, proliferacji i odczepiania arkuszy komérek [H1, H4, H5, H7, H8],

b) transferu arkuszy komérek [H8, H11],

c) biologicznej charakterystyki komorek po hodowli na termoczutym podtozu [H7].

Wszystkie opisane w rozprawie prace autorki skoncentrowane sg na mozliwosci kontroli syntezy poli-

merow i ich szczepienia z podtozem tak, by mozna byto wptywac na wtasciwosci otrzymanych warstw

polimerowych. Szczegdlnego podkreslenia wymaga ustalenie wptywu wtasciwosci warstw na ich zdol-

nos$¢ do redukcji adsorpcji protein lub na mozliwos¢ hodowli i odczepiania arkuszy komérek. Taka anali-

za pozwolita, w ramach przedstawianej pracy habilitacyjnej, na okreslenie mozliwosci potencjalnego

zastosowania otrzymanych materiatdw w medycynie rekonstrukcyjnej i w inzynierii tkankowej.

Publikacje stanowigce jednotematyczny cykl sg pracami zbiorowymi, w ktérych udziat habilitantki

zostat okreslony i opisany w tabeli zawartej w zataczniku 5 B.



2. HYDROFILOWE WARSTWY POLIETEROWE DO OCHRONY PRZED ADSORPCJA PROTEIN

Niekontrolowana adsorpcja zwigzkdw biologicznie aktywnych na powierzchni biomateriatéw to zja-
wisko niekorzystne. Implanty medyczne, niezaleznie od ich budowy, zostajg pokryte warstwg biatek
w ciggu kilku sekund po kontakcie z tkankami i ptynami fizjologicznymi. W rezultacie aktywowany jest
mechanizm obronny organizmu, co moze prowadzi¢ do reakcji zapalnej, powiktarh zakrzepowo-
zatorowych badZz pogorszenia funkcjonowania urzadzenia [13]. Dlatego tez materiaty o wifasciwo-
Sciach przeciwdziatajagcych osadzaniu sie protein lub komérek (ang. antifouling) sg przedmiotem
wielu badan prowadzonych w ciggu ostatnich kilku lat [14-16]. Osadzaniu sie protein moze przeciw-
dziata¢ pokrycie wyrobdw medycznych warstwg polimerowg o odpowiednich wtasciwosciach.
W literaturze opisano dwie klasy polimeréw zmniejszajgce ilos¢ osadzajgcych sie protein: polimery
hydrofilowe i polimery zawierajgce jony obojnacze. Wsrdd tych polimeréw najszerzej badane byty
powtoki z poli(glikolu etylenowego) [3], ktdry jest nietoksyczny, nieimmunogenny i dobrze rozpusz-
czalny w wodzie. Poliglicydol (PGI) — analog poli(glikolu etylenowego), jest réwniez polimerem
biokompatybilnym, hydrofilowym oraz dodatkowo posiada grup funkcyjne zdolne do dalszej ewentu-
alnej modyfikacji. Moze by¢ wiec polimerem przydatnym do tego typu zastosowania.

W pracowni habilitantki opracowano metody kontrolowanej polimeryzacji glicydolu i jego pochod-
nych do polimeréw o strukturze liniowej [17], rozgatezionej [6], dendrytycznej typu ,,pom-pom” [18]
czy strukturze typu ,bottle-brush” [19]. Pomimo osiggniecia wysokiego zaawansowania prac zwigza-
nych z syntezg poliglicydolu, jak réwniez préb jego zastosowania w biomedycynie [20], w momencie
rozpoczecia pracy habilitacyjnej w literaturze ukazato sie niewiele danych na temat jego wykorzysta-
nia jako powtoki przeciwbiatkowej [7-9]. Badania dotyczyty wytgcznie dendrytycznego poliglicydolu
wiec ustalenie zaleznosci miedzy strukturg polimeru, wtasciwosciami i strukturg powierzchni nim
pokrytej, a jej odpornoscig na niespecyficzng adsorpcje biatek nie byto mozliwe.

W pracy habilitacyjnej podjeto zagadnienie zwigzane z opracowaniem warstw polimerowych opar-
tych na liniowym poliglicydolu i jego kopolimerach z glikolem etylenowym zdolnych do redukcji
osadzania sie protein [H3, H10].

2.1. Immobilizacja liniowych polimeréw glicydolu — synteza warstw i analiza struktury [H10]

Powierzchnie polimerowe zawierajgce warstwe poliglicydolu lub jego blokowych kopolimerow
z glikolem etylenowym o strukturze liniowe]j (schemat na rys. 1.2), opisane w publikacji [H10], otrzy-
mano wykorzystujgc metode szczepienia do podtoza. Synteza obejmowata dwa etapy: modyfikacje
statych podtozy w celu wprowadzenia reaktywnych grupy funkcyjnych oraz immobilizacje na tych
podtozach wczesniej syntezowanych polimerdéw glicydolu.

Schemat modyfikacji podtozy krzemowych przedstawia rysunek 2.1.
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Rys. 2.1. Schemat przedstawiajgcy modyfikacje podtozy krzemowych (A) hydroksylacja, (B) i (D) sililowanie,
(C) zwigzanie warstwy posredniej PE-MA [H10].

Modyfikacja podtozy krzemowych polegata na ich hydroksylacji (rys. 2.1 A), a nastepnie reakcji ze
zwigzkiem sililoorganicznym (3-(aminopropylo)trietoksysilanem) — APTES lub (3-chloropropylo)-
trietoksysilanem — ChPTES; rys. 2.1 odpowiednio B i D). llo$¢ reaktywnych grup chloropropylowych na
podtozu (Si-Cl), a wiec i gestos$¢ szczepienia, regulowano zmiang stosunku molowego aktywnego
zwigzku ChPTES do nieaktywnego zwigzku sililoorganicznego — trietoksymetylosilanu TEMS (w zakre-
sie od 1 do 0,1 mola). Podtoza z grupami aminowymi (Si-NH,) dodatkowo modyfikowano kopolime-
rem etylenu i bezwodnika maleinowego (PE-MA) by otrzyma¢é tzw. warstwe posrednig (rys. 2.1 C).

Na tak zmodyfikowane podtoze nanoszono syntezowane uprzednio polimery glicydolu. Wykorzystu-
jac procedury opracowane wczesniej w Pracowni habilitantki [21], dla celéw pracy otrzymano liniowy
poliglicydol o niskiej (LPG,, LPG,;) i wysokiej (LPG,) masie molowej metodg odpowiednio anionowej
i koordynacyjnej polimeryzacji glicydolu z chroniong grupg hydroksylowa (eter 2,3-epoksypropylo-(1-
etoksy)-etylowy). Kopolimery glicydolu i glikolu etylenowego (L(EO-PG).) otrzymano na drodze aniono-
wej polimeryzacji glicydolu z chroniong grupa hydroksylowg inicjowang makroinicjatorem poli(glikolu
etylenowego) o M, =350 g/mol (PEG3s0). Masy molowe i rozktady mas molowych syntezowanych
polimeréw wyznaczono chromatografig zelowg z detektorem wielokgtowego rozpraszania Swiatta.
Uzyskane wyniki zestawiono w tabeli 2.1.

Tabela 2.1. Charakterystyka liniowych polimerdéw glicydolu [H10]

Oznaczenie polimeru M,

w publikacji Rl [g/mol] Mu/M,
LPGy 1,910° 1,40
LPG, poliglicydol 810° 1,04
LPG,s 810° 1,04

L(EO-PG).t kopolimer glicydolu 610° 1,10

i glikolu etylenowego
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Otrzymane i scharakteryzowane polimery glicydolu immobilizowano na zmodyfikowanych podtozach
krzemowych (rys. 2.2).
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Rys. 2.2. Schemat przedstawiajgcy kowalencyjne zwigzanie polimeréow glicydolu z modyfikowanym podtozem
poprzez (A) reakcje grup funkcyjnych obecnych wzdtuz taricucha polimerowego, (B) reakcje terminacji
Zyjacego tancucha polimerowego [H10].

Otrzymano dwa typy warstw polimerowych: o strukturze przenikajgcych sie tancuchéw wielokrotnie
szczepionych z podtozem (rys. 1.2 | oraz rys. 2.2 A) i o strukturze ,szczotki polimerowej” (rys. 1.2 1li lll
orazrys. 2.2 B).

W pierwszym wypadku poliglicydol o wysokiej (LPGy) i niskiej masie molowej (LPG,) kowalencyjnie
zwigzano z podtozem w wyniku reakcji grup hydroksylowych polimeru (roztozonych wzdtuz taricucha
polimerowego) z funkcyjnymi grupami bezwodnikowymi podtoza pochodzacymi od PE-MA
(rys. 2.2 A). W tym celu metodg rozwirowania (spin-coatingu) nanoszono na podtoze roztwory poligli-
cydolu w metanolu o stezeniu od 0,5 do 10 %, aby uzyska¢ warstwy polimerowe o réznej grubosci.
Podfoza oznaczono nastepujaco: LPGy os%, LPGy 1%, LPGy 2%, LPGy 3% i LPG| 3%, LPG| 10%.

W drugim wypadku szczepienie polimeru uzyskano w wyniku terminacji zyjacych tancuchéw poligli-
cydolu z chroniong grupg hydroksylowg lub fancuchéw kopolimeru glicydolu z chroniong grupa
hydroksylowg i glikolu etylenowego grupami chloropropylowymi podtoza (odpowiednio LPG,;
i LLEO-PG),y; rys. 2.2 B). Dzieki zastosowaniu podtozy o zmiennej liczbie reaktywnych grup Si-Cl mozna
byto zmieniac gestos¢ szczepienia tarncuchow polimerowych. Uzyskane podfoza oznaczono nastepu-
jaco: LPGyy 4, LPGyy g5, LPGy 0.1, I—(EO'G)LT_I i I—(EO'G)LT_O.I-

Immobilizacje poliglicydolu i jego kopolimeréw na podfozach statych potwierdzono wykorzystujac
techniki spektroskopowe FT-IR (dla struktur o przenikajgcych sie taricuchach wielokrotnie szczepio-
nych z podtozem — rys. 2.3) i XPS (dla struktur typu , szczotka polimerowa” —rys. 2.4).
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Rys. 2.3. Widmo FT-IR przyktadowe]j warstwy poliglicydolu (A) immobilizowanej na podtozu oraz dla poréwna-
nia (B) poliglicydolu nie zwigzanego z podtozem [H10].

—Cls

3s004 _CIC- .

° e Oznaczenie

Sorol podtoza Cls O1is Si2p CI2p C/O
3 w publikacji
g 25004
% Si-OH 19,0 37,0 44,0 0,00 0,51
& 2000
£ Si-Cl 22,3 37,0 39,7 1,00 0,60
1500

L L(EO-G)LT_1 53,4 23,1 23,5 0,00 2,31
1000 -

T T 1
290 288 286 284 282
Energia wigzania (eV)

Rys. 2.4. Analiza XPS przyktadowej warstwy o strukturze ,,szczotki polimerowej”: widmo pasma Cls
warstwy L(EO-G),t ; oraz w tabeli sktad podtoza modyfikowanego ChPTES i pokrytego polime-
rem L(EO-G),r 1 [H10].

Na widmach FT-IR warstwy poliglicydolu na podtozu widoczne sg charakterystyczne pasma absorpcji
pochodzace od grup obecnych w tym polimerze (rys. 2.3). Dodatkowo pasmo widoczne przy
1730 cm™, odpowiadajgce drganiom rozciggajgcym grupy karbonylowej wigzania estrowego, swiad-
czy o przereagowaniu grup hydroksylowych poliglicydolu z grupami bezwodnikowymi warstwy
PE-MA, czyli o trwatym zwigzaniu tego polimeru z podtozem.

W wypadku warstw o strukturze ,,szczotki polimerowej” iloSciowa analiza sktadu wykonana technika
XPS wykazata zwigzanie z podtozem krzemowym zaréwno zwigzku sililoorganicznego, jak i taicuchdéw
poliglicydolu. Wskazuje na to obecnos$¢ sygnatu chloru po reakcji modyfikacji, jak i jego zanik po reak-
cji terminacji zyjgcym tanicuchem poliglicydolowym. Po reakcji terminacji obserwuje sie rdwniez cha-
rakterystyczny pik C-O-C przy 286,4 eV (rys. 2.4), wzrost stosunku C/O oraz spadek stezenia krzemu.

Zastosowane w pracy techniki szczepienia liniowego poliglicydolu do podtoza nie wymagajg modyfikacji
fancuchéw polimerowych przed reakcjg szczepienia, co odrdznia je od metod dotychczas opisanych [22,23].
Ponadto mozliwe jest w stosunkowo szybki i fatwy sposéb kowalencyjne zwigzanie dobrze zdefiniowa-
nych, liniowych poliglicydoli o réznych masach molowych z podtozem statym. W wypadku powierzchni
poliglicydolowych o strukturze ,szczotki polimerowej”, do ich otrzymania wykorzystano po raz pierwszy
terminacje zyjacych fancuchdéw polimeru przez grupy funkcyjne podtoza.
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2.2. Witasciwosci warstw poliglicydolowych a zdolnos¢ do redukcji adsorpcji protein [H10]

Kluczowymi badaniami prowadzonymi w pracy habilitacyjnej w zakresie podtozy zdolnych do redukcji
adsorpcji protein byto okreslenie zalezno$ci miedzy strukturg i wtasciwosciami powierzchni pokrytej
poliglicydolem a jej odpornoscig na niespecyficzng adsorpcje biatek. Dlatego tez morfologie warstwy,
jej chropowatosé (RMS - sredni wspodtczynnik chropowatosci), grubosé (h) oraz powinowactwo do
wody skorelowano z iloscig proteiny zaadsorbowanej na podtozu polimerowym.

Parametry warstw uzyskane technikami mikroskopii sit atomowych (AFM), elipsometrii oraz kata
zwilzania (0) (pomiar dla warstwy polimerowe] w stanie suchym oraz po inkubacji w wodzie) przed-
stawiono w tabeli 2.3.

Tabela. 2.3. Charakterystyka warstw polimerowych opartych na liniowym poliglicydolu i jego kopolimerach
z glikolem etylenowym [H10]

Oznaczenie Kat zwilzania [°] Grubosé Gestosé szcze- RMS
wars.tw ) @, (suche 0, (woda Ae warstwy h Pieniac , i
w publikacji podioza) 20°C) (©:-9,) [nm] [taricuch/nm?]
0 2 g LPGy 5% 7812 7312 5 15+0,3 0,15
¥ SN
:,:: g % LPGy 1% 7211 6511 7 3110,3 0,25
> O
E .g % LPGy o % 6412 5512 9 6110,5 . 0,39
o S -
r;v \g % LPGy 3 5511 4312 12 120+0,7 0,41
25 9 —
£352 LPGL 3% 54+1 5241 2 710,3 0,42
; c N
g5 LPG, 104 50+1 43+1 7 140+0,7 0,21
% LPG1 4 3411 33+1 1 1,5+0,3 0,113 0,30
N 2
© § 0;-" LPGt o5 3011 28+1 2 1,4+0,3 0,105 0,15
2,0 )
2 g E LPGy7 01 32+1 31+1 1 1,1%0,3 0,083 0,10
35
= % S L(EO-G).7 1 33+1 33+1 0 2,310,3 0,230 0,15
- Qo -
8 L(EO-G)i1 01 31+1 30+1 1 1,7+0,3 0,170 0,15

®nie wyznaczono z uwagi na specyficzny sposdb zwigzania polimeru z podtozem

Analiza AFM wykazata, ze wszystkie otrzymane warstwy polimerowe charakteryzujg sie gtadka struk-
turg powierzchni ($Srednia chropowatos¢ od 0,1 do 0,42 nm, tabela 2.3). RMS nieznacznie rost w kaz-
dej badanej grupie warstw wraz ze wzrostem grubosci warstwy i gestosci szczepienia polimerow.

Grubos¢ warstw liniowego poliglicydolu wynosita od 1,1 nm do 140 nm [H10]. Zalezata ona od steze-
nia roztworu poliglicydolu stosowanego podczas immobilizacji, masy molowej polimeru, sposobu
zwigzania polimeru z podtozem oraz gestosci jego szczepienia. Dla warstw poliglicydolu o strukturze
przenikajgcych sie taricuchdw wielokrotnie szczepionych z podtozem (LPGy lub LPG,) grubos¢ warstwy
rosta ze wzrostem stezenia polimeru oraz jego masy molowej. Warstwy polimerowe o strukturze
»szczotki polimerowej” charakteryzowaty sie niewielkg gruboscig warstwy, ktéra rosta od 1,1 do
1,5 nm dla serii LPGy i od 1,7 do 2,3 nm dla serii L(EO-G),; wraz ze wzrostem liczby grup terminuja-
cych na podtozu. Gestos¢ szczepienia tancuchéw polimerowych dla tego typu powierzchni wynosita
0,105-0,230 taricuchéw/nm?.
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Powinowactwo do wody warstwy polimerowej okreslono poprzez pomiary katéow zwilzania po-
wierzchni suchych i inkubowanych w wodzie w 20°C. Katy te wynosity od 30° do 78°, w zaleznosci od
sktadu immobilizowanego polimeru i struktury uzyskanej warstwy. Najnizszg warto$¢ 0 uzyskano dla
podtozy krzemowych pokrytych warstwa poliglicydolu o strukturze ,szczotki polimerowej”.

Warstwy o witasciwosciach opisanych w tabeli 2.3 wykorzystano do badan adsorpcji protein. Badania
te prowadzono we wspdtpracy z Katedrg Biologii Molekularnej i Genetyki, Slaskiego Uniwersytetu
Medycznego. Jako modelowg proteine zastosowano fibrynogen z ludzkiego osocza (sprzezony z barwni-
kiem fluorescencyjnym), ktéry odgrywa kluczowg role w procesie krzepniecia krwi. Mierzono inten-
sywnos¢ fluorescencji proteiny zaadsorbowanej na otrzymanych powierzchniach. Wyniki przedsta-
wiono na rys. 2.5.
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Rys. 2.5. Intensywnos¢ fluorescencji fibrynogenu zaadsorbowanego na podtozach pokrytych warstwa (A) linio-
wego poliglicydolu o strukturze przenikajgcych sie tancuchéw polimerowych, (B) liniowego poliglicy-
dolu o strukturze ,szczotki polimerowej” [H10].

Zaobserwowano, ze otrzymane podfoza redukuja adsorpcje fibrynogenu o 45-90 % w stosunku do
podtozy niepokrytych polimerem.

llo$¢ proteiny zaadsorbowanej na warstwach polimerowych liniowego poliglicydolu (rys. 2.5 A) oraz
jego kopolimeréw z glikolem etylenowym (rys. 2.5 B) zalezy od masy molowej immobilizowanego
polimeru, grubosci warstwy, gestosci szczepienia oraz sposobu zwigzania polimeru z podtozem [H10].
Powierzchnie LPG, o nizszej masie molowej i strukturze jak pokazano na rys. 1.2 | wykazujg mniejszg
zdolnos¢ do przeciwdziatania osadzaniu sie fibrynogenu niz te pokryte poliglicydolem o wyzszej masie
molowe] (LPG,). Dla warstwy LPG, pokazano, ze wraz ze wzrostem jej grubosci spada adsorpcja
fibrynogenu, przy czym dla powierzchni o najwigkszej grubosci warstwy (LPGy 5%) nastepuje ponow-
ny wzrost adsorpcji proteiny. Zaleznos¢ tg zaobserwowano réwniez dla powierzchni pokrytej polime-
rem o niskiej masie i wyzszej grubosdci warstwy (LPG_ 10%). W wypadku obu warstw (LPGy 35
i LPG, 10%) prawdopodobnie faficuchy polimeru (bez wzgledy na zastosowang mase molowg) utwo-
rzyty powtoke wielowarstwowg luzno zwigzang z podtozem prowadzac do jej niejednorodnosci.
Spowodowato to, ze biatko przenikato przez warstwe i osadzato sie na podtozu. Podobne zachowanie
obserwowano w innych pracach [24,25]. Dla powtoki o strukturze ,szczotki polimerowej” (LPG.;
i L(EO-G).r) adsorpcja fibrynogenu rosnie wraz ze zmniejszaniem sie gestosci szczepienia. Zaleznosé tg
mozna wyttumaczy¢ w oparciu o model okreslajacy stopien pokrycia powierzchni taricuchami polime-
rowymi (tzw. ,,chain overlapping”) [26]. Uwzglednia on odlegtosci pomiedzy szczepionymi taricuchami
oraz promien bezwtadnodci faricuchéw polimerowych. Tylko dla powierzchni LPGr o1 (0 najnizszej
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otrzymanej gestosci szczepienia taricuchow) stopien pokrycia powierzchni taricuchami polimerowymi
jest niewystarczajgco wysoki, co zwigzane jest z wystepowaniem wolnych przestrzeni miedzy faricu-
chami. Prowadzi to do przenikania biatka przez warstwe polimerowa i jego adsorpcje na powierzchni.
Powtoki o strukturze ,szczotki polimerowej” oparte na kopolimerach glicydolu z glikolem etyleno-
wym lepiej redukujg adsorpcje fibrynogenu w poréwnaniu do powierzchni pokrytych samym poligli-
cydolem. Poréwnujgc adsorpcje fibrynogenu dla wszystkich powtok o strukturze liniowego polimeru
zaobserwowano, ze powtoki o strukturze ,szczotki polimerowej” najefektywniej redukujg ilos¢
osadzajgcej sie proteiny, co zwigzane jest z gestym upakowaniem hydrofilowych taricuchéw polime-
rowych na powierzchni.

2.3. Podsumowanie

e Zastosowanie metod szczepienia do podtoza pozwolito na uzyskanie warstw polieterowych opar-
tych na liniowym poliglicydolu i jego kopolimerach w glikolem etylenowym o réznej strukturze
warstwy (przeplatajgce sie faricuchy wielokrotnie szczepione z podtozem lub ,szczotka polimero-
wa”), o réznych masach molowych i réznej gestosci szczepienia.

e Warstwy poliglicydolowe wykazywaty powinowactwo do wody i grubosé¢ warstwy zalezne od masy
molowej immobilizowanego polimeru, jego sktadu i sposobu zwigzania z podfozem oraz gestosci
szczepienia.

e Ustalono zaleznosci pomiedzy sktadem polimerdw, sposobem ich zwigzania z podtozem, wtasci-
wosciami otrzymanych powierzchni (powinowactwo do wody, grubosé¢ warstwy, morfologia)
a odpornoscig uzyskanej powierzchni polimerowej na adsorpcje biatek.

e Uzyskano warstwy polieterowe na podtozach krzemowych, ktére redukujg adsorpcje fibrynogenu
0 90 % w stosunku do podtozy niepokrytych badanymi polimerami. Powierzchnie, ktére najlepiej
redukuja ilos¢ osadzajacych sie protein to powierzchnie pokryte liniowymi kopolimerami glicydolu
i glikolu etylenowego o strukturze ,szczotki polimerowe]” o wysokiej gestosci szczepienia.
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3.  WARSTWY TERMOCZUtYCH POLIMEROW DLA INZYNIERII TKANKOWE)

Dotychczas opisane badania wykazaty, ze mozliwe jest otrzymanie hydrofilowych warstw polimero-
wych opartych na poliglicydolu, ktére przeciwdziatajg osadzaniu sie protein. Interesujagcym byto
okreslenie mozliwosci sterowania powinowactwem do wody otrzymanych powtok polimerowych
(balans hydrofilowo-hydrofobowy) oraz mozliwosci ,,przetgczania” tego powinowactwa w zalezno-
$ci od warunkéw zewnetrznych. Takie zachowanie powtok moze by¢ wykorzystane do kontrolowanej
adhezji komérek. Wiadomo, ze komorki chetniej ulegajg adhezji do podtozy hydrofobowych, nato-
miast powtoki hydrofilowe przeciwdziatajg ich przyczepieniu sie. Uzyskanie powtok o przetgczalnym
powinowactwie do wody otwiera wiec droge do ich wykorzystania w inzynierii tkankowe;j.

W praktyce do hodowli komérek stosuje sie podfoza wykonane z modyfikowanego polistyrenu
(TCPS). Dobrg adhezje komodrek do tych podtozy uzyskano w wyniku odpowiedniego sterowania ich
balansem hydrofilowo-hydrofobowym. Aby oddzieli¢ namnozone komérki od TCPS stosuje sie meto-
dy enzymatyczne, ktdre prowadzg jednak do zniszczenia pewnej liczby komadrek i naruszajg ich inte-
gralnos¢. W takim wypadku otrzymuje sie zawiesine pojedynczych komérek. Wykorzystanie takiej
zawiesiny w medycynie regeneracyjnej jest powszechne. Zaobserwowano jednak pewne ograniczenia
w jej stosowaniu np. trudnosci w kontroli lokalizacji wprowadzonych komdrek czy powstawanie
agregatow komodrek czesto niepotaczonych z tkanka gospodarza. W wypadku rusztowan zasiedlonych
zawiesing komédrek problemem jest wzbudzanie reakcji zapalnych przez rusztowania, czy toksycznosc
produktéw degradacji w wypadku rusztowan biodegradowalnych. W wielu wypadkach problemy
te mozna by oming¢ hodujgc komérki w postaci arkusza, a nastepnie po oddzieleniu go od rusztowa-
nia zastosowac na miejsce zmienione chorobowo.

Do opracowania takiego rusztowania mozna wykorzystaé polimery wrazliwe na zmiany temperatury
(tzw. polimery termoczute). Zmiana temperatury pozwala zmienia¢ ich powinowactwo do wody.
Polimery te sg rozpuszczalne ponizej pewnej temperatury, a po jej przekroczeniu (tzw. temperatura
przejScia fazowego — T¢p) przestajg sie rozpuszcza¢ w wyniku utworzenia silnych oddziatywan
wewnatrz- i miedzytancuchowych. Immobilizacja termoczutych polimeréw na podtozu umozliwia
uzyskanie powierzchni o termoprzetgczalnych wtasciwosciach, ktérych powinowactwo do wody,
morfologia i grubos¢ ulegajg odwracalnym zmianom w zaleznosci od temperatury otoczenia [27].

W momencie rozpoczecia pracy habilitacyjnej do hodowli arkuszy komérek i ich nieinwazyjnego od-
czepiania wykorzystywano termoprzetgczalne powierzchnie polimerowe oparte gtéwnie na
poli(N-izopropyloakryloamidzie) (PNIPAM) i jego kopolimerach. Idee te, zwang inzynierig warstw
komoérkowych, zainicjowat i rozwingt T. Okano [11]. Hodowle komérek prowadzi sie w temperaturze
powyzej temperatury przejscia fazowego polimeru termoczutego, kiedy powierzchnia jest hydrofo-
bowa. Gdy komodrki utworzg arkusz, temperatura zostaje obnizona, powierzchnia staje sie hydrofilo-
wa i arkusz komoérek spontanicznie oddziela sie od podtoza. Zbedne jest wéwczas stosowanie
enzymatycznych metod oddzielania komorek.

Poczatkowo uwaga skupiata sie na polimerach opartych na PNIPAM. Polimery te charakteryzujg sie
wartoscig temperatury Tep w okolicach temperatury fizjologicznej, co czyni je atrakcyjnymi dla zasto-
sowan biomedycznych. Jednak PNIPAM nie posiada tatwo dostepnych do modyfikacji grup funkcyj-
nych, wykazuje histereze przejscia fazowego, moze ulegac agregacji, a ponadto oddziatuje ze zwigz-
kami biologicznymi t.j. aminokwasy czy proteiny. W miare rozwoju badan na polimerami inteligent-
nymi poznano wiele termoczutych polimeréw, pod wieloma wzgledami bardziej obiecujgcych [28].

16



W pracowni Materiatéw Nano- i Mikrostrukturalnych CMPW, w ktérej prowadzone bylty prace, opra-
cowano (z moim wiodgcym udziatem) sposéb modyfikacji poliglicydolu tak, by otrzymaé termoczute
kopolimery wykazujgce Tep W zakresie od 10 °C do 90 °C [10, 29]. Poprzez odpowiednig modyfikacje
mozliwe jest sterowanie powinowactwem do wody otrzymanych kopolimeréw glicydolu tylko
poprzez zmiane temperatury otoczenia.

Wykorzystujgc uzyskang wiedze, w pracy habilitacyjnej podjeto badania nad opracowaniem powtok
polimerowych opartych na modyfikowanym poliglicydolu, o sterowalnym temperaturg powino-
wactwie do wody i okresleniem ich oddzialywan z komdérkami. Badania rozszerzono réwniez na
inne termoczute polimery: poli(metakrylany glikoli oligoetylenowych) oraz poli(2-podstawione-2-
oksazoliny). Celem pracy byto okreslenie przydatnosci tych powtok do hodowli i nieinwazyjnego
odczepiania komoérek w postaci arkusza.

Wykorzystujgc techniki szczepienia od i do podtoza otrzymano termoczute warstwy polimerowe
immobilizowane na podtozu statym (szklanym lub krzemowym). Podjeto réwniez prace majgce na
celu ustalenie, czy mozna otrzymac termoczute warstwy polimerowe o wystarczajgcych parametrach
mechanicznych (tzw. warstwy samonosne), aby mogty by¢ one stosowane do hodowli komérek bez
immobilizacji na podtozu.

Dla jasnosci autoreferatu, najpierw opisane zostang syntezy i wtasciwosci termoczutych warstw poli-
merowych zaréwno samonosnych jak i immobilizowanych na podtozu (rozdziat 3.1 i 3.2). Rozdziat 3.3
zwigzany bedzie z okresleniem wptywu sktadu i struktury polimerédw oraz wtasciwosci termoczutych
powierzchni na zdolnos¢ hodowli i odczepiania komoérek.

3.1. Termoczute warstwy samonosne oparte na poliglicydolu — synteza i wtasciwosci [H1, H2, H12]

Termoczute warstwy samonosne (w postaci zeli polimerowych) oparte na polimerach glicydolu
otrzymano wykorzystujgc metode sieciowania fotochemicznego. Ta metoda otrzymywania zeli,
w poréwnaniu do metod chemicznego sieciowania, jest prosta i nie wymaga stosowania wielu re-
agentéw. Celem byto opracowanie warunkéw fotosieciowania polimeréw glicydolu tak, by otrzymac
termoczute warstwy o optymalnych parametrach mechanicznych do hodowli i odczepiania komdérek.

Prace z zastosowaniem promieniowania UV wymagaty najpierw ustalenia wptywu tego promienio-
wania na stabilnos¢ i ewentualng degradacje faricucha poliglicydolu. Zagadnienie to jest réwniez
istotne z uwagi na fakt, ze ten rodzaj naswietlania wykorzystuje sie w procesach sterylizacji biomate-
riatdw. Zachowanie poliglicydolu pod wptywem promieniowania UV i jego ewentualna fotodegrada-
cja nie byly dotad badane, wiec w pracy [H2] podjeto to zagadnienie.

W pracy [H2] okreslono zachowanie wodnych roztwordw poliglicydolu (o réznym stezeniu) pod
wptywem naswietlania promieniowaniem UV. Zmiany witasciwosci fizycznych i chemicznych sledzono
z wykorzystaniem chromatografii zelowej (SEC-MALLS), spektroskopii FT-IR i NMR.
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W trakcie napromieniowania ksztatt chromatogramoéw zmienit sie z monomodalnego na bimodalny,
a ilos¢ frakcji o nizszej masie molowej wzrastata z czasem fotodegradacji. Masy molowe mierzone dla
dwdch sktadowych bimodalnych chromatograméw réznity sie o potowe. Nie zaobserwowano zadne-
go sygnatu w zakresie niskich mas molowych, co wskazuje na brak oligomerycznych produktéw roz-
ktadu fotochemicznego (rys. 3.1 A). Moze to wskazywad¢, ze naswietlanie UV roztworéw poliglicydolu
prowadzi do fragmentacji faricuchdéw polimeru, ktéra nastepuje w wyniku rozszczepiania w centrum
taricucha polimerowego, ale nie na jego koricach.
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Rys. 3.1. (A) Chromatogramy poliglicydolu i produktéw powstatych podczas jego naswietlania promieniowa-
niem UV; (B) Zmiany mas molowych poliglicydolu w funkcji czasu naswietlania ich roztworéw wod-
nych o réoznym stezeniu.

Masy molowe poliglicydolu spadaty znaczaco w funkcji czasu naswietlania. Dla roztwordw o wyzszym
stezeniu masa molowa zmniejszyta sie do potowy jej poczatkowej wartosci juz po 10 min dziatania
promieniowania UV. Niezaleznie od stezenia polimeru masa molowa zdegradowanego poliglicydolu
osiggata wartosc¢ graniczng okoto 17 000 g/mol.

Degradacji fotochemicznej poliglicydolu towarzyszyto silne zakwaszanie roztwordw. pH zmniejszyto
sie z 7 do 3. Oznacza to, ze w czasie degradacji do roztworu uwalniane sg protony z grup kwasowych.
Analiza FT-IR oraz 'H NMR i *C NMR wykazata, ze po naswietlaniu powstate produkty degradacji
zawierajg grupy estrowe, a-hydroksyestrowe i mréwczanowe.

W oparciu o uzyskane dane zaproponowano mechanizm fotochemicznej degradacji poliglicydolu
[H2] (rys. 3.2).
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Rys. 3.2. Proponowany mechanizm degradacji poliglicydolu pod wptywem promieniowania UV [H2].
Ciecie fancucha polimerowego w wyniku rozktadu rodnikéw utworzonych na trzecio- (I i la)
i drugorzedowym atomie wegla (ll).

Proces degradacji rozpoczyna sie od powstania wodoronadtlenkdéw przy atomie wegla grupy metyle-
nowej w pozycji a do atomu tlenu grupy eterowej. Nadtlenki te ulegajg rozktadowi tworzac rodniki
alkoksylowe. Uwzgledniono mozliwos¢ tworzenia rodnikdw na obu atomach wegla tancucha gtéwne-
go (rys. 3.2 i Ia). Rodniki alkoksylowe powodujg ciecie taricucha polimerowego pomiedzy atomami
wegla w tancuchu gtéwnym lub w grupie bocznej. Prowadzi to do powstania grup estrowych w tancu-
chu polimerowym oraz do grup mréwczanowych i a-hydroksyestrowych na koricach tarcucha poli-
merowego (rys. 3.2). W wyniku tych reakcji mozliwe jest rowniez tworzenie kwasu mréwkowego,
co przektada sie na silne zakwaszenie roztwordw podczas naswietlania. Grupy mrowczanowe, estro-
we i a-hydroksyestrowe mogg hydrolizowac¢ tworzac grupy hydroksylowe na koricach taricucha poli-
merowego oraz wolny kwas mrowkowy.

W pracy [H2] wykazano, ze naswietlanie poliglicydolu promieniowaniem UV o dtugosci fali 254 nm
powoduje degradacje tego polimeru. Ustalono, ze promieniowanie UV generuje rodniki na tancuchu
poliglicydolu, ktére w okreslonych warunkach powodujg jego rozktad. Rodniki wygenerowane na
tancuchu polimerowym mogg jednak réwniez w odpowiednio zadanych warunkach rekombinowac
prowadzac do sieciowania faricuchéw polimerowych i tworzenia zelu [30]. Powyzsze zatozenie wyko-
rzystano w pracy [H12], gdzie w obecnosci fotouczulacza aktywowanego promieniowaniem UV prze-
prowadzono proces sieciowania pochodnych poliglicydolu.

Do sieciowania wykorzystano niemodyfikowany poliglicydol oraz poliglicydol, ktérego grupy hydrok-
sylowe modyfikowano izocyjanianem etylu uzyskujgc termoczuty polimer [10]. Uzyto poli(glicydol-
ran-etylokarbaminian glicydylu) (PGlI_URE) o rézinym stopniu podstawienia grup hydroksylowych
grupami hydrofobowymi, a zatem o réznej wartosci T¢p (tabela 3.1). Zastosowano fotouczulacze:
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benzofenon (BP) oraz jego pochodng — chlorek (4-benzoilobenzylo)trimetyloamoniowy (BBTMAC)
o stezeniu 2 %, 5% lub 10 %. Z mieszaniny modyfikowany poliglicydol/fotouczulacz wylewano folie,

ktdre nastepnie naswietlano promieniowaniem UV [H12].

Tabel. 3.1. Charakterystyka polimeréw uzytych do fotosieciowania [H1, H12]

Ccerepine |ty Mo omgmn St T
PGl 1,25-10° 1,37 - - 2
PGI_URE1 1,45-10° 1,40 1:0,41 40 28
PGI_URE2 1,40-10° 1,40 1:0,38 37 33
PGI_URE3 1,30-10° 1,57 1:0,34 32 46

) polimer catkowicie rozpuszczalny w mierzalnym zakresie temperatur

W wyniku absorpcji fotonu BP lub BBTMAC ulegajg fotodysocjacji na rodniki, ktére zdolne sg do
generowania rodnikéw na tancuchu polimerowym. W wyniku rekombinacji rodnikéw powstatych na

tancuchach nastepuje sieciowanie polimeru i tworzenie zelu (rys. 3.3).
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Rys. 3.3. Schemat fotosieciowania poliglicydolu i jego pochodnych [H12].

Okreslono wptyw sktadu wyjsciowego kopolimeru, rodzaju uzytego fotouczulacza i jego stezenia na
wydajnos¢ sieciowania (okreslang jako ilos¢ frakcji zelowej) oraz na stopien specznienia zelu w tem-

peraturze pokojowej i podwyzszone;j.

llos¢ frakcji zelowej, bez wzgledu na rodzaj uzytego fotouczulacza, spadata wraz ze stezeniem foto-
uczulacza. Zaobserwowano, ze najlepsza wydajnos¢ sieciowania (90 % dla obu fotouczulaczy) osig-
gnieto stosujgc stezenie fotouczulacza réwne 2 %. Sieciowanie modyfikowanych poliglicydoli
(PGI_URE) zachodzi ze znacznie nizszg wydajnoscig niz niemodyfikowanego PGI. llo$¢ frakcji zelowe;j
wynosi wowczas tylko okoto 35 %, niezaleznie od rodzaju uzytego fotouczulacza. Wydaje sie, ze
obecnos$¢ hydrofobowych grup etylokarbaminowych w polimerze hamuje tworzenie sie rodnikow na

tanicuchu, ttumiac proces fotosieciowania.

Stwierdzono stosunkowo niskg wydajnos¢ sieciowania oraz zmniejszenie sie ilosci frakcji zelowej przy
wzroscie ilosci fotouczulacza. Badania frakcji rozpuszczalnej zelu po jego naswietleniu promieniowa-
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niem UV wykazaty, ze nastepuje spadek masy molowej polimeréw oraz poszerzenie rozktadu mas
molowych. Na tej podstawie ustalono, ze podczas tworzenia zelu procesowi fotosieciowania towa-
rzyszy rowniez degradacja taiicuchéw polieterowych [H12].

W pracy [H12] ustalono réwniez optymalne parametry sieciowania, dla ktérych degradacja zachodzi
w stopniu minimalnym, a otrzymane zele charakteryzujg sie stosunkowo wysokim stopniem usiecio-
wania. Dla tych materiatéw zbadano ich zachowanie sie w wodzie w zakresie temperatur od 25 °C do
75 °C (przyktadowe dane na rys. 3.4), co ma istotne znaczenie z uwagi na ich potencjalne wykorzy-
stanie jako podtoza do hodowli komdrkowych.
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Rys. 3.4. (A) Kinetyka pecznienia przyktadowych zeli uzyskanych podczas fotosieciowania poliglicydolu
i modyfikowanego poliglicydolu; (B) Stopien specznienia zeli otrzymanych w wyniku fotosieciowania
PGI_URE1, w funkcji temperatury.

Réwnowagowe stopnie speczenia zeli otrzymanych z PGl wynoszg od 900 do 1700 % i zalezg od ilosci
uzytego fotouczulacza. Mozna zauwaziy¢, ze Zzele sieciowane BBTMAC wykazywaty nieco nizszy
stopien specznienia niz te sieciowane BP. Zele uzyskane z modyfikowanego poliglicydolu (PGI_URE1,
2 i 3 sieciowane w obecnosci tej samej ilosci tego samego fotouczulacza) wykazujg nizszg absorpcje
wody niz zele PGI (rys. 3.4 A). Wynika to z obecnosci hydrofobowych grup etylokarbaminowych ogra-
niczajgcych tworzenie sie wigzan wodorowych pomiedzy taricuchami polimeru a czgsteczkami wody.

Otrzymane zele PGI_URE byly termoczute. Wykazywaty one objetosciowe przejscie fazowe (spadek
stopnia speczenia ze wzrostem temperatury), cho¢ w dos¢ szerokim zakresie temperatur (przyktado-
we dane na rys. 3.4 B). Temperatura objetosciowego przejscia fazowego zeli (Typr) Wynosita dla
PGI_URE1 30 °C (bez wzgledu na typ fotouczulacza), dla PGI_URE2 35 °C (bez wzgledu na typ foto-
uczulacza) oraz dla PGI_URE3 40°C (BP) lub 45 °C (BBTMAC).

Zaobserwowano, ze niektére zele nie byly wystarczajgco stabilne mechanicznie. W trakcie pecznienia
badZ kurczenia rozrywaty sie na mniejsze fragmenty. Dodatkowo poniewaz procesowi sieciowania
towarzyszyta degradacja polimeru, a odpowiedzZ zelu na zmiane temperatury byta wolna, postano-
wiono nie wykorzystywac otrzymanych zeli do badan ich oddziatywan z komadrkami.

By zwiekszy¢ wytrzymatos¢ mechaniczng termoczutych zeli, polepszy¢ ich zachowanie w wodzie pod
wptywem zmian temperatury i przede wszystkim by wyeliminowaé¢ degradacje taricucha polimero-
wego spowodowang promieniowaniem UV, w pracy habilitacyjnej [H1] proces fotosieciowania prze-
prowadzono dla wodnej mieszaniny polimer/fotouczulacz po jej zamrozeniu otrzymujac tzw. kriozele.
Podczas zamrazania woda tworzy krysztaty lodu a rozpuszczone w niej zwigzki akumulujg sie
w tzw. niezmrozonej fazie ciektej. Naswietlanie promieniowaniem UV powoduje, ze sieciowanie
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i tworzenie zelu zachodzi wtasnie w tej fazie, a krysztaty lodu dziatajg jako porogen. Z tego wzgledu
czas naswietlania mozna zminimalizowac ograniczajagc ewentualng degradacje polimeru. Dodatkowo
kriozele w poréwnaniu do konwencjonalnych zeli charakteryzujg sie znacznie szybszg reakcjg na
uwodnienie i dehydratacje.

Poliglicydol i jego termowrazliwe pochodne PGI_URE1, PGI_URE2 i PGI_URE3 omdwione wczesniej
(tabela 3.1) zamrazano w obecnosci fotouczulacza BBTMAC, a nastepnie krétko naswietlano promie-
niowaniem UV. Mechanizm sieciowania polimeréw w niezmrozonej fazie ciektej przebiega tak jak
w wypadku fotosieciowania bez zamrazania (rys. 3.3). W pracy badano wptyw sktadu kopolimeru,
jego stezenia podczas sieciowania i czasu naswietlania na efektywnos¢ tworzenia kriozeli (frakcja
zelowa) oraz na ich wiasciwosci (rGwnowagowy stopien speczenia oraz Typr).

Otrzymano kriozele z wydajnoscig 73-88 %, charakteryzujgce sie stosunkowo wysoka zdolnoscig do
pecznienia w wodzie. Kriozele otrzymane z poliglicydolu peczniaty do 7000 %, podczas gdy kriozele
z termoczutych polimeréw PGI_URE do 5200 %. Nizszy stopien specznienia materiatow PGl_URE spo-
wodowany byt obecnoscig hydrofobowych grup etylokarbaminowych w taricuchu polimerowym.

Kriozele PGI_URE charakteryzowaty sie termoczutoscig (rys. 3.5). Ich stopien specznienia ulegat
odwracalnym zmianom wraz ze zmianami temperatury otoczenia. Sktad wyjsciowego kopolimeru
poddanego fotosieciowaniu znaczgco wptywat na wartos¢ Typr. Im wyzsza zawartos¢ grup hydrofo-
bowych w kopolimerze tym nizsza wartos¢ Tyer (rys. 3.5 A). Otrzymane kriozele bardzo szybko reago-
waty na zmiany temperatury (rys. 3.5 B). Takie ultra-szybkie zmiany pecznienia i kurczenia sie kriozeli
sg zwigzane z ich makroporowatg struktura.
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Rys. 3.5. (A) Zmiany stopnia specznienia kriozeli otrzymanych z termoczutych PGI_URE o réznym
sktadzie w funkcji temperatury; (B) Kinetyka pecznienia/kurczenia kriozeli PGl_URE.

Kriozele PGI_URE wykazywaty cykliczne zmiany pecznienia-kurczenia w funkcji temperatury, co jest
korzystne z uwagi na mozliwos¢ ich wielokrotnego wykorzystania. Ustalono, ze do pigtego cyklu
kriozele osiggajg ten sam stopien specznienia. Oznacza to, ze materiat ten jest w stanie odtworzy¢
swojg wewnetrzng strukture i objetos¢ po przejsciu zmian ze stanu specznionego do skurczonego
bez utraty wtasciwosci mechanicznych.

Na podstawie przeprowadzonych badan ustalono optymalny czas naswietlania i stezenie polimeru
konieczne do otrzymania kriozeli o wysokiej frakcji zelowej, stopniu specznienia oraz szybkiej
i odwracalnej reakcji na zmieniajacg sie temperature otoczenia. Kriozele te wykorzystano jako
warstwy samonosne do badan oddziatywan z komdrkami.
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Opisane w pracach [H1, H2, H12] badania pozwolity na:

e okredlenie granicznych parametréw (t.j. stezenie polimeru, czas naswietlania), w ktérych nastepu-
je rozpad tancucha polimeru pod wptywem promieniowania UV. Nalezy mie¢ to na uwadze planu-
jac przewidywane zastosowania poliglicydolu;

e otrzymanie samonosnych warstw poliglicydolu i jego termoczutych pochodnych (poli(glicydol-ran-
etylokarbaminian glicydylu)) w wyniku fotosieciowania promieniowaniem UV mieszanin poli-
mer/fotouczulacz. Uzyskano zele, ktore sg termoczute, a wartosci ich Typr mozna sterowad
poprzez sktad wyjsciowego polimeru poddanego sieciowaniu. Zele te nie wykazywaty jednak za-
dawalajgcych wtasciwosci mechanicznych, ponadto w trakcie naswietlania polimeréw procesowi
sieciowania towarzyszyta ich degradacja;

e otrzymanie tzw. kriozeli w wyniku zastosowania techniki fotosieciowania mieszaniny termoczuty
poliglicydol/fotouczulacz po jej zamrozeniu. Kriozele te charakteryzowaty sie wysoka wytrzymato-
$cig mechaniczng, nie ulegaty degradacji podczas naswietlania oraz, co istotne, wykazywaty szybka
reakcje (sekundy) na uwodnienie i odwodnienie pod wptywem zmiany temperatury otoczenia;

e Otrzymane w pracy habilitacyjnej termoczute kriozele, ktérych temperatura objetosciowego
przejscia fazowego wynosita 25 °C, wykorzystano do badan ich oddziatywan z komérkami. Wybér
uzasadniony jest tym, ze ten kriozel w warunkach prowadzenia hodowli komdrkowych
(temp. 37 °C) jest hydrofobowy, moze wiec sprzyja¢ adhezji i namnazaniu komérek.

3.2. Termoczute warstwy polimerowe immobilizowane na podtozach

Jak wczesdniej wspomniano, w pracy habilitacyjnej podjeto réwniez badania zwigzane z okresleniem
mozliwosci wykorzystania do hodowli i odczepiania komdrek termoczutych warstw polimerowych,
opartych na modyfikowanym poliglicydolu, ale immobilizowanych na podfozu. Z uwagi na znaczacy
postep jaki nastgpit w dziedzinie chemii polimerédw wykazujacych wrazliwosé na temperature badania
te rozszerzono ponadto na inne termoczute polimery: poli(metakrylany glikoli oligoetylenowych)
oraz poli(2-podstawione-2-oksazoliny).

W rozdziale tym najpierw opisana zostanie synteza i wiasciwosci warstw modyfikowanego poliglicydolu
immobilizowanego na podtozu (podrozdziat 3.2.1), a nastepnie warstw poli(metakrylanéw glikoli
oligoetylenowych) (podrozdziat 3.2.2) i poli(2-podstawionych-2-oksazolin) (podrozdziat 3.2.3).
W rozdziale 3.3 przedstawione zostanie wykorzystanie tych podtozy do hodowli i odczepiania komarek.

3.2.1. Termoczuty poliglicydol immobilizowany na podtozu [H5]

Powierzchnie polimerowe zawierajgce warstwe termoczutych pochodnych poliglicydolu (rys. 1.2 B_I)
otrzymano wykorzystujgc technike szczepienia do podfoza. Synteza termoczutych warstw byta analo-
giczna do przedstawionej w rozdziale 2.1 syntezy warstw poliglicydolowych badanych pod katem
osadzania sie protein. Obejmowata ona dwa etapy: modyfikacje podtozy statych w celu wprowadze-
nia reaktywnych grup bezwodnikowych (rys. 2.1 A, B i C), a nastepnie immobilizacje na takich
podtozach wczesniej syntezowanych polimerdow glicydolu (rys. 2.2 A), w tym wypadku termoczutych.
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Do badain wykorzystano poli(glicydol-ran-etylokarbaminian glicydylu) o M, =210°g/mol,
M./M,, =1,3, majacy 40% grup etylokarbaminowych w fancuchu polimerowym. Polimer ten
(mPGI — oznaczenie polimeru w publikacji) wykazuje temperature przejscia fazowego w 25 °C. Wybor
polimeru o takiej wartosci T, podyktowany byt koniecznoscig prowadzenia hodowli komérkowej
w temperaturze 37 °C. W tej temperaturze polimer jest hydrofobowy, czyli moze sprzyjaé¢ adhezji
i namnazaniu komorek.

Na podfoza krzemowe lub szklane zawierajgce warstwe PE-MA nanoszono powyiszy polimer
w réznym stezeniu (od 0,25 % do 10 %). W wyniku reakcji grup bezwodnikowych podtoza z grupami
hydroksylowymi mPGl uzyskano warstwe polimerowg, w ktdrej tancuchy byty wielokrotnie, kowalen-
cyjnie szczepione z podtozem (rys. 1.2 B ).

Obecnos¢ polimeru na podtozu potwierdzono technikg FT-IR. W widmie obserwowano charaktery-
styczne pasma absorpcji pochodzace od grup obecnych w mPGl. Po reakcji szczepienia polimeru
mPGI znika takze obecne wczesniej pasmo absorpcyjne przy 1850 cm™ pochodzace od grupy bez-
wodnikowej C=0 w warstwie PE-MA. Dowodzi to, ze wiekszos¢ grup bezwodnikowych warstwy
PE-MA przereagowata z grupami hydroksylowymi poli(glicydolu-ran-etylokarbaminianu glicydylu).

Obserwacje warstw mPGI metodg AFM pokazaty, ze ich morfologia zalezy od stezenia roztworu poli-
meru uzytego podczas nanoszonego na podfoze. Dla stezen od 0,25 % do 1% otrzymano gtadkie
i regularne warstwy polimerowe (RMS = 0,09-0,18 nm) (rys. 3.6 A). Zastosowanie bardziej stezonego
roztworu (10 %) prowadzito do otrzymania warstwy o ,pofatdowanej”, nieregularnej strukturze

(RMS 1,3 nm) (rys. 3.6 B).
B

Rys. 3.6. Zdjecia AFM i profil chropowatosci podtozy pokrytych mPGI o stezeniu 0,25 % (A) i 10 % (B).

A

Wykorzystujgc pomiary elipsometryczne zmierzono grubosci warstw polimerowych, a pomiary kata
zwilzania dostarczyty informacje o ich powinowactwie do wody (tabela 2.5). Badania wykonano
dla warstw suchych oraz inkubowanych w wodzie w temperaturze 20 °C oraz 40 °C, czyli w warunkach
ponizej i powyzej temperatury Tcp termoczutego polimeru immobilizowanego na powierzchni. Pozwoli-
to to oszacowad, czy otrzymane warstwy wykazujg termowrazliwos¢ i mogg byé wykorzystanie
do badan zwigzanych z adhezjg komadrek, ich namnazaniem i oddzielaniem od podtoza w postaci arkusza.
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Tabela 2.5. Grubos$¢ warstw mPGl oraz ich powinowactwo do wody

Stezenie roztworu mPGl Kat zwilzania [°] Grubos¢ warstwy [nm]
podczas immobilizacji woda/20 °C woda/40 °C sucha woda/20 °C | woda/40 °C
0,25 % 60+3 68+2 20+0,7 30+0,5 3610,5
0,5% 55+3 65+4 28+0,5 31+0,4 33+0,4
1% 50+3 7012 34+0,5 38+0,4 41+0,5
10 % 3043 55+2 24-60+0,5° | 27-60%0,5° 47+0,5
PG 5043 5143 -

®warstwa charakteryzowata sie réznga gruboscig w zaleznoéci od miejsca pomiaru
b . .
nie mierzono

Sredni kat zwilzania warstw mPGl w temperaturze 20 °C zmieniat sie miedzy 30 a 60 °, w zaleznosci
od stezenia roztworu polimerowego stosowanego do immobilizacji. W temperaturze 40 °C powino-
wactwo podtozy do wody ulegto zmianie i wartos$é¢ kata zwilzania wzrosta. Wskazuje to na wzrost
hydrofobowosci podtozy po przekroczeniu T¢ immobilizowanego polimeru. Dla poréwnania zwilzal-
no$¢ podtozy pokrytych niemodyfikowanym poliglicydolem, ktéry jest hydrofilowy i nie wykazuje
termowrazliwosci, nie ulegta zmianie przy wzroscie temperatury.

Grubos¢ warstwy polimerowej ,,suchej” rosta od 20 nm do 34 nm wraz ze wzrostem stezenia nano-
szonego mPGI. Dla 10 % stezenia roztworu polimeru otrzymano warstwe nierédwnomierng i ,,pofat-
dowang” o grubosci od 24 do 60 nm (niejednorodno$¢ warstwy potwierdzity rowniez zdjecia AFM,
rys. 3.6 B). Grubos¢ wszystkich warstw inkubowanych w wodzie w 20 °C zwiekszyta sie, co Swiadczy
o ich pecznieniu na skutek absorbcji wody. Nieoczekiwanie wzrost temperatury do 40 °C (czyli powy-
7ej temperatury T, mPGI) powodowat dalszy, cho¢ nieznaczny wzrost grubosci warstw. Wiadomo,
ze dla warstw o strukturze ,szczotki polimerowej” grubosé zmniejsza sie pod wptywem ogrzewania
na skutek kurczenia sie tancuchéw polimerowych [31]. Obserwowane w pracy [H5] zachowanie
warstw mPGl moze by¢ wynikiem ich specyficznej struktury powstajacej w wyniku przeplatania
sie tancuchéw wielokrotnie szczepionych z podtozem (rys. 3.7). Ogrzewanie ukfadu powoduje,
ze pomimo dehydratacji warstwy, tancuchy polimerowe ulegajg ,rozcigganiu” na skutek oddziatywan
hydrofobowych miedzy nimi.

H0, H0
W " /J( "
temperatura
. 7) > Wz Z)

Rys. 3.7. Schemat reakcji warstwy poli(glicydolu-ran-etylokarbaminianu glicydylu) na zmiany
temperatury otoczenia.

Otrzymane powierzchnie poli(glicydolu-ran-etylokarbaminianu glicydylu) wykazywaty termoczutos¢ —
wraz ze wzrostem temperatury zmieniaty swoje powinowactwo do wody. W dalsze]j czesci pracy habi-
litacyjnej postuzyty zatem do badan zwigzanych z hodowlg i odczepianiem komérek.
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3.2.2. Termoczute poli(metakrylany glikoli oligoetylenowych) na podtozu [H4, H6]

Do otrzymania termoczutych powtok polimerowych oprécz modyfikowanego poliglicydolu wykorzy-
stano réwniez poli(metakrylany glikoli oligoetylenowych) (POEGMA). Jest to szeroka grupa polime-
row, ktéra w ostatnich latach wzbudzita znaczne zainteresowanie [32]. Wiekszo$¢ monomerdéw
metakrylanéw glikoli oligoetylenowych jest komercyjnie dostepna i fatwo polimeryzowalna przy uzy-
ciu technik kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej (w szczegdlnosci kontrolowanej polimeryzacji
rodnikowej z przeniesieniem atomu - ATRP). Amfifilowa struktura tych polimeréw (gdzie taricuch
boczny glikolu oligoetylenowego jest odpowiedzialny na rozpuszczalnos¢ i tworzenie wigzan wodo-
rowych z czgsteczkami wody, a tancuch gtdwny za konkurujgce oddziatywania hydrofobowe) powo-
duje, ze wiele z nich wykazuje termoczuto$é. W pordwnaniu z powszechnie stosowanym PNIPAM,
termoczute POEGMA majg wiele zalet np. charakteryzujg sie waskim przejSciem fazowym o nieznacz-
nej histerezie, a wptyw czynnikdw zewnetrznych na wartosci ich T¢p jest niewielki. W momencie pro-
wadzenia badan, w literaturze nie opisano wykorzystania poli(metakrylanoéw glikoli oligoetyleno-
wych) immobilizowanych na powierzchni do hodowli i odczepiania komérek w postaci arkuszy.

> Wybér polimeru o zagdanej temperaturze przejscia fazowego [H6]

W ramach pracy habilitacyjnej, wykorzystujgc technike ATRP zsyntezowano szereg (ko)polimeréw
opartych na metakrylanie eteru monoetylowym glikolu trietylenowego (TEGMA-EE). Jako drugi
komonomer wybrano metakrylan eteru monometylowego glikolu oligoetylenowego — OEGMA,7s,
gdzie 475 to masa molowa jednostek glikolu etylenowego w merze. Celem badan byto okreslenie
wptywu sktadu kopolimeru na temperature jego przejscia fazowego, a nastepnie wybdr polimeru
wykazujgcego T¢p w warunkach sprzyjajagcych hodowli komorek (rys. 3.8) [H6].
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Rys. 3.8. Struktury chemiczne otrzymanych (ko)polimeréw TEGMA-EE oraz wykres zaleznosci transmitancji ich
wodnych roztwordw od temperatury (stezenie 0,5 g/L).

Z wykorzystaniem technik *H NMR oraz FT-IR potwierdzono strukture chemiczng otrzymanych kopo-
limeréow oraz obliczono ich sktad. Sktad kopolimeréw od 4,5 % mol do 30,5 % mol OEGMA,;5 byt
w kazdym przypadku zblizony do sktadu wyjsciowego mieszaniny reakcyjnej. Masy molowe wyzna-
czone technikg SEC-MALLS miescity sie z zakresie od 24 500 g/mol do 50 200 g/mol. Chromatogramy
wszystkich (ko)polimerdéw byty monomodalne i symetryczne, a M,,/M,, nie przekraczata wartosci 1,34.
W zaleznosci od sktadu i masy molowej (ko)polimery wykazywaty temperature przejscia fazowego
w zakresie 25-60 °C (rys. 3.8).

Do syntezy powierzchni polimerowych wytypowano poli(metakrylan eteru monoetylowego glikolu
trietylenowego) (P(TEGMA-EE)), ktdrego warto$¢ temperatury Tep wynosita 25 °C (dla stezenia 5 g/L).
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> Immobilizacja poli(metakrylanu eteru monoetylowego glikolu trietylenowego) na podtozu [H4]

Powierzchnie polimerowe otrzymano wykorzystujac szczepienie od podtoza [H4], w ktdrym grupy
bromkowe immobilizowane na podtozu krzemowym lub szklanym inicjowaty polimeryzacje rodniko-
wa z przeniesieniem atomu (SI-ATRP) monomeru TEGMA-EE. Do syntezy warstw Si~P(TEGMA-EE)
zastosowano czteroetapowq procedure ztozong z hydroksylacji podtozy, ich aminosililowania,
wprowadzenia inicjatora ATRP oraz SI-ATRP TEGMA-EE (rys. 3.9).
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Rys. 3.9. Schemat syntezy warstw Si~P(TEGMA-EE): (A) wprowadzenie inicjatora ATRP na podtoze;
(B) SI-ATRP metakrylanu eteru monoetylowego glikolu tri etylenowego.

Etap hydroksylacji i aminosililowania (wprowadzenia na podtoze grup aminowych pochodzacych od
APTES) przebiegat analogicznie do tego opisanego w rozdziale 2.1 (rys. 2.1 B). Inicjator SI-ATRP,
powstaty w reakcji grup aminowych podtoza z bromkiem 2-bromo-2-metylo propionylowym (Si~Br),
inicjowat nastepnie polimeryzacje monomeru TEGMA-EE. Otrzymano warstwe o strukturze ,szczotki
polimerowej” (Si~P(TEGMA-EE), rys. 1.2 B_ll).

Wiadomo [33], ze w przypadku ATRP inicjowanej od podtozy, mate stezenie grup inicjujgcych znajduja-
cych sie wytacznie na podtozu prowadzi do niekontrolowanego wzrostu fancucha. By zapewni¢ kontrole
przebiegu polimeryzacji do uktadu wprowadzono niezwigzany z podtozem inicjator tzw. ,wolny inicja-
tor” (,sacrificial initiator”). Polimeryzacja zachodzita wtedy réwnoczesnie w roztworze i na podtozu.
Masy molowe polimeru powstajgcego w roztworze mozna byto wiec odnies¢ do tych na podtozu [33].

Masa molowa polimeru powstatego w roztworze wzrastata od 23 000 do 189 000 g/mol wraz z cza-
sem polimeryzacji. Chromatogramy wszystkich prébek P(TEGMA-EE) byly monomodalne i waskie.
Dyspersyjnos¢ mas molowych polimeru dla pierwszych 6 godzin prowadzenia polimeryzacji byta
nizsza od 1,3 po czym wzrosta do wartosci 2,3.

Analiza sktadu modyfikowanych podtozy wykonana technika XPS potwierdzita reakcje aminosililowa-
nia oraz wprowadzenie inicjatora ATRP. Wskazuje na to wzrost zawartosci azotu oraz wegla w skfa-
dzie powierzchniowym podtozy, a nastepnie pojawienie sie sygnatu atomdéw bromu (tabela 2.6).
Utworzenie warstwy Si~P(TEGMA-EE) spowodowato, ze sygnat atomdéw azotu wygast, natomiast
intensywnos¢ sygnatu krzemu znaczgco spadta. Wzrést natomiast stosunek intensywnosci sygnatow
C/O z wartosci 0,5 (dla warstwy posredniej Si~Br) do wartosci 2,77 (dla warstwy Si~P(TEGMA-EE)-21h).
Teoretyczny, wyliczony dla metakrylanu eteru monoetylowego glikolu trietylenowego stosunek C/O
wynosi 2,4, co zgadza sie z warto$cig zmierzona.
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Tabela 2.6. Sktad powierzchni modyfikowanej i pokrytej polimerem P(TEGMA-EE)

wars:)\nzlctz::ll:leikacji Cls O1s g2e Nip Br
Si~OH 17,2 57,4 24,7 0,7 0,0

Si~NH, 28,8 47,7 20,8 2,7 0,0

Si~Br 25,9 51,3 20,5 2,2 0,1
Si~P(TEGMA-EE) 72,5 26,2 1,23 0,0 0,0

> Analiza wiasciwosci warstw Si~P(TEGMA-EE) [H4]

Chropowatos¢ warstw Si~P(TEGMA-EE) zmienia sie z czasem polimeryzacji, co zwigzane jest ze wzro-
stem tancuchow polimerowych. RMS wzrastat od poczgtkowej wartosci 0,24 nm (po jednej godzinie
polimeryzacji), do wartosci maksymalnej 0,62 nm dla warstwy po 4 godzinach polimeryzacji. Dalszy
wzrost czasu polimeryzacji powodowat utworzenie jednolitego filmu (na skutej wydtuzenia sie tarcu-
chow polimerowych), a tym samym spadek RMS do wartosci 0,21 nm.

Grubos¢ warstwy Si~P(TEGMA-EE) oraz jej powinowactwo do wody mierzono dla warstw suchych
oraz inkubowanych w wodzie w temperaturze 20 °C (<T¢p) oraz 37 °C (>Tep) (rys. 3.10).

A sucha
558 speczniona 20°C
[E=J skurczona 37°C

22,54
20,0 A
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Rys. 3.10. (A) Grubos¢ warstw Si~P(TEGMA-EE) w stanie suchym i po inkubacji w wodzie w 20 °C
i 37 °C w funkcji czasu polimeryzacji; (B) Zdjecia kropli wody i kat zwilzania dla warstw
Si~P(TEGMA-EE) w réznych warunkach.

10,0

7.5

grubosc warstwy [nm]
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Grubos¢ warstwy polimerowej w stanie suchym wzrastata z czasem prowadzenia reakcji polimeryza-
cji od 3 nm do 18 nm (rys. 3.10 A), znaczaco w czasie pierwszych 6 godzin polimeryzacji. Dalsze wy-
dtuzenie czasu polimeryzacji powodowato spowolnienie przyrostu grubosci warstwy z uwagi m.in. na
spadek stezenia monomeru w uktadzie reakcyjnym, utrate centrow aktywnych i obnizong szybkosc¢
dyfuzji monomeru. Inkubacja powierzchni w wodzie w 20 °C powodowata jej pecznienie i wzrost gru-
bosci warstwy. Podwyzszenie temperatury do 37 °C powodowato spadek grubosci warstwy na skutek
kurczenia sie tancuchéw polimerowych w wyniku ostabienia wigzan wodorowych miedzy czastecz-
kami wody a polimerem. Dehydratacja powtoki polimerowej ma takze odzwierciedlenie w wiekszych
wartosciach kata zwilzania (rys. 3.10 B). Powtoka Si~P(TEGMA-EE) wraz ze zmiang temperatury zmie-
niata wiec swoje powinowactwo do wody.

28



Zmiany grubosci warstwy oraz katéw zwilzania spowodowane wzrostem temperatury wskazujg na ter-
moczute wtasciwosci warstw Si~P(TEGMA-EE). Zmiany te predysponujg otrzymane materiaty do badan
ich oddziatywania z komdrkami, w szczegdlnosci do badan hodowli i odczepiania arkuszy komoérek.

3.2.3. Termoczute poli(2-podstawione-2-oksazoliny) na podtozu [H7, H8, H9]

Inng grupa termoczutych polimeréw, ktére wykorzystano do badan oddziatywan z komdrkami byty
poli(2-podstawione-2-oksazoliny) (POx).

POx, zwane pseudopeptydami, sg nietoksyczne i biokompatybilne [34] oraz nie kumulujg sie w tkan-
kach [35]. Pomimo, ze mechanizm polimeryzacji jak i same polimery 2-oksazolin znane sg juz od kilku
dziesiecioleci, to ze wzgledu na ich ciekawe wtasciwosci polimery te ,,odkryto” na nowo. Wykazano,
ze mozliwe jest otrzymanie kopolimerédw POx z réznymi taricuchami bocznymi lub grupami korico-
wymi i o réznej architekturze [36]. Znane sg liczne potencjalne zastosowania POx w medycynie i bio-
technologii np. konjugaty POx-proteina czy nosniki DNA (polipleksy) [37]. Niektére POx sg termo-
wrazliwe, co dodatkowo zwieksza ich atrakcyjnos¢ dla zastosowan biomedycznych.

W momencie prowadzenia badan w literaturze mozna byto znalezé niewiele prac zwigzanych
z immobilizowaniem POx na podtozach [38]. Zadna z nich nie opisywata otrzymywania warstw
poli(2-podstawionych-2-oksazolin) o strukturze ,szczotek” z wykorzystaniem terminacji zyjacych
tarncuchéw POx grupami funkcyjnymi podtoza. Nie podejmowaly one ponadto tematyki zwigzanej
z termoczutoscig powtok polimerowych, réwniez w aspekcie ich oddziatywania z komérkami.

> Immobilizacja POx na podtozach [H7, H8]

Do badan w ramach pracy habilitacyjnej wytypowano kopolimery 2-etylo- i 2-nonylo-2-oksazoliny
(PENOx) oraz homopolimer 2-izopropylo-2-oksazoliny (PIPOx).

Powierzchnie polimerowe zawierajgce immobilizowang warstwe termoczutej POx otrzymano wyko-
rzystujac technike szczepienia do podtoza [H7, H8]. W tym celu zyjace centra wzrostu w postaci
kationéw oksazolinowych na koncu tafcuchéw kopolimeréw PENOx lub homopolimeréw PIPOx
terminowano grupami aminowymi wprowadzonymi na podtoze (pochodzacymi od APTES). W wyniku
tej reakcji utworzone zostato wigzanie kowalencyjne i otrzymano warstwe o strukturze ,szczotki
polimerowej” (rys. 1.2 B_ll oraz rys. 3.11).
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Rys. 3.11. Schemat szczepienia zyjacej POx do podtoza zawierajgcego grupy aminowe.

Wiasciwosci (ko)polimerow oksazolin, ktére szczepiono na podtozu zestawiono w tabeli 2.7.

Tabela 2.7. Charakterystyka (ko)poli(2-podstawionych-2-oksazolin) w roztworze, szczepionych
nastepnie na modyfikowanym podtozu [H7,H8]

. Oznaczenie. ) M,, (SEC- M./M, mol % of Ter [°C] tpo.La
polimeru w publikacji MALLS) NOx (NMR) [dni]
sPIPOx0 0
sPIPOx2 2
20800 1,01 -— 37
sPIPOx4 4
sPIPOx7 7
PIPOx1 22500 1,02 -— 37 12
PIPOx2 40000 1,06 -— 35 12
PENOx1 15000 1,04 14 22
PENOx2 18000 1,27 14 22 12
PENOx3 14000 1,27 10 31
PENOx4 21800 1,30 10 31 2
PENOXx5 15300 1,09 6 36 12

7 Czas, po ktérym szczepiono polimer z podtozem, od momentu osiggniecia 100 % konwersji

Zyjace (ko)polimery PIPOx i PENOx nanoszono na podtoza po réznym czasie od momentu osiggniecia
100 % konwersji (tpo, rowne od 0 do 12 dni, tabela 2.7).

Podczas analizy AFM zaobserwowano, ze na warstwach PIPOx tworzyty sie fibrylarne struktury.
Obecnosc tych struktur wynikata z czesciowej krystalizacji taricuchdw poli(2-izopropylo-2-oksazoliny)
w acetonitrylu, rozpuszczalniku stosowanym do polimeryzacji. Poniewaz zaobserwowane zjawisko
nie zostato do tej pory wyjasnione, w pracy habilitacyjnej [H9] podjeto badanie procesu krystaliza-
cji PIPOx w acetonitrylu.

> Krystalizacja POx w rozpuszczalnikach organicznych [H9]

W literaturze opisano zdolnos¢ do krystalizacji poli(2-podstawionych-2-oksazolin) w roztworach
wodnych oraz w roztworach wodnych z dodatkiem rozpuszczalnikéw organicznych [39, 40]. Krystali-
zacja POx w tych rozpuszczalnikach jest indukowana odpowiednio dtugim ogrzewaniem roztworu
powyzej temperatury przejscia fazowego polimeru (T¢p). Zasadnicza rola w mechanizmie krystalizacji
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zostata przypisana wiec dehydratacji fancuchéw polimeréow towarzyszacej przejsciu fazowemu
i utworzeniu tzw. fazy bogatej w polimer (polymer rich phase) [39].

Obserwowana w pracy [H7, H8] krystalizacja poli(2-izopropylo-2-oksazoliny) zachodzita w rozpusz-
czalniku organicznym, w ktérym polimer nie wykazuje separacji fazowej zwigzanej z termowrazliwo-
Scig. Wydaje sie to przeczy¢ powyzszej interpretacji, wedle ktérej obecnos¢ wody jest konieczna
dla procesu krystalizacji POx. Dlatego podjeto prace, opisane w [H9], zwigzane ze zbadaniem proce-
sow krystalizacji PIPOx w acetonitrylu (ACN), sulfotlenku dimetylu (DMSO) i weglanie propylenu (PC).
W autoreferacie przedstawiono wyniki krystalizacji PIPOx tylko w ACN, gdyz taka mieszanina wyko-
rzystana zostata do immobilizacji polimeru na podtozach, a powstata warstwa do badan oddziatywan
z komoérkami.

Roztwory PIPOx (M, =20800 g/mol, M,/M, =1,01) w acetonitrylu o stezeniu 5%, 10% i 30%
ogrzewano w 50°C przez 20 dni. W tym czasie mieszaniny stawaty sie metne i powstawat osad, ktéry
poddano analizie DSC i WAXS (rys. 3.12).
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Rys. 3.12. (A) Krzywe DSC dla PIPOx wykrystalizowanej z roztworu ACN o réznym stezeniu (pomiar 10°C/min)
i (B) krzywe dyfrakcyjne krystalitéw uzyskanych z 5 % roztworu PIPOx w ACN.

Termogramy DSC osadéw powstatych we wszystkich roztworach PIPOx wykazaty obecnosé endoter-
micznego piku Swiadczgcego o tym, ze prébka zawierata frakcje krystaliczng, ktora ulegta topnieniu.
Wartos¢ entalpii topnienia wzrastata wraz ze wzrostem stezenia roztworu od 20 J/g dla 5 % roztworu
do 41 J/g dla 30 % roztworu. Analiza metoda szerokokatowej dyfrakcji promieni rentgenowskich wy-
kazata dwa gtéwne piki dyfrakcyjne przy 26 =7,93° i 18,11°. Identyczne piki dyfrakcyjne i wartosci
odlegtosci miedzyptaszczyznowych zostaty otrzymane dla PIPOx krystalizowanej w wodzie [41].
Oznacza to, ze PIPOx krystalizowana w rozpuszczalnikach organicznych ma taka samg komoérke
elementarng co PIPOx krystalizowana w wodzie. Najwyzszy udziat frakcji krystalicznej x. wynoszacy
68 % uzyskano dla PIPOx z 30 % roztworu w ACN.

Morfologie PIPOx krystalizowanej w rozpuszczalniku organicznym obrazowano SEM (rys. 3.13).
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Rys. 3.13. Zdjecia SEM PIPOx wykrystalizowanej z roztworu ACN 30 % (A) i 5 % (B) (skala 5 um).

Zaobserwowane fibrylarne struktury PIPOx wzajemnie sie przeplatajg i tworzg gesta sie¢ (rys. 3.13).
Dtugos¢ fibryli siega kilku mikrondéw, a ich grubosci okoto 50 nm. Wykazano, ze stezenie roztworu,
z ktérego krystalizowat PIPOx, ma niewielki wptyw na morfologie powstatych struktur.

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze PIPOx krystalizuje w rozpuszczalniku organicznym
(bez udziatu wody), a proces ten nie jest zwigzany z termoczutoscig polimeru.

> Analiza wiasciwosci warstw poli(2-podstawionych-2-oksazolin) [H7, H8]

Z uwagi na zaobserwowang krystalizacje PIPOx w rozpuszczalniku polimeryzacyjnym [H9], jego immobi-
lizacje na podtozu przeprowadzono zaraz po osiggnieciu petnej konwersji (sPIPOx0) oraz po 2 (sPIPOx2),
4 (sPIPOx4), 7 (sPIPOx7) oraz 12 (PIPOx1) dniach wygrzewania roztworu polimeryzacyjnego (tabela 2.7).
Umozliwito to okreslenie wptywu liczby krystalitdw na witasciwosci powierzchni, w tym termoczutosé
oraz na ich zdolnos¢ do oddziatywania z komdrkami. Kopolimery PENOx nie krystalizowaty z roztworu,
wiec immobilizowano je na podtozach po 12 dniach od osiggniecia petnej konwers;ji.

Morfologie otrzymanych warstw polimerowych przedstawiono na rysunku 3.14.

400nm
e

y,

Rys. 3.14. Zdjecia AFM warstw sPIPOx0 (A), sPIPOx2 (B), sPIPOx4 (C), sPIPOx 7 (D), PIPOx2 (E) oraz PENOx1 (F).

Powierzchnie PIPOx sg gtadkie, bez fibrylarnych struktur a wspétczynnik chropowatosci jest niski
(0,4 nm), gdy polimer szczepiony jest do poditoza bezposrednio po osiggnieciu petnej konwersji
(rys. 3.14 A). Wydtuzenie czasu, po ktérym polimer zostat zaszczepiony na podtozu powoduje, ze
wzrasta stopien pokrycia powierzchni fibrylami (od 20 % do 70 %; rys. 3.14 B-E) i rosnie chropowa-
tos¢ warstwy (do 6-12 nm). Rdwnoczesnie obserwuje sie wzrost grubosci warstwy od 5 nm do 11 nm.
Dtugosc fibryli osadzonych na powierzchni wynosi kilka mikronow.

Aby usung¢ krystality z podtoza, powierzchnie wygrzewano w 210 °C (powyzej T, PIPOx), a nastepnie
chtodzono szokowo i ptukano. Uzyskana w ten sposdb warstwa byta homogeniczna i gtadka
(RMS =0.5 nm), a jej grubos¢ (5 nm) odpowiadata grubosci warstwy otrzymanej w wyniku szczepie-
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nia sPIPOx0 do podtoza zaraz po osiggnieciu petnej konwersji. Oznacza to, ze krystality osadzone
w warstwie polimeru sg niekowalencyjnie zwigzane z podtozem i mogg by¢ fatwo stopione i usuniete.

Powierzchnie oparte na kopolimerach 2-etylo- i 2-nonylo-2-oksazoliny (PENOXx) byty chropowate i
niehomogeniczne (rys. 3.14 F). Pomimo, ze homopolimer 2-nonylo-2-oksazoliny jest polimerem kry-
stalicznym [42], jego kopolimery z 2-etylo-2-oksazoling s amorficzne. Dlatego na otrzymanych po-
wierzchniach PENOx nie obserwowano obecnosci fibryli. Morfologia warstwy PENOx zalezy od sktadu
kopolimeru. Zmniejszenie zawartosci NOx w tfancuchu kopolimeru powodowato otrzymanie
powierzchni o bardziej regularnej morfologii i nizszej chropowatos¢ (spadek RMS z 1,1 nm do 0,25 nm dla
NOx % odpowiednio 14 % i 6 %).

W pracy badano réwniez powinowactwo do wody oraz grubosci warstw PENOx i PIPOx w celu oceny
wptywu mas molowych, sktadu kopolimerdw czy obecnosci krystalitéw (niewykazujgcych termowraz-
liwosci) na zachowanie warstw inkubowanych w wodzie w réznych temperaturach (tabela 2.8).

Tabela 2.8. Grubos¢ warstw PENOx i PIPOx oraz ich powinowactwo do wody w stanie suchym oraz po inkubacji
w wodzie w 20 °Ci 40 °C

Liczba krystalitow

Ge .o L2
e et ] Kat zwilzania [°] Grubos¢ warstwy [nm]
Oznaczenie lub
warstwy w publikacji (ON 0, (OR h, h, h;
suche woda woda suche woda woda
% NOx podtoza 20 °C 40 °C podtfoza 20°C 40 °C
sPIPOx0 0 65 54 64 5 12 7
sPIPOx2 20 68 58 67 6 12 7
sPIPOx4 40 69 58 68 7 13 9
sPIPOx7 70 73 60 64 9 13 11
PIPOx1 70 77 62 75 9 13,5 12
PIPOx2 70 72 60 70 11 16 13
PENOx1 14 78 55 70 5 7 6,5
PENOx2 14 71 60 68 6 9 7
PENOx3 10 67 58 65 4 5,5 4
PENOx4 10 57 50 56 8 12 9
PENOx5 6 - - - 5 8 6,5

Zaobserwowano, ze kat zwilzania suchych powierzchni PENOx zalezy od sktadu oraz masy molowej
immobilizowanego kopolimeru. Komonomer NOx jest hydrofobowy i jego wieksza zawarto$¢ w tan-
cuchu powoduje, ze warstwa ma mniejsze powinowactwo do wody. W wypadku warstw o tej same;j
zawartosci NOx, warstwa jest bardziej hydrofilowa, gdy wieksza jest masa molowa immobilizowane-
go polimeru. Powinowactwo do wody warstw PIPOx zalezy od stopnia pokrycia ich powierzchni
krystalitami i maleje wraz ze wzrostem liczby fibryli na powierzchni, potwierdzajac ich hydrofobowy
charakter. Zwilzalno$¢ wszystkich otrzymanych powierzchni inkubowanych w wodzie w 20 °C wzrasta
w poréwnaniu do warstw suchych. Jest to spowodowane solwatacjg tancuchow polimerowych
w wyniku penetracji wody do warstwy.
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Grubos¢ otrzymanych warstw POx miesci sie w zakresie od 4 do 11 nm i zalezy od masy molowej
immobilizowanego polimeru oraz od liczby krystalitdw obecnych na podtozu. Inkubacja podtozy
w wodzie w 20 °C powoduje pecznienie warstw polimerowych — obserwowany jest wzrost grubosci
warstwy. Dla warstw PIPOx przyrost grubosci warstwy (h,-h,, tabela 2.8) maleje wraz ze wzrostem
liczby krystalitdw na powierzchni. Hydrofobowe krystality na powierzchni zapobiegajg penetracji
wody do warstwy polimerowej i dlatego ograniczajg jej zdolnosé do pecznienia.

W temperaturze 40 °C, powyzej Tcp immobilizowanej POx, warstwy stajg sie hydrofobowe. Obser-
wowany jest jednoczesny spadek grubosci warstwy, niemal do jej poczatkowej wartosci. Swiadczy to
o dehydratacji i kurczeniu sie tancuchéw polimerowych szczepionych na podtozu w wyniku zaburze-
nia sfery solwatacyjnej. Odpowiedz warstwy sPIPOx7, zawierajgcej 70 % krystalitéw na powierzchni,
na zmiane temperatury (0;-0, = 4) byta najmniejsza.

Indukowane temperaturowo pecznienie (ponizej T¢p) oraz kurczenie sie (powyzej Tep) otrzymanych
w pracy warstw (ko)poli(2-podstawionych-2-oksazolin) przy jednoczesnych zmianach ich powinowac-
twa do wody jest charakterystyczne dla termowrazliwych warstw. Powierzchnie te w dalszych
etapach prac zostaty wiec wykorzystane do badan adhezji i odczepiania komdrek w postaci arkusza.

W ramach prac [H4-H9]:

e Whykorzystujgc metody szczepienia do podtoza otrzymano i scharakteryzowano warstwy polime-
rowe oparte na (ko)polimerach glicydolu i (ko)polimerach 2-podstawionych-2-oksazolinach.
W pierwszym przypadku uzyskano warstwe o strukturze przenikajacych sie tancuchdw wielokrot-
nie szczepionych z podtozem, w drugim warstwy o strukturze ,szczotki polimerowej”

e Wykorzystujac metody szczepienia od podtoza uzyskano warstwy o strukturze ,szczotki polime-
rowej” oparte na metakrylanie eteru monoetylowym glikolu trietylenowego

e Ustalono, ze otrzymane warstwy oparte na mPGl, Si~P(TEGMA-EE) oraz PIPOx i PENOx wykazujg
termoczutos¢ - wraz ze zmiang temperatury otoczenia zmienia sie ich grubos¢ i powinowactwo do
wody. Dlatego tez warstwy te wykorzystano do badan oddziatywania z komérkami

3.3. Warstwy termoczutych polimeréw w hodowli i odczepianiu komérek skéry w postaci arkusza
[H1, H4, H5, H7, H8, H11]

W pracy okreslono zdolnos¢ otrzymanych termoczutych warstw opartych na poliglicydolu (zaréwno
samonosnych jak i immobilizowanych na podtozach), poli(metakrylanie glikolu trietylenowym) oraz
(ko)poli(2-podstawionych-2-oksazolinach) do ich oddziatywan z komodrkami, a w szczegdlnosci do
mozliwosci tworzenia ciggtego arkusza komodrek i jego odczepienia w niezmienionej postaci bez sto-
sowania enzymatycznych metod oddzielania komdrek. W badaniach wykorzystano komorki skoéry
(fibroblasty i keratynocyty), ktére uzyskane w postaci arkusza mogtyby by¢ stosowane na rany spo-
wodowane przez oparzenia lub choroby przewlekte.

Przedtuzajace sie gojenie ran i trudne metody ich zaopatrywania stanowia duze wyzwanie dla wspot-
czesnej medycyny. Nowoczesne specjalistyczne opatrunki biologiczne i chemiczne niestety nie gwa-
rantujg skutecznego leczenia z uwagi na mozliwos$¢ odrzucenia przeszczepu, tworzenie niepozada-
nych blizn czy mozliwo$é przeniesienia patogendw. Wspodtczesne metody inzynierii tkankowe] dajg
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szereg mozliwosci wykorzystania hodowli komdrkowych i tkankowych do leczenia wielu choréb
w tym réwniez oparzen i przewlektych ran. Badania nad zasiedlaniem matryc komérkami wtasnymi
pacjenta badz stosowania ich w formie zawiesiny bezposrednio na rane dowodzg ograniczonej ich
stosowalnosci. Zastosowanie wiec podtoza o termosterowalnych witasciwosciach do otrzymanie
arkusza pseudotkanki np. naskérka wyhodowanego z komadrek wiasnych pacjenta wydaje sie stano-
wic interesujgce rozwigzanie.

Badania hodowli i odczepiania komodrek skéry prowadzono we wspodtpracy z Katedrg Biologii
Molekularnej i Genetyki, Slaskiego Uniwersytetu Medycznego oraz z Centrum Leczenia Oparzeh
w Siemianowicach Slaskich.

3.3.1. Hodowla arkusza komérek skéry [H1, H4, H5, H7, H8]
> Adhezja i namnazanie komdrek

Badania przeprowadzono wykorzystujgc warstwy zardwno samonosnych kriozeli opartych na mody-
fikowanym poliglicydolu jak i immobilizowanych na podtozu polimerach glicydolu, metakrylanu gliko-
lu trietylenowego oraz 2-podstawionych 2-oksazolinach. Komérki skdry wysiewano na wszystkie
badane warstwy polimerowe w temperaturze 37 °C. W tej temperaturze, znacznie powyzej T bada-
nych polimeréw, warstwy jak wykazano i opisano wczesniej sa hydrofobowe. Zywotnoéé¢ komérek
mierzono po okreslonych godzinach hodowli komérkowej, stosujgc test AlamarBlue. Jako podtoze
kontrolne stosowano TCPS — standardowo wykorzystywane podtoze do hodowli komorek.
Zaobserwowano, ze w badanych warunkach wtasciwosci wszystkich otrzymanych warstw sprzyjaja
adhezji komérek i ich namnazaniu (przyktadowy wykres przedstawiono dla warstwy Si~P(TEGMA-EE)
narys. 3.15 A).
A B

TCPS
Si~P(TEGMA-EE)-21h

7} 1 WK_‘ JF%

R

% komorek ktore ulegty adhezji i namnozeniu

25 4 8 12 24 72
Czas inkubacji w 37°C (godz.)

Rys. 3.15. (A) Procent komorek ktére ulegty adhezji i namnozeniu na warstwach Si~P(TEGMA-EE) w poréwnaniu
do podtozy kontrolnych TCPS; (B) Morfologia komérek fibroblastéw wyhodowanych w postaci arku-
sza na podtozach Si~P(TEGMA-EE) po 24 h hodowli w 37 °C (skala 100 pm)

Po 24 godzinach hodowli od 60 do 100 % komorek (w zaleznosci od typu badanej warstwy) ulegto
adhezji na termoczutych warstwach, w poréwnaniu do podtoza kontrolnego. Po pewnym czasie
komorki ulegty namnozeniu na kazdej z badanych warstw polimerowych i utworzyty zintegrowany
arkusz, w obrebie ktdrego scisle przylegaty do siebie i byly potgczone macierzg zewnatrzkomérkowa
(rys. 3.15 B) [H1, H4, H5, H7, H8].
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Ustalono, ze 60 % komorek fibroblastéw ulega adhezji do samonosnych warstw opartych na krioze-
lach z modyfikowanego poliglicydolu [H1]. Natomiast w wypadku warstw polimerowych opartych na
modyfikowanym poliglicydolu immobilizowanym na podtozu, liczba komdrek, ktdére ulegty adhezji,
zalezy od grubosci warstwy. Dodatkowo grubos¢ warstwy ma istotny wptyw na jednolito$é powstate-
go arkusza komoérek [H5]. Na powierzchni o najwiekszej grubosci komérki tworzyty nieciggty arkusz.
Obserwowano zaréwno nieporosniete przez komorki miejsca jak i skupiska komérek. Byto to praw-
dopodobnie spowodowane niejednorodnoscia utworzonej warstwy polimerowej (rys. 3.6 B,
rozdziat 3.2.1). Fibroblasty gromadzity sie z zagtebieniach otrzymanej warstwy, czyli tam, gdzie war-
stwa byfa cieisza. Hodowla keratynocytéw wykazata natomiast, ze komadrki te stabiej niz fibroblasty
ulegty adhezji do podtoza mPGI. Dodatek lamininy (gtéwny sktadnik substancji miedzykomaérkowej)
do medium hodowlanego zwiekszyt stopien adhezji keratynocytéw i umozliwit ich namnazanie sie.

Dla podtozy Si~P(TEGMA-EE) zaobserwowano, ze grubo$¢ warstwy nie miata znaczacego wptywu na
stopien adhezji fibroblastéw [H4]. Po 24 godzinach hodowli prawie 100 % komdrek ulegto przycze-
pieniu do kazdej z badanych warstw. Po tym czasie komorki namnazaty sie i tworzyty ciggty arkusz.

Dla warstw opartych na PIPOx liczba komadrek, ktére ulegty adhezji i namnozeniu, wzrasta wraz ze
wzrostem stopnia pokrycia powierzchni krystalitami oraz chropowatoscig warstwy (rys. 3.14,
rozdziat 3.2.3) [H8]. Liczba komdrek wyhodowanych po 24 godzinach na warstwie sPIPOx0 (0 % kry-
stalitdw) wzrosta co najmniej pdttora razy w poréwnaniu do liczby komérek wysianych. Natomiast dla
warstwy sPIPOx7 (70 % krystalitow) liczba komdrek wzrosta az trzykrotnie. Wydaje sie, ze hydrofo-
bowe, krystaliczne wtdkna PIPOx osadzonej na powierzchni przypominajg utozenie i rozmiar biatek
wtdknistych (t.j. kolagen, elastyna czy fibronektyna) w macierzy zewngtrzkomérkowej, co moze
sprzyja¢ adhezji komérek. Ponadto, siatkowe utozenie krystalitdow moze utatwiaé cyrkulacje ptynéw
dostarczajgcych tlen i sktadniki odzywcze do komérek, co czyni hodowle bardziej skuteczng. Ustalono
ponadto, ze stopien adhezji fibroblastéw do podtozy PIPOx byt wiekszy niz dla podtozy opartych na
kopolimerach PENOx [H7]. W wypadku podtozy PENOx zaobserwowano, ze ani masa molowa ani
zawartos¢ hydrofobowej nonylooksazoliny nie miaty znaczacego wptywu na adhezje komorek.
Po 24 godzinach hodowli fibroblasty na wszystkich warstwach PENOx dokonaty adhezji w tym samym
stopniu jak w probie kontrolnej.

> Odczepianie arkusza komodrek

Po utworzeniu przez komdrki ciggtego arkusza, temperatura hodowli zostata obnizona ponizej Tcp
immobilizowanego polimeru (do 20°C lub 17,5°C w zaleznosci od podtfoza). Jak wykazano w bada-
niach przeprowadzonych w pracy habilitacyjnej, wszystkie otrzymane warstwy polimerowe zmieniaty
w tych warunkach swoje wtasciwosci: stawaty sie hydrofilowe oraz zmieniata sie ich grubos¢ (rys. 3.5
i 3.10 oraz tabela 2.5 i 2.8). Zmiana wtasciwosci otrzymanych warstw powinna sprzyja¢ spontanicz-
nemu oddzieleniu sie komérek w postaci jednolitego arkusza.

Dla zadnej warstwy termoczutego poliglicydolu (ani samonosnej ani immobilizowanej na podtozu) po
obnizeniu temperatury hodowli do 20°C nie zaobserwowano zadawalajgcego efektu samoczynnego
odczepiania arkusza fibroblastéw nawet po wydtuzonym czasie [H1, H5]. W wypadku warstwy samo-
nosnej, jej porowata struktura, ktéra obok hydrofobowosci sprzyjata hodowli komérek, prowadzita
prawdopodobnie do , putapkowania” komdrek w trakcie namnazania. Uniemozliwiato to prawdopo-
dobnie odczepienie arkusza podczas zmiany wtasciwosci warstwy w obnizonej temperaturze. Z kolei
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w wypadku warstw termoczutego poliglicydolu immobilizowanego na podtozu za zaistniatg sytuacje
odpowiedzialna jest prawdopodobnie nietypowa struktura warstwy — przenikajgce sie tancuchy
wielokrotnie szczepione z podtozem. Pomimo, ze po zmniejszeniu temperatury hodowli ponizej Tep
warstwy ulegaty hydratacji i stawaty sie hydrofilowe, to réwnoczesnie ich grubos¢ zmniejszata sie
(rys. 3.7, tabela 2.5). Pod wptywem tak nietypowo przebiegajgcych zmian, sity rozciggajace cytoszkie-
let komérek nie byly prawdopodobnie wystarczajgce by spowodowaé zmiane ksztattu komorki
z wrzecionowatego na sferyczny, a tym samym, by odczepi¢ arkusz fibroblastow od podtoza.

Natomiast w wypadku podtozy Si~P(TEGMA-EE) oraz PIPOx i PENOx obnizenie temperatury hodowli
indukowato spontaniczne odczepianie sie arkusza wyhodowanych na nich komarek (rys. 3.16).

AN

\ T -

Rys. 3.16. (A) Odczépianie arkusza fibroblastéw z warstwy Si~
17,5 °C (skala odpowiada 100 um); (B) i (C) Odczepianie arkusza fibroblastow z warstw poli(2-
podstawionych-2-oksazolin) po inkubacji w 20 °C [H4, H7, H8].

Ustalono, ze w wypadku warstw Si~P(TEGMA-EE), optymalng temperatura niezbedna do odczepienia
komérek w postaci arkusza jest 17,5 °C. Badania odczepiania komdrek prowadzone w zakresie
temperatur 18-20 °C pokazaty, ze komdrki w tych warunkach odczepiaty sie w postaci fragmentow
arkusza lub nie odczepiaty sie wcale. W temperaturze 17,5 °C arkusz komdrek fibroblastéw ulegat
catkowitemu odczepieniu w ciggu 40-60 min. Arkusz odczepiat sie szybciej od grubszych warstw.

W wypadku warstw (ko)poli(2-podstawionych-2-oksazolin) zdolnos¢ komadrek do samoistnego odcze-
piania, po obnizeniu temperatury do 20 °C zalezata od sktadu kopolimeru oraz od liczby krystalitow
na powierzchni. Dla warstw PENOx, odczepienie petnego arkusza fibroblastow obserwowano jedynie
w wypadku warstwy PENOx1. Warstwa ta byta najbardziej chropowata (RMS okoto 1 nm) oraz
charakteryzowata sie najwiekszg réznicg w katach zwilzania pomiedzy warstwg uwodniong a dehy-
dratowang (0s-0,, tabela 2.8). W wypadku pozostatych warstw PENOx komérki ulegty odczepieniu od
podtoza jedynie w pojedynczych miejscach. Komorki ulegaty odczepianiu w postaci arkusza réwniez
od warstw PIPOx. Zdolno$¢ do odczepiania sie zalezy jednak od liczby krystalitéw na powierzchni —
im mniej krystalitow, tym wiecej komdrek ulega odwarstwieniu. Wyzsza zawartos¢ krystalitéw osta-
bia odpowiedz warstwy PIPOx na zmiane temperatury, co potwierdzity badania grubosci warstwy
i powinowactwa do wody (tabela 2.8), a to wptywa na mozliwosé samoistnego odczepienie sie arku-
sza fibroblastdw. Po obnizeniu temperatury do 20 °C ciagty arkusz fibroblastéw odkleit sie od podtozy
PIPOx2 w ciggu 30 minut.
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3.3.2. Transfer arkuszy komoérek skéry za pomocg membrany [H8, H11]

Arkusz komdrek w trakcie odczepiania od powierzchni polimerowej ulegat zwijaniu. Aby temu zapo-
biec i by w niezmienionej postaci przenies¢ arkusz wyhodowany na termoczutym podtozu na miejsce
docelowe, zbadano mozliwos¢ jego transferu z wykorzystaniem odpowiedniej membrany [H8, H11].
Testowano membrany SURPATHEL® oraz Biobrane. Do badan wykorzystano termoczute podtoza
Si~P(TEGMA-EE) oraz sPIPOx0 i sPIPOx7.

W tym celu po hodowli komdrek na termoczutej powierzchni polimerowej i uzyskaniu petnego arku-
sza, komoérki zostaty pokryte membrang do transferu SURPATHEL® lub Biobrane. Komérki ulegty ad-
hezji do membrany. Nastepnie temperatura hodowli zostata obnizona co spowodowato, ze komorki
ulegty spontanicznemu odwarstwieniu od termoczutej powierzchni i wraz z membrang zostaty ,pod-
niesione” z naczynia hodowlanego. Z uwagi na fakt, ze komorki byty przyczepione do membrany moz-
liwe byto swobodne przeniesienie arkusza komodrek, bez jego zwijania sie, do nowego naczynia
hodowlanego (na rys. 3.17 przedstawiono dla przyktadu przeniesienie komaérek z podtoza sPIPOx0).

A B C

Rys. 3.17. Odczepianie i transfer arkusza komaorek z termoczutej powierzchni sPIPOx0: (A) wyhodowany arkusz
fibroblastéw; (B) pokrycie arkusza komérek membrang SURPATHEL®; (C) podtoze po usunieciu
arkusza komorek (brak widocznego arkusza komorek).

Badania wykazaty, ze za pomocg membrany SURPATHEL®, w pordwnaniu do membrany Biobrane,
mozliwe jest efektywniejsze przeniesienie arkusza komaérek. Az 90 % komodrek arkusza ulega przenie-
sieniu z powierzchni sPIPOx0 i 60 % z powierzchni sPIPOx7. Powierzchnia sPIPOx7 pokryta w 70 %
krystalitami charakteryzuje sie stabg odpowiedzig wtasciwosci fizykochemicznych na zmiane tempe-
ratury. Powoduje to, ze wydajnos¢ transferu komorek jest dla tej powierzchni nizsza. W wypadku
Si~P(TEGMA-EE) wydajnos¢ przeniesienia arkusza komorek wyniosta 92 %. Wykazano, ze komorki po
zabiegu przeniesienia do nowego naczynia hodowlanego zachowujg swojg zywotnosc¢ i sg zdolne do
dalszych podziatéw komérkowych i namnazania.

Podobny eksperyment zostat przeprowadzony dla komdrek wyhodowanych na standardowym,
nietermoczutym podtozu hodowlanym TCPS. W tym wypadku, komérki nie ulegty oddzieleniu od
podtoza i nie bylo mozliwe przeniesienie arkusza. Potwierdza to fakt, ze termoczute witasciwosci
otrzymanych w pracy powierzchni sg niezbedne do odczepienia catego arkusz w niezmienionej postaci.

38



3.3.3. Biologiczna charakterystyka komoérek skéry po hodowli [H7]

Majgc na uwadze przydatnos$¢ otrzymanych powierzchni polimerowych w biomedycynie przeprowa-
dzono badania pozwalajgce scharakteryzowaé komérki po hodowli na termoczutych powierzchniach.
Przeprowadzono badania genotoksycznosci warstw polimeru opartych na poli(2-podstawionych-2-
oksazolinach, fenotypu komoérek i ekspresji genéw komdrek hodowanych na powyzszych warstwach
polimerowych. Wyniki badan wykazaty, ze komérki podczas hodowli nie zmieniajg swojego fenotypu,
nie obserwuje sie uszkodzern DNA komorek (rys. 3.18) ani znaczacych zmian ekspresji ich gendéw [H7].

A _ control for PIPOx2 B control for PENOxA
] #/ PIPOX2
g 10 % g
5 o] % 5
RN 7 &
— N % =
* cell culture [h] * : cell cjfure [h] -

Rys. 3.18. Wyniki testéw genotoksycznosci na podstawie testu kometkowego dla fibroblastéw hodowanych
na (A) PIPOx2 i (B) PENOx1. Jako kontrole stosowano TCPS.

Na podstawie uzyskanych rezultatéw mozna stwierdzi¢, ze termoczute powierzchnie POx sg w petni
biokompatybilne, a zatem odpowiednie do hodowli i odczepiania fibroblastéw w postaci ciggtego
arkusza komorek.

W ramach prac [H1, H4, H5, H7, H8, H11] wykazano, ze:

e otrzymane termoczute powierzchnie polimerowe oparte na Si~P(TEGMA-EE) o okreslonej grubosci
warstwy oraz (ko)poli(2-podstawionych-2-oksazolinach) o okreslonej zawartosci krystalitéw sg
przydatne do hodowli i nieinwazyjnego odczepiania komdrek w postaci arkusza,

e mozliwe jest przeniesienie wyhodowanego arkusza na miejsce docelowe z wykorzystaniem mem-
brany SURPATHEL®, a zabieg ten nie wptywa na zywotnosé komarek,

e wykazano, ze badane podfoza sg biokompatybilne i nie szkodzg hodowanym komérkom, co czyni
je atrakcyjnymi ze wzgledu na potencjalne wykorzystanie w medycynie regeneracyjne;j.

Otrzymane wyniki badan pozwolity wiec przeprowadzi¢ wstepny eksperyment medyczny (dane nie
publikowane), gdzie komérki pacjenta hodowano na powierzchni termoczutej warstwy. Nastepnie
arkusz komérek za pomocg membrany przeniesiono na rany pacjenta. W ciggu kilku nastepnych dni
zaobserwowano gojenie rany.
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4. PODSUMOWANIE

Gtéwnym celem prowadzonych prac, stanowigcych podstawe postepowania habilitacyjnego, byto
opracowanie oraz charakterystyka biozgodnych warstw polimerowych do zastosowan w medycynie
regeneracyjnej i rekonstrukcyjne;j.

Opracowano metode otrzymywania hydrofilowych warstw polimerowych opartych na poliglicydolu
o wtasciwosciach redukujgcych osadzanie sie protein. Uzyskano warstwy o réznym skfadzie i struktu-
rze (polimery o strukturze liniowej tworzace warstwe o strukturze przenikajgcych sie tarncuchéw
wielokrotnie szczepionych z podtozem lub ,szczotek polimerowych”). Okreslono, jak sktad i struktura
polimeru wptywajg na wtasciwosci uzyskanych warstw polimerowych, w tym przede wszystkim na
powinowactwo do wody, a tym samym na redukcje osadzania sie protein. Na podstawie uzyskanych
wynikéw przedstawiono mozliwo$¢ zastosowania uzyskanych biokompatybilnych, hydrofilowych
warstw poliglicydolowych w medycynie rekonstrukcyjnej.

W pracy opracowano réwniez metody otrzymywania termoczutych warstw polimerowych opartych
na polimerach glicydolu, metakrylanu glikolu oligoetylenowego oraz oksazolin i okreslono ich oddzia-
tywania z komadrkami. Ustalono jak sktad i struktura polimeru wptywajg na witasciwosci uzyskanych
warstw polimerowych, w tym przede wszystkim na powinowactwo do wody zaréwno w temperatu-
rze otoczenia, jak i w podwyzszonej temperaturze. Warstwy sg hydrofobowe w temperaturze powy-
zej temperatury przejscia fazowego immobilizowanego polimeru. W warunkach tych sprzyjajg
hodowli komdrek skéry. Obnizenie temperatury hodowli ponizej temperatury przejscia fazowego
immobilizowanego polimeru zmienia wfasciwosci podfoza a tym samym umozliwia odczepienie
komérek w postaci arkusza. Powigzano wtasciwosci uzyskanych warstw z ich wptywem na rozwdj
komorek i tworzenie arkusza, a tym samym ustalano mozliwosci zastosowania otrzymanych materia-
téw w inzynierii tkankowe].

Uzyskana wiedza pozwolita na przedstawienie mozliwosci zastosowania otrzymanych materiatow
w biomedycynie: do przeciwdziatania adsorpcji protein oraz hodowli i odczepiania arkuszy komdrkowych.
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