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Streszczenie

Pomimo zaawansowanych badan nad skutecznoscig uwalniania lekéw z cementéw
kostnych i poprawg ich wtasciwosci antybakteryjnych, wciaz istnieje potrzeba udoskonalenia
ich parametréw funkcjonalnych. Dlatego celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto opracowanie
innowacyjnych modyfikatoréw wtasciwosci cementéw kostnych nadajgcych im rozszerzong
funkcjonalnosé¢, umozliwiajgcych przedtuzone uwalnianie substancji aktywnych

oraz zapewniajgcych trwatg aktywnosc antybakteryjng i kontrastujaca.

W ramach pracy zaprojektowano i przeprowadzono modyfikacje zwigzkéw
o wifasciwosciach antybakteryjnych i kontrastujacych, umozliwiajagca wprowadzenie
do ich struktury grup funkcyjnych reaktywnych w procesie polimeryzacji. Otrzymano réwniez
polimery gwiazdziste (ang. star polymers, STR), metodg kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej
ATRP, majace petnié funkcje nosnikéw substancji aktywnych (antybakteryjnych i kontrastujgcego)
zarowno wbudowanych kowalencyjnie w ich strukture jak i immobilizowanych na drodze
tworzenia kompleksow. W strukture polimeréw gwiazdzistych kowalencyjnie wtgczono pochodne
ampicyliny i eugenolu, w celu nadania im witasciwosci antybakteryjnych, jak réwniez pochodna
gadolinu, nadajgcq wtasciwosci kontrastujgce. Dodatkowo antybiotyki, jak réwniez nanoczastki
srebra (AgNPs) oraz eugenol (EU), wprowadzono w strukture polimerdw gwiazdzistych w wyniku
niekowalencyjnych oddziatywan fizycznych (kompleksy polimer gwiazdzisty : substancja aktywna).
Rownolegle przeprowadzono synteze polidopaminy, majacg petni¢ funkcje czynnika
bioaktywnego. Nastepnie analizowano wplyw przygotowanych dodatkéw na witasciwosci

cementéw kostnych. Ponadto badania uzupetniono o wptyw eugenolu i antybiotykow.

Modyfikowane $rodki antybakteryjne i kontrastujgce oraz polimery gwiaZdziste
analizowano metodg magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR), spektroskopii ostabionego
catkowitego odbicia w podczerwieni (ATR-FTIR), chromatografii zelowej (GPC) i gazowe] (GC),
dynamicznego rozpraszania Swiatta (DLS) oraz w przypadku srodkéw kontrastujgcych metoda
rezonansu magnetycznego (MRI). Nastepnie wprowadzono je do fazy proszkowej metakrylowych
cementéw kostnych opracowanych na bazie kopolimeréw metakrylowych i metakrylanu metylu,
modyfikowanych metakrylanem 2-hydroksyetylu i dimetakrylanem glikolu trietylenowego,
lub do komercyjnych cementdw, a uzyskane materiaty poddano ocenie zgodnosci z wymaganiami
normy ISO 5833:2002 (tj. wytrzymatos¢ na sciskanie, czas wigzania, maksymalna temperatura
utwardzania). Zastosowane modyfikacje pozwolity na uzyskanie materiatdéw o wytrzymatosci
na Sciskanie > 90 MPa, kontrolowanej kinetyce utwardzania oraz maksymalnej temperaturze
utwardzania ponizej 60 °C, co moze ograniczy¢ ryzyko martwicy tkanek. Ponadto, analiza metoda
réznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC) wykazata wysoki stopien konwersji wigzan podwdjnych
grup metakrylowych (ponad 95%). Cementy kostne badano réwniez pod katem uwalniania
substancji aktywnych metodg spektroskopii w zakresu nadfioletu i promieniowania widzialnego
(UV-Vis).



Zastosowanie odpowiednich modyfikatoréw, jak kompleksy polimeréw gwiazdzistych,
polidopamina, znaczgco poprawito stezenie uwalnianych antybiotykéw nawet o kilkaset procent
Badania aktywnosci przeciwbakteryjnej wobec szczepdw E. coli i S. aureus wykazaty skuteczne
dziatanie materiatéw zawierajgcych pochodne eugenolu oraz kompleksy polimeru gwiazdzistego
i czynnika antybakteryjnego (STR:AMP, STR:RIF, STR:EU, STR-AgNPs), a takze modyfikowane
polimery gwiazdziste (STR-EU-MAA, STR—-AMP). Metoda ATR-FTIR umozliwita identyfikacje
i potwierdzenie wystepowania oddziatywan pomiedzy sktadnikami, natomiast metodg
skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) potwierdzono jednorodne rozmieszczenie nosnikéw
w matrycy cementu kostnego oraz jego porowaty strukture, ktéra wptyneta na poprawe
uwalniania lekéw. Dodatkowo metoda MRI potwierdzono dziatanie kontrastujgce otrzymanych

pochodnych gadolinu.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze zastosowanie zaprojektowanych w ramach pracy dodatkow
modyfikujgcych wtasciwosci cementéw kostnych, w tym przede wszystkim wielofunkcyjnych
polimerow gwiazdzistych, pozwala na opracowanie materiatdw nowej generacji, ktére moga
znalez¢ zastosowanie w leczeniu ztaman, infekcji kostnych oraz jako podtoze dla implantéw,

taczac w jednej strukturze materiatowe] wtasciwosci terapeutyczne i mechaniczne.



Abstract

Despite extensive research on improving drug release efficiency from the bone cements
and enhancing their antibacterial properties, there remains a need to further optimize their
functional parameters. Therefore, the objective of this doctoral dissertation was to develop
innovative bone cement modifiers with extended functionalities, enabling prolonged release

of active substances while ensuring sustained antibacterial and contrast-enhancing activity.

In this work, antibacterial and contrast agents were designed and modified to introduce
polymerizable functional groups into their structures. Star polymers (STR) were synthesized
via atom transfer radical polymerization (ATRP) to serve as a carriers of active substances
(both antibacterial and contrast agents), incorporated either covalently into their structure
or immobilized through complex formation. Ampicillin and eugenol derivatives were covalently
introduced into the star polymer framework to impart antibacterial properties, while a gadolinium
derivative was incorporated to provide contrast functionality. Additionally, antibiotics, silver
nanoparticles (AgNPs), and eugenol (EU) were introduced into the star polymer structure through
noncovalent physical interactions (star polymer : active substance complexes). In parallel,
polydopamine was synthesized to act as a bioactive component. The effects of these additives
on bone cement properties were subsequently investigated, alongside complementary studies

on the influence of eugenol and antibiotics.

The modified antibacterial and contrast agents, as well as the star polymers, were
analyzed using nuclear magnetic resonance (NMR), attenuated total reflectance infrared
spectroscopy (ATR-FTIR), gel permeation chromatography (GPC), gas chromatography (GC),
dynamic light scattering (DLS), and, in the case of contrast agents, magnetic resonance imaging
(MRI). The obtained systems were then incorporated into the powder phase of methacrylate-
based bone cements prepared from methacrylate copolymers and methyl methacrylate, modified
with 2-hydroxyethyl methacrylate and triethylene glycol dimethacrylate, or into commercial bone
cements. The resulting materials were evaluated according to ISO 5833:2002 requirements
(i.e. compressive strength, setting time, maximum polymerization temperature). The applied
modifications yielded materials with compressive strength > 90 MPa, controlled curing kinetics,
and a maximum polymerization temperature below 60 °C, thereby reducing the risk of tissue
necrosis. Differential scanning calorimetry (DSC) confirmed a high degree of double-bond
conversion in methacrylate groups (> 95%). Drug release from bone cements was further

evaluated using UV-Vis spectroscopy.

The application of advanced modifiers such as star polymer complexes and polydopamine
significantly increased the release of antibiotics, in some cases by several hundred percent.
Antibacterial activity assays against E. coli and S. aureus confirmed the efficacy of materials

containing eugenol derivatives, star polymer—antibacterial agent complexes (STR:AMP, STR:RIF,



STR:EU, STR-AgNPs), and covalently modified star polymers (STR-EU-MAA, STR-AMP). ATR-FTIR
spectroscopy enabled identification and confirmation of interactions between components,
while scanning electron microscopy (SEM) demonstrated uniform distribution of carriers within
the bone cement matrix and its porous structure, which facilitated enhanced drug release.

Furthermore, MRI confirmed the contrast-enhancing performance of gadolinium derivatives.

The results indicate that the developed bone cement modifiers, particularly
multifunctional star polymers, enable the design of next-generation materials that integrate
therapeutic and mechanical functions within a single system. These materials hold great potential
for applications in fracture treatment, management of bone infections, and as implant-supporting

scaffolds.
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Spis skrétow

Skrét Nazwa
AA kwas akrylowy (ang. acrylic acid)
Ace aceton (ang. acetone)
AE skuteczno$¢ antybiotyku (ang. antibiotic effectivnes)
AgNPs nanoczastki srebra (ang. silver nanoparticles)
ALBC cement kostny z dodatkiem antybiotyku (ang. antibiotic-loaded bone cement)
ALN alendronian (ang. alendronate)
AMP ampicylina (ang. ampicillin)
s | PO e e g
ASTM Amerykanskie Stowarzyszenie B.adar'm i Materia?’féw (ang. American Society
for Testing and Materials)
ATR-ETIR spektroskopia ostabionego Ca’ka\.Nit(.i‘gO odbicia (ang. atte/?uated total
reflectance) w podczerwieni z transformacja Fouriera
ATRP polimeryzacja rodnikowa z przeniesieniem atomu (ang. atom transfer radical
polymerization)
AuNPs nanoczastki ztota (ang. gold nanoparticles)
BC cement kostny (ang. bone cement)
BG bioaktywne szkto (ang. bioactive glass)
BMA metakrylan butylu (ang. buthyl methacrylate)
BPO nadtlenek benzoilu (ang. benzoyl peroxide)
BTTMA metakrylan pochodzacy z benzotiazolu (ang. benzothiazole-based methacrylate)
CD cyklodekstryna (ang. cyclodextrin)
CcMC karboksymetyloceluloza (ang. carboxymethyicellulose)
CNT nanorurki weglowe (ang. carbon nanotubes)
COosy dwuwymiarowa korelacyjna spektroskopia NMR (ang. correlation spectroscopy)
cp Captisol® - sél sodowa sulfobutyloeteru S-cyklodekstryny (ang. sulfobutylether-
[-cyclodextrin sodium salt)
CPC cement fosforanowo-wapniowy (ang. calcium-phosphate cement)
CPI hamowanie proliferacji komaérek (ang. cyclin-dependent kinase inhibitor)
CRP kontrolowana polimeryzacja zyjaca (ang. controlled radical polymerization)
D dyspersyjnos¢ (ang. dispersity)
DCC N,N’-dicykloheksylokarbodiimid (ang. N,N’-dicyclohexylcarbodiimide)
DCM dichlorometan (ang. dichloromethane)
DCU dicykloheksylomocznik (ang. dicyclohexylurea)
DAHCI chlorowodorek dopaminy (ang. dopamine hydrochloride)
DLS dynamiczne rozpraszanie $wiatta (ang. dynamic light scattering)
DMA N,N-dimetyloanilina (ang. N,N-dimethylaniline)
DMAEMA metakrylan 2-(dimetyloamino)etylu (ang. 2-(dimethylamino)ethyl methacrylate)
DMAP 4-dimetyloaminopirydyna (ang. 4-dimethylaminopyridine)
DMF N,N-dimetyloformamid (ang. N, N-dimethylformamide)
DMPT N,N-dimetylo-p-toluidyna (ang. N,N-dimethyl-p-toluidine)

13



DOSY spektroskopia dyfuzyjna (ang. diffusion-ordered spectroscopy)
DOX doksorubicyna (ang. doxorubicin)
DP stopien polimeryzacji (ang. degree of polymerization)
DPSC komarki macierzyste miazgi zebowej (ang. dental pulp stem cells)
DSC réznicowa kalorymetria skaningowa (ang. differential dcanning calorimetry)
DSDMA disiarczek bis(2-metakroniIo)oksYetyI.u (ang. bis(2-methacryloyl)oxyethyl
disulfide)
EA akrylan etylu (ang. ethyl acrylate)
EBiB a-bromoizomaslan etylu (ang. ethyl a-bromoisobutyrate)
EGDM dimetakrylan glikolu etylenowego (ang. ethylene glycol dimethacrylate)
EMCM European Medical Contract Manufacturing B.V.
EtOH etanol (ang. ethanol)
EU eugenol (ang. eugenol)
EU-DT pochodne eugenolu (ang. eugenol derivatives)
EU-MAA metakrylan eugenolu (ang. eugenol methacrylate)
EU-T2 4-(3((2-(2-(merkaptoetoksy)etoksy)etylo)tio)propylo)-2-metoksyfenol
(ang. 4-(3((2-(mercaptoethoxy)ethoxy)ethyl)thio)propyl)-2-methoxyphenol)
FDA Amerykariska Agencja Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug Administration)
FGM funkcjonalne materiaty grafenowe (ang. functional graphene materials)
ETIR spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera (ang. Fourier transform
infrared spectroscopy)
G grafen (ang. graphene)
Gd(MAA); metakrylan gadolinu (lll) (ang. gadolinium(lll) methacrylate)
GIC cementy szkto-jonomerowe (ang. glass ionomer cements)
GO tlenek grafenu (ang. graphene oxide)
GPC chromatografia zelowa (ang. gel permeation chromatography)
GS siarczan gentamycyny (ang. gentamicin sulfate)
GTMC gentamycyna (ang. gentamicin)
HA hydroksyapatyt (ang. hydroxyapatite)
HEMA metakrylan 2-hydroksyetylu (ang. 2-hydroxyethyl methacrylate)
HMBC heteronuklearna spektroslfopia korelacji wia'zar’] wielokrotnych
(ang. heteronuclear multiple-bond correlation spectroscopy)
HMTETA 1,1,4,7,10,10-heksametylotrietylenotetramina
(ang. 1,1,4,7,10,10-Hexamethyltriethylenetetramine)
HPMC hydroksypropylometyloceluloza (ang. hydroxypropylmethylcellulose)
HQ hydrochinon (ang. hydroquinone)
HsSQC heteronuklearna spektroskopi'a korelacji pojedynczych kwantow
(ang. heteronuclear single quantum coherence)
Hiot catkowite ciepto reakcji polimeryzacji (ang. total reaction heat)
In* pierwotne rodniki inicjujgce (ang. primary initiating radicals)
IS0 Miedzynarodowa Organizacja Normalizacyjna (ang. International Organization
for Standardization)
ko ogolna stata szybkosci propagacji (ang. propagation kinetic parameter)
L faza ciekta (ang. liquid phase)
LA kwas linolenowy (ang. linolenic acid)
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MA akrylan metylu (ang. methyl acrylate)
MAA kwas metakrylowy (ang. methacrylic acid)
MALS detektor wielokgtowego rozpraszania Swiatta (ang. multi-angle light scattering
detector)
MDR rozporzgdzenie w sprawie wyrobow medycznych (ang. Medical Device
Regulation)
MeOH metanol (ang. methanol)
M makroinicjator (ang. macroinitiator)
MIC minimalny poziom inhibicji (ang. minimum inhibitory concentration)
MMA metakrylan metylu (ang. methyl methacrylate)
MMT montmorylonit (ang. montmorillonite)
M, liczbowo s$rednia masa czgsteczkowa (ang. numer average molecular weight)
M, abs absolutna masa czgsteczkowa (ang. absolute molecular weight)
M wzgledna liczbowo $rednia masa czgsteczkowa (ang. number average molecular
ape weights)
MPS y—metakronksypropylotrimetoksysiIa‘m (ang. y-
methacryloxypropyltrimethoxysilane)
MRSA gronkowiec ztocisty oporny na metycyline (ang. methicyllin-resistant
Staphylococcus aureus)
MSC mezenchymalne komérki zrebowe (ang. mesenchymal stem cells)
MSN mezoporowate nanoczastki krzemionki (ang. mesoporous silica nanoparticles)
gronkowiec ztocisty wrazliwy na metycyline (ang. methicillin-sensitive
MSSA
Staphylococcus aureus)
My wagowo S$rednia masa czgsteczkowa (ang. weight average molecular weight)
MWCO membrana o okreslonej masie czgsteczkowej (ang. molecular weight cut-off
membrane)
MWD rozktad masy czasteczkowej (ang. molecular-weight distribution)
nBMA metakrylan n-butylu (ang. n-butyl methacrylate)
NMR magnetyczny rezonans jgdrowy (ang. nuclear magnetic resonance)
NOESY spektroskopia jadrowego efektu Overhausera (ang. nuclear overhauser effect
spectroscopy)
P faza proszkowa (ang. powder phase)
PAA poli(kwas akrylowy) (ang. poly(acrylic acid))
PAMAM poliamidoamina (ang. Poly(amidoamine))
wodny roztwor soli fizjologicznej (0,9% NaCl) buforowanej fosforanami
PBS (ang. phosphate buffered saline)
PDA polidopamina (ang. polidopamine)
PDI wskaznik polidyspersyjnosci (ang. polydispersity index)
PDO polidioksanon (ang. polydioxanone)
PEA O-fosfoetanoloamina (ang. O-phosphoethanolamine)
PEG poli(glikol etylenowy) (ang. poly(ethylene glycol))
PEGEMA metakrylan poli(glikolu etylenowego) M., = 360 (ang. poly(ethylene glycol)
methacrylate)
PEGSMEM metakrylan eteru metylowego poli(glikolu etylenowego) M,, = 500

(ang. poly(ethylene glycol) methyl ether methacrylate)
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metakrylan eteru metylowego poli(glikolu etylenowego) M,, = 2080

PEG4sMEM (ang. poly(ethylene glycol) methyl ether methacrylate)
2-bromo-N-(2-(2-(2-hydroksyetoksy)etoksy)etoksy)etylo)-2-metylopropanoamid
PEG4Br (ang. 2-bromo-N-(2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)
-2-methylpropanoamide)
PEO poli(tlenek etylenu) (ang. poly(ethylene oxide))
PET poli(tereftalan etylenu) (ang. polyethylene terephthalate)
e koncowy stopien przereagowania (ang. final conversion)
PR komercyjny cement kostny Palacos R (ang. commercially available bone cement
Palacos R)
komercyjny cement kostny z gentamycyng Palacos R+G (ang. commercially
PRG available bone cement with gentamicin Palacos R+G)
PLLA poli(kwas L-mlekowy) (ang. poly-L-lactic acid)
stopien przereagowania, przy ktorym uktad osigga maksymalng szybkos$¢
p polimeryzacji (ang. conversion at which the polymerization rate reaches
the maximum)
N,N,N’,N”,N"-pentametylodietylenotriamina (ang. N,N,N’,N*,N""-
PMDETA Pentamethyldiethylenetriamine)
PMMA poli(metakrylan metylu) (ang. poly(methyl methacrylate))
PNIPAAM poli(N-izopropyloakrylamid) (ang. poly(N-isopropy! acrylamide))
PPF polipropyloformit (ang. polypropylformit)
PSD rozktad wielkosci czastek (ang. particle size distribution)
PTFE politetrafluoroetylen (ang. polytetrafluoroethylene)
PU poliuretan (ang. polyurethane)
QAMA jodek piperazynooktyloamoniowy (ang. piperazine-octylammonium iodide)
rGO zredukowany tlenek grafenu (ang. reduced graphene oxide)
RIF ryfampicyna (ang. rifampicin)
Rp szybkos¢ polimeryzacji (ang. polymerization rate)
R,™ maksymalna szybkos¢ polimeryzacji (ang. maximum polymerization rate)
RP komercyjny cement kostny Refabocin Plus (ang. commercially available bone
cement Refabocin Plus)
sferyczne czgsteczki fosforanu wapnia domieszkowane strontem
SCPS (ang. spherical calcium phosphate particles doped with strontium)
SD odchylenie standardowe (ang. standard deviation)
SEM skaningowy mikroskop elektronowy (ang. scanning electron microscope)
semi-IPN poétprzenikajaca sie¢ polimerowa (ang. semi-interpenetrating polymer network)
SF sol fizjologiczna (ang. phisiological saline solution)
SLA stereolitografia (ang. stereolithography)
Sn(EH), 2-etyloheksanian cyny(ll) (ang. tin(ll) 2-ethylhexanoate)
SP polimer gwiazdzisty (ang. star polymer)
STR podstawowy polimer gwiazdzisty zsyntezowany w ramach niniejszej pracy

STR-AMP-PMMA

polimer gwiazdzisty na bazie poli(metakrylanu metylu) modyfikowanego
ampicyling (ang. poly(methyl methacrylate) modified with ampicillin-based
star polymer)

STR-D—-EU-MAA

polimer gwiazdzisty modyfikowana metakrylanem eugenolu z monomerem
funkcyjnym DMAEMA (ang. star polymer with EU-MAA)
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STR-EU-MAA

polimer gwiazdzisty modyfikowany metakrylanem eugenolu (ang. star polymer
with EU-MAA)

STR—-Gd(MAA);

polimer gwiazdzisty z gadolinem (ang. gadolinium-based star polymer)

t; czas ewolucji (ang. evolution time)
T2 1,2-bis(2-merkaptoetoksy)etan (ang. 1,2-bis(2-mercaptoethoxy)ethane)
Tamb temperatura otoczenia (ang. ambient temperature)
metakrylan 2-(tert-butyloamino)etylu (ang. 2-(tert-butylamino)ethyl!
TBAEMA
methacrylate)
T: gbrna graniczna temperatura polimeryzacji (ang. ceiling temperature)
TCP fosforan tréjwapniowy (ang. tricalcium phosphate)
to doughing time
TEGDM dimetakrylan glikolu trietylenowego (ang. triethylene glycol dimethacrylate)
THF tetrahydrofuran (ang. tetrahydrofuran)
TNT nanostrukturalne rurki dwutlenku tytanu (ang. nanostructured titanium dioxide
tubes)
TKA catkowita endoprotezoplastyka stawu kolanowego (ang. total knee arthroplasty)
T maksymalna temperatura polimeryzacji (ang. maximum polymerization
temperature)
t czas osiggniecia maksyma.lnej szybkosci ‘poli'meryzacji (ang. time to reach
maximum polymerization rate)
TPMA tris(2-pirydylometylo)amina (ang. Tris(2-pyridylmethyl)amine)
teet czas utwardzania (ang. setting time)
Tset temperatura utwardzania (ang. setting temperature)
TtEGDM dimetakrylan glikolu tetragtylenowego (ang. tetraethylene glycol
dimethacrylate)
UV-Vis Swiatto z zakresu promieniovs{ania u-It.rafio'Ietowego-widziaInego
(ang. ultraviolet-visible light)
AH, ciepto polimeryzacji (ang. polymerization heat)
AHr catkowita entalpia reakcji (ang. total reaction enthalpy)
o] wytrzymatos¢ na $ciskanie (ang. compressive strength)
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Wprowadzenie

Postep w dziedzinie biomateriatéw odgrywa kluczowa role w rozwoju wspétczesnej
medycyny, szczegblnie w zakresie implantologii oraz ortopedii rekonstrukcyjnej. Rosngce potrzeby
rynku medycznego, zwigzane z wydtuzaniem Sredniej dfugosci zycia oraz wzrostem liczby
zabiegdw ortopedycznych, generujg koniecznos¢ opracowywania materiatéw o ulepszonych
parametrach — zaréwno pod wzgledem biozgodnosci, jak i trwatosci oraz bezpieczenstwa
stosowania. Metakrylowe cementy kostne stanowia grupe materiatéw, ktére dzieki swoim
wtasciwosciom mechanicznym i fizykochemicznym znalazty szerokie zastosowanie kliniczne jako
wypetniacze ubytkow kostnych oraz materiaty mocujgce implanty. Ich popularnos¢ wynika
z dobrych wtasciwosci mechanicznych, mozliwosci tatwego przygotowania oraz krdétkiego czasu
wigzania w warunkach klinicznych. Jednak pomimo wielu zalet, klasyczne cementy kostne maja
istotne ograniczenia, takie jak wysoka temperatura egzotermicznej polimeryzacji mogaca
powodowac martwice tkanek, staba bioaktywnos$¢ czy niska zdolnos¢ do uwalniania substancji
aktywnych, dlatego ich sktad, mikrostruktura oraz mechanizmy oddziatywania z tkankg kostng
wcigz stanowig przedmiot intensywnych badan, ukierunkowanych na optymalizacje

ich parametrow uzytkowych.

W ostatnich latach podejmowane sg liczne préby modyfikacji metakrylowych cementéw
kostnych poprzez wprowadzanie nosnikéw lekéw, bioaktywnych dodatkéw czy zmodyfikowanych
struktur polimerowych. Jednak wiekszos¢ dostepnych rozwigzan opiera sie na wprowadzaniu
sktadnikéw, ktére tylko czesciowo spetniajg oczekiwania kliniczne. Dotychczas nie opisano
systemow opartych na polimerach gwiazdzistych (ang. star polymers), ktére mogtyby stanowic
odpowiedZ na wymagania wspodtczesnej praktyki klinicznej, petnigc jednoczesnie funkcje nosnika
antybiotyku, czy s$rodka kontrastujgcego oraz modyfikatora wtasciwosci reologicznych

i porowatosci cementu kostnego.

Polimery gwiazdziste, ze wzgledu na mozliwos¢ projektowania ich wtasciwosci, jak réwniez
ztozong architekture, a takie zdolnos¢ do kompleksowania substancji aktywnych mogg
potencjalnie znaleZ¢ zastosowanie jako inteligentne dodatki do cementdéw kostnych. Ich struktura
umozliwia jednoczesne sprzegniecie czgsteczek terapeutycznych rdéinego typu, czy Srodkéw
kontrastujacych, co pozwala na uzyskanie materiatu o witasciwosciach wielofunkcyjnych.
Dodatkowo, odpowiedni dobdr sktadu polimerdw i ich integracja z tworzacg sie podczas
utwardzania matrycy polimerowa moze prowadzi¢ do powstania porowatej struktury gotowego
materiatu, co jest korzystne dla wzrostu tkanki kostnej i osteointegracji przy jednoczesnym

zachowaniu wtasciwosci mechanicznych cementéw kostnych.

Tematyka niniejszej rozprawy doktorskiej jest probg odpowiedzi na rosngce potrzeby
medycyny w zakresie projektowania nowoczesnych cementdw kostnych, faczacych wysoka

funkcjonalno$é mechaniczng z mozliwoscig integracji biologicznej. Jej celem jest zaprojektowanie
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i opracowanie innowacyjnych, wielofunkcyjnych cementéw kostnych modyfikowanych
polimerami gwiazdzistymi, obejmujace w szczegdlnosci modyfikacje srodkéw antybakteryjnych,
proces otrzymywania i funkcjonalizacji polimeréw gwiazdzistych metodg kontrolowanej
polimeryzacji ATRP, a takze ich integracje z kompozycjg cementu kostnego, a nastepnie ocene
wtasciwosci fizykochemicznych, mechanicznych, biologicznych i funkcjonalnych uzyskanych
materiatow. Zaprojektowane cementy kostne majg spetnia¢ wymagania normy I1SO 5833:2002
»~Implants for surgery — Acrylic resin cements”, ktéra okresla standardy jakosci i bezpieczeristwa
dla tego typu materiatéw. Dodatkowo powinny charakteryzowac sie bardziej efektywnym
od komercyjnie dostepnych cementéw kostnych uwalnianiem lekéw, zwiekszong aktywnoscig
przeciwbakteryjng oraz zdolnoscia do obrazowania w rezonansie magnetycznym, co czyni

je obiecujgcymi kandydatami do zastosowan w ortopedii regeneracyjnej i rekonstrukcyjne;j.
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I Czesc literaturowa

1. Cementy kostne

Wydtuzenie zycia populacji, starzenie sie spoteczenstwa, a takze zmiana stylu zycia, diety
i ograniczenie aktywnosci fizycznej wynikajgce z rozwoju technologicznego powoduja, ze coraz
wiecej o0sob cierpi z powodu ztozonych ztaman kosci, ktére wynikajg ze skutkdéw zdarzen
traumatycznych, takich jak urazy sportowe, wypadki samochodowe, upadki, lub réznych chordb,
takich jak nowotwér kosci, zwyrodnienie kosci czy osteoporoza [1,2]. W kazdym z tych przypadkéw
wymagana jest odpowiednia wewnetrzna lub zewnetrzna stabilizacja uszkodzonych czesci kosci.
Stabilizacje wewnetrzng uszkodzonych obszaréw mozina wykona¢ za pomoca, m.in. drutéw,
pretéw, srub, ptytek lub cementu kostnego (BC). Cementy kostne sg biomateriatami
przeznaczonymi do stabilizacji ztozonych ztaman, a takze do mocowania implantéw [3] i mozna
je sklasyfikowa¢ jako materiaty strukturalne, ktére wyrdzniajg sie wysoky wytrzymatoscig
i odpornoscig na rdznego rodzaju obcigzenia: obcigzenia statyczne — S$cinanie, Sciskanie,
rozcigganie, skrecanie lub obcigzenia dynamiczne — udarnosé [4]. Zasadniczo cementy kostne
powinny tworzy¢ silne potgczenia z tkanka kostng i odpowiadac¢ za prawidlowa stabilizacje.
Wsrdd nich wyrdznia sie kilka rodzajow materiatow (zaréwno syntetycznych, jak i naturalnych),
jednak zaden z nich nie odpowiada wszystkim wymaganiom stawianym materiatom do tego typu

zastosowan, dlatego caty czas trwajg prace nad ich modyfikacj3.

1.1. Rodzaje cementdéw kostnych

W ortopedii, cementy kostne stosowane sg do mocowania endoprotez czy wypetniania
ubytkdéw kostnych. Mozemy podzieli¢ je na polimerowe, fosforanowo-wapniowe, kompozytowe,

hydrozelowe czy bioaktywne akrylowe cementy kostne [5].

Cementy fosforanowo-wapniowe (CPC) to heterogeniczne systemy sktadajace sie z fazy
proszkowej (P) zawierajgcej jedng lub wiecej zdyspergowanych aktywnych faz (wypetniaczy)
i utwardzalnej fazy ciektej (L), tzw. bindera. Najczesciej stosowanymi wypetniaczami sg suche
czastki fosforanu wapnia takie jak: strgcony apatyt, o sktadzie chemicznym zblizonym
do hydroksyapatytu (HA), dwuwodny fosforan dwuwapniowy i amorficzny fosforan wapnia,
fosforan czterowapniowy czy bezwodny fosforan dwuwapniowy. Natomiast jako faza ciekta
stosowane sg woda, a takze wodne roztwory réznych soli lub kwasu fosforowego [6,7]. Zmieszanie
tych dwdch faz (P+L) powoduje rozpoczecie reakcji chemicznej, ktérej towarzyszy wigzanie
i poiniejsze twardnienie cementu. Cementy CPC f3cza w sobie takie cechy
jak osteo-przewodnictwo komdrek osteogennych, biokompatybilnos¢, czy brak negatywnych
reakcji ze strony organizmu. Materiaty te sg przeznaczone zaréwno do plastycznego wypetniania
ubytkdw kostnych, jak i taczenia fragmentéw kosci. Cechuje je formowalnosé, czyli zdolnos¢

do wypetniania ubytkdw o ztozonej konfiguracji, przy czym mogg byé one aplikowane
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bezposrednio do kosci poprzez iniekcje. Regulacja sktadu CPC umozliwia kontrolowanie szybkosci
ich biodegradacji. Kinetyka tego procesu powinna byé zgodna z szybkoscig tworzenia kosci,
co jest niezbednym warunkiem dla mozliwosci zastosowania materiatu w technologii regeneracji
tkanki kostnej [6,8]. Dzieki temu wraz z odbudowywaniem przez organizm tkanki kostnej
nastepuje zanik wprowadzonego cementu. CPC sg pozbawione wad cementéw polimerowych
opartych na poli(metakrylanie metylu), jak na przyktad nieprzereagowane monomery, ktére moga
by¢ toksyczne dla otaczajgcych ich tkanek. Zdecydowanymi zaletami CPC sg niewielki efekt
egzotermiczny reakcji, dzieki czemu temperatura wytwarzana podczas utwardzania cementu
nie powoduje martwicy okolicznych tkanek, a takze maty skurcz podczas wigzania, co zapewnia
szczelno$é potaczenia, integracje z tkanka kostng czy integralno$é mechaniczng [7]. State CPC
mogg charakteryzowac sie strukturg gesta, ktéra zapewnia odpowiednio wysoka wytrzymatosé
mechaniczng lub strukturg porowatg, ktéra sprzyja przerastaniu tkanki kostnej i wymianie ptynow.

Cementy te mogg tgczy¢ réwniez zalety obu form w strukturze mieszane;j.

W inzynierii tkankowej czesto stosowane sg hydrozele, ktére nasladujg macierz
zewnatrzkomérkowa tkanek miekkich. Ze wzgledu na wysoce porowaty strukture sieci
i hydrofilowos¢, zapewniajg one wysokg zdolnos¢ absorpcji wody. Dzieki temu mozna osiggnaé
odpowiednie szybkosci dyfuzji sktadnikdw odzywczych i czynnikéw biologicznych, co daje
mozliwo$é enkapsulacji bioaktywnych lekéw, a nawet zywych komérek [9]. Poli(tlenek etylenu)
(PEO) jest powszechnie stosowanym polimerem bazowym do budowy tréjwymiarowych matryc
hydrozelowych ze wzgledu na jego cytokompatybilno$¢ i dostepnosé w szerokim zakresie mas
czasteczkowych [10]. Wprowadzenie etapu mineralizacji in situ wystepujacego jednoczes$nie
z tworzeniem hydrozelu pozwala na zastosowanie systemow hydrozelowych do regeneracji
twardych tkanek kostnych [11]. Gkioni i wspodtpracownicy [12] podsumowali strategie
mineralizacji hydrozelowej w trzech grupach: 1) biomimetyczne podejscie do mineralizacji, Il)
chemiczna modyfikacja hydrozelu za pomocy substancji wigzacych jony oraz Ill) mineralizacja
poprzez dodanie czgstek nieorganicznych. Dzieki temu mozliwe jest otrzymanie kompozytow
hydrozelowych opartych na matrycy hydrozelowej powstatej w wyniku sieciowania prepolimeru

z wypetnieniem mineralnym do zastosowan w regeneracji tkanki kostnej [9,11-13].

Materiaty polimerowe odgrywaja istotng role w biomedycynie — znajdujg zastosowanie
m.in. w klejach chirurgicznych, wypetniaczach kostnych, rurkach cewnikéw oraz opatrunkach
wspomagajacych gojenie ran. W grupie cementéw polimerowych wyrdznia sie materiaty
poliuretanowe, na bazie polipropyloformitu (PPF), a takze formulacje akrylowe, w tym na bazie
poli(metakrylanu metylu) (PMMA). Polimery poliuretanowe mogg oddziatywac¢ z tkankg kostng
zarowno na drodze oddziatywan fizycznych, poprzez tworzenie wigzan wodorowych,
jak i chemicznych, polegajacych na tworzeniu wigzan mocznikowych w reakcji grup
karbaminianowych z aminami obecnymi w zmineralizowanej, kolagenowej macierzy

zewnagtrzkomorkowej kosci. Jednak ich dtugoterminowa stabilnos¢ w $rodowiskach
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biomedycznych jest nadal przedmiotem dyskus;ji [14]. Jednym z przyktaddw tego typu cementéw
jest Kryptonite™, zatwierdzony przez Amerykanska Agencje Zywnosci i Lekdw (ang. Food and Drug
Administration — FDA) w 2009 r., ktéry jest polimerem poliuretanowym otrzymywanym na bazie
oleju rycynowego, reaktywnego izocyjanianu i weglanu wapnia. Znajduje on zastosowanie
m.in. w zamknieciu mostka [15]. Polipropyloformit (PPF) jest jednym z polimerédw stosowanych
w medycynie regeneracyjnej. Dzieki rozwojowi metody druku 3D (np. stereolitografia — SLA)
materiaty oparte na tym polimerze znalazty zastosowanie szczegdlnie w zakresie regeneracji tkanki
kostnej oraz kontrolowanego dostarczania lekow [16]. Natomiast cement akrylowy lub na bazie
PMMA nalezy do najstarszej i najbardziej znanej grupy cementéw kostnych. W ortopedii petni
on role swoistego , kleju”, ktéry stosuje sie do mocowania protez, wypetniania ubytkéw kostnych
podczas wertebroplastyki, gdzie moze petni¢ réwniez role nosnika lekéw. W chirurgii stawoéw
materiat taki dziata jak tymczasowy ,zastepca” — stosowany jest w formie ,wypetniacza”
(z ang. spacer) podczas wymiany endoprotez. Ponadto materiat ten znajduje zastosowanie
w stabilizacji wewnetrznej ztaman, petnigc funkcje trwatego rusztowania, ktére wspiera proces
odbudowy i rekonstruowania tkanki kostnej [17]. Cement kostny na bazie PMMA wyrdznia sie
szeregiem korzysci, takich jak bioodpornosé, wysoka wytrzymatosé mechaniczna, jak réwniez
fatwos¢ uzycia i relatywnie niska cena co sprawia, ze jest on powszechnie uwazany za idealny

cement kostny [18,19].

Bioaktywne cementy kostne otrzymuje sie poprzez wprowadzenie bioaktywnych
dodatkéw, gtéwnie ceramicznych, do akrylowych cementéw kostnych. Jednym z takich dodatkéw
sg wtékna bioszklane. Dodatek ten nie zmienia wtasciwosci mechanicznych cementu, jednakze
wptywa na wytworzenie bioaktywnej powierzchni w kontakcie z koscig [17]. Innym dodatkiem jest
fluorek sodu, ktory wywiera podwdjne dziatanie na tkanke kostna: efekt biochemiczny wynikajgcy
z pofaczenia ze strukturg chemiczng kosci [20] oraz efekt biologiczny dzieki bezposredniej
stymulacji proliferacji i réznicowania osteoblastéw, a w konsekwencji wzrost objetosci kosci
beleczkowej (ggbczastej) [21], ktéra petni w organizmie bardzo wazng role, stanowigc Srodowisko
dla szpiku kostnego czerwonego oraz uczestniczac w magazynowaniu i uwalnianiu jonéw wapnia

i fosforu.

2. Akrylowe cementy kostne

2.1. Historia cementéw kostnych

Historia rozwoju cementow kostnych siega korica XIX w., kiedy to Gluck zamocowat
proteze kolana z kosci stoniowe] przy uzyciu cementu wykonanego z gipsu i kalafonii [22].
Natomiast, opublikowanie przez Rohm’a w 1901 roku pracy na temat termoutwardzalnych
usieciowanych tancuchdw metakrylowych doprowadzito do szybkiego rozwoju polimeréw, ktére

sg podstawowymi materiatami dla cementéw kostnych [23].
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W 1936 r. firma Kulzer opatentowata termoutwardzalny materiat otrzymany
przez zmieszanie poli(metakrylanu metylu) (PMMA) z metakrylanem metylu (MMA) i inicjatorem
wrazliwym na ciepto, ktéry utwardzano w temperaturze 100 °C. Doprowadzito to do pierwszego
klinicznego zastosowania PMMA w 1938 roku, ktérym byta naprawa wad czaszki u maftp.
Lepsze zrozumienie systeméw opartych na PMMA, pozwolito na wykorzystanie tych materiatéw
w chirurgii rekonstrukcyjnej u ludzi. Utwardzany termicznie polimer Paladon (Heraeus Kulzer,
Hanau, Niemcy) zostat zastosowany do rekonstrukcji ubytkdw kostnych czaszki u ludzi poprzez
wytworzenie ptytek w warunkach laboratoryjnych, a nastepnie ich dopasowanie przycinajac
utwardzony materiat in situ [24]. W 1943 roku firmy Degussa i Kulzer opracowaty pierwszy cement
samoutwardzalny w temperaturze pokojowej, w ktérego sktadzie zastosowano trzeciorzedowe
aminy aromatyczne. Opracowane wowczas procedury do dzi$ stanowig podstawe produkcji

cementu kostnego [23-25].

W 1949 r. bracia Judet jako pierwsi wykorzystali PMMA do produkcji protezy stawu
biodrowego, jednakze z powoddw biologicznych i mechanicznych nie mogta byé ona
wprowadzona do ciata [26]. Juz kilka lat pdzniej, w 1958 r., sir Charnley
z powodzeniem zamocowat proteze gtowy kosci udowej przy uzyciu samopolimeryzujacego
cementu kostnego PMMA, ktéry nazwat ,akrylowym cementem kostnym” [24,25,27].
Nastepnie do roku 1961 przeprowadzat on, z dobrymi wynikami, operacje wymiany stawu
biodrowego uzywajgc cementu na bazie PMMA, ktéry byt stosowany przez dentystéw
do mocowania podstaw protez. Od tego czasu endoprotezoplastyka stawu biodrowego przeszta
liczne zmiany w zakresie technik chirurgicznych, materiatéw stosowanych w protezach, konstrukcji
protez, czy technik cementowania; jednak podstawowy sktad cementu kostnego pozostat

niezmieniony [27].

Pomimo postepu w zakresie opracowywania i udoskonalania materiatéw cementowych,
operacje endochirurgiczne, takie jak endoprotezoplastyka, nadal pozostaja skomplikowanymi
zabiegami chirurgicznymi obarczonymi istotnym ryzykiem powikfan. Tego typu procedury niosg
ze soba ryzyko wystgpienia infekcji, a ze wzgledu na to, ze antybiotyki dostarczane
ogdlnoustrojowo mogg by¢ niewystarczajgce do zapobiegania infekcjom w miejscu implantacji,
wprowadzono praktyke dodawania srodkéw antybakteryjnych do kompozycji cementu kostnego.
Takie rozwigzanie pozwala na uzyskanie odpowiednio wysokiego stezenia antybiotyku w poblizu
implantu. W 1969 roku Buchholz podjat pierwsze préby dodania antybiotykédw do sktadu cementu
kostnego, dajgc tym samym poczatek antybiotykowym cementom kostnym [25]. Jednakze dopiero
po 12 latach, w 1981 roku, Buchholz i wspétpracownicy [28] stwierdzili, ze proszek gentamycyny
zmieszany z cementem PMMA jest stabilny i oferuje odpowiednie spektrum aktywnosci
antybakteryjnej. Cement kostny z dodatkiem antybiotyku (ang. antibiotic-loaded bone cement —
ALBC) opracowany przez Bucholz’a stat sie prekursorem licznych modyfikacji cementéw kostnych,

nie tylko w kierunku polepszenia wtasciwosci antybakteryjnych, ale takie wtasciwosci
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mechanicznych, uzytkowych oraz biologicznych. Na przestrzeni lat naukowcy modyfikowali sktad
cementdw kostnych poprzez wprowadzanie rézinego rodzaju monomerdw do fazy ciektej,
czy polimerdw, kopolimerdw i napetniaczy do fazy proszkowej. Modyfikacje te doktadniej opisano
rozdziale 3. Sposoby modyfikacji akrylowych cementéw kostnych, w punkcie 3.3.1. Dodatek
antybiotykdw.

2.2. Sktad cementoéw kostnych

Akrylowe cementy kostne to dwukomponentowe uktady sktadajgce sie z fazy statej (P)
i fazy ciektej (L). W skfad fazy statej wchodzg proszkowe kopolimery metakrylanu metylu (MMA)
z innymi monomerami winylowymi, inicjator reakcji polimeryzacji oraz takie dodatki
jak antybiotyki czy srodki kontrastujgce. Faza ciekta sktada sie z monomeru — metakrylanu metylu
(MMA), innych metakrylandw lub mieszaniny monomerdw, ko-inicjatora (reduktora)
oraz stabilizatora [23,29].

Faza proszkowa (P) komercyjnych cementéw kostnych sktada sie w 80 — 90 %mas.
z kopolimeréw akrylowych, 10 — 15 %mas. ze srodkéw kontrastujgcych i od 1 do 2,5 %mas.
inicjatora (nadtlenek benzoilu — BPO). Dodatkowo cementy kostne mogg zawieraé antybiotyki
[30-33]. Proszek polimerowy stanowi mieszanine sferycznych czastek prepolimeru
poli(metakrylanu metylu) (PMMA) i/lub kopolimeréw kwasu akrylowego (AA) (akrylan etylu, EA);
akrylanu metylu (MA); MMA i styrenu [18]. Typowa wielkos$¢ czagstek PMMA waha sie w zakresie
od 5 do 150 um $rednicy, natomiast masa czgsteczkowa (M) zawiera sie w przedziale od 44 000
do 400 000 g/mol [30,34,35]. Jednakze, jak podajg inne zrddta [36], M, komercyjnych cementow
Palacos R moze siega¢ nawet 870 000 g/mol. Dostepne komercyjnie cementy kostne zawierajg
réwniez w swoim sktadzie srodki kontrastujace, jak siarczan baru (BaSO,) lub tlenek cyrkonu (ZrO,)
[22,37]. Dodatkowo w przypadku cementéw kostnych modyfikowanych antybiotykiem,
wprowadza sie do nich $rodek leczniczy, przy czym najczesciej jest to gentamycyna (GTMC).
Niemniej jednak, do kompozycji cementéw kostnych z powodzeniem wprowadzono réwniez inne
antybiotyki, jak wankomycyna, tobramycyna, erytromycyna, cefuroksym, kolistyna itp. [22,31],

dzieki temu rozszerzajgc mozliwosé profilaktyki i leczenia zakazen okotoprotezowych.

Faza ciekta (L) komercyjnych cementow kostnych zawiera gtéwnie MMA w ilosci
85,0 — 98,5 %mas., ale moze réwniez zawiera¢ inne monomery metakrylowe, jak np. metakrylan
butylu (BMA) (ok. 13%). Jako ko-inicjatory systemu inicjujgcego polimeryzacje stosowane
sg lll-rzedowe aminy, z ktdrych najpopularniejszg jest N,N-dimetylo-p-toluidyna (DMPT)
dodawana w ilosci od 0,6 do 2,7 %mas. Stosuje sie réwniez inhibitor reakcji polimeryzacji,
ktory zapobiega przedwczesnej reakcji w czasie magazynowania i transportu systemu cementu
kostnego. Najczesciej jest to hydrochinon (HQ) dodawany w ilosci 20 — 75 ppm [18,31,32].

Do niektdrych cementéw kostnych dodaje sie réwniez niewielkie ilosci chlorofilu jako barwnika
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(200 ppm), w celu poprawy wizualizacji w trakcie operacji i tatwiejszej identyfikacji cementu

po zabiegu, szczegdlnie podczas zabiegdw rewizyjnych [37].

Zmieszanie obu faz (P+L) powoduje zapoczgtkowanie reakcji polimeryzacji,
w wyniku ktdrej nastepuje samoutwardzanie materiatu [34]. Zazwyczaj faze statg z fazg ciektg
miesza sie w stosunku masowym P:L = 2:1 [23], przy czym rézni producenci stosujg rézne proporcje
P:L, co wynika z réznic w sktadzie materiatu. Wptyw na ten stosunek ma masa czasteczkowa
polimeru fazy proszkowej, ktdra waha sie od 270 000 g/mol do 1 200 000 g/mol [35]. W przypadku
cementu kostnego Cemex (TECRES Company, Wiochy) stosunek fazy statej do ciektej wynosi 3:1,
z kolei dla C-Ment 3 (European Medical Contract Manufacturing B.V. (EMCM)) oraz CerafixLV
(CERAVER, Francja) stosunek P:L=2,5:1 [38]. Tak przygotowany cement kostny dziata jak zaprawa,
wypetniajgc puste przestrzenie miedzy koscig a implantem, tworzgc mechaniczng blokade.
Dwoma podstawowymi rolami cementu kostnego sg zapewnienie natychmiastowego mocowania
implantu do kosci i roztozenie sit z implantu na otaczajacg go kos¢ [39,40]. Badania pokazuja,
7ze w catkowitej endoprotezoplastyce stawu kolanowego (TKA, ang. total knee arthroplasty)
zastosowanie cementu kostnego oferuje wiekszg stabilnos¢ i wydtuza czas funkcjonowania
implantébw w poréwnaniu z procedurami, w ktérych cement nie jest stosowany.
Ponadto zastosowanie procedury TKA z wykorzystaniem cementu kostnego zapewnia
natychmiastowe mocowanie, podczas gdy artroplastyka bezcementowa wymaga co najmniej
6 miesiecy wzrostu kosci zanim zostanie uznana za dobrze zamocowang [29,41,42].
Podobne rezultaty pokazujg badania dotyczace catkowitej endoprotezoplastyki stawu biodrowego

czy barkowego [41,43,44].

Pomimo wielu zalet, zastosowanie cementdw kostnych niesie ze sobg réwniez wiele
zagrozen. PMMA jest materiatem, ktdry nie ulega biodegradacji, charakteryzuje sie stosunkowo
stabg przyczepnoscia do réinego rodzaju powierzchni, a ciepto wydzielane podczas reakcji
polimeryzacji o silnie egzotermicznym charakterze moze uszkodzi¢ otaczajgce tkanki,
a takze utrudni¢ mechaniczne potaczenie sie tego materialu z koscig [32,45,46].
Temperatura utwardzania cementu kostnego waha sie w granicach od 80 do 124 °C wewnatrz
cementu, natomiast na granicy cement — kos¢ od 48 do 105 °C [18,47]. Jednak, jak wskazujg wyniki
badan klinicznych prowadzonych in vivo, temperatura na granicy cement —kos¢ jest nizsza i wynosi
40 - 48 °C dla warstwy cementu o maksymalnej grubosci 3 mm, co spowodowane jest krgzeniem
krwi i rozpraszaniem ciepta do tkanek obwodowych [25,47,48]. Ponadto, niektdre sktadniki
cementu kostnego mogg by¢ toksyczne dla organizmu ludzkiego. Jest to przede wszystkim
nieprzereagowany monomer — MMA. Dziatanie takie mogg wykazywacd rowniez niektdre dodatki,
tj. N,N-dimetylo-p-toluidyna, nadtlenek benzoilu, siarczan baru, a takze wolne rodniki wytwarzane
podczas procesu polimeryzacji [18,32,49]. Najbardziej znane negatywne reakcje organizmu
obejmuja martwice tkanek, zwtdknienie lub uposledzong przebudowe kosci w poblizu implantu

[50-52]. Dodatkowo uwolnienie monomeru MMA o wtasciwosciach toksycznych moze
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powodowac powstanie warstwy tkanki miekkiej sktadajgcej sie z tkanki widknistej zawierajgcej
makrofagi i komoérki olbrzymie. Dzieje sie tak, poniewaz MMA jest hydrolizowany do kwasu
metakrylowego przez karboksyloesteraze, ktéry z kolei jest przeksztatcany w fizjologicznych
szlakach metabolicznych i wchodzi do cyklu kwasu cytrynowego poprzez metylomalonylo-CoA
i bursztynylo-CoA [29,53]. Po wprowadzeniu do organizmu, cementy kostne mogg wptywac
rowniez na sktadniki krwi, a niektére BC stosowane do implantacji moga wptywac na hemostaze
z powodu hiperaktywacji lub nawet inaktywacji ptytek krwi [54]. Cement PMMA jest materiatem
obojetnym, ktéry nie stymuluje osteointegracji protezy. W konsekwencji potaczenie miedzy
cementem a koscig ma charakter wyfacznie mechaniczny, co moze prowadzi¢ do mikroruchéw
implantu i tym samym do jego obluzowania. Ponadto powierzchnia cementu moze byé podatna
na zanieczyszczenia réznymi gatunkami bakterii i drobnoustrojéw, co sprzyja tworzeniu biofilmu

i zakazeniom okotoprotezowym [55,56].

Modyfikacje sktadu cementéw kostnych prowadzg do eliminacji ich negatywnych
wtasciwosci, co jest przedmiotem licznych badarn naukowych. Wptyw tych modyfikac;ji
na wiasciwosci cementdéw kostnych przedstawiono w rozdziale 3. Sposoby modyfikacji akrylowych

cementow kostnych.

2.3. Wiasciwosci cementéw kostnych

Cementy kostne jako materiaty do zastosowan klinicznych, muszg spetni¢ szereg
wymogoéw dotyczgcych wiasciwosci biologicznych, fizycznych, jak i uzytkowych. W tym rozdziale

omowiono najwazniejsze z tych wtasciwosci.

2.3.1. Parametry utwardzania cementu

Jak podano wyzej, akrylowy cement kostny otrzymuje sie przez zmieszanie fazy
proszkowej z fazg ciektg. W fazie proszkowej zawarty jest inicjator polimeryzacji, a w fazie ciektej
ko-inicjator, dzieki czemu po zmieszaniu faz dochodzi do reakcji redoks pomiedzy tymi sktadnikami
i wytworzenia rodnikéw inicjujgcych polimeryzacje rodnikowa. W wyniku przebiegajacej reakc;ji
polimeryzacji powstaje utwardzony materiat. Przygotowanie cementu kostnego mozna
przeprowadzi¢ tzw. metodg reczng, gdzie sktadniki kompozycji miesza sie recznie, przy pomocy
szpatutki, lub z wykorzystaniem systemu mieszania i aplikacji, dostarczanego przez producenta.
W procesie przygotowania cementdéw kostnych mozemy zatem wyrézni¢ nastepujace etapy
[24,25]:

1) faza mieszania — trwa do 1 minuty — podczas niej nastepuje homogenizacja fazy

proszkowej z fazg ciekts;

2) faza oczekiwania (doughing time, tp) — trwa do kilku minut — doktadne ttumaczenie,

to czas wyrabiania ciasta, czyli osiggniecia przez materiat konsystencji odpowiedniej
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do aplikacji w miejscu przeznaczenia, okresla sie go jako czas potrzebny

do uzyskania przez cement konsystencji nieprzywierajacej do rekawiczki lateksowej;

3) faza aplikacji/pracy — trwa od 2 do 8 minut — cement moze zosta¢ wprowadzony

do miejsca aplikacji;

4) faza utwardzania (czas utwardzania, inaczej wigzania, ang. setting time, ts.t) — trwa

od 1 do 2 minut — cement osigga twardos¢ uniemozliwiajacg jego dalszg aplikacje.

Wyznaczenie parametréw odpowiadajgcych poszczegdlnym fazom przygotowania
cementu opisuje norma ISO 5833:2002: ,Implants for surgery - Acrylic resin cements”.
Opisuje ona badanie takich parametrow jak doughing time (tp), czas utwardzania (tse)
oraz maksymalna temperatura polimeryzacji (Tmax). Norma ta okresla maksymalny doughing time,
ktory wynosi 5 minut [38]. Po jego osiggnieciu mozliwa jest praca z cementem kostnym w miejscu

operowanym.

Czas utwardzania (ts:) zdefiniowany jest jako czas, w ktérym cement kostny osiggnie
temperature utwardzania (T.:), to jest wartos¢ bedacg Srednig arytmetyczng pomiedzy

temperaturg maksymalng (Tmax) a temperaturg otoczenia (Tams),Wyznaczong ze wzoru (1):

T, T
Tset — max"z' amb (1)

Czas wigzania (ts:) odczytuje sie z wykresu zaleznosci temperatury masy polimeryzujacej
od czasu podczas utwardzania cementu kostnego. Zgodnie z normg I1SO 5833:2002 dla cementow
kostnych przeznaczonych do zastosowania recznego czas t.: powinien miesci¢ sie w zakresie
od 3 do 15 minut [38].

Temperatura maksymalna Tmax, jakg moze osiggngé cement kostny podczas procesu
utwardzania, w wyniku przebiegajgcej egzotermicznej reakcji polimeryzacji, jest jedna
z najwazniejszych wtasciwosci uzytkowych cementdw kostnych. Jesli osiggnie zbyt wysoka wartos¢
moze spowodowac wystgpienie nekrozy tkanki kostneji tkanek otaczajgcych miejsce aplikacji [57].
Poddanie tkanki kostnej dziataniu temperatury Tmex W zakresie 44 — 47 °C przez okres 1 minuty
moze uposledzaé regeneracje kosci. Jedli temperatura ta osiggnie jeszcze wyziszg wartosc,
woéwczas czas narazenia tkanki powodujgcy uposledzenie regeneracji kosci ulega skroceniu.
Dziatanie temperatury 50 °C przez 1 minute lub 47 °C przez 5 minut na tkanke kostng powoduje
uposledzenie dziatania tkanki, utrate komdrek, resorpcje i zastgpienie ich komdrkami
ttuszczowymi. Temperatura 47 °C zostata uznana za temperature progowg, na ktérg moze byé
narazona kos¢ przed wystgpieniem martwicy [24]. Jednakze, norma przewiduje badanie
temperatury wewnatrz cementu, ktdra jest znacznie wyisza niz na jego powierzchni.
Norma ASTM F451: ,Standard Specification for Acrylic Bone Cement” precyzuje, ze temperatura
maksymalna dla polimeryzacji cementow kostnych nie moze przekracza¢ 90 °C, aby unikngc

uszkodzenia tkanki [58].

27



2.3.2. Lepkos¢

Lepko$¢ systemu po zmieszaniu fazy proszkowej z fazg ciektg (P+L) determinowana
jest gtéwnie przez sktad kompozycji poszczegdlnych faz cementu kostnego, gtdwnie M,, polimeru
w fazie proszkowej, jak réwniez przez stosunek fazy proszkowej do fazy ciektej [24].
Wptywa ona na przygotowanie cementu kostnego i jego penetracje w gtgb kosci, a co za tym idzie,
na jakos¢ i trwatos¢ cementu kostnego. Optymalna lepkosé pozwala na penetracje kosci
przez cement w celu uzyskania dobrego zamocowania, tj. cement musi by¢ wystarczajgco ptynny,
aby mogt zostaé dostarczony w miejsce przeznaczenia, a nastepnie wnikngé w szczeliny kosci.
Z drugiej strony, lepkos¢ cementu kostnego powinna by¢ wystarczajgco wysoka, aby wytrzymac
cisnienie krwawienia wstecznego, co zapobiegnie wnikaniu krwi do cementu [59].
Wsrdd komercyjnych cementéw kostnych wystepuja materiaty o rdzinej lepkosci, tj. niskiej,

Sredniej i wysokie;j.

Cementy o niskiej lepkosci. Cementy te pozostajg w stanie ptynnym przez znacznie dtuzszy
okres w poréwnaniu do cementdw o sredniej lub wysokiej lepkosci. Zazwyczaj majg dtuga faze
oczekiwania (3 minuty lub dtuzej). Rzeczywisty czas pracy, w ktérym cement moze by¢ aplikowany
jest zazwyczaj krétki, poniewaz lepkosc szybko wzrasta, a czas wigzania moze by¢ rézny i trwa kilka
minut [24,59].

Cementy o sredniej lepkosci, oferujg wszechstronnos¢ dla réznych procedur.
Charakteryzujg sie zaréwno niskg, jak i wysokg lepkoscig, w zaleznosci od czasu, w ktérym cement
kostny jest dostarczany. Podczas mieszania charakteryzujg sie niskg lepkoscia, co pozwala na fatwe

i jednorodne wymieszanie proszku z cieczg [59].

Cementy o wysokiej lepkosci, w fazie proszkowej zawierajg gtéwnie PMMA, bez dodatku
innych kopolimeréw, jak np. kopolimer poli(metakrylan metylu-co-styren), ktory jest stosowany
w cementach o nizszej lepkosci. Natychmiast po wymieszaniu cement ma konsystencje plastyczng
i jest gotowy do recznego naktadania na powierzchnie implantu, a jego lepkos¢ pozostaje stata
w poczagtkowej fazie aplikacji i powoli zwieksza sie z czasem. Czas pracy dla cementéw o wysokiej
lepkosci musi by¢ Scisle monitorowany, poniewaz nie zawsze mozna okresli¢ koniec czasu pracy,
zanim cement osiggnie zbyt duzg sztywnos¢, uniemozliwiajgcg skuteczne potgczenie z tkanka
kostna [24,59].

2.3.3.  Skurcz polimeryzacyjny

Polimeryzacja MMA charakteryzuje sie skurczem polimeryzacyjnym, zwanym skurczem
objetosciowym, na poziomie 21%. Jednak w ukfadzie z proszkowym PMMA skurcz ten ulega
redukcji do 6 — 7%, natomiast rzeczywisty skurcz polimeryzacyjny cementéw kostnych
wystepujacy w miejscu aplikacji jest na poziomie 3 — 5% [24]. Obawy zwigzane z wystepowaniem

skurczu materiatu podczas utwardzania koncentrujg sie przede wszystkim na stabilnosci implantu
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— zbyt duzy skurcz moze spowodowac jego obluzowanie i nie bedzie on spetniat swojego zadania.
Przy mieszaniu prézniowym (system mieszania i aplikacji) skurcz objetosciowy moze wzrosngc
do 5 - 7% w réznych cementach. Badania nie pokazujg jednak réznic w skurczu polimeryzacyjnym
miedzy cementem przygotowanym z odwirowaniem i bez, gdy stosowany jest cement
0 zmniejszonej porowatosci [60]. Skurcz w obrebie kosci ggbczastej mozna uznac za korzystny,
poniewaz niektdre szczeliny miedzyfazowe umozliwiajg rewaskularyzacje. Analiza in vitro modeli
kosci udowej swini wykazata 85% kontakt na styku implant-cement i 90% kontakt na styku
kos¢-cement, co skutkuje skurczem objetosciowym wynoszagcym 10 — 15% [61]. Szczeliny
w cemencie kostnym o wielkosci <100 um i >500 um umozliwiajg wrastanie kosci, co skutkuje

dobrym zakotwiczeniem implantu, zmniejszajac ryzyko aseptycznego obluzowania [25].

2.3.4. Wiasciwosci mechaniczne

Jak wspomniano wyzej, cementy kostne sg stosowane w stabilizacji skomplikowanych
ztaman, wertebroplastyce czy mocowaniu implantéw, co wymaga od tych materiatéw odpornosci
na dziatanie réznego rodzaju obcigzen, zardwno statycznych (Scinanie, Sciskanie, rozcigganie
czy skrecanie) jak i dynamicznych (udarnosé) [4,57]. Zatem, cementy kostne powinny tworzy¢ silne
potaczenia z tkanka kostng, jednoczesnie zapewniajgc odpowiednia stabilizacje. W mocowaniu
endoprotezy stawu samoutwardzalny cement kostny wypetnia wolng przestrzen miedzy proteza
a koscig. Przenoszenie sit z kosci na implant i zimplantu na kos¢ jest podstawowg funkcjg cementu
kostnego. Zdolnos¢ do wykonywania tego zadania w sposdb niezawodny przez dtugi czas
ma kluczowe znaczenie dla dtugoterminowego okresu uzytkowania implantu. Jesli generowane
ekstremalne naprezenia przekraczajg zdolnosé cementu kostnego do przenoszenia i pochtaniania
sit, mozliwe jest ztamanie zmeczeniowe [24]. Aby spetni¢ swoje zadanie cement kostny musi

wykazywac dobre wiasciwosci mechaniczne, ktére sg okreslone przez odpowiednie normy:

. ISO 5833: ,,Implants for surgery — Acrylic resin cements”

. ISO 13586: ,Plastics — Determination of fracture toughness (GIC and KIC).
Linear elastic fracture mechanics (LEFM) approach and impact strength”

. ISO 179: ,, Tworzywa sztuczne — Oznaczanie udarnosci metodg Charpy'ego”

) ISO 180: ,, Tworzywa sztuczne — Oznaczanie udarnosci metodq Izoda”

. ASTM F451: ,Standard Specification for Acrylic Bone Cement”

. ASTM D732: ,Standard Test Method for Shear Strength of Plastics by Punch Tool”

° ASTM E399: ,Standard Test Method for Linear-Elastic Plane-Strain Fracture

Toughness of Metallic Materials”

Zgodnie z normg ISO 5833, ktdra jest najpowszechniej stosowana, cementy stosowane

do mocowania implantédw powinny wykazywac nastepujgce wiasciwosci:

° wytrzymatos¢ na Sciskanie o > 70 MPa
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. wytrzymatos¢ na zginanie g, > 50 MPa
. modut zginania E > 1800 MPa

. wytrzymatos$é na rozcigganie Ry, — brak wartosci minimalnej
2.3.5. Uwalnianie niezwigzanych reagentéw z cementu kostnego

Polimeryzacja MMA w cemencie kostnym nie przebiega ze 100% wydajnoscia,
co spowodowane jest utrudniong ruchliwoscig (dyfuzjg) monomeru przy wysokim stopniu
przereagowania, zwigzang z duzg lepkoscia materiatu. Powoduje to pozostanie
nieprzereagowanego monomeru w strukturze polimeru i mozliwos¢ jego wyptukiwania
przez ptyny ustrojowe. Poimplantacyjne uwalnianie MMA do otaczajgcych tkanek moze wptywac
toksycznie na tkanki, a takze negatywnie na potgczenie implantu z koscig. Jego uwalnianie
powigzano z ryzykiem niepowodzenia implantacji protez, wynikajgcym z wystepujacej chemicznej
martwicy tkanki kostnej, a takze pogorszenia wtasciwosci mechanicznych cementu kostnego
[24,62].

Dzieki udoskonalaniu sktadu cementu kostnego, pozostatos¢ nieprzereagowanego
monomeru zaraz po utwardzeniu waha sie w granicach od 2% do 7% i spada do ok. 0,5%
po pierwszych 2 — 3 tygodniach [24,25]. Dodatkowo, pozostaty monomer powinien pozostac
uwieziony w matrycy cementu kostnego przez wiele lat po aplikacji. Jak dowodzg badania,
wiekszos¢ pozostatego monomeru powoli polimeryzuje (ok. 80%) [63], a mata czesc

jest metabolizowana do tlenku wegla (1V) (CO,) i wody (H20) w cyklu Krebsa [64].
2.3.6. Biokompatybilnosc¢

Cementy kostne wprowadzane sg bezposrednio do organizmu, dlatego kluczowe
jest ustalenie mozliwosci wystapienia jawnej toksycznosci, a takze niepozadanych skutkéw
ubocznych, w tym powaznych standéw zapalnych lub nowotwordw. Klasyfikacja wyrobdéw
medycznych stanowi podstawowy element regulacji prawnych okreslanych zaréwno
przez amerykanskg Agencje Zywnoéci i Lekéw (FDA), jak i rozporzadzenie Parlamentu
Europejskiego Medical Device Regulation 2017/745 (MDR). Urzadzenia dzieli sie na klasy
w zaleznosci od stopnia ryzyka zwigzanego z ich stosowaniem, przy czym kryteria obejmujg rodzaj
i czas trwania kontaktu z organizmem pacjenta, a takze potencjalny wptyw na jego funkcje

zyciowe.

Wyrdznia sie trzy gtéwne grupy: klasa | obejmuje wyroby nieinwazyjne o najnizszym
stopniu ryzyka; klasa Il dotyczy urzadzen o umiarkowanym ryzyku, w tym przeznaczonych
do przechowywania, transportu lub modyfikacji ptyndw ustrojowych i tkanek przed ich podaniem
do organizmu; natomiast klasa Ill obejmuje wyroby o najwyzszym stopniu ryzyka, w tym implanty,
produkty wchodzace w bezposredni kontakt z sercem, uktadem krazenia czy nerwowym,

a takze urzadzenia majgce dziatanie biologiczne lub ulegajgce wchtonieciu w organizmie.
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Wraz ze wzrostem klasy ryzyka rosng wymagania dotyczace badan biokompatybilnosci i badan
klinicznych. Cementy kostne nalezg do Il klasy produktéw ze wzgledu na bezposredni kontakt z
tkankami miekkimi oraz tkanka kostng [4]. Badanie biokompatybilnosci wyrobéw medycznych
reguluje seria norm ISO 10993 ,,Biologiczna ocena wyrobow medycznych”. Jedng z najwazniejszych
metod w okreslaniu biokompatybilnosci jest badanie cytotoksycznosci materiatu zgodnie z Czescig
5. ,Badania cytotoksycznosci in vitro”. Metody badawcze opisane w normie odnoszg sie do
inkubacji hodowanych komérek w kontakcie z materiatem badanym lub ekstraktami z materiatu,
bezposrednio lub przez dyfuzje, przy czym ogdlnie przyjetym parametrem okreslajgcym
toksycznos¢ jest hamowanie proliferacji komérek (CPIl). Stopien toksycznosci in vitro okredla sie
dziaftajgc ekstraktem z cementu kostnego na komdrki hodowlane. Dla materiatéw "wysokiej
toksycznosci" — CPl > 50%, "Sredniej toksycznosci" — 50% > CPl > 25%, " niskiej toksycznosci" — CPI
< 25%, i "braku toksycznosci" — CPI = 0 [65].

2.3.7. Porowatos¢

Porowatos¢ jest bardzo wainym parametrem cementu kostnego, gdyz wptywa
bezposrednio na  wtasciwosci  mechaniczne  materiatu,  uwalnianie  antybiotyku,

a takze osteointergracje.

Reczne przygotowanie (mieszanie) cementu kostnego prowadzi do wytworzenia
pecherzykdw powietrza wewnatrz materiatu, a tym samym uzyskania porowatej struktury.
Zwiekszona porowatos¢ ma negatywny wptyw na wtasciwosci mechaniczne, co potwierdzity
badania porowatosci cementow kostnych [66]. Jednoczesnie, zwiekszenie porowatosci cementéw
kostnych, np. przez wprowadzenie porogendw, moze wptyng¢ na poprawe uwalniania lekéw

z tego materiatu [67].

Mechanizm uwalniania leku zwigzany jest z wymywaniem antybiotyku z powierzchni
cementu kostnego, a nastepnie z jego wnetrza. Ptyny wnikajg do wnetrza materiatu i rozpuszczajg
antybiotyk, ktéry wymywany jest =z pustych przestrzeni i peknie¢ (pordéw).
Moojen i wspdtpracownicy oraz Bertazzoni i wspdtpracownicy wykazali [68,69], ze uwalnianie
tylko w pierwszych godzinach jest proporcjonalne do chropowatosci powierzchni,

natomiast w kolejnych dniach jest proporcjonalne do porowatosci cementu.

Nalezy réwniez podkresli¢, ze porowatos¢ cementu kostnego umozliwia tkance kostnej
osteointegracje, czyli wnikanie w pory materiatu komarek kostnych iich proliferacje. Jest to proces
dtugotrwaty, lecz umozliwia pofaczenie strukturalne i funkcyjne implantu z tkanka kostng [70,71].

Optymalny rozmiar poréw, gwarantujacy prawidtowy przebieg tego procesu to 200 — 400 um.

31



3. Sposoby modyfikacji akrylowych cementéw kostnych

Jak juz wczeéniej wspomniano, akrylowe cementy kostne wykazujg wiele zalet,
takich jak niski koszt otrzymania, tatwos¢ aplikacji, korzystne wifasciwosci mechaniczne
i biostabilnos¢ w organizmie cztowieka, ale charakteryzujg sie takze wieloma wadami
i ograniczeniami. Ws$rdéd nich wyrézni¢ mozemy silny efekt egzotermiczny reakcji polimeryzacji
prowadzacy do znacznego wzrostu temperatury cementu, obecno$¢ nieprzereagowanego
monomeru, ktéry moze sie uwalnia¢ do otaczajgcych tkanek, skurcz polimeryzacyjny, obnizenie
parametréw wytrzymatosciowych po wprowadzeniu srodkéw kontrastujacych i antybakteryjnych,
a takze niska aktywno$¢ biologiczna [18,22]. Nalezy przy tym podkreslié, ze dodatki wprowadzane
przez badaczy w celu eliminacji poszczegdlnych wad czesto oddziatujg réwnoczesnie na wiele
wtasciwosci materiatu, co wymaga starannego doboru ich rodzaju i stezenia. W ponizszym
rozdziale przedstawiono modyfikacje cementéw kostnych w celu ograniczenia ich wad oraz wptyw
zastosowanych modyfikacji na wtasciwosci mechaniczne i antybakteryjne, a takze temperature

utwardzania cementdw kostnych.
3.1. Wiasciwosci mechaniczne

Wiasciwosci mechaniczne cementéw kostnych zalezg od wielu czynnikdw,
zarowno zewnetrznych jak i wewnetrznych. Wsrdd czynnikéw zewnetrznych wyrdznia sie szybkos¢
i czas mieszania oraz metode mieszania, wstepne schtadzanie fazy ciektej, a takze stopien
porowatosci. Natomiast do czynnikébw wewnetrznych zaliczyé mozna sktad fazy ciektej
i proszkowej, gtdéwnie mase czgsteczkowg polimeru (kopolimeréw), wielko$¢ jego czastek,
ich ksztatt i rozktad, a takze stosunek fazy proszkowej do ciektej, czy dodatek antybiotykow,
domieszek oraz zanieczyszczenia obecne w polu operacyjnym. W$réd tych ostatnich mozemy
wyrézni¢  krew, fragmenty tkanki kostnej lub roztwér soli fizjologicznej [35,72].
Ponizej przedstawiono wptyw skfadu kompozycji na wtasciwosci mechaniczne cementéw

kostnych.

Rodzaj zastosowanego polimeru, a takze stosunek fazy proszkowej do ciektej wyraznie
wptywajg na parametry mechaniczne cementéw kostnych. Jak pokazujg badania [35],
wieksze masy czasteczkowe oraz rozmiary czastek polimeru powodujg zmniejszenie
wytrzymatosci na Sciskanie cementéw kostnych. Jest to spowodowane gorszym zwilzaniem
i rozpuszczaniem polimeru przez monomer, co dodatkowo utrudnia wieksza regularnos¢
i sferycznos¢ czastek. Chen i inni [73] zaobserwowali nieznacznie zwiekszong wytrzymatosé
na Sciskanie cementéw o wyzszym stosunku cieczy do proszku, co jest sprzeczne z ustaleniami
Belkoffa i wspétpracownikéw [74], ktérzy stwierdzili, ze te wtasciwosci materiatu pogarszaty sie
wraz ze wzrostem stosunku fazy ptynnej do proszkowej. Natomiast Pascual i inni [39]

zasugerowali, ze stosunek fazy ciektej do fazy proszkowej ma niewielki wptyw na parametry
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Sciskania. Z kolei, w badaniach nad wptywem rodzaju polimeru, Tham i wspétpracownicy [30]
zaobserwowali, ze zastgpienie liniowego PMMA o M,, = 12000 g/mol, 4-ramienng gwiazdg PMMA
o M, = 45000 g/mol, powoduje obnizenie wytrzymatosci na zginanie i modutu zginania
o odpowiednio 4% i 10%.

Przygotowywanie cementéw kostnych na sali operacyjnej réwniez moze wptywac
na ich witasciwosci mechaniczne. Karpiiski i inni w swoich pracach [72,75] badali wptyw
domieszkowania masy cementowej zanieczyszczeniami w postaci ptynéw fizjologicznych
naturalnie wystepujagcych w polu operacyjnym (krew i 0,9% roztwér soli fizjologicznej)
na wiasciwosci mechaniczne. Uzyskane wyniki wyraznie pokazujg, ze zanieczyszczenie cementu
kostnego krwig oraz solg fizjologiczng znaczgco wptywa na jego wytrzymatos¢ na Sciskanie,
ktorej wartosc spada o 20 — 25% przy zawartosci zanieczyszczen na poziomie 10%. Co ciekawe,
w matych zakresach zanieczyszczen (do okoto 2%), szczegdlnie w przypadku soli fizjologicznej
Srednie wartosSci wytrzymatosci na sciskanie wzrosty w stosunku do $rednich wartosci uzyskanych

dla czystych cementéw.

Kolejnym czynnikiem wptywajgcym na wiasciwosci mechaniczne cementéw kostnych jest
dodatek srodkdw kontrastujgcych czy antybakteryjnych. Dodatki te sg nieodtgcznym elementem
kompozycji cementéw kostnych, jednakze wptywajg negatywnie na wytrzymatos¢ mechaniczna.
Dodatek siarczanu (VI) baru (BaSOa4) czy tlenku cyrkonu (ZrO;) w ilosci 10 %mas. powoduje
nieznaczne pogorszenie wytrzymatosci na S$ciskanie oraz rozcigganie, a takize zywotnos¢
zmeczeniowg cementéw kostnych [29,76], natomiast wzrost zawartosci do 20% wptywa
na nieznaczne zmiany wytrzymatosci, a do 40% powoduje drastyczny spadek ponizej wymagan
normy ISO 5833 [76,77]. Z kolei, jak wynika z danych literaturowych, wtasciwosci
takie jak wytrzymato$¢ na sciskanie i rozcigganie oraz modut Young’a nie ulegajg znaczacym
zmianom po dodaniu antybiotykdéw, jednakze zalezy to od ilosci i rodzaju wprowadzonego
antybiotyku [38,78,79]. Mate dawki antybiotykdéw (2g antybiotyku na 60g cementu) powodujg
jedynie niewielki spadek wytrzymatosci na sciskanie (<5%) i rozcigganie (<5%) [76]. Zwiekszenie
ilosci gentamycyny do poziomu 5g antybiotyku na 60g cementu znaczaco pogarsza wytrzymatosé
na Sciskanie cementéw kostnych [80]. Podobne obserwacje poczyniono dla innych antybiotykdw.
Lilikais i inni w swoich badaniach [81] pokazali, ze dodatek 2,5% oraz 5% wankomycyny nieznacznie
wptywa na wtasciwosci mechaniczne cementu kostnego Palamed (spadek wytrzymatosci
na Sciskanie o odpowiednio o0 2% i 8,2%), natomiast dodatek 2,5% oraz 5% i 10% wankomycyny
do cementu Palamed-G obniza wytrzymatosc o odpowiednio 12,4%, 9,6% i 18,1%, co potwierdzaja
rowniez inne badania [82]. Ponadto, wprowadzenie ryfampicyny do cementéw kostnych
powoduje drastyczny spadek wytrzymatosci na Sciskanie cementdéw kostnych, ponizej wymagan
okreslonych norme [82,83]. Prowadzono réwniez badania nad wprowadzeniem antybiotykdéw

w postaci ciektej do cementéw kostnych. Powodujg one jednak znacznie wiekszy spadek
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wytrzymatosci na sciskanie cementéw kostnych, tj. 0 35%, 37% i 55% w prdobkach zawierajgcych

odpowiednio ptynng wankomycyne, gentamycyne i amfoterycyne B [84,85].

Inne srodki antybakteryjne stosowane w cementach kostnych, takie jak: nanoczastki
srebra (AgNPs), nanoczastki ztota (AuNPs), hydroksyapatyt (HA), grafen, olejki eteryczne rowniez
wptywajg na wtasciwosci mechaniczne BC. Badania Slane i innych [86] pokazujg, ze dodatek AgNPs
nie miat znacznego wptywu na wytrzymatos¢ na zginanie cementdéw kostnych, natomiast
wytrzymatos¢ na Sciskanie cementdw nieznacznie spadta, przy czym ich wartosci byty nadal
znacznie wyzsze niz te okreslone w normie ISO 5833. Russo i wspdtpracownicy [87] wykazali,
ze dodatek 1% AuNPs nieznacznie poprawit modut Sciskania cementu kostnego. Robu i inni [31]
badali cementy kostne z dodatkiem nanoczgsteczek srebra wbudowanych w szkto ceramiczne
i hydroksyapatytu impregnowanego olejkiem eterycznym z miety pieprzowej. Wyniki pokazuja,
ze dodatek hydroksyapatytu impregnowanego olejkiem eterycznym prowadzi do spadku sredniej
wartosci modutu sprezystosci w poréwnaniu z prébka referencyjng (o 9%), natomiast
wprowadzenie AgNPs w szkle ceramicznym w ilosci 2% i 4% prowadzi do wzrostu tego parametru
o odpowiednio 9% i 1%. W przypadku wytrzymatosci na sciskanie, po dodaniu nanoczastek srebra
do szkta ceramicznego, odnotowano spadek o okoto 9%, podczas gdy po dodaniu hydroksyapatytu
impregnowanego olejkiem z miety pieprzowej obserwuje sie wiekszy spadek, tj. o 12%.
Z kolei, wyniki badan wytrzymatosci na zginanie przeprowadzonych przez Vallo i innych [88]
wykazaty, ze wprowadzenie 2,5 — 15 %mas. HAP do cementu kostnego zwieksza jego modut
zginania i odpornos¢ na pekanie. Wynika to z faktu, ze HAP dziata jako stata faza wzmacniajaca,

ktora poprawia whasciwosci mechaniczne BC na bazie PMMA.

Niski stopien uwalniania lekdw z cementéw kostnych spowodowat rozwéj badan
w kierunku jego poprawy. Dziatania te zaktadajg wprowadzenie do kompozycji cementu kostnego
systemow uwalniania lekow. Jednak te poprawiajagc uwalnianie jednoczesnie wptywajg
na pogorszenie wtasciwosci mechanicznych. Wekwejt i inni [89] wprowadzili do cementu kostnego
celuloze, chitozan, magnez, polidioksanon (PDO) oraz fosforan tréjwapniowy (TCP). Jak pokazuja
wyniki ich badan, modyfikacja spowodowata wzrost porowatosci oraz obnizenie wytrzymatosci
na $ciskanie cementéw zawierajacych chitozan, celuloze i PDO odpowiednio o 13%, 17% i 24%.
Wptyw dodatku chitozanu na wtasciwosci mechaniczne badali réwniez Zapata i inni [90].
Ich badania pokazujg spadek wytrzymatosci na sciskanie cementéw kostnych wraz ze wzrostem
udziatu chitozanu. Shen i inni [56] wykazali, ze zastosowanie nanopretédw hydroksyapatytu,
nanorurek weglowych (CNT) i mezoporowatych nanoczgstek krzemionki (MSN) jako nosnikéw
lekéw w cementach kostnych wptywa na ich wtasciwosci mechaniczne. Dodatek odpowiedniej
ilosci HA i CNT do uzyskania poprawy uwalniania powoduje odpowiednio 50% i 90% spadek
wytrzymatosci na S$ciskanie. Natomiast dodatek MSN powoduje obnizenie modutu zginania
o 10 — 20%, przy zachowaniu niezmienionej wytrzymatosci na sciskanie. W innym badaniu

Qin i wspotpracownicy [91] wykazali, ze dodatek 10% sferycznych czasteczek fosforanu wapnia
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domieszkowanych strontem (SCPS) nie wptywa na wytrzymatos¢ na Sciskanie oraz modut
sprezystosci. Podobnie, Sheniinni [92] wykazali, ze wtasciwosci mechaniczne cementdw kostnych
na bazie PMMA nie ulegty zmianie po dodaniu nanostrukturalnych rurek dwutlenku tytanu
(TIO, TNT).

Trwato$é in vivo cementowanych implantdw jest Scisle powigzana z witasciwosciami
mechanicznymi cementu kostnego. Badacze spekulowali, Ze mechaniczne uszkodzenie cementu
inicjuje aseptyczne obluzowanie implantu [93]. Zastosowanie cementdéw kostnych o wyzszej
odpornosci na pekanie i wyzszej odpornosci na petzanie moze by¢ korzystne. Dodanie napetniaczy
do cementu kostnego PMMA jest uwazane za jedng z potencjalnych metod poprawy

jego witasciwosci mechanicznych [35].

Kompozyty cementu kostnego z nanoczgstkami, takimi jak wieloscienne nanorurki
weglowe i nanometryczne widkna tytanowe, byty przedmiotem wielu badani. Uzyskano wymierna
poprawe wytrzymatosci na zginanie o 12,8% dla cementéw kostnych z dodatkiem nanorurek
weglowych. Natomiast przy optymalnym stezeniu 1 %mas., wtékna nanotytanowe dajg znaczny
wzrost odpornosci na pekanie (67%), wytrzymatosci na zginanie (20%) i modutu zginania (22%),
w poréwnaniu z kontrolnym cementem PMMA [76]. Paz i inni [94] okreslili wptyw grafenu (G)
i tlenku grafenu (GO) na witasciwosci mechaniczne cementéw kostnych. Cementy kostne z GO
wykazaty poprawe odpornosci na zginanie, podczas gdy cementy kostne z G wykazaty zmniejszenie
wydajnosci przy badaniu zginania czteropunktowego (o 15 — 24% - wytrzymato$é na zginanie
i 8 — 18% - modut zginania). Wytrzymatos¢ na sciskanie cementu PMMA zmniejszyta sie,
gdy dodano grafen, aczkolwiek rdéznice bylty mniej wyrazne. Natomiast dodatek 0,1% GO
spowodowat wzrost wytrzymatosci na Sciskanie o 12,6%. Naukowcy postulujg, ze wysoka
funkcjonalizacja GO w poréwnaniu z G utatwita tworzenie silniejszej adhezji miedzyfazowej miedzy
GO a PMMA, co przetozyto sie na lepsze wtasciwosci materiatu. W innych badaniach
Wright i wspdtpracownicy [95] testowali metakrylowy cement kostny wypetniony funkcjonalnymi
materiatami grafenowymi (FGM). Jak pokazujg wyniki, dodatek 1 %mas. FGM, powoduje spadek
wytrzymatosci na Sciskanie o ok. 10%, co moze byé spowodowane agregacja czgstek FGM.
Pahlevanzadeh i inni [96] badali wptyw dodatku nanorurek weglowych (CNT) i zredukowanego
tlenku grafenu (rGO) na wtasciwosci mechaniczne cementéw kostnych. Oba dodatki spowodowaty
poprawe wtasciwosci mechanicznych cementu kostnego, jednakze materiat wzmocniony rGO
wykazywat lepsze witasciwosci, co moze wynikac z wysokiego stopnia funkcjonalizacji powierzchni
rGO, prowadzacego do silnego pomarszczenia powierzchni, a tym samym wysokiej przyczepnosci
i zazebiania sie nanoczasteczkowego wzmocnienia z matrycg cementu kostnego.
Po dodaniu 0,5 %mas. rGO wytrzymatos¢ na Sciskanie i rozcigganie cementu kostnego wzrosta
z 92,1 £ 0,7 MPa i 40,0 + 0,7 MPa do odpowiednio 187,5 + 5,8 MPa i 64,9 + 0,8 MPa.

W swoich badaniach Al-Janabi i inni [97] wykazali, ze wifasciwosci mechaniczne cementéw
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kostnych wzrastaty takze po dodaniu do 1 %mas. TiO2NPs modyfikowanych silanowym srodkiem

sprzegajacym, jednakze dalsze zwiekszenie ilosci dodatku skutkowato pogorszeniem wtasciwosci.

Jak wykazano powyzej, wiele czynnikdw wptywa na wiasciwosci mechaniczne cementéw
kostnych. Cecha wspdlng wptywu wszystkich typow modyfikatoréw jest spadek wtasciwosci
mechanicznych cementu ze wzrostem stezenia modyfikatora, dlatego nalezy dazy¢ do uzyskania
pozadanych wtasciwosci materiatu poprzez jego modyfikacje z uzyciem mozliwie najmniejszych

ilosci dodatkow.

3.2. Temperatura maksymalna i czas utwardzania

Jak przedstawiono w rozdziale 2.2. Sktad cementdéw kostnych, polimeryzacja zwigzkéw
metakrylowych jest silnie egzotermiczna (ciepto konwersji grup metakrylowych wynosi 56 kJ/mol),
a temperatury utwardzania cementéw kostnych osiggajg wartosci, ktdore mogg powodowac
uszkodzenia otaczajgcych je tkanek. Ryzyko uszkodzenia tkanek, a nawet wystgpienia nekrozy
sktonito badaczy do modyfikacji kompozycji cementéow kostnych w kierunku obnizenia

temperatury utwardzania.

Na zmiane temperatury maksymalnej utwardzania (Tme) Oraz czasu utwardzania (tser)
cementéw kostnych mozna wptywac poprzez zmiane stosunku L:P lub zmiane sktadu kompozycji
tych faz. Badania Nussbauma i innych [98] wykazaty, ze wyzszy stosunek L:P powoduje uzyskanie
wyzszych temperatur Tpma przy jednoczesnym wydtuzeniu czasu wigzania. Przy wysokich
stosunkach L:P duze stezenie mieszaniny monomerdw reagujgcych egzotermicznie, zwieksza
maksymalng temperature polimeryzacji. Jednakze wysoki stosunek L:P zmniejsza rdéwniez
wzgledne stezenie inicjatora (sktadnika, ktory zawarty jest proszku), co wptywa na zmniejszenie
szybkosci reakcji inicjowania, tym samym zmniejszajgc szybkos¢ polimeryzacji, co wydtuza czas
wigzania BC. Efekt cieplny oraz czas reakcji polimeryzacji zalezg réwniez od stezenia sktadnikéw
uktadu inicjujgcego. Zwiekszenie stezenia BPO z 0,5 g na 100 ml MMA do 2,75 g na 100 ml MMA
(przy statym stezeniu DMPT 0,2 ml na 100 ml MMA) skrécito czas wigzania z 28,3 minut
do 9,3 minut. Podobnie, zwiekszenie stezenia DMPT z 0,2 ml na 100 ml MMA do 4,9 ml na 100 ml
MMA (przy statym stezeniu BPO wynoszacym 0,5 g na 100 ml MMA) skrdcito czas wigzania
z 28,2 minut do 5,5 minuty [98]. Pascual i wspdtpracownicy [99] natomiast otrzymali wyniki
wskazujgce na mniejszy wptyw stezenia BPO i DMPT na czas utwardzania. Jak wynika z ich badan,
zwiekszenie stezenia BPO z 0,75% do 2% skrécito czas wigzania 0 20%, a temperatura polimeryzacji
wzrostfa srednio o 3 — 6 °C. Kiedy zwiekszono ilos¢ DMPT z 1% do 2%, a BPO zwiekszono z 0,75%

do 2%, temperatura wzrosta srednio o 10 °C.

Wielkos¢ czastek polimeru i ich masa czgsteczkowa réwniez majg wptyw na temperature
polimeryzacji i czas wigzania BC. Cementy kostne zawierajgce PMMA o wiekszych srednicach
czastek i szerokiej dyspersji My miaty nizsze maksymalne temperatury polimeryzacji i dtuzsze czasy

utwardzania. Gdy Srednica czgstek wzrosta z 33 um do 65 um, a zakres wielkosci od 10 — 60 um
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do 10 — 140 um, temperatura maksymalna polimeryzacji spadfa z okoto 88 °C do 62 °C,
a czas wigzania wydtuzyt sie dwukrotnie [99,100]. W innych badaniach [35] powigzano wzrost
M., zastosowanego PMMA z wydtuzeniem tp oraz ts: od 2 i 6 min dla M,, = 120000 do odpowiednio
4i12 min dla My, =400000. Tham i wspdtpracownicy [30] zaobserwowali, ze zastgpienie liniowego
PMMA o M,, = 12000 g/mol, 4-ramiennym polimerem gwiazdzistym PMMA o M,, = 45000 g/mol,

powoduje obnizenie Tmax 0 4% i wydtuzenie t: 0 9%.

Wprowadzenie do fazy ciektej BC monomerdéw o rdéinej budowie chemicznej moze
wptyng¢ zaréwno na zmiane efektu cieplnego polimeryzacji, jak i czasu jej trwania.
Metakrylan  2-hydroksyetylu (HEMA) i dimetakrylan glikolu etylenowego (EGDM)
oraz dimetakrylan glikolu trietylenowego (TEGDM) wptywajg zardwno na te: jak i Tmox.
Chen i wspodtpracownicy [101] wykazali, ze dodanie HEMA powoduje wydtuzenie czasu wigzania
cementu. Cementy z dodatkiem 10% HEMA wykazywaty ts: = 25,9 min, ktéry skracat sie
wraz z dalszym wzrostem stezenia monomeru, a temperatura Tmex Wynosita 76,4 °C,
co oznacza spadek o 18% w pordéwnaniu do préby kontrolnej. Zwiekszenie ilosci HEMA do 60%
spowodowato skrécenie czasu wigzania do 17,5 min, natomiast temperatura Tnox Wzrosta
do 100,4 °C (wzrost 0 1%). Elvira i wspotpracownicy [102] zauwazyli, ze dodanie HEMA w ilosciach
miedzy 9 a 40% powoduje wzrost Tmex 0 1,35 —1,45%. Dla poréwnania, dodanie EGDM lub TEGDM
jako monomerdow wielofunkcyjnych skraca okres indukcji polimeryzacji i powoduje wzrost

wydzielania ciepta [103].

Wprowadzanie do kompozycji cementéw kostnych dodatkéw niebiorgcych udziatu
w reakcji, m.in. antybiotykdéw, czynnikdw antybakteryjnych, srodkéw kontrastujgcych,
wypetniaczy, czy no$nikow lekdw i dodatkéw poprawiajgcych uwalnianie lekéw rowniez wptywa
na temperature i czas reakcji. Pahlevanzadeh i wspétpracownicy [104] zaobserwowali obnizenie
Tmax 2 74,7 °C do 73,2 °C przy jednoczesnym wydtuzeniu ts: z 14,5 do 15,4 min dla cementéw
kostnych po dodaniu 10% klindamycyny. Grupa badawcza pod kierunkiem Wekwejta [105]
wykazata skrocenie czasu utwardzania o 8% po dodaniu antybiotykdw oraz statystycznie
nieistotng zmiane po dodaniu AgNPs. Co wiecej, wykazali, ze wprowadzenie do cementu kostnego
AgNPs powoduje wzrost Tmex0 5 — 10% [106], natomiast dodatek AgNPs na bioaktywnym szkle
(BG-AgNPs) wydtuzenie ts: (0 4 — 7%) oraz obnizenie Tyax (0 10 — 12%) [107].

Dodatek porogenéw majgcych poprawic¢ uwalnianie antybiotykéw z cementéw kostnych
wptywa nie tylko na wiasciwosci mechaniczne, ale takze na sam proces utwardzania cementu
kostnego. Chen i wspotpracownicy [108] w celu zwiekszenia porowatosci cementu dodali do jego
kompozycji zelatyne jako Srodek tworzgcy pory i nosnik leku. Dodatek ten spowodowat wydtuzenie
to z 2 — 3 minut do 4 min dla 10% zelatyny, do nawet 11 min przy zawartosci 50% tego
modyfikatora. Zelatyna dziatata nie tylko jako porogen, ale tez jako retarder polimeryzacji,
powodujgcy wydtuzenie ts: oraz obnizenie Tmax 0 Nnawet 40%. Podobne wyniki uzyskali w innych

swoich badaniach [109]. Doughing time po dodaniu zelatyny wzrdst z 3,3 min do 3,5 min
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(10% zelatyny) i 4,5 min (20% zelatyny), Tmax Obnizyt sie 0 ok. 15%, a tser wydtuzyt sie do nawet 11,9
min (20% zelatyny). Naukowcy postulujg, ze gtéwna przyczyng zaobserwowanych zmian jest brak
mozliwosci reakcji danej substancji z fazg ciektg cementu kostnego. Ponadto, zwiekszona
zawartosc¢ zelatyny w fazie statej ogranicza liczbe sktadnikdw aktywnie uczestniczacych w procesie

polimeryzacji, co moze wptywad na wtasciwosci koicowe materiatu.

Wielu badaczy w celu poprawienia biokompatybilnosci oraz procesu uwalniania lekéw
wprowadzato do cementu kostnego substancje naturalne, takie jak m.in chitozan, celuloza
czy hydroksyapatyt. Zapata i wspdtpracownicy [90] zmodyfikowali cement kostny dodatkiem
chitozanu w ilosci 5 - 20%. Spowodowato to obnizenie Tme oraz wydtuzenie
tet Wraz ze wazrastajacg iloscig chitozanu o odpowiednio 2 - 22% i 4 - 54%.
Wekwejt i wspdtpracownicy [89] wprowadzili do cementu kostnego celuloze, chitozan, magnez,
polidioksanon i fosforan trojwapniowy w ilosci 10%. Dodatki te (z wyjgtkiem magnezu — wzrost
0 5%) spowodowaty nieznaczny spadek Tmax (2 — 7%) oraz wydtuzenie ts.: (z wyjgtkiem magnezu
i TCP — spadek o 10% i 9%). W innych badaniach [110], dodanie HA oraz TCP wydtuzyto
tset Oraz obnizyto Tmex Wraz ze wzrostem ilosci modyfikatoréw. Z kolei, Wang i wspdtpracownicy
[46] wprowadzili do ALBC karboksymetyloceluloze (CMC). Czas wigzania ulegt nieznacznemu
skroceniu po dodaniu niewielkich ilosci CMC (£3%), podczas gdy wprowadzenie 4% CMC
spowodowato nieznaczne wydtuzenie t,:. Dodanie uwodnionego CMC i wynikajgca z tego
zwiekszona porowatos¢ poprawity przewodzenie ciepta, a to wptyneto na obnizenie
Tmax2 62,5 = 1,2 °C dla cementu bez CMC do temperatur ponizej 37 °C po dodaniu 4% CMC.

W innych badaniach Qin i wspétpracownicy [91] wykazali, ze dodatek 10% sfer z fosforanu
wapnia (SCPS) wydtuza doughing time o 50 sekund w poréwnaniu do wyjsciowego cementu
kostnego. W kolejnych badaniach [111] zmodyfikowano cement kostny z dodatkiem ketoprofenu
poprzez wprowadzenie usieciowanej soli sodowej poli(metylometakrylanu kwasu akrylowego)
do cementu kostnego. Spowodowato to nieznaczne wydtuzenie czasu oraz obnizenie temperatury

utwardzania o odpowiednio 16% i 2%.

Che¢ poprawy wifasciwosci mechanicznych cementéw kostnych doprowadzita
do ich modyfikacji dodatkiem wielu réznego rodzaju napetniaczy, ktore jednoczesnie wptywaty
na parametry utwardzania cementéw kostnych. W swoich badaniach, Paz i inni [112] wprowadzili
do cementdéw kostnych grafen oraz grafen sfunkcjonalizowany poprzez silanizacje, co wptyneto
na parametry Tmax i tser. Dodatek grafenu spowodowat nieznaczny wzrost Tpna, natomiast
modyfikowany grafen obnizenie tej temperatury o 20%, przy niemal niezmienionym tser.
Dodatek zredukowanego tlenku grafenu spowodowat nieznaczne wydtuzenie ts: 0 5,6%
oraz obnizenie Tmex 0 4,2%, natomiast dodatek nanorurek weglowych wydtuzyt te: o 5,9%
oraz obnizyt Tmax 0 2,4%. Zjawisko to przypisuje sie spowolnieniu reakcji polimeryzacji,
wynikajgcemu z aktywnej roli, jaka nanomateriaty mogg odgrywa¢ w procesie polimeryzacji

rodnikowej, dziatajagc jako zmiatacze rodnikdw w trakcie reakcji na skutek swojej wysokiej

38



reaktywnosci [113,114]. W innych badaniach, Nien [115] dowiddt, ze modyfikacja cementu
kostnego wielosciennymi nanorurkami weglowymi powoduje nieznaczny wzrost Tmax,

a takze znaczne wydtuzenie tsr.

Grupa badawcza pod kierunkiem Wang [116], wprowadzita do cementéw kostnych
metakrylan 2-(tert-butyloamino)etylu (TBAEMA), y-metakryloksypropylotrimetoksysilan (MPS)
oraz octan wapnia. Czas wigzania BC wzrastat wraz ze wzrostem zawartosci TBAEMA
i do zawartosci 10% spetniat wymagania normy I1SO 5833. Dalszy wzrost ilosci TBAEMA powodowat
wydtuzenie t,: do 25 min (20% TBAEMA), a nawet 45 min przy 40% TBAEMA. Temperatura
maksymalna obnizata sie wraz ze wzrostem zawartosci TBAEMA o 28%, 30%, 45% i 63%,
dla odpowiednio 2%, 3%, 5% i 10% TBAEMA. Robo i inni [117] do komercyjnego cementu kostnego
wprowadezili kwas linolenowy (LA), co spowodowato wydtuzenie czasu utwardzania i doughing

time 0 11,7% i 35,2%, jednoczesnie spadek Tmax 0 57,8%.
3.3. Wiasciwosci antybakteryjne

Jednym z najpowazniejszych powiktan zwigzanych z catkowita wymiang stawu jest rozwdj
infekcji, ktéora moze by¢ spowodowana bezposrednim zanieczyszczeniem biomateriatu
lub otaczajacej tkanki, a takie zakazeniem krwi i kosci lub rozprzestrzenianiem sie infekcji
powierzchniowej. Chociaz czestos¢ wystepowania infekcji wynosi zaledwie od 0,5% do 3%,
to w niektérych przypadkach moze prowadzi¢ do $mierci [118]. W przypadku operacji
wszczepienia endoprotezy spektrum bakterii prowadzacych do zakazen pooperacyjnych
jest szerokie i obejmuje: gronkowce koagulazo-ujemne; paciorkowce; enterokoki; pateczki
Gram-ujemne; beztlenowce; liczne patogeny Ilub nieznane drobnoustroje [119,120].

Z tego wzgledu stosuje sie szerokg game srodkéw antybakteryjnych, o zréznicowanym dziataniu.
3.3.1. Dodatek antybiotykow

Najpowszechniej stosowanymi s$rodkami antybakteryjnymi w leczeniu infekcji
sg antybiotyki. W przypadku infekcji wymagana jest wysoka dawka antybiotykéw dostarczanych
ogdlnoustrojowo, aby osiggngc skuteczne ich stezenie w miejscu implantacji. Niemniej jednak
wysokie dawki antybiotykdéw moga powodowac réznego rodzaju skutki uboczne, jak wyksztatcenie
antybiotykoodpornosci przez bakterie, miejscowe dziatanie cytotoksyczne, nefrotoksycznosc
lub uszkodzenia uktadu nerwowego [121]. Zatem, aby zapobiec powstawaniu powiktan
zwigzanych z rozwojem infekcji, a jednoczesnie unikngc stosowania antybiotyku ogdélnoustrojowo,
stosuje sie dodatek antybiotykdw bezposrednio do kompozycji cementu kostnego. Gtdwng zaleta
tego rozwigzania jest uwalnianie antybiotykdw w miejscu implantacji, co pozwala na osiggniecie
wysokich stezen w miejscu dziatania i minimalng toksyczno$¢ ogdlnoustrojowg lub jej brak
[118,122]. Jednak stosowanie cementu kostnego obcigzonego antybiotykiem w pierwotnej

artroplastyce jest kontrowersyjne, poniewaz jego wiaczenie w sktad BC moze zmniejszy¢
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wtasciwosci mechaniczne cementu, a jego stosowanie moze powodowaé wytworzenie opornosci

bakterii po dtugotrwatej ekspozycji na antybiotyk [118,123-125].

Antybiotyk stosowany do BC powinien mie¢ szerokie spektrum dziatania
przeciwbakteryjnego (obejmujgce bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne) oraz niski odsetek
gatunkéw opornych. Najczesciej stosowanymi antybiotykami w cementach kostnych
sg gentamycyna (GTMC) i tobramycyna (aminoglikozydy o szczegdlnej skutecznosci przeciwko
bakteriom Gram-ujemnym) i wankomycyna (glikopeptyd aktywny giéwnie na bakterie
Gram-dodatnie, np. Staphylococcus aureus). Ponadto, ilos¢ zastosowanego antybiotyku musi
zapewnia¢ jego miejscowe stezenie powyzej minimalnego poziomu inhibicji (ang. minimum
inhibitory concentration, MIC) — najnizsze stezenie substancji przeciwdrobnoustrojowej,
ktore catkowicie hamuje wzrost mikroorganizmu in vitro, a zatem parametr ten rdzni sie
w zaleznos$ci od konkretnego szczepu bakterii i Srodka antybakteryjnego [126]. Zmierzona wartos¢
MIC antybiotyku moze sie znacznie rdzni¢ w zaleznosci od profili opornosci i wrazliwosci
oraz podgatunkéw bakterii. Innym waznym parametrem jest skuteczno$é antybiotyku
(z ang. antibiotic effectivness — AE), ktdra oznacza okres, w ktérym dawka leku jest w stezeniu
powyzej MIC [127]. Ostatecznym celem jest osiggniecie odpowiednich stezen antybiotykéw
w tkankach i kosciach, tak aby jednoczesnie unikngé toksycznego stezenia leku. To powoduje,
Ze istotna jest rozpuszczalnosé antybiotyku w wodzie, i takie leki, ktére sg rozpuszczalne w wodezie,
sprawdzajg sie najlepiej [128,129]. Ponadto, ze wzgledu na silnie egzotermiczny charakter reakcji
polimeryzacji cementéw kostnych podczas procesu utwardzania, antybiotyki przeznaczone
do zmieszania z cementem muszg by¢ stabilne termicznie. Z drugiej strony nie powinny wptywac
na reakcje polimeryzacji cementéw kostnych czy ulegaé chemicznej dezaktywacji
przez komponenty tych materiatéw [129]. Dlatego przy omawianiu ALBC trzy gtéwne czynniki
wptywajgce na cementy obcigzone antybiotykami muszg by¢ wziete pod uwage: witasciwosci
mechaniczne (gtéwnie wytrzymatos¢ na $ciskanie), uwalnianie antybiotykéw i wzrost tkanki

kostnej [58].

Antybiotykowe cementy kostne mozina podzieli¢, ze wzgledu na ilos¢ dodanego
antybiotyku, na cementy z dodatkiem matej dawki (od 0,5 do 2 g antybiotyku na 40 g PMMA)
oraz wysokiej dawki ALBC (=5 g antybiotyku na 40 g proszku BC) [130]. Wielu autoréw twierdzi,
ze w przypadku ostrych infekcji nalezy stosowaé wysokie dawki antybiotykéw, powyzej 2 g
na kazde 40 g cementu, zwykle od 6 do 8 g na kazde 40 g, w celu skutecznego uwalniania

i przedtuzonego dziatania przeciwko patogenom [128,131].

Pierwszym antybiotykiem wprowadzonym do cementéw kostnych byta gentamycyna.
Jest ona rowniez najszerzej stosowanym antybiotykiem w komercyjnych cementach kostnych
zarowno pojedynczo, jak i w potgczeniu z innym antybiotykiem [58]. Uwalnianie gentamycyny
z cementédw kostnych charakteryzuje sie gwattownym wzrostem ich stezenia w miejscu

przeznaczenia (ang. brust release) w pierwszych 24h, po ktérych nastepuje szybki spadek

40



uwalniania oraz niewielkie i stabilne uwalnianie w koncowej fazie badania [82].
Jednakze, catkowite uwalnianie gentmycyny z cementdéw kostnych jest na bardzo niskim poziomie
i waha sie od 1% do 5,3% dla cementéw kostnych CMW (CMW1, CMW3, CMW Endurance,
CMW 2000 — DePuy Synthes, Raynham, Massachusetts, USA) [132,133] przez 8,4% dla Palacos R
(Heraeus Medical GmbH, Wehrheim, Niemcy) [134], do 17% dla cementu Palamed (Heraeus
Medical GmbH, Wehrheim, Niemcy) [133]. Ponadto, cement kostny Palacos R+G nie zapewnia
ciggtego, znaczacego uwalniania gentamycyny przez pierwsze 24 godziny [135].
Badania Van de Belta i wspotpracownikdw [134] na szesciu komercyjnych cementach kostnych
z gentamycyng pokazaty, ze zaden z nich nie powoduje redukcji formowania biofilmu
po 6 godzinach, w poréwnaniu do niemodyfikowanych cementéw. Dla cementéw CMW1
i Palacos R zaobserwowano redukcje powstawania biofilmu po 24 godzinach. Natomiast cementy
CMW Endurance, CMW2000 and Palamed zaczety wykazywaé aktywnos$¢ po 48 godzinach
i 72 godzinach [134]. Dodatkowo, cement kostny Palacos R z gentamycyng wykazuje 93%
aktywnosé wobec P. aeruginosa [136]. Co wiecej, wigczenie gentamycyny do cementéw kostnych
oraz jej powszechne stosowanie w praktyce medycznej, spowodowato nabycie opornosci

na gentamycyne przez szczepy S. aureus [137].

Z tego wzgledu zaczeto poszukiwania innego, bardziej skutecznego antybiotyku.
Uwage naukowcéw zwrdcita wankomycyna, ktéra jest stabilnym termicznie antybiotykiem
wykorzystywanym w walce z infekcjami wywotanymi przez S. aureus [126]. Ma ona wtasciwosci
fizyczne i chemiczne podobne do wifasciwosci aminoglikozydéw, z pewnymi ograniczeniami
dotyczacymi trudnosci polimeryzacji cementu przy zastosowaniu wysokich dawek, jak i krétkiego
okresu uwalniania [138]. Badania na réznych cementach (Cemex, Palacos, i Simplex) wykazaty,
ze sama wankomycyna uwalniata sie w mniejszym stopniu i mniej skutecznie w poréwnaniu
z gentamycyng, co moze by¢ zwigzane z jej wtasciwosciami fizykochemicznymi czy masg
czasteczkowaq [139]. Jednakze przy wysokich dawkach wykazuje ona mniejszg toksycznosé wobec
osteoblastéw niz gentamycyna [140]. Na podstawie przeprowadzonych badan,
Masri i wspotpracownicy [141] zalecali, aby wankomycyna nie byta stosowana bez wprowadzenia
dodatkowego srodka antybakteryjnego w cementach kostnych, jesli tymczasowy implant ma by¢
pozostawiony przez okres 4 miesiecy, poniewaz poziom antybiotyku spada ponizej granicy

wrazliwosci dla wankomycyny.

Z kolei, tobramycyna zwigzana z PMMA jest bardzo efektywna w zapobieganiu
i ograniczaniu infekcji wywotanych przez szerokie spektrum mikroorganizméw. Ponadto jest
stabilna podczas egzotermicznej polimeryzacji cementu, a jej uwalnianie na powierzchni PMMA
wystepuje w stezeniach, ktore zwykle hamujg wzrost wiekszosci badanych bakterii [131,142].
Badania wykazaty aktywnos¢ tobramycyny, dodanej do cementu Simplex, na poziomie 98%
przeciwko szerokiemu spektrum patogendéw w klinicznie istotnych zakazeniach ortopedycznych

(tlenowe bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne, bakterie beztlenowe i pratki) [136,142].

41



Antybiotyk ten w poréwnaniu z wankomycyng wykazuje wieksze stezenie uwalnianego leku
w poczatkowych kilku godzinach, jednakie spadek uwalniania w czasie przebiega z wiekszg
szybkoscig [141].

Gentamycyna, wankomycyna i tobramycyna sg najczesciej dodawane do mieszanek
cementowych ze wzgledu na ich zdolnos¢ do zwalczania réznych bakterii Gram-dodatnich,
takich jak takich jak Staphylococcus aureus wrazliwych na metycyline (MSSA), Staphylococcus
aureus opornych na metycyline (MRSA), Streptococcus i bakterii Gram-ujemnych,
takich jak Pseudumonas aeruginosa. Jednakze, ze wzgledu na mate stezenia uwalnianych lekéw
oraz lekoopornosé bakterii stosuje sie rowniez kombinacje tych antybiotykéw ze sobg [118]
czy z innymi lekami, a takze inne antybiotyki rézinego rodzaju, jak na przyktad ampicylina

czy ryfampicyna i wiele innych [33,82,118].

Pofaczenie dwdch antybiotykdéw staje sie coraz bardziej powszechng praktyka
w infekcjologii ze wzgledu na ich synergistyczne dziatanie (zwykle wankomycyna i aminoglikozydy
sg tgczone ze wzgledu na ich potencjalny efekt synergistyczny w leczeniu powaznych zakazen
wywotanych przez S. aureus) [131]. Pofaczenie gentamycyny z wankomycyng wykazuje wieksza
efektywnos¢ w zwalczaniu infekcji w porédwnaniu do pojedynczych antybiotykéw [69].
Dodanie do cementu tobramycyny z wankomycyng wywotuje efekt synergistyczny nazywany
biernym oportunizmem (ang. passive opportunism), poniewaz drugi antybiotyk wydaje sie dziata¢
po prostu jako rozpuszczalny bierny dodatek poprawiajacy uwalnianie obu antybiotykéw
[141,143,144]. Inne badanie pokazato, ze synergistyczne dziatanie gentamycyny i teikoplaniny
miato wyzszg aktywnos¢ bakteriobdjczg w porédwnaniu do gentamycyny i wankomycyny, a takze
Zze to potgczenie wywotuje dziatanie bakteriobdjcze zaréwno przeciwko bakteriom
Gram-ujemnym, jak i Gram-dodatnim [145]. Cement kostny zawierajagcy gentamycyne
i klindamycyne (cement kostny Copal G+C) charakteryzuje sie uwalnianiem antybiotykéw
przez okres 28 dni, z przedtuzonym hamowaniem szczepdw S. aureus wrazliwych na gentamycyne
i koagulazo-ujemnych S. aureus gentamycyno-opornych, w tym okresie [146]. Stosowane jest
rowniez wiele innych kombinacji antybiotykdw, ktére wykazujg efekt synergistyczny
oraz poprawione uwalnianie i zwiekszong aktywnos¢ wzgledem cementéw z jednym
antybiotykiem [118,147].

ALBC charakteryzujg sie uwalnianiem antybiotykdw z matrycy polimerowej na niskim
poziomie, a co za tym idzie koniecznoscia stosowania wysokich dawek substancji,
w celu osiaggniecia stezenia wymaganego do walki z infekcjg. Dodatek duzych ilosci antybiotykdéw
do BC powoduje pogorszenie ich wtasciwosci mechanicznych, a takze prowadzi do wytworzenia
antybiotykoodpornosci przez szczepy bakteryjne. Przeciwdziatanie tym zjawiskom pchneto

naukowcéw w kierunku testowania nieantybiotykowych srodkéw antybakteryjnych.
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3.3.2.  Inne srodki antybakteryjne

Problem niskiej skutecznosci dziatania antybiotykéw zawartych w cemencie kostnym
stworzyt potrzebe zbadania mozliwosci wigczenia do ich kompozycji nowych czynnikéw
przeciwdrobnoustrojowych. Badaniom poddano rézne srodki antybakteryjne,
takie jak nanoczastki srebra [107,119,148], ztota [87,119] lub miedzi [32], a takze hydroksyapatyt
[149,150], bioaktywne szkto [107,151], nanoczastki tlenku grafenu [152-154], olejki eteryczne
[119,155,156], na przyktad olejek z miety pieprzowej [31,119] lub réznego rodzaju metakrylowe
pochodne substancji czynnych, takie jak metakrylan benzotiazolu (BTTMA) [157], dimetakrylan
glikolu etylenowego modyfikowany jodkiem piperazynooktyloamoniowym (QAMA) [158] i inne.

W literaturze szeroko opisane sg badania nad zastosowaniem nanoczgstek srebra (AgNPs)
jako srodkéw antybakteryjnych. AgNPs inaktywujg enzymy niezbedne dla bakterii i dezaktywujg
mechanizm replikacji bakteryjnego DNA. Testy przeciwdrobnoustrojowe wykazaty réwniez,
Ze cementy z nanoczgstkami srebra nie wykazujg aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej przeciwko
bakteriom planktonowym, jednakze sg w stanie ilosciowo zmniejszyé tworzenie sie biofilmu
na powierzchni materiatu [86]. Wyniki te sugerujg, ze cementy zawierajgce nanoczastki srebra
majg duzy potencjat do zastosowania w zabiegach artroplastyki, w ktérych konieczne
jest zapobieganie adhezji bakterii [86,89,159]. W przypadku czastek o matej srednicy
nie obserwuje sie wystgpienia zadnych efektéw bakteriobéjczych, natomiast dla cementu
kostnego obcigzonego nanosrebrem o duzej srednicy czgstek zaobserwowano znaczng redukcje
zakazenia gronkowcem ztocistym opornym na metycyline (MRSA) [160]. Robu i inni [119] wykazali,
ze dodatek AgNPs do cementéw kostnych generuje wyraine strefy zahamowania wzrostu
o Srednicach poréwnywalnych do prébek z gentamycyng, dla szczepéw Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) i Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Podobnie Wekwejt i inni [32] pokazali,
ze cement kostny modyfikowany AgNPs wykazywat silniejsze dziatanie antybakteryjne i lepigj
zapobiegat tworzeniu sie biofilmu w poréwnaniu do cementu kostnego z antybiotykami.
Ponadto, wykazywat dobrg cytokompatybilnos¢ bez zauwazalnej hemolizy erytrocytéw

lub dysfunkcji ptytek krwi oraz dobrg zywotnos¢ komadrek macierzystych miazgi zebowej (DPSC).

Badania przedstawione w pracy [107] pokazuja, ze dodatek szkta bioaktywnego z AgNPs
do cementéw kostnych poprawia ich skutecznos¢ antybakteryjng, jednakie pogarsza
cytotoksycznos$é. W innym badaniu Robu i wspotpracownicy [31] wprowadzili AgNPs w szkle
ceramicznym do cementdw kostnych. Modyfikowane BC wykazaty dobrg biokompatybilnos¢
i mozliwos¢ proliferacji osteoblastéw (test MTT) wraz z niskim poziomem cytotoksycznosci
(test LDH). Wyniki badan Liu i wspotpracownikéw [161] wykazaty, ze wtdkno kompozytowe
na bazie poli(kwasu L-mlekowego) (PLLA) i srebra (Ag), w ktérym nanoczastki srebra byly
rownomiernie rozmieszczone na wewnetrznej powierzchni wtékien PLLA ma doskonate dziatanie
przeciwbakteryjne przeciwko E. coli i S. aureus oraz dobre wtasciwosci osteoindukcyjne

i angiogenne. W kolejnej pracy [162] wykazano, ze przygotowane kompozyty hybrydowe na bazie
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montmorylonitu i AgNPs (MMT-AgNPs) charakteryzujg sie przedtuzonym uwalnianiem jonéw

srebra i wykazujg dziatanie przeciwbakteryjne.

Innymi nanoczastkami wykorzystanymi jako srodki antybakteryjne sg nanoczastki ztota
(AuNPs). Na przyktad Russo i wspdtpracownicy [26] wykazali ich aktywnos$é antybakteryjng
przeciwko opornym na metycyline Staphylococcus aureus (MRSA) i szczepdw Pseudomonas
aeruginosa. W innych badaniach, Swieczko-Zurek i inni [163] do cementu PMMA dodali miedz
o wielkosci czastek w zakresie 10 — 30 nm (Cul0) i 70 — 100 nm (Cu70) oraz AgCu i nikiel.
W przypadku prébek zawierajgcych Ni i AgCu bakterie przylegajg do ich powierzchni i tworzy sie
na nich biofilm, natomiast na obu prébkach Cul0 i Cu70 nie zaobserwowano $ladéw ani bakterii,
ani biofilmu. Efekt antybakteryjny w znacznym stopniu zalezy zatem od rodzaju zastosowanego
pierwiastka metalicznego. Jest on najbardziej widoczny w przypadku nanomiedzi, a pomijalny
w przypadku nanoczastek AgCu i niklu. W innych badaniach Wekwejt i wspdtpracownicy [32]
badali cement kostny modyfikowany NPCu. Wykazywat on silniejsze dziatanie bakteriobdjcze
i lepiej zapobiegat tworzeniu sie biofilmu w porédwnaniu do cementu kostnego obcigzonego
antybiotykami, jednakze nasilat hemolize erytrocytéw, zmniejszat agregacje ptytek krwi i obnizat
zywotnosé DPSC. Uszkodzenie i rozpad krwinek czerwonych moze prowadzi¢ do lokalnych stanéw
zapalnych lub zaburzen krzepniecia, a to w konsekwencji ogranicza potencjat kliniczny
zastosowania NPCu lub wymaga optymalizacji stezenia oraz sposobu ich immobilizacji w matrycy

polimerowej.

Zastosowanie nanoczastek metali jako $rodkéw antybakteryjnych budzi wiele
kontrowersji. Wiele badain wskazuje na brak wyraznych niepozadanych efektéw cementéw
kostnych modyfikowanych AgNPs, dobrg antybakteryjnosc i cytotosycznos¢ [32,87,160,164,165].
Z drugiej jednak strony, inni badacze wskazujg na ostrg toksycznos¢ NPCu, ktéra uszkadza
watrobe, nerki i $ledzione [166,167], a stosowanie NPCu poza granicami bezpieczenstwa
(w zaleznosci od wielu czynnikdw) moze prowadzi¢ do powaznej cytotoksycznosci [168,169].
Jednakze skuteczno$¢ bakteriobdjcza, a takze toksyczne dziatanie nanometali, zalezy od ich

rodzaju, dawki, rozmiaru, catkowitej powierzchni, a takze aglomeracji [165].

Innym podejsciem jest wykorzystanie zwigzkdw chemicznych pochodzenia roslinnego,
jak na przyktad olejki eteryczne. Olejki eteryczne na bazie ekstraktéw roslinnych, takich jak mieta
pieprzowa, cynamon, cytryna i gozdziki wykazujg dziatanie przeciwbakteryjne, przeciwzapalne
i potencjat antyoksydacyjny [155]. Robu i wspdtpracownicy [119] wprowadzili do cementéw
kostnych olejek z miety pieprzowej zaimpregnowany na hydroksyapatycie. Ich badania wykazaty
dziatanie hamujgce wzrost bakterii, generujgc wyrazne strefy zahamowania wzrostu o Srednicach
poréwnywalnych z prébka z gentamycyng dla Staphylococcus aureus (ATCC 25923) i Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853). Co wiecej, ekstrakt z miety pieprzowej zostat rowniez wtgczony

do nanowtdkien na bazie poliuretanu (PU), a uzyskane materiaty wykazywaty kontrolowane
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uwalnianie substancji aktywnej przez 144 godziny, osiggajgc skuteczno$é przeciwbakteryjng

na poziomie 99,9% wobec Staphylococcus aureus i Escherichia coli. [170].

Innym obiecujagcym olejkiem eterycznym jest eugenol ekstrahowany z gozdzikéw
[171,172]. Jest on stosowany w przemysle farmaceutycznym jako srodek przeciwbdélowy,
przeciwzapalny, przeciwwirusowy, przeciwgrzybiczy, antyseptyczny, przeciwskurczowy,
przeciwwymiotny i miejscowo znieczulajgcy. Wykazuje witasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
przeciwko bakteriom chorobotwérczym [48], zaréwno bakteriom Gram-ujemnym,
jak i Gram-dodatnim oraz wtasciwosci przeciwutleniajgce [131,172]. Pomimo obiecujacych
wtasciwosci, w literaturze brak jest doniesien na temat jego zastosowania jako S$rodka
antybakteryjnego w cementach kostnych, co stalo sie inspiracja do podjecia badan

przedstawionych w ramach niniejszej pracy.

Zastosowanie niekonwencjonalnych srodkow antybakteryjnych w cementach kostnych
jest bardzo obiecujgce w kontekscie przeciwdziatania infekcji, jednakze wymaga szczegétowych
badan cytotoksycznosci uzyskanych materiatéw, jak réwniez wptywu dodatkéw na wtasciwosci
cementéw kostnych. Niemniej jednak w kontekscie wad stosowania antybiotykéw ta Sciezka

badan moze przyniesc¢ wiele korzysci.

3.3.3. Poprawa uwalniania substancji antybakteryjnych

Uwalnianie antybiotykdw z cementdw kostnych przebiega na bardzo niskim poziomie,
w wyniku czego wiekszo$¢é wprowadzonego leku pozostaje w matrycy polimerowej i nie bierze
udziatu w zwalczaniu infekcji. Ponadto, ze wzgledu na kinetyke uwalniania wiekszosci
antybiotykéw efekt antybakteryjny najsilniejszy jest przez kilka pierwszych godzin,
po czym nastepuje obnizenie uwalniania, czesto ponizej efektywnej dawki. Koniecznos¢ poprawy
tego parametru spowodowata ukierunkowanie badan na poprawe ilosci uwalnianej substancji
oraz przedtuzenie okresu, w ktdrym ono wystepuje. Jednakze, uwalnianie lekow jest procesem
bardzo skomplikowanym i zalezy od wielu czynnikéw, takich jak porowatos¢ [173,174],
chropowatos¢ powierzchni i hydrofilowosé [133] cementdow kostnych, dlatego tez testowano

réoznorodne metody poprawy tego procesu.

Jedng z metod poprawy procesu uwalniania antybiotykdow z cementéw kostnych jest
zmiana struktury materiatu. Mozna to uzyska¢ miedzy innymi poprzez zmiane stosunku fazy ciektej
do fazy proszkowej kompozycji cementu kostnego wptywajagc na jego porowatosc.
Downes w swoich badaniach [175] wykazata, ze zwiekszenie ilosci fazy proszkowej powoduje
wzrost uwalniania gentamycyny z BC. Jednakze, uwalnianie to charakteryzuje sie szybka elucja

w poczagtkowej fazie i wolniejszg, ciggtg nastepujaca po nie;j.

Innym sposobem jest wprowadzenie porogendéw do kompozycji cementu.

Wu i wspdtpracownicy [67] badali wptyw dwdch porogendw, tj. gabki zelatynowej — Spongostan
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i granulek ceramicznych — Bicera, na uwalnianie gentamycyny z cementéw kostnych.
Zaréwno Spongostan, jak i Bicera poprawity miejscowe uwalnianie antybiotyku, przy czym stopien
uwalniania leku przez Spongostan byt znacznie wyzszy niz w przypadku Bicera. Wprowadzenie
ksylitolu do cementow kostnych réwniez spowodowato poprawe uwalniania antybiotykéw
z cementéw kostnych (o 12% dla wankomycyny i 65% dla amfoterycyny B) w pordéwnaniu
do tradycyjnych ALBC [84]. Virto i inni [176] do komercyjnego cementu kostnego z gentamycyng
wprowadzili modulatory uwalniania, takie jak laktoza i hydroksypropylometyloceluloza (HPMC).
Oba dodatki spowodowaty wzrost porowatosci cementu kostnego, jednakze w przypadku HPMC
nie przetozyto sie to na poprawe uwalniania, w przeciwienstwie do modyfikacji laktoza,

ktora spowodowata znaczny wzrost uwolnionej gentamycyny.

Zwiekszenie porowatosci cementu uzyska¢ mozna réwniez wprowadzajgc antybiotyki
w postaci ciektej. Seldes i wspotpracownicy [85] wprowadzili ptynng gentamycyne do cementu
kostnego Palacos R. Wiekszo$¢ antybiotyku uwolnione zostato w pierwszych 24 godzinach,
jednakze stezenie powyzej MIC dla E. coli utrzymywato sie przez 3 tygodnie. W innych badaniach,
Heish i inni [85] wprowadzili gentamycyne w postaci ciektej do niemodyfikowanych BC
i BC modyfikowanych wankomycyng. Wyniki pokazujg, ze dodatek ptynnej gentamycyny
powoduje zwiekszenie uwalniania wankomycyny o 146%, w porodwnaniu do cementu z samg
proszkowg wankomycyng oraz o 45% zwiekszyto sie uwalnianie gentamycyny w cemencie
z wankomycyng w poréwnaniu do cementu z samg ptynng gentamycyng. W innych badaniach,
Chang i wspétpracownicy [84], wprowadezili ptynng wankomycyne i amfoterycyne B do cementéw
kostnych, co spowodowato wzrost uwalniania antybiotykdéw odpowiednio o 234% i 265%.
Jednakze ten sposdb poprawy uwalniania znaczgco pogarsza witasciwosci mechaniczne

utwardzonych cementéw kostnych, co ogranicza zastosowanie tej metody modyfikacji.

Poprawe uwalniania czynnika antybakteryjnego mozna uzyska¢ rowniez poprzez
wprowadzenie inertnych czgstek do kompozycji cementéw kostnych. W swoich badaniach, Nien i
inni [111] poprawili uwalnianie ketoprofenu z cementéw kostnych o ponad 65% poprzez
wprowadzenie czastek usieciowanej soli sodowej poli(metylometakrylanu kwasu akrylowego).
Wiaczenie sfer fosforanu wapnia domieszkowanych strontem (SCPS) do cementéw kostnych
zwiekszyto uwalnianie antybiotyku, dodatkowo dostarczajgc jony strontu, dziatajgce korzystnie
na odbudowe i mineralizacje kosci, do otoczenia, a takze zwiekszyto witasciwosci kontrastujgce
samego cementu [91]. Shen i inni [92] wprowadzili do cementdw kostnych z gentamycyna
i wankomycyng nanostrukturalne nanorurki z dwutlenku tytanu (TiO2 TNT), co spowodowato
wzrost uwolnionej gentamycyny do 50% w 70 dni i wankomycyny do 55% w 80 dni. Wprowadzenie
mezoporowatej krzemionki SBA-15, a takze SBA-15 modyfikowanej poli(glikolem etylenowym)
(PEG) do cementéw kostnych poprawito uwalnianie gentamycyny zwiekszajgc je odpowiednio
do 18% i 37% po 70 dniach [177].
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Innym sposobem poprawy uwalniania antybiotykdw z cementédw kostnych jest ich
enkapsulacja, w szczegdlnosci w mikro- i nanoskali, co ma potencjat przedtuzonego i bardziej
rownomiernego uwalniania. W swoich badaniach Wei i inni [178] wprowadzili do cementéw
kostnych nanorurki haloizytowe obcigzone gentamycyng, co skutkowato zwiekszonym, a zarazem
wolniejszym i przedtuzonym uwalnianiem gentamycyny (60% w 250 godziny). Wprowadzenie
nanoczgsteczek liposomow zawierajgcych gentamycyne do cementu kostnego Palacos R réwniez

przyczynito sie do poprawy uwalniania antybiotyku z 9% dla komercyjnego cementu do 22% [179].

W innych badaniach [56] zaimpregnowano gentamycyng materiaty nanostrukturalne,
takie jak nanoprety hydroksyapatytu, nanorurki weglowe (CNT) i mezoporowate nanoczgstki
krzemionki (MSN). Obecnos¢ 5,36% CNT w funkcjonalnym cemencie kostnym moze prowadzi¢
do ponad 75% uwalniania GTMC w ciggu 60 dni, a preparat z 10,19% MSN zwieksza catkowite
uwalnianie leku do 60%. Dla poréwnania, obecno$¢ 11,56% nieporowatych nanoczastek HAP
tylko nieznacznie zwieksza catkowite uwalnianie leku do okoto 10%. Z kolei, Al Thaher
i wspotpracownicy [180] wprowadzili do cementu kostnego CNT impregnowane gentamycyng
(CNT-GTMC) oraz gentamycyne i CNT osobno. Cement z CNT-GTMC wykazywat znacznie wyzszy
procent uwalniania (45%) niz drugi cement kostny (15%), jednak uwalnianie w obu przypadkach

trwato 25 dni.

Cyphert i wspétpracownicy [83] zaproponowali wprowadzenie cyklodekstryny (CD)
wypetnionej antybiotykiem do cementéw kostnych, aby zapewni¢ bardziej diugotrwate
dostarczanie szerszego zakresu lekéw. Wprowadzenie CD wypetnionej gentamycyng
i tobramycyng skutkowato poréwnywalng aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowg do tradycyjnych
ALBC, natomiast kompleksowanie wysoce hydrofobowej ryfampicyny (RIF) w CD umozliwito
uwalnianie jej z cementéw kostnych, a takze pozwolito na bardziej spdjny i wydtuzony czas
dziatania przeciwdrobnoustrojowego do 60 dni, co nie bylo moziliwe w przypadku

nieskompleksowanej ryfampicyny dodanej do cementu kostnego.

Aby zapewni¢ szybkie i ciggte uwalnianie antybiotykéw oraz dtugotrwatg terapie
antyosteoporotyczng wprowadzono do cementu kostnego podwdjnie obcigzong zelatyne
(siarczanem gentamycyny (GS) i alendronianem (ALN)) [109]. Wyniki pokazujg sekwencyjne
uwalnianie GS i ALN, przy czym uwalnianie GS odgrywato gtéwnga role w ciggu pierwszych
24 godzin, a uwalnianie ALN dominowato po 3 tygodniach, co wynika ze stopniowanego rozktadu
mikrosfer zelatynowych, a koncowy wspoétczynnik uwalniania GS (73,6%) i ALN (68,5%)

ze zmodyfikowanego cementu kostnego byt znacznie wyzszy niz z cementu kostnego PMMA.

Wprowadzenie antybiotykdw w postaci proszkowej do cementéw kostnych niesie ze sobg
wiele ograniczen, jak niskie uwalnianie, czy ograniczona efektywnos$¢ antybakteryjna. Ponadto,
w wielu przypadkach powoduje wytworzenie antybiotykoodpornosci bakterii, co znacznie
utrudnia walke z infekcjami. Problemy te czesciowo zostaty rozwigzane poprzez wprowadzenie

nieantybiotykowych srodkdw antybakteryjnych, takich jak m.in. nanometale. Te rozwigzania
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wywotujg jednak liczne dyskusje, m.in. ze wzgledu na ich mozliwe toksyczne dziatanie.
Impregnacja tych substancji na réznorodnych nosnikach moze ograniczy¢ problem toksycznosci,
jednakze badania w tym kierunku wcigz sg prowadzone i nie dajg jednoznacznych odpowiedzi.
Poprawa uwalniania antybiotykdw osiggnieta zostata poprzez wprowadzenie nosnikéw lekow
do sktadu cementdéw kostnych, jednakze w wielu przypadkach nie wyeliminowata problemu
z brakiem dtugotrwatej aktywnosci antybakteryjnej, pogorszeniem wtasciwosci mechanicznych,
a takze koniecznos$cia wprowadzania osobno srodkédw kontrastujacych. Mimo obiecujgcych
wynikéw przedstawionych w tym rozdziale, wymagane s3g dalsze badania w kierunku

wyeliminowania wszystkich wad modyfikowanych cementéw kostnych.
4. Polimeryzacja rodnikowa

4.1. Polimeryzacja wolnorodnikowa

Polimeryzacja rodnikowa jest najwazniejsza metoda syntezy polimerdw, tj. niemal 50%
wszystkich syntetycznych polimeréw jest wytwarzanych zgodnie z tym mechanizmem.
Najwazniejszymi zaletami polimeryzacji rodnikowe]j s3 dogodny zakres temperatur prowadzenia
procesu (od 20 do 100 °C) i minimalne wymagania dotyczace oczyszczania monomerodw,
rozpuszczalnikéw i innych sktadnikdw mieszaniny reakcyjnej. Ponadto polimeryzacji rodnikowe;j
ulega szeroki zakres monomerdw winylowych, tj. wiekszos¢ monopodstawionych alkendw,
a takze niektére dwupodstawione alkeny (jak metakrylany), prowadzac do otrzymania polimeréw
o duzym ciezarze czasteczkowym. Wynika to z braku reaktywnosci wolnych rodnikow wobec
protondéw lub heteroatomoéw wielu grup funkcyjnych, w tym karboksylowych, hydroksylowych,

aminowych itp. [181].

Polimeryzacja rodnikowa przebiega w trzech podstawowych etapach: inicjowania,
propagacji i terminacji tancucha polimeru. Inicjowanie obejmuje zazwyczaj dwa procesy:
generowanie pierwotnych rodnikéw inicjujgcych (In®) i reakcje addycji rodnikdw pierwotnych
do monomeru. Propagacja nastepuje poprzez powtarzalng addycje rosngcego rodnika do wigzania
podwdjnego monomeru. Natomiast terminacja miedzy dwoma rosngcymi makrorodnikami moze
nastgpic albo przez rekombinacje albo dysproporcjonowanie. Rekombinacja ma miejsce, gdy dwa
rosngce makrorodniki ulegajg addycji, tworzac jedng makroczasteczke przez wigzanie
wegiel-wegiel. Natomiast dysproporcjonowanie zachodzi, gdy woddr przy atomie wegla
p z jednego makrorodnika ulega przeniesieniu do drugiego makrorodnika, co prowadzi
do otrzymania dwdéch makroczasteczek, z ktérych jedna posiada wigzanie nienasycone,
a druga nasycone na koncu tancucha. Jesli dominuje zakornczenie reakcji polimeryzacji
przez rekombinacje, uzyskuje sie polimery o wyziszych masach czasteczkowych i nizszej

dyspersyjnosci [181-183].
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Generowanie pierwotnych rodnikéw inicjujgcych nastepuje gtéwnie poprzez
dekompozycje czasteczek inicjatoréow w wyniku dziatania swiatta, podwyzszonej temperatury
lub reakcji redoks. Fotolityczny rozpad inicjatora polega na napromieniowaniu jego czgsteczek
Swiattem o okres$lonej dtugosci fali w temperaturze pokojowej, co prowadzi do wzbudzenia
czgsteczki inicjatora, a nastepnie jej dysocjacji z wytworzeniem rodnikéw [182,184]. Wsrdd tego
typu inicjatoréw, tzw. fotoinicjatoréw, wyrdzniamy, m.in. 2,2-dimetoksy-2-fenyloacetofenon
(DMPA), 1-hydroksycykloheksylofenylo-ketonu (HCPK), tlenek fenylobis(2,4,6-trimetylo-
benzoil)fosfiny (BAPO) i inne. Termiczna dekompozycja inicjatora, tzw. inicjatora termicznego,
z wytworzeniem rodnikéw pierwotnych przebiega z reguty w zakresie temperatur 60 — 150 °C.
Przyktadem inicjatora termicznego jest nadtlenek benzoilu (BPO), ktéry ulega dekompozycji
w temperaturze >80 °C [183]. Inicjowanie redoks polega natomiast na wytworzeniu rodnika
poprzez przeniesienie elektronu miedzy czgsteczkg aktywatora a czasteczka inicjatora [57,185].
Przyktadem ukfadu inicjujgcego tego typu, jest BPO z aming Ill rzedowg, np. N,N-dimetyloaniling
(DMA), jako reduktorem (reakcje R1 — R3). W dalszej kolejnosci powstate rodniki benzoiloksylowe
rozktadajg sie na rodniki fenylowe i dwutlenek wegla. Reakcje fragmentacji sg na ogét korzystne
przy niskich stezeniach monomerdéw, wysokich temperaturach i niskich cisnieniach procesu.

Ich znaczenie jest wieksze w przypadku wysokiej konwersji.
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Wydajnos¢ inicjowania reakcji polimeryzacji rodnikowej jest zwykle mniejsza od 100%,
poniewaz rodniki pierwotne mogg braé udziat w innych reakcjach niz reakcja addycji do monomeru
lub ulega¢ efektowi klatki rozpuszczalnika. Konwersja pierwotnych rodnikéw do rodnikéw
inicjujgcych zalezy od wielu czynnikdw i zazwyczaj nie jest ilosciowa. Pierwotne rodniki moga ulec
przegrupowaniu lub fragmentacji, co prowadzi do utworzenia nowych rodnikow lub moga
oddziatywaé/reagowac z rozpuszczalnikiem lub innymi substancjami niz monomer [186].
Reakcje rodnikéw (zaréwno pierwotnych, jak i powstatych w innych procesach) z monomerem
moga nie by¢ catkowicie regioselektywne lub chemoselektywne. Co wiecej, zwykle wydajnos¢
inicjowania zmniejsza sie wraz z rozcienczeniem monomeru oraz wzrostem konwersji.
Wynika to z mniejszego stezenia monomeru i wyzszej lepkosci srodowiska reakcji [181,186].

Dobodr inicjatora polimeryzacji (termicznego, fotochemicznego, redoks itp.) powinien by¢
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dostosowany do rodzaju monomeru lub mieszaniny monomerdw, tak aby zminimalizowac ryzyko
powstawania niepozgdanych grup kofAcowych lub, w razie potrzeby, umozliwi¢ wprowadzenie

okreslonej, pozadanej funkcjonalnosci do otrzymanego polimeru [186].

Waznym efektem wystepujgcym w polimeryzacji rodnikowej jest okres indukcji,
ktory charakteryzuje sie brakiem rozpoczecia polimeryzacji pomimo stworzenia wszystkich
warunkéw do jej zainicjowania. Moze wigzaé sie z obecnoscig inhibitorédw w monomerze,

ktore efektywnie wytapujg wolne rodniki w tym etapie reakcji.

W przypadku utwardzania cementéw kostnych stosuje sie uktad inicjujgcy redoks, co
pozwala na utwardzanie cementu w temperaturze pokojowej. Systemy fotoutwardzalne i
termiczne sg w tym przypadku niepraktyczne. Fotoinicjatory skutecznie utwardzajg jedynie cienkie
warstwy mieszaniny reakcyjnej, a promieniowanie UV moze powodowac uszkodzenie tkanek, w
tym poparzenia i martwice. Inicjatory termiczne wymagajg temperatur powyzej 60 °C,
podczas gdy denaturacja biatka zachodzi juz w temperaturze ok. 40 °C. Z tych powoddéw w
cementach kostnych stosuje sie system inicjujgcy redoks umozliwiajgcy polimeryzacje w

temperaturze pokojowej i bezpieczne stosowanie w warunkach operacyjnych.

Stezenie sktadnikow uktadu inicjujgcego (inicjatora i ko-inicjatora, utleniacza-reduktora)
w polimeryzacji redoks wptywa na szybkos¢ reakcji inicjowania (réownanie (2)), a tym samym

na proces polimeryzacji (réwnanie (3)) [187].

R; = kg[reduktor][utleniacz] (2)

(3)

kg4lreduktor] [utleniacz]) 0,5

@:@WM

W wielu procesach polimeryzacji inicjowanych przez system redoks, monomer moze by¢
zaangazowany w proces inicjowania. W literaturze [188,189] mozna znalei¢ informacje,
ze N,N-dimetyloanilina (DMA) lub jej pochodne, takie jak na przyktad N,N-dimetylo-p-toluidyna,
inicjujg polimeryzacje metakrylanu metylu, bez udziatu nadtlenku benzoilu. Wynika to z powstania
kompleksu przeniesienia tadunku, ktéry tworzy sie miedzy aming i monomerem. W tym przypadku

szybkos$¢ procesu polimeryzacji jest zgodna z rownaniem (4).
R, = k[M]**[amina]®® (4)

Jednakze, jak pokazujg wyniki pomiaréw przeprowadzonych metodg DSC, przedstawione
w naszych badaniach [57], podczas polimeryzacji kompozycji cementu kostnego zawierajgcego
DMA, bez BPO, nie zaobserwowano wydzielania ciepta. To wskazuje, ze inicjowanie polimeryzacji
przez sam DMA nie zachodzi, a zatem w badanych ukfadach szybkos$¢ polimeryzacji jest opisana

rownaniem (3).
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Etap propagacji polimeryzacji rodnikowej obejmuje sekwencje reakcji addycji rodnika
(centrum aktywnego polimeryzacji) do podwdéjnych wigzan wegiel-wegiel monomeru.
W celu otrzymania polimerdw o duzej masie czgsteczkowej, centrum aktywne polimeryzacji musi
wykazywac¢ wysoki stopied specyficznosci w reakcji z uktadami nienasyconymi C=C.
Pomimo tego ograniczenia, w homopolimerach istniejg znaczne mozliwosci zmian strukturalnych.
Propagacja jest wysoce chemoselektywna, a takze stosunkowo regioselektywna, ale ma bardzo
stabg stereoselektywnosé. Chemoselektywnos$¢ propagacji przekracza 99,9%, natomiast addycja
do podwdjnych wigzan moze nie by¢ w petni regiospecyficzna. Dominujgca struktura
"gtowa do ogona" moze by¢ przerwana przez potaczenia typu ,,gtowa do gtowy” i ,,ogon do ogona”.
W rezultacie powstajg polimery ataktyczne z niewielkg preferencjg dla racemicznej addycji

monopodstawionych alkenéw [181,186].

W wiekszosci polimeréw otrzymywanych metodg polimeryzacji wolnorodnikowej
dominuje addycja typu "gtowa do ogona". Tylko niewielka cze$¢ jednostek wykazuje potgczenie
typu ,gtowa do gtowy” (1 — 2%) i jest charakterystyczna dla monomerodw, jak octan winylu
lub chlorek winylu, zawierajacych stabo stabilizujgce podstawniki. Jeszcze nizszg
regioselektywnosé wykazuje fluorek winylu i trifluoroetylen (87%). Dieny polimeryzujg gtéwnie
zgodnie z addycjg 1,4-trans. Udziat jednostek 1,4-trans w polibutadienie zbliza sie do 60%,
natomiast w polichloroprenie do 75% i do 80% w poliizoprenie. Dla tych dwdch ostatnich
polimerow, ten typ addycji moina dodatkowo zwiekszy¢ do 90% przez polimeryzacje

w temperaturach ponizej temperatury otoczenia [181].

W wiekszosci reakcji polimeryzacji rodnikowych etapy propagacji charakteryzujg sie mata
szybkoscig (k, zwykle > 10> M's?), ale sg to procesy wysoce egzotermiczne. Ciepto polimeryzacji
(AH,) dla polimeryzacji addycyjnej mozna zmierzy¢ poprzez analize réwnowagi miedzy
monomerem a polimerem [186,187]. Addycja makrorodnikdw, a w szczegdlnosci propagacja
makrorodnikéw do ukfadéw nienasyconych C=C, jest potencjalnie procesem odwracalnym.
Depropagacja jest faworyzowana przez entropie, dlatego jej stopien wzrasta wraz ze wzrostem
temperatury. Temperatura, w ktérej szybkos¢ propagacji jest rdwna szybkosci depropagacji,
nazywana jest gorng temperaturg graniczng polimeryzacji (ang. ceiling temperature — T,).
Powyzej temperatury T. szybkos$é¢ depropagacji jest wieksza niz szybko$¢ propagacji, i trwaty
termodynamicznie jest tylko monomer. W przypadku wiekszosci popularnych monomerow
szybko$¢ reakcji depropagacji jest nieistotna w typowych temperaturach prowadzenia
polimeryzacji. Dla procesu polimeryzacji MMA w temperaturze 100 °C, wartosc statej réwnowagi

propagacja-depropagacja K.q wynosi <0,01 [186].

Terminacja reakcji polimeryzacji, jak wspomniano powyzej, moze nastgpi¢ w wyniku

reakcji rekombinacji, dysproporcjonowania czy reakcji przeniesienia tancucha [182]:

° Rekombinacja z udziatem dwdéch makrorodnikéw
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. Rekombinacja makrorodnika z udziatem innego rodnika pochodzacego
z dekompozycji inicjatora (terminacja pierwotna) lub reakcji wtornych
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gdzie:
R:® - rodnik powstaty z dekompozyciji inicjatora lub reakcji wtérnych
. Dysproporcjonowanie — reakcja dwdch makrorodnikéw
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° Przeniesienie aktywnosci tanicucha na czasteczke nieaktywng
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gdzie:
XA — czasteczka inicjatora, monomeru, polimeru, rozpuszczalnika badz innej substancji,
X — przenoszony atom badz grupa atoméw.

Terminacja wzrostu taficucha polimeru w reakcji addycji dwdch rodnikéw jest ograniczona
przez szybkos¢ ich dyfuzji, ktéra zmniejsza sie wraz ze wzrostem konwersji z powodu wzrostu
lepkosci medium polimeryzujgcego w wyniku pojawiania sie makroczasteczek o duzej masie
czagsteczkowej i splatan ich tancuchéw. Stata szybkosci reakcji terminacji k: (zwana réwniez
wspotczynnikiem) zalezy zatem od lepkosci reagujgcej mieszaniny, a takze od dtugosci tancucha
i zazwyczaj waha sie pomiedzy 107 —10° Ms? [181]. Poczatkowe etapy polimeryzacji rodnikowej
zalezne sg od dyfuzji translacyjnej i segmentowej, ktére odpowiadajg za zblizenie sie do siebie
makrorodnikéw, a takze ruchy segmentowe tancuchéw pozwalajace na ich wzajemne splatanie
oraz ruchy koncéw taniicuchéw powodujace interakcje rodnikowych korcéw taniicucha [182].
W reakcji polimeryzacji wielofunkcyjnych monomerdéw terminacja przy maksymalnej szybkosci
reakcji zdominowana zostaje przez dyfuzje reakcyjng. Ten mechanizm terminacji zaobserwowac
mozna, kiedy plateau statej szybkosci terminacji jest proporcjonalne do statej szybkosci propagacji

przy wyzszej konwersji reaktywnych grup funkcyjnych [190,191].

Dla monopodstawionych alkenéw, ktdre generujg drugorzedowe rodniki, preferowana
jest reakcja rekombinacji (>90%). Jednak ze wzgledéw sterycznych i dostepnosci atoméw H przy
weglu £ dla alkenéw dwupodstawionych, takich jak MMA Ilub a-metylostyren,
dysproporcjonowanie staje sie dominujacg Sciezka terminacji. Udziat terminacji w wyniku reakgji
dysproporcjonowania dla polimeryzacji metakrylanu metylu w temperaturze pokojowej wynosi
67%, natomiast w temperaturze 80 °C wzrasta do ponad 80% [181,183]. Przeniesienie aktywnosci
tancucha jest reakcjg propagujgcego makrorodnika z obojetng czasteczkg i prowadzi
do zakonczenia wzrostu taficucha polimeru oraz wytworzenia nowego rodnika, ktéry moze by¢
zdolny do zainicjowania taficucha polimeru (reinicjowania). Zwigzkiem przenoszagcym aktywnos¢
tanicucha moze by¢ dodatek celowo wprowadzony do uktadu, jak np. tiol, lub zwigzek obecny
w Srodowisku reakcji, jak inicjator, monomer, polimer, czy rozpuszczalnik, lub przypadkowe
zanieczyszczenie. Przeniesienie aktywnosci tarcucha bez reakcji reinicjowania nazywane
jest inhibicjg. W wyniku tego procesu powstaje polimer i rodnik, ktéry jest mniej reaktywny niz

rodnik propagujacy.
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Polimeryzacja (met)akrylanow

Polimery akrylowe i metakrylowe charakteryzujg sie obecnos$cig grupy estrowej
w czgsteczkach, ktérg mozna podstawi¢ réznego typu grupami funkcyjnymi, jak hydroksylowa,
glicydylowa czy aminowa. Dzieki temu istnieje mozliwo$¢é modyfikacji ich wiasciwosci chemicznych
i fizycznych. Przyktadowo, poli(met)akrylany z grupg hydroksylowa majg charakter hydrofilowy,
dzieki czemu sg rozpuszczalne w wodzie lub peczniejg w jej obecnosci. Natomiast wprowadzenie
grup glicydylowych lub aminowych umozliwia nadanie polimerowi reaktywnej funkcjonalnosci.
Z kolei, wiaczenie w ich strukture dtugich faricuchéw alkilowych nadaje im charakter hydrofobowy
[181].

Zwigzki metakrylowe sg wysoce reaktywne. llo$¢ ciepta wydzielanego w trakcie reakcji
polimeryzacji wolnorodnikowej MMA, tj. addycji centrum aktywnego do wigzania nienasyconego
C=C wynosi 56 kJ/mol [34]. To prowadzi do znacznego wzrostu temperatury polimeryzujgcego
uktadu. Wazrost ten jest proporcjonalny do liczby moli wigzan podwdjnych oraz objetosci
monomeru w mieszaninie reakcyjnej. Na szybkos¢ reakcji oraz jej przebieg ma wptyw wiele
czynnikdéw, jak na przyktad temperatura otoczenia, stezenie inicjatoréw oraz budowa chemiczna

monomerow [57].

Podstawniki alkilowe w odpowiednich (met)akrylanach majg tylko niewielki wptyw
na kinetyke, ale szybkos¢ reakcji wzrasta wraz ze wzrostem dtugosci fancucha alkilowego grupy
estrowej. Dwupodstawione alkeny polimeryzujg wolniej niz monopodstawione. Istnieje réwniez
ogblna wzajemna korelacja miedzy reaktywnoscia monomerdw i reaktywnoscig pochodnych
rodnikow. State szybkosci propagacji sg silniej zalezne od struktury rodnika, co oznacza,
Zze monomery o mniejszej reaktywnosci polimeryzujg szybciej, poniewaz generujg rodniki

o wiekszej reaktywnosci [181].

Kinetyka reakcji polimeryzacji (zaleznos¢ szybkosci reakcji od czasu jej prowadzenia)
metakrylanu benzylu w masie wykazuje kilka charakterystycznych cech (rysunek 1). Poczatkowo,
obserwuje sie wzrost szybkosci reakcji, ze wzgledu na wytworzenie rodnikéw inicjujgcych,
a nastepnie plateau lub jej niewielki spadek z powodu zmniejszenia stezenia monomeru
w mieszaninie reakcyjnej na skutek przebiegajgcej reakcji. Nastepnie, przy pewnym stopniu
przereagowania dochodzi do szybkiego wzrostu szybkosci reakcji do osiggniecia wartosci
maksymalnej. Zachowanie to zwigzane jest z wystgpieniem tzw. efektu zelu (efektu
Trommsdorffa), na skutek zahamowania reakcji terminacji z powodu wzrostu lepkosci Srodowiska
reakcji w wyniku wzrostu masy czgsteczkowej polimeru i splatania tancuchéw. Czas zycia
makrorodnikéw rosnie i zwieksza sie ich stezenie w mieszaninie reakcyjnej. Jednoczesnie dyfuzja
czasteczek monomeru jest niezaktécona i propagacja przebiega z duzg szybkos$cig. Odnoszac sie
do réwnania na szybko$é propagacji R,=k,[M]J[M°] widoczna jest zaleznos$¢ wzrostu szybkosci
procesu ze wzrostem stezenia makrorodnikbw w mieszaninie reakcyjnej. Po osiggnieciu

przez szybko$¢ reakcji maksymalnej wartosci, szybkos$¢ procesu zaczyna spadac z powodu zuzycia
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monomeru z mieszaniny reakcyjnej i spadku szybkosci propagacji, ktéra staje sie réwniez
ograniczona przez dyfuzje — w tym przypadku monomeru. Ostatni z tych efektéw jest okreslany

jako autodeceleracja.

t
Rys. 1. Krzywa kinetyczna polimeryzacji metakrylanu benzylu w funkcji szybkosci polimeryzacji (Rp)
od czasu reakgcji (t) [badania wtasne].

Ydens i wspdtpracownicy [192] badali kopolimeryzacje MMA z HEMA. Badania zaleznosci
konwersji komonomerdéw od czasu, dla stosunku molowego MMA:HEMA réwnego 95:5, pokazuja,
ze HEMA jest zuzywana szybciej niz MMA, a wspétczynnik reaktywnosci MMA okreslony przez
Jaacksa wynosi rvma = 0,56 = 0,04. Po 3 godzinach prowadzenia reakcji stopien konwersji HEMA

wynosit 72%, podczas gdy, MMA tylko 53,5%.

Oddziatywania miedzy wodorem grupy hydroksylowej a tlenem karbonylowym estru
metakrylowego monomeru HEMA zmniejszajg gestos¢ elektrondéw wigzania podwdjnego,
zwiekszajgc jego reaktywnos$é, co wykryto prowadzac badania metodg spektroskopii
w podczerwieni [193]. Dodatkowo tworzenie wigzan wodorowych miedzy czasteczkami
monomeru HEMA powoduje ich fizyczne sieciowanie, co pozornie zwieksza funkcyjnosé
monomeru. Stad warto$¢ k, dla polimeryzacji HEMA w masie jest 2,5- krotnie wyisza
niz dla metakrylanu butylu (BMA). Tworzenie wigzan wodorowych wptywa na zaleznos¢
k, od stezenia monomeru oraz wzglednej reaktywnosci komonomerdéw, co wykazano
dla najbardziej znanych uktadéw zawierajgcych monomer z grupg hydroksylowa, tj. akrylan
hydroksyetylu (HEA) lub HEMA, i monomer z grupg karboksylowg, tj. kwas akrylowy (AA) lub kwas
metakrylowy (MAA).

Yang [103] badat wptyw metakrylanu 2-hydroksyetylu na proces polimeryzacji
komercyjnego cementu kostnego Simplex P w warunkach izotermicznych. Dodatek HEMA
powodowat wydtuzenie czasu indukcji wraz ze wzrostem zawartosci HEMA i gwattowny wzrost
wydzielania ciepta. Ponadto, pomimo wydtuzenia czasu polimeryzacji, konwersje monomeru

uzyskano na tym samym poziomie (100%).

Borzacchiello i wspotpracownicy [194] badali kinetyke polimeryzacji cementu kostnego

na bazie poli(metakrylanu etylu) z hydroksyapatytem (HA) i metakrylanem n-butylu (nBMA)
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w warunkach izotermicznych w temperaturze 20 °C. Ciepto polimeryzacji nBMA wynosi 418 J/g,
co jest nizszg wartoscig, niz dla MMA, ktére wynosi 576 J/g. Zastosowanie nBMA skutkowato

uzyskaniem nizszej temperatury polimeryzacji, niz w przypadku polimeryzacji MMA.

Polimeryzacja wielofunkcyjnych monomeréw (z dwiema Ilub wiecej grupami
metakrylowymi w jednej czgsteczce) zapewnia otrzymanie in situ polimeréw o usieciowanej
strukturze, znajdujgcych szerokie zastosowanie w wielu gateziach przemystu. Wysoka gestos¢
usieciowania zwieksza mechaniczng i termiczng stabilnos¢ polimeru [190,191]. Zaréwno przebieg
reakcji homopolimeryzacji dimetakrylanu glikolu etylenowego, jak i struktura otrzymanego
polimeru sg radykalnie réine od kinetyki polimeryzacji i struktury polimeréw liniowych
monometakrylanéw. W trakcie kopolimeryzacji monometakrylanu glikolu etylenowego
z niewielkim dodatkiem sieciujgcego dimetakrylanu, otrzymuje sie jednorodne materiaty
hydrofilowe, podczas gdy homopolimeryzacja dimetakrylandw prowadzi do uzyskania
heterogenicznych, polimeréw o wysokiej temperaturze zeszklenia. Ponadto, homopolimeryzacja
dimetakrylanéw wykazuje maksymalng konwersje wigzan nienasyconych C=C mniejszg niz 100%
i charakteryzuje sie monotonicznym wzrostem stezenia rodnikéw. Badania eksperymentalne
nad wolnorodnikowym sieciowaniem metakrylandw wykazaty, ze charakterystyka reakcji

i struktura sieci zalezg od stezenia i budowy monomeru sieciujgcego [195].

Uktady  zawierajgce monomery  wielofunkcyjne  wykazujg  ztozone  cechy,
tj. autoakceleracja i autodeceleracja, ktdére ograniczaja konwersje wigzan podwdjnych.
Reakcja terminacji w tych systemach jest kontrolowana przez mechanizm dyfuzji reakcyjnej
od poczatku polimeryzacji. Kinetyka polimeryzacji jest ztozona ze wzgledu na zmiane ruchliwosci
medium w miare postepu reakcji. Tworzenie sie sieci polimerowej powoduje, ze segmentowe
ruchy rodnikéw stajg sie ograniczone, a terminacja zaczyna by¢ zdominowana przez mechanizmy
dyfuzji reakcyjnej. Zmniejszenie szybkosci terminacji skutkuje wzrostem liczby aktywnych
rodnikéw (makrorodnikéw), co prowadzi do zwiekszenia szybkosci propagacji. Zjawisko to, znane
jako autoakceleracja, czesto wystepuje podczas polimeryzacji dimetakrylanéw. W miare postepu
reakcji, wzrost lepkosci i gestosci tworzacej sie sieci polimerowej dodatkowo ogranicza ruchliwos¢
czasteczek, co powoduje, ze reakcja propagacji rowniez staje sie zalezna od dyfuzji. Ostatecznie
prowadzi to do znacznego spadku szybkosci polimeryzacji, gdy zaréwno propagacja,
jak i terminacja sg kontrolowane przez ograniczenia dyfuzyjne. Zjawisko to okresla sie mianem
autodeceleracji. Kiedy kinetyka polimeryzacji jest zdominowana przez dyfuzje, catkowita
konwersja monomeru rzadko osigga warto$¢ 100%, co jest szczegdlnie widoczne podczas
polimeryzacji uktadéw o wysokich temperaturach zeszklenia, co dodatkowo ogranicza ruchliwos¢
uktadu [57,190,191,196,197].

Scranton i wspodtpracownicy [195] badali kinetyke wolnorodnikowej polimeryzacji
metakrylanéw i dimetakrylanéw glikolu etylenowego metodg rdznicowej kalorymetrii

skaningowej. Wykazali, ze nawet niewielki dodatek dimetakrylanu glikolu etylenowego (EGDM)
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wptywa na profil szybkosci reakcji polimeryzacji (rysunek 2). Homopolimeryzacja EGDM wykazuje
natychmiastowe przyspieszenie reakcji od poczatku jej trwania, a pik egzotermiczny
charakteryzujacy autoakceleracje jest szeroki. Jest to spowodowane duzg gestoscig sieciowania,
ktdra wptywa na ruchliwos¢ i dostepnosé reaktywnych rodnikéw. W przypadku kopolimeryzacji
monometakrylanu HEMA z dimetakrylanem EGDM obserwuje sie statg szybko$¢ reakcji
od jej poczatku, charakterystyczng dla homopolimeryzacji monometakrylandw (stan stacjonarny),
po ktdrej nastepuje szybki wzrost szybkosci reakcji do osiggniecia maksimum. Czas osiggniecia
maksimum szybkosci reakcji polimeryzacji R, jest tym krétszy, im wiekszy jest udziat EGDM
w sktadzie kompozycji, co oznacza, ze stan stacjonarny ulega skréceniu i dla 2 %mas. dodatku

EGDM prawie ulega zanikowi.
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Rys. 2. Przeptyw ciepta w czasie dla reakcji polimeryzacji HEMA z dodatkiem dimetakrylanu:
a) 2 %mol EGDM; b) 1 %mol EGDM; c) 0 %mol EGDM. Inicjator: 0,5 %mas. AIBN [195].
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Rys. 3. Przeptyw ciepta w czasie dla reakcji dimetakrylandw ilustrujgcy wptyw dfugosci mostka glikolu
etylenowego. Profile uzyskane dla reakcji masowych z 0,5 %mas. AIBN: (a) EGDM; (b) TEGDM [195].
Nawet niewielki dodatek dimetakrylanu do monometakrylanu powoduje przyspieszenie
wystgpienia efektu autoakceleracji, co wynika z ograniczonej ruchliwosci makrorodnikow
wtaczonych w strukture sieci polimerowej. Ro$nie réwniez nieznacznie maksymalna szybkosé

polimeryzacji.
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Dimetakrylan glikolu trietylenowego (TEGDM) wykazuje dwukrotnie wiekszg maksymalng
szybkos¢ reakcji niz EGDM, mimo ze TEGDM zawiera diuzszy taricuch glikolu etylenowego
(cztery powtarzajgce sie jednostki w poréwnaniu do jednej) (rysunek 3). Ten trend mozna wyjasnic¢
drastycznie zmniejszong ruchliwoscig sieci polimerowej, co prowadzi do braku dostepnosci wigzan
podwdjnych EGDM podczas reakcji. Ponadto, aktywne rodniki mogg by¢ niedostepne
dla nieprzereagowanego monomeru, tym samym obnizajgc wydajnos¢ inicjatora [195].
Czynniki te prowadza do znacznego zmniejszenia stezenia rodnikdw zdolnych do efektywnych
zderzen. Ponadto, ze wzgledu na duzg gestosc sieciowania, propagacja staje sie kontrolowana
przez dyfuzje przy mniejszych stopniach konwersji dla EGDM niz TEGDM. Zwiekszenie dtugosci
taincucha glikolu etylenowego z jednej do trzech powtarzajacych sie jednostek -CH,—CH,—O-

zapewnia wigzaniu podwdjnemu wiekszg ruchliwosé, ograniczajgc tym samym omowione efekty.

Okay i inni [198] badali wptyw reakcji cyklizacji na terminacje kontrolowang dyfuzja
w kopolimeryzacji MMA z EGDM. Cyklizacja makrorodnikéw moze nastepowaé wedtug dwdch
mechanizméw: pierwotnego, gdy makrorodnik reaguje z wigzaniem podwdjnym wiszagcym
wystepujgcym w tym samym fancuchu oraz wtérnego, w ktérym makrorodnik atakuje wigzanie
podwdjne w tancuchu bocznym wbudowanym w sie¢ polimerowa. Wykazano, ze cyklizacja
wptywa na szybkosé reakcji terminacji w ukfadzie zawierajagcym do 4 %mol. EGDM. Zwiekszenie
wartosci wspétczynnika terminacji wynika ze zmniejszenia rozmiaréw makrorodnikow,
jednakze wigzania wytworzone wewnatrz cyklicznych makrorodnikéw powodujg zmniejszenie
ruchliwosci segmentdw i zmniejszenie wspdtczynnika terminacji. Wyisze stezenie EGDM
(do 75 %mol.), prowadzi do wzrostu cyklizacji, ktorej rezultatem jest powstanie zwartych czgstek
mikrozeli. Ograniczajg one dostep do centrow rodnikowych i wiszgcych grup winylowych na innych
czasteczkach polimeru. W rezultacie kontrolowana dyfuzja szybko$¢ terminacji maleje

wraz ze wzrostem stezenia monomeru sieciujgcego.

Zastosowanie monomeru sieciujgcego w polimeryzacji cementéw kostnych prowadzi
do uzyskania wielofazowej struktury polimerowej, ktéra sktada sie z fazy usieciowanej, czesciowo
usieciowanej i liniowej [199]. Taka struktura nazywana jest pdtprzenikajaca siecig polimerowa
(ang. semi-interpenetrating polymer network — semi-IPN). Struktury te s3 dwoma niezaleznymi
systemami polimerowymi, usieciowanym i liniowym, ktdére nie sg potgczone wigzaniami
chemicznymi [200]. Sieci semi-IPN mozna odrézni¢ od mieszanin polimerowych, kopolimeréw
blokowych i kopolimeréow szczepionych. Najwazniejszg cechg semi-IPN jest separacja faz,
ktéra prowadzi do powstania heterogenicznej sieci. Wynika to gtéwnie z chemicznie rdézinej
struktury sktadnikéw tworzacych uktad IPN. Jednak proces separacji przebiega bardzo wolno
ze wzgledu na wysoka lepkos¢ uktadu i splgtania miedzy faicuchami [201]. Systemy semi-IPN
generalnie wykazujg wyzsze przesuniecie temperatury zeszklenia w poréwnaniu z systemami IPN,

z powodu silniejszej separacji faz w semi-IPN w porédwnaniu z IPN [202].
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Pomimo separacji faz, semi-IPN wykazujg kilka zalet. Obejmujg one lepsze wtasciwosci
mechaniczne w poréwnaniu z wfasciwosciami mechanicznymi pojedynczych polimeréw
tworzacych sie¢ semi-IPN. W strukturach tych obserwuje sie efekt synergistyczny wszystkich
sktadnikdw sieci. Na tej podstawie, poprzez odpowiedni dobdr wyjsciowych materiatéw,
mozliwe jest uzyskanie sieci o pozgdanych witasciwosciach mechanicznych. Stabilnos¢ termiczna
i odpornos$¢ chemiczna to kolejne korzystne wtasciwosci prezentowane przez systemy semi-IPN.
Ponadto, w pordéwnaniu z innymi rodzajami mieszanin polimerowych, semi-IPN peczniejg

bez rozpuszczania w rozpuszczalnikach i moga ttumic petzanie i ptyniecie [203,204].

Uktady semi-IPNs majg wiele zastosowan, a ich sukces wynika gtéwnie z usieciowane;j
struktury, ktéra zapewnia lepszg od liniowych polimeréw stabilnos¢ termiczng, wtasciwosci
mechaniczne i odpornos¢ chemiczng. Sg tradycyjnie stosowane jako materiaty ttumiace,
materiaty odporne na uderzenia i materiaty adhezyjne. Aktualnie znajdujg one zastosowanie
nie tylko w technologiach inzynieryjnych, lecz takze w obszarze biomedycznym
i farmaceutycznym, jako responsywne hydrozele, implanty medyczne, porowate rusztowania

oraz mikro- lub nanonosniki do dostarczania lekéw [199].

4.2. Polimeryzacja rodnikowa z przeniesieniem atomu

Polimeryzacja rodnikowa z przeniesieniem atomu (ang. atom transfer radical
polymerization, ATRP) jest szczegdlnym rodzajem kontrolowanej 2zyjgcej polimeryzacji
(ang. controlled radical polymerization, CRP) [205]. Reakcja kontrolowana jest etapem
przeniesienia atomu, podczas ktérego ustalana jest dynamiczna réwnowaga aktywacji-
dezaktywacji miedzy rodnikami i uspionymi halogenkami alkilowymi, co pozwala na réwnomierny

wzrost taricuchdw polimerowych [206,207].

Mechanizm polimeryzacji ATRP (rysunek 4) opiera sie na reakcji redoks miedzy jonem
metalu przejsciowego a halogenkiem alkilu. Rodniki wytwarzane sg w reakcji metalu
przejéciowego (M"-Y/ligand, gdzie Y jest ligandem lub przeciwjonem), ktdry ulega utlenianiu
poprzez przeniesienie jednego elektronu z metalu znajdujgcego sie na nizszym stopniu utlenienia,
czemu towarzyszy jednoczesne oderwanie halogenowego atomu, X, z u$pionego rodnika,
Pn-X (rysunek 4) [205,206].

ka
P.-X+ M"Y /ligand ——— P> + X-M,""L-y /ligand
’ (k_ﬁJ /‘<‘t\‘ terminacja

Rys. 4. Schemat ATRP katalizowanej metalem przejsciowym.

Rodniki reaguja odwracalnie z utlenionymi kompleksami metali (X-M"*!/ligand,

dezaktywator), aby odtworzy¢ uspiony halogenek i aktywator [206]. Kompleksy stosowane
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w metodzie ATRP opierajg sie na metalach, ktére nie tworzg innych zwigzkdw metaloorganicznych,
m.in. Cu(l), Ni(ll), Fe(ll) [208]. Ligandami sg zwigzki organiczne na bazie 2,2’-bipirydyny,
np. N,N,N’,N”,N”-pentametylodietylenotriamina (PMDETA) czy 1,1,4,7,10,10-
heksametylotrietylenotetramina (HMTETA) [205]. Ich dobodr jest niezwykle waziny ze wzgledu
na wptyw na reaktywnos$¢ kompleksu katalizatora, poprzez zmiane jego witasciwosci
elektrochemicznych oraz sterycznych, jak i jego rozpuszczalnos¢ w Srodowisku reakcji [209,210].
W reakcji polimeryzacji ATRP kluczowe znaczenie majg takie czynniki jak rozpuszczalnik,
temperatura, stezenie i rozpuszczalnos¢ wszystkich sktadnikow. W niektdrych przypadkach

rowniez kolejnosé ich dodawania musi by¢ wzieta pod uwage [206].

Wzrost taiicucha nastepuje w wyniku nieprzerwanego, stopniowego dofgczania
monomeru. Poczgtkowo formg uspiong jest inicjator, ktéry zakonczony jest halogenkiem.
Generuje on rownowage miedzy formg uspiong i aktywng i zapoczgtkowuje wzrost faricucha [211].
Zazwyczaj, po przytaczeniu jednego lub kilku monomeréw, rodnik jest dezaktywowany i powraca
do uspionej formy. Szybka i efektywna dezaktywacja jest kluczowa dla syntezy polimerow
o okreslonej masie czgsteczkowej (My) i waskim rozktadzie mas czgsteczkowych (PDI, My/M,)
[207].

Terminacja w procesie ATRP jest mocno ograniczona ze wzgledu na znacznie nizsze
stezenie rodnikdbw obecnych w medium reakcyjnym [207], jednakie wcigz wystepuje.
Gtéwnymi  reakcjami  odpowiedzialnymi za terminacje s3 sprzeganie rodnikéw
lub dysproporcjonowanie, natomiast w dobrze kontrolowanej reakcji nie wiecej niz kilka procent

tancuchdéw ulega terminacji [206].

Jak w typowej polimeryzacji zyjacej, Srednia masa czgsteczkowa moze byc z géry okreslona
przez stosunek zuzytego monomeru i inicjatora (DP, = A[M]/[lo], DP — stopien polimeryzacji)
przy zachowaniu stosunkowo waskiego rozktadu mas czgsteczkowych (1 < MWD < 1,5), a w dobrze

kontrolowanej polimeryzacji uzyskuje sie MWD <1,1 [206].

Ponadto precyzyjna kontrola nad chemig i strukturg inicjatora oraz aktywnej grupy
koncowej pozwala na synteze funkcjonalizowanych polimeréw i kopolimeréw blokowych.
Dzieki temu pomysinie zsyntezowano dobrze zdefiniowane polimery o masach czgsteczkowych
w zakresie od 1000 do 100000, a w niektoérych szczegdlnych przypadkach nawet przekraczajacej
kilka miliondw. Jednakze, w procesie ATRP zachodzg réwniez inne reakcje uboczne, ktére zyskujg

na znaczeniu podczas syntezy polimerdw o wyzszej masie czgsteczkowej [206].

ATRP jest procesem polimeryzacji rodnikowej, co sprawia, ze wykazuje stosunkowo
wysokg tolerancje na obecnos$¢ wielu zanieczyszczen oraz grup funkcyjnych. Niemniej jednak
reakcje uboczne mogg utrudniaé otrzymanie polimeréw o zaktadanej masie czgsteczkowe;.
Jednym z najczesciej obserwowanych zjawisk niepozgdanych jest utlenianie jonéw Cu(l) przez tlen,

prowadzace do powstania nieaktywnej formy Cu(ll). W przypadku metakrylanéw, Nanda i inni
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[212] stwierdzili, ze wytworzony utleniony Cu(ll)X(L)OO moze reagowaé¢ z monomerem dajgc
birodnik °CH,-C(CHs)-(COOR)-00°*, ktéry moze inicjowa¢ polimeryzacje. Ten indukowany
powietrzem birodnik zostat wykorzystany jako zrédto rodnikdw do odwrotnej polimeryzacji ATRP
metakrylandéw, gdzie w procesie inicjowania stosuje sie konwencjonalny inicjator rodnikowy,
taki jak AIBN [212-214]. Inng specyficzng reakcja uboczng w ATRP, ktdrg odnotowano,
jest eliminacja HBr z bromku alkilu [215,216]. Eliminacja zachodzi w obecnosci CuBr;, ktory reaguje
zarowno z bromkiem alkilu, jak i rodnikiem alkilowym (propagujgcym) tworzgc HBr i nienasycone

formy polimeru [215].

Polimeryzacja ATRP dzieki swoim zaletom i kontrolowanemu przebiegowi pozwala
na uzyskanie wielu rodzajéow polimeréw, kopolimeréw, polimeréw blokowych, polimeréw
gwiazdzistych czy szczotek polimerowych. Polimery o zdefiniowanych ksztattach i scisle okreslonej
masie czgsteczkowej i niskiej dyspersyjnosci majg niewatpliwg przewage nad ich linowymi
odpowiednikami i mogg by¢ stosowane w wielu gateziach przemystu, m.in. farmaceutycznym

i (bio)medycznym.
4.3. Polimery gwiaidziste

Polimery gwiazdziste to ztozone, tréjwymiarowe struktury zbudowanie z co najmniej
trzech wielkoczgsteczkowych fancuchéw (ramion) wychodzacych z centralnie umieszczonego
rdzenia, ktérym moze by¢ atom, mata molekuta, rozgateziona makroczasteczka, nanozel,
nanoczgsteczka, itp. [217-220]. Charakteryzujg sie unikalng strukturg topologiczng i atrakcyjnymi
wtasciwosciami fizyko-chemicznymi. Ze wzgledu na ich tréjwymiarowa strukture kulistg wykazuja
one réwniez wyjgtkowe wiasciwosci hydrodynamiczne i zdolno$¢ do enkapsulacji innych
substancji. W porédwnaniu z liniowymi analogami o tej samej masie czgsteczkowej (Mw), polimery
gwiazdziste wykazujg nizszg lepkosé roztworu w roztworach rozcieficzonych z powodu mniejszej
liczby splatan ramion [221,222]. Ponadto, ich wewnetrzne i zewnetrzne grupy aktywne pozwalajg
na wprowadzanie réznych cennych grup funkcyjnych. Co wiecej, polimery o architekturze
gwiazdzistej charakteryzujg sie zwiekszong wrazliwoscia na bodice zewnetrzne, co wynika
z wysokiej gestosci grup funkcyjnych. Pomimo kulistej struktury przypominajacej polimery
dendrytyczne, polimery gwiazdziste réznig sie od nich budowg — posiadajg liniowe ramiona
zamiast silnie rozgatezionych, co skutkuje mniejszg gestoscig powtoki [221,223], ktéra zmniejsza
sie wraz ze wzrostem dtugosci ramion, powodujac réznice we witasciwosciach, takich jak lepkosé
i elastycznosc¢ [224,225]. Dlatego tez, ze wzgledu na te doskonate wtasciwosci fizyczne i chemiczne,
wielu badaczy skupito sie na polimerach gwiazdzistych w celu zaprojektowania rdznych
zaawansowanych materiatéw do zastosowan biomedycznych, w tym dostarczania lekéw
lub gendw, diagnostyki, powtok przeciwbakteryjnych i przeciwporostowych i wszczepialnych

urzadzen medycznych [218,219,226,227].
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Polimery gwiazdziste mozna podzieli¢ na dwa typy: regularne (tzw. homoarm),
o jednakowych ramionach i nieregularne (tzw. miktoarm) o asymetrycznej architekturze
[227,228]. Synteza polimerdw gwiazdzistych odbywa sie przy uzyciu jednej z trzech nastepujgcych
strategii: core-first, coupling-onto i arm-first [229-232]. W strategii typu core-first synteza ramion
polimerowych jest inicjowana bezposrednio z wielofunkcyjnego rdzenia, ktéry petni role centrum
inicjujacego. Co istotne, aktywne centra inicjowania obecne w uprzednio otrzymanych strukturach
gwiazdzistych mogg by¢ ponownie wykorzystane do dalszej syntezy, umozliwiajgc wytworzenie
np. blokowych kopolimeréw gwiaZzdzistych. Strategia ta pozwala na synteze polimeréw
gwiazdzistych z precyzyjng liczbg ramion poprzez dostosowanie funkcyjnosci rdzenia inicjujacego.
Metoda coupling-onto obejmuje wstepnie uformowane ramiona (liniowe polimery, oligomery)
z kocowymi grupami funkcyjnymi sprzezonymi z wielofunkcyjnym rdzeniem poprzez wydajne
reakcje sprzegania. Na przyktad jednymi z reprezentatywnych reakcji stosowanych w strategii
coupling-onto, sg reakcje "click" stosowane w syntezie polimeréw gwiazdzistych o dobrze
zdefiniowanej strukturze i wysokiej wydajnosci ze wzgledu na wysoka wydajnos¢ sprzegania.
Przyktadem najbardziej znanej reakcji ,,click”, ktdra jest czesto stosowana w syntezie polimeréw
gwiazdzistych, jest reakcja Huisgena: cykloaddycja 1,3-dipolowa azydku i alkinu (tzw. CuAAC —
copper-catalyzed azide—alkyne cycloaddition). W strategii arm-first dobrze zdefiniowane ramie
polimeru gwiazdzistego (liniowy polimer) jest faczone wigzaniem kowalencyjnym z pewng iloscig
srodka sieciujgcego w celu utworzenia rdzenia. Strategia ta pozwala na precyzyjng kontrole

dtugosci ramion w syntezie polimerdw gwiazdzistych typu miktoarm.

Polimery gwiazdziste do zastosowan biomedycznych powinny charakteryzowad sie dobrze
zdefiniowang architekturg, funkcjonalnoscig, dobrg odpowiedzig na bodzce, biokompatybilnoscia,
biostabilnoscia czy biodegradowalnoscia. Dobrze zdefiniowang strukture polimeréw
gwiazdzistych okresla sie w odniesieniu do kompozycji oraz architektury molekularnej szczegdlnie
z uwzglednieniem My, PDI i liczby ramion [227,232]. Unikalna budowa polimeréw gwiaZdzistych
i duza liczba grup aktywnych oraz ich wysoka gesto$¢ pozwalajg na tatwg modyfikacje w celu
nadania pozadanych wifasciwosci [233-235], jak adhezja do komdrek [236—-238] czy aktywnos¢
antybakteryjna [239-241]. Polimery gwiazdziste zdolne do reagowania na bodzce zewnetrzne
sg szeroko stosowane w dostarczaniu lekdw lub gendéw, a takie biomateriatach z pamiecia
ksztattu. Biokompatybilnos¢ jest najwazniejszym wymaganiem stawianym biomateriatom. Jej brak
zwykle powoduje wiele niepozgdanych reakgc;ji, ktére w rezultacie mogg prowadzié¢ do powaznych
powiktan, jak cytotoksycznosé, stany zapalne, karcynogeneza czy reakcja immunologiczna.
Natomiast wymagania dotyczace biostabilnosci i biodegradacji sg scisle zwigzane z koricowym
zastosowaniem polimeréw gwiazdzistych. Najbardziej pozadane jest, aby polimer gwiazdzisty
byt stabilny podczas implementacji i spetniania swojego zadania, po czym ulegt szybko
biodegradacji do niskoczasteczkowych, nietoksycznych zwigzkéw, ktére nastepnie zostang

wydalone z organizmu.
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Dzieki ich unikatowym wiasciwosciom, takim jak niska lepkos¢ w roztworach,
mata struktura hydrodynamiczna i obecnos¢ duzej liczby grup funkcyjnych, polimery gwiazdziste
sg szeroko stosowane jako systemy dostarczania lekéw [226,242,243]. Ponadto ich architektura
i M\ umozliwiajg tworzenie rezerwuaréw dla lekdw a nastepnie ich uwalnianie w miejscu
przeznaczenia [244,245]. Wielu badaczy stosowato polimery gwiazdziste jako systemy
dostarczania lekéw in vivo. Ze wzgledu na mozliwos¢ stosowania duzych stezen lekéw
oraz ze wzgledu na mozliwos¢ projektowania wifasciwosci polimeréw gwiazdzistych mozna
je stosowa¢ w kontrolowanym uwalnianiu leku [246,247]. Miller i inni uzyskali nanozele
gwiazdziste zdolne do kompleksowania réznego rodzaju substancji, jak hydrofobowe fluorofory
czy terapeutyczne siRNA [247]. Mozliwo$é projektowania struktury polimeru doprowadzita
Zhanga i wspotpracownikéw [248,249] do otrzymania serii polimeréw gwiazdzistych typu
miktoarm na bazie termoresponsywnego poli(N-izopropyloakrylamidu) (PNIPAAm) i innych
hydrofobowych polimeréw. Uzyskane micele obcigzone lekami antynowotworowymi wykazaty
znaczne uwalnianie leku zalezne od temperatury, zwigzane ze zmianami powtoki micelarnej.
Zhu i inni [233] wytworzyli polimery gwiazdziste z hydrofobowym rdzeniem i wieloma
hydrofilowymi  ramionami na bazie PEG do dostarczania lekéw do  kosci.
Efektywnie enkapsulowano doksorubicyne (ang. doxorubicin - lek antynowotworowy, DOX),

ktdrg z powodzeniem dostarczono do kosci [250].

Leki zwigzane fizycznie z nosnikiem tracone sg fatwo w procesie dostarczania.
Powoduje to nie tylko obnizenie efektywnosci terapeutycznej, ale roOwniez wigze sie ze wzrostem
ogodlnej toksycznosci ogdlnoustrojowej. Rozwigzaniem tego problemu jest kowalencyjne
zwigzanie leku z nosnikiem, co moze znaczgco obnizy¢ utrate leku, a takze pozwolic¢
na kontrolowane uwalnianie poprzez degradacje wigzania. Co wiecej, to rozwigzanie pozwala
na zwiekszenie ilosci leku w nosniku oraz poprawienie jego rozpuszczalnosci w wodzie.
Miedzy innymi Etrych i wspodtpracownicy [251-253] otrzymali biodegradowalne polimery
gwiazdziste z DOX, co pozwolito na uzyskanie ich przedtuzonej cyrkulacji we krwi oraz wysokiej
efektywnosci antynowotworowej in vivo. Yang i inni [254] z kolei podtaczyli penicyline V
do polimeru gwiazdzistego na bazie poli(glikolu etylenowego) i poliamidoaminy (PEG-PAMAM).
Wyniki potwierdzity biodostepnos¢ zmodyfikowanej penicyliny po rozszczepieniu wigzania

estrowego.

Polimery gwiazdziste wykazujg réwniez znaczacy potencjat zastosowania w inzynierii
tkankowej, szczegdlnie inzynierii tkanki kostnej lub chrzestnej [255-257]. Adhikari i inni
przygotowali biodegradowalne, wstrzykiwalne rusztowanie poliuretanowe na bazie gwiazdzistych
polioli, co pozwolito na wzrost kosci i stopniowg degradacje rusztowania przez 6 miesiecy [255].
Wu i wspotpracownicy [258] otrzymali hydrozel na bazie czteroramiennego kopolimeru w ksztatcie
gwiazdy (star-PAA(PEA)-PNIPAM), gdzie blok z poli(N-izopropyloakrylamidu) i fosforylowany blok
funkcyjny O-fosfoetanoloaminy (PEA) byty szczepione poli(kwasem akrylowym) (PAA(PEA))
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do regeneracji kosci in situ. Moze on nasladowac kwasne biatko macierzy zewngtrzkomadrkowej,
co wspiera adsorpcje jondw wapnia i mineralizacje in situ, zaréwno w eksperymentach in vitro
oraz in vivo, co jest korzystne dla adhezji i proliferacji komaérek. Schamel i inni [11] przygotowali
wysoko zmineralizowane hydrozele na bazie szeScioramiennego polimeru gwiazdzistego
funkcjonalizowanego grupami izocyjanianowymi jako reaktywnymi koricami
(NCO-sP(EO-stat-P0O)), aby nasladowa¢ wiasciwosci kosci gabczastej. Wyniki wiasciwosci
mechanicznych, tj. elastycznosci, wytrzymatosci na sciskanie i modut Young’'a potwierdzity
poprawe wytrzymatosci dla tak otrzymanego materiatu. Po 1 — 28 dniach wigzania, wtasciwosci
mechaniczne, takie jak elastycznosé (5,3-1,4%), wytrzymatosé na sciskanie (11 — 23 MPa) i modut
E (211 — 811 MPa) otrzymane dla kompozytu z 30 %mas. NCO-sP(EO-stat-PO), byty podobne
do wtasciwosci kosci ggbczastej. Bennett i inni [259] natomiast opracowali polimerowy substytut
kosci, ktéry sktadat sie z czteroramiennego polimeru gwiazdzistego poli(dioksanon-co-glikolid)
zakonczonego na kazdym koncu biokompatybilnym sieciujgcym diizocyjanianem na bazie lizyny

diizocyjanianu.

Timashev i inni [260] uzyskali biodegradowalne rusztowania 3D wykonane z polimeréw
gwiazdzistych poli(D,L-laktydowych) (SSL) do regeneracji tkanki kostnej, ktére wspieraty
réznicowanie ludzkich komérek macierzystych pochodzacych z tkanki ttuszczowej w kierunku linii
osteogennej in vitro, a takie rusztowania SSL zwiekszaty tworzenie zmineralizowanej tkanki
z mysimi mezenchymalnymi komérkami zrebowymi (MSC). W badaniach Chung i inni [261]
zsyntetyzowali kopolimer  rozgateziony i polimer  gwiazdzisty  poli(metakrylan
metylu-co-3-(trimetoksysililo)metakrylan propylu) (poli(MMA-co-TMSPMA)) z disiarczkiem
bis(2-metakryloilo)oksyetylu (DSDMA) jako biodegradowalnym srodkiem rozgateziajgcym
do regeneracji tkanki kostnej, co stwarza wiecej mozliwosci do projektowania biodegradowalnych

hybryd na bazie polimeréw metakrylanowych dla medycyny regeneracyjnej.

Polimery gwiazdziste stosowane s3 réwniez do wytwarzania antybakteryjnych
biomateriatéw. Vigliotta i inni [262] zsyntezowali heteroramienne polimery gwiazdziste
z DMAEMA jako antybakteryjne jednostki funkcjonalne. Umozliwito to otrzymanie materiatéw
o trwatych wifasciwosciach antybakteryjnych, niewymagajgcych dyfuzji srodka czynnego
z polimeru gwiazdzistego do Srodowiska zewnetrznego, przy czym skutecznos¢ ich dziatania
utrzymywata sie nawet po 20 cyklach uzytkowania. Siedenbiedel i inni [263] opracowali
antybakteryjne powtoki, naktadane z roztworu wodnego i odporne na krétkie cykle mycia, na bazie
ampifilowych kopolimeréw blokowych o strukturze gwiazdzistej. Powtoki te wykazywaty

aktywnos¢ antybakteryjng po dziesigtkach cykli mycia.

Weng i wspétpracownicy [241] poprawili wtasciwosci antybakteryjne cementdéw
szkto-jonomerowych (GIC, glasjonomerowym) poprzez wigczenie polimeréw gwiazdzistych
zawierajgcych poli(czwartorzedowe sole amoniowe) lub modyfikowanych furanonem.

GIC wykazaty wysokg wytrzymatos¢ mechaniczng i doskonate wtasciwosci antybakteryjne.
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Polimery gwiazdziste sg stosowane rowniez w cementach kostnych jako faza proszkowa
lub czynnik sieciujgcy. Huynh i wspodtpracownicy [264] zsyntezowali 4-ramienny polimer
gwiazdzisty PMMA (4sPMMA) metodg ARGET ATRP (ATRP z aktywatorami regenerowanymi
przez transfer elektrondw), ktéry uzyto jako fazy proszkowej cementu kostnego. Otrzymali oni
wysoko porowate, drobnoczgstkowe sfery o sSrednicach w zakresie 1 — 30 um, zbudowane
z pierwotnych czastek o rozmiarach submikronowych, natomiast proszek 4sPMMA, przeznaczony
docelowo do zastosowania w cementach kostnych, charakteryzowat sie wielkoscig czastek
w przedziale 5 - 110 pm. W innych badaniach Tham i inni [30] uzyskali 4sPMMA o sredniej masie
czasteczkowej okoto 45 000 g/mol. Cementy kostne na ich bazie wykazywaty nizszg Timax (63,9 °C)
i nizszg Tst (45,6 °C) niz maksymalne wartosci podane w normie. Inne wifasciwosci cementu
kostnego 4sPMMA, takie jak wytrzymato$¢ na zginanie (60,7 MPa), modut zginania (3,31 GPa)
i czas wigzania (7,84 min) réwniez spetniaty wymagania normy I1SO 5833. W badaniach Szanka
i innych  [265]  wielofunkcyjne  makromonomery  poli(metakrylan  metylu-co-2-
metakryloetylometakrylan), P(MMA-co-MEMA), wykorzystano jako S$rodki sieciujgce
w fotoutwardzaniu MMA. Badacze postulujg, ze materiaty te sg potencjalnymi sSrodkami
sieciujgcymi w rdéznych zastosowaniach bezrozpuszczalnikowych, w ktdérych niski skurcz
polimeryzacyjny i wysoka konwersja sg krytycznymi wymaganiami, jak na przyktad w cementach

kostnych.

Polimery gwiazdziste wykazujg szereg zalet. Ich unikatowe wtasciwosci pozwalajg
na zastosowanie ich jako nosniki lekdw, gendw, w inzynierii tkankowej, diagnostyce, wytwarzaniu
antybakteryjnych biomateriatow czy implantéw. Mimo szerokiego wachlarza lekéw dostarczanych
przez polimery gwiazdziste, w tym rowniez antybiotykdw, nie sg one stosowane jako systemy
dostarczania lekdw w cementach kostnych. Niemniej jednak, polimery gwiazdziste stosuje sie jako
faze proszkowag cementdw kostnych, przy czym nie wykazujg witasciwosci antybakteryjnych,
a w literaturze brak jest doniesien o zastosowaniu polimerdw gwiazdzistych posiadajgcych grupy

funkcyjne nadajace im specyficzne wtasciwosci.
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Il. Cel pracy

Celem pracy bytlo zaprojektowanie i opracowanie innowacyjnych $rodkéw
antybakteryjnych i kontrastujgcych na bazie polimerdw gwiazdzistych do zastosowan
w metakrylowych cementach kostnych. Gtéwng czes¢ pracy poswiecono syntezie polimeréw
gwiazdzistych modyfikowanych zwigzkami o dziataniu antybakteryjnym i czynnikiem
kontrastujagcym metodg kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej ATRP. Szczegdlng uwage
poswiecono zastosowaniu naturalnego zwigzku fenolowego obecnego m.in. w olejku
gozdzikowym — eugenolu, antybiotykdw (ampicyliny i ryfampicyny) oraz nanoczastek srebra
oraz gadolinu. Dodatkowym celem byto okreslenie mozliwosci wprowadzenia polidopaminy
jako bioaktywnego napetniacza do metakrylowego cementu kostnego. Istotng czes¢ badan
stanowita ocena wptywu syntezowanych modyfikatoréw na wtasciwosci metakrylowych
cementéw kostnych, tj. wtasciwosci mechaniczne, kinetyke procesu utwardzania, bioaktywnos¢
oraz profil uwalniania substancji czynnych. Wszystkie prowadzone modyfikacje cementéw
kostnych oceniano w aspekcie zgodnosci z wymaganiami normy ISO 5833:2002. Podstawe

niniejszej pracy stanowig hipotezy badawcze sformutowane ponize;j.

Pierwsza z nich zaktada, ze zastosowanie polimerdw i monomerdw o odpowiedniej
budowie i stezeniu, w tym stezenie sktadnikow systemu inicjujgcego redoks, pozwoli otrzymac
cement kostny o odpowiednich wtasciwosciach.

Nastepna hipoteza opiera sie na zatozeniu, ze modyfikacja cementu kostnego polimerami
gwiazdzistymi o odpowiednio zaprojektowanej strukturze, zawierajgcych kowalencyjnie
wbudowane modyfikowane czynniki antybakteryjne o specjalnie przygotowanej budowie
(antybiotyki, eugenol), jak i kompleksami polimerdw gwiazdzistych z czynnikami antybakteryjnymi
(antybiotyki, eugenol, nanoczqgstki srebra) pozwoli na otrzymanie materiatow o silniejszym,
przedtuzonym i  bardziej efektywnym  dziataniu  antybakteryinym w  poréwnaniu
z konwencjonalnymi cementami z dodatkiem antybiotykow.

Ponadto wprowadzenie do cementu kostnego funkcjonalnych polimerdw gwiazdzistych
zawierajgcych gadolin  modyfikowany grupami metakrylowymi pozwoli uzyska¢ materiat
o wiasciwosciach kontrastujgcych, jak rowniez dodatek polidopaminy do cementu kostnego
poprawi jego bioaktywnos¢ oraz zwiekszy efektywnos¢ uwalniania substancji czynnej
(np. gentamycyny).

Sformutowano réwniez hipoteze, zgodnie z ktorq synteza pochodnych eugenolu,
jak i jego kompleksow, ograniczy negatywny wptyw tego olejku eterycznego na proces
utwardzania cementdw kostnych, jednoczesnie poprawiajgc ich stabilnosc i biodostepnosc.

Zaktada sie rowniez, ze przeprowadzone modyfikacje cementu kostnego pozwolg otrzymac
materiaty spetniajgce wymagania normy 1SO 5833:2002, a ich wtasciwosci (m.in. wytrzymatos¢

na sciskanie, czas wigzania, temperatura utwardzania, aktywnosc¢ antybakteryjna, wtasciwosci
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kontrastujgce) bedq je predysponowac do zastosowania w chirurgii ortopedycznej jako cementy

kostne nowej generacji o dziataniu terapeutycznym i diagnostycznym.

W ramach niniejszej pracy skupiono sie na syntezie zwigzkdow o witasciwosciach
antybakteryjnych i kontrastujgcych oraz ich wptywie na wilasciwosci fizykochemiczne
i mechaniczne cementéw kostnych. Dobdér materiatéw do badan (jak polimery gwiazdziste,
antybiotyki, eugenol, nonoczastki srebra), oparto na doniesieniach literaturowych jednoznacznie
potwierdzajgcych ich biozgodnosé [220,266]. Dzieki temu mozliwe byto zawezenie zakresu badan
do aspektow kluczowych dla realizacji zatozen pracy. Na podstawie przyjetych hipotez badawczych

opracowano plan badan, obejmujacy nastepujgce etapy:

» Dobor sktadnikéw fazy proszkowej (polimeréw) i fazy ciektej (monomeréw) cementu
kostnego wraz z systemem inicjujgcym, jak i okreslenie stosunku masowego fazy proszkowej
do fazy ciektej.

» Modyfikacje eugenolu, ampicyliny, gadolinu grupami funkcyjnymi reaktywnymi w procesie
polimeryzacji.

> Synteze polimeréw gwiazdzistych metodg ATRP w strategii arm-first w obecnosci
monomerdow funkcyjnych, takich jak metakrylan z grupg aminowg DMAEMA, pochodne
eugenolu, pochodne gadolinu, oraz pochodne ampicyliny.

> Przygotowanie komplekséw polimerow  gwiazdzistych i wybranych substancji
antybakteryjnych, jak antybiotyki, eugenol, nanosrebro.

» Modyfikacje cementéw kostnych substancjami antybakteryjnymi i kontrastujgcymi,
polimerami gwiazdzistymi funkcjonalizowanymi zwigzkami aktywnymi oraz kompleksami
polimerdw gwiazdzistych i substancji aktywnych.

> Identyfikacje oraz potwierdzenie struktury otrzymanych produktéw z wykorzystaniem
odpowiednich metod analitycznych (jak spektroskopia FTIR i UV-Vis, '"H NMR, DOSY NMR, GPC
oraz DLS).

> Badanie kinetyki utwardzania, temperatur charakterystycznych (temperatura wigzania,
temperatura maksymalna), czasu wigzania i wytrzymatosci cementu kostnego na sciskanie
zgodnie z norma I1SO 5833:2002.

» Badanie procesu uwalniania substancji aktywnych, wtasciwosci biologicznych (tj. aktywnosci
antybakteryjnej cementéw i polimeréw gwiazdzistych wobec Staphylococcus aureus

i Escherichia coli), kontrastujgcych oraz morfologii otrzymanych materiatéw.

Dla lepszego zrozumienia oraz przejrzystego przedstawienia zakresu badan
zrealizowanych w niniejszej pracy przygotowano dwa uzupetniajgce sie opracowania graficzne:

ilustracje przedstawiong na schemacie 1 oraz diagram blokowy zaprezentowany na schemacie 2.
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Schemat 1. Graficzne przedstawienie zakresu prowadzonych prac badawczych w ramach niniejszej pracy.
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lll. Czes$¢ eksperymentalna

1. Metodyka badawcza

1.1. Odczynniki

1.1.1. Monomery

metakrylan metylu (MMA, M,, = 100,12 g/mol, 99%, Sigma Aldrich)

O

Hzc%OCH
3

CHj

metakrylan 2-hydroksyetylu (HEMA, M,, = 130,14 g/mol, 97%, Sigma Aldrich)

O

HQC%O/\/OH

CHs,

metakrylan butylu (BA, My, = 142,20 g/mol, 99%, Sigma Aldrich)

O

Hzc\ﬁ/mo/\/\cm

CHs

metakrylan izobutylu (IBM, M,, = 142,20 g/mol, 97%, Sigma Aldrich)

0
H2C\7/u\ CHs
oY
CH;  CHs

dimetakrylan glikolu trietylenowego (TEGDM, M, = 286,32 g/mol, 95%, Sigma Aldrich)

o) CHj
Hgoﬁﬂ\o/\/o\/\o/\/o\ﬂ/&m_'z
CHj O
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e dimetakrylan glikolu tetraetylenowego (TtEGDM, M, = 330,37 g/mol, 95%, Sigma

Aldrich)
Hzcﬁ)t J[\/ J\/\ )J\fCHz

CHs; CHs;
e dimetakrylan glikolu etylenowego (EGDM, M,, = 198,22 g/mol, 98%, Sigma Aldrich)

CH3

H
HZC)\H/O\/\O)J\T//C 2

CHg

e metakrylan poli(glikolu etylenowego): M, = 360 (PEGsMA, Sigma Aldrich)

chﬁ)% /\+OH

CHs
e kwas metakrylowy (MAA, M,, = 86,06 g/mol, 298%, Sigma Aldrich)

O

CHs

e metakrylan 2-(dimetyloamino)etylu (DMAEMA, M, = 157,21 g/mol, 98%, Sigma
Aldrich)

0 CHs
H N.
30\%0/\/ CH3
CH>
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e 1,2-bis(2-merkaptoetoksy)etan (T2, M, = 182,30 g/mol, 95%, Sigma Aldrich)

1.1.2. Kopolimery i oligomery

e Eudragit L100 (K1) — kopolimer metakrylan metylu-kwas metakrylowy (1:1)
(My = 125000 g/mol, Evonik)

e Eudragit L100-55 (K2) - kopolimer akrylan etylu-kwas metakrylowy (1:1)
(M, = 135000 g/mol, Evonik)

e metakrylan eteru metylowego poli(glikolu etylenowego): M, = 500 (PEGsMEM,
Sigma Aldrich) i M, = 2080 (PEG4sMEM, Sigma Aldrich)

O
O
HsC \/‘}O)K(/CHz
" CH,
1.1.3. Cementy komercyjne

e Palacos R:
— faza proszkowa: poli(metakrylan metylu) — PMMA, tlenek cyrkonu (IV) — ZrO,,
nadtlenek benzoilu — BPO, barwnik E141 - kompleks miedziowy chlorofilu;
— faza ciekta: metakrylan metylu — MMA, N,N-dimetylo-p-toluidyna — DMPT,
hydrochinon, barwnik E141
e Palacos R+G:
— faza proszkowa: PMMA, siarczan gentamycyny, ZrO,, BPO, barwnik E141
— faza ciekta: MMA, DMPT, hydrochinon, barwnik E141
e Refabocin Plus:
— faza proszkowa: PMMA, siarczan gentamycyny, ZrO,, BPO
— faza ciekta: MMA, DMPT, hydrochinon, chlorofil VIl
e Copal G+C:
— faza proszkowa: poli(akrylan metylu/metakrylan metylu) — P(MA/MMA),
siarczan gentamycyny, chlorowodorek klindamycyny, ZrO,, BPO, barwnik E141
— faza ciekta: MAM, DMPT, hydrochinon, barwnik E141

1.1.4. Inicjatory i katalizatory

e nadtlenek benzoilu (BPO, M, = 242.23 g/mol, >97%, Sigma Aldrich)
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o/o

(0]

N,N-dimetyloanilina (DMA, M,, = 121.18 g/mol, 99%, Sigma Aldrich)

H3C., .CHs

N

1,1,4,7,10,10-heksametylotrietylenotetramina (HMTETA, M,, = 230,39 g/mol, 97%,
Sigma Aldrich)

CHs CHs
_N N _CH
HaC \/\I}I/\/ \/\N CHs;
CHgs CHjs

tris(2-pirydylometylo)amina (TPMA, M,, = 188,31 g/mol, 97%, Sigma Aldrich)

H
H30’N\/\N/\H/ “CHj
N

ZT

"CH3

N,N'-dicykloheksylokarbodiimid (DCC, M, = 206,33 g/mol, 99%, Sigma Aldrich)

N,N-dimetylopirydyno-4-amina (DMAP, M,, = 122,17 g/mol, 299%, Sigma Aldrich)
— /CH3

N \ / N\

CH,
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e bromek miedzi(ll) (CuBr,, M, = 223,35 g/mol, 99%, Sigma Aldrich)

e bromek miedzi(l) (CuBr, M, = 143,45 g/mol, 99,999% w przeliczeniu na metale
Sladowe, Sigma Aldrich),

e o-bromoizomaslan etylu (EBiB, M,, = 195,05 g/mol, 98%, Sigma Aldrich)

O

H
3C o>

Br CH3

CHg

e 2-bromo-N-(2-(2-(2-hydroksyetoksy)etoksy)etoksy)etylo)-2-metylopropanoamid
(PEGsBr, M, = 286,17 g/mol, zsyntetyzowany w ramach wspotpracy z CMU
przez Hironobu Murata)

e 2-etyloheksanian cyny(ll) (Sn(EH),, M., = 405,12 g/mol, 92,5 — 100%, Sigma Aldrich)

O

ch/\/j)Lo' Sn2+

H3C
2

1.1.5. Dodatki i modyfikatory

e eugenol (EU, M, = 164,20 g/mol, 99%, Sigma Aldrich)

OH

H.C™ OCH3;
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e Captisol® - sél sodowa sulfobutyloeteru Scyklodekstryny (CP, M, = 2163 g/mol,

CyDex Pharmaceuticals, Inc.)

OR

S
OR
o] O ORO
RO OR RO RO
(¢]
R RO

0 or ORO
RO
%@%%
O or
RO

R=(H)z1.m 0r(C4HgSOy Na¥) 1, m=6.0-7.1

e ampicylina (AMP, M,, = 349,40 g/mol, 96 — 102 %, Sigma Aldrich)
0
Ho— 9

- 0
HO/ rﬁ*
HC” 877 N
NH»

o ryfampicyna (RIF, My, = 822,94 g/mol, 295%, Sigma Aldrich

e heksahydrat azotanu (V) gadolinu(lll) (Gd(NOs);:6H.0, M,, = 451,36 g/mol, 99,9%,
Sigma Aldrich)
e wodorotlenek sodu (NaOH, M,, = 40,00 g/mol, peletki, Sigma Aldrich)

e azotan srebra (AgNOs, M,, = 169,87 g/mol, >99%, Sigma Aldrich)
e chlorowodorek dopaminy (DHCI, M,, = 189,64 g/mol, 298%, Sigma Aldrich)

NH;
* HCI

CH
OH
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1.1.6. Rozpuszczalniki

e metanol (MeOH, M,, = 32,04 g/mol, Sigma Aldrich)

e etanol (EtOH, M,, = 46,07 g/mol, Sigma Aldrich)

e aceton (Ace, M, = 58,08 g/mol, Sigma Aldrich)

e dichlorometan (DCM, p.a., M, = g/mol, 299,9%, Sigma Aldrich)

e N,N-dimetyloformamid (DMF, M,, = 73,09 g/mol, Sigma Aldrich)

e tetrahydrofuran (THF, M,, = 72,11 g/mol, Sigma Aldrich)

e toluen (M, =92,14 g/mol, 99,8%, Sigma Aldrich)

e anizol (M, = 108,14 g/mol, 99,7%, bezwodny, Sigma Aldrich)

e wodny roztwor soli fizjologicznej (0,9% NaCl) buforowanej fosforanami (PBS, tabletki,
pH 7,2 — 7,6, Sigma Aldrich)

e deuterowany chloroform (CDCls, M,, = 120,38 g/mol, 99,9%, Sigma Aldrich)

e deuterowana woda (D,0, M,, = 20,03 g/mol, 99,9%, Sigma Aldrich)

1.2. Sprzetiaparatura badawcza
1.2.1. Aparatura

e spektrofotometr FTIR Nicolet 5700 wyposazony w horyzontalng przystawke
transmisyjng firmy Thermo Electron oraz przystawke ttumionego catkowitego odbicia
(ATR) z krysztatem diamentowym (badania kinetyczne i identyfikacja otrzymanych
zwigzkoéw);

e roznicowy kalorymetr skaningowy DSC 6000 firmy Perkin — EImer (badania kinetyczne);

e roznicowy kalorymetr skaningowy DSC1 firmy Mettler Toledo (badania kinetyczne);

e spektrometr NMR Bruker Avance lll 600 pracujgcy z czestotliwosciag 600,27 MHz
(identyfikacja i analiza otrzymanych zwigzkdéw)

e chromatograf zelowy Agilent wyposazony w detektor Rl i detektor wielokagtowego
rozpraszania $wiatta oraz kolumny PSS (Styrogel 105, 103, 102 A) (badania kinetyczne
oraz charakterystyka mas czgsteczkowych otrzymanych polimerdw, oligmeréw);

e skaningowy mikroskop elektronowy Jeol 7001TTLS firmy Akishima (badania morfologii
powierzchni);

e spektroskop korelacji fotondéw Zetasizer Nano ZS firmy Malvern Instrument
(badania wielkosci czastek i -potencjat);

e analizator wielkosci czgstek Zetasizer Ultra firmy Malvern Instruments
(badania wielkosci czastek);

e spektrofotometr diodowy UV/Vis Agilent model 8453 (badanie uwalniania eugenolu);
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e spektrofotometr UV/Vis Jasco V-530 firmy Jasco (badanie uwalniania antybiotykow
oraz strgcania srebra na polimerach gwiazdzistych);
e maszyna wytrzymatosciowa Zwick/Roell Z020 firmy Zwick AG (badania wytrzymatosci

mechanicznej cementdéw kostnych)
1.2.2.  Sprzet laboratoryjny

e waga analityczna firmy Sartorius (doktadnos¢ do 0,1 mg);

e mikrowaga XP6 (doktadnos¢ do 0,1 ug) firmy Mettler — Toledo;

e radiometr DYMAX ACCU-CAL™-50

e wytrzgsarka mechaniczna MS3 digital firmy IKA,;

e suszarka laboratoryjna Memmert SF75 firmy Memmert GmbH + Co. KG

e suszarka prézniowa VD 53 (Binder)

e wyparka préozniowa BUCHI Rotavapor R-205 wyposazona w kontroler prézni Vacuum
Controller V-800 oraz kapiel grzewczg Heating Bath B-490

e lampa UV-LED LC-L1, Hamamatsu

e lampa UV DYMAX BlueWave 50 AS

e termometr z wejsciem na termopare DeltaOHM HD 2108.1
1.3. Metodyka badawcza

1.3.1. Syntezy

1.3.1.1. Synteza modyfikowanych monomerow

o Pochodne eugenolu (EU-DT)
o  Metakrylowa pochodna eugenolu (EU-MAA)

Metakrylan eugenolu (EU-MAA) zsyntetyzowano na drodze estryfikacji Steglicha,
polegajgcej na kondensacji grupy karboksylowej kwasu metakrylowego (MAA) z grupg
hydroksylowg eugenolu (EU). Reakcje prowadzono w dichlorometanie w obecnosci czynnika
kondensujgcego w  syntezie  estrow -  N,N'-dicykloheksylokarbodiimidu  (DCC)
oraz 4-dimetyloaminopirydyny (DMAP) jako katalizatora. W warunkach reakcji zastosowano
nadmiar kwasu metakrylowego. Stosunek molowy reagentow EU i MAA wynosit 1:1,2
(3:1,8868 g). Srodek kondensujacy (DCC) zastosowano w stosunku molowym EU:DCC 1:1,6,
a DMAP dodano w stosunku molowym EU:DMAP 1:1. Mieszanine reakcyjng mieszano
w atmosferze azotu w taini lodowej w temperaturze 0 °C przez 10 minut, a nastepnie
w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Po tym czasie wytrgcony produkt uboczny reakgc;ji,

tj. dicykloheksylomocznik (DCU), usunieto przez filtracje, a powstaty produkt wyizolowano
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za pomocg chromatografii kolumnowej. Otrzymany monomer EU-MAA oczyszczono odparowujgc

rozpuszczalnik na wyparce prézniowe].
o Tiolowa pochodna eugenolu (EU-T2)

Do syntezy merkaptanu eugenolu (EU-T2) wykorzystano reakcje tiol-en, zachodzaca
pomiedzy grupy tiolowg (-SH) 1,2-bis(2-merkaptoetoksy)etanu (T2) i grupa allilowg (C=C)
eugenolu. Reakcje inicjowano w obecnosci fotoinicjatora DMPA pod wplywem Swiatta
emitujgcego promieniowanie z zakresu UV (lampa DYMAX BlueWave 50 AS). Natezenie Swiatta
padajgcego na mieszanine reakcyjng, zmierzone przy uzyciu radiometru, wynosito 6 mW/cm?.
Do reakcji zastosowano réwnomolowy stosunek eugenolu (2,0079 g) do tiolu T2 (2,2239 g).
Mieszanine reagentéw przygotowano w dichlorometanie. Fotoinicjator dodano w ilosci 2 %mas.
w przeliczeniu na mase reagentéw. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej
przez 4 godziny, a jej postep monitorowano metodg spektroskopii ATR-FTIR. Monomer

oczyszczono z rozpuszczalnika przez odparowanie na préozniowej wyparce laboratoryjnej.

. Pochodne ampicyliny

o Synteza PMMA i jego modyfikacja

W pierwszym etapie syntezowano PMMA o masie czgsteczkowej 2000 oraz 7000 stosujac
jako inicjator 2-bromo-N-(2-(2-(2-hydroksyetoksy)etoksy)etoksy)etylo)-2metylopropanoamid
(PEG4Br). W kolbie Shlenka umieszczono anizol oraz MMA, CuBr;, TPMA i PEG4Br w nastepujacym
stosunku molowym sktadnikdéw [PEG4Brlo:[MMA]o:[CuBr;]o:[TPMA], = 1:DP:0,006:0,018,
gdzie DP = 40 lub 140. Przez mieszanine przepuszczano gaz obojetny (N,) przez 20 minut w celu
usuniecia tlenu. Nastepnie przy statym przeptywie gazu obojetnego dodano 1 krople Sn(EH),.
Reakcje prowadzono w temperaturze 65 °C przez 8 godzin (do uzyskania stopnia konwersji

monomeru wynoszacego ok. 50%).

W drugim etapie przygotowane polimery PMMA o budowie liniowej zmodyfikowano
prowadzac reakcje estryfikacji z AMP. W kolbie okragtodennej o pojemnosci 500 ml umieszczono
300 ml DCM, 0,0688 g (0,000197 mol) AMP, 0,0440 g (0,000213 mol) DCC i 0,0241 g
(0,000197 mol) DMAP. Nastepnie umieszczono jg w tazni lodowej i mieszano przez 2 godziny
w celu aktywacji ampicyliny. W kolejnym etapie dodawano kroplami 1,1986 g (0,000164 mol)
przygotowanego  wczesniej roztworu PMMAz e w 20 ml DCM.  Stosunek
AMP:DCC:DMAP:PMMA7000 wynosit 1,2:1,3:1,2:1. Reakcje prowadzono przez 12 godzin
w temperaturze pokojowe]. Mieszanine poreakcyjng przefiltrowano przez bibute filtracyjng w celu
usuniecia powstatego produktu ubocznego dicykloheksylomocznika (DCU). Pozostatosé suszono
przez odparowanie rozpuszczalnika na wyparce laboratoryjnej, a nastepnie ekstrahowano
acetonem, w celu dalszego usuniecia DCU. Modyfikacje PMMAxu0 przeprowadzono zgodnie

z tg sama metodyka.
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o Synteza PMMA z inicjatora ampicylinowego (AMP-PEG4Br)

W pierwszym etapie zmodyfikowano ampicyline inicjatorem PEG4Br. W kolbie
okragtodennej o pojemnosci 500 ml umieszczono 300 ml DCM, 3,64 g (0,0104 mol) AMP, 2,33 g
(0,0113 mol) DCCi 1,27 g (0,0104 mol) DMAP. Nastepnie kolbe umieszczono w fazni lodowej
i mieszano przez 2 godziny w celu aktywacji ampicyliny. Kolejno dodano kroplami przygotowany
wczesniej roztwér zawierajgcy 2,52 g (0,0087 mol) PEGsBr w 20 ml DCM.
Stosunek AMP:DCC:DMAP:PEG4Br wynosit 1,2:1,3:1,2:1. Reakcje prowadzono przez 12 godzin
w temperaturze pokojowej. Mieszanine poreakcyjng przefiltrowano przez bibute filtracyjng
w celu usuniecia powstatego produktu ubocznego dicykloheksylomocznika (DCU).
Pozostatos¢ wysuszono przez odparowanie rozpuszczalnika na wyparce laboratoryjnej,

a nastepnie ekstrahowano acetonem, w celu dalszego usuniecia DCU.

W drugim etapie przeprowadzono synteze PMMA o masie czgsteczkowej 7000 uzywajac
wczesniej przygotowanego AMP-PEG4Br jako inicjatora. W kolbie Shlenka umieszczono anizol,
MMA, CuBr,, TPMA i AMP-PEG,Br w stosunku [AMP-PEG4Br]o:[MMA]o:[CuBra]o:[TPMA]o =
1:140:0,006:0,018. Mieszanine odgazowano przepuszczajgc przez nig gaz obojetny (azot)
przez 10 minut. Przy statym przeptywie gazu obojetnego dodano 1 krople Sn(EH),.
Reakcje prowadzono w temperaturze 65 °C, przez 8 h (do osiggniecia ok. 50% przereagowania

monomeru).
. Synteza metakrylowej pochodnej gadolinu

W kolbie okrggtodennej o pojemnosci 100 ml rozpuszczono 1,101 g (0,00321 mol) Gd(NOs)s
w 40 ml wody, a nastepnie do roztworu dodawano kroplami 1,5 ml roztworu NaOH (2,5 mol/dm?3
— 0,00385 mol) przez 20 minut, przy cigglym mieszaniu. Otrzymany w reakcji Gd(OH)s
przefiltrowano, przeptukano nadmiarem wody i wysuszono w temperaturze 100 °C pod prdznig
przez 12 godzin. Nastepnie w kolbie okragtodennej o pojemnosci 40 ml umieszczono Gd(OH);
(0,199 g - 0,00096 mol), MAA (0,823 g — 0,0096 mol) i H,0 (0,346 g — 0,0192 mol) w stosunku
molowym 1:10:20. Reakcje prowadzono przez 2 godziny, az do catkowitego rozpuszczenia
wszystkich substancji i uzyskania przezroczystego roztworu, ktéry przefiltrowano na gorgco.
Filtrat zawierajacy koncowy produkt przeprowadzonej reakcji (Gd(MAA)s) zatezono destylujac
wode przez 2 godziny. Pozgdany produkt Gd(MAA); wytrgcano w etanolu. Osad przefiltrowano,

przemyto etanolem i suszono przez 12 godzin pod prdéznig.
1.3.1.2. Synteza polidopaminy (PDA)

Hydrochlorek dopaminy rozpuszczono w ultraczystej wodzie Mill-Q w ilosci 5 g/l.
Nastepnie do roztworu dodawano kroplami roztwér NaOH (1 mol/dm?3), przy ciggtym mieszaniu.

Reakcje prowadzono przez 24 godziny w temperaturze pokojowej przy statym mieszaniu.
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Otrzymang polidopamine oczyszczono przez trzykrotne odwirowanie na wiréwce laboratoryjnej

pracujacej z szybkoscig 14 000 obr./min, za kazdym razem ptuczac jg ultraczystg woda.

1.3.1.3. Synteza polimeréw gwiazdzistych

. Synteza podstawowego polimeru gwiazdzistego (STR)

Do syntezy polimeru gwiazdzistego metodg ATRP uzyto nastepujgcy stosunek molowy

reagentow:

[PEG4sMEM]o/[DMAEMA]o/[EGDMA]o/[EBiB]o/[CuBr]o/[CuBr2]o/[HMTETA]o
1/2/1/0,2/0,19/0,01/0,2 (STR)

Do kolby Schlenka dodano PEG4sMEM (M, = 2080, 2,08 g, 1,0 mmol), DMAEMA (337 ul,
2,0 mmol), EGDMA (189 pl, 1,0 mmol), HMTETA (54 pl, 0,2 mmol), CuBr; (2 mg, 0,01 mmol),
metanol (10 ml). Mieszanine reakcyjng poddano procesowi odgazowania poprzez przepuszczanie
gazowego azotu (N,), celem usuniecia rozpuszczonego tlenu, a nastepnie — przy ciggtym
przeptywie N, — do uktadu dodano bromek miedzi(l) (CuBr; 27 mg, 0,19 mmol). Po uszczelnieniu
kolby, cato$¢ umieszczono w faini olejowej utrzymywanej w temperaturze 60 °C,
po czym do uktadu reakcyjnego wprowadzono inicjator etylobromizobutyranianu (EBiB; 29,6 pl,
0,2 mmol) za pomoca strzykawki. W okreslonych odstepach czasu pobierano prébki mieszaniny
reakcyjnej w celu oznaczenia konwersji metodg spektroskopii NMR i masy czgsteczkowej
polimeru metodg GPC. Reakcje zatrzymano po 24 godzinach przez schtodzenie i wystawienie
mieszaniny reakcyjnej na dziatanie powietrza. Produkty koricowe oczyszczano przez 2 dni stosujac
torebke dializacyjng (MWCO 25 kDa) wobec metanolu. Zgodnie z opisang powyzej metodyka,
zsyntezowano dodatkowo trzy inne polimery gwiazdziste, ktére nastepnie wykorzystano
w badaniach zwigzanych z formowaniem nanoczastek srebra (AgNPs). W dwéch z tych struktur
zastosowano jako ramiona PEGSMEM, zapewniajgcy dobre wiasciwosci rozpuszczalnosci
i elastycznosci. Jednoczesnie w kazdej z tych dwéch syntez wykorzystano rézne iloséci DMAEMA —
monomeru zawierajgcego grupy aminowe, ktére mogg koordynowac jony srebra i wspomagac ich
redukcje in situ. Rézna zawartos¢ DMAEMA w strukturze polimeru pozwolita na uzyskanie
materiatdow o zrdznicowanej zdolnosci do stabilizacji i kontroli rozmiaru powstajgcych
nanoczastek, co byto kluczowe dla dalszej oceny ich wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych
oraz przydatnosci w modyfikacji cementéw kostnych. W syntezie polimeréow gwiazdzistych

oznaczonych jako STR_1 — STR_3 zastosowano nastepujace ilosci reagentéw:

1) [PEG4sMEM]o/[DMAEMA]e/[EGDMA]o/[EBiB]o/[CuBrlo/[CuBralo/[HMTETAI
1/4/1/0,2/0,19/0,01/0,2 (STR_1)

2) [PEGoMEM]o/[DMAEMA]o/[EGDMA]o/[EBiB]o/[CuBrle/[CuBr2]o/[HMTETA],
1/2/1/0,2/0,19/0,01/0,2 (STR_2)
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3) [PEGSMEM]o/[DMAEMA]o/[EGDMA]o/[EBiB]o/[CuBr]o/[CuBr2]o/[HMTETA]o
1/4/1/0,2/0,19/0,01/0,2 (STR_3)

. Synteza modyfikowanych polimerdw gwiazdzistych
o Polimery gwiazdziste modyfikowane EU-MAA (STR-D—EU-MAA i STR—EU-MAA)

Polimery gwiazdziste z EU-MAA otrzymano stosujac te samg procedure, co w przypadku
podstawowego polimeru gwiazdzistego, ale w pierwszym przypadku zastgpiono monomer
DMAEMA syntezowanym monomerem EU-MAA, w drugim za$ zastosowano oba monomery
w stosunku molowym DMAEMA:EU-MAA = 1:1. Co wiecej, w celu zwiekszenia stopnia
przereagowania zastosowano metode Gao i wspotpracownikéw [267], ktdéra polega

na wprowadzeniu mieszaniny [EGDM]/[EBiB] po 10 i 24 godzinach prowadzenia syntezy.

Do syntezy polimeru gwiazdzistego metodg ATRP zastosowano nastepujgcy stosunek

reagentow:

1) [PEG4sMEM]o/[DMAEMA]o/[EU-MAA]o/[EGDMA]o/[EBiB]o/[CuBrlo/[CuBr2]o/[HMTETA],
1/2/2/1/0,2/0,19/0,01/0,2 (STR-D—EU-MAA)

2) [PEG4sMEM]o/[EU-MAA]o/[EGDMA]0o/[EBiB]o/[CuBrle/[CuBr2]o/[HMTETA]o
1/2/2/1/0,2/0,19/0,01/0,2 (STR-EU-MAA)

o Polimery gwiazdziste modyfikowane AMP-PMMA (STR-AMP-PMMA)

W kolbie Schlenka umieszczono 1 ml DMF i AMP-PEG;-PMMA {AMP- PEG,-PMMA — 0,892
g (0,129 mmol); AMP- PEGs-PMMAz000 — 1,376 g (0,688 mmol); AMP- PEG4-PMMA700 — 1,656 g
(0,215 mmol)}, a nastepnie dodano 10 ml anizolu, EGDM, DMAEMA oraz CuBr; i TPMA.
Przez mieszanine przepuszczano N; przez 20 minut. Pod statym przeptywem N, dodano EBiB
i Sn(EH),. Reakcje prowadzono w temperaturze 65 °C. Podczas reakcji poobierano,
w  odpowiednich  odstepach czasu, prébki by monitorowaé¢ przebieg reakgcji.
Konwersje monomerdw oznaczono metodg spektroskopii NMR, a mase czasteczkowa polimeru
za pomocg GPC w DMF. Reakcje zatrzymano po 24 godzinach przez schtodzenie i wystawienie
na dziatanie powietrza. Produkty koricowe oczyszczano przez 2 dni stosujac torebke dializacyjng
(MWCO 25 kDa) wobec THF.

Do syntezy zastosowano nastepujacy stosunek molowy reagentow:

[AMP-PEG4-PMMA]o/[DMAEMA]o/[EGDM]o/[EBiB]o/[CuBr2]o/[TPMA]o
1/1/5/0,0012/0,0036/0,01
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o Polimery gwiazdziste modyfikowane Gd(MAA); (STR-Gd(MAA)s)

Do syntezy polimeru gwiazdzistego metodg ATRP zastosowano nastepujgcy stosunek

reagentow:

[PEGasMEM]o/[Gd(MAA)s]o/[EGDM]o/[EBiB]o/[CuBr2]o/[TPMA]o
1/0,1/0,85/0,2/0,00022/0,00066/0,0022

W kolbie Schlenka umieszczono Gd(MAA)s i 1,3 ml DMF, dodano oczyszczony PEG4sMEM
i 7,5 ml toluenu, nastepnie wprowadzono EGDM, CuBr; i TPMA. Przez mieszanine przepuszczano
N, przez 20 minut. Pod statym przeptywem N, dodano EBiB i Sn(EH),. Reakcje prowadzono
w temperaturze 65 °C. Zgodnie z procedurg zaproponowang przez Gao i wspotpracownikéw [267],
w celu zwiekszenia stopnia przereagowania, po 10 godzinach do mieszaniny reakcyjnej dodano
mieszanine EGDM:EBiB w stosunku molowym 0,16:0,04. Nastepnie po 24 godzinach dodano
kolejng porcje mieszaniny [EGDM]/[EBiB] w stosunku molowym 0,21:0,05. W okreslonych
odstepach czasu pobierano prébki by monitorowac przebieg reakcji wykonujgc pomiar masy
czasteczkowej polimeru metodg GPC w DMF. Reakcje zatrzymano po 36 godzinach przez
schtodzenie i wystawienie mieszaniny poreakcyjnej na dziatanie powietrza. Produkty koricowe
oczyszczano przez 2 dni za pomocg worka z membrang dializacyjng 11 (MWCO 25 kDa)

wobec DMF.

1.3.1.4. Otrzymywanie zwigzkéw kompleksowych

. Kompleksy polimerdw gwiazdzistych

Kompleksy otrzymano przez wprowadzenie substancji aktywnej do wodnego roztworu
polimeru gwiazdzistego w odpowiednim stosunku molowym i mieszano w temperaturze
pokojowej przez 24 godziny. Nastepnie roztwory kompleksu zamrazano w temperaturze
-80 °C przez 24 godziny, i liofilizowano w liofilizatorze (CRYODOS-80, Telstar, Hiszpania),
po czym suszono przez 24 godziny pod cisnieniem 0,04 mbar w temperaturze skraplacza -50 °C,

aby uzyska¢ produkt w formie proszku.

o Kompleks STR:EU

Kompleks otrzymano przez wprowadzenie eugenolu do wodnego roztworu

podstawowego polimeru gwiazdzistego w stosunku molowym STR:EU = 1:20.

o Kompleks STR:AMP

Kompleks otrzymano przez wprowadzenie AMP do wodnych roztworéw STR

oraz STR—-EU-MAA w stosunku molowym STR/STR—EU-MAA:AMP = 1:7.
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o  Kompleks STR:RIF

Kompleks otrzymano przez wprowadzenie RIF do wodnych roztworéw STR
oraz STR—-EU-MAA w stosunku molowym STR/STR—EU-MAA:RIF = 1:5.

o Kompleks STR-AgNPs

Kompleksy STR—AgNPs przygotowano w nastepujacych rozpuszczalnikach: etanol (EtOH),
mieszaninie etanol:aceton (EtOH-Ace) (w stosunku wagowym 4:1) oraz woda:aceton (H,0O-Ace)
(w stosunku wagowym 4:1). Polimery gwiazdziste (STR oraz STR—D—-EU-MAA) rozpuszczono
w stezeniu 4 mg/ml odpowiedniego rozpuszczalnika. Do roztworu polimeru gwiazdzistego dodano
0,35 M roztwér AgNOs w odpowiednim rozpuszczalniku. Stosunek monomeru DMAEMA do jonéw
Ag" wynosit 1:1. Kolby byty przechowywane w ciemnosci. Postep redukcji kontrolowano metoda

spektroskopii UV-Vis. Otrzymane STR—AgNP wysuszono pod prdznig.
. Kompleks z Captisol®

Kompleks Captisol®:eugenol (CP:EU) otrzymano przez zmieszanie wodnego roztworu
Captisol® (CP, 197,595 mg w 2 ml wody) z etanolowym roztworem eugenolu (EU, 15 mg
(14,058 pl) w 200 pl EtOH) w stosunku molowym CP:EU 1:1. Mieszanie prowadzono
przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie roztwory komplekséw zamrazano
w temperaturze -80 °C przez 24 godziny i liofilizowano w liofilizatorze (CHRIST ALPHA 1-2 LO,
Martin Christ, Niemcy), po czym suszono przez kolejne 24 godziny pod cisnieniem 0,04 mbar

i w temperaturze skraplacza -50 °C w celu uzyskania produktu w formie proszku.
1.3.1.5. Synteza cementow kostnych
o Kompozycja opracowana w ramach niniejszej pracy

Do celéw badawczych przygotowano autorskg kompozycje cementu kostnego sktadajgca
sie, podobnie jak komercyjne cementy z dwodch faz, tj. fazy ciektej zawierajacej mieszanine
odpowiednich monomeréw oraz fazy proszkowej zawierajacej mieszanine kopolimerow.
Faze ciekta (L) przygotowano przez zmieszanie monomeréw: HEMA (70 %mas.), MMA (15 %mas.)
i TEGDM (15 %mas.). Kolejnym etapem byto dodanie do mieszaniny monomerdéw czynnika
redukujgcego ukfadu inicjujgcego DMA w ilosci 0,50 %mas., 0,83 %mas. lub 1,17 %mas.
Stezenie DMA obliczono w stosunku do masy fazy ciektej kompozycji cementu kostnego, tj. masy
monomerdw. Mieszaniny homogenizowano w wytrzgsarce mechanicznej MS 3 digital
(IKA, Staufen im Breisgau, Niemcy) w celu uzyskania jednorodnych kompozycji. Faze proszkowa
(P) przygotowano oddzielnie, mieszajgc kopolimery metakrylowe w stosunku wagowym 80:20
(K1:K2), a nastepnie dodajac nadtlenek benzoilu BPO (inicjator) w nastepujgcych ilosciach:

0,3 % mas., 0,7 % mas. i 1 % mas. w stosunku do masy fazy ciektej. Aby uzyska¢ probke
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utwardzonego cementu kostnego do dalszych badan, faze proszkowa mieszano z fazg ciekty
w stosunku masowym 1:1,25. Niniejszg procedure stosowano do uzyskania wszystkich prébek
cementu. Dodatki wprowadzano w odpowiednich ilosciach do fazy ciektej (eugenol, pochodne
eugenolu) lub fazy proszkowej (antybiotyki, polimery gwiaZzdziste, kompleksy, polidopamina,
Gd(MAA)3) cementu kostnego w miejsce monomerdw/kopolimerdw, przy niezmienionych

stosunkach masowych sktadnikdéw.
. Komercyjne cementy kostne

Prébki komercyjnych cementdéw kostnych przygotowano zgodnie z zaleceniami producenta.
Faze proszkowg (P) mieszano z fazg ciektg (L) w stosunkach: Palacos R — 2,13:1; Palacos R+G —
2,13:1; Refobacin Plus — 2,39:1; Copal G+C — 2,27:1. Dodatki wprowadzano w odpowiednich
ilosSciach do fazy proszkowej (polimery gwiazdziste, kompleksy, polidopamina, Gd(MAA)s)

w miejsce polimerdw, nie zmieniajgc stosunku P:L.
1.3.2.  Charakterystyka otrzymanych materiatow
1.3.2.1. Spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera — FTIR

Widma w podczerwieni wykonano metodg spektroskopii w podczerwieni z transformacja
Fouriera na aparacie Nexus Nicolet 5700 (FTIR, Thermo Electron Scientific Instruments
Corporation, Madison, WI, USA) metodg transmisyjng lub ttumionego catkowitego odbicia (ATR)
w temperaturze pokojowej w zakresie liczb falowych 4000-600 cm™ i rozdzielczosci 4 cm™
przy 64 skanach. Wykonano widmo tta, a nastepnie na krysztale diamentu przystawki umieszczano
badane prébki cementu kostnego przed lub po procesie utwardzania w postaci dysku, proszku
lub ciektej i wykonywano pomiar. Analizowano konwersje monomeréw w trakcie utwardzania,
a takze zmiany chemiczne spowodowane wprowadzeniem dodatkéw. Ponadto, analizowano
skutecznos¢ procesu kompleksowania substancji aktywnych przez polimery gwiazdziste.
W przypadku syntezy eugenolu modyfikowanego monomerem tiolowym T2, tj. EU-T2, mieszanine
reakcyjng naktadano miedzy ptytki KBr, ktdre nastepnie umieszczano w komorze pomiarowej
aparatu celem wykonania analizy metoda transmisji. Prowadzone badanie pozwolito ocenic¢

postep reakcji modyfikacji eugenolu.
1.3.2.2. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jagdrowego — NMR

Widma NMR monomeréw eugenolowych zarejestrowano w temperaturze 25 °C
za pomoca spektrometru Agilent DD2 800 wyposazonego w 5 mm gtowice sondy *H{*3C/**N}
i pracujgcego przy czestotliwosci rezonansowej 799,677 i 201,097 MHz odpowiednio dla H i 3C.
Przesuniecia chemiczne skalibrowano w odniesieniu do piku resztkowego rozpuszczalnika (CDCls:

7,26 ppm dla H, 77,16 ppm dla 3C). Rezonanse zostaty przypisane na podstawie eksperymentéw
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14, BC i 2D 'H-'H COSY (dwuwymiarowa korelacyjna spektroskopia NMR, ang. correlation
spectroscopy), H-13C HSQC (heteronuklearna spektroskopia korelacji pojedynczych kwantéw,
ang. heteronuclear single quantum coherence) i *H-3C HMBC (heteronuklearna spektroskopia
korelacji wigzan wielokrotnych, ang. heteronuclear multiple-bond correlation spectroscopy).

Wyniki przetworzono w programie Mnova NMR.

Widma 'H NMR dla polimeréw gwiaZzdzistych oraz monomeréw na bazie ampicyliny
uzyskano za pomocg spektrometru Bruker Avance Il 600 pracujgcego przy czestotliwosci
600,27 MHz. Szeroko$¢ impulsu 'H NMR 90° wynosita 18 ps, opdznienie relaksacji 10 s,
czas akwizycji 2,73 s. Widma prébek polimerowych mierzono przy co najmniej 64 skanach.
Wszystkie prébki zarejestrowano w temperaturze 25 °C przy uzyciu CDCls i DO
jako rozpuszczalnika. Widma 2D *H-'H NOESY NMR (spektroskopia jadrowego efektu Overhausera,
ang. nuclear Overhauser effect spectroscopy) roztworu wodnego STR:EU uzyskano na tym samym
urzadzeniu z oknem widmowym 4096 Hz w osiach czestotliwosci f; i f. Skumulowano 16 skandéw
w 512 przyrostach t; (czas ewolucji) z opdznieniem relaksacji wynoszacym 5 s. Czasy mieszania
stosowane w pomiarach wahaty sie w zakresie 100-1100 ms. Eksperymenty dyfuzji *H PFG (DOSY)
przeprowadzono przy uzyciu spektrometru Bruker Avance Ill 600 MHz NMR z uzyciem gtowicy
DiffBB i wzmacniaczy gradientowych 40 A. Site gradientu zmieniano co najmniej w 8 krokach.
W celu skorygowania efektéw konwekcji zastosowano sekwencje Pulsed Field Gradient
Double-Stimulated Echo. Czas gradientu impulsu & wynosit 1 ms, a czas dyfuzji A wahat sie

od 20 do 70 ms [268]. Wyniki przetworzono w programie TopSpin 4.0.5 i Dynamic Center 2.7.
1.3.2.3. Chromatografia zelowa (GPC)

Masy czasteczkowe (M) i dyspersyjnos¢ (P) polimeréw gwiazdzistych oraz polimeréw
liniowych mierzono wzgledem wzorcéw poli(metakrylanu metylu) (PMMA) metodg
chromatografii zelowej (GPC) przeprowadzonej z uzyciem chromatografu zelowego (GPC) firmy
Agilent z THF oraz DMF jako eluentem. Chromatograf GPC byt wyposazony w Rl i detektor
wielokatowego rozpraszania $wiatta (MALS) oraz kolumny PSS (Styrogel 105, 103, 102 A)
w temperaturze 35 °C (THF) oraz 50 °C (DMF) i natezeniu przeptywu 1 ml/min.

1.3.2.4. Chromatografia gazowa (GC)

Stopien przereagowania monomerdéw (p) podczas prowadzenia syntezy polimerdw
gwiazdzistych badano metodg chromatografii gazowej GC-FID (HP 5890Il) z uzyciem autosamplera
i detektora ptomieniowo-jonizacyjnego (FID). Objetos$é nastrzyku wynosita 1 pl, a temperature
dozownika i detektora ustawiono na 250 °C. Chromatograf wyposazono w kolumne MTX-5
(Restek, USA). Analize przeprowadzono z uzyciem helu jako gazu nosnego przy przeptywie

1,75 ml/min. Poczatkowa temperatura kolumny wynosita 60 °C (utrzymywana przez 3 min),
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a nastepnie wzrastata z szybkoscig 20 °C/min do 200 °C. Jako wzorzec wewnetrzy stosowano
anizol, toluen lub DMF, a stopien przereagowania monomeru wyznaczano ze wzoru (5).
a4

by =by g, (5)

=100-
p b,

gdzie p — stopien przereagowania monomeru w %, b; — wysoko$¢ sygnatu monomeru przed
polimeryzacja, bz, - wysokos¢ sygnatu monomeru w prébce po czasie t procesu polimeryzacji,
a; — wysokos¢ sygnatu wzorca w probce przed polimeryzacja, a; - wysokos¢ sygnatu wzorca

w prébce po czasie t procesu polimeryzacji.
1.3.2.5. Dynamiczne rozpraszanie Swiatta (DLS)

Srednig $rednice, rozktad wielkosci czastek (wskainik polidyspersyjnosci, PDI),
a takze potencjat { kompleksu CP:EU zmierzono metoda spektroskopii korelacji fotonéw (PCS)
za pomocg aparatu Zetasizer Nano ZS (Malvern Instrument, Malvern, U.K.) w temperaturze 25 °C
w ultraczystej wodzie. Pomiary przeprowadzono pod kagtem 173° w stosunku do wigzki padajace;j
w temperaturze 25 + 1 °C dla kazdej prébki dyspersyjnej. Dekonwolucje zmierzonej krzywej
korelacji do rozktadu wielkosci intensywnosci uzyskano za pomocg nieujemnego algorytmu
najmniejszych kwadratéow. Wartosci potencjatu { wyznaczono przy uzyciu urzadzenia Zetasizer
Nano ZS Malvern Instrument wyposazonego w laser He-Ne o mocy P = 4,0 mW i dtugosci fali
A =633 nm. Wyniki podano jako srednig z trzech oddzielnych pomiaréw w trzech réznych partiach

+ odchylenie standardowe (SD).

Srednig $érednice oraz rozktad wielkosci czastek polimeréw gwiazdzistych okreslono
przy uzyciu Zetasizer Ultra (Malvern Instrument, Malvern, U.K.) w temperaturze 25 °C w wodzie
oraz chloroformie (podstawowy polimer gwiazdzisty i z eugenolem), THF (polimer gwiazdzisty
z AMP) lub DMF (polimer gwiazdzisty z gadolinem) jako rozpuszczalnik. Prébki rozciericzono przed

pomiarem do stezenia ~10 mg/ml.
1.3.2.6. Spektroskopia UV-Vis

Badania uwalniania srodkéw antybakteryjnych z cementdw kostnych prowadzono metodg
spektroskopii UV-Vis. Modyfikowane cementy kostne w ksztatcie cylindrow o wymiarach 12 mm
wysokosci i 6 mm srednicy umieszczano w 5 ml odpowiedniej mieszaniny. W przypadku cementéw
kostnych modyfikowanych eugenolem lub kompleksem CP:EU jako mieszanine stosowano sdl
fizjologiczng (NaCl 0,9% w/w, FS) z dodatkiem etanolu (50% w/w, EtOH), przy czym stosunek
objetosciowy FS:EtOH wynosit 1:1. Natomiast w przypadku cementéw kostnych modyfikowanych
gentamycyng i ryfampicyng jako mieszanine stosowano wodny roztwér soli fizjologicznej
(0,9% NaCl) buforowanej fosforanami (PBS). Uwalnianie lekéw prowadzono w temperaturze

37 £ 0,1 °C. W ustalonych odstepach czasu pobierano 1 ml medium i analizowano za pomoca
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spektroskopii UV-Vis na spektrofotometrze diodowym Agilent model 8453 przy uzyciu kuwet
kwarcowych o dtugosci Sciezki 1 cm w temperaturze 25 °C (EU i CP:EU) oraz na spektrofotometrze
Jasco V-530 przy uzyciu kuwet kwarcowych o dtugosci drogi optycznej 0,2 i 1 cm, w temperaturze
25 °C (odpowiednio dla gentamycyny i ryfampicyny). Uwolniong ilo$¢ leku obliczano na podstawie

wczesniej sporzgdzonej krzywej kalibracyjnej.

Ponadto, spektroskopie UV-Vis stosowano do badania kinetyki strgcania nanoczgstek
srebra na polimerach gwiazdzistych. Zastosowano aparat spektrofotometr Jasco V-530, kuwety
kwarcowe o dtugosci drogi optycznej 0,1 cm. Pomiar prowadzono w temperaturze 25 °C, a widmo

roztworu STR—AgNPs analizowano w zakresie dtugosci fal 300-600 nm.
1.3.2.7. lzotermiczna réznicowa kalorymetria skaningowa (DSC)

Metodg rdznicowej kalorymetrii skaningowej badano kinetyke polimeryzacji
syntezowanych cementéw kostnych. W tym celu tuz przed pomiarem mieszano faze proszkowa
z fazg ciekta, a nastepnie mieszanine wprowadzono do naczynka DSC w ilosci 23 + 2 mg (odwazane
na mikrowadze Mettler Toledo). Nastepnie naczynko DSC umieszczano w komorze aparatu DSC
wraz z pustym naczynkiem jako odniesieniem i przemywano gazem obojetnym (Ar) z szybkoscia
przeptywu gazu wynoszgcg 20 ml/min. Czas od rozpoczecia mieszania do umieszczenia naczynka
z probka w aparacie DSC wynosit jedng minute. Gaz obojetny przepuszczano przez komore aparatu
przez jedng minute przed i przez caty czas trwania pomiaru. W ten sposéb pomiary DSC
rozpoczynano za kazdym razem po dwdch minutach od rozpoczecia mieszania fazy ciektej z fazg
proszkowgq. Badanie przeprowadzano na urzadzeniu DSC 6000 (Perkin-Elmer, Waltham, MA, USA)
w warunkach izotermicznych (25 °C). Strumien ciepta reakcji, W/g, rejestrowano w funkcji czasu
prowadzenia pomiaru, az do uzyskania statej wartosci mierzonego parametru. Szybkos¢ reakcji

(Rp = dx/dt) obliczano na podstawie szybkosci wydzielania ciepta (d(AH)/dt) z rdwnania (5).

_ 1 d(aH)
PAH; dt

(6)

gdzie AHr oznacza catkowitg entalpie reakcji. Stopien konwersji wigzan nienasyconych C=C
monomerdw obliczono catkujgc obszar pomiedzy termogramami DSCii linig bazowa. Linie bazowg
otrzymano dla pomiaru prébki po przeprowadzeniu procesu polimeryzacji, gdy podczas reakcji nie
zaobserwowano zadnych zmian temperatury. Do obliczenia szybkosci polimeryzacji i stopnia
konwersji wigzan nienasyconych C=C przyjeto ciepto polimeryzacji jednej grupy metakrylowe;j
rowne 56 kJ/mol [57], a addycji tiol-en 82,5 kJ/mol [269]. Wszystkie eksperymenty

przeprowadzono co najmniej trzykrotnie, a ich powtarzalno$¢ wynosita okoto * 3%.

Dla cementéw kostnych modyfikowanych pochodnymi eugenolu przeprowadzono

rowniez pomiary nieizotermiczne w celu oszacowania ilosci nieprzereagowanych monomeréw,
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pozostatych w cemencie kostnym po 24 godzinach od zmieszania jego sktadnikow. W tym celu,
po zmieszaniu sktadnikow cementu kostnego, probke mieszaniny (m = 20 mg) umieszczono,
podobnie jak w pomiarach izotermicznych, w naczynku DSC i zmierzono ciepto reakcji
polimeryzacji, ogrzewajgc probke w zakresie temperatur 25 — 180 °C, z szybko$cig ogrzewania
5 °C/min. Nastepnie probke umieszczono w suszarce laboratoryjnej w temperaturze 36,6 °C.
Po 24 godzinach od wymieszania sktadnikdw, naczynko DSC z prébka ponownie umieszczono
w komorze aparatu DSC i przeprowadzono pomiar w tych samych nieizotermicznych warunkach.

llo$¢ nieprzereagowanego monomeru okreslono na podstawie réwnania (6).

Hy

nieprzereagowany monomer = - 100% (7)

tot
gdzie nieprzereagowany monomer to procent nieprzereagowanego monomeru pozostatego
w cemencie kostnym po 24 godzinach utwardzania prébki, H: to ciepto reakcji polimeryzacji

po 24 godzinach, H:: to catkowite ciepto reakcji polimeryzacji.
1.3.2.8. Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)

Morfologie cementéw kostnych badano przy uzyciu skaningowego mikroskopu
elektronowego JEOL 7001 F SEM (Akishima, Tokio, Japonia, detektor SEI, napiecie przyspieszenia
7 kV). Prébki o wymiarach 1 x 2 mm pokryto powtoka ztota metodg napylania jonowego i poddano

obrazowaniu.
1.3.2.9. Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

Pomiary za pomocg transmisyjnego mikroskopu elektronowego przeprowadzono przy
uzyciu mikroskopu JEM-1400 (JEOL, Tokio, Japonia) przy napieciu przyspieszajgcym 120 kV.
Roztwory wodne polimerdw przygotowano z proszkéw i rozcienczono w stosunku 1:100.
Prébki naniesiono na dostepng w handlu siatke Cu Lacey bez formvaru i wysuszono na powietrzu

w temperaturze pokojowej.
1.3.2.10. MRI

Pomiary prowadzono na skanerze MRI Agilent 9,4 T z wykorzystaniem cewki
nadawczo-odbiorczej Milipede 40 o S$rednicy 40 mm. Obrazy wazone gestoscig spinowg
oraz czasami T; wykonano z wykorzystaniem techniki echa spinowego za pomocg sekwencji SEMS

(ang. Single Echo Multi Slice) stosujgc nastepujgce parametry:

Obrazy cementow kostnych

e Pole widzenia - FOV (Fiel of View) - 10 x 10 mm
e Matryca 64x64
e (Czas repetycji - T,- 50 ms / 500 ms
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e C(Czasecha-Te-9,63ms

e Usrednienia- Av- 16

e Puste skany - dummy scans - 16

e Liczba warstw -slices - 3

e grubos¢ warstwy - thicknes - 2mm

Obrazy cementow kostnych w otoczeniu wodnym

e Pole widzenia - FOV (Fiel of View) - 25 x 25 mm
e Matryca 128x128

e Czas repetycji- Tr - 50 ms / 1000 ms / 1500ms
e C(Czasecha-Te-1,63ms

e Usrednienia-Av-16/1

e Puste skany - dummy scans - 16

e Liczba warstw -slices - 3

e grubos¢ warstwy - thicknes - 2mm

1.3.2.11. Czas wigzania cementu kostnego i maksymalna temperatura

Przebieg procesu utwardzania cementéw kostnych charakteryzowano okreslajgc
maksymalng temperature (Tmex) OsSiggang przez cement w trakcie procesu utwardzania
(polimeryzacji), temperature wigzania (Ts:) i czas wigzania (ts:). Czas wigzania, jak podano
w rozdziale 2.3.1. Parametry utwardzania cementu, definiuje sie jako czas potrzebny
do osiggniecia temperatury posredniej miedzy temperaturg otoczenia a temperaturg
maksymalng, czyli T.:. Zgodnie z normg ISO 5833:2002 temperature wigzania obliczano

na podstawie réwnania (1).

W celu wykonania pomiaru mieszano ze sobg faze proszkowg z fazg ciektg, a nastepnie
wprowadzano do formy z politetrafluoroetylenu (PTFE), wykonanej zgodnie z norma
ISO 5833:2002. Termopare umieszczono na wysokosci 3 + 0,5 mm powyzej wewnetrznej
powierzchni podstawy formy i temperature mierzono w funkcji czasu do momentu, gdy spadta
o 5 °C po osiggnieciu wartosci maksymalnej, tj. Tmax. Wartosé t.: dla kazdej probki wyznaczano

z doktadnoscig do 5 s, a nastepnie obliczono $rednig i zaokraglono do najblizszych 15 s.
1.3.2.12. Wytrzymatosc na sciskanie (o)

Badania wytrzymatosci mechanicznej przeprowadzono zgodnie z norma ISO 5833:2002.
Przygotowang mieszanine fazy proszkowej i ciektej cementu kostnego umieszczono
w cylindrycznych formach z tworzywa sztucznego (PTFE) o wymiarach: 12 mm wysokosci i 6 mm
Srednicy. Proces utwardzania przeprowadzano w suszarce laboratoryjnej (Memmert SF75,
Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Niemcy) przez 1 godzine w temperaturze 36,6 °C i state]
wilgotnosci (30%). Nastepnie uzyskany cement kostny wyjeto z formy i pozostawiono w suszarce
na kolejne 23 godziny. Zatem, 24 + 2 godziny po zmieszaniu dwdch faz (proszku i ptynu) cementu,

uzyskane probki poddano testom wytrzymatos$ci na sciskanie na maszynie wytrzymatosciowej
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Zwick/Roell Z020 (Zwick AG, Ulm, Niemcy). Zastosowano statg predkosé trawersy 22,5 mm/min.
Pomiar przeprowadzono do momentu pekniecia prébki i powtdrzono co najmniej pieé razy.
Uzyskane wyniki wytrzymatosci na Sciskanie i modutu Younga przeliczono przy uzyciu programu

komputerowego dedykowanego dla maszyny wytrzymatosciowej Zwick/Roell Z020.
1.3.2.13. Badania antybakteryjne

Przygotowang mieszanine fazy proszkowej i ciektej cementu kostnego umieszczono
w cylindrycznych formach z tworzywa sztucznego (PE) o wymiarach: wysokos¢ 2 mm,
srednica 8 mm. Masa uzyskanych probek w formie dyskéw wynosita 0,38 + 0,02 g. Proces
utwardzania przeprowadzono zgodnie z procedurg stosowang dla prébek do badan wytrzymatosci

na Sciskanie.

Ocene zywotnosci komadrek przeprowadzono z wykorzystaniem szczepu bakterii E. coli,
uprzednio inkubowanego przez 24 godziny w bulionie odzywczym w temperaturze 30 °C.
Nastepnie zawiesine bakterii odwirowano (10 minut, 20 °C, 4000 g) i przemyto oraz zawieszono
w minimalnym podtozu mineralnym do uzyskania gestosci optycznej ODeoo = 0,1. Prébki cementu
w formie dyskéw umieszczono w zawiesinie bakteryjnej (2,5 ml) w probdéwkach typu falcon
i inkubowano w temperaturze 30 °C. Po uptywie 1, 24, 48 oraz 72 godzin pobierano po 100 pl
zawiesiny, ktorg nanoszono do ptytek 6-dotkowych, po czym dodawano 10 pl wskaznika
fluorescencyjnego (Alamar Blue®, Thermo Fisher, Niemcy). Pomiary fluorescencji (ekscytacja:
520 nm, emisja: 580-640 nm) prowadzono po 45 minutach, 1 godzinie, 1,5 godziny

oraz 24 godzinach z uzyciem czytnika ptytek GlowMax (Promega, Niemcy).

Kinetyka wzrostu i zywotnos$¢ bakterii: prébki cementéw kostnych z eugenolem w formie
dyskow, po 24 godzinach, wysterylizowano przy uzyciu lampy UV przez 1 godzine. Nastepnie kazda
probke umieszczono w pojedynczym dotku ptytki 6-dotkowej, do ktérego dodano 7 ml pozywki LB
zawierajgcej komorki Staphylococcus aureus oraz Escherichia coli o gestosci optycznej ODszo nm
wynoszacej 0,1. Ptytke umieszczono w inkubatorze w temperaturze 37 °C, prowadzac inkubacje
przy ciggtym mieszaniu (230 obr./min). Gesto$¢ optyczng zawiesin mierzono co godzine przez
pierwsze 7 godzin, a nastepnie po 24 i 48 godzinach, przy uzyciu czytnika mikroptytek, w celu oceny

wzrostu i zywotnosci bakterii.

Witasciwosci przeciwbakteryjne cementu kostnego niemodyfikowanego oraz cementéw
modyfikowanych polidopaming (PDA) w ilosciach 0,1%, 0,2%, 0,5% i 1% masowych oceniano
wobec szczepu Staphylococcus aureus pochodzgcego z kolekcji ATCC (ang. american type culture
collection). Do hodowli bakteryjnej zastosowano 15 pul zapasu glicerolowego bakterii,
ktory zaszczepiono do 10 ml pozywki LB Miller, a nastepnie inkubowano przez noc w temperaturze
37 °C na wytrzasarce orbitalnej ustawionej na 230 obr./min. Po inkubacji nocnej, 200 ul hodowli
bakterii przeniesiono do probéwek zawierajgcych 5 ml pozywki LB Miller i prowadzono inkubacje

przez kolejne 2 godziny w identycznych warunkach. Po tym czasie do probdwek wprowadzono
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probki cementéw kostnych — niemodyfikowanych oraz modyfikowanych PDA w rdznych

stezeniach (0,1 — 1 %mas.). Hodowle kontynuowano w tych samych warunkach.

Prébka kontrolng byta hodowla bakterii S. aureus prowadzona bez dodatku cementu.
Gestos$¢ optyczng zawiesin mierzono przy dtugosci fali 600 nm (ODeoo), co godzine przez pierwsze
7 godzin, a nastepnie po 24 godzinach. W celu wyeliminowania wptywu cementéw kostnych
na pomiary gestosci optycznej, wynikajagcego z rozpraszania $wiatta przez zawiesing,
przygotowano prébki kontrolne (tzw. $lepg probe, blank) — zawierajgce pozywke LB oraz cement
kostny w odpowiednim stezeniu, ale bez bakterii. Gestos¢ optyczng tych prébek odejmowano
od wartosci uzyskanych w prébkach badawczych zawierajgcych bakterie. Wszystkie pomiary

wykonano trzykrotnie (n = 3).
1.3.2.14. Hodowla komérkowa in vitro

Linie ludzkich komdrek watrobowych (HEP2G) pozyskano z ATCC. Komoérki hodowano
w minimalnej pozywce niezbednej Eagle’a (ang. Minimum Essential Medium Eagle, EMEM,
Sigma-Aldrich), suplementowanej 10% surowicg ptodowa bydlecg (FBS, Sigma-Aldrich),
1% niezbednych aminokwaséw (Sigma-Aldrich), 1% pirogronianu sodu (Sigma-Aldrich)
oraz 1% antybiotykow (penicylina 100 pg/ml, streptomycyna 100 pg/mL, Sigma-Aldrich).
Hodowle prowadzono w standardowych warunkach hodowli komérkowej — w atmosferze
nawilzonej, zawierajgcej 5% CO,, w temperaturze 37 °C — az do osiaggniecia 85% pokrycia naczynia
hodowlanego przez komorki, tj. konfluencji. Komarki przenoszono (pasazowano) przy uzyciu

roztworu trypsyny/EDTA w stosunku 1:6.
1.3.2.15. Test zywotnosci komoérek

W celu oceny cytotoksycznos$ci zastosowano test WST-1. Komorki wysiano w ilosci 6x103
komorek na studzienke 96-dotkowej ptytki i inkubowano przez noc. Prébki cementdw kostnych —
niemodyfikowanych oraz modyfikowanych PDA (0,1%, 0,2%, 0,5% i 1%) — inkubowano w 6 ml
pozywki EMEM przez noc w temperaturze 37 °C. Nastepnego dnia 100 pl tej pozywki, zawierajacej
wytugowane sktadniki cementu, przeniesiono do hodowanych komodrek i inkubowano

przez 24 godziny.

Po inkubacji, do kazdej studzienki dodano 10 ul odczynnika WST-1 i pozostawiono
na 120 minut w warunkach standardowej hodowli. Komdrki traktowane 50% roztworem DMSO
(obj./obj.) stanowity kontrole pozytywng, natomiast komorki niepoddane dziataniu cementu —
kontrole negatywng. Absorbancje mierzono przy dtugosci fali 450 nm z odniesieniem do 620 nm,
za pomocg czytnika mikroptytek (Anthos Zenyth 340rt). Przed pomiarem kazdg ptytke wytrzgsano
orbitalnie przez 30 sekund. Zywotno$¢ komérek [%] obliczono wzgledem kontroli negatywne;.

Dane przedstawiono jako srednie * odchylenie standardowe z trzech niezaleznych powtdrzen.
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Czes$¢ badan prowadzonych w ramach pracy wykonano we wspodtpracy z dr hab. inz.
Wojciechem Smutkiem z Politechniki Poznanskiej (badania antybakteryjne), dr Rafatem Konefatem
z Instytutu Chemii Makromolekularnej, CAS, Praga, Czechy (badania NMR), dr hab. inz. Bartoszem
Grzeskowiakiem z Centrum NonoBioMedycznego Uniwersytetu Adama Mickiewicza
(badania antybakteryjne), dr inz. Katarzyng Fiedorowicz z Centrum NonoBioMedycznego
Uniwersytetu Adama Mickiewicza (badania antybakteryjne, hodowla komdrkowa in vitro oraz test
zywotnosci komérek), dr Tomaszem Zalewskim z Centrum NonoBioMedycznego Uniwersytetu
Adama Mickiewicza (badania MRI) oraz dr hab. inz. Katarzyng Bielicka-Daszkiewicz z Politechniki
Poznanskiej (chromatografia gazowa), a takze we wspédtpracy z zespotem badawczym profesora
Matyjaszewskiego z Uniwersytetu Carnegie Mellon, Pittsburgh, USA (synteza polimerdw
gwiazdzistych modyfikowanych AMP-PMMA oraz analiza metodg chromatografii zelowej (GPC))
oraz dr Antonino Mazzaglia z Instytutu Badan Materiatéw Nanostrukturalnych, CNR, Mesyna,

Wtochy (badania nad cementami kostnymi z eugenolem i kompleksem CP:EU).
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2. Wyniki i dyskusja

Na podstawie przegladu literaturowego okreslono kierunki prowadzonych badan
nad modyfikacja cementéw kostnych polimerami gwiazdzistymi modyfikowanymi czynnikami
antybakteryjnymi, kontrastujgcymi czy wptywajgcymi na proces uwalniania i integracji
komodrkowej. W tym celu przeprowadzono modyfikacje czynnikdw antybakteryjnych
i kontrastujgcego, aby umozliwi¢ ich wbudowanie w strukture polimeru gwiazdzistego.
Zastosowano szereg reakcji przebiegajgcych zgodnie z mechanizmem estryfikacji Steglicha, reakcji
tiol-en, kontrolowanej polimeryzacji zyjacej ATRP i polimeryzacji rodnikowej. Modyfikowane
reagenty wprowadzono nastepnie do cementdéw kostnych, aby uzyska¢ materiaty o pozadanych
wtasciwosciach antybakteryjnych, kontrastujgcych, mechanicznych, charakteryzujgcych sie
odpowiednimi parametrami utwardzania. W ponizszych rozdziatach przedstawiono kolejno

podejmowane kroki w celu weryfikacji hipotez postawionych w niniejszej pracy.
2.1. Syntezy
2.1.1. Synteza modyfikowanych monomeréw

W ramach niniejszej pracy prowadzono modyfikacje cementu kostnego czynnikiem
antybakteryjnym naturalnego pochodzenia, tj. eugenolem. Jest to olejek eteryczny
o wiasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych i przeciwgrzybiczych. Przy wyborze tego zwigzku
kierowano sie mozliwoscig uzyskania materiatu antybakteryjnego bez potrzeby stosowania
antybiotykéw. Te ostatnie, jak wiadomo, ze wzgledu na zbyt czeste ich stosowanie,
majg coraz bardziej ograniczone wtasciwosci z powodu lekoopornosci drobnoustrojow.
Dodatkowo nadmierne ich stosowanie spowodowato zanieczyszczenie srodowiska substancjami
aktywnymi, co ma wptyw na organizmy zyjace na planecie, jak réwniez na stan wod.
Préoba zastgpienia antybiotykdw, czy zmniejszenia ich dawki w danym s$rodku leczniczym,
zwigzkami pochodzenia naturalnego jest aktualnie szeroko testowana, a jej powodzenie moze sie
przyczyni¢ do poprawy zdrowia pacjentow, jak rowniez do poprawy jakosci Srodowiska.
Powodzenie takiego podejscia ma zatem istotne znacznie dla rozwoju nauki przyjaznej
srodowisku. Dodatkowo podjeto sie réwniez modyfikacji antybiotyku w celu uzyskania koniugatu
polimer — lek, co mogtoby pozwolié¢ na uzyskanie materiatu o jego kontrolowanym uwalnianiu
dzieki degradacji labilnego wigzania antybiotyk-polimer, jak rowniez czynnika kontrastujgcego —
gadolinu, zwigzanie ktdérego z cementem umozliwitoby jego obrazowanie metodg MRI w razie

potrzeby, bez dodatkowego wprowadzania srodkéw kontrastujgcych do organizmu pacjenta.

Wprowadzenie kazdej dodatkowe] substancji, w tym czynnika leczniczego, do akrylowego
cementu kostnego zwykle powoduje pogorszenie jego witasciwosci, gtdwnie odpornosci
mechanicznej. Podobnie wprowadzenie eugenolu do cementu kostnego wywotato pogorszenie

wtasciwosci mechanicznych produktu, ale pozytywnie wptyneto na obnizenie temperatury
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maksymalnej utwardzania, co przedstawione zostanie w dalszej czesci pracy, rozdz. 2.3.1. Eugenol.
Stad w ramach pracy zaproponowano modyfikacje eugenolu zwigzkami posiadajacymi grupy
reaktywne w procesie faficuchowej polimeryzacji rodnikowej lub stopniowej polimeryzacji tiol-en.
Kowalencyjne wbudowanie eugenolu w strukture cementu moze zapobiec pogorszeniu
wtasciwosci mechanicznych materiatu. Modyfikacja substancji aktywnych farmaceutycznie
umozliwia otrzymanie zwigzkéw o zoptymalizowanych wtasciwosciach, sprzyjajacych
ich efektywnej integracji ze strukturg sieci polimerowej. Takie podejscie pozwala nie tylko
zminimalizowa¢ negatywny wptyw substancji aktywnych na proces polimeryzacji cementéw
kostnych, ale takze zachowac ich pozgdane wtasciwosci biologiczne, co ma kluczowe znaczenie dla
ich funkcjonalnosci w zastosowaniach medycznych. W tym rozdziale omdwione zostang
modyfikacje czynnikdéw antybakteryjnych, takich jak eugenol i ampicylina oraz czynnika

kontrastujgcego — gadolinu.

. Pochodne eugenolu (EU-DT)

W celu otrzymania pochodnych eugenolu zawierajgcych w strukturze grupy funkcyjne
reaktywne w polimeryzacji przeprowadzono synteze dwdch pochodnych eugenolu: metakrylanu
4-allilo-2-metoksyfenylu (EU-MAA) oraz 4-(3((2-(2-(merkaptoetoksy)etoksy)etylo)tio)propylo)-2-
metoksyfenolu (EU-T2). Podjecie sie takiej modyfikacji byto podyktowane wczesniej
przeprowadzonymi badaniami modyfikacji BC eugenolem. Zwigzek ten wptynat na znaczaca
redukcje temperatury maksymalnej utwardzania cementu kostnego [270,271], a takze wywotat
zwiekszong aktywnosé¢ przeciwbakteryjng BC po jego modyfikacji [272], jednocze$nie wptywajac
na proces utwardzania cementu kostnego i pogorszenie jego odpornosci na zginanie.
Do modyfikacji EU wybrano monomer metakrylowy, doktadniej kwas metakrylowy (MAA), z uwagi
na obecnos$¢ grupy metakrylowej charakterystycznej réwniez dla monomerdw uzytych
w kompozycji cementu kostnego (faza ciekta) oraz grupe karboksylowg, oraz tiol
(1,2-bis(2-merkaptoetoksy)etan — T2) ze wzgledu na tworzenie wigzania tioeterowego w reakcji
tiol-en z wigzaniem nienasyconym C=C eugenolu, ktére jest labilne (co powinno wptynac¢ na
poprawe witasciwosci mechanicznych cementu) i, co wazne w zastosowaniach do wypetniania
kosci, biokompatybilne. W pierwszej kolejnosci zaplanowano wyzej wspomniane modyfikacje EU,
a nastepnie siegnieto do literatury przedmiotu, aby sprawdzi¢, czy takie syntezy zostaty
juz z powodzeniem przeprowadzone. Natrafiono na szereg publikacji omawiajgcych sposoby
modyfikacji eugenolu, z wykorzystaniem réznych miejsc reaktywnych w czasteczce tego zwigzku,

jak grupa hydroksylowa, metoksylowa, wigzanie allilowe, czy piersciern aromatyczny (rysunek 5).
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grupa hydroksylowa

pierscien aromatyczny

OH

grupa allilowa grupa metoksylowa
Rys. 5. Miejsca reaktywne w eugenolu.

Jedna z metod modyfikacji EU polegata na termicznie inicjowanej reakcji tiol-en
z wykorzystaniem AIBN jako inicjatora [273]. Zastosowano wielofunkcyjne tiole, tj. dwu-, trzy-,
czterofunkcyjne oraz EU w stosunku molowym grup funkcyjnych SH:C=C 1:1, otrzymujac
eugenolowy dimer, trimer i tetramer, ktdre nastepnie poddano reakgcji estryfikacji z bezwodnikiem
metakrylowym w T = 60 °C, otrzymujac multimetakrylany eugenolu. Nastepnie pochodne
eugenolu znalazty zastosowanie w syntezie sieci polimerowych metodg fotoinicjowanej reakcji
tiol-en z wielofunkcyjnymi tiolami, co wykazano w literaturze [273]. Uzyskane materiaty
charakteryzowaty sie wysoka stabilnoscig termiczng oraz dobrg wytrzymatoscia mechaniczng,
w szczegdlnosci na rozcigganie. W innych badaniach Lenarddo i wspétpracownicy [274] opisali
metode funkcjonalizacji eugenolu za pomocg réznych aromatycznych tioli poprzez sprzeganie
tiol-en bez uzycia inicjatora i z wykorzystaniem glicerolu jako rozpuszczalnika. Po 6 godzinach
prowadzenia reakcji w temperaturze 80 °C uzyskano jej umiarkowang wydajnos¢ (57 — 67%),
a uzyskane czasteczki na bazie eugenolu wykazywaty wiasciwosci przeciwutleniajgce.
W innym podejsciu, badacze wykorzystali reakcje tiol-en inicjowang swiattem UV. Hu i inni [275]
poddali eugenol i tioglikolan metylu reakcji typu ,click” inicjowanej DMPA i $wiattem UV.
Produkty postuzyty dalszej modyfikacji, a nastepnie syntezie poliestréw. Z kolei Guzman
i wspotautorzy [276] opracowali synteze tritiolowej pochodnej eugenolu w dwuetapowym
procesie. W pierwszym etapie przeprowadzili fotoinicjowang (DMPA) reakcje triallilowej
pochodnej eugenolu z kwasem tiooctowym, a nastepnie produkt ten poddali hydrolizie, uzyskujac
pochodng tiolowa z wydajnoscig na poziomie 84%. W innym podejsciu, Cheng i wspétpracownicy
[277] wykorzystali reakcje eteryfikacji metodg Williamsona do otrzymania O-allilowego eteru
eugenolu poprzez sprzeganie z bromkiem allilu w acetonie i obecnosci K,COs. Powstaty produkt
zastosowano w syntezie polimeréw samonaprawiajgcych sie, réwniez w oparciu o mechanizm
tiol-en. Otrzymane sieci wykazywaty korzystne wtasciwosci mechaniczne, w tym wysokg
odpornos¢ na rozcigganie. Neda i inni [278] opisali synteze eugenolu eteryfikowanego allilem
(AEG) przy uzyciu bromku allilu i wodorotlenku sodu (NaOH) w DMSO z wysokg wydajnoscig (96%).

Podobng strategie eteryfikacji zastosowali Yoshimura i wspétpracownicy [279], ktérzy otrzymany
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eter eugenolu poddali pirolitycznej reakcji przegrupowania Claisena, prowadzacej do powstania
2,4-diallil-6-metoksyfenolu. Zwigzek ten poddano kolejnej eteryfikacji allilowej, a uzyskane
monomery o charakterze dwu- i tréjfunkcyjnym wykorzystano nastepnie w fotopolimeryzacji
tiol-en, otrzymujac sieci polimerowe o korzystnych wtasciwosciach mechanicznych.
Rojo i wspdtpracownicy [280] przeprowadzili reakcje metakrylowania eugenolu i 2-eugenylowego
etanolu, prowadzgca do powstania monomerow metakrylowanych na bazie eugenolu,
w celu uzyskania kopolimeréw w reakcji polimeryzacji rodnikowej do zastosowan w kompozytach
dentystycznych i jako ortopedyczne cementy kostne. Metakrylowanie eugenolu przeprowadzono
za pomocg chlorku metakryloilowego, ktéry moze reagowac bezposrednio z grupg fenolowa,
tworzgc metakrylan 4-allilo-2-metoksyfenylu. Z drugiej strony, 2-(4-allil-2-metoksyfenoksy)etylo
metakrylan uzyskano poprzez hydroksyetylacje, a nastepnie reakcje z chlorkiem metakryloilowym
[280,281]. Wprowadzenie dodatkowej grupy zmniejsza ryzyko hydrolizy grupy estrowej [282]
i zapewnia wiekszg swobode steryczng, co wptywa na bioaktywnosé [281]. Wyniki tych badan
wskazujg na szerokie mozliwosci modyfikacji strukturalnej eugenolu w celu uzyskania
funkcjonalnych materiatéw polimerowych o podwyzszonej wytrzymatosci oraz specyficznych

wtasciwosciach fizykochemicznych.

W niniejszej pracy pochodne eugenolu syntetyzowano réznymi metodami
ukierunkowanymi na rézne grupy funkcyjne eugenolu, tj. grupe hydroksylowg i allilowg
z wykorzystaniem nowatorskiej strategii, nieopisanej dotychczas w literaturze. Powstate produkty
scharakteryzowano za pomocy spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR).
Wiaczenie do struktury eugenolu grup funkcyjnych reaktywnych w reakcji polimeryzacji
(grupa metakrylowa lub tiolowa) umozliwi kowalencyjne wbudowanie otrzymanych pochodnych
eugenolu w strukture cementu kostnego, co powinno wptyna¢ pozytywnie na jego wtasciwosci.
Dodatkowo, kowalencyjne zwigzanie monomeréw eugenolu w strukturze cementu kostnego
zapobiegnie wyptukiwaniu tego zwigzku z utwardzonego materiatu. To z kolei powinno skutkowac

przedtuzonym dziataniem srodka przeciwbakteryjnego.

o  Metakrylowa pochodna eugenolu (EU-MAA)

Reakcje modyfikacji strukturalnej eugenolu przeprowadzono poprzez estryfikacje
jego grupy hydroksylowej kwasem metakrylowym zgodnie z mechanizmem reakcji Steglicha.

Mechanizm ten przedstawiono na rysunku 6 jako reakcje (1) - (5).
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Rys. 6. Reakcje syntezy metakrylanu 4-allilo-2-metoksyfenylu (EU-MAA) z monomerdw EU i MAA
w obecnosci DCC i DMAP.

Wydajnos¢ reakcji wyniosta 80%. Strukture pochodnej EU-MAA eugenolu zweryfikowano
z wykorzystaniem spektroskopii NMR. Strukture EU-MAA wraz z przypisanymi warto$ciami
przesunie¢ chemicznych dla pomiaréw *H i 3C NMR przedstawiono na widmach NMR (rysunek 7
i rysunek 8) oraz w tabeli 1, natomiast kluczowe korelacje obserwowane w widmach *H-'H COSY

i *H-13C HMBC przedstawiono na rysunku 9 oraz w tabeli 1.
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Rys. 7. Widmo *H NMR dla EU-MAA zmierzone w CDCls w temperaturze 298K.
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Rys. 8. Widmo 13C NMR dla EU-MAA zmierzone w CDCls w temperaturze 298K.
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Rys. 9. Dane NMR EU-MAA: kluczowe korelacje obserwowane w widmach *H-'H COSY (pogrubione linie)
i 1H-13C HMBC (przerywane strzatki).

Tab. 1. Dane 'H i 3C NMR uzyskane dla EU-MAA, w tym kluczowe korelacje wyznaczone z widm *H-13C HSQC

i 1H-13C HMBC.

8 (ppM) Wielokrotnos¢ 1H-BC HSQC 'H-13C HMBC
(Jun w Hz) &c (ppm) 8¢ (ppm)
2,07 dd (1,6, 1,0) 18,6 127,2 135,9 165,7
3,38 M 40,2 113,0 116,2 120,8 137,3
139,0
3,81 S 56,1 151,2
5,08-5,12 M 116,2 40,2 137,3
5,73 p (1,5) 127,2 18,6  165,7
5,97 ddt (16,8, 10,0, 6,7) 137,3 40,2 139,0
6,35 M 127,2 18,6 135,9 165,7
6,77 dd (8,0, 1,8) 120,8 40,2 113,0 138,3 139,0
6,80 d(1,8) 113,0 40,2 120,8 138,3 139,0
151,2
6,97 d (8,0) 122,7 113,0 138,3 139,0 151,2
Czwartorzedowe atomy wegla: 135,9, 138,3, 139,0, 151,2, 165,7 (ppm)
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Modyfikacja eugenolu pozwolita otrzymac jego pochodng z metakrylowg grupa funkcyjng
reaktywna w polimeryzacji. Pozwoli to na kowalencyjne wtgczenie EU do matrycy polimerowej
jako integralnej czesci tancucha polimerowego. Ponadto, jak pokazujg badania,
synteza metakrylowych pochodnych eugenolu, poprzez reakcje z grupg OH pozwala na otrzymanie
monomerdow o porédwnywalnej [280], a nawet wiekszej [272] aktywnosci antybakteryjnej
od eugenolu. Co istotne, otrzymane zwigzki zachowujg zdolnos¢ do polimeryzacji rodnikowej,
a ich obecnos¢ w ukfadzie reakcyjnym prowadzi do obnizenia efektu egzotermicznego procesu
polimeryzacji, bez istotnego wptywu na kofAcowy stopient konwersji wigzan nienasyconych C=C.
Jednoczesnie, monomery te wykazujg trwatg aktywno$¢ biologiczng oraz dobra
cytokompatybilnos¢ z ludzkimi fibroblastami [271,280,281]. W zwigzku z powyzszym, uzyskane
pochodne eugenolu stanowig obiecujgcg grupe zwigzkdw do zastosowan w formulacjach
cementdw kostnych, umozliwiajgc jednoczesne obnizenie temperatury maksymalnej procesu

podczas utwardzania materiatu oraz nadanie mu wtasciwosci antybakteryjnych.
o Tiolowa pochodna eugenolu (EU-T2)

Kolejng modyfikacje strukturalng eugenolu przeprowadzono stosujgc jako modyfikator
dwufunkcyjny tiol. Reakcja tiol-en inicjowana sSwiattem w obecnosci fotoinicjatora DMPA
zachodzita pomiedzy grupg allilowg eugenolu a grupg SH merkaptanu. Jedna z grup tiolowych
wzieta udziat w reakcji tiol-en, umozliwiajgc modyfikacje eugenolu. Druga natomiast pozostata
nieprzereagowana, dzieki czemu eugenol moze wbudowac sie kowalencyjnie w strukture
akrylowego cementu kostnego w reakcji tiol-metakrylan. Reakcja modyfikacji eugenolu

przebiegata zgodnie z reakcjami (6) - (8) przedstawionymi na rysunku 10.
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4-(3((2-(2-(merkaptoetoksy)etoksy)etylo)tio)propylo)-2-metoksyfenol
(EU-T2)

Rys. 10. Reakcje syntezy 4-(3((2-(2-merkaptoetoksy)etoksy)etylo)tio)propylo)-2-metoksyfenolu (EU-T2)
z monomerdw EU i T2 w obecnosci DMPA.
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Postep reakcji monitorowano za pomoca spektroskopii w podczerwieni (FTIR). Reakcje
prowadzono az do zaniku pasma absorpcji drgan rozciggajgcych wigzania podwdjnego C=C
eugenolu wystepujgcego w zakresie liczb falowych 1660 — 1620 cm™ (rysunek 11a). Ponadto na
widmach zaobserwowano spadek intensywnosci pasma absorpcji odpowiadajgcego drganiom

rozciggajacym grupy SH wystepujacego w zakresie liczb falowych 2600 — 2500 cm™ (rysunek 11b).
Wydajnos¢ reakcji wyniosta 95%.
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Rys. 11. Widma ATR-FTIR zarejestrowane podczas syntezy pochodnej EU-T2 w zakresie liczb falowych
odpowiadajgcych drganiom a) wigzania C=C eugenolu, b) grupy -SH tiolu T2.

Otrzymane widma NMR wraz z strukturg monomeru EU-T2 i przypisanymi wartosciami
przesunie¢ chemicznych dla pomiaréw H i *C NMR pokazano na rysunku 12 i rysunku 13
oraz w tabeli 2, natomiast kluczowe korelacje obserwowane w widmach *H-tH COSY i *H-3C HMBC
przedstawiono na rysunku 14 oraz w tabeli 2. Otrzymane wyniki potwierdzajg strukture

otrzymanego zaprojektowanego zwigzku.
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Rys. 12. Widmo 'H NMR dla EU-T2 zmierzone w CDCls w temperaturze 298K.
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Rys. 13. Widmo 3C NMR dla EU-T2 zmierzone w CDCls w temperaturze 298K.

Rys. 14. Dane NMR EU-T2: kluczowe korelacje obserwowane w widmach *H-'H COSY (pogrubione linie)
i H-13C HMBC (przerywane strzatki).

Tab. 2. Dane 'H i 3C NMR uzyskane dla EU-T2, w tym kluczowe korelacje wyznaczone z widm H-*3C HSQC
i*H-13C HMBC.

Wielokrotnos¢ 1H-BC HSQC 'H-13C HMBC
o (ppm) (U w Ha) 6c (ppm) ¢ (ppm)
1,59 m 24,4 73,1
1,87 m 31,7 32,0 34,5 133,5
2,55 m 32,0 31,5 31,7 34,5
2,64 m 34,5 31,7 320 1111 1211
133,5
2,68-2,72 m 24,4,31,5 32,0 71,2 73,1
3,60-3,65 m 70,3,70,4 24,4 31,5 70,3-70,4
71,2,73,1 71,2 73,1
3,87 S 56,0 146,5
5,48 S 1144 143,9 146,5
6,67 dd (7,9, 1,9) 121,1 34,5 111,1 133,5 143,9
146,5
6,68 d (1,9) 111,.1 345 1144 121,1 1335
143,9 146,5
6,82 d(7,9) 114,4 111,1 133,5 143,9 146,5
Czwartorzedowy atom wegla: 133,5, 143,9, 146,5 (ppm)

101



Modyfikacja struktury eugenolu na drodze funkcjonalizacji chemicznej pozwolita
na otrzymanie pochodnej zawierajgcej grupe tiolowg, zdolng do udziatu w reakcjach polimeryzacji.
Tego typu modyfikacje umozliwiajg trwate, kowalencyjne wbudowanie eugenolu w matryce
polimerowg — zaréwno jako koncowej grupy funkcyjnej tancucha polimerowego,
jak i jako aktywnego sktadnika struktury sieciujgcej. Przyktadem takiego podejscia s3 wczesniej
wspomniane badania opisane w literaturze [273-277]. Przytoczone badania wskazuja,
ze funkcjonalizacja eugenolu poprzez reakcje z jego grupami alkilowymi prowadzi do powstania
wielofunkcyjnych monomeréw zdolnych do tworzenia sieci polimerowych o kontrolowanej
architekturze i wtasciwosciach mechanicznych. Co istotne, pochodne takie czesto wykazujg
zwiekszong aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa w pordwnaniu do niezmodyfikowanego
eugenolu, co czyni je obiecujgcymi komponentami w projektowaniu bioaktywnych materiatéw

polimerowych do zastosowan biomedycznych [272].

. Pochodne ampicyliny
o  Synteza poli(metakrylanu metylu) (PMMA) i jego modyfikacja

Do syntezy pochodnej ampicyliny wybrano poli(metakrylan metylu) (PMMA),
ktory jest jednym z najczesciej stosowanych biomateriatdow, znajdujgcym szerokie zastosowanie
w medycynie, zwtaszcza w produkcji cementéw kostnych. Polimeryzacja metodg ATRP umozliwia
precyzyjng kontrole masy czgsteczkowej syntezowanego polimeru i waski jej rozktad
(dyspersyjnosé), co czyni jg jedng z najbardziej efektywnych metod syntezy funkcjonalizowanych
polimeréw. W niniejszym rozdziale opisano proces syntezy PMMA o $cisle okreslonej masie
czgsteczkowej metodg ATRP z wykorzystaniem specjalnie zaprojektowanego na potrzeby
niniejszej pracy, we wspétpracy z Hironobu Murata, inicjatora (PEG.-Br) zawierajacego grupe
hydroksylowg, ktéra umozliwi pézniejszg modyfikacje polimeru poprzez estryfikacje z ampicyling.
To pozwoli na uzyskanie liniowego PMMA, ktéry bedzie miat przytaczony kowalencyjnie
antybiotyk, jak réwniez bedzie makroinicjatorem (Ml) w dalszej syntezie polimeréw gwiazdzistych.
Zaprojektowane polimery gwiazdziste bedg mogty petnic role nosnika leku w cementach kostnych.
W celu weryfikacji skutecznosci przeprowadzonego procesu polimeryzacji oraz funkcjonalizacji
otrzymanego PMMA przeprowadzono analize otrzymanego produktu metoda spektroskopii NMR

oraz chromatografii zelowej (GPC).

W pierwszym etapie badan wykonano synteze liniowego PMMA o zaplanowanej masie
czgsteczkowej 2000 ((PEG4-PMMA000) i 7000 (PEGs-PMMA7000). Nastepnie obliczono konwersje
monomeru na podstawie pomiaréw przeprowadzonych metodg spektroskopii NMR, a jej wartosci
przedstawiono w tabeli 3. W przypadku syntezy PMMA o mniejszej masie czgsteczkowej uzyskano
stopien konwersji wynoszacy 71% natomiast w przypadku PMMA o wiekszej masie czasteczkowej
nieco nizszy, wynoszacy 62%. Za pomocg GPC skalibrowanego do wzorcow PMMA wyznaczono

réwniez wzgledne liczbowo Srednie masy czgsteczkowe (M app) Oraz absolutne masy czasteczkowe
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(Mnabs) (tabela 3) syntezowanych polimeréw. Uzyskane polimery charakteryzujg
sie zaprojektowanymi masami czgsteczkowymi i niskg dyspersyjnoscia (rysunek 15 i tabela 3).
Tab. 3. Stopien konwersji monomeru, masa czqsteczkowa (wzgledna liczbowo srednia masa czgsteczkowa -

Mh,app, absolutna masa czqsteczkowa - Mn,abs) oraz dyspersyjnos¢ D otrzymanych polimerdw liniowych
PMMA.

nazwa konwersja (%)? M app® M, abs® b*
PEG4-PMMA000 71 1780 2130 1,20
PEG4+-PMMA 000 62 7 320 8 070 1,06

2okreslono metoda spektroskopii *H NMR. Pokre$lono metoda analizy GPC (THF jako eluent) skalibrowanej
do wzorcéw PMMA. “okreslono metodg GPC (THF jako eluent) wyposazonego w detektor wielokgtowego
rozpraszania swiatfa.

——— PEG,-PMMA 0,
——— PEG,-PMMA, 0,

100 1000 10000 100000
M

w

Rys. 15. Rozktad mas czgsteczkowych polimeréw PEG4+-PMMA wyznaczony metodg GPC.

W dalszym etapie prac, tak przygotowane polimery poddano modyfikacji ampicyling

w reakcji estryfikacji Steglicha. Mechanizm reakc;ji przedstawiono na rysunku 16.
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Rys. 16. Schemat reakcji syntezy AMP-PEG4-PMMA.
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Strukture syntezowanych zwigzkéw (AMP-PEG4-PMMA00 i

potwierdzono metody spektroskopii

NMR,

AMP-PEG4-PMMA7000)

a otrzymane widma wraz z przypisaniem

poszczegdlnych sygnatdw przedstawiono na rysunku 17 oraz rysunku 18.
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Rys. 17. Widmo *H NMR dla AMP-PEGs-PMMAzo00 zmierzone w CDCls w temperaturze 295K.
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Rys. 18. Widmo H NMR dla AMP-PEG4s-PMMAz000 zmierzone w CDClz w temperaturze 295K.
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Mate intensywnosci sygnatdw pochodzgcych od protondw grup ampicyliny $wiadczg
o niskiej zawartosci tego zwigzku w badanej prébce. Integracja sygnatu (2) pochodzacego
od protonu grupy NH ampicyliny oraz sygnatu (7) pochodzacego od grupy CHs; metakrylanu metylu

rysunek 19), pozwolita wyznaczy¢ zawartosci AMP w probce, ktéra wynosita =32% (ok. 1,4 %mol.).
(ry ), p y y p , y (ok.1, )

-

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

Rys. 19. Widmo *H NMR dla PEGs-PMMA 000 zmierzone w CDCl3 w temperaturze 295K wraz z integracjq
sygnatow pochodzgcych od AMP i PMMA.

Sukces syntezy liniowego PMMA zakonczonego grupg hydroksylowg oraz jego modyfikacja
ampicyling pozwolity otrzymaé makroinicjator, ktéry w dalszej kolejnosci zostanie wykorzystany
do syntezy polimeréw gwiazdzistych. Doniesienia literaturowe wskazujg, ze niektére estry
acyloksymetylowe ampicyliny sg efektywnie stosowane jako proleki w zastosowaniach klinicznych
[283]. Rozpad wigzania estrowego prowadzi do odtworzenia ampicyliny, dzieki czemu moze ona
efektywnie dziata¢ [284]. Jak sugerujg badania in vivo Sakamoto i innych [284] niektére estry
ampicyliny petnig funkcje promotoréw ampicyliny i wykazujg 2,5 krotnie wyzsze stezenie leku
macierzystego w miejscu przeznaczenia w poréwnaniu z trihydratem ampicyliny. Co wiecej, rodzaj
estru wptywa na szybkos¢ uwalniania leku, dzieki czemu, mozna zaprojektowaé promotor leku
w taki sposoéb, aby uzyskac pozgdany efekt antybakteryjny [284]. Oledzka i inni [285] wykazali 60%
uwalnianie ampicyliny z rozgatezionych polimerdw na bazie polilaktydu. Ponadto, badania Hasana
i innych [286] wykazaty, ze kowalencyjne wtgczenie ampicyliny do struktury polimerowej
umozliwia uzyskanie nanoczastek charakteryzujacych sie wysokg efektywnoscig uwalniania leku.
Wyniki te potwierdzajg zasadnos$c¢ projektowania struktur takich jak AMP-PEG,-PMMA do dalszego
wykorzystania jako funkcjonalnych ramion w architekturze polimeréw gwiazdzistych

o kontrolowanym profilu uwalniania substancji aktywnej.
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o) Synteza PMMA z inicjatora ampicylinowego (AMP-PEG4Br)

W tej metodzie, w pierwszej kolejnosci wykonano modyfikacje inicjatora PEG4Br

ampicyling w reakcji Steglicha (rysunek 20) w celu otrzymania inicjatora polimeryzacji ATRP

: NH,
{ DCC DMAP
OH j

(0]

Ho A O\/\);H)H(Br ’ \n)<

Rys. 20. Schemat reakcji syntezy inicjatora polimeryzacji ATRP: AMP-PEG4Br.

z wbudowanym antybiotykiem.

W dalszej czesci prac przeprowadzono polimeryzacje MMA z zastosowaniem uzyskanego

zwigzku AMP-PEG,Br jako inicjatora polimeryzacji (rysunek 21).

O s, O,

B
Br CuBry/TPMA o
—> O
Sn(EH
o 2 o) o)

Rys. 21. Schemat reakcji syntezy AMP-PEG4-PMMA.

Nastepnie scharakteryzowano otrzymany produkt metodg GPC oraz NMR,
aby potwierdzi¢ strukture otrzymanego zwigzku. Na podstawie przeprowadzonych badan metodg
GPC potwierdzono otrzymanie liniowego PMMA zawierajgcego w strukturze ampicyline
(AMP-PEGs-PMMA) o zaprojektowanej masie czasteczkowej  (Mnapp = 6900) i niskiej
dyspersyjnosci (P = 1,2). Strukture syntezowanego zwigzku potwierdzono za pomoca
spektrometrii NMR. Widmo NMR wraz z przypisaniem poszczegdlnych sygnatéw do odpowiednich
atomoéw przedstawiono na rysunku 22. Widoczne na widmie sygnaty pochodzace od protonéw
grup ampicyliny charakteryzujg sie matg intensywnoscig, co swiadczy o matej zawartosci tego
zwigzku w badanej probce. W celu okreslenia ilosci AMP w otrzymanym produkcie wykonano
integracje sygnatu (2) pochodzacego od protonu grupy NH ampicyliny oraz sygnatu (7)
pochodzacego od grupy CHs metakrylanu metylu (rysunek 22). Na tej podstawie okreslono

zawarto$¢ AMP w prébce na poziomie =55% (ok. 2,3 %mol).
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Rys. 22. Widmo *H NMR dla AMP-PEG4+-PMMA zmierzone w CDClz w temperaturze 295K wraz z integracjq

sygnatow pochodzgcych od AMP i PMMA.
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Sukces syntezy liniowego PMMA zakoriczonego grupg hydroksylowg oraz jego modyfikacji
ampicyling pozwolity na uzyskanie makroinicjatora, ktéry w dalszej kolejnosci zastosowano

w syntezie polimerdéw gwiazdzistych modyfikowanych antybiotykiem.
e Synteza metakrylowej pochodnej gadolinu

Metakrylowa pochodna gadolinu (Gd(MAA);s) jest zwigzkiem o duzym potencjale
aplikacyjnym w inzynierii biomateriatdw. Dzieki swoje] tréjfunkcyjnej strukturze moze petnic role
monomeru sieciujgcego, wptywajgc na wiasciwosci sieci polimerowej. Zwigzek ten moze by¢
stosowany bezposrednio w cementach kostnych, gdzie oprécz funkcji sieciujacej bedzie petnié
rowniez role $rodka kontrastujgcego, co jest szczegdlnie istotne w diagnostyce obrazowej
z wykorzystaniem rezonansu magnetycznego (MRI). Gd(MAA); mozna zastosowaé w syntezie
polimeréw gwiazdzistych, gdzie petnitby funkcje zaréwno monomeru sieciujgcego w rdzeniu
polimeru gwiaZdzistego, jak i komponentu kontrastujgcego. W niniejszym rozdziale przedstawiono
metody syntezy metakrylowej pochodnej gadolinu oraz jej potencjalne zastosowania

w biomateriatach.

Doniesienia literaturowe wskazujg na jedng prébe otrzymania tego zwigzku. W swoich
badaniach Wang i inni [287] uzyskali Gd(MAA)s, stosujgc nastepujgcg metodyke: tlenek gadolinu
z kwasem metakrylowym i wodg w stosunku molowym 1:10:20 ogrzewano w temperaturze 90 °C,
a nastepnie oczyszczono przez filtracje na gorgco, zageszczanie roztworu przez destylacje

oraz wytracanie etanolem, uzyskujgc biaty osad o wydajnosci okoto 80%, ktory przemyto
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i wysuszono pod préznia. Jednakze ta metoda syntezy nie byta odtwarzalna, dlatego w ramach
niniejszej pracy opracowano inny sposéb syntezy tego zwigzku. Metakrylowg pochodng gadolinu,
Gd(MAA)3, otrzymano zgodnie z przedstawionym schematem reakcji pokazanym na rysunku 23.
Proces syntezy sktadat sie z dwéch etapdw i obejmowat otrzymanie wodorotlenku gadolinu,
a nastepnie jego reakcje z kwasem metakrylowym w $cisle kontrolowanej temperaturze
(T =90 °C). Umozliwito to uzyskanie pozgdanego produktu o okreslonej strukturze chemiczne;j.
Synteza ta charakteryzowata sie wydajnoscia reakcji na poziomie 56,3%, co wskazuje
na efektywnos¢ zastosowanej metody. Szczegétowa analize sktadu chemicznego i czystosci

uzyskanego zwigzku przeprowadzono metodg spektroskopii IR, XRD oraz NMR, co pozwolito
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na potwierdzenie jego struktury.
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Rys. 23. Schemat reakcji syntezy Gd(MAA)s.

Charakterystyke strukturalng otrzymanego zwigzku, tj. metakrylowej pochodnej gadolinu
(Gd(MAA)s), przeprowadzono metodg spektroskopii NMR oraz spektroskopii IR. Widma NMR,
przedstawione na rysunku 24, umozliwity identyfikacje sygnatdw pochodzacych
od poszczegdlnych protondw w czgsteczce. Jednak ze wzgledu na ferromagnetyczne wtasciwosci
gadolinu, analiza iloSciowa metodg integracji sygnatéw okazata sie niemozliwa. Pomimo tego,
widma pozwolity na potwierdzenie obecnosci oczekiwanych grup  funkcyjnych.
Sygnaty dla protondw wystepujgcych w grupie metylowej (-CHs) kwasu metakrylowego oznaczone
na widmie jako (1) wykryto przy 6 =1,3 ppm; 6 = 1,6 ppm i & = 2,0 ppm, a dla protondéw
wystepujacych przy wigzaniu C=CH; oznaczonych na widmie jako (2) i (3) przy 6 = 5,6 ppm
i 6= 6,3 ppm. Dodatkowe potwierdzenie budowy zwigzku uzyskano dzieki analizie widm IR
(rysunek 25). Dostarczyty one informacji na temat charakterystycznych drgan wigzan
chemicznych, umozliwiajgc identyfikacje kluczowych grup funkcyjnych obecnych w strukturze

syntezowanego zwiazku.
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Rys. 24. Widmo 'H NMR dla Gd(MAA); zmierzone w deuterowanym DMF w temperaturze 295K.
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Rys. 25. Widma ATR-FTIR dla Gd(MAA)s: a) synteza wtasna b) Wang C. i inni, Journal of Rare Earths
(2018) 36(3) 298-303 [287].

Analiza widma ATR-FTIR pozwolita zidentyfikowa¢ wystepowanie charakterystycznych
grup funkcyjnych Gd(MAA); na podstawie obecnosci na widmie IR kilku kluczowych pasm
absorpcyjnych. Pasma absorpcyjne wystepujgce na widmie metakrylanu metylu w zakresie liczb
falowych 1600-1750 cm™, ktére mozna przypisa¢ drganiom rozciggajgcym grup karbonylowych
(C=0) zanikajg na widmie syntezowanego zwigzku Gd(MMA);. Pojawiajg sie na nim zas nowe
pasma absorpcyjne w zakresach liczb falowych 1520 — 1580 cm™ i 1395 — 1430 cm?, ktére mozna
przypisa¢ drganiom rozciggajgcym jonu karboksylanowego. Oznacza to, ze jon gadolinu zwigzku
Gd(OH); i grupy karboksylowe kwasu metakrylowego reagujg ze sobg i wzajemnie sie koordynuja.
W przedziale liczb falowych 1400-1600 cm™ na widmie widoczne sg pasma odpowiadajgce
drganiom deformacyjnym grup metylowych (-CHs). Natomiast pasma absorpcyjne zlokalizowane
ponizej liczb falowych 1000 cm™ mozna przypisa¢ drganiom wigzan metal-tlen (M—0), co rowniez

sugeruje skuteczng koordynacje gadolinu w strukturze kompleksu. Otrzymane wyniki
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potwierdzajg oczekiwang budowe zwigzku i wskazujg na jego zgodnos¢ ze strukturg metakrylowe;j
pochodnej gadolinu. Analogiczny wynik uzyskali autorzy wczesniej wspomnianej pracy [273],

co pokazano na rysunku 25b.
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Rys. 26. Widma XRD dla Gd(MAA)s: a) synteza wtasna b) Wang C. i inni, .Iournzael‘o(f)Rare Earths (2018)
36(3) 298-303 [287].

Analiza wynikéw badan przeprowadzonych wyzej wymienionymi dwoma technikami,
tj. spektroskopia NMR i IR, pozwolita na ocene struktury otrzymanego zwigzku. Aby w petni
potwierdzi¢ otrzymanie zaprojektowanej struktury syntezowanego zwigzku wykonano réwniez
pomiar metodg dyfrakcji rentgenowskiej (XRD). Otrzymane widmo pokazano na rysunku 26a.
Intensywnos¢ piku dyfrakcyjnego przy kacie 8,9° w Gd(MAA); wskazuje, ze produkt jest wysoce
krystaliczny. Dla poréwnania na rysunku 26b pokazano dyfraktogram uzyskany przez autoréw
publikacji [287].

2.1.2. Synteza polidopaminy

Polidopamina (PDA) jest polimerem, ktéry mozna otrzymaé przez utlenianie dopaminy.
Polimer ten sktada sie z jednostek indolu i dopaminy na rdéinych stopniach utlenienia
oraz w mniejszym stopniu z piroli. Jest mieszaning oligomerdw rdznigcych sie dtugoscia tancucha
oraz sktadem rdéznych jednostek monomeru. Struktura polidopaminy silnie zalezy od sposobu
przygotowania, jak réwniez od tego czy tworzy powtoke na powierzchni czy czastki/agregaty
w zawiesinach. Dlatego nalezy zachowad ostroznos¢ poréwnujac wyniki analityczne polidopaminy

uzyskane z réznych prébek [288].

Nastepnie otrzymany produkt reakcji, polidopamine, poddano analizie metoda

spektroskopii ATR-FTIR, a otrzymane widmo przedstawiono na rysunku 27.
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Rys. 27. Widmo ATR-FTIR polidopaminy.

Analizujgc otrzymane widmo ATR-FTIR mozna wyrdzni¢ kilka kluczowych pasm absorpcji
odpowiadajgcych okreslonym ugrupowaniom chemicznym obecnym w PDA. W zakresie liczb
falowych 3000-3600 cm™ obserwuje sie szerokie pasmo o znacznej absoprcji, co wskazuje
na obecno$¢ ugrupowan hydroksylowych (-OH) oraz aminowych (-NH) [289,290].
Z kolei, intensywne pasmo absorpcji wystepujgce przy liczbie falowej ~1600 cm™ mozna przypisac
drganiom rozciggajgcym wigzan nienasyconych C=C pierscieni aromatycznych pochodzacych
z reszt katecholowych oraz ugrupowan indolowych w utlenionej strukturze PDA [289,290].
Ponadto, przy liczbie falowej ~ 1650 cm™ mozna zaobserwowaé pasmo zwigzane z drganiami
grupy amidowej —C(O)-N(H)- (C=0, N-H), ktéra jest charakterystyczna dla PDA powstajgcego
w wyniku utleniania dopaminy i jej dalszej polimeryzacji. Pasma absorpcyjne obecne w zakresie
liczb falowych 1300-1500 cm™ wskazujg na drgania rozciggajgce wigzan C-N oraz deformacyjne
C-H w pierscieniach aromatycznych. Obecnos$¢ tych pasm potwierdza wystepowanie w strukturze
polimeru ugrupowan aminowych i amidowych. Co wiecej, w obszarze liczb falowych
1000-1300 cm? pojawia sie kilka pasm absorpcyjnych, ktére sg zwigzane z drganiami
rozciggajgcymi wigzania C-O w ugrupowaniach fenolowych oraz eterowych, co wskazuje
na obecnosc reszt katecholowych w strukturze PDA. Obecno$¢ tych ugrupowan w strukturze PDA

jest kluczowa dla zdolnosci adhezyjnych oraz oddziatywan polidopaminy z innymi materiatami.

Analiza widma ATR-FTIR wykazata, ze otrzymana w ramach pracy polidopamina zawiera
charakterystyczne dla tego zwigzku wigzania i grupy funkcyjne. Obecno$¢ grup hydroksylowych,
aminowych, amidowych oraz aromatycznych potwierdza prawidtowy przebieg syntezy PDA.
Uzyskane wyniki s3 zgodne z poprzednimi badaniami i potwierdzajg skuteczno$¢ metody

otrzymywania polidopaminy stosowanej w niniejszej pracy.
2.1.3. Synteza polimerdw gwiazdzistych

Polimery gwiazdziste to wysoko rozgatezione makroczasteczki o zwiekszonej

funkcjonalnosci powierzchniowej, co otwiera mozliwos¢ ich zastosowania w biomateriatach.
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Dzieki unikalnej architekturze znajdujg one zastosowanie jako nosniki lekdw [220], sktadniki
cementdw kostnych [30] czy hydrozele [220]. Ich struktura pozwala na precyzyjne dostosowanie
wtasciwosci mechanicznych i biologicznych, takich jak biozgodnos¢, kinetyka uwalniania substancji
czynnych oraz oddziatywania z otaczajgcymi tkankami. W niniejszym rozdziale oméwiono synteze
polimerdw gwiazdzistych na bazie PEGssMEM oraz PMMA metodg ATRP (tradycyjng oraz ARGET)

oraz ich potencjalne zastosowania w inzynierii biomateriatow.
. Synteza podstawowego polimeru gwiazdzistego (STR)

Podstawowy polimer gwiazdzisty STR syntetyzowano metody arm-first z PEGs;sMEM
jako ramieniem, EGDM jako $rodkiem sieciujgcym i DMAEMA jako monomerem funkcyjnym.
Postep reakcji monitorowano metodg spektroskopii *H NMR i chromatografii zelowej GPC.
'H NMR zastosowano do pomiaru konwersji wigzan podwdjnych metakrylanéw, podczas gdy
metodg GPC $ledzono wzrost masy czasteczkowej polimeru w czasie prowadzenia syntezy.
Najwiekszy wzrost konwersji monomerdw obserwowano w ciggu pierwszej godziny polimeryzacji.
W ciggu nastepnych osmiu godzin obserwowano dalszy znaczacy wzrost stopnia przereagowania,
a po tym czasie nastgpito spowolnienie reakcji, z niewielkim przyrostem konwers;ji.
Masa czasteczkowa polimerdow gwiazdzistych systematycznie wzrastata w ciggu pierwszych
12 godzin prowadzenia reakcji polimeryzacji, osiggajgc przy tym konwersje na poziomie 84%,
natomiast wydajnos¢ produktu rosta az do 34. godziny syntezy (rysunek 28a). Obecnosé struktur
gwiazdzistych potwierdzono juz we wczesnych etapach reakcji, o czym $wiadczy wyrazne
przesuniecie piku elucji w chromatografii GPC w kierunku wyzszych mas czasteczkowych,
obserwowane na wykresie obrazujgcym kinetyke reakcji syntezy (rysunek 28b).

Zmiana ta jednoznacznie wskazuje na postepujacy wzrost struktury gwiazdzistej od poczatku

procesu polimeryzacji.
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Rys. 28. Kinetyka polimeryzacji polimeru gwiaZdzistego STR przedstawiona jako zaleznos¢ a) stopnia
konwersji wigzari podwdjnych C=C wyznaczonego metodq *H NMR oraz b) masy czqsteczkowej
oznaczonej metodq GPC od czasu prowadzenia reakcji polimeryzacji.
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W wyniku przeprowadzonej syntezy otrzymano polimer gwiazdzisty STR o liczbowo
Sredniej masie czasteczkowej My, qpp = 38 200 i niskiej dyspersyjnosci © = 1,24. Dodatkowo metodg
'H NMR, prowadzac badanie z zastosowaniem D,0 (T = 22 °C), potwierdzono strukture otrzymane;j
STR. Widmo H NMR polimeru gwiaZdzistego (rysunek 29) wykazuje obecno$¢ sygnatéw
charakterystycznych dla protondw nalezgcych do jednostek powtarzalnych monomeréw
DMAEMA i EGDM. W przypadku tancucha bocznego jednostek DMAEMA wykryto sygnaty
dla protonéw metylenowych -CH,-OC(O)- przy 6 = 4,2 ppm (5) oraz -NCH,- przy 6§ = 2,8 ppm (6)
i metylowych -N(CHs); przy 6 = 2,35 ppm (7). Protony metylenowe powtarzajacych sie jednostek
EGDM zaobserwowano przy & = 3,7 ppm (3), podczas gdy sygnat singletowy przypisany
CH3-O- pojawit sie przy 6 = 3,39 ppm (4). Sygnat obserwowany przy 6§ = 0,4 — 1,7 ppm (2)
przypisywany jest protonom metylowym szkieletu polimeru gwiazdzistego, a sygnat rezonansowy
przy 6 =1,7 — 2,4 ppm (1) czeSciowo pokrywajacy sie z sygnatem (7), przypisywany jest protonom
metylenowym szkieletu. Ponadto istniejg grupy metylenowe (8) z EGDM, ktérych sygnaty
na widmie pokrywaja sie z sygnatami protonéw EGDM (3), a takze sygnat (3') ugrupowania -CH>-

OC(0O)- EGDM pokrywajacy sie z sygnatem (5) przy 6 = 4,2 ppm.

Dodatkowo w celu potwierdzenia otrzymania polimeru o architekturze gwiazdy,
zarejestrowano widma DOSY NMR czystego PEG4sMEM i wodnych roztworéw STR (rysunek 30).
Wyraznie zauwazalne jest zmniejszenie wartosci wspoétczynnika dyfuzji sygnatu (3) w PEGssMEM
2D =1,36-10"m?stdo D = 4,05-10'* m%s w produkcie reakcji, ktére wzrasta wraz ze wzrostem

masy czgsteczkowej, co potwierdza skutecznos¢ procesu syntezy polimeru gwiazdzistego.
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Rys. 29. Widmo 'H NMR dla STR zmierzone w D20 w temperaturze 295K.
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Rys. 30. Widma *H DOSY NMR STR (niebieski) i PEGssMEM (czerwony) zmierzone w D20
w temperaturze 295K.

Otrzymany polimer gwiazdzisty STR zastosowano w dalszych badaniach jako $rodek
kompleksujgcy eugenol, nanoczastki srebra czy antybiotyki, tj. ampicyline oraz ryfampicyne.
Ponadto, poddano jg modyfikacji otrzymanymi w ramach pracy monomerami EU-MAA
oraz Gd(MAA)s;, ktére wbudowuja sie kowalencyjnie w jej strukture, co przedstawiono w dalszej

czesci pracy.

. Synteza modyfikowanych polimerdw gwiazdzistych

o) Polimery gwiazdziste modyfikowane EU-MAA (STR—D—-EU-MAA i STR—EU-MAA)

Jak przedstawiono w czesci literaturowej, eugenol negatywnie wptywa na reakcje
polimeryzacji powodujac jej opdznienie, co zwigzane jest z jego strukturg. Jest on pochodng
fenolu, a zwigzki o takiej budowie dziatajg jak inhibitory lub retardery polimeryzacji rodnikowej.
Aby ograniczy¢ ten negatywny wptyw naturalnego $rodka leczniczego na proces polimeryzacji
podczas utwardzania cementu kostnego postanowiono zwigza¢ eugenol kowalencyjnie
w strukturze polimeru gwiaZzdzistego. Stad zaprojektowano pochodne eugenolu zawierajace grupy
funkcyjne reaktywne w procesie polimeryzacji, opisane w poprzednich rozdziatach.
Motywacja do podjecia niniejszych badan byt brak doniesien literaturowych na temat

wbudowania eugenolu w polimer gwiazdzisty i zbadania jego wtasciwosci antybakteryjnych.

Stosujagc pochodng eugenolu otrzymang w reakcji estryfikacji Steglicha, wedtug metodyki
przedstawionej w rozdziale 2.1.1. Synteza modyfikowanych monomerdéw, w podpunkcie Pochodne
eugenolu, zaplanowano kowalencyjne zwigzanie eugenolu w strukturze polimeru gwiazdzistego.
Zastosowano dwa podejscia do syntezy modyfikowanego polimeru gwiazdzistego. W pierwszym
przypadku monomer EU-MAA wprowadzono jako dodatkowy sktadnik kompozycji stosowanej
do syntezy polimeru otrzymujac polimer gwiazdzisty STR-D—-EU-MAA. W drugim natomiast

monomer EU-MAA zastgpit monomer DMAEMA w skfadzie mieszaniny reakcyjnej, co pozwolito
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otrzymad polimer gwiazdzisty STR—EU-MAA. Polimer gwiazdzisty z EU-MAA przygotowano zgodnie

z procedurg opisang w punkcie 1.3.1.3. ,Synteza polimerow gwiazdzistych”.

Dodanie EU-MAA do kompozycji reakcyjnej wptyneto na spowolnienie reakcji
polimeryzacji zmniejszajac  szybkos¢ konwersji wigzan podwdjnych C=C (rysunek 31a).
Jak wykazaty badania przeprowadzone metodg H NMR, konwersja wigzari podwdjnych C=C
dla STR-D—-EU-MAA wyniosta 79%, ale konwersja monomeru EU-MAA analizowana na GC wynosita
tylko 72%, podczas gdy konwersja EGDM i DMAEMA wynosita odpowiednio 96% i 78%.
Niska wydajnos¢ z jaka otrzymano modyfikowany polimer gwiazdzisty wymagata wprowadzenia
zmian w procesie syntezy. Zastosowano strategie dodawania srodka sieciujgcego porcjami.
Takie  podejscie do  syntezy polimeru  gwiazdzistego metodg ATRP  opisat
Gao z wspodtpracownikami [267]. Aby zwiekszyé wydajnos¢ reakcji dodatkowe porcje
[EGDM]/[EBiB] wprowadzono po 10 i 24 godzinach prowadzenia syntezy, co wptyneto na znaczny
wzrost konwersji PEGsMEM | wzrost stezenia polimerdw gwiazdzistych (rysunek 31a
i rysunek 31b). Niniejsze badania wskazujg, ze makromonomer PEGsMEM moze reagowac

zarowno z rdzeniem, jak i zdodanym EGDM i EBiB, tworzac pierwotny makroinicjator.

a) b)
90+
80+ .
a6 . m—
— r'//
X 60
© 50+
)
L 40
2
o 30
~
20
104
0-m
¢ 4 g & 16 20 4 28 82 56 1000 10000 100000 1000000
Czas [h] M

w

Rys. 31. Kinetyka polimeryzacji polimeru gwiaZzdzistego STR-D—EU-MAA przedstawiona jako zaleznos¢
a) stopnia konwersji wigzan podwdéjnych C=C wyznaczonego metodg *H NMR oraz b) masy
czgsteczkowej oznaczonej metodq GPC od czasu prowadzenia reakcji polimeryzacji.

Tq samag procedure zastosowano do syntezy drugiego modyfikowanego polimeru
gwiazdzistego STR—-EU-MAA, stosujac trzy dodatkowe porcje [EGDM]/[EBiB] dodane odpowiednio
po 10, 24 i 34 godzinach. W trakcie prowadzenia syntezy zdecydowano sie dodaé jeszcze jedng
dawke po 34 godzinach, poniewaz nie zaobserwowano tworzenia sie nowej grupy polimeréw
gwiazdzistych o wyzszych masach czasteczkowych. Konwersja wigzan podwdjnych C=C
dla STR—-EU-MAA wyniosta 86% (rysunek 32a), przy czym konwersja monomeru EU-MAA

analizowana metodg GC wyniosta 76%, podczas gdy konwersja EGDM wynosita 96%.
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Rys. 32. Kinetyka polimeryzacji polimeru gwiazdzistego STR—EU-MAA przedstawiona jako zaleznos¢ a)

stopnia konwersji wigzan podwdjnych C=C wyznaczonego metodg *H NMR oraz b) masy czgsteczkowej

oznaczonej metodqg GPC od czasu prowadzenia reakcji polimeryzacji.
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Pomimo rdznic w szybkosci polimeryzacji otrzymano polimery gwiazdziste o podobnych
masach czgsteczkowych (rysunek 33a, tabela 4), tj. Mnapp = 26 700 dla STR-D-EU-MAA

i Mnapp = 39 100 dla STR-EU-MAA oraz niskiej dyspersyjnosci, tj. odpowiednio b =1,27 i b = 1,28.

Tab. 4. Stopieri konwersji monomeru, masa czgsteczkowa (wzgledna liczbowo srednia masa czgsteczkowa -
Mh,app, absolutna masa czgsteczkowa - Mhn,abs), dyspersyjnos¢ - B, liczba ramion i rozmiar otrzymanych
polimerdéw gwiazdzistych (podstawowego i modyfikowanych monomerem EU-MAA).

nazwa konwersja (%)? M app® M, abs® P r:::itc)j\d Egzr:nnf)f
STR 84 38 200 120 000 1,24 58 8
STR-D-EU-MAA 79 26 700 287 000 1,27 138 12
STR-EU-MAA 86 39100 152 000 1,28 73 15

3okre$lono metoda spektroskopii *H NMR. Pokre$lono metodg analizy GPC (THF jako eluent) skalibrowanej
do wzorcow PMMA. “okreslono metodg GPC (THF jako eluent) wyposazonego w detektor wielokgtowego

rozpraszania $wiatfa. YLiczbe ramion obliczono zgodnie z metodyka przedstawiong przez Cho i innych [291].
eokreslono za pomocg dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS).
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Rys. 33. Charakterystyka otrzymanych polimeréw gwiazdzistych: a) masa czgsteczkowa oznaczona
metodq GPC i b) srednica czgsteczek polimerdow gwiazdzistych oznaczona metodq DLS.
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Otrzymany polimer gwiazdzisty STR-D—EU-MAA charakteryzowat sie mniejszg masg
czagsteczkowg niz niemodyfikowany polimer gwiazdzisty STR, natomiast rozmiar jego czgsteczek
byt wiekszy niz czasteczek polimeru gwiazdzistego STR. Wtgczenie monomeru EU-MAA w strukture
polimeru gwiazdzistego zmienito rozmiar jego czasteczek, co prawdopodobnie jest zwigzane
ze zwiekszong iloscig monofunkcyjnego monomeru wydtuzajgcego ramiona i zwiekszajacego
hydrofobowos$¢ rdzenia polimeru gwiazdzistego, powodujac zmiany jego wielkosci w wodzie.
Inng mozliwoscig jest czesciowe usieciowanie EU-MAA w czasteczce polimeru gwiazdzistego
ze wzgledu na obecnos¢ wigzania allilowego w strukturze eugenolu. Aktywnos¢ tego wigzania
w procesie polimeryzacji podczas utwardzania klejow na bazie metakrylanu eugenolu (EgMA)
wykazali Rojo i wspodtpracownicy [281]. Przeprowadzone badania wskazujg, ze podczas
wolnorodnikowej polimeryzacji monomeru eugenolu, poczatkowo reagujy akrylowe wigzania
podwdjne, jednak w miare przebiegu reakcji polimeryzacji, réwniez allilowe wigzania podwdjne
wystepujace w strukturze eugenolu zaczynajg reagowac, przyczyniajac sie do tworzenia struktur

rozgatezionych i do sieciowania.

Na podstawie badari przeprowadzonych metoda spektroskopii *H NMR potwierdzono
struktury otrzymanych polimeréw gwiazdzistych. Uzyskane widma wraz ze strukturami
i przyporzgdkowaniem sygnatéw pochodzacych od odpowiednich grup protondw przedstawiono
na rysunku 34 i rysunku 35. Na widmach polimeréw gwiazdzistych modyfikowanych eugenolem
zarejestrowanych w roztworze deuterowanej wody (D,0) sygnaty jednostek monomeru eugenolu,
jak réwniez rdzenia polimeru gwiazdzistego, nie sg widoczne. Wynika to z zwiekszenia
hydrofobowosci rdzenia polimeru gwiazdzistego ze wzgledu na wprowadzenie do jego struktury
hydrofobowych jednostek EU-MAA. Obserwowane sg tylko sygnaty od hydrofilowych ramion
PEG4sMEM. Obserwacja szerszych sygnatdw lub ich zanik zwigzany jest z faktem, ze protony
rdzenia polimeru gwiazdzistego majg ograniczong ruchliwos$¢ w wodzie i uciekajg przed detekcjg
w NMR w stanie ciektym. Podobny efekt obserwuje sie w wodnych roztworach nanoczastek typu
rdzen-powtoka, a takze w przypadku termoczutych polimeréw [292]. Z tego wzgledu analize
chemiczng uzyskanych polimeréw gwiazdzistych prowadzono w chloroformie CDCls.
Widma H NMR STR-D-EU-MAA oraz STR—EU-MAA zmierzone w chloroformie CDCl; wykazujg
charakterystyczne sygnaty dla protondéw nalezacych do jednostek powtarzalnych eugenolu,
monomeru EGDM i ramienia PEGs;sMEM. Sygnaty dla aromatycznych tancuchéw bocznych
(9, 10, 1) eugenolu wystepujg przy & = 7,15 — 6,35 ppm. Natomiast protony grupy winylowej
(13, 14) eugenolu dajg sygnaty odpowiednio przy 6 =5,9 ppm i 6 = 5,1 ppm. Protony metylenowe
powtarzajacych sie jednostek PEGssMEM zaobserwowano przy 6 = 3,7 ppm (3), podczas gdy sygnat
singletowy przypisany CHs-O- pojawit sie przy 6 = 3,39 ppm (4). Rezonans (3') od -CH,-OC(0)-
EGDM pojawia sie przy 6 = 4,2 ppm. Sygnat obserwowany przy § =0,4 — 1,7 ppm (2) przypisuje sie
protonom metylowym szkieletu polimeru gwiaZzdzistego, a sygnat rezonansowy
przy 6 = 1,7 — 2,4 ppm (1) przypisuje sie protonom metylenowym szkieletu. Ponadto na widmie

wystepujg sygnaty od grupy metoksylowej (8) i metylenowej (12) eugenolu wraz z grupami
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metylenowymi (15) z pikéw EGDM, ktére pokrywajg sie z protonami

PEGsMEM (3).

Ponadto, na widmie zarejestrowanym dla STR-D—EU-MAA obserwowane sg sygnaty od jednostek

DMAEMA (5, 6, 7). W celu potwierdzenia sukcesu syntezy polimeru gwiazdzistego zarejestrowano

dodatkowo widma DOSY czystych wodnych roztworéw PEGssMEM i STR-EU-MAA (rysunek 36).
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Rys. 35. Widmo *H NMR dla STR—EU-MAA zmierzone w CDCl3 w temperaturze 295K.
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Rys. 36. Widma *H DOSY NMR STR—-EU-MAA (niebieski) i PEG4sMEM (czerwony) zmierzone w D20
w temperaturze 295K.

Na podstawie widm DOSY NMR uzyskanych dla polimeru gwiazdzistego STR-EU-MAA
(rysunek 36) stwierdzono wyrazne obnizenie wartosci wspodtczynnika dyfuzji sygnatu
3 pochodzacego od segmentu PEGssMEM — z D = 1,36-10° m?'s?do D = 1,50-10 m%s?, — co
jednoznacznie potwierdza skuteczne przeprowadzenie procesu syntezy polimeru gwiazdzistego.
Dodatkowo, wartos¢ wspotczynnika dyfuzji okreslona dla STR-EU-MAA jest nizsza niz w przypadku
podstawowego polimeru gwiazdzistego STR, co wskazuje na wiekszy rozmiar czgsteczek,
a w konsekwencji wyzszg mase czasteczkowg (M.) modyfikowanej struktury w poréwnaniu

do niemodyfikowanego polimeru gwiazdzistego.

Po potwierdzeniu sukcesu przeprowadzonej syntezy polimeru gwiazdzistego
modyfikowanego monomerem na bazie eugenolu STR-EU-MAA przeprowadzono badania jego
wtasciwosci antybakteryjnych. Na rysunku 37 pokazano wykres zaleznosci zywotnosci komérek
kultur bakteryjnych Escherichia coli (E. coli) w roztworze zawierajacym polimer gwiazdzisty

STR—EU-MAA od czasu. Badanie prowadzono przez okres 48 godzin.
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Rys. 37. Wptyw polimeru gwiazdzistego STR—EU-MAA na zywotnos¢ komarek bakteryjnych E. coli
(n=3).

STR—EU-MAA wykazuje aktywnos$¢ przeciwbakteryjng, jednak nie jest ona silna,
a zywotnos¢ komadrek po 48h wynosi 68,3 + 6,5%. Mozna to wyttumaczyé modyfikacjg grupy -OH,
ktorej przypisuje sie antybakteryjne wiasciwosci eugenolu [272]. Ograniczone wtasciwosci
antybakteryjne w pierwszych 48h moga wynikaé réwniez ze stabej hydrolizy wigzania estrowego,
jednakze obserwuje sie ciggty spadek zywotnosci komorek E. coli w czasie, co moze swiadczy¢
o wolniejszym, lecz przedtuzonym dziataniu antybakteryjnym. W literaturze mozna znalei¢
wzmianki na temat przygotowania antybakteryjnych polimeréw opartych na pochodnej eugenolu.
Xu i wspotpracownicy [293] zsyntetyzowali czastki polimerowe na bazie metakryloamidu
dopaminy i metakrylanu eugenylu, ktére wykazywaty skutecznos¢ przeciwbakteryjng od 60%
do 90% wobec Eugenia coli. Ponadto Rojo i inni [281] wykazali dobrg cytokompatybilnos¢
z ludzkimi fibroblastami polimeréw opartych na metakrylanie eugenylu i metakrylanie
etoksyeugenylu. Polimery gwiaZdziste réwniez s3 wykorzystywane do wytwarzania
antybakteryjnych  biomateriatéw. Vigliotta i wspodtpracownicy [262] zsyntetyzowali
heteroamfifilowe polimery gwiaZdziste z DMAEMA jako antybakteryjnymi jednostkami
funkcjonalnymi, uzyskujgc materialy antybakteryjne bez potrzeby dyfuzji $rodka
przeciwdrobnoustrojowego. Z drugiej strony Siedenbiedel i wspdtpracownicy [263] opracowali
powtoki antybakteryjne oparte na amfifilowych kopolimerach blokowych w ksztatcie gwiazdy,

ktore wykazywaty dtugotrwatg aktywnosé przeciwbakteryjna.

Badania przeprowadzone metodami NMR, GPC i DLS potwierdzity otrzymanie polimeréw
gwiazdzistych modyfikowanych EU-MAA, ktére charakteryzujg sie teoretycznie zaprojektowang
masg czasteczkowy i niskg jej dyspersyjnoscia, a takie wykazujg dziatanie antybakteryjne.
Z tego wzgledu w kolejnym etapie badan zastosowano je jako modyfikatory wtasciwosci

akrylowych cementéw kostnych.
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o Polimery gwiazdziste modyfikowane AMP (STR-AMP-PMMA)

W rozdziale 2.1.1. Synteza modyfikowanych monomerdw, w podpunkcie Pochodne
ampicyliny przytoczono doniesienia literaturowe na temat skutecznosci stosowania estrow
ampicyliny jako promotorow lekdw [283,284] i efektywnosci uwalniania ampicyliny wbudowanej
w nanoczgstki polimerowe [286]. W oparciu o te obserwacje podjeto probe syntezy polimerdw
gwiazdzistych, ktére w swojej strukturze posiadac¢ bedg kowalencyjnie wbudowang ampicyline.
W jednym z poprzednich rozdziatéw (2.1.1. Synteza modyfikowanych monomerdw, podpunkt
Pochodne ampicyliny) opisano przygotowanie trzech pochodnych AMP, ktére beda petni¢ funkcje

makroinicjatora w syntezie polimeréw gwiazdzistych na bazie PMMA.

Synteze polimerdow gwiazdzistych prowadzono metodg ARGET ATRP. Jako monomer
funkcjonalny zastosowano DMAEMA, a jako Srodek sieciujgcy EGDM. We wszystkich trzech
przypadkach stezenia makroinicjatora (Ml) oraz EGDM byty identyczne. Reakcja prowadzono byta
przez 10 godzin w przypadku STR-AMP-PEG4-PMMA 000, 12 godzin dla STR-AMP-PEG4-PMMA7000
oraz 24 godziny dla STR-AMP-PEG,-PMMA, a uzyskane stopnie konwersji przedstawiono
w tabeli 5.

Tab. 5. Stopien konwersji monomeru, masa czgsteczkowa (wzgledna liczbowo srednia masa czgsteczkowa -

Mh,app, absolutna masa czgsteczkowa - Mhn,apbs), dyspersyjnosé - B, liczba ramion i rozmiar otrzymanych
polimerdow gwiazdzistych modyfikowanych ampicyling.

B [ ey pves e R
STR—AMP-PEG4-PMMA 2000 82 68 800 107000 | 1,51 34 12
STR—AMP-PEG4-PMMA7000 87 62 200 95100 1,29 12 11
STR-AMP-PEG4-PMMA 91 389000 | 611000 | 1,57 56 14

3okre$lono metoda spektroskopii *H NMR. Pokre$lono metodg analizy GPC (THF jako eluent) skalibrowanej
do wzorcéw PMMA. “okreslono metodg GPC (THF jako eluent) wyposazonego w detektor wielokgtowego
rozpraszania $wiatfa. 9Liczbe ramion obliczono zgodnie z metodyka przedstawiong przez Cho i innych [291].
eokreslono za pomocg dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS).

W trakcie syntezy STR-AMP-PEGs;-PMMA,o0 zaobserwowano szybki wzrost frakgcji
wysokoczgsteczkowe] przy jednoczesnym gwattownym zaniku MI  (rysunek 38a).
Natomiast w pozostatych przypadkach proces ten przebiegat w sposéb bardziej kontrolowany
i charakteryzowat sie wolniejszym tempem wzrostu polimeréw gwiazdzistych (rysunek 38b
i rysunek 38c). W przypadku syntezy polimeru gwiazdzistego STR-AMP-PEG4-PMMA obserwuje sie
wzrost polimeru przy bardzo wysokich wartosciach M,, przy jednoczesnym kontrolowanym
przebiegu syntezy (rysunek 38c). Prowadzi to do uzyskania polimerédw gwiazdzistych o bardzo

duzych masach czgsteczkowych i stosunkowo niskiej dyspersyjnosci.
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Rys. 38. Kinetyka polimeryzacji polimeréw gwiazdzistych: a) STR—AMP-PEG 4-PMMA 2000;
b) STR—AMP-PEG4-PMMA 000 i ¢) STR-AMP-PEG4-PMMA, przedstawiona jako zaleznos¢
masy czgsteczkowej oznaczonej metodq GPC od czasu prowadzenia reakcji polimeryzacji.

Dzieki przeprowadzonym syntezom z powodzeniem otrzymano dobrze zdefiniowane
polimery gwiazdziste modyfikowane antybiotykiem, co potwierdzono metodg GPC (rysunek 39).

Wielkosci charakterystyczne uzyskanych polimeréw gwiazdzistych przedstawiono w tabeli 5.

——— STR-AMP-PEG,-PMMA 51,
———STR-AMP-PEG,-PMMA, 1,
—— STR-AMP-PEG,-PMMA
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Rys. 39. Masy czgsteczkowe polimeréw gwiazdzistych z AMP oznaczona metodq GPC.

Oceniono aktywnos$¢ przeciwbakteryjng zsyntetyzowanych polimeréow gwiazdzistych

w celu okreslenia ich zdolno$ci do hamowania wzrostu bakterii. Wyniki wykazaty umiarkowane
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dziatanie przeciwbakteryjne, przy czym zywotnos¢ komérek bakteryjnych szczepu E. coli w okresie
48 godzin utrzymywata sie na poziomie okoto 90%, co sugeruje ograniczong skutecznosé
przeciwdrobnoustrojowg w badanych warunkach (rysunek 40). Niemniej jednak, zywotnos¢
komadrek zmniejszyta sie w okresie 48 godzin, co sugeruje uwalnianie ampicyliny z matg szybkoscia

z otrzymanych polimeréw gwiazdzistych.
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Rys. 40. Wptyw STR—AMP-PEG4-PMMA 000 i STR~AMP-PEG4-PMMA na zywotnosé
komorek bakteryjnych E. coli (n = 3).

Modyfikacja antybiotykdw w celu wiaczenia ich w materiaty polimerowe jest tematem
czesto opisywanym w literaturze. Patel i inni [294] w swoich badaniach zwigzali ampicyline
z grupami funkcyjnymi  matrycy kopolimeru poli(styren-co-bezwodnik  maleinowy).
Uzyskane wyniki wskazuja na wysoky zawartos¢ ampicylingy w matrycy, ktéra uwalnia sie
ze skutecznoscig od 50 do 80% w okresie od 6 do 8 dni. Oledzka i inni [285] uzyskali koniugaty
sprzegajace antybiotyk Alaktamowy (ampicyline) z rozgatezionymi matrycami polimerowymi
opartymi na naturalnym oligopeptydzie, ktére uwalniaty od 14% do 60% ampicyliny po 21 dniach
inkubacji. W innych badaniach, Yang i wspdtpracownicy [254] sprzegli penicyline V z polimerem
gwiazdzistym poprzez wigzania amidowe i estrowe. Badania antybakteryjne wobec S. aureus

potwierdzity biodostepnos¢ zmodyfikowanej penicyliny po rozszczepieniu wigzania estrowego.

W niniejszym rozdziale przedstawiono synteze polimeréw gwiazdzistych zawierajgcych
kowalencyjnie wbudowang ampicyline, przeprowadzong metoda ARGET ATRP. Zastosowanie
trzech rdéinych prekursoréw zawierajgcych pochodne ampicyliny umozliwito kontrolowang
synteze polimerow gwiazdzistych o zréznicowanych masach czgsteczkowych, liczbie ramion
i dyspersyjnosci.  Analiza  kinetyki  polimeryzacji wykazata, ze w przypadku
STR—AMP-PEG4-PMMA 000 proces przebiegat z gwattowng konwersjg monomeréw i szybkim
wzrostem  frakcji wysokoczgsteczkowej, podczas gdy dla STR—-AMP-PEGs-PMMA7000
i STR-AMP-PEG;-PMMA reakcja miata bardziej kontrolowany charakter. Otrzymane polimery
gwiazdziste charakteryzowaty sie duzymi masami czgsteczkowymi oraz relatywnie niska

dyspersyjnoscig, co potwierdzono badaniami metodg GPC.
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Na podstawie przegladu literatury wykazano, ze modyfikacja antybiotykéw poprzez ich
immobilizacje w matrycach polimerowych stanowi skuteczng strategie przedtuzonego uwalniania
substancji czynnych. Badania nad réznymi systemami nosnikowymi wskazujg, ze uwalnianie
ampicyliny moze przebiegac w szerokim zakresie czasowym w zaleznosci od zastosowanej matrycy
polimerowej i rodzaju wigzania chemicznego koniugatéw. W kontekscie niniejszej pracy, uzyskane
wyniki stanowig podstawe do dalszych badahn nad potencjalnym zastosowaniem
funkcjonalizowanych polimeréw gwiazdzistych jako nosnikéw antybiotykdw w biomateriatach

do zastosowan medycznych.

o Polimery gwiazdziste modyfikowane Gd(MAA); (STR-Gd(MAA)s)

Synteza metakrylowej pochodnej gadolinu otwiera nowe mozliwosci w projektowaniu
polimerédw gwiazdzistych o wtasciwosciach kontrastujgcych. Struktury tego typu wykazujg
szczegblny potencjat w zastosowaniach zwigzanych z modyfikacjg cementéw kostnych, w ktérych
moga petni¢ zaréwno funkcje srodka kontrastujgcego, jak i systemu kontrolowanego dostarczania
lekdw po wczesniejszym zatadowaniu substancjg aktywng. Tradycyjne srodki kontrastujace,
takie jak BaSO,4 czy ZrO,, wykazujg negatywny wptyw na witasciwosci mechaniczne cementéw
[76,77] i pozwalajg wytgcznie na diagnostyke postoperacyjng za pomocg obrazowania
rentgenowskiego. Polimery gwiaZdziste zawierajace gadolin stwarzajg perspektywe opracowania
cementéw kostnych zdolnych do indukowania sygnatu w obrazowaniu metods rezonansu
magnetycznego (MRI), co moze znalezé zastosowanie w procedurach chirurgicznych
prowadzonych pod kontrolg MRI [295]. Takie materiaty sg szczegdlnie korzystne w przypadku
interwencji w obrebie nowotworéw kregostupa oraz w zabiegach w obszarze uktadu
miesniowo-szkieletowego, gdzie konieczne jest precyzyjne planowanie i prowadzenie operacji.
Zdolno$¢ MRI do wykrywania tkanek miekkich oraz delikatnych struktur, takich jak nerwy,
naczynia krwionosne czy rdzen kregowy, istotnie zwieksza bezpieczenstwo zabiegéw,
a zastosowanie szybkich sekwencji interwencyjnych umozliwia obrazowanie w czasie
rzeczywistym podczas operacji [295]. Dodatkowo, funkcjonalizowane polimery mogg znaczaco
poprawi¢ profil uwalniania substancji aktywnych, co nie jest mozliwe przy zastosowaniu
klasycznych srodkow kontrastujgcych. W niniejszym rozdziale omodwiono proces syntezy
polimeréw  gwiazdzistych z  wykorzystaniem  metakrylowej pochodnej  gadolinu

oraz ich potencjalne zastosowanie w biomateriatach o zwiekszonej funkcjonalnosci.

W pierwszym etapie badan dobrano rozpuszczalnik do syntezy modyfikowanego
gadolinem polimeru gwiazdzistego ze wzgledu na ograniczong rozpuszczalnos¢ (DMF, DMSO)
syntezowanego w ramach pracy monomeru Gd(MAA)s. Wybrano DMF, ktdry zastosowano
w mieszaninie z toluenem w stosunku objetosciowym 5,75:1. Monomer Gd(MAA); jest
monomerem posiadajacym trzy grupy metakrylowe w czasteczce, a zatem jest monomerem

szesciofunkcyjnym, prowadzacym do utworzenia polimeru o silnie usieciowanej strukturze.
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Jego zastosowanie w syntezie polimeru gwiazdzistego wptywa zatem znaczgco na przebieg
procesu i tworzenie polimeru o pozgdanej strukturze. Zastgpienie monomeru sieciujgcego EGDM
monomerem Gd(MAA); w rownomolowe;j ilosci w przeliczeniu na grupy funkcyjne spowodowato
catkowite usieciowanie mieszaniny reakcyjnej. Dlatego zastosowano mieszanine monomeréow
sieciujgcych EGDM i Gd(MAA); przy réznych stosunkach molowych reagentéw, tj. 1:0,3; 0,6:0,4
i 0,85:0,1, przy czym w syntezie polimeru gwiazdzistego o kontrolowanej masie czgsteczkowej
sprawdzita sie mieszanina monomeréw EGDM:Gd(MAA); zastosowana w stosunku molowym
0,85:0,1. Ostateczny sktad mieszaniny reakcyjnej zastosowanej do syntezy polimeru gwiazdzistego
modyfikowanego gadolinem byt zatem nastepujacy:
[PEG4sMEM]o/[GA(MAA)3]o/[EGDM]o/[EBiB]o/[CuBry]o/[TPMA]o w stosunku molowym reagentéw
1/0,1/0,85/0,2/0,00022/0,00066/0,0022.

W przypadku syntezy tego polimeru gwiaZdzistego réwniez zastosowano strategie
wprowadzania [EGDM]/[EBiB] porcjami, jak sugerowali Gao i inni [267]. Aby zwiekszy¢ wydajnosc,
dodatkowe porcje [EGDM]/[EBiB] wprowadzono po 10 i 24 godzinach prowadzenia reakcji,
co spowodowato znaczny wzrost stopnia konwersji PEG;sMEM i wzrost polimeru gwiazdzistego

(rysunek 41).
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Rys. 41. Kinetyka polimeryzacji polimeru gwiazdzistego STR—Gd(MAA )z przedstawiona jako zaleznos¢ masy
czgsteczkowej oznaczonej metodq GPC od czasu prowadzenia reakcji polimeryzacji.

Na wykresie obserwuje sie stopniowy wzrost masy czgsteczkowej polimeru gwiazdzistego
w czasie prowadzenia procesu polimeryzacji, jednakze dopiero dodatek $rodka sieciujgcego
w 10. i 24. godzinie reakcji spowodowat znaczny wzrost jego masy czgsteczkowe;j.
W wyniku zastosowanej strategii syntezy otrzymano dobrze zdefiniowany polimer gwiazdzisty,
co potwierdzono badaniami przeprowadzonymi dla oczyszczonego polimeru metodg GPC

(rysunek 42).
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Rys. 42. Masa czgsteczkowa polimeru gwiaZdzistego z Gd(MAA)s oznaczona metodq GPC.

Tab. 6. Stopien konwersji monomeru, masa czgsteczkowa (wzgledna liczbowo srednia masa czgsteczkowa -
Mh,app, absolutna masa czqsteczkowa - Mn,abs), dyspersyjnosc¢ - B, liczba ramion i rozmiar otrzymanego
polimeru gwiazdzistego modyfikowanego Gd(MAA)s.

konwersja a . b liczba rozmiar
nanwe (%)° Wzp0 Wi abs b ramion® | (d.nm)e
STR-Gd(MAA); 63 53 060 69 990 1,32 25 9

3okre$lono metoda spektroskopii *H NMR. Pokre$lono metodg analizy GPC (THF jako eluent) skalibrowanej
do wzorcéw PMMA. “okreslono metoda GPC (THF jako eluent) wyposazonego w detektor wielokgtowego
rozpraszania $wiatfa. “Liczbe ramion obliczono zgodnie z metodyka przedstawiong przez Cho i innych [291].
eokreslono za pomocg dynamicznego rozpraszania Swiatta (DLS).

W celu okreslenia kontrastujgcych wtasciwosci STR-Gd(MAA); zmierzono czas relaksacji

(T1). Eksperymenty przeprowadzono w temperaturze pokojowej, przy czestotliwosci 16,5 MHz.

Czas T; ulegat skroceniu wraz ze wzrostem stezenia STR-Gd(MAA); z 523,8 ms dla roztworu

0,75 mg/ml do 77,3 ms dla roztworu 6 mg/ml (rysunek 43).
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Rys. 43. Czas T: dla roztworéw STR—Gd(MAA)s o stezeniu od 0,75 mg/ml do 6 mg/ml, w temperaturze
pokojowej, przy czestotliwosciach 16,5 MHz.

Czynniki kontrastujace na bazie nanoczastek metali w nosnikach polimerowych sg szeroko

badane, jednakze nie sg one kowalencyjnie wigzane z nosnikiem. Iranpour i inni [296] uzyskali
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nanoczastki ztota z otoczkg z gumy arabskiej, ktére wykazywaty dobrg stabilnos¢ w mediach
fizjologicznych oraz silniejsze wtasciwosci kontrastujgce niz komercyjny $rodek kontrastujgcy
Visipague. W innej pracy, Kim i wspdtpracownicy [297] zsyntetyzowali nieorganiczne nanoczastki
o wielkosci rdzenia ponizej 5 nm zawierajace ztoto, tantal i cer zamkniete w nanoczastkach
polimerowych, tworzgc nanoczastki polimetaliczne (PMNP). PMNP generowaty wyzszy i bardziej
stabilny kontrast, niz srodki kontrastujgce wykonane z jednego metalu. W innych badaniach [298],
nanoczastki ztota zamkniete w nanoczastkach poliestrowych wykazywaty znikomg toksycznos¢
wobec fibroblastéw 3T3 i komdrek glejaka U-87 MG, a takze doskonate wtasciwosci obrazowania
komoérkowego.  Srodki  kontrastujgce na bazie nanoczastek tlenku  gadolinu(lll)
funkcjonalizowanych powierzchniowo pochodng bisfosfonianu (BP) byly badane przez
Mastrogiacomo i innych [299]. Wykazywaty one silne powinowactwo do fosforanu wapnia
oraz  biokompatybilnos¢ przy zachowaniu dobrych  wfasciwosci  kontrastujacych.
Li i wspdtpracownicy [300] badali $rodki kontrastujagce MRI oparte na Gd** w funkcjonalizowanym
akrylanie poli(eteru metylowego glikolu oligoetylenowego) o architekturze polimeru
gwiazdzistego. Wykazaty one znacznie wyzszg relaksacje niz istniejgce komercyjne Srodki
kontrastujgce o niskiej masie czgsteczkowej. Harth i wspotpracownicy [301] opracowali serie
akrylanowych polimeréw gwiazdzistych z Gd*i Eu®* jako $rodkéw fluorescencyjnych
i kontrastujagcych MRI do obrazowania multimodalnego. Badania in vitro i in vivo wykazaty,
ze te multimodalne $rodki obrazujgce zachowaty niebieska/czerwong fluorescencje i niezwykte

wtasciwosci magnetyczne, z wysokg relaksacjg i wysokim kontrastem.

Podsumowujgc, zastosowanie Gd(MAA)s; pozwolito na otrzymanie stabilnych, dobrze
zdefiniowanych polimeréw gwiazdzistych o wtasciwosciach kontrastujgcych w obrazowaniu
metodg rezonansu magnetycznego (MRI). Wyniki relaksometrii T; potwierdzity skuteczne
wbudowanie gadolinu, czego efektem byto znaczace skrécenie czasu relaksacji wraz ze wzrostem
stezenia. Otrzymane polimery stwarzaja mozliwos¢ zastosowania w obrazowaniu
srodoperacyjnym, szczegbélnie w  procedurach w obrebie kregostupa i uktadu
miesniowo-szkieletowego, gdzie MRI zapewnia wysokg precyzje i bezpieczestwo.
Daje to podstawe do rozwoju nowoczesnych, wielofunkcyjnych cementéw kostnych

o rozszerzonych mozliwosciach diagnostyczno-terapeutycznych.

2.1.4. Otrzymywanie kompleksow
° Kompleksy z polimerami gwiazdzistymi

Wspdtczesne badania nad biomateriatami koncentrujg sie na opracowywaniu systemow
dostarczania lekéw o kontrolowanym uwalnianiu, ktére pozwalaja na zwiekszenie skutecznosci
terapeutycznej oraz zmniejszenie skutkdw ubocznych terapii antybiotykowej. W tym kontekscie,
polimery gwiazdziste stanowig obiecujgcy nosnik do kompleksowania i dostarczania substancji

czynnych, takich jak antybiotyki czy naturalne s$rodki antybakteryjne. Ich unikalna struktura,
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obejmujaca rdzen centralny oraz liczne rozgatezienia, umozliwia efektywne wigzanie
i transportowanie lekdw, co podkresla ich potencjat aplikacyjny w obszarze inzynierii

biomateriatow.
o Kompleks STR:EU

Obecnos¢ monomeru funkcyjnego DMAEMA w strukturze polimeru gwiazdzistego nadaje
mu charakter kationowy w $rodowisku wodnym dzieki protonacji grup aminowych.
Dodatnio natadowane centra funkcyjne moga oddziatywac elektrostatycznie z anionowymi
lub polarnymi grupami obecnymi w wielu czgsteczkach bioaktywnych, w tym w substancjach
o dziataniu antybakteryjnym, takich jak antybiotyki czy zwigzki fenolowe. Dodatkowo grupy
aminowe DMAEMA mogg uczestniczy¢ w wigzaniach wodorowych oraz oddziatywaniach
van der Waalsa, co zwieksza zdolnos¢ kompleksowania zarowno zwigzkdéw matoczgsteczkowych,
jak i nanostruktur, takich jak nanoczgastki srebra [302,303]. Taka funkcjonalizacja nie tylko utatwia
efektywne wigzanie i stabilizacje zwigzkéw aktywnych, ale takie moze modulowac
ich kontrolowane uwalnianie z matrycy polimerowej, co ma istotne znaczenie w projektowaniu
nowoczesnych materiatdow o wtasciwosciach antybakteryjnych. Wykorzystujac te zdolnosé,
otrzymano kompleks STR:EU w stosunku molowym 1:20. Charakterystyke uzyskanego kompleksu
przeprowadzono metodga spektroskopii ATR-FTIR. Dodatkowo, w celu potwierdzenia oddziatywan
wystepujacych miedzy STR a EU, kompleks poddano analizie metoda spektroskopii *H NMR
oraz technikg spektroskopii NMR, tj. spektroskopii 2D jgdrowego efektu Overhausera (NOESY).

Kompleks polimeru gwiazdzistego z eugenolem, jak wspomniano wyzej, analizowano
metoda spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera. Widmo ATR-FTIR wykonane
dla kompleksu STR:EU pokazane na rysunku 44 wykazuje pojawienie sie dodatkowego pasma
absorpcji charakterystycznego dla eugenolu w zakresie liczb falowych 1500 — 1680 cm’,
odpowiadajgcego drganiom rozciggajagcym C=C wigzania podwdjnego i pierscienia aromatycznego

eugenolu.
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Rys. 44. Widma ATR-FTIR polimeru gwiaZdzistego STR i kompleksu STR:EU (stosunek molowy 1:20).
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Dalsza analiza widm ATR-FTIR potwierdza udane kompleksowanie EU przez STR.
Pasmo absorpcji odpowiadajgce aromatycznym drganiom rozciggajgcym C=C w prébkach STR:EU
potwierdza integracje dodatkowych grup funkcyjnych wprowadzonych przez EU.

Ta analiza spektralna wyrazne wskazuje na kompleksowanie EU.

W celu scharakteryzowania mozliwych oddziatywan miedzy polimerem gwiazdzistym
STR a eugenolem w kompleksie STR:EU przeprowadzono dodatkowo badania metoda
spektroskopii *H NMR, ktérych wyniki pokazano na rysunku 45. Dodatkowo na rysunku podano
struktury polimeru gwiazdzistego i eugenolu wraz z przypisanymi sygnatami. Eugenol jest bardzo
stabo rozpuszczalny w wodzie (1,15 mg/ml), zatem aby udowodnié¢ jego obecnos¢ w kompleksie,
w pierwszym etapie zmierzono widmo 'H NMR w chloroformie (rysunek 45 — czarna linia).
Zaobserwowano dwa rodzaje sygnatow: pierwszy rodzaj to szerokie piki zwigzane ze strukturg
polimeru gwiazdzistego (oznaczone na widmie cyframi), drugi rodzaj to ostre sygnaty skorelowane
z eugenolem (oznaczone na widmie literami). W drugim etapie probke STR:EU rozpuszczono
w deuterowanej wodzie (rysunek 45 — czerwona linia) i niespodziewanie uzyskano réwniez sygnaty
pochodzace od eugenolu. Mozna przypuszczaé, ze ramiona PEG4;sMEM polimeru gwiazdzistego
utatwiajg rozpuszczalno$¢ czasteczek eugenolu w wodzie poprzez oddziatywania
miedzyczasteczkowe. W pordwnaniu do widma uzyskanego w CDCls, sygnaty eugenolu
charakteryzujg sie jednak mniejszg intensywnoscia. Jest to efekt mniejszej ruchliwosci czgsteczek
eugenolu w roztworze wodnym. Dodatkowo obserwuje sie niewielkie zmiany przesuniecia
chemicznego sygnatdw eugenolu, co jest prawdopodobnie spowodowane oddziatywaniami

z czasteczkami polimeru [304].

HDO

Rys. 45. Widma 'H NMR STR:EU zmierzone w CDCls (czarny) i D20 (czerwony) w temperaturze 295K.
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W celu potwierdzenia oddziatywan miedzyczasteczkowych wystepujgcych pomiedzy
czgsteczkami polimeru gwiazdzistego i eugenolu oraz uzyskania informacji o bliskosci
przestrzennej pomiedzy grupami protonowymi obu czgsteczek, zastosowano technike NOESY
spektroskopii NMR. Technika ta pozwala uzyska¢ informacje o przestrzennych oddziatywaniach
réznych spindéw jadrowych w odlegtosciach do maksymalnie 0,5 nm [305]. Na rysunku 46
przedstawiono widmo *H NMR 2D NOESY prébki STR:EU w roztworze D,0. Zaobserwowano dwa
rodzaje pikdw krzyzowych: pierwszy, ktéry pojawia sie pomiedzy sygnatami przypisanymi
do eugenolu i samego polimeru gwiazdzistego oraz drugi wykryty pomiedzy pikami eugenolu
i polimeru gwiazdzistego. Drugi typ pikéw krzyzowych jest zwigzany z oddziatywaniami
miedzyczasteczkowymi eugenolu i polimeru gwiazdzistego. Obecnos¢ wszystkich tych pikéw
krzyzowych sugeruje, ze odlegtosci miedzy odpowiednimi protonami s mniejsze niz 0,5 nm.
Aby podkresli¢ oddziatywania wystepujgce miedzy eugenolem i polimerem gwiazdzistym, z widma
NOESY NMR wyodrebniono sygnaty rdzenia polimeru gwiazdzistego , tj. sygnat ,2"” i ,77,
a takze sygnat ramion PEG4sMEM, tj. sygnat ,3”. Dowodzi to, ze czgsteczki eugenolu oddziatujg nie
tylko z ramionami polimeru gwiazdzistego, ale takze niektdre z nich znajdujg sie w bliskiej

odlegtosci rdzenia STR.

L

T T T
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Rys. 46. Widmo *H NMR 2D NOESY probki STR:EU w roztworze D20 zmierzone w temperaturze 295K
przy czasie mieszania 600 ms. Po prawej stronie znajdujq sie widma wycinkéw 1D wyodrebnione
z sygnatéw polimeru gwiaZdzistego ,,2” (rézowy), ,,7” (czerwony) i ,,3” (niebieski) widma NOESY.

Prowadzone badania z zastosowaniem eugenolu do modyfikacji polimeréw pokazuja,
ze eugenol wykazuje wiasciwosci antybakteryjne [171], niestety jednoczesnie negatywnie
wptywajgc na reakcje polimeryzacji [306]. Kompleksowanie eugenolu w gwiezdzie polimerowej
powinno utrzymywac jego dziatanie antybakteryjne, a jednoczesnie ograniczy¢ negatywny wptyw

na proces polimeryzacji, czynigc go bardziej odpowiednim do stosowania w cementach kostnych.

Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy badania antybakteryjne kompleksu STR:EU
wykazaty znaczny spadek zywotnosci komorek bakteryjnych E. coli po 24 godzinach do 29,8 + 4,1%
(rysunek 47). Nastepnie obserwuje sie spowolnienie aktywnosci antybakteryjnej w kolejnych

godzinach i osiggniecie poziomu 23,0 £ 1,3% zywotnosci komdrek po 48 godzinach. Taki wynik
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sugeruje silng poczatkowq aktywnosé przeciwbakteryjng kompleksu STR:EU, ktéra stabilizuje sie

W czasie.
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Rys. 47. Wptyw kompleksu STR:EU na Zywotnos¢ komdrek bakteryjnych E. coli (n = 3).

Podsumowujgc, otrzymany kompleks STR:EU charakteryzuje sie silnymi oddziatywaniami
pomiedzy substancjg aktywng (EU) a nosnikiem (STR) oraz wykazuje dobre wtasciwosci
antybakteryjne, co czyni go obiecujgcym modyfikatorem wtasciwosci cementéw kostnych.
Stwarza to mozliwos¢ prowadzenia dalszych badan nad wptywem kompleksu na wtasciwosci

fizykochemiczne, mechaniczne i biologiczne cementdéw kostnych.

W kolejnym etapie prac podjeto prébe otrzymania komplekséw polimerdow gwiazdzistych
z antybiotykami, tj. ryfampicyng (RIF) i ampicyling (AMP). Do przygotowania komplekséw wybrano
podstawowy polimer gwiazdzisty STR oraz polimer gwiazdzisty modyfikowany EU-MAA,
tj. STR—-EU-MAA. Motywacjg do podjecia tych badan byta préba zwigzania antybiotyku na nosniku
polimerowym, jakim jest polimer gwiaZzdzisty, aby uzyskaé¢ materiat o przedtuzonym uwalnianiu.
Taki kompleks powinien zapobiec efektowi wyrzutu antybiotyku po zaaplikowaniu cementu
kostnego w organizmie pacjenta. Kluczowym aspektem prowadzonych badani byto okreslenie
oddziatywan miedzy polimerem a antybiotykiem, ktére mogg wptywacé na stabilnos¢ komplekséw

oraz ich wiasciwosci antybakteryjne.
o Kompleks STR:RIF

Kompleksowanie RIF miato na celu nie tylko poprawe uwalniania antybiotyku, ale réwniez
ograniczenie jej niekorzystnego wptywu na proces utwardzania cementdw kostnych.
Oddziatywania miedzyczgsteczkowe miedzy polimerem gwiazdzistym (STR) jak i polimerem
gwiazdzistym modyfikowanym EU-MAA (STR—EU-MAA) a ryfampicyng (RIF) badano metoda
spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera. Analiza ta miata na celu identyfikacje
przesunie¢ potozenia pasm absorpcji charakterystycznych grup funkcyjnych, co wskazywatoby

na tworzenie komplekséw STR:RIF i STR-EU-MAA:RIF. Oddziatywania miedzyczasteczkowe mogg
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wptywac zaréwno na ich stabilnos¢ jak i wtasciwosci uwalniania leku. Widma ATR-FTIR polimeru
gwiazdzistego STR i kompleksu STR:RIF oraz polimeru gwiazdzistego STR-EU-MAA i kompleksu
STR—EU-MAA:RIF przedstawiono odpowiednio na rysunku 48.

a) b)
e r—— RIF ———STR-EU-MAA ——STR- EU MAA:RIF ——RIF
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Rys. 48. Widma ATR-FTIR kompleksu: a) STR:RIF i b) STR-EU-MAA:RIF (stosunek molowy 1:5).

Na widmach ATR-FTIR polimerdw gwiazdzistych STR (rysunek 48a) i STR—EU-MAA (rysunek
48b) obserwuje sie obecnos¢ charakterystycznych pasm absorpcyjnych odpowiadajgcych
strukturze polimetakrylanu. Pasmo absorpcyjne z maksimum wystepujgcym przy liczbie falowej
~1730 cm™ jest zwigzane z drganiami rozciggajacymi grup karbonylowych C=0 wystepujacych
W wigzaniu estrowym, natomiast pasma absorpcyjne wystepujace w zakresie liczb falowych
2800 — 3000 cm™® odpowiadajg symetrycznym i asymetrycznym drganiom rozciggajacym
alifatycznego wigzania C-H. Ponadto, pasma absorpcyjne w zakresie liczb falowych
1000 - 1300 cm* wskazujg na drgania rozciggajace wigzania C-O-C, ktére zwigzane sg z obecnoécia
wigzan estrowych w matrycy polimerowej. Dodatkowo, na widmie polimeru gwiazdzistego
STR—EU-MAA obserwuje sie obecno$¢ pasm absorpcyjnych w zakresie liczb falowych
1500 — 1600 cm™ zwigzanych z drganiami rozciggajgcymi aromatycznych wigzan nienasyconych
C=C struktury eugenolu. W przypadku ryfampicyny, ktdra jest antybiotykiem o szerokim spektrum
dziatania nalezagcym do klasy ryfamycyn, mozna wyrdznié charakterystyczne grupy funkcyjne
jak hydroksylowa, karbonylowa, amidowa, czy pierscien aromatyczny. Ich obecno$¢ mozna
przypisa¢ poszczegélnym pasmom absorpcyjnym wystepujgcym na widmie ATR-FTIR.
Pasmo absorpcyjne pochodzace od grupy karbonylowej wystepuje przy liczbie falowej 1725 cm™?,
pasmo absorpcyjne asymetrycznych drgan rozciggajgcych wigzania -C=N przy liczbie falowej
1644 cm?, pasmo absorpcyjne drgari zginajgcych N-H grupy amidowej przy liczbie falowej
1566 cm?, pasmo absorpcyjne drgar rozciggajacych wigzania C-N przy liczbie falowej 1375 cm?,
jak réwniez widoczne w zakresie liczb falowych 1500 — 1600 cm™ drgania rozciggajace
aromatycznych wigzan C=C. Po wigczeniu antybiotyku RIF do matrycy STR i STR—EU-MAA,
zaobserwowano kilka zmian na widmie ATR-FTIR, ktére wskazujg na oddziatywania

miedzyczasteczkowe wystepujgce miedzy substancjg aktywng a polimerem. W uktadach STR:RIF
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i STR-EU-MAAC:RIF charakterystyczne karbonylowe drgania rozciggajgce ryfampicyny wykryto
z niewielkim przesunieciem, co wskazuje na potencjalne wystepowanie wigzania wodorowego
lub oddziatywan dipol-dipol miedzy polimerem a RIF. Dodatkowo, pasma odpowiadajace grupie
amidowe] ryfampicyny (~1644 cm™ i ~1566 cm™) wykazujg zmiany intensywnosci, sugerujgc
oddziatywania miedzyczgsteczkowe miedzy polimerem gwiazdzistym a RIF, ktére moga
stabilizowaé¢ lek w kompleksie. Co wiecej, aromatyczne drgania rozciggajgce C=C
(1500 - 1600 cm?) wykazujag niewielkie przesuniecia i zmiany intensywnosci,
ktére mozna przypisa¢ oddziatywaniom m-mt miedzy pierscieniami aromatycznymi RIF a matryca
polimerowa. Obszar drgan rozciggajacych wigzania C-O-C (1000 — 1300 cm™) wykazuje subtelne
zmiany, co moze wskazywac na modyfikacje w lokalnym $rodowisku elektronowym spowodowane

oddziatywaniami lek-polimer.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze zaobserwowane przesuniecia pasm absorpcyjnych
lub zmiany ich intensywnosci na widmach ATR-FTIR sugerujg otrzymanie komplekséw STR:RIF
oraz STR-EU-MAA:RIF, w ktdrych tworzeniu prawdopodobnie uczestniczg wigzania wodorowe,
czy oddziatywania elektrostatyczne. Struktura czgsteczkowa RIF wydaje sie zachowana,

co ma kluczowe znaczenie dla utrzymania jego aktywnosci przeciwbakteryjne;j.

Aktywnos¢ przeciwbakteryjng otrzymanych komplekséw polimerédw gwiazdzistych
z ryfampicyng oceniano wobec szczepu bakterii E. coli. Jak mozna zauwazy¢ z wykresu pokazanego
na rysunku 49 zywotnos¢ komdrek bakteryjnych w obecnosci STR:RIF i STR-EU-MAA:RIF znacznie
spadfa w trakcie badania. Po 1 godzinie inkubacji zywotnos¢ komdrek zmniejszyta sie do 10%
w obecnosci kompleksu STR:RIF i 12% w obecnosci kompleksu STR-EU-MAA:RIF. Dalsza ekspozycja
prowadzita do dalszego spadku zywotnosci, osiggajac 2,6% dla STR:RIF i 4% dla STR-EU-MAA:RIF
po 24 godzinach oraz odpowiednio 1% i 1,9% po 48 godzinach. Podobne wyniki uzyskali
Duran i wspotpracownicy [307], wykazujac, ze proces mikrokapsutkowania zapewniat
porownywalny poziom hamowania wzrostu S. aureus jak wolna postaé substancji aktywnej,

utrzymujacy sie po 20 i 24 godzinach inkubacji.
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Rys. 49. Wptyw kompleksow STR:RIF i STR—EU-MAA:RIF na zywotnosc¢ E. coli (n = 3).
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Otrzymane wyniki potwierdzajg zatem trwatg aktywno$é przeciwdrobnoustrojowa
przygotowanych komplekséw i sugerujg skuteczne uwalnianie ryfampicyny z nosnikéw
polimerowych w czasie, co wskazuje na mozliwos¢ ich wykorzystania w formulacjach cementéw

kostnych.

o Kompleks STR:AMP

W kolejnym etapie prac przygotowano rowniez kompleksy polimeréw gwiazdzistych
z drugim antybiotykiem, tj. ampicyling. Oddziatywania pomiedzy sktadnikami komplekséw
badano, podobnie jak poprzednio, metodg spektroskopii ATR-FTIR. Widma ATR-FTIR polimeru
gwiazdzistego STR i kompleksu STR:AMP oraz STR-EU-MAA i STR-EU-MAA:AMP przedstawiono

na rysunku 50.
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Rys. 50. Widma ATR-FTIR dla kompleksu: a) STR:AMP i b) STR—EU-MAA:AMP (stosunek molowy 1:7).

Liczba falowa [cm™]

Opis charakterystycznych pasm absorpcyjnych wystepujgcych w polimerach gwiazdzistych
STR i STR—EU-MAA przedstawiono wyzej. Natomiast w przypadku ampicyliny obserwuje sie
szerokie pasmo pochodzace od wody, a takze charakterystyczne pasma w zakresie liczb falowych
1780 — 1850 cm™ (C=0), 3060 — 3300 cm™ (rozciggajagce -CONH-), 1630 — 1680 cm™

(amid drugorzedowy), 800 cm™ (pierécief aromatyczny).

Na widmach ATR-FTIR przygotowanych kompleksdw z ampicyling zaobserwowano kilka
zmian, potwierdzajgcych obecnos$¢ oddziatywan miedzy antybiotykiem a STR czy STR-EU-MAA.
Pasmo absorpcyjne zwigzane z rozcigganiem grupy C=0 w wigzaniu amidowym ampicyliny
(~1660 cm™), wykazuje przesuniecie i zmiane intensywnosci, co sugeruje tworzenie wigzania
wodorowego miedzy antybiotykiem a matryca polimerowa. Ponadto, pasmo rozciggajgce grupy
karbonylowej wigzania estrowego wystepujacego w polimerach gwiaZzdzistych (~1725 cm™)
wykazuje niewielkie przesuniecie na widmie kompleksdw, co sugeruje potencjalne oddziatywania
wodorowe miedzy grupami estrowymi polimeru a grupami funkcyjnymi ampicyliny.

Co wiecej, poszerzenie, wyrazne obnizenie intensywnosci i niewielkie przesuniecie w obszarze
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drgan rozciggajacych wigzania N-H (3200 — 3500 cm™) réwniez sugerujg mozliwe oddziatywania
przez wigzania wodorowe miedzy AMP i polimerami gwiazdzistymi. Na wystepowanie tego typu
oddziatywan w koniugatach polimer-antybiotyk, w ktérych wigzanie wodorowe odgrywa kluczowa
role ze wzgledu na kompatybilnos¢ lek-polimer, wskazywano w publikacjach [308,309].
Charakterystyczne sygnaty dla drgan rozciggajgcych pierscienia f-laktamu w poblizu liczby falowej
1760 cm™ pozostajg obecne w kompleksie STR:AMP i STR-EU-MAA:AMP. Jednakze przesuniecie
sygnatu z 1763 cm™ do 1780 cm™ wskazuje na wystepowanie oddziatywar pomiedzy ampicyling
a polimerem, przy jednoczesnym zachowaniu integralnosci strukturalnej antybiotyku
po jego inkorporacji [308]. Zachowanie to ma kluczowe znaczenie dla utrzymania skutecznosci
przeciwbakteryjnej AMP. Drgania rozciggajagce aromatycznych wigzan nienasyconych C=C
(1500 — 1600 cm?) wykazujg niewielkie przesuniecia i zmiany intensywnoéci na widmie ATR-FTIR
kompleksu STR-EU-MAA:AMP, co sugeruje mozliwe oddziatywania m-m miedzy pierscieniami
aromatycznymi ampicyliny i polimeru gwiaZdzistego. Zmiany w regionie 1400 — 1500 cm?,
odpowiadajgce symetrycznym i asymetrycznym drganiom rozciggajgcym karboksylanu, moga
wskazywac na interakcje jonowe miedzy grupami karboksylowymi AMP i grupami funkcyjnymi
w STR i STR-EU-MAA.

Podsumowujac, obserwowane na widmach ATR-FTIR przesuniecia jak i zmiany
intensywnosci pasm absorpcyjnych charakterystycznych grup funkcyjnych potwierdzajg tworzenie
komplekséw STR:AMP i STR-EU-MAA:AMP, w ktérych prawdopodobnie uczestniczg wigzania
wodorowe i oddziatywania elektrostatyczne. Uzyskane wyniki wskazujg, ze ampicylina zostata
skutecznie wtaczona do matrycy polimerowej bez zmian struktury. Podobne oddziatywania
zaobserwowano w innych uktadach polimer-antybiotyk, a ich obecnos¢ sprzyjata zwiekszeniu

stabilnosci leku oraz poprawie kontrolowanego profilu jego uwalniania [310].
o Kompleks STR-AgNPs

Do syntezy polimeru gwiazdzistego zastosowano monomer funkcyjny DMAEMA,
aby dzieki jego obecnosci przeprowadzi¢ redukcje jondw srebra i otrzymacé kompleksy polimeru
gwiazdzistego z nanoczgstkami srebra (STR—AgNPs). Proces formowania AgNPs przeprowadzono
dla polimerédw gwiazdzistych rdéznigcych sie ditugoscia ramion jak i zawartoscia monomeru
funkcyjnego DMAEMA. Jako ramiona polimeru gwiazdzistego zastosowano dwa monomery
réznigce sie masg czagsteczkows (liczba jednostek oksyetylenowych w czasteczce), tj. PEG4sMEM
o masie 2000 oraz PEGsMEM o masie 500. Natomiast w przypadku DMAEMA zastosowano
do syntezy 2 lub 4 mole tego monomeru w stosunku do 1 mola ramion (PEG4sMEM lub PEGsMEM).
Otrzymano cztery polimery gwiazdziste zawierajgce odpowiednio: PEG4;sMEM i 2 mole DMAEMA
(STR), PEG4sMEM i 4 mole DMAEMA (STR_1), PEGsMEM i 2 mole DMAEMA (STR_2) oraz PEGoMEM
i 4 mole DMAEMA (STR_3). Otrzymane polimery gwiaZdziste scharakteryzowano metodg *H NMR

oraz metodg GPC, a gtdwne parametry przedstawiono w tabeli 7. Na podstawie przedstawionych
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wynikéw mozna stwierdzié, ze sktad kompozycji wywiera istotny wptyw na mase czasteczkowa
oraz dyspersyjnosc (D) otrzymanych polimerdw gwiazdzistych. Wprowadzenie ramion o mniejszej
dtugosci (PEGoMEM) skutkowato obnizeniem masy czasteczkowej zaréwno sredniej liczbowej
(Mhnapp), jak i absolutnej (Mhnabs), przy jednoczesnym wzroscie wartosci D, co wskazuje
na pogorszenie kontroli nad procesem polimeryzacji. Co wiecej, zwiekszenie iloSci DMAEMA
spowodowato wzrost rozmiaru uzyskanych polimerédw gwiazdzistych. Efekt ten jest szczegdlnie
widoczny w prébce STR_3, w ktdrej uzyskano najnizsze wartosci M, oraz najwyzszg dyspersyjnosé
i rozmiar sposrdd analizowanych probek.

Tab. 7. Stopieri konwersji monomeru, masa czgsteczkowa (wzgledna liczbowo srednia masa czgsteczkowa -

Mh,app, absolutna masa czgsteczkowa - Mn,abs), dyspersyjnosc - © oraz ilos¢ ramion i rozmiar otrzymanych
polimerdow gwiazdzistych.

nazwa konwersja (%)? M, app° M, abs Db rairI:is’cfnd Egzr:“r;‘;‘g
STR 84 38 200 120 000 1,24 58 8
STR_1 88 31700 144 000 1,34 64 9
STR_2 86 16 100 101 500 1,42 47 8
STR_3 90 15200 58 300 1,57 56 15

aokreslono metoda spektroskopii *H NMR. Pokreslono metoda analizy GPC (THF jako eluent) skalibrowanej
do wzorcéw PMMA. “okreslono metodg GPC (THF jako eluent) wyposazonego w detektor wielokgtowego
rozpraszania $wiatfa. 9Liczbe ramion obliczono zgodnie z metodyka przedstawiong przez Cho i innych [291].
cokreslono za pomocg dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS).

Kolejny etap badan polegat na doborze odpowiedniego rozpuszczalnika (roztworu)
do przeprowadzenia procesu strgcania jonéw srebra (Ag*) na syntezowanych polimerach
gwiazdzistych. Rodzaj rozpuszczalnika moze mie¢ wptyw nie tylko na proces redukcji jonéw srebra,
kompleksowanie przez polimer gwiazdzisty, ale rowniez na metodyke oddzielania otrzymanych
nanoczastek srebra od rozpuszczalnika, celem uzyskania materiatu do dalszych badan.
Stosowany rozpuszczalnik powinien rozpuszczaé zaréwno polimer gwiazdzisty, jak i stosowang sél
srebra AgNOs. Dlatego wybrano wode, ktéra jest obojetna dla organizmu, i jej pozostatosci
w przygotowanym produkcie do modyfikacji cementu kostnego nie beda miaty wptywu
na organizm pacjenta. Woda jednak jest trudna do usuniecia i wymaga zastosowania techniki
liofilizacji. Zastosowano réwniez dodatek acetonu do wody, poniewaz wptywa on na tworzenie
miceli, co powinno przyspieszy¢ proces redukcji jondw srebra ze wzgledu na lepszg dostepnosé
atoméw azotu monomeru funkcyjnego DMAEMA. W celu utatwienia procesu usuwania
rozpuszczalnika po procesie redukcji jondw srebra zastosowano zamiast wody etanol,
oraz roztwdr etanolu z acetonem. W tym przypadku rozpuszczalnik mozna tatwo usungc
w procesie odparowania prézniowego. Do badania zastosowano wszystkie otrzymane polimery
gwiazdziste, tj. STR, STR_1, STR_2 i STR_3, a redukcje prowadzono w trzech réznych mediach,
tj. EtOH, H,0-Ace i EtOH-Ace, bez dodatkowego czynnika redukujgcego i monitorowano jg metoda
spektroskopii  UV-Vis.  Proces momentu, gdy absorpcja

prowadzono do pasma
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charakterystycznego dla AgNPs przestata wzrastaé. Aby unikng¢ wptywu pH lub stezenia soli
AgNOs; na tworzenie AgNPs, reakcje prowadzono w roztworach obojetnych o statym stezeniu
AgNOs. Wszystkie roztwory podczas procesu strgcania zmieniaty kolor z bezbarwnego poprzez
zfotozétty do brazowego. Na widmach wykonanych metodg UV-Vis obserwowano pasmo
absorpcyjne przy dtugosci fali ~430 nm. Przyktadowe widma uzyskane podczas procesu redukcji
jonéw srebra dla jednego z badanych roztworéw (H,O:Ace) na gwiezdzie polimerowej STR 1
i STR_2 pokazano na rysunku odpowiednio 51a i 51c. Zarejestrowane pasmo absorpcyjne
odpowiada pikom absorpcji rezonansu plazmondéw powierzchniowych prawie sferycznych

lub sferycznych nanoczgstek srebra, co wskazuje na tworzenie sie AgNPs [302,311].

a) b)

1,65

= STRH,0-Ace
1,50 |—=—sTREtOH
135 —&— STR EtOH-Ace
% STR_1 H,0-Ace
— 1,20 |-—=—STR_1EtOH
< ®— STR_1 EtOH-Ace
o 1,05 =
€ 0,90
©
20,75
2
20,60
< 045 e

0,30

- T
0,15 e

T T T T T — i 0,00 E—=—*
320 360 400 440 480 520 560 600 1 2 3 456 7 8 9101112 13 14 15

Dtugos¢ fali [nm] Czas [dni]

Absorbancja [-]

———a—
¥ e

2
&

»
%)

®— STR_2 H,0-Ace
—#—STR_2 EtOH
®— STR_2 EtOH-Ace
#— STR_3 H,0-Ace

>
o
1

w
w
1

% STR_3 EtOH
—&— STR_3 EtOH-Ace

(

Absorbancja [-]
Absorbancja [-]

Lo B e B S
n o » o u
L L L 1 L

0,0 : . ; . ; ; 0,08
320 360 400 440 480 520 560 600

Dtugosc fali [nm)] Czas [dni]

9 10

Rys. 51. Widma UV-Vis otrzymane podczas procesu redukcji jonow srebra w roztworze H20-Ace
na a) STR_1ic) STR_2 oraz zaleznos¢ maksymalnej absorbancji piku charakterystycznego dla nanoczgstek
srebra od czasu dla réznych roztworéw: b) STR i STR_1 oraz d) STR_2iSTR 3 [312].

Stracanie jonéw Ag* na polimerach gwiazdzistych jest mozliwe dzieki obecnosci DMAEMA
w ich strukturze. Wolna para elektrondw na atomie azotu w trzeciorzedowej grupie aminowej
DMAEMA posiada zdolnosci koordynacyjne i redukcyjne. Dzieki temu DMAEMA moze dziataé
zarowno jako srodek kompleksujgcy, jak i redukujgcy jony srebra. Poczgtkowo jony srebra (Ag?)
sg wychwytywane przez DMAEMA i tworzg kompleks z atomami azotu (Ag*)-DMAEMA.

Nastepnie jony Ag* sg redukowane in situ, tworzac atomy srebra podczas etapu zarodkowania.
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Proces nukleacji jest kontynuowany wraz ze wzrostem krysztatéw srebra, co ostatecznie prowadzi
do powstania nanoczastek srebra (AgNPs) [302,303]. Schemat formowania AgNPs na STR
przedstawiono na rysunku 52. Mozna réwniez znalezé doniesienia literaturowe, na temat
powolnej redukcji jondw Ag* do AgNPs bez dodatkowego reduktora przez hydrofilowy blok
poli(tlenku etylenu) — PEO [313,314]. Badania te pokazuja, ze utworzone AgNPs sg w wiekszosci
osadzane na powierzchni polimeru, a tylko niewielka ich cze$¢ jest obecna w postaci wolnych
nanoczastek. W niniejszej pracy do redukcji jondw Ag' zastosowano polimery gwiazdziste
posiadajgce w strukturze zarowno monomer DMAEMA jak i monomery zawierajace jednostki
oksyetylenowe w czgsteczce. Zatem potgczenie tych dwdch sktadnikbw moze prowadzié
do wiekszej wydajnosci w uzyskiwaniu AgNPs, a takze zwiekszonej stabilnosci otrzymanych

komplekséw.
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Rys. 52. Schemat procesu tworzenia nanoczqgstek srebra poprzez redukcje jonow srebra Ag*
na monomerze DMAEMA wbudowanym w strukture polimeru gwiazdzistego [312].

Formowanie AgNPs przebiega szybciej i z wiekszg wydajnoscia w roztworach
zawierajacych polimery gwiazdziste o wiekszej zawartosci DMAEMA w strukturze (STR_1i STR_3),
co mozna zaobserwowaé¢ na wykresie zaleznosci maksimum absorbancji pasma
charakterystycznego dla nanoczastek Ag od czasu prowadzenia procesu dla badanych roztworéw
(rysunek 51b i rysunek 51d). Wartosci absorbancji pasma charakterystycznego dla AgNPs
sg wyzsze w kazdym z badanych roztworéw dla wspomnianych polimeréw gwiaZdzistych,
co jest bardziej widoczne dla roztworow woda:aceton (H,O-Ace) i etanol (EtOH).
Dla roztworu etanol:aceton (EtOH-Ace) wartos¢ absorbancji jest tylko nieznacznie wyzsza.
Obserwacja ta potwierdza badania przeprowadzone przez Huang i wspoétpracownikéw [302],

ktore wykazujg wyzszg absorbancje dla miceli o wyzszej zawartosci DMAEMA.

Na podstawie krzywych strgcania jonéw Ag* (rysunek 51) mozna wyciggnaé wniosek,
ze znaczacy wplyw na tworzenie AgNPs ma medium, w ktérym prowadzony jest proces.
Wptywa ono nie tylko na czas trwania procesu i jego skutecznos¢, ale takze na rozmiar tworzgcych
sie nanoczgstek Ag. Na podstawie doniesien literaturowych [315,316], w ktérych powigzano
wielko$¢ tworzacych sie nanoczgstek Ag z dtugoscia fali, przy ktérej wystepuje maksimum piku
na widmie UV-Vis, w ramach pracy przypisano wielko$¢ powstajgcych AgNPs w zastosowanych
do badan mediach (réznych roztworéw polimeréw gwiazdzistych). W etanolu tworzenie AgNPs

na polimerach gwiazdzistych o krotszych ramionach (STR_2 i STR_3) bylo najwolniejsze
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i trwato 10 dni. Powstate nanoczastki Ag charakteryzowaty sie duzymi rozmiarami, co potwierdza
warto$¢ Amax ~442 nm dla STR_2 w EtOH, odpowiadajgca S$rednicy dagnes ~70 nm.
W przypadku STR_3 warto$é Amax ~400 nm wskazuje na uzyskanie nanoczgstek Ag o s$rednicy
dagnes ~35 nm. Dla polimeréw gwiazdzistych o dtuzszych ramionach (STRi STR_1) proces stracania
jonéw Ag* prowadzony w etanolu doprowadzit do utworzenia nanoczgstek Ag o Srednicy
dagnes ~70 M (Amax ~444 nm) dla STR_1 oraz dagnes ~60 nm Amax ~432 nm dla STR.
Znacznie szybciej proces strgcania jondw srebra zachodzit w roztworze H,0-Ace (w ktérym tworza
sie micele) i trwat 5 dni dla polimeréw gwiazdzistych o krétszych ramionach, co doprowadzito
do powstania AgNPs o mniejszych rozmiarach: dla STR_2 dagnes ~55 nm (Amax ~428 nm)
oraz dagnes ~35 Nnm (Amax ~400 nm) dla STR_3. Z kolei, proces otrzymywania AgNPs na STRi STR_1
trwat 10 dni, a uzyskane nanoczastki Ag miaty sSrednice dagnes ~75 nmM (Amax ~448 nm)
dla STR i dagnes ~40 nm (Amax ~416 nm) dla STR_1. Reakcja przeprowadzona na STR_2 i STR_3
w roztworze EtOH-Ace trwata 7 dni, niemniej jednak dtugosc fali, przy ktérej wystepuje maksimum
absorbancji przesuneta sie do nizszych wartosci (Amax ~410 nm) dla STR_2 i wyzszych wartosci
(Amax ~420 nm) dla STR_3, wskazujgc na tworzenie mniejszych nanoczgstek w przypadku STR_2
(dagnes ~40 nm) i wiekszych w przypadku STR_3 (dagnes ~45 nm). Podobne przesuniecie potozenia
maksimum absorbancji charakterystycznego piku zaobserwowano dla STR (Amax ~424 nm),
co sugeruje powstanie czastek o rozmiarze dagwes ~40 nm. Odwrotnie byto dla polimeru
gwiazdzistego STR_1, dla ktérego uzyskane AgNPs miaty rozmiar dagnes ~80 nm (Amax ~454 nm).
Rozmiar nanoczgstek Ag oszacowano na podstawie diugosci fali zgodnie z wczesniejszymi
badaniami [315,316]. Najbardziej efektywny proces zachodzit w roztworze H,O-Ace dla polimeréow
gwiazdzistych o wyzszej zawartosci DMAEMA. Jednak dla STR_3 zaobserwowano bardzo wydajne
tworzenie AgNPs w kazdym roztworze (rysunek 53d). W przypadku STR_2 najbardziej wydajne
tworzenie AgNPs odnotowano w roztworze EtOH-Ace i byto ono ponad 3 razy bardziej efektywne

niz w roztworze H,0-Ace i 5 razy bardziej efektywne niz w EtOH (rysunek 53c).
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Rys. 53. Widma UV-Vis roztwordéw polimerdw gwiazdzistych po procesie redukcji jonéw Ag*:
a) STR; b) STR_1; ¢) STR_2id) STR_3 w réznych rozpuszczalnikach [312].

Nanoczgstki Ag otrzymane w roztworze etanolowym polimeru gwiaZdzistego STR_3
charakteryzujg sie najwiekszym rozktadem wielkosci czgstek (PSD), co na widmie UV-Vis widoczne
jest w postaci bardzo szerokiego pasma absorpcyjnego charakteryzujgcego sie wystepowaniem
maksimum absorbancji przy dtugosci fali Amax ~400 nm oraz mniej intensywnego sygnatu w postaci
ramienia (shoulder) w okolicy dtugosci fali Amax ~440 nm. Sugeruje to tworzenie dwdch rodzajow
agregatow AgNPs o rozmiarach czgstek odpowiednio dagnes ~35 nm i dagnes ~70 nm. Na widmie
roztworu otrzymanego po redukcji jondw Ag* w roztworze H,O-Ace polimeru gwiazdzistego STR_3
zaobserwowano nieznaczne poszerzenie piku absorpcyjnego w okolicy Amax ~420 nm, co moze
sugerowaé¢ obecno$¢ dwodch rodzajow agregatdw AgNPs, co potwierdzono badaniami
przeprowadzonymi metodg TEM (rysunek 54). Nanoczastki Ag otrzymane w roztworze polimeru
gwiazdzistego STR rowniez wykazujg szeroki rozktad wielkosci w kazdym rozpuszczalniku,
a maksima pikow absorpcyjnych w roztworach H,O-Ace oraz EtOH przy dtugosci fali Amax ~444 nm
sugerujg podobny przebieg procesu strgcania jondw Ag*. Natomiast nanoczgstki Ag otrzymane
w roztworach polimeru gwiazdzistego STR 1 wykazujg waski rozktad wielkosci czastek niezaleznie
od typu zastosowanego rozpuszczalnika, jednakze obserwuje sie znaczne réznice w wielkosci

czastek miedzy poszczegdlnymi rozpuszczalnikami.
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Rys. 54. Obrazy TEM czgstek AgNPs zredukowane na STR_3 w: H20-Ace (a, b), EtOH-Ace (c)
i EtOH (d), a takze STR_2 w: H20-Ace (e), EtOH-Ace (f) i EtOH (g) [312].

Badania TEM pokazujg rézne typy agregatow AgNPs generowanych na STR 3
w srodowisku H,O-Ace. Czastki réznig sie rozmiarami, od bardzo matych dagnes ~2 nm do wiekszych
agregatow dagnes ~40 nm (rysunek 55). Co wiecej, czastki te wykazujg ksztatt kulisty, co potwierdza

wyniki uzyskane metodga spektroskopii UV-Vis.
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Rys. 55. Rozktad wielkosci czgstek obliczony na podstawie obrazow TEM czqstek AgNPs rozproszonych
w roéznych roztworach STR_2 i STR_3: H20-Ace, EtOH-Ace i EtOH [312].

W kolejnym etapie badan redukcje jondw Ag* przeprowadzono dodatkowo na gwiezdzie
polimerowej modyfikowanej eugenolem (STR-D-EU-MAA), ktéry wykazuje witasciwosci
antybakteryjne. Wybrano rozpuszczalnik EtOH-Ace, w ktérym tworzyty sie nanoczastki o matym
rozktadzie wielkosci, jednoczesnie pozwalajgc na tatwe i szybkie usuniecie rozpuszczalnika

po zakonczonym procesie redukcji.
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Proces ten poréwnano z tworzeniem AgNPs na polimerach gwiazdzistych STRiSTR_1, gdyz
charakteryzuja sie one najbardziej zblizong budowa. Z wykresu zaleznosci maksimum absorbancji
charakterystycznego dla AgNPs piku absorpcji na widmie UV-Vis (rysunek 56) widoczne jest,
ze proces tworzenia AgNPs zachodzi z najwiekszg szybkoscig (i do najwiekszych zawartosci)
W roztworze zawierajagcym polimer gwiazdzisty modyfikowany eugenolem. Jak wspomniano
wczesniej wieksza zawartos¢ DMAEMA w budowie polimeru gwiazdzistego przyczynia sie
do zwiekszenia szybkosci redukcji jondéw srebra, co widoczne jest dla krzywych uzyskanych
dla polimeréw STR i STR_1. Dzieki temu wiecej AgNPs powstaje w roztworze polimeru
gwiazdzistego STR_1.
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Rys. 56. Zaleznos¢ maksymalnej absorbancji piku charakterystycznego dla nanoczqgstek srebra od czasu
prowadzenia procesu redukcji dla polimerow gwiaZdzistych STR, STR_1 i STR—-D—-EU-MAA
w rozpuszczalniku EtOH-Ace.

Budowa polimeréw gwiazdzistych (STR, STR_1, STR-D-EU-MAA) wptywa na szybkos¢
redukcji jondéw srebra (rysunek 56), ale ma réwniez wptyw na wielko$¢ tworzgcych sie czgstek
AgNPs (rysunek 57). Obecnos¢ monomeru EU-MAA prowadzi do utworzenia nanoczastek AgNPs
o mniejszych rozmiarach. Moze to by¢ spowodowane innym rozktadem segmentéw DMAEMA
w gwiezdzie polimerowej, co zwieksza ich dostepnos¢ dla jondw srebra i tworzacych sie czastek

Ag i zapobiega ich agregacji.
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Rys. 57. Widma UV-Vis roztwordéw polimeréw gwiazdzistych (STR, STR_1, STR—-D-EU-MAA)
w EtOH-Ace po procesie redukcji jonow srebra.

Wyzisze wartosci absorbancji uzyskane dla roztworu zawierajgcego polimer
STR—-D—-EU-MAA w pordéwnaniu do roztworu zawierajgcego polimer STR wskazujg, ze monomer
EU-MAA sprzyja redukcji jondw Ag*. W strukturze eugenolu wystepuje allilowe wigzanie C=C,
pierscien aromatyczny i wigzanie estrowe, co skutkuje wysoky gestoscig elektronowg,
ktdra moze sprzyja¢ przycigganiu jondw srebra. Jak pokazujg Yu i wspdtpracownicy [317]
kopolimer poli(alkohol winylowy-co-kwas y-glutaminowy) poli(VA-co-GA) moze petnié role srodka
redukcyjnego dzieki obecnosci jonu karboksylanowego pochodzgcego od kwasu y-glutaminowego
PGA-COO".

Otrzymane wyniki wskazuja, ze obecnos¢ monomeru funkcyjnego DMAEMA w strukturze
polimeru gwiazdzistego umozliwia redukcje jondow srebra i formowanie nanoczastek srebra.
Efektywnos¢ procesu zalezy zaréwno od rodzaju medium reakcyjnego, gdzie najszybsze
i najbardziej wydajne procesy prowadzono w roztworze EtOH-Ace, a takze budowy polimeru,
przy czym wieksza zawartos¢ DMAEMA sprzyja skuteczniejszej redukcji Ag*. Co wiecej, istotny
wptyw na szybkos¢ i wydajnos¢ procesu ma dtugos¢ ramion polimeru gwiaZdzistego.
Krotsze ramiona sprzyjajg redukcji jondw Ag*, co moze byc¢ zwigzane z lepszym dostepem jondw
srebra do rdzenia polimeru gwiaZdzistego, przy ktérym znajdujg sie jednostki DMAEMA,
a tym samym tatwiejszym ich kompleksowaniem. W przypadku polimeréw gwiazdzistych
o dtuzszych ramionach, najszybszy i najbardziej wydajny proces redukcji zaobserwowano
dla polimeru STR—D-EU-MAA modyfikowanego eugenolem, co sugeruje dodatkowy wptyw
struktury eugenolu na proces redukcji jondw Ag*. Badania przeprowadzone metodg spektroskopii
UV-Vis oraz analiza prowadzona metodg TEM potwierdzity powstawanie nanoczgstek o réznej
wielkosci, zaleznie od warunkdw reakcji. W kolejnych etapach badan uzyskane kompleksy
nanoczastek srebra na polimerach gwiazdzistych wprowadzono do cementéw kostnych w celu
nadania tym materiatom wtasciwosci antybakteryjnych, a takze poprawy uwalniania leku

z matrycy polimerowe;.
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° Kompleks z Captisol®

Nastepny zaprojektowany w ramach proces kompleks oparty byt na Captisol® i eugenolu,
tj. kompleks CP:EU w stosunku molowym 1:1. Jego otrzymanie potwierdzono metoda
spektroskopii UV-Vis. Eugenol jest dobrze rozpuszczalny w etanolu i stabo rozpuszczalny w wodzie,
dlatego widmo tego zwigzku metoda UV-Vis wykonano w etanolu. Natomiast kompleks jest
rozpuszczalny w wodzie. Po otrzymaniu kompleksu maksimum piku absorpcji eugenolu przesuneto

sie z wartosci 282 nm dla wolnego eugenolu w etanolu do 280 nm dla kompleksu w wodzie

(rysunek 58).
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Rys. 58. Widma UV-Vis wolnego EU w etanolu i kompleksu CP:EU 1:1 1 mg/mlw ultraczystej wodzie.
[EU] = 468,4 uM.
Ponadto, kompleks scharakteryzowano metodg dynamicznego rozpraszania Swiatta (DLS).
Z krzywej rozktadu wielkosci czastek (rysunek 59) uzyskanej dla kompleksu CP:EU wynika, ze Sredni
rozmiar nanoagregatéw wynosi 174 nm. Dalsze badania pokazujg, ze nanokompleks CP:EU
wykazuje S$rednice hydrodynamiczng (Dn) = 150 nm, potencjat T = -31 mV i wskaznik
polidyspersyjnosci (PDI) = 0,05, co jest zgodne z wczesniejszymi danymi dotyczgcymi

nanoagregatéw opartych na Captisol® [318].
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Rys. 59. Rozmiar (lub Dr) i {-potencjat (w rogu) kompleksu CP:EU 1:1 w ultraczystej wodzie o stezeniu
1 mg/ml.
Potwierdzenie otrzymania kompleksu CP:EU, jak rowniez jego stabilnosci pozwolito
na zbadanie jego witasciwosci antybakteryjnych. Badanie zywotnosci komérek bakteryjnych

w obecnosci otrzymanego kompleksu przeprowadzono wobec E. coli, a uzyskane wyniki

przedstawiono na rysunku 60.
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Rys. 60. Wptyw kompleksu CP:EU na zywotnos¢ komarek bakteryjnych E. coli (n = 3).

Kompleks CP:EU nie wykazuje aktywnosci antybakteryjnej przeciwko E. coli po 1 godzinie
prowadzenia badania, ale w kolejnych godzinach obserwuje sie wzrost aktywnosci
przeciwbakteryjnej. Po 24 godzinach zywotnos¢ komdrek w pordwnaniu z prébka kontrolng
wynosita 78,1 + 6,3%, a po 48 godzinach 49,1 + 5,0%. Potwierdza to przedfuzone uwalnianie
substancji aktywnej z komplekséw na bazie cyklodekstryn [83,319,320]. Dodatkowo, eugenol
charakteryzuje sie niskg biodostepnoscia, ktéra moze by¢ zwiekszona przez kompleksowanie.
Kompleksowanie eugenolu z a- i f-cyklodekstryng badat Joardar i wspdtpracownicy [321].
Ich badania wykazaty, ze S-cyklodekstryna (-CD) ma wyzsze powinowactwo wigzania, jednak oba
kompleksy zwiekszyly biodostepnosé eugenolu. Zwiekszona biodostepnos¢ moze skutkowac

lepszymi wiasciwosciami przeciwbakteryjnymi, co wykazaty inne badania przeprowadzone
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przez Wanga i wspétpracownikéw [322], w ktérych kompleks f~CD:EU ma wyrazny efekt hamujacy

wobec E. coli.

Otrzymany w niniejszej pracy kompleks CP:EU charakteryzuje sie witasciwosciami
analogicznymi do podanych w literaturze, co potwierdza jego stabilno$¢ oraz prawidtowosc
przeprowadzonego kompleksowania. Stabilny charakter kompleksu sugeruje jego potencjalng
przydatnosé jako dodatku do cementdw kostnych. Dzieki temu mozliwe jest dalsze badanie jego
wptywu na wiasciwosci fizykochemiczne, mechaniczne oraz biologiczne cementédw kostnych,
co moze przyczynié sie do opracowania materiatdw o ulepszonych cechach, takich jak zwiekszona
biokompatybilnos¢, polepszone wtasciwosci antybakteryjne lub kontrolowane uwalnianie

eugenolu w sSrodowisku biologicznym.
2.2. Dobér sktadu cementu
2.2.1. Dobér monomeréw

Sktad fazy proszkowej cementu kostnego (Eudragit L100 + Eudragit L100-55) zostat
opracowany na podstawie wczesniejszych badan prowadzonych w Zakfadzie Polimeréw PP [183],
ktére pozwolity na uzyskanie stabilnej bazy do dalszych modyfikacji. Zastosowane kopolimery
metakrylowe zawierajg w swojej strukturze kwas metakrylowy. Wybrano je ze wzgledu
na mozliwos¢ tworzenia wigzan wodorowych. Takie fizyczne sieciowanie, obok chemicznego,
w strukturze cementu kostnego moze pozwolié¢ na uzyskanie materiatu spetniajgcego wymagania
normy I1SO 5833:2002 pod wzgledem odpornosci mechanicznej. Z tego wzgledu w fazie ciektej
zastosowano monomer HEMA, ktdry charakteryzuje sie obecnoscig grupy hydroksylowej
w czgsteczce. W niniejszej pracy gtéwnym celem byto zoptymalizowanie sktadu fazy ciekiej
(tabela 8), aby wuzyska¢ cement o jak najlepszych witasciwosciach mechanicznych,
przy jednoczesnym zachowaniu odpowiednich parametréw uzytkowych. Uktad inicjujgcy zawierat

0,3 %mas. inicjatora BPO i 0,5 %mas. reduktora DMA.
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Tab. 8. Sktad badanych kompozycji cementu kostnego.

POLIMER MONOMERY
Lp- K1 | K2 | EGDM | TEGDM | TtEGDM | HEMA | MMA | BM | IBM | PEGEMEM
1 08|02 0,15 - - 0,7 0,15 - - -
2 108 |0,2 - 0,15 - 0,7 0,15 - - -
31081|0,2 - - 0,15 0,7 0,15 - - -
4 108102/ 015 - - 0,5 0,15 | 0,2 - -
510802 - 0,15 - 0,5 0,15 | 0,2 - -
6 | 08|02 - - 0,15 0,5 0,15 | 0,2 - -
7 108 |02 - 0,15 - 0,6 0,05 | 0,2 - -
8 10802 - 0,15 - 0,5 0,05 | 0,3 - -
9 108 |02 - 0,15 - 0,5 0,15 - 0,2 -
10 | 0,8 | 0,2 - 0,15 - 0,5 0,15 | 0,1 | 01 -
11 |1 08 | 0,2 - 0,15 - 0,5 0,15 - - 0,2
12 | 0,8 | 0,2 - 0,15 - 0,3 0,15 - - 0,4
13 1 0,8 | 0,2 - 0,15 - 0,45 - - - 0,4
14 1 0,8 | 0,2 0,15 - 0,5 0,15 | 0,1 - 0,1
15|08 | 0,2 - 0,15 - 0,4 0,15 - 0,1 0,1
16 | 0,8 | 0,2 - 0,15 - 0,4 0,15 | 0,1 | 01 0,1

Poczatkowo w fazie ciektej zastosowano mieszanine metakrylanu 2-hydroksyetylu
(HEMA), metakrylanu metylu (MMA) oraz dimetakrylanu, ktérym w kolejnych wariantach
byt dimetakrylan glikolu etylenowego (EGDM), dimetakrylan trietylenoglikolu (TEGDM)
lub dimetakrylan tetraetylenoglikolu (TtEGDM). Udziat wagowy monomerdw ustalono w stosunku
masowym 70:15:15 (HEMA:MMA:dimetakrylan). Juz na tym etapie zauwazono istotne rdznice
w wytrzymatosci na sciskanie otrzymanych cementéw kostnych — kompozycja z EGDM osiggneta
najnizszg wartos¢ (45 = 3,7 MPa), natomiast cementy z TEGDM i TtEGDM charakteryzowaty sie
bardzo zblizonymi, wyzszymi wartosciami tego parametru, tj. odpowiednio 97,6 + 12,4 MPa
oraz 101,1 = 17,0 MPa (rysunek 61). Moze by¢ to zwigzane z wiekszg odlegtoscig weztdw w sieci
w przypadku monomeréw TEGDM i TtEGDM niz ma to miejsce w przypadku monomeru EGDM.
Dodatkowo, zastosowanie tego samego stosunku masowego monomerdw, powoduje,
ze w przypadku EGDM w mieszaninie wystepuje wieksze stezenie wigzan podwadjnych,

co moze skutkowac otrzymaniem sieci polimerowej o wiekszej gestosci.
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Rys. 61. Wytrzymatos¢ na sciskanie (o) cementow kostnych o roznym sktadzie kompozycji utwardzalnej
przedstawionym w tabeli 8 (n = 5).

W kolejnym etapie, w celu poprawy parametrow mechanicznych cementu, wprowadzono
do sktadu 20 %mas. metakrylanu butylu (BM), réwnoczesnie zmniejszajgc udziat HEMA
do 50 %mas. Monomer ten wprowadzono w celu zwiekszenia elastycznosci cementu kostnego,
ktdry podczas proby badania wytrzymatosci mechanicznej okazat sie byé materiatem
wytrzymatym, ale kruchym. W przypadku cementu kostnego taka kruchos¢ moze by¢ niewskazana
ze wzgledu na mozliwosé odtamywania sie jego fragmentéw podczas pracy stawodw,
ktore sg obcigzane duzymi sitami. Lepszym rozwigzaniem jest materiat, ktéry ulega zgnieceniu
podczas préby Sciskania. Metakrylan butylu posiada dtuzszy tariicuch alkilowy w podstawniku
estrowym, co powinno wptyngé na zwiekszenie elastycznosci cementu kostnego,
dzieki wywieranemu efektowi plastyfikacji przez grupe butylowa. Modyfikacja ta,
wbrew oczekiwaniom, spowodowata pogorszenie wytrzymatosci wszystkich badanych kompozycji
cementu kostnego. Najmniejszy spadek odnotowano dla cementu zawierajgcego TEGDM,
ktorego wytrzymatos$¢ wyniosta 82 MPa, podczas gdy dla cementéw z EGDM i TtEGDM wartosci
te byty odpowiednio nizsze (40 MPa oraz 66 MPa). Z uwagi na uzyskane wyniki, do dalszych badan
wybrano kompozycje zawierajgcg TEGDM jako monomer sieciujacy. Nastepnie zmodyfikowano
proporcje monomerdéw, zmniejszajac zawarto$¢ MMA do 5 %mas. i zwiekszajgc udziat HEMA
do 60 %mas., co przetozyto sie na wytrzymatosé probek na sciskanie réwng 63,8 + 4,4 MPa.
W kolejnym etapie zwiekszono ilos¢ BM do 30 %mas., uzyskujac nieco lepszy, ale niezadowalajacy

wynik — 68,6 £ 8,3 MPa.

Zastgpienie monomeru BM metakrylanem izobutylu (IBM) okazato sie mniej korzystne,
poniewaz uzyskano prébki o wytrzymatosci na Sciskanie 58,1 + 1,5 MPa. Z tego powodu
przetestowano mieszanine tych dwdch monomeréw, tj. BM i IBM w stosunku masowym 1:1
(20 %mas. catkowitej ilosci monomerow), co pozwolito uzyskaé cement kostny o wytrzymatosci

na Sciskanie 73,9 + 15,1 MPa, jednakze prébki wcigz byty dos¢ kruche.
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W dalszej czesci badan wprowadzono do sktadu metakrylan polietylenoglikolu (PEGsMA)
zastepujgc w sktadzie kompozycji monomery BM i IBM. Podobnie jak poprzednio, monomer ten
zastosowano w celu zwiekszenia elastycznosci cementu, dzieki obecnosci podstawnika
zawierajgcego szes¢ jednostek oksyetylenowych. Dodatkowo, monomer ten ma analogiczng
budowe do wybranego monomeru sieciujgcego TEGDM, oraz grupe hydroksyowg, co powinno
wptyng¢ na poprawe oddziatywan miedzy sktadnikami kompozycji. W pierwszej probie
zastosowano 20 %mas. PEGsMA i uzyskano materiat o wytrzymatosci 73,2 + 11 MPa.
Nastepnie zwiekszono jego zawarto$¢ do 40 %mas., redukujac ilos¢ HEMA do 30 %mas.,
jednak wytrzymatosé na Sciskanie nie ulegta poprawie (70,7 + 4,3 MPa). Kolejna modyfikacja
polegata na catkowitym zastgpieniu MMA przez PEG¢MA oraz zmniejszeniu zawartosci HEMA
do 45 %mas., co doprowadzito do dalszego spadku wytrzymatosci na sciskanie do 60,5 + 9,5 MPa.
Uzyskane wartosci badanego parametru sg ponizej lub na granicy wartosci przewidzianej

przez norme ISO 5833:2002, ktdre sg niewystarczajgce dla tego typu materiatu.

Nastepnie sprawdzono mieszaniny BM:PEGsMA (1:1) oraz IBM:PEGEMA (1:1),
w ktérych udziaty tych par monomerdéw stanowity 20 %mas. fazy ciektej. W obu przypadkach
uzyskano materiaty o wytrzymatosci na S$ciskanie mniejszej niz w przypadku zastosowania
tylko monomeru PEG¢MA, uzyskujgc odpowiednio wartosci osm.peesma = 70,9 + 11,1 MPa
i OiBm:peGema = 52,6 £ 3,6 MPa. W ostatniej prébie zastosowano mieszanine trzech monomeréw BM,
IBM i PEGeMA w stosunku 1:1:1. Do kompozycji wprowadzono 30 %mas. tych monomeréw
oraz 40 %mas. HEMA. Uzyskano cement kostny o wytrzymatosci na $ciskanie analogicznej
jak dla mieszaniny IBM:PEGsMA (52,9 + 2,3 MPa), a zatem to IBM wptywa na znaczace pogorszenie

witasciwosci materiatu.

Podsumowujac, wyniki  przeprowadzonych testéw jednoznacznie  wskazuja,
ze optymalnym rozwigzaniem sposrdd badanych kompozycji okazata sie faza ciekta zawierajaca
70 %mas. HEMA, 15 %mas. MMA oraz 15 %mas. monomeru sieciujgcego TEGDM, zapewniajaca

wysokg wytrzymatosé materiatu przy zachowaniu jego korzystnych wtasciwosci uzytkowych.

Jak wykazano w czesci literaturowej, w rozdziale 3. Sposoby modyfikacji akrylowych
cementow kostnych, stosunek fazy proszkowej do fazy ciektej cementu kostnego istotnie wptywa
na wiasciwosci materiatéw. Z tego wzgledu, bardzo istotna byta optymalizacja stosunku fazy
proszkowej do fazy ciektej (P:L) i analiza wptywu tej proporcji na parametry uzytkowe materiatu.
W badaniach przeprowadzonych w Zaktadzie Polimeréw PP, opublikowanych czesciowo w pracy
magisterskiej [323], przygotowano kilka kompozycji cementu kostnego zawierajacych
P:L w stosunku masowym od 1:1 do 1:1,6. Nastepnie badano ich podstawowe parametry
utwardzania, jak czas utwardzania, maksymalna temperatura utwardzania oraz wytrzymatos¢
na Sciskanie. Stosunek fazy proszkowe] do fazy ciektej wyraznie wptynat na wtasciwosci badanych
materiatow. Préobki BC zawierajgce P:L w stosunku 1:1, 1:1,1 i 1:1,2 charakteryzowaty sie

najkrétszym doughing time wynoszacym odpowiednio 15, 30 i 30 sekund, ktéry okazat sie zbyt
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krétkim czasem do przygotowania materiatu podczas operacji, dlatego nie byty one brane
pod uwage w badaniu wytrzymato$ci mechanicznej. Z kolei, kompozycje, w ktdrych stosunek
P:L byt powyzej 1:1,4 uzyskiwaty tp przekraczajgcy 5 minut, czyli granice dla doughing time
wyznaczong przez norme ISO 5833:2002, dlatego réwniez nie poddano ich dalszym badaniom.
Zaobserwowano, ze zwiekszenie udziatu fazy ciektej powoduje wydtuzenie tp od 1,6 minuty
dla stosunku 1:1,25 do 2,6 minuty dla stosunku 1:1,3. Podobng zalezno$¢ zaobserwowano
dla pomiaru Tpmax, ktéry wzrastat od 47,9 £ 1,5 °C dla stosunku 1:1,25 do nawet 79,8 + 2,1 °C
dla stosunku 1:1,35. Natomiast w przypadku wytrzymatosci na sciskanie uzyskano podobne
wartosci tego parametru, niezaleznie od zastosowanego stosunku P:L, tj. 98,4 + 6,2 MPa

dla P:L = 1:1,35, przez 100,3 + 7,5 MPa dla P:L = 1:1,25, do 110,4 + 9,7 MPa dla P:L = 1:1,3.

Przeprowadzone badania wskazujg, ze optymalny kompromis pomiedzy szybkoscig
wigzania, temperaturg maksymalng utwardzania a odpowiednig wytrzymatoscia na sciskanie
cementu kostnego uzyskano dla stosunku masowego fazy proszkowej do ciektej wynoszacego

1:1,25.

Podsumowujac, w dalszych badaniach stosowano kompozycje cementu kostnego
o stosunku masowym P:L réwnym 1:1,25 oraz nastepujgcym sktadzie: faza proszkowa - 0,8 K1

i 0,2 K2 oraz faza ciekta — 0,7 HEMA, 0,15 MMA i 0,15 TEGDM.

2.2.2. Dobér stezenia sktadnikéw uktadu inicjujacego

W tej czesci badan, jako faze proszkowag cementu kostnego zastosowano mieszanine
dwéch réznych kopolimeréow metakrylowych oraz mieszanine monomerdw monometakrylowych
HEMA+MMA z dimetakrylanem TEGDM jako faze ciektg, ktére zostaty dobrane w poprzednim
punkcie (2.2.1. ,Dobér monomeréw”). Na tym etapie postanowiono réwniez sprawdzi¢ wptyw
stezenia sktadnikow uktadu inicjujacego, tj. BPO i DMA, na przebieg procesu utwardzania
i wiasciwosci uzytkowe cementu kostnego. Mechanizm rozktadu nadtlenku BPO w obecnosci
trzeciorzedowej aminy DMA z utworzeniem rodnikdéw inicjujgcych przedstawiono w czesci
literaturowej: reakcje R1 — R3. Jest to ztozona sekwencja reakcji i nie mozna jej opisa¢ zadnym
prawem Arrheniusa. System inicjowania redoks jest stosowany do inicjowania reakcji
polimeryzacji podczas procesu utwardzania cementu kostnego, ze wzgledu na efektywne
tworzenie rodnikéw w temperaturze pokojowej. llo$¢ systemu inicjujgcego wptywa na szybkosé
polimeryzacji i konwersje reaktywnych grup monomerdéw, a tym samym na wzrost temperatury
mieszaniny reakcyjnej podczas procesu utwardzania. Temperatura reakcji polimeryzacji (ktéra jest
reakcjg egzotermiczng) ma kluczowe znaczenie, gdy cement jest utwardzany w ciele pacjenta.
Jak juz wspomniano wczesniej (cze$¢ literaturowa, rozdziat 2.3.2. Witasciwosci uzytkowe),
temperatura ta nie powinna przekracza¢ 90 °C [58], poniewaz moze to spowodowac martwice
tkanek. Co wiecej, czas ekspozycji na wysokg temperature powinien by¢ jak najkrétszy.

Jednoczesnie uzyskany cement kostny powinien by¢ wystarczajgco wytrzymaty mechanicznie,

150



aby spetni¢ swoje zadanie. W zwigzku z tym zbadano wptyw stezenia nadtlenku benzoilu
oraz czynnika redukujgcego DMA na kinetyke polimeryzacji utwardzania cementu kostnego,
a takze na wytrzymatosc¢ na Sciskanie otrzymanego materiatu. Podczas testéw zastosowano nizsze
stezenie DMA niz BPO, aby unikngé sytuacji, w ktérej nieprzereagowana amina pozostataby
w cemencie po polimeryzacji, poniewaz moze by¢ toksyczna dla organizmu ludzkiego.
Aminy aromatyczne wykazujg szeroki zakres efektéw toksycznych, ale toksycznos¢ ta jest
odwracalna. Komérki nie umierajg, ale spowalniajg swdj cykl replikacji, co nie wptywa na proces
naprawy tkanki kostnej [324]. Ponadto, jak wynika z reakcji R1 nadtlenek BPO i srodek redukujgcy
DMA reagujg w stosunku réwnomolowym [325], co prowadzi do wytworzenia jednego rodnika
inicjujgcego polimeryzacje i czasteczki soli. W niniejszych badaniach proporcje BPO:DMA dobrano

w taki sposdb, aby zapewnic jak najwiekszg konwersje zaréwno BPO, jak i DMA.

Jak pisano w czesci literaturowej, reakcja polimeryzacji przebiega zgodnie z trzema
etapami: inicjowania, propagacji i terminacji. Kazdy z tych etapéw wptywa na caty proces
polimeryzacji. Stezenie uktadu inicjujgcego (inicjator i ko-inicjator, utleniacz-reduktor)
w polimeryzacji redoks wptywa na szybkosé reakcji inicjowania (réwnanie (2)), wptywajac tym
samym na proces polimeryzacji (réwnanie (3) — czes$¢ literaturowa, rozdziat 4.1. Polimeryzacja
wolnorodnikowa) [187]. Stosowany w badaniach DMA moze inicjowaé reakcje polimeryzacji

bez udziatu w BPO, tworzac z MMA kompleks przeniesienia tadunku.

W celu zbadania, czy w uktadzie reakcyjnym stosowanym w niniejszej pracy dochodzi
do tworzenia kompleksu przeniesienia fadunku DMA — monomer wykonano pomiary metodg
spektroskopii UV-Vis mieszanin metakrylanu metylu oraz monomeréw metakrylowych z DMA.
Dla poréwnania wykonano réwniez widmo UV-Vis aminy DMA w etanolu. Na widmie wykonanym
dla DMA w etanolu maksimum piku absorpcyjnego zaobserwowano przy dtugosci fali 300 nm i nie
zaobserwowano jego przesuniecia na widmach wykonanych dla mieszanin DMA z monomerami.
Zatem w badanych uktadach nie dochodzi do tworzenia sie kompleksu przeniesienia tadunku.
Co wiecej, wstepne pomiary przebiegu polimeryzacji kompozycji cementu kostnego (proszek z fazg
ciektg) z dodatkiem DMA bez inicjatora BPO wykazujg na brak wydzielania ciepta. Zatem w badanej
mieszaninie nie dochodzi do zainicjowania polimeryzacji przez sam DMA. Tak wiec w badanych

uktadach szybkos¢ polimeryzacji jest opisana réwnaniem (3).

W pierwszym etapie pracy analizowano wptyw ilosci nadtlenku benzoilu na kinetyke
polimeryzacji przy statym stezeniu aminy (DMA). W drugim etapie zbadano wptyw ilosci czynnika
redukujagcego DMA na proces polimeryzacji. Na rysunku 62 przedstawiono krzywe kinetyczne
uzyskane dla kompozycji zawierajgcych rézne stezenie nadtlenku BPO w zakresie od 0,05 %mas.

do 0,7 %mas. i state stezenie reduktora DMA (0,5 %mas.).
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Rys. 62. Krzywe kinetyczne polimeryzacji kompozycji cementu kostnego zawierajgcych rdzne ilosci
nadtlenku BPO i 0,5 %mas. reduktora DMA w funkcji a) szybkosci polimeryzacji (Rp) od czasu reakcji (t) i (b)
Ry od stopnia przereagowania wigzania podwdjnego (p).

Wraz ze wzrostem stezenia BPO w kompozycji badanej szybkos$¢ polimeryzacji rosnie,
a czas potrzebny do osiggniecia maksymalnej szybkosci polimeryzacji (t*™) jak i czas potrzebny do
zakonczenia reakcji ulegty skréceniu (rysunek 62a). Maksymalng szybkos¢ reakcji polimeryzacji
(R,™™) uzyskano w najkrotszym czasie tf™ dla kompozycji zawierajacej 0,7 %mas. BPO
(R,™*=0,00336 1/s), a czas do osiggniecia maksymalnej szybkosci reakcji wynosit t*™ = 462 sekund
(ok. 8 minut). Najnizszg wartos¢ R,™™ wynoszacg 0,000546 1/s uzyskano dla kompozycji
zawierajacej 0,025 %mas. BPO. Ta szybko$¢ polimeryzacji zostata osiggnieta w czasie t*™ réwnym
2028 sekund (ok. 34 minut). Bardzo waznym parametrem w kontekscie aplikacji cementéow
kostnych jest stopien przereagowania, ktory rosnie wraz ze wzrostem ilosci BPO i osigga najwyzszg
przereagowania, co moze byé spowodowane zbyt duzym stezeniem rodnikéw i ich udziatem

w innych reakcjach, takich jak rekombinacja czy terminacja pierwotna.

Wszystkie otrzymane krzywe kinetyczne charakteryzuja sie wystepowaniem okresu
inhibicji, w ktorym reakcja nie zachodzi. Moze to by¢ spowodowane inhibicjg reakcji polimeryzacji
wywierang zaréwno przez tlen, jak i inhibitory zawarte w monomerach. Tlen moze zostac
wprowadzony do prébek m.in. podczas mieszania fazy proszkowej z fazg ciekty, natomiast
inhibitor jest wprowadzany do monomerdéw przez producentdw, aby zapobiec ich przedwczesne;j
polimeryzacji podczas przechowywania i transportu. W pracy stosowano monomery bez usuwania
inhibitora. Zostaty one uzyte w takiej postaci, w jakiej zostaty dostarczone (zakupione).
Zatem inhibitor uzyty do stabilizacji monomerdw moze by¢ przyczyng wystgpienia okresu inhibicji.
Czas inhibicji pozwolit jednak na wykonanie pomiaréw w stabilnych, powtarzalnych warunkach.
Okres ten maleje wraz ze wzrostem stezenia nadtlenku benzoilu, ktérego rodniki sg zuzywane
w reakcji z inhibitorem. Dodatkowo krzywe kinetyczne charakteryzujg sie obecnoscig stanu

stacjonarnego (ustalonego), ktory jest najdtuzszy dla kompozycji zawierajgcej najmniejszg ilos¢
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BPO (0,05 %mas.), a dla pozostatych badanych préobek (kompozycje zawierajace 2 0,1 %mas.
nadtlenku BPO) jest widoczny jako przegiecie na krzywych kinetycznych.

Duza lepkos¢ kompozycji (zawiera ona duze ilosci wielkoczgsteczkowych kopolimerdéw),
a takze tworzenie sie sieci polimerowe] podczas reakcji (ze wzgledu na obecnosé dwufunkcyjnego
dimetakrylanu glikolu trietylenowego w kompozycji) powodujg ograniczenie dyfuzji rodnikow,
a zatem efekt Zelu podczas polimeryzacji rozpoczyna sie niemal od poczatku reakgcji.
Podczas polimeryzacji mieszaniny monomerdw, bez dodatku kopolimeréw, efekt zelu wystgpit
po dtuzszym czasie reakgcji. Jest to spowodowane mniejszg lepkoscia polimeryzowanej mieszaniny
niz w przypadku mieszaniny monomeréw i kopolimerdw (rysunek 63). Co wiecej, maksymalna
szybkos¢ reakcji (R,"™) osigga nizsze wartosci podczas polimeryzacji kompozycji zawierajgcych
kopolimery, co wskazuje, ze wydzielanie ciepta (wzrost temperatury) podczas procesu
utwardzania jest mniej gwattowne, a to moze zmniejszyé prawdopodobienstwo martwicy
otaczajacych tkanek. Po osiggnieciu stanu stacjonarnego obserwuje sie szybki wzrost szybkosci
polimeryzacji, tym wiekszy, im wyzisze jest stezenie BPO w kompozycji. Wskazuje to,
Zze temperatura cementu podczas utwardzania moze wzrosng¢ do wyzszych wartosci
dla kompozycji zawierajgcych wieksze stezenia inicjatora. Przyczynia sie to do wiekszego stezenia
propagujacych rodnikdéw, co prowadzi do uzyskania tanncuchéw o mniejszej dtugosci i wyzszego
stezenia tworzonych mikrozeli, co z kolei moze wptywaé na heterogenicznosé struktury cementu.

To natomiast moze mie¢ wptyw na odpornos¢ mechaniczng uzyskanych materiatéw.
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Rys. 63. Krzywe kinetyczne polimeryzacji kompozycji cementu kostnego (linia zielona) i mieszaniny
monomerdw (linia granatowa) zawierajgcej 0,5 %mas. koinicjatora DMA i 0,1 %mas. inicjatora BPO
w funkcji szybkosci polimeryzacji (Rp) od (a) czasu reakgdji (t).
W drugim etapie badan zastosowano state stezenie nadtlenku benzoilu (0,3 %mas.) i rézne
stezenia koinicjatora N,N-dimetyloaniniliny w celu znalezienia najlepszego stosunku molowego

reduktor:utleniacz dla procesu polimeryzacji badanej kompozycji cementu kostnego (rysunek 64).
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Rys. 64. Krzywe kinetyczne polimeryzacji kompozycji cementu kostnego zawierajgcych rdzne ilosci
koinicjatora DMA i 0,3 %mas. inicjatora BPO w funkcji a) szybkosci polimeryzacji (Rp) od czasu reakgji (t)
i (b) Ry od stopnia przereagowania wigzarn podwdjnych (p).
Stezenie BPO ustalono na poziomie 0,3 %mas. (dla tego stezenia uzyskano najwiekszy
stopien przereagowania wigzan podwadjnych, jak i wystarczajgco duig szybkosé reakcji),

a DMA na 0,25 %mas., 0,35 %mas. i 0,5 %mas. monomerow.

Szybkos¢ polimeryzacji rosnie, a czas reakcji ulega skréceniu wraz ze wzrostem stezenia
DMA w kompozycji, co pokazano na krzywych kinetycznych polimeryzacji przedstawionych
na rysunku 64. Zaleznosci sg wiec podobne do tych uzyskanych dla réznych stezen inicjatora BPO
w ukfadzie. Im wyzsze stezenie inicjatora lub koinicjatora w kompozycji, tym wieksza szybkos¢
polimeryzacji i krétszy czas procesu. Maksymalng szybkos¢ reakcji polimeryzacji (R,"*) uzyskano
w najkrétszym czasie dla kompozycji zawierajacej 0,5 %mas. DMA (R, = 0,00198 1/s),
a czas maksymalnej szybkosci reakcji (tf™) wynosit 580 sekund (9 minut 40 sekund). Pozostate dwie
kompozycje charakteryzujg sie podobnymi wartosciami maksymalnej szybkosci polimeryzacji,
ale czas potrzebny do jej osiggniecia jest dtuzszy dla kompozycji zawierajacej 0,25 %mas. DMA

o okoto 3 minuty (t*™ = 1173 sekund).

Okres inhibicji wydtuza sie, gdy w kompozycji polimeryzujgcej stosuje sie mniejsze stezenie
DMA, podobnie jak miato to miejsce w przypadku inicjatora BPO. Mniejsze stezenie DMA
w kompozycji wptywa na mniejszg szybkos¢ inicjowania (rdwnanie(2)), zmniejszajgc tym samym
szybko$¢ wytwarzania rodnikow, ktdre sg zuzywane w okresie inhibicji, powodujgc wydtuzenie
czasu tego etapu reakcji. Na przebieg polimeryzacji wptywa rowniez sktad kompozycji cementu
kostnego. Yang i wspotpracownicy [103] badali wptyw metakrylanu 2-hydroksyetylu (HEMA)
i dimetakrylanu glikolu etylenowego (EGDM) na proces polimeryzacji komercyjnego cementu
kostnego Simplex P w warunkach izotermicznych. Wprowadzenie do kompozycji monomeru
HEMA spowodowato wydtuzenie czasu indukcji, tym wieksze im wieksze stezenie HEMA
zastosowano. Dodatkowo wystgpit gwattowny wzrost ilosci wydzielonego ciepta reakg;ji.
Pomimo dtuzszego czasu polimeryzacji, konwersje monomeru uzyskano na tym samym poziomie.

Drugi etap badan polegat na wprowadzeniu monomeru sieciujgcego EGDM w ilosci 0,3%
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do komercyjnego cementu kostnego zmodyfikowanego dodatkiem HEMA (15%). Badania kinetyki
polimeryzacji tych uktadéw wykazaty, ze wzrost ilosci EGDM skraca poczatkowy czas polimeryzacji,

jednoczesnie zwiekszajac ciepto polimeryzacji.

Najwyzszy koricowy stopierr przereagowania (p/) uzyskano w przypadku kompozycji
zawierajgcej 0,5 %mas. DMA. Mniejsze stezenie reduktora powoduje spadek tego parametru
o prawie 40%. Stezenie DMA ma zatem wiekszy wptyw na stopien konwersji wigzan podwdjnych

badanej kompozycji niz stezenie inicjatora BPO.

Na podstawie przeprowadzonych badan kinetyki polimeryzacji dla wybranej kompozycji
kopolimeréw i monomeréw mozna zatem stwierdzi¢, ze najlepsze warunki reakcji zapewnia
zastosowanie uktadu inicjujgcego zawierajgcego 0,3 %mas. inicjatora BPO i 0,5 %mas. koinicjatora
DMA. Jednak cementy kostne muszg charakteryzowa¢ sie odpowiednimi parametrami,
jak doughing time, czyli czas tworzenia materiatu o konsystencji nadajgcej sie do zaaplikowania
W miejscu przeznaczenia (organizm pacjenta) i wytrzymatos¢ mechaniczna, pozwalajaca zapewnié
odpowiednie mocowanie kosci lub implantu kostnego. W zwigzku z tym zbadano jeszcze trzy
kompozycje, zawierajace wieksze stezenie systemu inicjujgcego: 0,7 %mas. BPO i 0,5 %mas. DMA;

0,7 %mas. BPO i 0,83 %mas. DMA oraz 1 %mas. BPO i 1,17 %mas. DMA (rysunek 65).
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Rys. 65. Krzywe kinetyczne p[o]limeryzacji kompozycji cementu kostnego zawierajcjc[y]ch rézne stezenia
sktadnikow systemu inicjujgcego w funkcji a) szybkosci polimeryzacji (Rp) od czasu reakcji (t) i (b) Ry od
stopnia przereagowania wigzar podwajnych (p).

Wraz ze wzrostem stezenia sktadnikéw uktadu inicjujgcego czas potrzebny do zakornczenia
reakcji ulega skréceniu, podobnie jak czas potrzebny do osiggniecia maksymalnej szybkosci
polimeryzacji (t*™) (rysunek 65a), ktéra dla badanych kompozycji niewiele sie zmienia
(za wyjatkiem uktadu BPO(0,7%)+DMA(0,5%)). Maksymalng szybkos¢ reakcji polimeryzacji (R,"*)
uzyskano w najkrétszym czasie t*™ dla kompozycji z 1 %mas. BPO i 1,17 %mas. DMA
(R,™™ = 0,00206 1/s), a czas maksymalnej szybkosci reakcji wynosit t*™ = 323 sekund (5,4 minuty).
Jest to jednoczesnie najnizsza osiggnieta dla badanych kompozycji wartosé R,
W tym przypadku rdwniez obserwuje sie okres inhibicji, ktdrego dtugosé maleje wraz ze wzrostem

stezenia uktadu inicjujacego.
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Najwyzszy koncowy stopied przereagowania (p/) osiggneta kompozycja zawierajaca
najmniejszg ilo$¢ systemu inicjujacego (p = 96%). Co ciekawe, uktad z najwiekszg zawartoscia
systemu inicjujgcego charakteryzowata sie najmniejszym stopniem przereagowania wigzan
podwdjnych (pf = 51%). Jednakze po 24 godzinach stopien przereagowania jest poréwnywalny z
pozostatymi cementami, co zostanie pokazane w rozdziale 2.3.2.3. Pochodne eugenolu. Pomiary
metodg DSC trwaty ok. 20 minut, a jak pokazujg badania Migliaresi i inni [47], stopien
przereagowania cementdw kostnych Sulfix lub Zimmer po 3 i 90 minutach
(od wymieszania w 23 °C) wynosza okoto 46% i 94%. Swiadczy to o tym, ze cement kostny osiaga

doughing time przy ok. 40% przereagowania wigzan podwaéjnych.

Badania kinetyczne pozwolity oceni¢ przebieg procesu polimeryzacji cementéw kostnych
jak i wptyw stezenia uktadu inicjujgcego na jego przebieg. Jest to niezwykle wazny aspekt pracy,
gdyz wptywa bezposrednio na wtasciwosci uzytkowe cementow kostnych, decydujace o ich
potencjale aplikacyjnym. Ponizej przedstawiono wyniki badan parametru doughing time,

temperatury utwardzania i wtasciwosci mechanicznych badanych kompozycji.

Doughing time (tp) stanowi kluczowy parametr w procesie przygotowania cementu
kostnego przed jego aplikacjg. Na rysunku 66a przedstawiono wykres obrazujacy wartosci
parametru doughing time (tp) uzyskane dla kompozycji zawierajgcych rézne ilosci inicjatora BPO
(w zakresie 0,05 — 0,7 %mas.) i statg ilos¢ reduktora DMA (0,5 %mas.), na rysunku 66b
dla kompozycji zawierajgcych roine stezenia DMA (w zakresie 0,25 - 0,5 %mas.) przy statej
zawartosci inicjatora BPO (0,3 %mas.) oraz na rysunku 66c dla kompozycji cementu zawierajacych

wieksze stezenie sktadnikdw systemu inicjujacego.
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Rys. 66. Doughing time (tp) cementdw kostnych zawierajqcych (a) 0,5 %mas. DMA i rézne ilosci inicjatora

BPO; (b) 0,3 %mas. BPO i rézne stezenia koinicjatora DMA oraz (c) rézne ilosci systemu inicjujgcego (n = 4).

Doughing time dla kazdego stezenia BPO miescit sie w zakresie od 1,5 do 2,5 minuty, przy
czym wystepuje niewielki spadek tego parametru wraz ze wzrostem stezenia BPO dla kompozycji
zawierajgcych 0,05 — 0,2 %mas., a nastepnie dla wyzszych stezen BPO nie obserwuje sie zaleznosci
tp od stezenia. Zakres ten jest poréwnywalny z dostepnymi na rynku cementami kostnymi
(m.in. Palacos R, Simplex P, Palamed, Refobacin Plus czy Copal G+C) o tp od 1,3 do 3,5 minuty.
Wyniki te sg zgodne z pomiarami przebiegu reakcji polimeryzacji przeprowadzonymi metodg DSC,
gdzie wraz ze wzrostem stezenia BPO w kompozycji zaobserwowano skrdcenie czasu potrzebnego
do uzyskania maksymalnej szybkosci polimeryzacji. Dla uktadédw zawierajgcych zmienne stezenie
DMA (0,25 — 0,5 %mas.) przy statej ilosci BPO (0,3 %mas.) obserwuje sie znaczne skrécenie czasu
tp z 5,5 minuty dla 0,25 %mas. DMA do 1,5 minuty dla kompozycji z 0,5 %mas. DMA. Tak wiec,
jesli potrzebny jest dtuzszy czas do otrzymania materiatu o konsystencji pozwalajgcej na aplikacje,
mozna zastosowaé mniejsze stezenie koinicjatora DMA. Wptynie to jednak znaczaco na kinetyke
polimeryzacji, co przedstawiono w poprzedniej sekcji niniejszej pracy. Zwiekszenie ilosci uktadu
inicjujgcego praktycznie nie wptywa na tp. Obserwuje sie nieznaczne skrécenie tp dla uktadu
z najwiekszg iloscig systemu inicjujgcego (do 1,3 minuty), jednakze nie jest to istotna rdznica

z aplikacyjnego punktu widzenia.
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W kolejnym etapie badan testowano wifasciwosci mechaniczne (wytrzymatosc
na S$ciskanie) przygotowanych cementdw kostnych o réznym stezeniu systemu inicjujgcego.
Maksymalng warto$¢ wytrzymatosci na sciskanie (o) w funkcji stezenia inicjatora BPO (przy statym
stezeniu DMA — 0,5 %mas.) przedstawiono na rysunku 67a, w funkcji stezenia koinicjatora DMA
(przy statym stezeniu BPO — 0,3 %mas.) na rysunku 67b, natomiast z rézng zawartoscig systemu

inicjujgcego na rysunku 67c.
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Rys. 67. Wytrzymatos¢ na sciskanie (o) cementdw kostnych zawierajgcych (a) 0,5 %mas. DMA i rézne ilosci

inicjatora BPO; (b) 0,3 %mas. BPO i rézne stezenia reduktora DMA oraz (c) rézne ilosci sktadnikéw systemu

inicjujgcego (n = 5). Minimalna warto$¢ wytrzymatosci na Sciskanie okreslona przez norme ISO 5833:2002
(70 MPa) zostata oznaczona na wykresach jako czerwona linia.

Poczgtkowy wzrost zawartosci BPO w badanym uktadzie, w zakresie od 0,05 do 0,2 %mas.,
powoduje wzrost wytrzymatosci mechanicznej (maksymalnej wytrzymatosci na sciskanie)
cementu kostnego z wartosci 66,1 + 0,7 MPa do ok. 112,7 + 3,0 MPa. Natomiast dalszy wzrost
stezenia inicjatora (do 0,7 %mas. BPO) wtasciwie nie wptywa na dalszy wzrost wartosci
omawianego parametru. W przypadku badania wptywu stezenia aminy (DMA) na wytrzymatosc¢
na sciskanie cementéw kostnych, materiat o najlepszych wtasciwosciach uzyskano przy zawartosci
reduktora 0,5 %mas. Zatem réwniez w przypadku wiasciwosci mechanicznych cement
o najlepszych wtasciwosciach uzyskano, gdy zastosowano uktad inicjujgcy o nastepujgcym
stezeniu: 0,3 %mas. BPO i 0,5 %mas. DMA. W tym przypadku doughing time oraz czas potrzebny

do osiggniecia maksymalnej szybkosci polimeryzacji s optymalne, stopiern konwersji wigzan
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podwadjnych jest bliski 1, a wytrzymatosé na sciskanie miesci sie w zakresie okreslonym normg
ISO 5833:2002. Nieznaczny spadek wytrzymatosci na Sciskanie zaobserwowano dla uktadu
zawierajgcego 0,83 %mas. DMA, jednakze dalszy wzrost stezenia uktadu inicjujgcego poprawit
wiasciwosci mechaniczne. Uzyskane wyniki sg obiecujgce w kontekscie projektowania wtasciwosci
uzytkowych cementdéw kostnych, jednak konieczne sg dalsze badania wtasciwosci otrzymanych

materiatow.

W powyzszym rozdziale pracy badano wptyw stezenia inicjatora i stosunku sktadnikéw
uktadu inicjujgcego inicjator — reduktor na polimeryzacje metakrylowych cementéw kostnych
metodg DSC w warunkach izotermicznych. Zwiekszenie ilosci BPO przy statej ilosci DMA
(0,5 %mas.) spowodowato znaczny wzrost szybkosci polimeryzacji i iloSci wydzielanego ciepta.
W przypadku konwersji wigzan podwdjnych wartos¢ tego parametru zalezy od stosunku
masowego BPO:DMA, a najwyzszy stopien konwersji uzyskano dla uktadu o stosunku masowym
BPO:DMA wynoszacym 0,3:0,5. Stopien konwersji wigzan podwdjnych powinien by¢ jak najwyzszy
(najlepiej 100%) ze wzgledu na mozliwe toksyczne dziatanie monomerdéw uwalnianych z cementu
w organizmie pacjenta, jednakze jest to trudne do uzyskania w polimeryzacji metakrylandw,
szczegdlnie z zastosowaniem monomerdw wielofunkcyjnych [102]. Uzyskane cementy kostne
charakteryzujg sie stopniem przereagowania zblizonym do komercyjnych cementéw kostnych
[24,25].

Zmiana stosunku sktadnikow uktadu inicjujgcego BPO i DMA w kompozycji nie ma
istotnego wptywu na doughing time cementow kostnych. Cement z najwiekszg iloscig systemu
inicjujacego w sktadzie, tj. 1 %mas. BPO i 1,17 %mas. DMA, charakteryzuje sie najkrétszym
doughing time. Jednak czasy tp badanych cementéw kostnych sg podobne i mieszg sie w granicach
1,3—-2,3 min, co jest poréwnywalne z komercyjnymi cementami kostnymi. Podobnie, w przypadku
DMA, zaobserwowano wydtuzenie doughing time wraz ze zmniejszajgcg sie iloscig DMA.
Zmniejszenie ilosci reduktora DMA w systemie inicjujgcym redoks moze zmniejszyc ilos¢ rodnikow
generowanych podczas procesu polimeryzacji i spowolni¢ reakcje polimeryzacji, co rowniez moze
przetozy¢ sie na witasciwosci mechaniczne. Wytrzymatosé na sciskanie rosnie wraz ze wzrostem
stezenia systemu inicjujgcego do pewnego poziomu, lecz od 0,3 %mas. BPO i 0,5 %mas. DMA
réznice w tym parametrze nie sg istotne. Manipulacja iloscig systemu inicjujgcego moze miec
jednak kluczowe znaczenie przy wprowadzaniu do cementéw kostnych dodatkéw wptywajacych
na ich proces utwardzania, dlatego znajac wptyw stezenia systemu inicjujgcego na wtasciwosci
cementéw kostnych, mozemy odpowiednio dobraé¢ jego stezenie tak, aby uzyska¢ produkt

o pozadanych wtasciwosciach.

2.3. Modyfikacje cementéw kostnych

Podstawowy skfad cementédw kostnych obejmuje gtdwnie kopolimery metakrylanu

metylu, co oznacza, ze materialy te nie wykazujg wtasciwosci antybakteryjnych
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czy kontrastujgcych. Aby zwiekszy¢ ich funkcjonalnos¢ i dostosowac do specyficznych zastosowan
klinicznych, konieczna jest ich modyfikacja poprzez wprowadzenie do kompozycji odpowiednich
substancji. Modyfikacje te majg na celu poprawe wiasciwosci biologicznych, mechanicznych
i funkcjonalnych cementéw kostnych, a takze zwiekszenie ich skutecznosci w zapobieganiu
infekcjom. W niniejszym rozdziale omdwiono rdzne strategie modyfikacji cementéw kostnych,
ze szczegdlnym uwzglednieniem substancji antybakteryjnych, systemdéw dostarczania lekéw

oraz srodkéw kontrastujgcych.

2.3.1. Modyfikacje antybiotykami

2.3.1.1. Antybiotyki

Dodatek antybiotykdw do cementdw kostnych jest jedng z najczesciej stosowanych
strategii zapobiegania infekcjom pooperacyjnym. Ws$rdd najpopularniejszych antybiotykéw
wykorzystywanych w tym celu znajdujg sie gentamycyna i wankomycyna. Jednak ich szerokie
zastosowanie doprowadzito do pojawienia sie szczepow bakterii opornych na te substancje,
co ogranicza skuteczno$¢ standardowych preparatéw w walce z infekcjami. W zwigzku z tym
poszukuje sie alternatywnych antybiotykow, ktdre mogga skutecznie przeciwdziata¢ zakazeniom,
a jednoczesnie nie wykazujg wysokiego stopnia opornosci wsrdod drobnoustrojéw.
W niniejszym rozdziale omdwiono zastosowanie ryfampicyny (RIF) i ampicyliny (AMP)
jako potencjalnych dodatkéw do cementdw kostnych. Oba antybiotyki, zostaty wprowadzone
do sktadnika proszkowego cementu kostnego w ilosci 1 %mas., co pozwala na ocene ich wptywu

na whasciwosci uzytkowe, mechaniczne i biologiczne materiatu.

Po przeprowadzonych badaniach, stwierdzono iz dodatek wybranych do testéw
antybiotykéw wptywa na parametry uzytkowe cementéw kostnych (BC). Wprowadzenie AMP i RIF
spowodowato wydtuzenie doughing time z 2,9 minuty dla niemodyfikowanego cementu kostnego

do 3,3 minuty dla BC_AMP i 4,9 minuty dla BC_RIF (rysunek 68).

HH

H

tp [min]

O T T T
BC BC_AMP BC_RIF

Rys. 68. Doughing time (to) badanych cementdw kostnych: niemodyfikowanego (BC) oraz modyfikowanych
dodatkiem ampicyliny (BC_AMP) lub ryfampicyny BC _RIF (n = 4).
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W obu przypadkach dodatek antybiotyku wptynat na wydtuzenie czasu utwardzania
cementu kostnego (tp). Jednakie AMP nie zawiera w swojej strukturze chemicznej grup
funkcyjnych wptywajacych na proces polimeryzacji, co sugeruje, ze jej wptyw na utwardzanie
cementéw kostnych jest minimalny. Odmienna sytuacja zachodzi w przypadku ryfampicyny,
ktdra zawiera grupy hydrochinonu i piperazyny moggce wytapywacd rodniki, dziatajgc jako inhibitor
lub retarder polimeryzacji, wydtuzajac czas sieciowania matrycy cementu kostnego [326].
Efekt ten jest bardzo podobny do zaobserwowanego dziatania eugenolu, ktéry ze wzgledu
na obecnos¢ grup fenolowych skutecznie opdznia proces utwardzania cementéw na bazie
metakrylanéw. McPherson w swojej pracy [327] wskazat na wydtuzenie tp do 5 minut po dodaniu
RIF. Natomiast Funk i wspdtpracownicy [326] zanotowali wydtuzenie tp cementu kostnego
po dodaniu RIF do 4,5 minut (tp niemodyfikowanego cementu wynosito 3,5 minuty), co potwierdza
uzyskane w niniejszej pracy wyniki. Zmiany tp po dodaniu antybiotykdw nie sg znaczace,

a uzyskane wartosci tego parametru spetniajg wymagania normy I1SO 5833:2002.

Badanie procesu utwardzania cementéw kostnych potwierdzito przypuszczenia wptywu
RIF na przebieg ich polimeryzacji. Krzywa temperaturowa wskazuje na znaczne wydtuzenie
procesu utwardzania przy jednoczesnym obnizeniu Tmex (rysunek 69), co potwierdza dziatanie RIF
jako retardera polimeryzacji metakrylanéw. Jednoczesnie nie zaobserwowano wptywu AMP
na proces utwardzania cementédw kostnych. Profil utwardzania jest analogiczny i wszystkie

parametry sg niemal identyczne z uzyskanymi dla niemodyfikowanego cementu kostnego.
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Rys. 69. Krzywe temperatury polimeryzacji kompozycji cementu kostnego niemodyfikowanego (BC)
oraz modyfikowanych dodatkiem ampicyliny (BC_AMP) lub ryfampicyny BC_RIF w funkcji czasu (n = 3).

Cement niemodyfikowany BC oraz modyfikowany ampicyling BC_AMP charakteryzuja sie
wysokg Tmax Oraz krétkim t.: (tabela 9). Wartosci te sg bliskie wartosci granicznej dopuszczalnej
przez norme (Tmax = 90 °C) [38] i wynoszg odpowiednio 87,5 °C i 6,3 minuty dla BC oraz 88,4 °C
i 6,1 minuty dla BC_AMP. Modyfikacja cementu kostnego dodatkiem RIF spowodowata obnizenie
Tmax do 74,7 °C i wydtuzenie ts: do 12,9 minuty.
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Tab. 9. Charakterystyczne parametry utwardzania cementow kostnych — doughing time tp, maksymalna

temperatura Tmax, tem

peratura Tset 0raz czas tset utwardzania, wytrzymatos¢ na sciskanie o.

Prébka tp [min] Tmax [°C] Tset [°C] tset [Min] o [MPa]
BC 2,9%0,2 87,5+0,9 | 56,4+0,5 6,3+0,5 136,4 £ 6,9
BC_AMP 3,3+0,1 88,4+1,5 57,5+ 2,3 6,1+0,3 141,6 +1,7
BC_RIF 4,9+0,2 74,729 | 492+0,1 12,9+0,1 95,2+3,3

Analiza literatury wskazuje na ograniczone doniesienia na temat wptywu dodatku
antybiotykdéw na proces utwardzania cementédw kostnych. Jak pokazujg badania Carli i innych
[129], temperatury maksymalne we wnetrzu cementéw kostnych PMMA stosowanych do kosci
udowej i piszczelowej firm Simplex lub Palacos mieszczg sie w warto$ciach od 77,7 °C dla cementu
kosci udowe] Palacos do nawet 105,2 °C dla cementu kosci piszczelowej Simplex. Co wiecej,
w cemencie kosci piszczelowej, temperatury powyzej 60 °C utrzymywaty sie przez sSrednio
13 minut, natomiast powyzej 85 °C i 100 °C przez odpowiednio 7 i 3 minuty. Jest to zakres
temperatur niebezpieczny dla tkanek ludzkich, jednakze nie powoduje zmiany aktywnosci
biologicznej antybiotykdw stabilnych termicznie, tj. wankomycyna, a takze antybiotykéw
wrazliwych na dziatanie podwyziszonej temperatury, tj. ceftazydym. Badania nad dodatkiem
antybiotyku RIF do cementéw kostnych przeprowadzili McPherson i Portugal [327].
Wskazali oni na cze$ciowe utwardzenie cementu po dodaniu RIF w ilo$ci 600 mg/40 g cementu.
Posiadat on péttwardg powierzchnie z ggbczastym wnetrzem po 30 minutach i twardg, gumowata
konsystencje po 5 dniach. Niestety nie doszto do catkowitego utwardzenia cementu nawet
po dtugim czasie. Z kolei, Funk i wspdtpracownicy [326] zanotowali Tnex Na poziomie 42,5 °C

po 45 minutach utwardzania, a czas utwardzania ts.: wynosit 33 minuty.

Dodatek antybiotykdow w postaci proszkowej do cementéow kostnych powoduje
pogorszenie ich wtasciwosci mechanicznych, jednakze zasieg tego wptywu zalezy od ilosci i rodzaju
zastosowanego antybiotyku [78-80,82,83]. Badania prowadzone w ramach niniejszej pracy
wskazujg, ze wprowadzenie ampicyliny powoduje nieznaczny wzrost wytrzymatosci na sciskanie

cementdw kostnych, z kolei ryfampicyny znaczne pogorszenie tego parametru (rysunek 70).
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Rys. 70. Wytrzymatos¢ na sciskanie (o) cementdw kostnych: niemodyfikowanego BC i modyfikowanych
ampicyling BC_AMP lub ryfampicyng BC_RIF (n = 5).

Cement kostny modyfikowany dodatkiem AMP charakteryzuje sie wytrzymatoscia
na sciskanie rowng osc amp = 141,6 £ 1,7 MPa podczas gdy niemodyfikowany cement kostny
posiada wytrzymatos¢ na sciskanie osc = 136,4 + 6,9 MPa. Natomiast modyfikacja RIF
spowodowata spadek wartosci tego parametru do wartosci Oscrr = 95,2 * 3,3 MPa.
Mimo znacznego pogorszenia wytrzymatosci na Sciskanie cementy kostne modyfikowane RIF
spetniajg wymagania normy. Jak pokazujg badania dodatek antybiotykéw w réznym stopniu
wptywa na witasciwosci mechaniczne cementéw kostnych. W swoich badaniach,
Galvez-Lépez i inni [82] zbadali wptyw 11 réznych antybiotykdw na wytrzymatosé mechaniczng
cementu kostnego CMW. Ich wyniki wskazujg na wzrost o po dodaniu takich antybiotykdéw
jak wankomycyna (VAN), gentamycyna, moksyfloksacyna, cefepim, meropenem i ertapenem
oraz spadek po dodaniu daptomycyny, ryfampicyny i cefotaksymu. Dodatek RIF spowodowat
spadek wartosci o do 42,9 MPa, czyli znaczaco ponizej dolnej granicy okreslonej przez norme.
Z kolei, Chang i inni [33] wskazujg na spadek wytrzymatosci na $ciskanie cementéw kostnych
z dodatkiem wankomycyny, tobramycyny oraz imipenemu o odpowiednio 8% (79 MPa),
5% (82 MPa) i 22% (67 MPa), natomiast antybiotyki takie jak: gentamycyna, ceftazydym,
piperacylina czy teikoplanina nie powodujg zmiany w tym parametrze. Badania przeprowadzone
przez Cyphert i innych [83] réwniez pokazujg nieznaczny spadek o po dodaniu tobramycyny
(0 = 77,0 £ 1,2 MPa) przy o = 79,6 + 1,0 MPa dla niemodyfikowanego cementu kostnego
oraz drastyczny spadek wartosci po dodaniu RIF (o = 1,9 + 0,2 MPa). Negatywny wptyw RIF
na wytrzymatos$é cementéw kostnych jest szeroko omawiany. Laperche i inni [328] wskazali
na brak istotnego wptywu dodatku RIF w ilosci 30 mg i 50 mg do 40 g cementu kostnego
na wiasciwosci mechaniczne materiatu. Z kolei, dodatek 100 mg spowodowat istotny spadek tego
parametru, jednakze miescit sie on w granicach normy. Podobne wyniki uzyskali Sanz-Ruiz
i inni [329], ktérzy wprowadzili 500 mg RIF do 40 g cementu kostnego. Wytrzymatos$¢ materiatéw
na $ciskanie wynosita 74 MPa (30% redukcja w poréwnaniu do niemodyfikowanego cementu).

W innych badaniach, Funk i inni [326] wprowadzili 1 g RIF do 40 g cementu, co spowodowato
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spadek wytrzymatosci tego materiatu na Sciskanie do 40 MPa. Takie pogorszenie wtasciwosci
potwierdzili Galvez-Lépez i inni w swoich badaniach [82]. Dodatek RIF do cementu kostnego

spowodowat spadek o do 43 MPa.

Wptyw modyfikacji cementdéw kostnych antybiotykami na ich wiasciwosci mechaniczne
jestistotny i zalezy od rodzaju zastosowanego zwigzku. W przeprowadzonych badaniach w ramach
niniejszej pracy cementy modyfikowane ampicyling wykazaty poréwnywalng wytrzymatosc
na sciskanie do cementu niemodyfikowanego, co sugeruje, ze AMP nie wplywa negatywnie
na strukture cementu. Natomiast modyfikacja ryfampicyng spowodowata znaczne pogorszenie
wytrzymatosci mechanicznej, przy czym wartosci o nadal miescity sie w granicach normy.
Pomimo negatywnego wptywu RIF na wytrzymatosé cementdéw kostnych, niektére badania
sugerujg, ze stosowanie mniejszych ilosci RIF pozwala na utrzymanie wtasciwosci mechanicznych
cementu na poziomie spetniajgcym wymagania normy. Optymalizacja ilo$ci dodawanego
antybiotyku RIF moze zatem stanowi¢ kluczowy element w projektowaniu cementéw kostnych

o jednoczesnej skutecznos$ci antybakteryjnej i odpowiednich parametrach wytrzymatosci

mechaniczne;j.

Otrzymane cementy kostne modyfikowane antybiotykami AMP i RIF spetniajg wymagania
normy ISO 5833, dlatego w kolejnym etapie badan przeprowadzono badania wifasciwosci
antybakteryjnych. Wyniki badania zywotnosci komédrek bakteryjnych E. coli jednoznacznie
wskazujg na silne dziatanie antybakteryjne cementéw kostnych modyfikowanych ryfampicyna
(rysunek 71). Niestety BC_AMP wykazuje jedynie stabe dziatanie antybakteryjne, ktére utrzymuje
sie przez 48 godzin.
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Rys. 71. Wptyw cementu kostnego modyfikowanego AMP lub RIF na Zywotnosc E. coli (n = 3).

Staba aktywnos¢ antybakteryjna BC_AMP moze wynika¢ z uwalniania antybiotyku
z cementu kostnego w niewielkiej ilosci, co jest zgodne z doniesieniami Galvez-Lépez i innych [82]
ktorzy odnotowali bardzo niskie stezenia AMP po 4 dniach uwalniania, ponizej MIC dla wrazliwych

bakterii. Podobne obserwacje przedstawili Picknell i inni [330] wskazujac na krétkotrwate dziatanie
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AMP, ograniczone do pierwszych 3 godzin testu. W przeciwienstwie do cementéw kostnych
modyfikowanych AMP, cementy modyfikowane RIF wykazaty silne dziatanie antybakteryjne
juz od pierwszej godziny, ktére utrzymywato sie przez 48 godzin. Podobne zaleznosci mozna
odnalezé w dostepnej literaturze — Laperche i inni [328] potwierdzili dziatanie antybakteryjne
cementéw kostnych modyfikowanych dodatkiem 100 mg RIF po 12 i 24 godzinach,
a Beeching i inni [331] zaobserwowali efekt hamujgcy wzrost bakterii przez okres do tygodnia.
Otrzymane wyniki jednoznacznie wskazujg, ze modyfikacja cementéw kostnych ryfampicyng
zapewnia skuteczne, dtugotrwate dziatanie antybakteryjne, co moze miec istotne znaczenie
w zapobieganiu infekcjom w zastosowaniach klinicznych. Jednakze niezbedne jest
wyeliminowanie negatywnego wptywu tego antybiotyku na proces utwardzania cementéw

kostnych.
2.3.1.2. Kompleks polimer gwiazdzisty:ryfampicyna

Ryfampicyna dodana do cementéw kostnych wptywa negatywnie na proces ich
utwardzania i wtasciwosci mechaniczne, co wykazano w badaniach prowadzonych w ramach
niniejszej pracy, jak rowniez w literaturze [82,83]. Otrzymane cementy kostne z ryfampicyng
nie sg twarde, lecz przypominajg materialy elastomerowe, co mozna przypisa¢ efektowi
plastyfikujgcemu antybiotyku. Sugeruje sie, ze grupy karbonylowe RIF zwiekszajg wolng objetosé
miedzy taricuchami PMMA, w efekcie blokujgc oddziatywania pomiedzy sgsiednimi tancuchami
PMMA, promujac ich wzgledng mobilnos¢ i zmniejszajac wytrzymatos¢ mechaniczng polimeru
[332]. Kompleksowanie RIF odpowiednim zwigzkiem moze zablokowac grupy plastyfikujace,
co zapobiegnie ich oddziatywaniu z taricuchami polimeru PMMA, hamujac w ten sposdb efekt
plastyfikujgcy [83]. Polimery gwiazdziste ze wzgledu na swojg budowe, wykazujg zdolnosé¢
do kompleksowania kilku moli substancji aktywnej na jeden mol polimeru, co umozliwia
efektywne wigzanie rowniez zwigzkéw nierozpuszczalnych w wodzie. Z tego wzgledu zaplanowano
w ramach pracy przygotowanie kompleksu STR:RIF, co zostato z powodzeniem uzyskane,
jak pokazano w rozdziale 2.1.4. Otrzymywanie komplekséw, w podpunkcie Kompleksy
z polimerami gwiazdzistymi. Nastepnie otrzymany kompleks zastosowano jako modyfikator
cementéw kostnych. W niniejszym rozdziale przedstawiono wptyw modyfikacji na wtasciwosci
uzytkowe cementéw kostnych, a takze przeanalizowano profil uwalniania leku oraz wtasciwosci

antybakteryjne przygotowanych materiatow.

W pierwszej kolejnosci zbadano wptyw dodatku kompleksu na doughing time cementu
kostnego. Jak pokazano w poprzednim punkcie, antybiotyk RIF powoduje znaczgce wydtuzenie
to (rysunek 68), co rowniez zaobserwowano w przypadku wprowadzenia kompleksu STR:RIF.
Dla niemodyfikowanego cementu kostnego (BC) tp wynosi 2,4 minuty, podczas gdy dla BC_STR:RIF
wynidst on okoto 5 minut, i dla BC_STR—EU-MAA:RIF 3,75 minuty (rysunek 72).
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Rys. 72. Doughing time (tp) badanych cementdw kostnych: niemodyfikowanego BC i modyfikowanych
kompleksem STR:RIF i STR—EU-MAA:RIF (n = 4).

Wydtuzenie czasu tp zaobserwowane po dodaniu komplekséw do cementu kostnego moze
Swiadczy¢ o niepetnym zablokowaniu negatywnego wptywu RIF na jego utwardzanie. Dodatkowo,
obecnos$¢ samego polimeru gwiazdzistego moze rowniez wptynaé na tp. Niemniej, uzyskane czasy

tp mieszczg sie w zakresie wymaganym przez norme ISO 5833:2002 [38].

Zmiany wartosci parametru tp mogg sugerowac wptyw dodatkdw na proces polimeryzacji
cementdw kostnych, a co za tym idzie na zmiane parametrow ich utwardzania oraz wytrzymatos¢
mechaniczng, dlatego w dalszej kolejnosci zbadano temperatury charakterystyczne dla cementéw
kostnych. Krzywe temperatury polimeryzacji dla kompozycji cementu kostnego z STR:RIF

i STR-EU-MAA:RIF wyraznie wskazujg na wptyw dodatkéw na przebieg polimeryzacji (rysunek 73).
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Rys. 73. Krzywe temperatury polimeryzacji dla kompozycji cementu kostnego przed modyfikacjg

oraz modyfikowanego dodatkiem kompleksu STR:RIF i STR—EU-MAA:RIF w funkcji czasu (n = 3).

Proces utwardzania cementéw kostnych z dodatkiem komplekséw charakteryzuje sie
dtuzszym czasem t: oraz nizszg temperaturg Tma, ktére wyniosty odpowiednio 12,3 minuty
oraz 52,8 °C dla BC_STR:RIF i 14,3 minuty oraz 57,0 °C dla BC_ STR—EU-MAA:RIF, podczas gdy dla

niemodyfikowanego cementu kostnego BC wynoszg 6,3 minut oraz 87,5 + 1,0 °C (tabela 10).
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Tmax Oraz ts: cementu modyfikowanego RIF wynosity odpowiednio 74,7 £2,9°Ci 12,9 + 0,1 minuty,
co oznacza, ze kompleksowanie RIF w polimerze gwiazdzistym pozwolito na obnizenie Tmax,

przy nieznacznym wydtuzeniu tse:.

Tab. 10. Charakterystyczne parametry utwardzania cementow kostnych — doughing time tp, maksymalna
temperatura Tmax, temperatura Tse: oraz czas tser utwardzania, wytrzymatosc na sciskanie o.

Prébka tp [min] Tmax [°C] Teet [°C] tse: [Min] o [MPa]
BC 2,9+0,2 87509 | 56,4+05 | 63+05 | 136,4+6,9
BC_STR:RIF 4,9+0,2 57,7+2,4 | 39,6+0,1 | 12,3402 | 842+49
STR-EU-MAA:RIF 3,8+0,2 59,7+4,1 | 41,6+02 | 143+12 | 948+6,7

Uzyskane dane swiadczg o wptywie RIF na proces utwardzania cementow kostnych.
Tset

gdyz niemodyfikowany cement wykazuje Tnax Na granicy dopuszczalnej przez norme (Tmax = 90 °C)

Obnizenie  Tmax i jest pozadane w kontekscie aplikacji cementu kostnego,

[38]. Jest to niewatpliwa zaleta dodatku kompleksu. Ponadto, obserwuje sie wydtuzenie czaséw

tset, ktére jednakze mieszcza sie w zakresie wymaganym przez norme.

Dodatek komplekséw spowodowat duzy spadek wytrzymatosci na sciskanie cementu
kostnego (rysunek 74) do osc strrir = 84,2 = 4,9 MPa i Osc str-eu-manric = 94,8 = 6,7 MPa.
Jednakze badane materiaty nadal charakteryzujg sie wytrzymatoscig na $ciskanie w granicach
normy i poréwnywalng do osiggnietej wytrzymatosci przez cementy komercyjne.
Wptyw komplekséw zawierajgcych ryfampicyne na wytrzymatosé mechaniczng cementu kostnego
jest podobny jak wptyw samego antybiotyku (rysunek 70), co moze by¢ wynikiem zaréwno

negatywnego wptywu antybiotyku, jak i struktury polimeru gwiazdzistego.
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Rys. 74. Wytrzymatos¢ na sciskanie cementu kostnego niemodyfikowanego BC i modyfikowanego
kompleksami STR:RIF i STR—EU-MAA:RIF (n = 5).

Wpltyw  ten nie jest tak wyrainy, jak przedstawiony w  pracach
Gélvez-Lépez i wspétpracownikow [82], czy Cyphert i wspdtpracownikéw [83],
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w ktorych wytrzymatos$é na Sciskanie po dodaniu RIF spadata odpowiednio do 42,9 MPa
oraz 1,9 MPa. Dodatek STR—EU-MAA:RIF spowodowat podobny spadek wytrzymatosci
do tego otrzymanego po dodaniu RIF do cementdw kostnych — 952 + 3,3
(rozdziat 2.3.1.1. Antybiotyki), natomiast dla STR:RIF spadek ten byt wiekszy.
Badania przeprowadzone przez Cyphert i wspotpracownikéw [83] wykazaty, ze dodatek 5 %mas.
lub 10 %mas. kompleksu ryfampicyny z f-cyklodekstryng (/-CD:RIF) pozwala na uzyskanie
wytrzymatosci na S$ciskanie poréwnywalnej do cementu kostnego zawierajgcego wolng
tobramycyne (5 %mas.: 76,2 £ 2,3 MPa; 10 %mas.: 75,8 + 1,6 MPa). Jednakze wartosci te jedynie
nieznacznie przewyzszajg minimalne wymagania okres$lone w normie. Z kolei, w badaniach
Sanz-Ruiz i wspotpracownikdw [329] cementy kostne modyfikowane mikrokapsutkami kopolimeru
poli(hydroksymaslanu-co-hydroksywalerianu) PHBV oraz alginianu z RIF wykazywaty o 14% nizszg
wytrzymato$¢ na sciskanie (odpowiednio 91,3 MPa i 91,4 MPa) niz cement niemodyfikowany
(106,2 MPa). Jak pokazujg badania, kompleksowanie RIF pozwala na obnizenie temperatury
polimeryzacji przy nieznacznym wptywie na czas utwardzania cementéw kostnych, dzieki czemu
dodatek kompleksow ryfampicyny w nosniku leku, jakim jest polimer gwiazdzisty, do cementéw
kostnych pozwala na uzyskanie materiatéw o dobrych wtasciwos$ciach mechanicznych, podobnych

do BC_RIF, mimo ich pogorszenia w poréwnaniu do cementéw niemodyfikowanych.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono prébe uwalniania antybiotyku
z modyfikowanych cementéw kostnych, zarédwno wolnym antybiotykiem jak i w kompleksie
z polimerami gwiazdzistymi. Uzyskane profile uwalniania pokazano na rysunku 75. Uwalnianie RIF
z BC_RIF trwa przez okoto 15 dni i charakteryzuje sie szybkim wzrostem uwalniania w ciggu
pierwszych 4 dni (7,5%), po ktdrym nastepuje zmniejszenie szybkosci uwalniania, ktore stabilizuje
sie po 15 dniach na poziomie 10,2%. W celu poprawy uwalniania ryfampicyny (RIF) z cementéw
kostnych zastosowano jej kompleksowanie w polimerach gwiaZzdzistych. Takie podejscie miato
na celu zwiekszenie efektywnosci uwalniania antybiotyku w s$rodowisku biologicznym.
Uzyskanie cementéw kostnych o dobrych witasciwosciach mechanicznych stworzyto mozliwosé
szczegdtowego zbadania kinetyki uwalniania RIF, co stanowi kluczowy etap oceny ich potencjalnej
skutecznosci terapeutycznej. W poczatkowym okresie badania obserwuje sie szybkie uwalnianie
ryfampicyny, osiggajace okoto 10% w ciggu pierwszych 10 dni. Po tej fazie nastepuje stopniowe
spowolnienie tempa uwalniania, co jest charakterystyczne dla systemdéw opartych na nosnikach
polimerowych. Po okoto 30 dniach krzywe uwalniania obu uktadéw stabilizujg sie, osiggajac
wartosci na poziomie 15,7% dla BC_STR-EU-MAA:RIF i 18% dla BC_STR:RIF catkowitej ilosci RIF.
Profil uwalniania jest bardzo podobny do uwalniania antybiotyku z BC_RIF, jednakze okres jej

trwania jest znacznie dtuzszy.
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Rys. 75. Profile uwalniania ryfampicyny z cementow kostnych modyfikowanych antybiotykiem RIF
oraz kompleksami STR:RIF i STR—-EU-MAA:RIF (n=3).

Uwalnianie RIF z BC_RIF charakteryzuje sie przebiegiem poréwnywalnym z doniesieniami
literaturowymi. W badaniach Galvez-Lépez i wspotpracownikdw [82] RIF wykazuje statg kinetyke
uwalniania przez 23 dni trwania eksperymentu, po ktdrej nastepuje gwattowny spadek ilosci
uwalnianego antybiotyku. Diuzszy czas uwalniania moze byé zwigzany z uzytg przez badaczy
wiekszg zawartoscia RIF w cemencie kostnym, a takze jego inng budowa morfologiczng,
ktéra moze wynikac z innego sktadu fazy proszkowej oraz ciektej kompozycji. Poréwnanie uktadéw
z kompleksami wskazuje, ze cementy zawierajgce STR:RIF wykazujg nieznacznie wyzszy poziom
uwalniania ryfampicyny w catym okresie badania w porédwnaniu do uktadu BC_STR—-EU-MAA:RIF.
Moze to sugerowad, ze dodatkowa modyfikacja polimeru gwiazdzistego zwieksza oddziatywania
miedzy nosnikiem a antybiotykiem, co moze przektada¢ sie na trudniejsze, a zatem dtuisze
uwalnianie leku. Réznice miedzy systemami pozostajg jednak stosunkowo niewielkie, a kinetyka
uwalniania jest taka sama, co wskazuje, ze oba systemy mogg by¢ skuteczne w kontrolowanym
dostarczaniu ryfampicyny, jednoczesnie zapewniajac zachowanie odpowiednich wtasciwosci
mechanicznych cementu kostnego. W badaniach Sanz-Ruiz i wspotpracownikdow [329] cementy
kostne modyfikowane mikrokapsutkami alginianowymi z RIF uwalniaty wiecej ryfampicyny
niz probki z mikrokapsutkami PHBV, jednakze uwalnianie charakteryzowato sie wysokg
skutecznoscig w pierwszych 24h, kiedy uwolnione zostalo 48,89% ryfampicyny zawartej
w cemencie kostnym. Z kolei, w badaniach uwalniania in vivo ryfampicyny z cementu
modyfikowanego mikrokapsutkami z ryfampicyng najwyzsze stezenie zarejestrowano 6 godzin
po operacji, a krzywa uwalniania charakteryzowata sie szybkim uwalnianiem w poczatkowej fazie,
po ktérej nastgpita wolniejsza faza plateau [333]. Uzyskane wyniki wskazujg, ze przedtuzone
uwalnianie ryfampicyny z cementéw kostnych modyfikowanych kompleksami STR moze
przyczyni¢ sie do utrzymania dtugotrwatej aktywnosci antybakteryjnej. Stopniowe i przedtuzone
uwalnianie antybiotyku w czasie sprzyja skutecznej eliminacji patogendéw, co jest kluczowe

w zapobieganiu infekcjom okotoimplantacyjnym.
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Witasciwosci antybakteryjne modyfikowanych cementéw kostnych badano poprzez ocene

zywotnosci bakterii E. coli w okresie 48 godzin (rysunek 76).
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Rys. 76. Wptyw cementu kostnego zmodyfikowanego STR:RIF i STR—EU-MAA:RIF na zywotnos¢ E. coli
(n=3).

Wszystkie testowane prébki wykazywaty zalezine od czasu zmniejszenie zywotnosci
komorek bakteryjnych, potwierdzajac ich  skutecznos¢ przeciwdrobnoustrojows.
Sposréd badanych preparatéw, BC_STR:RIF i BC_STR—EU-MAA:RIF wykazaty zmniejszong
aktywnos$é przeciwbakteryjng w poréwnaniu do BC_RIF (rysunek 71). Po uptywie 1 godziny
wszystkie systemy zmniejszyty zywotnos¢ komodrek do okoto 50% wartosci kontrolnej.
Jednak bardziej wyrazny efekt zaobserwowano z czasem w ukfadach zawierajacych kompleksy
ryfampicyny. Po 24 godzinach zywotnos¢ komérek w obecnosci BC_STR:RIF i BC_STR-EU-MAA:RIF
spadfa odpowiednio do 41% i 40%. Rdznica stata sie bardziej widoczna po 48 godzinach,
gdzie BC_STR:RIF i BC_STR—-EU-MAA:RIF dalej zmniejszaty zywotnos$¢ do odpowiednio 30% i 21%.
Mozliwe, ze eugenol zawarty w strukturze polimeru gwiazdzistego zaczyna réwniez wywierac
wptyw na komorki bakteryjne. Co ciekawe, Laparche i wspdétpracownicy [328] wykazali brak
zahamowania wzrostu bakterii z prébek elucyjnych, jednoczesnie wskazujgc na wyrazne
hamowanie bezposredniego wzrostu biofilmu na powierzchni. Z kolei Beeching i inni [331]
wykazali silng aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg cementéw kostnych z ryfampicyng przeciwko
S. aureus i stabg przeciwko E. coli. Co wiecej, badanie in vivo przeprowadzone przez Lopez-Torres
i wspotpracownikéow [333] wykazato znacznie nizszy wzrost S. aureus w grupie leczonej cementem
zawierajgcym mikrokapsutki ryfampicyny dla prébek uzyskanych z tkanek miekkich i kosci
niz w przypadku leczenia komercyjng przektadka. Wyniki te sugerujg, ze kompleksowanie
ryfampicyny w polimerach gwiazdzistych zwieksza trwatg aktywnos¢ przeciwbakteryjng
cementéw kostnych, prawdopodobnie ze wzgledu na bardziej kontrolowane i przedtuzone

uwalnianie antybiotyku.
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2.3.1.3. Kompleks polimer gwiazdzisty:ampicylina

Dodatek ampicyliny do cementéw kostnych nie wptynat na proces utwardzania
materiatdow ani ich wytrzymatos¢ na Sciskanie, jednakze nie uzyskano materiatu,
ktory charakteryzowatby sie pozgdanymi wtasciwosciami antybakteryjnymi. Sposobem
na zwiekszenie aktywnosci antybakteryjnej cementdw kostnych jest wprowadzenie systemu
dostarczania lekow, ktéry moze wptyngé na uwalnianie danej substancji aktywnej. Z tego wzgledu
postanowiono dodac¢ kompleksy polimeréw gwiazdzistych z ampicyling do cementéw kostnych

i zbadac¢ wptyw czynnika leczniczego na wtasciwosci mechaniczne oraz antybakteryjne materiatow.

Wprowadzenie STR:AMP i STR—EU-MAA:AMP do kompozycji cementéw kostnych
spowodowato drastyczne obnizenie wytrzymatosci na $ciskanie. W przypadku STR:AMP parametr
ten spadt ponizej minimalnej wartosci wymaganej przez norme ISO 5833:2002
(08¢ stramp = = 33,5 = 3,7 MPa). Z kolei, w przypadku STR-EU-MAA:AMP, mimo pogorszenia
wytrzymatosci na S$ciskanie, modyfikowany cement kostny spetnia wymagania normy
(08¢ str-£u-man:ame = 81,9 £ 9,4 MPa). Tak duze zmiany tego parametru doprowadzity do zbadania
wptywu komplekséw na niemodyfikowany, komercyjny cement kostny Palacos R (PR).
Wprowadzenie STR:AMP réwniez spowodowato obnizenie g, jednakze uzyskany materiat spetniat
wymagania normy (oeg_str:ame = 79,1 £ 7,9 MPa). Podobnie jak dla cementu BC mniejszy wptyw
dodatku zaobserwowano w przypadku STR-EU-MAA:AMP, a uzyskane cementy charakteryzowaty
sie wytrzymatoscig na Sciskanie na poziomie Opr _str-cu-maa:ame = 84,6 £ 3,9 MPa. Uzyskane wyniki

o przedstawiono na rysunku 77.

150
125+
100 +
‘©
o
S 754
o}
50
25
0
BC_STR:AMP PR_STR:AMP
STR-EU-MAA:AMP STR-EU-MAA:AMP

Rys. 77. Wytrzymatosé na sciskanie (a) cementéw kostnych niemodyfikowanych (BC i Palacos R - PR)
i modyfikowanych kompleksami STR:AMP i STR—EU-MAA:AMP.
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Pogorszenie wytrzymatosci cementéw kostnych na $ciskanie moze by¢ zwigzane
z dodatkiem duzej ilosci polimeru gwiazdzistego do kompozycji cementu kostnego
i przez to zmiang jego struktury. Jak wykazano w pracy, dodatek STR wptywa na witasciwosci
mechaniczne cementéw kostnych, obnizajac ich wytrzymatosé. Rowniez doniesienia literaturowe
wskazujg na pogorszenie wfasciwosci mechanicznych po modyfikacjach cementéw kostnych
systemami dostarczania lekéw. Slane i wspétpracownicy [40] wskazali na pogorszenie wtasciwosci
mechanicznych komercyjnego cementu kostnego (Palacos R+G) po dodaniu mezoporowatej
krzemionki. Podobnie, mikrosfery zelatynowe [108,109], liposmy [179], czy sfery fosforanu wapnia
domieszkowane strontem [91] powodujg obnizenie wytrzymatosci na Sciskanie cementéw

kostnych.

W dalszej czeséci badan przeprowadzono testy aktywnosci przeciwbakteryjnej cementu
Palacos R modyfikowanego dodatkiem przygotowanych komplekséw. Wyniki przedstawiono

na rysunku 78.
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Rys. 78. Wptfyw cementu kostnego PR zmodyfikowanego kompleksami STR:AMP i STR—EU-MAA:AMP
na zywotnos¢ E. coli (n = 3).

Cementy kostne zawierajgce kompleksy STR:AMP oraz STR—EU-MAA:AMP wykazuja
dziatanie antybakteryjne, prowadzac do obnizenia zywotnosci komodrek bakteryjnych w czasie.
Kompleksowanie AMP zwiekszyto uwalnianie AMP z cementéw kostnych, co pozwala na uzyskanie
lepszej oraz przedtuzonej aktywnosci antybakteryjnej w stosunku do BC_AMP (rysunek 71).
Galvez-Lopez i wspodtpracownicy [82] odnotowali bardzo niskie stezenia AMP w roztworze
po 4 dniach prowadzenia procesu uwalniania. Podobne obserwacje przedstawili
Picknell i wspdtpracownicy [330] wskazujgc na krétkotrwate dziatanie AMP, ograniczone
do pierwszych 3 godzin testu. Niemniej, w obu przypadkach obserwowano stopniowy spadek
zywotnosci bakterii w ciggu 48 godzin, co $wiadczy o utrzymujgcym sie dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym. Kompleks STR-EU-MAA:AMP wykazuje nieco silniejsze dziatanie
antybakteryjne niz STR:AMP, szczegdlnie po 48 godzinach inkubacji, co sugeruje, ze dodatkowe

modyfikacje strukturalne (EU-MAA) polimeru gwiazdzistego mogg wzmacniaé efekt
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antybakteryjny. Rdznice te mogg wynika¢ z bardziej efektywnego uwalniania ampicyliny,
wywierania antybakteryjnego wptywu przez eugenol, czy lepszego oddziatywania kompleksu

z btong bakteryjna.
2.3.1.4. Polimer gwiaZdzisty modyfikowany ampicyling

Wprowadzenie ampicyliny w postaci kompleksu z polimerem gwiazdzistym poprawito
dziatanie antybakteryjne cementu kostnego, jednak nie spetnit on oczekiwan. Dlatego podjeto
kolejne dziatania majgce na celu wprowadzenie zmian w strukturze tego antybiotyku
i jego wbudowaniu kowalencyjnym w strukture polimeru gwiazdzistego (rozdziat 2.1.3. Synteza
polimeréw gwiaZdzistych, podpunkt Polimery gwiaZdziste modyfikowane AMP). Modyfikowane
polimery gwiazdziste zastosowano jako dodatek do komercyjnego cementu kostnego Palacos R.
Uzyskane materiaty poddano badaniu wytrzymatosci na Sciskanie oraz badaniu aktywnosci

antybakteryjnej wobec E. coli.

Wprowadzenie modyfikowanych polimeréw gwiazdzistych spowodowato spadek
wytrzymatosci na sciskanie cementdéw kostnych. Dodatkowo, otrzymane wartosci miescity sie
w granicach normy ISO 5833:2002 (rysunek 79). Przy czym uzyskano wyzsze wartosci tego

parametru niz dla cementu modyfikowanego kompleksem STR:AMP.
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Rys. 79. Wytrzymatos¢ na sciskanie (o) cementu kostnego Palacos R (PR) niemodyfikowanego
i modyfikowanego polimerami gwiaZzdzistymi STR—AMP-PEG4-PMMA 2000, STR-AMP-PEG4-PMMA 7000
i STR-AMP-PEG4+-PMMA.

Spadek wytrzymatosci na Sciskanie cementu kostnego po modyfikacji polimerami
gwiazdzistymi STR-AMP-PEG4-PMMA 000, STR-AMP-PEG4-PMMA7000 i STR-AMP-PEG4-PMMA byt
poréwnywalny we wszystkich badanych wariantach i wynosit ok. 14,5%. Jak wykazano wczesniej,
obecnos$¢ rozgatezionych struktur polimerowych moze negatywnie wptywaé na witasciwosci
mechaniczne cementéw. Przyktadowo, badania Tham i wspdtpracownikow [30] wykazaty
4% spadek wytrzymatosci cementu kostnego na zginanie po zastgpieniu liniowego PMMA

(My = 12 000) czteroramienng gwiazdg PMMA (M,, = 45 000). W niniejszej pracy zastosowano
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polimery gwiazdziste o wyzszej masie czgsteczkowe] i wieksze;j liczbie ramion, co moze dodatkowo

intensyfikowac ten efekt.

Modyfikowane cementy kostne poddano badaniu aktywnosci antybakteryjnej wobec

E. coli. Badanie prowadzono przez 24 godziny, a uzyskane wyniki przedstawiono na rysunku 80.

100
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Zywotnos¢ komérek bakteryjnych [%]
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Rys. 80. Wptyw cementu kostnego modyfikowanego polimerami gwiazdzistymi STR—AMP-PEG4-PMMA 2000,
STR-AMP-PEG4-PMMA 7000 i STR-AMP-PEG4-PMMA na Zywotnosc E. coli po 24h inkubacji (n = 3).

Na podstawie przeprowadzonych badan aktywnosci antybakteryjnej wobec Escherichia
coli po 24 godzinach inkubacji, stwierdzono, ze cementy kostne zawierajgce polimery gwiazdziste
z kowalencyjnie zwigzanym antybiotykiem wykazujg istotnie obnizong zywotnos$¢ komodrek
bakteryjnych. Jak przedstawiono na rysunku 80, najwyzszg skutecznos¢ przeciwdrobnoustrojowg
zaobserwowano w  przypadku modyfikowanego cementu kostnego zawierajgcego
STR—-AMP-PEG4-PMMA;000, W Obecnosci ktdrego zywotnosc bakterii spadta do okoto 57%. Nieco
mniejszy efekt wykazano dla cementu kostnego modyfikowanego STR—AMP-PEG-PMMA 000,
natomiast najmniejszg aktywnos¢ obserwowano w przypadku cementu kostnego zawierajgcego
STR—AMP-PEG,-PMMA o najwiekszej masie czgsteczkowej. Moze to wynikac¢ z mniej efektywnej
dyfuzji leku lub ograniczonego kontaktu z drobnoustrojami. Wyniki te wskazujg, ze architektura
zastosowanego nosnika ma istotny wpltyw na skutecznos¢ dziatania antybiotyku, a struktury
gwiazdziste zawierajgce zwigzany kowalencyjnie antybiotyk zapewniajg bardziej korzystny profil
uwalniania substancji czynnej i wyzszg skutecznosé¢ biologiczng niz zastosowanie kompleksu

polimer gwiazdzisty:antybiotyk.

2.3.2. Modyfikacje eugenolem

Antybiotykoopornos¢ stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego na catym
Swiecie i wymaga poszukiwania innowacyjnych metod zwalczania infekcji bakteryjnych.
W tym kontekscie olejki eteryczne, ktore charakteryzujg sie wtasciwosciami antybakteryjnymi sg

postrzegane jako substancje aktywne, ktére mogg sta¢ sie alternatywg do stosowania
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antybiotykéw [334-336]. Szczegdlnie, istotne jest to w kontekscie odmiennego mechanizmu
dziatania olejkéw eterycznych od mechanizmoéw typowych dla konwencjonalnych antybiotykdw.
Mozna tu wymienic¢ zaktdcanie integralnosci bton komdérkowych bakterii, hamowanie dziatania
pomp wyptywowych, czy zwiekszanie przepuszczalnosci bton [337,338]. Dodatkowg zaletg wielu
naturalnych zwigzkéw jest ich niska toksycznos¢ oraz biodegradowalnosé, co czyni je atrakcyjnymi

takze z punktu widzenia ochrony srodowiska [339—-341].

2.3.2.1. Eugenol

Zastosowanie olejkéw eterycznych jako s$rodkéw przeciwbakteryjnych w farmacji
i medycynie byto inspiracjg do modyfikacji cementéw kostnych eugenolem (EU),
ktdry zastosowano w ilosci 0,5 %mas. W pierwszej kolejnosci, zbadano jego wptyw na witasciwosci
fizyczne otrzymanych materiatéw. Zmodyfikowane cementy kostne scharakteryzowano poprzez
oznaczenie takich parametréw, jak doughing time, maksymalna temperatura i czas wigzania
oraz wtasciwosci mechaniczne. Byto to kluczowe ze wzgledu na budowe chemiczng EU, ktéra ma
wpltyw na przebieg polimeryzacji, powodujac zmniejszenie szybkosci reakcji, a co za tym idzie
mniejszy wzrost temperatury utwardzanego materiatu. Jednakze, jak pokazujg badania,
nie ma negatywnego wptywu na stopien konwersji monomeréw metakrylowych [271].
Zmiana przebiegu polimeryzacji moze wptywaé na wtasciwosci uzyskanych materiatow.
Dodatkowo zbadano réwniez proces uwalniania EU 1z przygotowanych materiatéw

jak i ich wtasciwosci antybakteryjne.

Istotnym parametrem uzytkowym cementow kostnych jest doughing time, ktéry jest
kluczowy dla procesu aplikacji cementu kostnego podczas operacji. Doughing time dla badanych
cementéw kostnych zaréwno modyfikowanych, jak i niemodyfikowanych eugenolem
przedstawiono na rysunku 81. Modyfikacja cementu kostnego eugenolem spowodowata
wydtuzenie parametru doughing time, co moze by¢ spowodowane negatywnym wptywem
EU na przebieg polimeryzacji, ktéry wykazano w literaturze [271]. Dla niemodyfikowanego
cementu kostnego doughing time wynosit od 1,25 do 2,1 minuty, natomiast dla zmodyfikowanych
cementéw kostnych wynidst miedzy 3,6 a 4,9 minuty. Zwiekszenie ilosci systemu inicjujacego
wptywa na skrdcenie doughing time, jak pokazano w rozdziale 2.2.2. oraz publikacji ,,Influence of
Initiator Concentration on the Polymerization Course of Methacrylate Bone Cement” [57].
W przypadku cementéw kostnych modyfikowanych eugenolem najkrotszym doughing time
(3,6 minuty) charakteryzowaty sie cementy kostne zawierajgce 1 %mas. BPO i 1,17 %mas. DMA
oraz 0,3 %mas. BPO i 0,5 %mas. DMA, a najdtuzszym doughing time (4,9 minuty) cement kostny
z 0,7 %mas. BPO i 0,5 %mas. DMA.
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Rys. 81. Doughing time (tp) badanych cementdw kostnych niemodyfikowanych i modyfikowanych
eugenolem zawierajgcych rézne stezenie systemu inicjujgcego (n = 4).

Dodatek EU spowodowat znaczne wydtuzenie doughing time badanego cementu
kostnego, co moze by¢ zwigzane z wptywem EU na kinetyke polimeryzacji [270].
Zgodnie z obowigzujgcg norma ISO 5833:2002, maksymalna dopuszczalna wartosc tego parametru
wynosi 5 minut, co oznacza, ze wszystkie testowane modyfikowane eugenolem cementy kostne

spetniajg wymagane kryterium [38].

Wprowadzenie EU do cementu kostnego spowodowato rdéwniez zmniejszenie
maksymalnej temperatury utwardzania oraz wydiuzenie czasu wigzania — podobnie
jak zaobserwowano wczesniej w przypadku parametru doughing time. Maksymalna temperatura
utwardzania  badanych niemodyfikowanych cementéw kostnych miesci sie w zakresie
0d47,9+3,4°Cdo 87,5+0,6 °C (tabela 11), podczas gdy dla modyfikowanych cementéw kostnych
w zakresie od 21,2 £ 0,1 °Cdo 23,5 + 0,1 °C (tabela 11). Najmniejszg warto$¢ Tmax zarejestrowano
dla modyfikowanego cementu kostnego zawierajgcego nastepujace stezenie sktadnikéow uktadu
inicjujgcego: 0,3 %mas. BPO i 0,5 %mas. DMA. Zwiekszenie ilosci sktadnikdw systemu inicjujgcego
doprowadzito do wzrostu Ty i skrécenia ts:. Obnizenie maksymalnej temperatury utwardzania
cementu kostnego jest wyjatkowym osiggnieciem, poniewaz niemodyfikowane cementy kostne
osiggajg temperatury w zakresie 45 — 105 °C podczas utwardzania, a tak wysoka temperatura
moze powodowa¢ martwice otaczajacych tkanek [34,342]. Zatem, cement kostny modyfikowany
eugenolem charakteryzuje sie dodatkowg zaletg polegajagcg na braku indukcji martwicy

w otaczajacych tkankach.

176



Tab. 11. Charakterystyczne parametry utwardzania badanych cementow kostnych niemodyfikowanych
i modyfikowanych eugenolem: maksymalna temperatura utwardzania Tmax, temperatura wigzania Tset

i czas wiqzania tse: (n=4).

Kompozycla T [°C] Tt €] teee [min]
cementu kostnego EU bez EU EU bez EU EU bez EU
BPO(0,3%)+DMA(0,5%) | 21,2+0,8 |47,9+1,2 | 21,0+0,5|33,2+0,8 | 150+0,5 | 10,5+ 0,7
BPO(0,7%)+DMA(0,5%) | 22,9+ 0,4 | 67,6 0,9 | 22,0£0,2 | 449+0,4 | 14,7+08 | 9,5£0,5
BPO(0,7%)+DMA(0,83%) |23,1+0,9 | 87,5£0,6 | 22,3+0,6 | 52,0+0,3 | 142+0,4 | 8108
BPO(1%)+DMA(1,17%) | 23,5+0,6 | 78,7+1,0|22,6+0,3 | 50,805 | 7,8+1,0 | 59+0,6

Czas wigzania cementu kostnego, ts:, zgodnie z normg ISO 5833:2002 dla cementéw
kostnych mieszanych recznie powinien miesci¢ sie w zakresie od 3 do 15 minut [38].
Trzy kompozycje o najnizszym stezeniu ukfadu inicjujgcego osiggajg wartosci t..: mieszczace sie
w gornej granicy tego zakresu, jednak spetniajg ten wymag [38]. Jak pokazujg badania [306,343],
eugenol hamuje polimeryzacje metakrylanu metylu, poniewaz wychwytuje wolne rodniki
generowane przez BPO [344]. Fujisawa i Kadoma w swoich badaniach [270] wykazali, ze szybkos¢
polimeryzacji znacznie spada wraz ze wzrostem stezenia eugenolu, i dla stezenia powyzej
0,5 %mol. eugenolu polimeryzacja nie zachodzita. Zjawisko to moze wynikac z inhibicji reakcji
polimeryzacji spowodowanej przez niektére reaktywne produkty oddziatywania miedzy wolnymi
rodnikami powstatymi z dysocjacji BPO i eugenolem. Wyniki pokazujg zatem, ze eugenol dziata
jako retarder polimeryzacji metakrylanéw. Nadmiar eugenolu oddziatuje z BPO i zwigzkami
pokrewnymi. Wydtuzenie czasu utwardzania moze by¢ przyczyng spadku Tme. Badania
prowadzone w ramach niniejszej pracy wykazaty, ze zwiekszenie ilosci systemu inicjujacego
wptyneto na skrdcenie ts: badanych cementéw kostnych; nie miato to jednak odzwierciedlenia
we wzroscie maksymalnej temperatury utwardzania osigganej przez cementy modyfikowane

eugenolem.

Zbadano takze witasciwosci mechaniczne, tj. wytrzymatosé na $ciskanie (o), cementéow
kostnych modyfikowanych statg iloscig eugenolu rdznigcych sie stezeniem skfadnikéw systemu
inicjujgcego. Modyfikacja cementéw kostnych dodatkiem eugenolu, jak pokazano na rysunku 82,
skutkowata uzyskaniem materiatéw o dobrej wytrzymatosci na $ciskanie, i wszystkie testowane
materiaty spetniajg wymagania normy ISO 5833:2002 w zakresie minimalnej wytrzymatosci

na $ciskanie (70 MPa).
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Rys. 82. Wytrzymatos¢ na sciskanie cementéw kostnych niemodyfikowanych i modyfikowanych eugenolem
réznigcych sie stezeniem systemu inicjujgcego (n = 5).

Najnizszg wytrzymatos¢ na $ciskanie, o = 81,2 + 9,9 MPa, wykazywat modyfikowany
cement kostny zawierajacy 0,3 %mas. BPO i 0,5 %mas. DMA., natomiast najwyzszg wartos¢,
o = 104,1 + 10,6 MPa, cement kostny zawierajgcy 1 %mas. BPO i 1,17 %mas. DMA.
Pomimo wydtuzonego czasu utwardzania i nizszej maksymalnej temperatury utwardzania,
wytrzymatos$¢ na Sciskanie cementdw kostnych z eugenolem jest wysoka. Modyfikacje cementow
kostnych w kierunku nadania im wtasciwosci antybakteryjnych przed dodatek antybiotykéw
w postaci wolnej czy w systemach dostarczania lekéw wptywajg na ich parametry uzytkowe,
jak opisano w poprzednich rozdziatach. Mozna jednak dodac jeszcze, ze czynnikiem wptywajgcym
na wytrzymatos¢ mechaniczng cementdw kostnych jest réwniez posta¢ $rodka
przeciwbakteryjnego. Badania pokazuja, ze dodatek antybiotykdw w postaci ptynnej moze obnizy¢
wytrzymatosc na sciskanie nawet o 55% (35 — 50 MPa) [84]. Moze to by¢ zwigzane ze zwiekszona
porowatoscig i zmianami w strukturze utwardzonego materiatu. Wiaczanie ciektych olejkdéw
eterycznych do cementéw kostnych nie jest szeroko badane. Kilka doniesien literaturowych
wskazuje na dodatek wypetniaczy impregnowanych olejkami eterycznymi.
Robu i wspdtpracownicy [31] testowali cementy kostne modyfikowane hydroksyapatytem
impregnowanym olejkiem eterycznym z miety pieprzowej. Wyniki ich badan wskazujg
na 12% spadek wytrzymatosci na sciskanie modyfikowanych cementédw kostnych. Z kolej badania
wykonane w ramach niniejszej pracy wykazaty spadek wytrzymatosci na sciskanie o 7 — 23%.
Spadek ten moze by¢ zwigzany z wydtuzeniem czasu polimeryzacji i obnizeniem parametru Tpax,

a co za tym idzie zmianami w strukturze otrzymanego cementu kostnego.

W celu zbadania struktury cementéw kostnych modyfikowanych eugenolem wykonano
zdjecia metodg SEM, zaréwno cementu kostnego modyfikowanego jak i niemodyfikowanego EU,

ktore pokazano na rysunku 83.
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Rys. 83. Zdjecia SEM wybranych cementow kostnych (BPO 0,3 %mas. i DMA 0,5 %mas.) modyfikowanych
eugenolem (a,b) i niemodyfikowanych (c,d), wykonane przy réznych powiekszeniach [345].

Powierzchnia otrzymanych cementéw kostnych charakteryzuje sie duzg chropowatoscia
i porowatoscia. W cemencie kostnym modyfikowanym eugenolem na powierzchni mozna
wyroznic czastki polimeru. Zmiana struktury polimeru moze pozytywnie wptywac na uwalnianie
eugenolu i wtasciwosci antybakteryjne. W badaniach nad uwalnianiem ptynnych antybiotykow
z cementdow kostnych [84] naukowcy spekulujg, ze porowatos¢ cementow kostnych wzrasta
po wigczeniu antybiotykdw. Wedtug badan przeprowadzonych przez Millstein i innych [306]
eugenol moze powodowaé zmiany powierzchni utwardzonego cementu kostnego.
Badacze przypuszczajg, ze moze to by¢ spowodowane reakcjg chemiczng miedzy matrycg
kompozytu a eugenolem, ktdrej jednak nie potwierdzono badaniami. Z kolei, badania
nad uwalnianiem antybiotykdw z matrycy cementu kostnego pokazujg [111], ze bardziej porowata

struktura materiatu poprawia uwalnianie substancji czynne;j.

Uwalnianie eugenolu z cementéw kostnych rézni sie w zaleznosci od zastosowanej ilosci
uktadu inicjujgcego (rysunek 84). Parametr ten jest SciSle zwigzany ze strukturg matrycy
polimerowej, chropowatosciag powierzchni i porowatoscig, a witasciwosci te zwigzane s3

z szybkoscig procesu polimeryzacji, ktéry zalezy réwniez od iloSci systemu inicjujgcego.
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Rys. 84. Profile uwalniania eugenolu z cementdw kostnych zawierajgcych w sktadzie rézne ilosci systemu
inicjujgcego wyrazone jako: a) catkowita masa uwolnionego EU, b) catkowita ilos¢ uwolnionego EU (n = 3).

Najmniejsza ilos¢ uwolnionego EU po 168 godzinach prowadzenia procesu, tj. 42,9 £+ 1,3%
catkowitej ilosci eugenolu w prdébce, zaobserwowano dla cementu kostnego zawierajgcego
w sktadzie 0,3 %mas. BPO i 0,5 %mas. DMA. Natomiast najwieksza ilos¢ eugenolu, tj. 61,9 + 2,6%,
zostata uwolniona z cementu kostnego zawierajgcego 1 %mas. BPO i 1,17 %mas. DMA.
Uzyskany wynik mozna wigzac z wptywem stezenia sktadnikéw ukfadu inicjujgcego na przebieg
polimeryzacji. Zwiekszenie stezenia uktadu inicjujgcego moze wptywaé na strukture polimeru,
tj. rozng gestos¢ usieciowania otrzymanych cementéw kostnych i porowato$é materiatow,
co z kolei moze prowadzi¢ do zwiekszonego uwalniania eugenolu. Kinetyka uwalniania eugenolu
z cementéw kostnych charakteryzuje sie wysokim uwalnianiem w ciggu pierwszych 24 godzin
(ang. burst effect), po ktérym nastepuje réwnomierne uwalnianie. Ten sposdb uwalniania
powoduje wystgpienie najwyzszego stezenia eugenolu tylko w ciggu pierwszych kilku godzin,
a przedtuzone uwalnianie moze zapewnié¢ dtuzszg aktywnos¢ przeciwbakteryjng. Warto podkreslic,
ze kinetyka uwalniania eugenolu z cementéw kostnych nie jest znana. Jednak wsrdd doniesien
literaturowych mozna znalezé informacje na temat uwalniania EU in vivo z tabletek
mukoadhezyjnych [346]. llos¢ uwolnionego EU z tego materiatu jest mniejsza niz w przypadku
badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy. Dodatkowo doniesienia literaturowe wskazujg
na wzrost uwalniania antybiotykdw w postaci ptynnej w poréwnaniu do postaci proszkowej [84],
jednakze badania te przeprowadzono dla antybiotykdéw rozpuszczalnych w wodzie, a nie olejkéw

eterycznych.

Aktywnos¢ antybakteryjna cementéw kostnych modyfikowanych eugenolem zbadano
wobec bakterii E. coli i S. aureus (rysunek 85). Przeprowadzono pomiary gestosci optycznej przy
570 nm (ODs7onm) dla hodowli bakteryjnej. Wyniki przedstawione na rysunku 85a wskazuja,

7e szybkos$¢ wzrostu E. coli zmniejsza sie w obecnosci cementéw modyfikowanych eugenolem

180



zarowno dla prébek zawierajgcych 0,3 %mas. BPO i 0,5 %mas. DMA, jak i zawierajgcych 1 %mas.

BPOi 1,17 %mas. DMA.
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Rys. 85. Wpfyw cementdw kostnych modyfikowanych i niemodyfikowanych eugenolem zawierajqcych
rézne stezenie systemu inicjujgcego na wzrost bakterii: a) dla szczepu E. coli;
b) dla szczepu S. aureus (n = 3).

Dla S. aureus zaobserwowano zmniejszony wzrost bakterii w obecnosci cementow
kostnych modyfikowanych eugenolem i pozostat on na tym samym poziomie
dla niemodyfikowanych cementéw kostnych (rysunek 85b). W przypadku obu szczepdw bakterii
mozna zaobserwowac wiekszy wptyw cementu kostnego zawierajgcego 1 %mas. BPO i 1,17 %mas.
DMA w pordéwnaniu do 0,3 %mas. BPO i 0,5 %mas. DMA na opdznienie wzrostu bakterii.
Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze cementy kostne modyfikowane
dodatkiem eugenolu w ilosci 0,5 %mas. wykazuja dziatanie bakteriostatyczne wobec S. aureus

i E. coli.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze cementy kostne modyfikowane eugenolem
(0,5% mas.) spetniajg wymagania normy ISO 5833:2002 w zakresie wszystkich parametréw
i charakteryzujg sie dobra wytrzymatoscia na Sciskanie w zakresie 90 — 105 MPa,
wysokim uwalnianiem eugenolu (40 — 63%) oraz wykazujg witasciwosci bakteriostatyczne.
Modyfikacja cementéw kostnych doprowadzita do uzyskania materiatéw o wytrzymatosci
mechanicznej poréwnywalnej z cementami komercyjnymi. Zatem dodanie eugenolu do cementu
kostnego pozwala na uzyskanie materiatdbw o pozadanych wtasciwosciach. Jednak dodatek
eugenolu wptywa na kinetyke polimeryzacji i znacznie wydtuza czas reakcji, dlatego nadal istnieje
potrzeba zmniejszenia lub wyeliminowania wptywu eugenolu na proces utwardzania cementu
kostnego. Obiecujgcym krokiem w tym kierunku jest wprowadzanie eugenolu do cementéw
kostnych w postaci kompleksdw lub wbudowanego kowalencyjnie w nosniku, co przedstawiono

w dalszej czesci pracy.
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2.3.2.2. Kompleksy CP:EU i STR:EU

W celu zmniejszenia negatywnego wptywu eugenolu na proces polimeryzacji cementu
kostnego w ramach niniejszej pracy przygotowano kompleksy eugenolu z polimerem gwiazdzistym
(STR:EU) oraz z cyklodekstryng Captisol® (CP:EU). Dzieki temu do kompozycji cementéw kostnych
wprowadzano modyfikator w postaci statej, a nie ciektej, co powinno mie¢ dodatkowy wptyw
na wiasciwosci otrzymanych materiatdw. Przeprowadzono badania wptywu modyfikatoréw
na wiasciwosci cementéw kostnych, a takze na uwalnianie eugenolu ze zmodyfikowanych
materiatow. Do badan wybrano cement kostny zawierajgcy w skfadzie 1 %mas. BPO i 1,17 %mas.
DMA, gdyz uwalnianie eugenolu z cementu kostnego o takiej zawartosci ukfadu inicjujgcego byto
najwyzsze i charakteryzowat sie on najlepszymi parametrami. Cementy kostne zbadano w celu
okreslenia parametrow takich jak doughing time, maksymalna temperatura utwardzania,
czas wigzania oraz wytrzymatos¢ na sciskanie. Ponadto okreslono wtasciwosci antybakteryjne

uzyskanych materiatéw.

Pierwszym badanym parametrem byt doughing time. Jak pokazano w poprzednim
punkcie, eugenol znaczgco wydtuzyt czas tp, nawet do 4,9 minuty. W przypadku modyfikacji
cementu kostnego dodatkiem kompleksu STR:EU tp wynidst okoto 2 minuty, podczas gdy dla
BC_CP:EU uzyskano czas tp podobny jak dla cementu modyfikowanego dodatkiem wolnego EU,

tj. réwny 4,3 minuty (rysunek 86).
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Rys. 86. Doughing time (min) dla badanych cementdw kostnych niemodyfikowanego i modyfikowanych
kompleksem STR:EU lub CP:EU (n = 4).

Eugenol wywiera negatywny wptyw na proces utwardzania cementédw kostnych,
co wykazano we wczesniejszych badaniach przedstawionych w poprzednich rozdziatach.
Utworzenie kompleksu eugenolu z polimerem gwiazdzistym ztagodzito jego negatywny wptyw
na utwardzanie cementu kostnego, natomiast otrzymanie kompleksu eugenolu z cyklodekstryng
Captisol® spowodowato znaczne wydtuzenie tp w porédwnaniu do niemodyfikowanego BC

i tylko nieznaczne skrdcenie tp w poréwnaniu do BC z eugenolem. Badania przeprowadzone
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przez Lu i wspdtpracownikéw [347] pokazujg, ze dodanie 10% niemodyfikowanych mikroczgstek
[-CD powoduje skrocenie parametru doughing time. Jednak sktad cementu kostnego i rodzaj
zastosowanej S-CD byty inne niz zastosowane w niniejszej pracy, stad mozliwe jest

zaobserwowanie odwrotnego efektu.

Jak pokazano we wczesniejszych czesciach niniejszej pracy, eugenol zmniejszyt wartos¢
parametru Tmex i Znacznie wydtuzyt czas ts.;, wptywajac jednoczesénie na przebieg polimeryzacji
cementéw kostnych i ich wtasciwosci mechaniczne. Kompleksowanie eugenolu, a nastepnie jego
wigczenie do cementu kostnego moze zmniejszy¢ negatywny wptyw na proces utwardzania,
powodujgc skrécenie tie: (W poréwnaniu do cementu modyfikowanego wolnym EU),
przy jednoczesnym obnizeniu temperatury maksymalnej polimeryzacji. Uzyskane wyniki pokazuja
znaczny spadek parametru Tmex | Wydtuzenie czasu t.: dla cementu kostnego modyfikowanego
kompleksem STR:EU, przy nieznacznej zmianie parametru Tmex po wprowadzeniu kompleksu
CP:EU i porownywalnym czasie t.: do BC_STR:EU (tabela 12, rysunek 87).

Tab. 12. Charakterystyczne parametry utwardzania cementow kostnych — doughing time tp, maksymalna
temperatura Tmax, temperatura Tset 0raz czas tset utwardzania, wytrzymatosc na sciskanie o.

Prdobka to [mm] Tmax [°C] Tset [oc] tset [min] o [MPa]
BC 1,5+0,1 79,7+3,1 52,3+2,1 58+0,5 107,5+7,8
BC_STR:EU 1,9+0,1 43,3+2,4 343+1,9 8,5+0,8 70,8 £8,3
BC_CP:EU 4,3+0,2 69,8+1,9 46,6 +1,7 9,8+0,5 98,3+6,7
90
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80 ———BC_STR:EU
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70
O 604
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Rys. 87. Zaleznos¢ temperatury polimeryzacji od czasu dla kompozycji cementu kostnego
niemodyfikowanego i modyfikowanego dodatkiem kompleksu STR:EU lub CP:EU (n = 3).

Badania przeprowadzone przez Lu i wspdtpracownikéw [347] pokazujg, ze czas wigzania
cementu kostnego po dodaniu 10% niemodyfikowanych mikroczgstek S-CD byt podobny do czasu
wigzania niemodyfikowanego cementu, przy czym parametr Tpmex ulegt nieznacznemu obnizeniu.
Jednakze, niekowalencyjne wigzanie eugenolu w kompleksach STR:EU i CP:EU mogto doprowadzié

do czesciowego wycieku eugenolu podczas przygotowania cementdéw kostnych, wptywajac naich
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polimeryzacje, a tym samym na parametry Tmox i teer, jak zaobserwowano we wczesniejszych
badaniach [306,343]. Jednak ilos¢ zastosowanego eugenolu jest ponizej stezenia krytycznego,
dla ktérego polimeryzacja nie zachodzi (0,5 %mol.) [270]. Mimo zaobserwowanych zmian,
otrzymane modyfikowane kompleksami STR:EU i CP:EU cementy kostne, spetnity kryteria
okreslone w normie ISO 5833:2002.

Ze wzgledu na istotne znaczenie wtasciwosci mechanicznych w zastosowaniach cementéw
kostnych, przeprowadzono rdwniez badania  wytrzymatosci na  Sciskanie (o).
Modyfikacja spowodowata spadek wytrzymatosci mechanicznej z osc = 107,5 £ 7,8 MPa
do ogac cr:eu = 98,3 £ 6,7 MPa oraz osc str:eu = 70,8 £ 8,3 MPa (tabela 12 i rysunek 88), co miesci sie
w zakresie dopuszczonym przez norme ISO, jednak blisko jej dolnej granicy (70 MPa) [38].
Jednakze wartosci te sg nizsze niz uzyskane dla cementu modyfikowanego samym eugenolem
BC_EU, ktory charakteryzuje sie wytrzymatoscig na Sciskanie réwng 104,1 £ 10,6 MPa, co wskazuje
no dodatkowy wptyw nosnikow leku, tj. polimeru gwiazdzistego i cykloodekstryny, na wtasciwosci

cementu kostnego.

120
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40+

204

BC BC_STR:EU BC_CP:EU

Rys. 88. Wytrzymatos¢ na sciskanie cementu kostnego niemodyfikowanego i modyfikowanego kompleksem
STR:EU lub CP:EU (n = 5).

Pogorszenie parametréw wytrzymatosciowych uzyskali Robu i wspodtpracownicy [31],
dla cementéw w ktdorych impregnacja olejku z miety pieprzowej na hydroksyapatycie
spowodowata 12% spadek wytrzymatosci cementu kostnego na S$ciskanie. Z kolei,
Cyphert i wspotpracownicy [83] wykazali, ze dodanie mikroczastek S-CD do cementow kostnych
w ilosci 5% i 10% spowodowato spadek wytrzymatosci na Sciskanie odpowiednio o 12% i 15%.
Wartosci te sg podobne do tych uzyskanych po dodaniu wolnej tobramycyny [31],
lecz wprowadzenie leku w postaci kompleksu moze poprawi¢ jego uwalnianie i dziatanie

antybakteryjne w poréwnaniu do postaci wolnej.

Uwalnianie eugenolu z cementéw kostnych modyfikowanych kompleksem STR:EU
lub CP:EU pokazano na rysunku 89. Profile uwalniania EU charakteryzujg sie szybkim uwalnianiem

EU w pierwszych 24h (powyzej 70%), po ktérych nastepuje faza wolnego, stabilnego uwalniania.
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Rys. 89. Profile uwalniania eugenolu z cementéw kostnych zawierajgcych w sktadzie kompleksy STR:EU
lub CP:EU wyrazone jako: a) catkowita masa uwolnionego EU, b) catkowita ilos¢ uwolnionego EU (n = 3).

Zaobserwowano, ze po 168 godzinach prowadzenia procesu uwalniania z prébki BC_CP:EU
uwolnito sie 86,9 + 1,4% catkowitej ilosci eugenolu, a z prébki BC_STR:EU 84,3 + 12,1%.
Uwalnianie substancji aktywnej z cementéw kostnych, jak wspomniano wczesniej, jest Scisle
zwigzane ze strukturg matrycy polimerowej, jej chropowatoscia i porowatoscia.
Wtaczenie eugenolu do cementdw kostnych w postaci statej, jako komplekséw, moze wptywad
na strukture polimeru i porowatos¢. Modyfikacja ta moze skutkowaé inng gestoscig sieci
polimerowej w uzyskanej matrycy w poréwnaniu do cementu kostnego z ptynnym eugenolem.
Uwalnianie wolnego eugenolu z cementdw kostnych miescito sie w zakresie 42,9 — 61,9%,
a uwalnianie eugenolu witgczonego do kompleksu z CP lub STR byto wyzsze. Jak wspomniano
wyzej, uwalnianie eugenolu z cementéw kostnych zachodzi z duzg szybkoscig w ciggu pierwszych
24 godzin, po czym proces sie stabilizuje. Taki profil uwalniania powoduje wystgpienie
najwyzszego stezenia eugenolu tylko w ciggu pierwszych kilku godzin, jednakze zwiekszone
uwalnianie moze zapewni¢ wiekszg aktywnos$¢ antybakteryjng, co potwierdzono badaniami
omoéwionymi w kolejnym akapicie. Badania pokazuja, ze wtgczenie antybiotykéw do mikroczastek
[-CD nie zmienia kinetyki i czasu uwalniania antybiotyku, jednak poprawia jego skumulowane

uwalnianie [83].

Badania antybakteryjne cementu kostnego modyfikowanego kompleksem STR:EU
wykazaty znaczny spadek zywotnosci komdrek bakteryjnych po 24 godzinach do okoto 25%,
a nastepnie stabilizacje na tym poziomie do 48 godzin (rysunek 90), co sugeruje silng poczgtkowa

aktywnosé przeciwbakteryjng, ktora stabilizuje sie.
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Rys. 90. Wpfyw cementu kostnego modyfikowanego dodatkiem kompleksu STR:EU lub CP:EU
na zywotnosc E. coli (n = 3).

Eugenol charakteryzuje sie niskg biodostepnoscia, ktéra moze by¢ zwiekszona
przez kompleksowanie. Kompleksowanie eugenolu z a- i f-cyklodekstryng badali
Joardar i wspotpracownicy [321]. Ich badania wykazaty, ze f-cyklodekstryna (B-CD) ma wyisze
powinowactwo wigzania, jednak oba kompleksy zwiekszyty biodostepnosé eugenolu.
Zwiekszona biodostepnos¢ moze skutkowad lepszymi witasciwosciami przeciwbakteryjnymi,
co wykazaty inne badania przeprowadzone przez Wanga i wspodtpracownikow [322],
w  ktérych  kompleks S-CD:EU ma wyrazny efekt hamujagcy wobec E. coli
Wedtug Seo i wspotpracownikdéw [348] liofilizowany kompleks CP:EU wykazuje znaczace
uwalnianie eugenolu w ciggu pierwszych 8 godzin, ktdre nastepnie zachodzi z bardzo matg
szybkoscia. Jednak, jak pokazujg wyniki, dziatanie przeciwbakteryjne jest podobne przez pierwsze
24 godziny, i przez kolejne 24 godziny (do 48 godzin) prowadzonych testéow. Zmodyfikowane
cementy kostne (BC_CP:EU) wykazujg wyzszg aktywnos$¢ przeciwbakteryjng niz sam kompleks
CP:EU w pierwszej godzinie; jednak zmniejsza sie ona w czasie i po 48 godzinach prébki wykazujg
aktywnos¢ bakteriostatyczng. Mozna to wyjasni¢ wynikami przedstawionymi w poprzedniej sekcji.
Najwyzsze uwalnianie wystepuje w ciggu pierwszych 24 godzin, gdzie aktywnosé
przeciwbakteryjna jest najsilniejsza. Cement kostny modyfikowany dodatkiem kompleksu
EU z polimerem gwiazdzistym wykazuje wyzszg i utrzymujacy sie przez diuzszy czas aktywnosc¢
antybakteryjng w poréwnaniu do cementu kostnego modyfikowanego dodatkiem kompleksu
eugenolu z F-CD, co potencjalnie czyni go bardziej odpowiednim do dtugoterminowych

zastosowan w cementach kostnych.

Podsumowujac, cementy kostne modyfikowane kompleksem CP:EU lub STR:EU spetniajg
wymagania normy ISO 5833:2002 w zakresie wszystkich parametrow. Cementy modyfikowane
CP:EU charakteryzujg sie dobrg wytrzymatosciag mechaniczng - wytrzymatos¢ na $ciskanie miesci
sie w zakresie 98 — 106 MPa, natomiast dodatek kompleksu STR:EU spowodowat spadek tego

parametru do 71 MPa. Oba cementy kostne wykazujg wysokie uwalnianie eugenolu:
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CP:EU — 86,9 + 1,4% oraz STR:EU — 84,3 + 12,1%. Ponadto, wykazujg wtasciwosci antybakteryjne.
Cementy kostne zawierajgce kompleks STR:EU wykazujg silng poczatkowa aktywnosé
przeciwbakteryjng przeciwko E. coli, z wyraznym zmniejszeniem zywotnosci komdrek w ciggu
pierwszych 24 godzin, natomiast materiaty z CP:EU wykazujg umiarkowany spadek zywotnosci
komoérek. Zatem dodanie kompleksow CP:EU oraz STR:EU do cementu kostnego pozwala
na uzyskanie materiatéw o pozgdanych wtasciwosciach. Co wiecej, kompleksowanie eugenolu
w Captisol® eliminuje jego negatywny wptyw na proces utwardzania cementdéw kostnych
i poprawia parametry otrzymanych materiatdw, podczas gdy kompleksowanie EU z STR jedynie

ogranicza jego wptyw.

2.3.2.3. Pochodne eugenolu (EU-DT)

Kompleksowanie eugenolu w nosnikach takich jak Captisol® czy polimery gwiazdziste jest
skutecznym sposobem na ograniczenie negatywnego wptywu EU na polimeryzacje cementéw
kostnych oraz zwiekszenie wtasciwosci antybakteryjnych, jednakie zaktada wprowadzenie
dodatku niezwigzanego kowalencyjnie z siecig polimerowa. Problem ten moze zostaé rozwigzany
poprzez wiaczenie do kompozycji cementu kostnego pochodnych eugenolu (EU-MAA, EU-T2)
zdolnych do polimeryzacji, ktérych synteze opisano w rozdziale 2.1.1. Synteza modyfikowanych
monomerdw, w podpunkcie Pochodne eugenolu. Otrzymane pochodne EU wprowadzono
do kompozycji cementéw kostnych, i zbadano wptyw ich dodatku na proces utwardzania,

wiasciwosci mechaniczne i wtasciwosci antybakteryjne przygotowanych cementéw kostnych.

Pierwszym wyznaczonym parametrem byt doughing time. Warto$¢ tego parametru
dla cementéw modyfikowanych pochodnymi eugenolu réznita sie od wartosci uzyskanej dla
cementu kostnego niemodyfikowanego, jak réwniez modyfikowanego eugenolem (rysunek 91).
Zgodnie z wynikami wczesniejszych badan (rozdziat 2.3.2.1. Eugenol), dodanie EU znacznie
wydtuzyto czas tp w poréwnaniu do niemodyfikowanych cementéw kostnych.
Modyfikacja EU przez wbudowanie w jego strukture grup reaktywnych w polimeryzacji skutecznie
wyeliminowata negatywny wptyw EU na ten parametr. EU-DT posiadajg reaktywne grupy
funkcyjne zdolne do polimeryzacji, co umozliwia ich kowalencyjne wbudowanie w matryce
polimerowg i ograniczenie  wplywu opdZniajagcego na  reakcje  polimeryzacji.
Spowodowato to skrdcenie czasu tp do wartosci poréwnywalnej z wartosciag parametru
tp osiggnietg dla niemodyfikowanego cementu kostnego. Podobng zaleznos¢ uzyskali réwniez
Rojo i wspdtpracownicy, ktérzy badali receptury samopolimeryzujgce na bazie poli(metakrylanu
etylu) (PEMA) i pochodnych eugenolu (metakrylan eugenolu (EgMA) Ilub metakrylan

etoksyeugenolu (EEgMA) do zastosowan stomatologicznych i ortopedycznych [349].
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Rys. 91. Doughing time (tp) dla badanych cementdéw kostnych niemodyfikowanego i modyfikowanego:
EU (BC+EU) oraz pochodnymi eugenolu (BC+EU-MAA i BC+EU-T2).

Znaczne skrdcenie czasu tp po dodaniu EU-MAA do kompozycji cementu kostnego
w stosunku do cementu modyfikowanego eugenolem zaobserwowano dla obu stezen uktadu
inicjujgcego. Dla cementu kostnego zawierajacego 0,7 %mas. BPO i 0,83 %mas. DMA zanotowano
czas tp 2,1 + 0,2 minuty, a dla probki zawierajacej 1 %mas. BPO i 1,17 %mas. DMA
to = 1,4 £ 0,2 minuty, podczas gdy cementy kostne modyfikowane eugenolem charakteryzowaty
sie odpowiednio tp = 4,3 £ 0,2 minuty i tp = 3,6 £ 0,2 minuty. Modyfikacja cementéw kostnych
dodatkiem EU-T2 réwniez skutkowata skrédceniem czasu tp w stosunku do wartosci otrzymanych
dla cementéw modyfikowanych eugenolem. Dla cementu kostnego zawierajacego 0,7 %mas. BPO
i 0,83 %mas. DMA tp wynosit 1,6 + 0,2 minuty, a dla prébki zawierajacej 1 %mas. BPO i 1,17 %mas.
DMA tp wynosit 1,4 + 0,2 minuty. Skrécenie tp do wartosci porownywalnych z cementami
niemodyfikowanymi swiadczy o wyeliminowaniu negatywnego wptywu eugenolu na proces

utwardzania cementéw kostnych, co dodatkowo potwierdzono badaniami kinetyki polimeryzacji.

Jak pokazano wczesniej (tabela 11), dodatek eugenolu do cementu kostnego spowodowat
rowniez znaczne wydtuzenie czasu ts: oraz obnizenie maksymalnej temperatury utwardzania
cementu kostnego. Spadek Tnqx jest pozadany w przypadku cementéw metakrylowych, poniewaz
ciepto reakcji polimeryzacji powoduje znaczny wzrost temperatury cementu podczas jego
utwardzania, co moze prowadzi¢ do martwicy otaczajacych tkanek. Dodatek EU-DT réwniez
spowodowat obnizenie maksymalnej temperatury utwardzania i wydtuzenie czasu wigzania
cementu kostnego, lecz zmiany te nie byty tak znaczace, jak w przypadku dodatku EU.
Wartosci charakterystycznych parametrow utwardzania cementéw kostnych modyfikowanych

EU-MAA i EU-T2, tj. Trmax, Tset i tser, przedstawiono w tabeli 13.
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Tab. 13. Charakterystyczne parametry utwardzania badanych cementow kostnych niemodyfikowanych
i modyfikowanych eugenolem: maksymalna temperatura utwardzania Tmax, temperatura wigzania Tset
i czas wigzania tse: (n = 4).

Sktad Tmax [°C] Tset [°C] tset [min]
EU-MAA
+ + +
BPO(0,7%)+DMA(0,83%) 43,0+4,4 33,2+1,5 23,9+0,8
EU-MAA
+ + +
BPO(1%)+DMA(L,17%) 67,1+0,3 45,5+0,2 8,6+0,3
EU-T2
+ + +
BPO(0,7%)+DMA(0,83%) 28,4+1,5 249+0,4 21,5+0,3
EU-T2
+ + +
BPO(1%)+DMA(L, 17%) 35,3+1,9 28,2+0,1 21,1+0,2

Dodatek EU-MAA do kompozycji cementu kostnego spowodowat mniejszy spadek
Tmax Niz dodatek EU-T2, a czas potrzebny do osiggniecia Tmax i tset byt krotszy. Dla kompozycji
zawierajgcej 1 %mas. BPO i 1,17 %mas. DMA, maksymalna temperatura utwardzania cementu
kostnego modyfikowanego EU-MAA wynosita 67,1 + 0,3 °C, a czas t.: 8,6 minuty, a cementu
modyfikowanego EU-T2 odpowiednio 353 = 1,9 °C i 21,1 minuty. Natomiast dla
niemodyfikowanego cementu kostnego i cementu kostnego modyfikowanego EU byto to
odpowiednio Timax = 87,5 °Ci ter = 5,9 minuty oraz Tmax = 23,5 "Ci teer = 7,8 minuty. Zatem, lepsze
parametry utwardzania uzyskano przy zastosowaniu wolnego EU do modyfikacji cementu

kostnego.

Krzywa kinetyczna procesu utwardzania wyznaczona na podstawie zmiany temperatury
utwardzanego cementu, tj. zaleznos$¢ temperatury procesu polimeryzacji od czasu, dla cementu
kostnego modyfikowanego EU-MAA (1 %mas. BPO i 1,17 %mas. DMA) charakteryzuje sie krotkim
okresem inhibicji, w ktérym nie zachodzi reakcja polimeryzacji oraz bardzo szybkim wzrostem
temperatury do osiggniecia wartosci maksymalnej tego parametru (rysunek 92a). Okres inhibicji,
jak wspomniano wyzej, moze by¢ spowodowany obecnoscig inhibitora w monomerach,
jak réwniez tlenem uwiezionym w masie kompozycji podczas przygotowywania cementu
kostnego, i jest niezbedny dla odpowiednio dtugiej stabilno$ci mieszaniny monomeréw
i opdznienia rozpoczecia reakcji polimeryzacji podczas operacji, np. implantacji stawu biodrowego,
aby chirurg-ortopeda miat odpowiednio duzo czasu na jego przygotowanie i wprowadzenie
W miejsce przeznaczenia. Krzywa kinetyczna utwardzania cementu kostnego modyfikowanego
EU-T2 (1 %mas. BPO i 1,17 %mas. DMA) charakteryzuje sie dtuzszym okresem inhibicji w stosunku
do BC modyfikowanego EU-MAA, po ktérym nastepuje powolny wzrost temperatury
(rysunek 92b), co moze wynika¢ z opdzniajgcego dziatania monomeru EU-T2, ktéry moze dziata¢
jak retarder polimeryzacji rodnikowej, gdyz posiada grupe OH jako podstawnik w pierscieniu
aromatycznym eugenolu. Mozliwe, ze modyfikacja eugenolu tiolem nie wptyneta znaczaco na jego
wtasciwosci hamujace polimeryzacje. Zmniejszenie ilosci uktadu inicjujgcego spowodowato

obnizenie maksymalnej temperatury utwardzania badanych cementéw kostnych,
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ale jednoczesnie wydtuzyto czas wigzania. Krzywe kinetyczne charakteryzujg sie réwniez dtugim
okresem inhibicji, po ktérym nastepuje wolniejszy wzrost temperatury, co potwierdza

wczesniejsze przypuszczenia.

a) b)
70 70
——— BPO(0,7%)+DMA(0,83%) ——— BPO(0,7%)+DMA(0,83%)
651 ——— BPO(1%)+DMA(1,17%) 654 ——— BPO(1%)+DMA(1,17%)
60 60
55 55
T 50 T 50
& $
- 451 ‘: 45
40 40+
354 35
30 30
251 251
0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 S5 10 15 20 25 30 35 40 45
t [min]

t [min]
Rys. 92. Krzywe kinetyczne procesu utwardzania cementow kostnych zawierajgcych rézne stezenie systemu
inicjujgcego modyfikowanych dodatkiem a) EU-MAA; b) EU-T2.

Dodatkowo, zbadano kinetyke polimeryzacji niemodyfikowanych i modyfikowanych
cementow kostnych metodg DSC (rysunek 93). Zalezno$c¢ szybkosci polimeryzacji od czasu trwania
procesu jest analogiczna do tej uzyskanej podczas pomiaru temperatury utwardzania termopara.
Jednak ze wzgledu na znacznie mniejszg objeto$¢ probki uzytej w metodzie DSC (ok. 23 mg),
ilos¢ ciepta uwalnianego podczas reakcji byta znacznie mniejsza. A co za tym idzie, mniejszy wzrost
temperatury nie powoduje tak znacznego przyspieszenia polimeryzacji, jak ma to miejsce

w przypadku pomiaru temperatury utwardzania za pomocg termopary (masa prébki ok. 1 g).

190



0,0025 0,0025
———BPO(0,7%)+DMA(0,83%) ———BPO(0,7%)+DMA(0,83%)
———EU-MAA_BPO(0,7%)+DMA(0,83%) ———EU-MAA_BPO(0,7%)+DMA(0,83%)
0,0020 - — EU-T2_BPO(0,7%)+DMA(0,83%) 0,0020 4 ——— EU-T2_BPO(0,7%)+DMA(0,83%)
— 0,0015 A — 0,0015
o, o
o e
& 0,0010 1 & 0,0010-
0,0005 - 0,0005
0,0000 7 T T T T T T 0,0000 T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 ! 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
t[s] p[-]
c) d)
0,0025 0,0025
———BPO(1%)+DMA(1,17%) ——— BPO(1%)+DMA(1,17%)
———EU-MAA_BPO(1%)+DMA(1,17%) ———EU-MAA_BPO(1%)+DMA(1,17%)
0,0020 EU-T2_BPO(1%)+DMA(1,17%) 0,0020 ——— EU-T2_BPO(1%)+DMA(1,17%)
— 0,0015 — 0,0015
- -
o, )
o “a
. 0,0010 & 0,0010
0,0005 - 0,0005 -
0,0000 . . ; : : 0,0000 . : . T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
t[s] p[-]

Rys. 93. Zaleznos¢ szybkosci polimeryzacji Ry od czasu (a, c) lub od stopnia konwersji wigzan podwdjnych
(b, d) dla niemodyfikowanego cementu kostnego i cementu modyfikowanego EU-MAA lub EU-T2,
zawierajgcego 0,7% BPO (a, b) lub 1% BPO (c, d).

Dodatek modyfikowanych monomeréw wptywa nie tylko na przebieg polimeryzacji,
ale réwniez na stopied przereagowania wigzan podwodjnych C=C. W przypadku cementow
kostnych zawierajagcych 0,7 %mas. BPO i 0,83 %mas. DMA monomer EU-MAA powoduje
nieznaczny wzrost stopnia przereagowania (pf = 80%), natomiast monomer EU-T2 powoduje
spadek tego parametru o ok. 24% (p’ = 50%), w poréwnaniu do cementu niemodyfikowanego
(0f = 74%). Ze wzgledu na stosunkowo niski stopieA przereagowania wigza podwdjnych C=C
cementéw kostnych uzyskany w trakcie badania metodg DSC (tj. po 30 lub 90 minutach)
przeprowadzono dodatkowe analizy technikg ATR-FTIR zaréwno po 30 lub 90 minutach,

jak i po 24 godzinach. Wyniki przedstawiono w tabeli 14.

Tab. 14. Stopien przereagowania wigzar podwdjnych C=C wyznaczony metodq ATR-FTIR (patr-rrir) po czasie
utwardzania prébki 30/90 min i 24 godzinach.

Parr-rrir, %

Czas . BC BC_EU-MAA | BC_EU-T2 BC BC_EU-MAA | BC_EU-T2
utwardzania
0,7 %mas. BPO 1 %mas. BPO
30 min / 90 min 93,4 88,0 64,6 58,3 94,9 72,4
24 h 97,1 97,1 88,2 96,2 99,0 87,3
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Wyznaczone metodg ATR-FTIR stopnie przereagowania wigzan podwdéjnych C=C s3 nieco
wyzsze niz w przypadku wyznaczonych metodg DSC, co moze byé zwigzane z wielkoscig badanej
probki. Co wazne, po 24 godzinach utwardzania stopnie przereagowania wzrastaja.
Ograniczenie w osiggnieciu 100% przereagowania wigzan podwéjnych C=C moze by¢ zwigzane
z brakiem reaktywnosci wigzan wiszgcych (bocznych) monomeru TEGDM po jego wbudowaniu
w strukture polimeru jednym wigzaniem podwéjnym. Ponadto, ograniczenia dyfuzyjne wynikajace
z wysokiej lepkosci i tworzacej sie sieci polimerowej mogg utrudniaé monomerowi lub rosngcemu
fancuchowi polimerowemu dotarcie do tych wigzan. Natomiast w przypadku cementu
modyfikowanego EU-T2 wystepujg dodatkowe efekty zwigzane z inhibicjg reakcji, ktére moga
wynika¢ z hamujgcego dziatania wywieranego przez modyfikowany eugenol. Wyniki przebiegu
polimeryzacji wykonane termoparg wskazujg rowniez, ze zastosowana ilos¢ sktadnikéw systemu
inicjujgcego moze by¢ zbyt mata, dlatego przebadano réwniez cementy kostne zawierajgce
1 %mas. BPO i 1,17 %mas. DMA. Cementy te osiggnely wyisze stopnie przereagowania,
co wida¢ na wykresie przedstawionym na rysunku 93d, podczas gdy dla cementu
niemodyfikowanego zaobserwowano spadek tego parametru o okoto 20%. Uzyskane wyniki
potwierdzajg réwniez badania przeprowadzone metodg ATR-FTIR. W przypadku
niemodyfikowanego cementu kostnego, jak réwniez cementu modyfikowanego EU-T2,
uzyskano podobny stopien przereagowania wigzan podwdjnych C=C po 24 godzinach
utwardzania, niezaleznie od stezenia systemu inicjujgcego. Jednak w przypadku cementu
modyfikowanego EU-MAA zaobserwowano znaczny wzrost przereagowania dla probki
zawierajgcej 1 %mas. BPO i 1,17 %mas. DMA. Moze to by¢ zwigzane ze znacznie wyiszg
temperaturg utwardzania, ktéra moze zwieksza¢ mobilno$¢ polimeryzujgcego uktadu,

a tym samym wptywac na wzrost stopnia przereagowania.

Dodatkowo, okreslono réwniez stezenie nieprzereagowanych monomeréw
w niemodyfikowanym cemencie kostnym (1 %mas. BPO i 1,17 %mas. DMA) po 24 godzinach
utwardzania stosujgc nieizotermiczng metode DSC. Wyznaczony parametr wynosi ok. 2%,

co potwierdza wynik uzyskany metodg ATR-FTIR.

Podsumowujac, estryfikacja grupy hydroksylowej eugenolu grupa karboksylowa
monomeru MAA wyeliminowata wptyw eugenolu na kinetyke polimeryzacji, a proces utwardzania
cementéw kostnych byt podobny do uzyskanego dla niemodyfikowanych cementéw kostnych
[57]. Reakcja hydrotiolowania podwdjnego wigzania grupy allilowej eugenolu z grupg tiolowg
monomeru T2 rowniez spowodowata ograniczenie wptywu eugenolu na proces utwardzania
cementéw kostnych. Polimeryzacja cementéw kostnych modyfikowanych monomerami EU-DT
charakteryzuje sie wyzszymi temperaturami maksymalnymi i dtuzszym czasem wigzania
w porédwnaniu do cementow kostnych modyfikowanych eugenolem. Rdéinice w przebiegu
polimeryzacji cementdéw kostnych modyfikowanych poszczegdlnymi EU-DT wynikajg z ich réznej

struktury molekularnej i obecnosci réznych grup funkcyjnych. Eugenol, ze wzgledu na swojg
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strukture i obecnos¢ grupy hydroksylowej OH (jest pochodng fenolu - a fenole sg znanymi
retarderami polimeryzacji rodnikowej), dziata jako retarder, ktéry wydtuza czas polimeryzacji
i zmienia kinetyke procesu [306,350]. Estryfikacja grupy OH eugenolu kwasem metakrylowym
w monomerze EU-MAA silnie ograniczyta wptyw struktury chemicznej EU na proces polimeryzacji
cementéw kostnych, jednak jak pokazujg badania prowadzone w ramach niniejszej pracy
jak i opisane w publikacjach [349,351] metakrylowe pochodne eugenolu obnizajg egzoterme
polimeryzacji i maksymalng temperature utwardzania. Ta pochodna eugenolu zawiera w swojej
strukturze grupe metakrylowg, podobnie jak monomery stosowane w fazie ciektej cementu,
a zatem zostaje wigczona w strukture otrzymanego kopolimeru. Pochodng EU-T2 otrzymano
w reakcji tiol-en grupy allilowej eugenolu z grupa SH tiolu, co skutkuje zachowaniem struktury
eugenolu odpowiedzialnej za opdznianie reakcji polimeryzacji. Wtaczenie tiolu w strukture
eugenolu zmniejsza wptyw EU na proces polimeryzacji, jednak go nie eliminuje.
Skutkuje natomiast nieznacznym wzrostem temperatury utwardzania cementu kostnego
i skroceniem czasu polimeryzacji. Zastosowanie tej pochodnej wptywa réwniez na pojawienie sie
dodatkowego mechanizmu polimeryzacji, tj. stopniowej polimeryzacji tiol-en, obok tancuchowej
kopolimeryzacji metakrylanéw. Wptywa to rowniez na strukture tworzonego kopolimeru,
w ktdrym pojawiajg sie wigzania tioeterowe. Co wazniejsze, ta pochodna powoduje zakonczenie
wzrostu tancucha polimeru, poniewaz zawiera tylko jedng grupe SH w swojej strukturze.
Dlatego pochodne eugenolu wystepujag na koncach tancucha, co powinno zwiekszy¢

ich dostepnos¢ jako srodka przeciwbakteryjnego.

Zmiany w procesie utwardzania modyfikowanych cementéw kostnych sugeruja,
ze dodatek EU-DT moze wpltywaé na wytrzymatos¢ na S$ciskanie cementéw kostnych.
Badaniom mechanicznym poddano materiaty zawierajgce statg ilos¢ EU-DT i rézne stezenie uktadu
inicjujgcego. Cementy kostne modyfikowane EU-MAA (system inicjujgcy — 0,7 %mas. BPO
i 0,83 %mas. DMA) charakteryzujg sie podobng wartoscig wytrzymatosci na sciskanie jak cement
niemodyfikowany, natomiast prébki z 1 %mas. BPO i 1,17 %mas. DMA wykazujg znaczny spadek
tego parametru (rysunek 94). Z kolei, dodatek EU-T2 powoduje spadek wytrzymatosci na sciskanie
w przypadku obu zastosowanych stezen uktadu inicjujgcego. Prébki zawierajgce 0,7 %mas. BPO
i 0,83 %mas. DMA charakteryzujg sie wytrzymatoscig na $ciskanie poréwnywalng z cementem
modyfikowanym EU. Jednak zwiekszenie stezenia uktadu inicjujagcego do 1 %mas. BPO
i 1,17 %mas. DMA w przypadku cementu modyfikowanego EU-T2 nie prowadzi do wzrostu o,
i jej wartosc jest zblizona do wartosci uzyskanej dla cementu kostnego zawierajagcego mniejszg

ilos¢ uktadu inicjujgcego.
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Rys. 94. Wytrzymatos¢ na sciskanie (o) cementow kostnych: niemodyfikowanego oraz modyfikowanych
eugenolem i pochodnymi eugenolu: EU-MAA i EU-T2.

Poréwnujac wytrzymatosc na sciskanie cementu modyfikowanego eugenolem i cementéw
modyfikowanych pochodnymi eugenolu, mozna zauwazy¢, ze dodatek EU-MAA spowodowat
wzrost wartosci tego parametru w obu przypadkach, podczas gdy dodatek EU-T2 wykazat jego
wzrost dla cementu kostnego zawierajgcego 0,7 %mas. BPO i 0,83 %mas. DMA i spadek wartosci
dla cementu zawierajgcego 1 %mas. BPO i 1,17 %mas. DMA. Rdéznice we wptywie EU-DT
na wiasciwosci mechaniczne cementdéw kostnych wynikajg z réznej budowy chemicznej zwigzkéw
zastosowanych do modyfikacji eugenolu (o czym wspomniano powyzej). EU-MAA
jest difunkcyjnym monomerem i przez grupe metakrylowg pochodzgcg od monomeru MAA moze
wbudowad sie w taricuch polimerowy przyczyniajac sie do jego wydtuzenia, a czes¢ eugenolowa
jest grupa wiszaca (rysunek 95a). Natomiast pochodna eugenolu EU-T2 jest monofunkcyjnym
monomerem biorgcym udziat w reakcji tiol-en i po reakcji addycji grupy SH do grupy metakrylowe;j
monomeru wzrost taiicucha zostaje zakonczony, co prowadzi do wytworzenia w sieci polimerowej

tancuchoéw wiszacych zakonczonych eugenolem (rysunek 95b).
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Rys. 95. Schematyczna struktura sieci polimerowej cementu kostnego z kowalencyjnie wbudowanymi
pochodnymi eugenolu: a) EU-MAA; b) EU-T2.

Wbudowanie EU-MAA w sie¢ polimerowg moze skutkowac jej wiekszg gestoscig i wyzszg
wytrzymatoscig na sciskanie niz dla probek modyfikowanych EU-T2. Co wiecej, wprowadzenie
EU-MAA spowodowato wzrost wytrzymatosci na $ciskanie w poréwnaniu do prébek
modyfikowanych eugenolem. Podobne wyniki uzyskano w przypadku dodania metakrylanu
eugenylu do zywicy dentystycznej, co skutkowato wzrostem wytrzymatosci na $ciskanie [349,351].
Obecnos¢ wolnych koncéw tancucha EU-T2 moze prowadzi¢ do obnizenia gestosci sieci
polimerowej cementu kostnego, co w konsekwencji skutkuje pogorszeniem jego wtasciwosci
mechanicznych, ale jednoczesnie moze zwiekszy¢ dostepnosé eugenolu, co moze przetozy¢ sie
na poprawe witasciwosci antybakteryjnych materiatu. Pogorszenie wytrzymatosci mechanicznej
cementu kostnego modyfikowanego EU-T2 moze by¢ réwniez zwigzane z mniejszym
przereagowaniem wigzan podwadjnych (tabela 14), co prowadzi do powstania sieci polimerowe;j
0 mniejszej gestosci oraz efektem plastyfikujgcym wywieranym przez nieprzereagowane
monomery. Ponadto, zmniejszenie wytrzymatosci mechanicznej moze wynika¢ ze zmian
w morfologii otrzymanych materiatdw w poréwnaniu z niemodyfikowanym cementem kostnym.
W celu analizy tych réznic wykonano zdjecia mikroskopowe SEM modyfikowanych cementéw

kostnych, ktére pokazano na rysunku 96.
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Rys. 96. Zdjecia mikroskopowe SEM cementu kostnego: a) niemodyfikowanego, i cementu kostnego
modyfikowanego b) EU-MAA i c) EU-T2.

Dodatek EU-DT wptynat na strukture otrzymanych cementéw kostnych, zwiekszajac ich
porowatos¢ w stosunku do cementu niemodyfikowanego. Moze to wynika¢ z odziatywan
pomiedzy pochodnymi eugenolu a sktadnikami cementu kostnego. Ponadto, pochodne eugenolu
dodawano w ilosci 0,5 %mas. przeliczajac na zawartos¢ eugenolu, a wiec w trakcie badan ulegt
zmianie réwniez sktad fazy ciektej, co mogto wptyngé nie tylko na zmiane struktury sieci
polimerowej, ale réwniez na pecznienie kopolimeréw metakrylowych (fazy proszkowej
kompozycji cementu kostnego). Nizszg porowatoscig charakteryzowat sie materiat z dodatkiem
EU-MAA, co moze by¢ zwigzane z obecnoscig tych samych reaktywnych grup funkcyjnych
w monomerach i pochodnej eugenolu. Dzieki temu oddziatywania miedzy sktadnikami kompozycji
nie zmienity sie tak znaczaco, lecz ma na nie wptyw obecnos¢ eugenolu w strukturze pochodne;j.
Wieksza porowatos¢ cementu modyfikowanego EU-T2 moze by¢ rezultatem stabszych
oddziatywan miedzy sktadnikami kompozycji. Razem z mniejsza gestoscig sieci polimerowej
powstajgcej podczas utwardzania cementu moze to prowadzi¢ do pogorszenia wtasciwosci

mechanicznych otrzymanego materiatu.

Badania przedstawione we wczesniejszej czeSci pracy pokazujg, ze cementy kostne
modyfikowane eugenolem wykazujg wtfasciwosci bakteriostatyczne dla szczepdw E. coli.
Badania da Sivla i wspdtpracownikéw [272] pokazujg, ze pochodne eugenolu wykazujg silniejsze
wtasciwosci  przeciwbakteryjne, co powinno skutkowaé¢ lepszymi  wtasciwosciami
przeciwbakteryjnymi materiatéw wobec szczepdw E. coli. Po 24 godzinach zywotnos$¢ komérek
w poréwnaniu do préby kontrolnej wynosita 81,7 + 7,2% dla probki cementu kostnego
modyfikowanego EU-MAA i 20,7 + 2,0% dla prébki cementu kostnego modyfikowanego EU-T2
(rysunek 97).
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Rys. 97. Zywotnos¢ komérek bakteryjnych E. coli po 24 godzinach inkubacji w obecnosci cementéw
kostnych modyfikowanych pochodnymi EU-MAA lub EU-T2.

Aktywnos¢ antybakteryjng eugenolu przypisuje sie wolnej grupie hydroksylowej
wystepujacej w jego strukturze. Jak wskazujg zrodta literaturowe [272,280,349] wtasciwosci
antybakteryjne wzrastajg po modyfikacji eugenolu poprzez grupe hydroksylowa, co réwniez
potwierdzajg wyniki przedstawione powyzej. Ponadto, pochodna eugenolu EU-T2, zawierajgca
w swojej strukturze wolng grupe OH, wykazuje lepsze wtasciwosci antybakteryjne, co moze by¢
zwigzane z mechanizmem dziatania antybakteryjnego eugenolu. Co wiecej, wieksza dostepnos¢
eugenolu wystepujgcego na koricu taricucha moze prowadzi¢ do uzyskania lepszych wiasciwosci
przeciwbakteryjnych niz w przypadku pochodnej EU-MAA, ktdra jest silnie zintegrowana z matryca

cementu kostnego i moze by¢ ekranowana przez strukture polimeru.

Podsumowujac, wprowadzenie pochodnej metakrylowej eugenolu do kompozycji
cementu kostnego spowodowato skrécenie czasu tp oraz czasu t.:, a takie parametru Tpmex
w stosunku do niemodyfikowanych cementéw kostnych oraz wzrost wytrzymatosci na Sciskanie
i aktywnosci przeciwbakteryjnej w pordwnaniu z cementami kostnymi modyfikowanymi
eugenolem. Pochodna tiolowa pozwolita na obnizenie maksymalnej temperatury utwardzania
cementu kostnego jak i na zwiekszenie aktywnosci przeciwbakteryjnej otrzymanego cementu
kostnego, jednakze spowodowata zmniejszenie stopnia przereagowania wigzan podwadjnych C=C
(nieprzereagowany monomer moze mie¢ toksyczny wptyw na otaczajgce tkanki) i wytrzymatosci
na Sciskanie oraz wydtuzenie czasu wigzania cementu. Modyfikacja chemiczna eugenolu grupami
reaktywnymi w polimeryzacji i witgczenie jego pochodnych do cementéw kostnych pozwolito
ograniczy¢ wpltyw eugenolu na proces utwardzania cementow kostnych i uzyska¢ materiaty

o pozadanych wtasciwosciach mechanicznych i zwiekszonej aktywnosci przeciwbakteryjnej.
2.3.2.4. Polimery gwiazdziste z wbudowanym eugenolem

Kompleksowanie eugenolu polimerem gwiazdzistym czy cyklodekstryng pozwolito uzyskac

materiaty o pozgdanych witasciwosciach antybakteryjnych. Niestety, spowodowato to réwniez
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znaczny spadek wytrzymatosci otrzymanych cementdw kostnych na Sciskanie. Zastosowanie
pochodnej eugenolu EU-MAA pozwolito zas otrzyma¢ materiaty zaréwno o dobrych
wtasciwosciach mechanicznych, jak i antybakteryjnych. Dlatego, aby zaréwno wyeliminowad
negatywny wptyw eugenolu na wtasciwosci cementu kostnego, jak i wzmocnié jego dziatanie
antybakteryjne, postanowiono otrzymadé polimer gwiazdzisty modyfikowany pochodng eugenolu
EU-MAA. Polimery gwiazdziste z wbudowang w strukture pochodng EU-MAA, ktdrych synteze
opisano w rozdziale 2.1.3. Synteza polimerédw gwiazdzistych, w punkcie Polimery gwiaZdziste
modyfikowane EU-MAA, wprowadzono do cementdw kostnych i zbadano ich wptyw na parametry

otrzymanego materiatu oraz jego wtasciwosci antybakteryjne.

Wprowadzenie polimerédw gwiazdzistych STR-D—EU-MAA i STR-EU-MAA do cementdéw
kostnych spowodowato wydtuzenie czasu tp do okoto 2 minut (rysunek 98 i tabela 15),
co jest wartoscig zblizong do tej uzyskanej dla cementu kostnego zawierajgcego kompleks

eugenolu z polimerem gwiazdzistym, tj. BC_STR:EU (rysunek 86, tabela 12).
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Rys. 98. Doughing time (tp) niemodyfikowanego cementu kostnego i modyfikowanego dodatkiem
polimeréw gwiaZdzistych STR—-D—-EU-MAA i STR—EU-MAA (n = 4).

Mimo nieznacznego wydtuzenia czasu tp, wprowadzenie do cementu kostnego eugenolu
zwigzanego wigzaniem kowalencyjnym z STR wyeliminowato negatywny wptyw tego czynnika
aktywnego na proces polimeryzacji cementéw kostnych. Czas utwardzania cementéw kostnych
modyfikowanych STR—-D-EU-MAA i STR—EU-MAA ulegt znacznemu skréceniu w poréwnaniu
do ts: cementdw modyfikowanych kompleksem STR:EU, a przebieg polimeryzacji byt podobny
do tego dla niemodyfikowanego cementu (rysunek 99). Trax modyfikowanych cementéw kostnych
rowniez osiggnety wartosci zblizone do tych dla niemodyfikowanych cementéw, mimo ze czas
wigzania ulegt nieznacznemu skréceniu (tabela 15). Zatem wprowadzenie eugenolu w postaci
zwigzanej kowalencyjnie w gwiezdzie polimerowej, spowodowato ograniczenie wywieranego
przez EU pozytywnego dziatania na proces, przez znaczace obnizenie temperatury maksymalnej

cementu kostnego.
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Tab. 15. Charakterystyczne parametry utwardzania cementow kostnych — doughing time to, maksymalna
temperatura Tmax, temperatura Tset 0raz czas tset utwardzania, wytrzymatosc na sciskanie o.

Prébka tD [min] Tmax [°C] Tset [OC] tset [min] O' [MPa]
BC 1,5+0,1 79,7+3,1 52,3+2,1 58+0,5 | 107,5+£7,8
BC_STR-D-EU-MAA 2,0+£0,1 76,0+2,8 48,5+ 2,6 5,2+0,6 77,7123
BC_STR—-EU-MAA 1,9+0,1 77,3%+2,3 499+24 4,5+0,3 99,6 £6,6
90
—BC
80 BC_STR-D-EU-MAA
—— BC_STR-EU-MAA
70
'OG 60 1
P 50
40
304
20 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
t [min]

Rys. 99. Krzywe temperatury utwardzania, jako zaleznosc¢ temperatury od czasu, kompozycji cementu
kostnego niemodyfikowanego oraz modyfikowanego polimerami gwiaZdzistymi STR-D—EU-MAA
i STR—EU-MAA (n = 3).

Co wazne, wprowadzenie niemodyfikowanych polimerédw gwiazdzistych do cementéow
kostnych wptywa na obnizenie Tmne, co przedstawiono réwniez w badaniach
Tham i wspotpracownikow [30]. Wprowadzili oni czteroramienny polimer gwiazdzisty PMMA
o sredniej masie czasteczkowej okoto 45 000 w miejsce liniowego PMMA. Spowodowato
to nieznaczny spadek parametru Tmax z Wwartosci 66,6 °C do wartosci 63,9 °Ci Ts.: z wartosci 46,8 °C
do wartosci 45,6 °C, jednak czas ts.: ulegt wydtuzeniu z 7,2 minuty do 7,8 minuty. Zatem uzyskany
spadek Tmax w niniejszych badaniach moze wynika¢ z wprowadzenia polimeru gwiaZdzistego,

a nie jego modyfikacji eugenolem.

Wytrzymatos¢ na sciskanie cementdw kostnych modyfikowanych polimerami
gwiazdzistymi STR-D-EU-MAA i STR—EU-MAA ulegta obnizeniu w stosunku do cementu
niemodyfikowanego i wynosita odpowiednio 0sc  srp-evmaa = 77,7 t 2,3 MPa

i Osc_str—£u-maa = 99,6 £ 6,6 MPa, jak pokazano na rysunku 100 i w tabeli 15.
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Rys. 100. Wytrzymatos¢ na sciskanie cementu kostnego niemodyfikowanego i modyfikowanego
polimerami gwiazdzistymi STR—-D—EU-MAA i STR—EU-MAA: (n = 5).

Podobny spadek wytrzymatosci na sciskanie zaobserwowano dla komercyjnego cementu
kostnego Palacos R (PR). Parametr ten ulegt obnizeniu z o, = 104,8 * 4,9 MPa
do Opr str-eu-maa = 84,1 + 2,7 MPa. Jak pokazujg badania, wprowadzenie dodatkdw do cementu
kostnego powoduje pogorszenie wtasciwosci mechanicznych. Tham i wspdtpracownicy [30]
zaobserwowali, ze zastgpienie liniowego PMMA o M,, = 12 000, czteroramiennym polimerem
gwiazdzistym PMMA o M, = 45 000, powoduje spadek wytrzymatosci na zginanie i modutu
zginania odpowiednio o0 4% i 10%. Wright i wspdtpracownicy [95] wprowadzajgc funkcjonalne
materiaty grafenowe do cementéw kostnych zaobserwowali spadek wytrzymatosci na $ciskanie
o okoto 10%. Brak jest doniesien literaturowych na temat modyfikacji cementéw kostnych
polimerami gwiazdzistymi z kowalencyjnie przytgczonym Srodkiem antybakteryjnym
lub analogicznymi materiatami o innej strukturze i ich wptywie na parametry cementéw kostnych.

W zwiazku z tym badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy maja charakter nowatorski.

Na podstawie otrzymanych wynikow badan mechanicznych, do dalszych testow
wtasciwosci antybakteryjnych, wybrano cement kostny modyfikowany polimerem gwiazdzistym
STR—-EU-MAA. Na wykresie przedstawionym na rysunku 101 pokazano zywotnos$¢ komorek kultur
bakteryjnych E. coli w obecnosci modyfikowanego cementu kostnego BC_STR-EU-MAA.

Wyniki zapewniajg wglad w skutecznos$¢ antybakteryjng tych materiatéw w okresie 48 godzin.
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Rys. 101. Wptyw cementu kostnego modyfikowanego polimerem gwiazdzistym STR—EU-MAA
na zywotnos¢ E. coli (n = 3).

Jak pokazano we wczesniejszym rozdziale, polimer gwiazdzisty STR-EU-MAA wykazuje
aktywnosé przeciwbakteryjng, jednak jest ona znacznie stabsza od aktywnosci kompleksu STR:EU.
Mozna to wyttumaczyé modyfikacjg grupy -OH, ktérej przypisuje sie antybakteryjne wtasciwosci
eugenolu [272,345]. Jednakze, w przypadku cementu kostnego modyfikowanego polimerem
gwiazdzistym BC_STR-EU-MAA zywotnos¢ komédrek spada do okoto 40% po 24 godzinach,
a po 48 godzinach odnotowano dalszy, niewielki spadek tej wartosci. Ponadto zywotnos¢ komadrek
bakteryjnych jest nizsza niz w przypadku samego polimeru gwiazdzistego STR—-EU-MAA, co moze
by¢ spowodowane czesciowg hydrolizg wigzania estrowego w koniugacie eugenol - polimer
gwiazdzisty w podwyzszonej temperaturze polimeryzacji cementu kostnego i uwolnieniem
wiekszej ilosci wolnego eugenolu niz ma to miejsce w badaniach samego polimeru gwiazdzistego
STR—EU-MAA. Jak wspomniano wyzej, brak jest doniesien literaturowych na temat akrylanowych
cementéw kostnych modyfikowanych antybakteryjnymi polimerami gwiazdzistymi lub o innej
strukturze, zatem trudno jest poréwnaé otrzymane wyniki z literaturg. Jednakze w jednym z Zzrédet
literaturowych Weng i wspotpracownicy [240] przedstawili wyniki badan wskazujgce na poprawe
wiasciwosci antybakteryjnych cementéw szkto-jonomerowych (GIC, glas-ionomer) dzieki ich
modyfikacji polimerami gwiazdzistymi zawierajgcymi poli(czwartorzedowe sole amoniowe).
Pozwolito to otrzymac materiat GIC wykazujgcy zmniejszenie zywotnosci S. mutans o 40 — 79%
(w przypadku komercyjnego cementu kostnego Fuji Il LC) i 40-91% (w przypadku cementu na bazie
utwardzalnego $wiattem polimeru gwiazdzistego poli(kwasu akrylowego) przygotowanego przez

autoréw).

Uwzgledniajagc powyzsze wyniki, zsyntetyzowane polimery gwiazdziste zawierajgce
wtaczony kowalencyjnie eugenol z sukcesem wprowadzono do cementdw kostnych, nadajac
im wiasciwosci antybakteryjne. Modyfikacja ta wptyneta réwniez na witasciwosci mechaniczne
i kinetyke polimeryzacji otrzymanych cementéw kostnych. Wytrzymatos¢ na Sciskanie
zmodyfikowanych cementédw kostnych pogorszyta sie w stosunku do cementéw

niemodyfikowanych, lecz nadal spetniaty one minimalne wymagania normy ISO 5833:2002.
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Testy antybakteryjne wykazaty, ze cementy kostne zawierajgce STR—-EU-MAA wykazaty silng
poczgtkowg aktywnos$é antybakteryjng przeciwko E. coli, z wyraznym zmniejszeniem zywotnosci
komoérek w ciggu pierwszych 24 godzin. Wprowadzenie polimerédw gwiazdzistych z kowalencyjnie
wbudowanym eugenolem do cementu kostnego stanowi zatem obiecujaca strategie nadania
im wtasciwosci antybakteryjnych, przy jednoczesnym utrzymaniu odpowiednich parametréw

mechanicznych.

2.3.2.5. Eugenol i pochodne eugenolu wraz z antybiotykami

Cementy kostne modyfikowane antybiotykiem ampicyling wykazujg bardzo dobre
wtasciwosci uzytkowe i mechaniczne, jednakze ich aktywnos¢ antybakteryjna wymaga poprawy.
Jedng z metod poprawy wiasciwosci antybakteryjnych jest zwiekszenie dawki antybiotyku
w cemencie kostnym (ABLC w niskiej dawce — od 0,5 do 2 g antybiotyku na 40 g proszku (5%)
oraz ABLC w wysokiej dawce >5 g antybiotyku na 40 g proszku (12,5%) [130]. Komercyjne cementy
kostne zawierajg od 1,5% (Refobacin Plus) do nawet 5% (Copal G+C) antybiotyku, co klasyfikuje
je w grupie cementdw kostnych z niskg dawka antybiotyku. Jednakze, przy uwalnianiu leku
na poziomie 1 — 17% [131,133,134], duza cze$¢ antybiotyku zostaje uwieziona w matrycy
polimerowej, co stwarza warunki sprzyjajgce powstawaniu opornosci bakteryjnej [137].
Inng metodg poprawy wtasciwosci antybakteryjnych cementéw kostnych, szczegdlnie w leczeniu
infekcji spowodowanych szczepami bakterii opornych na antybiotyki, jest tgczenie rdéznych
antybiotykbw ze wzgledu na ich moizliwy efekt synergistyczny [118,131,141].
Zjawisko wzmocnienia dziatania antybiotyku dodatkiem innego czynnika mozna wykorzystaé
do zmniejszenia ilosci stosowanego antybiotyku. Badania wskazujg, ze olejki eteryczne mogg
wzmacniac¢ dziatanie konwencjonalnych antybiotykdw, zwiekszajac ich skutecznos$¢ w walce
z szczepami opornymi. Ten synergistyczny efekt moze pomodc przywréci¢ skutecznosé
antybiotykéw [335,337,352]. Oddziatywania miedzy olejkami eterycznymi a antybiotykami moga
sie jednak réznié, wykazujac dziatanie antagonistyczne, synergistyczne lub addytywne w zaleznosci
od konkretnej kombinacji i proporcji [353]. W badaniach przeprowadzonych przez Hemaiswarya
i Doble [354] oraz Moon i wspdtpracownikéw [355] potwierdzono efekt synergistyczny pomiedzy
eugenolem i ampicyling. W niniejszym rozdziale oméwiono wptyw zastosowania eugenolu
oraz jego pochodnych z antybiotykami (ampicyling i ryfampicyng) na wtasciwosci uzytkowe,

mechaniczne oraz, przede wszystkim, aktywnos$¢ antybakteryjng cementéw kostnych.

Do cementdw kostnych z dodatkiem antybiotyku, ktérych badania przedstawiono
w rozdziale 2.3.1.1. Antybiotyki, wprowadzono EU, EU-MAA oraz EU-T2 w ilosci odpowiednio
0,71% i 1,06%, aby EU stanowit 0,5 %mas. Ze wzgledu na wplyw zaréwno ryfampicyny,
jak i eugenolu oraz jego pochodnych na proces utwardzania cementow kostnych, w pierwszym

etapie scharakteryzowano wtasciwosci uzytkowe materiatow.
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Pierwszym wyznaczonym parametrem byt doughing time (rysunek 102), ktéry réznit sie
w zaleznosci od modyfikacji. Wprowadzenie EU do kompozycji cementu kostnego
niemodyfikowanego (BC) jak i modyfikowanego antybiotykiem (BC_AMP, BC_RIF) spowodowato
wydtuzenie czasu tp, co potwierdzajg wyniki badan nad wptywem eugenolu na cementy kostne.
W przypadku cementu kostnego zawierajgcego ampicyline czas tp wzrdst do 4,5 minuty, a wiec
miesci sie w zakresie normy. Natomiast w przypadku BC_RIF+EU czas tp wzrdst az do 13,5 minuty,
co znacznie wykracza poza dopuszczalny przez norme I1SO 5833:2002 zakres tp, okreslony
na 5 minut [38]. Dodatek pochodnych EU do cementéw kostnych zawierajgcych antybiotyk
(AMP lub RIF) réwniez wydtuza czas tp, szczegdlnie w stosunku do BC_RIF, lecz wzrost ten nie jest
w tym przypadku tak znaczacy (jak dla EU), i czas tp wynosi 5,5 minuty dla BC_RIF+EU-MAA
i 5,25 minuty dla BC_RIF+EU-T2. Wartosci te tylko nieznacznie przekraczajg wartos¢ dopuszczong
przez norme. Dodatek EU-DT do cementu kostnego z AMP réwniez spowodowat wydtuzenie czasu
tp, ktéry wynidst 4,25 minuty dla BC_AMP+EU-MAA i 4,5 minuty dla BC_AMP+EU-T2.

14
bez dodatku
12 I eV
B cu-vaa
10l cu-m2

tp [min]

BC BC_AMP BC_RIF

Rys. 102. Doughing time (tp) badanych cementdow kostnych bez dodatku antybiotyku (BC), z dodatkiem
ampicyliny (BC_AMP), z dodatkiem ryfampicyny (BC_RIF) modyfikowanych EU, EU-MAA lub EU-T2 (n = 4).

Jak przedstawiono w poprzednich rozdziatach, modyfikacja cementu kostnego
antybiotykami, eugenolem, czy jego pochodnymi powoduje wydtuzenie czasu tp. Jest to zwigzane
z obecnoscig grup funkcyjnych w budowie tych zwigzkéw, ktdére wykazujg dziatanie inhibitujgce
lub opdiniajace polimeryzacje [306,326,350]. Wydtuzenie czasu tp byto szczegdlnie nasilone
dla cementu BC_RIF+EU przy jednoczesnym zastosowaniu RIF i eugenolu, co sugeruje,
ze ich wspodtdziatanie wywotuje silniejszy efekt niz suma ich indywidualnych wptywéw — efekt
synergistyczny. Wptyw dodatkdw na przebieg procesu utwardzania zostat rowniez okreslony przez
wyznaczenie  parametréw  charakterystycznych, takich jak  Tmax, Teer Oraz  teer
Wyniki przeprowadzonych pomiardw jednoznacznie wskazujg na wydtuzenie procesu utwardzania
po wprowadzeniu eugenolu i jego pochodnych do cementéw kostnych z antybiotykiem
(tabela 16).
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Tab. 16. Charakterystyczne parametry utwardzania cementow kostnych — doughing time to, maksymalna
temperatura Tmax, temperatura Tset 0raz czas tset utwardzania, wytrzymatosc na sciskanie o.

Prébka tp [min] Tmax [°C] Tset [°C] tset [Min] o [MPa]
BC 2,9%0,2 87,509 | 56,405 | 6,5+0,5 136,4 £ 6,9
BC_EU 3,5+0,4 347+1,6 | 288+1,0 | 21,9+3,7 | 102,2+4,8
BC_EU-MAA 2,6+0,2 67,1+03 | 455%02 | 8,6+0,3 106,7 £9,3
BC_EU-T2 2,3+0,1 57,1+4,8 | 40,3+2,8 | 16,8%0,7 | 101,2+10,0
BC_AMP 3,3:0,1 88,4+15 | 57,5¢2,3 | 6,2+0,3 141,6 £1,7
BC_AMP+EU 4,5+0,4 52,7+0,5 | 38,1+0,2 | 156+0,4 | 102,7+5,7

BC_AMP+EU-MAA 43+0,4 63,9+2,1 436+1,1 | 12,8+0,6 | 102,7+11,4

BC_AMP+EU-T2 45+0,4 64,8+0,3 439+0,1 7,1+0,1 97,6+£9,4
BC_RIF 3,8%0,1 74,7+2,9 49,2+0,1 | 129+0,1 95,2+3,3
BC_RIF+EU 13,6 +0,2 31,2+£0,2 27,2+0,1 | 199%+0,1 74,5 £4,7
BC_RIF+EU-MAA 55104 40,1+3,9 31,6 +2,1 | 17,8+3,7 91,2+9,5
BC_RIF+EU-T2 53+04 48,3+1,2 36,3+0,2 | 19,3%+0,1 79,7+1,2

Modyfikacja sktadu cementu kostnego bez dodatku antybiotyku pochodng eugenolu
EU-MAA spowodowata mniejszy spadek wartosci parametru Tmax niz modyfikacja pochodna
EU-T2. W przypadku cementédw kostnych z dodatkiem antybiotykdw obserwuje sie wyzsze
wartosci Tmax dla kompozycji z EU-T2. Czas wigzania cementu kostnego ts.: hie wykazuje natomiast
jednoznacznej tendencji, gdyz dla cementu bez dodatku antybiotyku i z dodatkiem RIF,
czas ten jest krotszy po dodaniu EU-MAA, natomiast dla BC_AMP po dodaniu EU-T2.
Dodatek EU do kazdego rodzaju cementu powoduje najwiekszy spadek wartosci Tmax i Najwieksze
wydtuzenie czasu tsr. Niestety, cze$¢ z uzyskanych kompozycji nie spetnia wymogdéw normy
ISO 5833:2002 dla cementdw kostnych przeznaczonych do mieszania recznego, ktdra okresla
zakres ts: od 3 do 15 minut [38]. Jednakze jak pokazuje patent US8415406B2 ,Setting time
indicator for acrylic bone cement” [356], oparty na normie ASTM-F451 ,Standard Specification

for Acrylic Bone Cement”, t.: akrylowych cementéw kostnych moze przekracza¢ 15 minut.

Dodatek eugenolu i jego pochodnych do niemodyfikowanych cementéw kostnych
spowodowat wyrazne obnizenie wytrzymatosci na S$ciskanie, co zostalo szerzej opisane
we wczesniejszych rozdziatach. Spadek ten wynosit miedzy 20 a 25%. Wprowadzenie zaréwno
antybiotyku AMP jak i EU lub jego pochodnych EU-DT nie spowodowato réznic w wtasciwosciach
mechanicznych w stosunku do cementu bez antybiotyku, jednakze dla cementdéw z RIF obserwuje

sie réznice w zaleznosci od zastosowanego modyfikatora (rysunek 103).
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Rys. 103. Wytrzymatos¢ na sciskanie cementéw kostnych niemodyfikowanego (BC) lub z dodatkiem
antybiotykéw AMP i RIF modyfikowanych dodatkiem EU, EU-MAA i EU-T2 (n = 5).

Wprowadzenie EU do cementéw kostnych spowodowato spadek wytrzymatosci
na $ciskanie o do wartosci odpowiednio: gsc ry = 102,2 £ 4,8 MPa; 0sc amp+ev = 102,7 £ 5,7 MPa
i Oscrir+ev = 74,5 £ 4,7 MPa. Najwiekszy spadek parametru zaobserwowano dla BC_RIF+EU,
co moze by¢ zwigzane z obecnoscig grup funkcyjnych wywierajgcych dziatanie inhibitujgce
lub opdiniajgce na proces polimeryzacji [306,326,350], powodujgc wydtuzenie reakcji,
a co za tym idzie pogorszenie odpornosci mechanicznej. Wartos$¢ parametru o jest na granicy
minimalnej wytrzymatosci na sciskanie cementdow kostnych okresSlonej przez norme
ISO 5833:2002, jednakze nieznacznie jg przekracza. Najmniejszy spadek wytrzymatosci
na Sciskanie obserwuje sie po wprowadzeniu EU-MAA do BC_RIF. Cement ten charakteryzuje sie
wytrzymatoscia Osc rirreu-maa = 91,2 £ 9,5 MPa i przewyzsza wartos$é uzyskang dla BC_RIF+EU-T2
(08¢ miFsev-T2 = 79,7 £ 1,2 MPa). Mimo wyraznego obnizenia wytrzymatosci na sciskanie cementéw
kostnych z antybiotykiem, modyfikowanych dodatkiem EU i EU-DT, materiaty te spetniaja

wymagania normy i wykazujg potencjat aplikacyjny.

W celu okreslenia skutecznosci przeciwdrobnoustrojowej cementéow kostnych
zawierajgcych rézne pofaczenia antybiotykéw (AMP, RIF) oraz eugenolu i jego pochodnych
(EU, EU-MAA, EU-T2), przeprowadzono badania zywotnosci komodrek bakteryjnych
po 1, 24 i 48 godzinach inkubacji (rysunek 104).
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Rys. 104. Wptyw cementu kostnego modyfikowanego dodatkiem antybiotykdw i eugenolu lub pochodnych
eugenolu na Zywotnos¢ komdrek bakteryjnych E. coli (n = 3).

Wszystkie badane cementy kostne wykazywaty aktywnosé przeciwdrobnoustrojows,
prowadzgc do istotnego obnizenia zywotnosci komédrek bakteryjnych w czasie.
Najwyzszg efektywnos$¢ dziatania uzyskano w przypadku cementéw zawierajgcych ryfampicyne,
tj. niezaleznie od rodzaju zastosowanego modyfikatora (EU, EU-DT), obserwowano znaczacy
spadek zywotnosci bakterii juz w ciggu pierwszych 24 godzin, ktory nasilat sie po 48 godzinach
inkubacji. Zywotnosci komérek E. coli w obecnosci tych cementéw spadata ponizej 40%,

co swiadczy o silnym dziataniu przeciwdrobnoustrojowym tego antybiotyku.

Natomiast w przypadku cementdéw zawierajgcych ampicyline, efektywnosé dziatania byta
wyraznie zalezna od rodzaju zastosowanej pochodnej eugenolu. Najbardziej efektywny okazat sie
system AMP+EU, w ktéorym zaobserwowano systematyczny spadek Zzywotnosci komodrek
bakteryjnych do wartosci zblizonych do tych uzyskanych dla uktadéw z ryfampicyna.
Natomiast uktady z AMP+EU-MAA oraz AMP+EU-T2 wykazywaty wyzszg zywotnos$¢ bakterii,
szczegdlnie po 1 godzinie, co wskazuje na ich stabsze i bardziej opdznione dziatanie.
Niemniej jednak, wszystkie badane uktady wykazywaty silniejszg aktywnos$é antybakteryjng
od cementu z AMP. Hemaiswarya i Doble [354] wykazali, ze antybiotyki hydrofilowe,
takie jak wankomycyna i antybiotyki f-laktamowe, ktdre majg marginalne dziatanie na bakterie
Gram-ujemne, wykazujg zwiekszong aktywnos¢ przeciwbakteryjng po wstepnym potraktowaniu
eugenolem. Podobne wyniki przedstawili Moon i wspotpracownicy [355], ktérzy wykazali istotne
obnizenie wartosci MIC (od 4- do 8-krotnie) w odniesieniu do testowanych drobnoustrojéow
dla kombinacji ampicylina i eugenol oraz Karumathil i wspdétpracownicy [357], ktérzy stwierdzili

wystepowanie efektu synergistycznego eugenolu w potgczeniu z ampicyling wobec A. baumannii.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze zastosowanie odpowiednio dobranych eugenolu
i jego pochodnych moze wzmacnia¢ dziatanie antybiotykdw w cemencie kostnym,
przy czym najwiekszg skutecznos¢ uzyskano dla potgczenia ryfampicyny z EU-T2 oraz ampicyliny

z eugenolem. Obserwowany synergizm dziatania moze wynika¢ z ufatwionego przenikania
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antybiotyku przez btony bakteryjne oraz zwiekszonej retencji w matrycy polimerowej, co skutkuje

dtugotrwatym i efektywnym dziataniem przeciwdrobnoustrojowym.

2.3.3. Modyfikacje polimerami gwiazdzistymi ze srebrem

Nanoczgstki srebra (AgNPs) sg szeroko badane jako Srodki antybakteryjne w cementach
kostnych [31,32,107,160], jednakze ich aktywnos¢ antybakteryjna zalezy od wielkosci ich czastek.
Czastki o matej srednicy nie wykazujg aktywnosci antybakteryjnej, natomiast cementy kostne
obcigzone nanosrebrem o duzej srednicy czastek znacznie zredukowaty zakazenia gronkowcem
ztocistym opornym na metycyline (MRSA) [160]. Uzyskane AgNPs na polimerach gwiazdzistych
charakteryzujg sie duzymi rozmiarami i potencjalnie mogg by¢ czynnikiem o dziataniu
antybakteryjnym w cementach kostnych. Co wiecej, dodatek polimeréw gwiazdzistych
z nanoczgstkami srebra do cementdw kostnych moze nie tylko nadac wtasciwosci antybakteryjne
tym materiatom, ale takze polepszy¢ uwalnianie antybiotyku z komercyjnego cementu kostnego
obcigzonego antybiotykiem. Motywacjg do podjecia tego kierunku badania byto zaobserwowanie
efektu dziatania synergistycznego antybiotykdw i olejku eterycznego. Spodziewano sie
wystgpienia podobnego efektu z zastosowaniem nanoczastek srebra. W tym rozdziale zostanie

przedstawiony wptyw dodatku STR—AgNPs na wtasciwosci cementdow kostnych.

Brak doniesied literaturowych na temat wplywu polimeréw gwiazdzistych
modyfikowanych AgNPs na proces utwardzania cementéw kostnych, jak réwniez brak doniesien
literaturowych na temat dodatku polimeréw gwiazdzistych na bazie PEG i/lub z nanosrebrem
do cementdw kostnych i ich wptywu na wtasciwos$ci mechaniczne byt motywacjg do podjecia tych
badan. W pierwszym etapie zbadano zatem wptyw STR—AgNPs na temperature utwardzania
jak i na wtasciwosci mechaniczne cementdw kostnych autorskiej kompozycji (BC).
Wprowadzenie polimeréw gwiazdzistych z nanoczastkami srebra do cementéw kostnych
spowodowato obnizenie maksymalnej temperatury utwardzania Tmex (rysunek 105, tabela 17)
oraz wytrzymatosci na Sciskanie materiatéw o (rysunek 106, tabela 17). Wiekszy spadek wartosci
maksymalnej temperatury utwardzania cementu jak i odpornosci na sciskanie spowodowaty
polimery gwiazdziste z krétszymi ramionami (STR_2 i STR_3) — 0Osc sr 2-agnes = 91,4 + 4,8 MPa
i Tmax = 55,7 °C oraz 0sc_str_3-agnes = 93,9 £ 2,4 MPa i Trax = 64,3 °C. Najmniejszy spadek parametru
o zaobserwowano dla BC_STR-AgNPs i wynosit on 0Osc stragves = 103,7 £ 5,5 MPa,
natomiast Tmaex = 54,4 °C. W przypadku cementu BC_STR_1-AgNPs uzyskano nastepujgce wartosci

omawianych parametrow: osc str_1-agnes = 97,7 £ 4,5 MPa i Tpox = 74,3 °C.
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Rys. 105. Krzywe temperatury polimeryzacji dla kompozycji cementu kostnego przed modyfikacjq
oraz modyfikowanego STR—AgNPs w funkcji czasu (n = 3).
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Rys. 106. Wytrzymatos¢ na sciskanie (o) cementu kostnego niemodyfikowanego (BC) i modyfikowanego
kompleksami polimeréw gwiaZzdzistych (o réznej budowie) z nanoczgstkami srebra STR—-AgNPs.

Tab. 17. Charakterystyczne parametry utwardzania cementow kostnych — doughing time tp, maksymalna
temperatura Tmax, temperatura Tset 0raz czas tset utwardzania, wytrzymatosc na sciskanie o.

Prébka Tmax [°C] Teet [°C] tset [min] o [MPa]
BC 87,5+1,0 56,4 +0,5 6,5+0,1 107,5+7,8
BC_STR—-AgNPs 54,4+2,2 37,9+16 8,1+0,2 103,7 £5,5
BC_STR_1-AgNPs 743+1,2 48,4 +0,9 8,6+0,5 97,7+4,5
BC_STR_2-AgNPs 55,7 +0,8 39,9+0,7 7,7+0,3 91,4 +4,8
BC_STR_3-AgNPs 64,4 +1,0 43,6+0,6 8,8+0,4 93,9+2,4

Dodatek AgNPs do cementéw kostnych, szeroko badany w literaturze, powoduje niewielki
wzrost temperatury Tmax i Czasu ts: [107] oraz nieznaczne zmniejszenie wytrzymatosci na $ciskanie
cementéw kostnych [86]. Podobne wyniki uzyskali Wekwejt i wspotpracownicy [107], w badaniach

ktorych dodatek nanosrebra spowodowat obnizenie wytrzymatosci mechanicznej. Mimo pewnego
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pogorszenia wytrzymatosci na sciskanie cementy kostne modyfikowane polimerami gwiazdzistymi
z nanoczgstkami srebra badane w ramach niniejszej pracy wykazujg bardzo dobre wtasciwosci

mechaniczne, jednoczesnie obnizajgc temperature maksymalng utwardzania.

Dodatkowo badania antybakteryjne wykazaty silne dziatanie przeciwdrobnoustrojowe
cementéw kostnych z dodatkiem STR—AgNPs wobec E. coli i S. aureus. Zywotno$é komorek
bakteryjnych E. coli zbadana po 24 godzinach wynosita odpowiednio 12,1 + 0,4% (BC_STR—AgNPs)
i 18,1 + 0,3% (BC_STR_2-AgNPs) (rysunek 107a), natomiast zywotnos¢ komdrek bakteryjnych
S. aureus wynosita odpowiednio 19,2 + 0,2% (BC_STR—AgNPs) i 19,1 + 0,3% (BC_STR_2—-AgNPs)
(rysunek 107b).
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Rys. 107. Wptyw cementu kostnego modyfikowanego dodatkiem kompleksow polimerdw gwiazdzistych
(o réznej budowie) z nanoczqstkami srebra STR—AgNPs na zywotnos¢ komdrek bakteryjnych:
a)E. coliib)S. aureus (n = 3).

Silne dziatanie antybakteryjne cementow kostnych modyfikowanych AgNPs wykazali
réowniez Wekwejt i wspdtpracownicy [32] oraz Swieczko-Zurek i wspdtpracownicy [163].
Z kolei, badania prowadzone przez Slane i wspotpracownikéw [86] nie wykazaty aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej cementdw kostnych z dodatkiem AgNPs przeciwko bakteriom
planktonicznym, natomiast znacznie zmniejszyty tworzenie sie biofilmu na powierzchni cementu
kostnego. Co wiecej, cementy kostne modyfikowane nanoczgstkami srebra wbudowanymi w szkto
ceramiczne wykazaty dobrg biokompatybilnos¢ i mozliwos¢ proliferacji osteoblastow (test MTT)

oraz niski poziom cytotoksycznosci (test LDH) [31].

Jak wykazano we wczesniejszych rozdziatach, polimery gwiazdziste wptywajg na poprawe
uwalniania antybiotykéw z matrycy cementu kostnego, dlatego postanowiono zbadaé wptyw
dodatku STR—AgNPs na uwalnianie gentamycyny z komercyjnego cementu kostnego Refobacin

Plus (RP) obcigzonego tym wtasnie antybiotykiem.

Przejscie do kolejnego etapu badan poprzedzono zbadaniem wptywu AgNPs i STR-AgNPs
na komercyjny cement kostny (PR) (opr = 104,8 + 4,9 MPa). Dodatek nanoczastek srebra

spowodowat nieznaczne pogorszenie wytrzymatosci na Sciskanie opr agnes = 101,4 + 0,2 MPa
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modyfikowanego cementu kostnego. Natomiast wprowadzenie polimeréow gwiazdzistych
z nanoczgstkami srebra spowodowato wyrazny spadek tego parametru
Opr_str-agnps = 87,4 £ 4,8 MPa. Uzyskane zaleznosci sa podobne do wynikéw badan przedstawionych
przez Swieczko-Zurek i wspétpracownikéw [163], w ktdérych nie nastgpita zmiana wytrzymatosci
na Sciskanie cementdw kostnych oraz przez Slane i wspdtpracownikow [86], ktérzy wykazali
nieznaczny spadek tego parametru po dodaniu AgNPs. Mimo pogorszenia wtasciwosci
mechanicznych, uzyskane materiaty spetniajg wymagania normy ISO 5833:2002, w zwigzku

z tym zdecydowano sie na przeprowadzenie kolejnych badan.

Pomimo wielu badain majacych na celu poprawe uwalniania antybiotykéw z cementéw
kostnych, brakuje doniesien literaturowych na temat wykorzystania polimeréw gwiazdzistych
jako systemdéw dostarczania lekéw, co stato sie motywacjg do podjecia takich badan. W pierwszej
kolejnosci zbadano proces utwardzania cementu kostnego Refobacin Plus (RP) zawierajgcego
antybiotyk gentamycyne i wykazano (rysunek 108, tabela 18), ze dodatek STR—AgNPs powoduje
obnizenie temperatury Tne jednoczes$nie wptywajgc na czas t.:. Wyjgtek stanowi polimer
gwiazdzisty STR_3—AgNPs, dodatek ktérego spowodowat wzrost temperatury Tmex i znaczne
skrécenie czasu ts.r. Podobny spadek temperatury Tmex zaobserwowano dla STR—-AgNPs
i STR_1-AgNPs, jednakze dla STR—AgNPs zanotowano nieznaczne skrécenie czasu tser,
a dla STR_1-AgNPs jego wydtuzenie. W przypadku STR-D—EU-MAA—-AgNPs i STR_2-AgNPs spadek

temperatury Tmax byt nieistotnie maty przy znacznym skrdceniu czasu tiet.
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Rys. 108. Zaleznos¢ temperatury utwardzania cementu kostnego Refobacin Plus niemodyfikowanego
i modyfikowanego polimerami gwiaZdzistymi STR—AgNPs o réznej budowie od czasu prowadzenia procesu
(n=3).
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Tab. 18. Charakterystyczne parametry utwardzania cementow kostnych — doughing time tpo, maksymalna
temperatura Tmax, temperatura Tset 0raz czas tset utwardzania, wytrzymatosc na sciskanie o.

Prébka Tmax [°C] Teet [°C] tset [min] o [MPa]
RP 44,9+1,5 33,9+0,8 9,3%0,1 93,1+£5,1
RP_STR-AgNPs 37,5+3,7 30,7+1,8 8,7+1,2 96,2%5,2
RP_STR_1-AgNPs 38,5+1,8 30,4+1,2 9,9+0,2 94,1+4,5
RP_STR_2-AgNPs 45,4 +1,0 33,1+0,4 7,7+0,3 101,7 1,3
RP_STR_3-AgNPs 49,9 +2,7 34,1+1,4 7,3+0,1 98,6 + 4,4
RP_STR-D—EU-MAA-AgNPs 44,4 +3,4 32,3+1,4 7,5+1,2 96,5+ 1,2

Wprowadzenie niereaktywnych w procesie polimeryzacji dodatkéw do kompozycji
cementéw kostnych, w tym sSrodkéw przeciwbakteryjnych lub nosnikéw lekéw i dodatkéw
poprawiajgcych uwalnianie lekdw, wptywa zaréwno na temperature utwardzania jak i czas reakgc;ji.
Wekwejt i wspétpracownicy [107] wykazali, ze dodatek AgNPs ma znikomy wptyw na proces
utwardzania komercyjnego cementu Cemex, natomiast w innych badaniach dodanie AgNPs
spowodowato niewielki wzrost czasu ts: i temperatury Tme, podczas gdy dodanie AgNPs
naniesionych na bioaktywne szkto spowodowato wzrost czasu ts: i niewielki spadek temperatury
Tmax [119].

Wiaczenie naturalnych substancji, takich jak chitozan, celuloza lub hydroksyapatyt w celu
poprawy procesu uwalniania leku, rdwniez moze wptywac¢ na parametry wigzania cementu
kostnego. Zapata i wspdétpracownicy [152] wykazali, ze dodanie chitozanu do kompozycji cementu
kostnego powoduje obnizenie temperatury Tmex i Wydtuzenie czasu ts:. W innych badaniach nad
wptywem modyfikacji cementu kostnego celulozg, chitozanem, polidioksanonem i fosforanem
tréjwapniowym (TCP) zaobserwowano niewielki spadek temperatury Tmex (2 — 7%) i wydtuzenie
Czasu ts: (z wyjatkiem TCP - spadek o 9%) [89]. Dodatek modyfikatoréw polimerowych réwniez
wptywa na utwardzanie cementdéw kostnych. Nien i wspdtpracownicy [111] zmodyfikowali cement
kostny ketoprofenem poprzez wprowadzenie do matrycy polimerowej usieciowanej soli sodowej
poli(metylometakrylanu kwasu akrylowego). Spowodowato to nieznaczne wydtuzenie czasu

utwardzania i obnizenie temperatury utwardzania odpowiednio 0 16% i 2%.

Jak wspomniano wczesniej, zmiany w przebiegu procesu utwardzania moga wptynac
na wiasciwosci mechaniczne cementow kostnych. Jednakze, badania wytrzymatosci na sciskanie
cementéw modyfikowanych STR—AgNPs nie wykazaty wyraznego wptywu na ten parametr.
Dodatek 2,5% mas. STR-AgNPs do cementu kostnego Refobacin Plus spowodowat nieznaczne
polepszenie wytrzymatosci na Sciskanie o dla cementéw kostnych modyfikowanych polimerami
gwiazdzistymi o dtuzszych ramionach osiggajac warto$¢ orp str-agnes = 96,2 = 5,2 MPa,
Orp_sTr_1-agnes = 94,1 + 4.5 MPa i Orp_str-p-£u-maa-agnes = 96,5 £ 1,2 MPa. W przypadku dodania

polimerdw gwiazdzistych o krdtszych ramionach obserwuje sie wyrazny wzrost tego parametru:

211



212:2330944665

ORP_STR_2-AgNPs = 101,7 £ 1,3 MPa, ORP_STR_3-AgNPs = 98,6 + 4,4 MPa. Wytrzyma’fos’c’ na Sciskanie

niemodyfikowanego cementu kostnego wynosita ggp= 93,1 + 5 MPa (rysunek 109).
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Rys. 109. Wytrzymatos$¢ na sciskanie (o) cementu kostnego Refobacin Plus niemodyfikowanego
i modyfikowanego polimerami gwiaZdzistymi STR—AgNPs o réznej budowie.

Brak wyraznego wptywu dodatku komplekséw polimeréw gwiazdzistych z nanoczastkami
srebra na wytrzymatosé cementdéw kostnych moze by¢ zwigzany z zmiang budowy morfologicznej
polimerdw gwiazdzistych ze wzgledu na obecnos¢ AgNPs przy rdzeniu i cze$ciowo na ramionach
STR. Jak pokazujg badania, polimery gwiazdziste mogg wptywac na witasciwosci mechaniczne
cementu kostnego. Huynh i wspdtpracownicy [264] skoncentrowali swoje badania na zastgpieniu
liniowego PMMA czteroramiennym gwiazdzistym PMMA, co spowodowato zmniejszenie
wytrzymatosci na Sciskanie o 4%. Pogorszenie wtasciwosci mechanicznych cementéw kostnych
po dodaniu systemodw zwiekszajgcych uwalnianie substancji czynnej, ktére wptywajg na strukture
cementu kostnego, jest szeroko omawiane. Spadek wytrzymatosci mechanicznej zaobserwowano
po dodaniu nanorurek weglowych, dodanych w celu poprawy uwalniania gentamycyny z cementu
kostnego Cemex [180], a takze liposomdédw o rozmiarze nano [179], czy mikroczgstek
-cyklodekstryny [86].

Polimery gwiaZdziste badane w ramach niniejszej pracy dodane do cementéw kostnych
wptywajg na morfologie materiatdw, utatwiajgc dyfuzje antybiotyku z matrycy polimerowej.
Wprowadzenie kompleksdw polimeréw gwiazdzistych z nanoczastkami srebra wptyneto
na znaczny wzrost uwalniania gentamycyny z cementu kostnego, co mozna zaobserwowac
na profilach uwalniania antybiotyku pokazanych na rysunku 110. llos¢ uwalnianej gentamycyny
po dodaniu STR-AgNPs wzrosta od 300% dla STR-D—-EU-MAA-AgNPs do 500% dla STR—AgNPs,
STR_1-AgNPs, STR_2—-AgNPs i STR_3-AgNPs. Ponadto, czas uwalania antybiotyku ulegt
znacznemu wydtuzeniu: dla STR-D-EU-MAA-AgNPs wynosit 26 dni, natomiast dla STR—AgNPs,
STR_1-AgNPs, STR_2—AgNPs i STR_3—-AgNPs - 50 dni, podczas gdy w przypadku cementu

niemodyfikowanego ograniczat sie do 3 dni.
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Rys. 110. Uwalnianie gentamycyny z cementu kostnego Refobacin Plus niemodyfikowanego
i modyfikowanego dodatkiem komplekséw polimerdw gwiazdzistych z nanoczqstkami srebra:
STR—-D—-EU-MAA-AgNPs, STR-AgNPs i STR_1-AgNPs.

Wiele dostepnych badan wskazuje na istotny wptyw dodatkdw na uwalnianie
antybiotykdw z cementow kostnych. Nien i wspdtpracownicy [111] uzyskali 65% wzrost ilosci
uwalnianego ketoprofenu poprzez wprowadzenie do cementu kostnego usieciowanej soli
sodowe]j poli(metylometakrylanu kwasu akrylowego). W innym badaniu [358] dodanie sfer
fosforanu wapnia domieszkowanego strontem spowodowato 40% wzrost uwalniania
gentamycyny, jednak proces ten trwat tylko 8 dni. Z kolei Shen i wspdtpracownicy [92]
zaobserwowali wzrost uwalniania gentamycyny do 50% po 70 dniach od dodania
nanostrukturalnych nanorurek dwutlenku tytanu. Wtgczenie mezoporowatej krzemionki SBA-15
i modyfikowanej poli(glikolem etylenowym) SBA-15 do cementéw kostnych poprawito uwalnianie
gentamycyny z 5% do odpowiednio 18% i 37% po 70 dniach [177].

Wzrost uwalniania gentamycyny z komercyjnego cementu kostnego, jak réwniez silna
aktywnos¢ antybakteryjna polimerdw gwiazdzistych modyfikowanych nanoczgstkami srebra
STR—-AgNPs pozwoli zmniejszy¢ dawke antybiotyku w cemencie kostnym, bez obnizenia dziatania
antybakteryjnego, co ograniczy ryzyko wytworzenia opornosci szczepdw bakteryjnych

na antybiotyk.

2.3.4. Modyfikacje gadolinem

Wprowadzanie do kompozycji cementéw kostnych dodatkéw niebiorgcych udziatu w reakcji
utwardzania, m.in. srodkéw kontrastujgcych, wptywa negatywnie na wtasciwosci materiatéw.
Substancje kontrastujace, tj. siarczan (V1) baru (BaSO4) czy tlenek cyrkonu (ZrO,), sg nieodtgcznym
elementem kompozycji cementdw kostnych, jednakze powodujg pogorszenie ich parametréw
mechanicznych [29,76]. Ciekawg alternatywa dla proszkowych dodatkéw kontrastujgcych jest
zastosowanie monomeru kontrastujacego, ktéry moze wbudowac sie w sie¢ polimerowg cementu
kostnego. W tym rozdziale przedstawiono wptyw dodatku metakrylowej pochodnej gadolinu

(Gd(MAA)s), zastosowanej jako monomer sieciujgcy, na wtasciwosci cementéw kostnych.
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Ponadto, zbadano modyfikacje cementédw kostnych polimerem gwiazdzistym zawierajgcym
Gd(MAA)s.

Monomer Gd(MAA)s; oraz polimer gwiazdzisty STR—-Gd(MAA); wprowadzono w ilosci
2,5 %mas. do komercyjnego cementu kostnego Palacos R (PR). Cementy kostne
scharakteryzowano wyznaczajac ich parametry takie jak: tp, Tmax, Tset, tset Oraz o. Ponadto, zbadano
wiasciwosci  kontrastujgce materiatdw przy pomocy obrazowania metodg rezonansu

magnetycznego (MRI).

Wprowadzenie dodatkéw zardwno w postaci monomeru Gd(MAA)s, jak i niereagujgcego
polimeru gwiazdzistego wptywa na proces utwardzania cementéw kostnych. Monomer Gd(MAA);
posiada trzy grupy metakrylowe i jego dodatek bedzie powodowat wptyw na gestos$é sieciowania
polimeru. Moze to wptyngc¢ na skrécenie procesu przygotowania cementu kostnego, dlatego

w pierwszej kolejnosci scharakteryzowano czas tp.

Zastosowanie jako modyfikatoréow cementu PR monomeru Gd(MAA); jak i polimeru

gwiazdzistego STR-Gd(MAA); spowodowato nieznaczne wydtuzenie czasu tp (rysunek 111).
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Rys. 111. Doughing time (min) dla badanych cementow kostnych modyfikowanych
Gd(MAA)3 i STR-Gd(MAA)s (n = 4).

Jak mozna zaobserwowac¢ na wykresie, dodatek monomeru Gd(MAA); spowodowat
wydtuzenie tp z 1 minuty dla cementu niemodyfikowanego do 1,3 minuty dla PR_Gd(MAA)s.
Z kolei, nie zaobserwowano zmian w tp dla PR_STR—-Gd(MAA)s;. Otrzymane wyniki sugerujg,
7e wprowadzenie syntezowanych w ramach pracy dodatkéw ma wptyw na proces utwardzania

cementu kostnego PR, dlatego kolejnym etapem byto zbadanie parametrow Tpax Oraz teer.

Wprowadzenie monomerdw funkcyjnych oraz polimerdw gwiazdzistych powoduje zmiany
w kinetyce utwardzania cementdéw kostnych. Jak pokazuje Elvira i wspotpracownicy [102] dodanie
monomerow sieciujgcych EGDM lub TEGDM skraca czas i podnosi temperature utwardzania.
Wprowadzenie Gd(MAA); do cementdow kostnych powoduje znaczne wydtuzenie czasu
tseti Znaczny spadek temperatury Tmex. Podobnie, dodatek polimeru gwiazdzistego STR—-Gd(MAA);

powoduje wydtuzenie czasu tsr. Wprowadzenie Gd(MAA); do cementéw kostnych powoduje
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znaczne wydtuzenie t.: i znaczny spadek Tn.. Podobnie, dodatek STR—Gd(MAA); powoduje

wydtuzenie tset.
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Rys. 112. Krzywe temperatury polimeryzacji kompozycji cementéw kostnych modyfikowanych
Gd(MAA)3 i STR—Gd(MAA)3 w funkcji czasu (n = 3).

Temperatura utwardzania cementu kostnego PR modyfikowanego Gd(MAA);
charakteryzuje sie znaczgcym spadkiem temperatury Tmex do wartosci od 32,7 £ 0,6 °C (tabela 19).
Ponadto, zaobserwowano wydtuzenie czasu t.: Czas wigzania modyfikowanego cementu PR
(tset = 8,5 £ 0,4 minuty) ulegt wydtuzeniu do 12,5 minuty, jednakze wartosc¢ ta spetnia wymagania
normy ISO 5833:2002 (tabela 19). Wprowadzenie polimeru gwiaZdzistego zawierajgcego
monomer Gd(MAA); do cementu kostnego, rdwniez wptyneto na proces jego utwardzania.
Obserwuje sie spadek temperatury Tpmex | wydtuzenie czasu t.:, jednakze zmiany charakterystyki
utwardzania cementu PR w wyniku wprowadzenia do kompozycji polimeru gwiaZzdzistego
STR—Gd(MAA); sg bardzo podobne do tych obserwowanych po dodaniu monomeru Gd(MAA);
(Tmax=35,4 £ 0,3 °Cii tser = 12,4 minuty dla PR_ STR—Gd(MAA);) — tabela 19.

Tab. 19. Charakterystyczne parametry utwardzania cementdéw kostnych — doughing time tp, maksymalna
temperatura Tmax, temperatura Tset 0raz czas tset utwardzania, wytrzymatosc na sciskanie o.

Prébka Tmax [oc] Tset [oc] Lset [mm] o [MPG]
PR 54,7+1,2 37,5+0,8 8,5+0,4 104,8 +4,9
PR_Gd(MAA); 32,7+0,6 26,7+0,3 12,5+0,2 101,0+ 1,2
PR_STR-Gd(MAA); 35,4 +0,3 27,840,2 12,4 £0,2 88,8+ 1,9

Wprowadzenie s$rodka kontrastujgcego, do kompozycji cementu kostnego jako
monomeru metakrylowego jak i polimeru gwiazdzistego wptywa na proces jego utwardzania.
Podobne wyniki uzyskano w pracy [359]. Czasteczki BaSO, poddane plazmowej obrdbce
powierzchniowej wprowadzone do cementu kostnego spowodowaty obnizenie Tmax przy

statystycznie nieistotnym wydtuzeniu t..: [359].

Dodatek s$rodkéw kontrastujgcych wptywa rdéwniez na wtasciwosci mechaniczne

cementéw kostnych, dlatego w kolejnym etapie scharakteryzowano wytrzymatos$¢ na sciskanie
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wytworzonych materiatéw. Dla modyfikowanych cementéw PR zanotowano spadek wartosci
parametru o w obu przypadkach, natomiast mniejszy spadek do wartosci 101,0 + 1,2 MPa nastgpit
po dodaniu monomeru Gd(MAA); przy wartosci opr = 104,8 + 4,9 MPa uzyskanej dla cementu
niemodyfikowanego. Dodatek polimeru gwiazdzistego STR—-Gd(MAA); spowodowat spadek

omawianego parametru do wartosci 88,7 + 1,9 MPa (rysunek 113).
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Rys. 113. Wytrzymatos¢ na sciskanie (o) niemodyfikowanego cementu kostnego PR i modyfikowanego
dodatkiem monomeru Gd(MAA)z lub polimeru gwiazdzistego STR—-Gd(MAA)s3 (n = 5).

Przeprowadzone badania witasciwosci mechanicznych wskazujg, ze wprowadzenie
modyfikowanego srodka kontrastujgcego wptywa na wytrzymatos$¢ na Sciskanie cementéw
kostnych. Na wptyw dodatku $rodka kontrastujgcego na wiasciwosci mechaniczne cementu
kostnego wskazujg Bolaina-Lorenzo i wspotpracownicy [359], ktdrzy uzyskali poprawe wtasciwosci
mechanicznych po wprowadzeniu czasteczek BaSO, poddanych plazmowej obrdbce
powierzchniowej w poréwnaniu do cementéw z dodatkiem niemodyfikowanych czgsteczek

BaSO;.

Tak przygotowane cementy kostne nie wykazywaty sygnatu podczas obrazowania
magnetycznym rezonansem jadrowym. Jest to spowodowane duzg hydrofobowoscia PMMA
i brakiem penetracji cementu kostnego przez wode, a tym samym brakiem indukcji sygnatu przez
obecno$¢ gadolinu. Aby uzyskac sygnat podczas obrazowania, do kompozycji cementu kostnego
wprowadzono sél fizjologiczng, co w badaniach prowadzonych przez Wichlas i wspdtpracownikéw
[360] pozwolito na obrazowanie cementu kostnego, ale jednoczesnie wptyneto na drastyczne
pogorszenie jego wfasciwosci mechanicznych. W niniejszych badaniach do cementu kostnego
wprowadzono roztwér soli fizjologicznej (SF) w ilosci 5, 10 oraz 20 %mas. cementu kostnego.
Dodatkowo zmodyfikowano ilos¢ wprowadzonych modyfikatorow Gd(MAA); oraz STR-Gd(MAA);
do cementu kostnego. Bazujgc na wczesniejszych badaniach [360] ustalono, ze najlepsze stezenie
Gd wynosi 0,0024 mmol Gd na 1 ml soli fizjologicznej, co odpowiada 0,89 mg Gd(MAA)s/ml SF
i 5,60 mg STR-Gd(MMA)3/ml SF.
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Cementy kostne z dodatkiem soli fizjologicznej ponownie scharakteryzowano zgodnie
z normg ISO 5833:2002. Badania czasu tp nie wykazaty zadnych rdznic miedzy cementami
zawierajgcymi Gd(MAA); lub STR—-Gd(MMA); z dodatkiem i bez dodatku SF. Natomiast

zaobserwowano zmiany w utwardzaniu cementéw kostnych oraz ich wytrzymatosci na sciskanie.

Dodatek soli fizjologicznej spowodowat spadek temperatury Tmex do ok. 45 °C, jednakze
nie zaobserwowano zaleznosci miedzy zastosowanym stezeniem SF a Tmax. Z kolei,
zaobserwowano skrécenie czas ts: wraz ze wzrostem ilosci SF. Co wiecej, skrécenie czasu ts:
zaobserwowano rowniez po dodaniu Gd(MAA)s. Z kolei, dodatek STR—-Gd(MAA); spowodowat
wydtuzenie czasu t.:, a takie wzrost temperatury Tnex. Krzywe temperaturowe oraz wartosci

parametréw charakterystycznych przedstawiono na rysunku 114 i w tabeli 20.

50
——PR_20%
——PR_10% N
45 4——PR_5% \
—— PR_Gd(MAA), 20% \
04— PR_Gd(MAA),_10% \
— PR_Gd(MAA),_5%
g 35 [~ PR_STR-Gd(MAA), 20%
— PR_STR-GA(MAA), 10%
304
25
20 T T T T T
2 4 6 8 10 12
t [min]

Rys. 114. Zaleznos¢ temperatury utwardzania cementéw kostnych modyfikowanych SF oraz Gd(MAA)3
lub polimerem gwiazdzistym STR—Gd(MAA)z monomerem od czasu (n = 3).

Tab. 20. Charakterystyczne parametry utwardzania cementéw kostnych — doughing time to, maksymalna
temperatura Tmax, temperatura Tset 0raz czas tset utwardzania.

Prébka Tmax [oc] Tset [BC] tset [m|n]
5% 10% 20% 5% 10% 20% 5% 10% 20%
PR 43,9+0,4 | 48,6+4,1 | 46,7+1,1 32,910,2 35,5+2,1 | 34,4+0,5 8,2+0,2 7,3+0,5 6,610,1

PR_Gd(MAA)s | 45,2+1,2 | 45,8%5,5 | 45,1+1,8 | 31,1+0,6 | 33,9+2,8 | 33,4+0,7 | 7,620,1 | 6,8%0,5 | 6,4%0,5

PR_STR-

- 47,142,2 | 46,6+2,0 - 34,8+1,8 | 36,0+1,2 - 7,840,5 | 7,7+0,4
Gd(MAA)3z

Wprowadzenie soli fizjologicznej moze znacznie pogorszy¢ wiasciwosci mechaniczne
cementéw kostnych. Jak wykazali Karpinski i wspdtpracownicy [72,75], 10% soli fizjologicznej
moze spowodowac spadek wytrzymatosci na $ciskanie o 20-25%. Wprowadzenie kompozycji
indukujacej sygnat MRI opartej na $rodku kontrastujgcym gadolinowym i soli fizjologicznej
wptyneto na witasciwosci mechaniczne cementédw kostnych. Wytrzymatos¢ na $ciskanie
zmniejszyta sie o 27% w przypadku dodania 5% kompozycji soli fizjologicznej-Gd(MAA);
(76,2 £ 2,1 MPa) do nawet 51% w przypadku 20% (51,4 * 2,2 MPa) (rysunek 115) w stosunku
do cementu niemodyfikowanego. Co ciekawe, dodatek polimeru gwiazdzistego STR-Gd(MMA);

do cementu modyfikowanego solg fizjologiczng spowodowat wzrost wytrzymatosci na Sciskanie
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w poréwnaniu do uktadéw z samg solg fizjologiczng czy solg fizjologiczng i Gd(MMA)s,
a wartosci o wynosity odpowiednio 54,3 + 3,0 MPa (PR_STR—Gd(MAA)s;_20%) i 69,8 + 2,3 MPa
(PR_STR—Gd(MAA);_10%) (rysunek 115). Ze wzgledu na staby sygnat w badaniu MRI nie badano
wiasciwosci mechanicznych materiatu z 5% SF, natomiast przeprowadzono badanie dla uktadu
z wiekszym stezeniem STR—Gd(MAA)s; (11,20 mg/ml) i 10% zawartoscig soli fizjologiczne;j.
Nie zaobserwowano wptywu zwiekszenia ilosci polimeru gwiazdzistego na wtasciwosci
mechaniczne badanego cementu kostnego, a jego wytrzymatos¢ na S$ciskanie wynosita

67,5+ 1,4 MPa.

100
[_1rr
B PR_Gd(MAA),
80 Bl PR_STR-Gd(MAA),
L= 60 -
[a
2
o 40
20
0
%5 %10 %20

Rys. 115. Wytrzymatos¢ na Sciskanie (o) cementu kostnego modyfikowanego dodatkiem SF
oraz monomerem Gd(MAA)z lub polimerem gwiaZdzistym STR—Gd(MAA)sz (n = 5).

Znaczacy spadek wytrzymatosci cementow kostnych zaobserwowali
Wichlas i wspétpracownicy [360], po wprowadzeniu kwasu gadoterynowego, ktéry jest sSrodkiem
kontrastowym MRI na bazie gadolinu, z roztworem soli fizjologicznej. Uzyskane materiaty
charakteryzowaty sie wytrzymatoscig na sciskanie na granicy wymagan normy (72,1 + 1,9 MPa)
przy najmniejszej zawartosci SF (7,8%) lub nizszg w zaleznosci od ilosci dodanego srodka
(nawet 32,6 £ 3,1 MPa dla 24,2% SF). Z kolej, wprowadzenie kwasu gadoterynowego, z roztworem
soli fizjologicznej lub hydroksyapatytowym substytutem kosci powoduje drastyczne obnizenie
wiasciwosci mechanicznych, ponizej wymagan normy 1SO 5833:2002 (47,3 £ 0,5 MPa dla 13,8%
HA 60,6 +1,3 MPadla 13,8% SF oraz 29,8 + 1,3 MPa dla 24,2% HA i 34,3 £ 0,7 MPa dla 24,2% SF)
[361]. Wprowadzenie srodkéw kontrastujgcych w obrazowaniu MRI powoduje spadek
wytrzymatosci na Sciskanie cementéw kostnych. Mimo to, uzyskane materiaty charakteryzuja sie
dobrg wytrzymatoscig na sciskanie, a takze wtasciwos$ciami temperaturowymi, dlatego w kolejnym

etapie zbadano ich wtasciwosci kontrastujace.

Cementy kostne modyfikowane czynnikiem indukujgcym sygnat sktadajagcym sie
z roztworu soli fizjologicznej oraz Gd(MAA); lub STR-Gd(MAA); poddano badaniu obrazowania
rezonansem magnetycznym. Stezenie Gd(MAA); wynosito 0,89 mg/ml, a STR-Gd(MMA);

5,60 mg/ml. Intensywno$¢ sygnatu zalezata od zawartosci SF i najwieksza byta dla stezenia 20%,
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natomiast najmniejsza dla 5% (rysunek 116 i 118). Potwierdza to stosunek sygnatu do szumu,
ktéry jest najmniejszy dla prébek z 20% zawartoscia SF. Co wiecej, lepszym sygnatem
charakteryzowaty sie cementy kostne zawierajgce Gd(MAA); niz STR-Gd(MAA)s,
co mozna potwierdzi¢ wiekszg intensywnoscig sygnatu prébek badanych w otoczeniu wodnym
(rysunek 117 i 119). Ponadto, zwiekszenie ilosci polimeru gwiazdzistego STR—Gd(MAA);

przy zachowaniu statej ilosci SF nie zwiekszyto intensywnosci sygnatu (rysunek 118 i 119).

a) b)

Rys. 116. Obrazy MRI cementéw kostnych modyfikowanych Gd(MAA)s3 z roznq zawartosciq soli
fizjologicznej: a) 5%, b) 10%, c) 20%.

a) b) c)
Rys. 117. Obrazy MRI cementdw kostnych modyfikowanych Gd(MAA)z z roznq zawartosciq soli
fizjologicznej: a) 5%, b) 10%, c) 20%, w otoczeniu wodnym

Rys. 118. Obrazy MRI cementow kostnych modyfikowanych STR—Gd(MAA)z z réznq zawartosciq soli
fizjologicznej: a) 10%, b) 10% (stezenie polimeru gwiaZdzistego - 11,20 mg/ml), c) 20%.
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Rys. 119. Obrazy MRI cementdw kostnych modyfikowanych STR—Gd(MAA)z z rézng zawartosciq soli
fizjologicznej: a) 10%, b) 10% (stezenie polimeru gwiaZdzistego - 11,20 mg/ml), c) 20, w otoczeniu wodnym.

Nizsza intensywnos¢ sygnatu moze by¢ spowodowana mniejszg mobilnoscig polimeréw
gwiazdzistych, a tym samym gorszym kompleksowaniem czgsteczek wody, co wptywa
na relaksacje jader atoméw wody. Niemniej jednak, wyniki uzyskane dla obu rodzajéw cementéw
sg obiecujace i mogg znalez¢ zastosowanie w zabiegach chirurgicznych wymagajacych kontroli

metoda MRI.

2.3.5. Modyfikacje polidopaming

Przedstawione w pracy rozwigzania wptywajg na poprawe uwalniania lekéw z cementéw
kostnych, a takie na zwiekszenie ich aktywnosci antybakteryjnej, przy zachowaniu
biokompatybilnosci materiatu. Wprowadzenie polidopaminy (PDA) do cementéow kostnych
nie tylko poprawi uwalnianie antybiotyku, nie wptywajac wyraznie na wtasciwosci mechaniczne,
ale takze poprawi wtasciwosci antybakteryjne, nie wykazujgc dziatania toksycznego na komorki
watroby. Brak doniesien literaturowych na temat wptywu polidopaminy na wtasciwosci

funkcjonalne cementéw kostnych stato sie motywacjg do podjecia niniejszych badan.

Charakterystyke cementéw kostnych modyfikowanych polidopaming rozpoczeto
od zbadania wptyw dodatku PDA na wifasciwosci cementéw kostnych nieobcigzonych
antybiotykiem. PDA w ilosci 0,1; 0,5 i 1 %mas. wprowadzono do cementéw kostnych BC oraz PR

i zbadano jej wptyw na proces utwardzania oraz wytrzymatosé na sciskanie cementéw kostnych.

W obu przypadkach zaobserwowano wptyw dodatku PDA na proces utwardzania, jednakze
roznit sie on w zaleznosci od rodzaju badanego cementu kostnego. Cementy kostne BC
modyfikowane PDA wykazywaty skrécenie czasu utwardzania oraz obnizenie temperatury
maksymalnej. Najnizszg temperature Tmex zanotowano dla BC_0,1%PDA, natomiast najwyzsza
dla BC_1%PDA (rysunek 120a i tabela 21). Z kolei, cementy kostne PR modyfikowane PDA
charakteryzowaty sie wydtuzonym czasem utwardzania oraz obnizong temperaturg maksymalna.
Najnizszg temperature Tmax zanotowano dla PR_0,5%PDA, natomiast najwyzszg dla PR_0,1%PDA
(rysunek 120b i tabela 21).
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Rys. 120. Zaleznosc temperatury utwardzania od czasu dla kompozycji cementdw kostnych:
a) BCi b) PR modyfikowanych dodatkiem PDA (n = 3).

Roznice w temperaturach i czasach utwardzania mogg wynika¢ z réznych sktadéw
cementéw kostnych i innych oddziatywan miedzy sktadnikami kompozycji a dodatkiem.
Obecnos¢ monomeru HEMA z grupami hydroksylowymi w cemencie BC oraz grup funkcyjnych
wystepujgcych w PDA (-OH, -NH) moze prowadzi¢ do oddziatywan miedzyczgsteczkowych
np. przez tworzenie wigzan wodorowych i przyspieszenia polimeryzacji. Utworzenie takich
agregatéw przez tworzenie wigzan wodorowych moze pozornie zwiekszy¢ funkcyjnosé
monomerow przez sieciowanie fizyczne, a tym samym spowodowaé wzrost szybkosci
polimeryzacji.

Tab. 21. Charakterystyczne parametry utwardzania cementdéw kostnych — doughing time tp, maksymalna
temperatura Tmax, temperatura Tset 0raz czas tset utwardzania, wytrzymatosc na sciskanie o.

Probka Tmax [°C] Teet [°C] tset [min] o [MPa]
BC 78,7+1,3 51,2+0,7 6,2+0,4 107,5+7,8
BC_0,1%PDA 67,9+2,1 45,9+1,2 52+0,6 105,8 £6,9
BC_0,5%PDA 72,5+1,6 48,2+0,9 4,8+0,5 106,9+6,5
BC_1%PDA 75,2+1)9 49,2+1,0 4,7+0,7 102,4+7,2
PR 54,7+1,2 37,5+0,8 9,0+0,4 104,8 +4,9
PR_0,1%PDA 43,7+0,6 333+04 10,3+0,8 101,6+1,8
PR_0,5%PDA 39,3+1,1 31,3+0,7 10,2+0,5 96,2+4,5
PR_1%PDA 42,6+1,4 32,9+0,6 9,8+0,8 96,6 £3,9

Wprowadzenie PDA do cementéw obcigzonych antybiotykiem nie wptyneto na doughing
time, jednak zaobserwowano wptyw na maksymalng temperature i czas wigzania. Cementy kostne
modyfikowane PDA charakteryzowaty sie nizszg temperaturg Tmex i diuiszym czasem tser.
Najnizszg temperature Tmex zanotowano dla cementu Copal G+C_0,1%PDA (32,3 + 2,1 °C),

natomiast dla cementu Copal G+C najwyzszg temperature Tmax Zzaobserwowano po wprowadzeniu
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0,5 %mas. PDA (43,1 +1,1°C) (rysunek 121bitabela 22). Z kolei, cementy kostne PR modyfikowane
PDA wykazywaty nieznaczne wydtuzenie czasu utwardzania oraz niewielkie obnizenie temperatury
maksymalnej. Najnizszg temperature Tmex zanotowano dla PR+G_0,5%PDA (40,6 + 0,5 °C),
natomiast najwyzszg dla PR+G_0,1%PDA (43,9 + 1,6 °C) (rysunek 121a i tabela 22).
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Rys. 121. Zaleznosc temperatury od czasu dla kompozycji cementdéw kostnych: a) PR+G i b) Copal G+C
modyfikowanych dodatkiem PDA (n = 3).

Podobnie, jak w przypadku komercyjnego cementu kostnego Palacos R, dodatek PDA
do cementéw obcigzonych antybiotykiem wptyngt na proces utwardzania. Temperatury

charakterystyczne przedstawiono w tabeli 22.

Tab. 22. Charakterystyczne parametry utwardzania cementdow kostnych — doughing time tp, maksymalna
temperatura Tmax, temperatura Tset 0raz czas tset utwardzania, wytrzymatosc na sciskanie o.

Prébka Tmax [°C] Tet [°C] tser [min] o [MPa]

PR+G 47,6 +1,3 35,6+0,8 8,8+0,5 104,3 £5,1
PR+G_0,1%PDA 439+1,6 33,7+1,0 9,1+0,7 101,9+1,4
PR+G_0,5%PDA 40,6 0,5 32,4+0,3 11,0+0,5 98,8 +2,8
PR+G_1%PDA 43,6+0,6 33,3+0,6 10,3+0,4 97,3+5,5
Copal G+C 43,5+4,2 33,3+2,1 6,7+0,1 85,5+ 8,9
Copal G+C_0,1%PDA 32,3+2,1 25,7 +1,3 10,8+ 0,4 86,6 2,3
Copal G+C_0,5%PDA 43,1+1,1 31,1+0,9 11,0+0,6 83,8 +6,0
Copal G+C_1%PDA 37,1+0,4 29,0+0,3 12,0+0,6 87,1+4,9

Wysitki, majgce na celu zwiekszenie biointegralnosci cementéw kostnych PMMA,
doprowadzity do stosowania rdéznych dodatkéw, ktdre znaczaco wptywajg na wtasciwosci
materiatu, w szczegdlnosci na temperature i czas utwardzania. Miola i wspdtpracownicy [362]
wykazali, ze dodanie czastek ceramiki szklanej powoduje skrdcenie czasu do osiggniecia

maksymalnej temperatury z 7,8 minuty do 5 minuty, ktéry ulega skréceniu wraz z iloscig dodanego
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wypetniacza. Jednoczesnie temperatura Tpmex 0bnizata sie z 84 °C dla niemodyfikowanego cementu
do 76 °C dla cementu kostnego z napetniaczem. W innych badaniach Cui i wspdtpracownicy [363]
wiaczyli do kompozycji cementu kostnego bioaktywne szkto boranowe zawierajgce stront
jako faze wzmacniajacg i bioaktywny wypetniacz. Modyfikacja ta spowodowata obnizenie
maksymalnej temperatury polimeryzacji z 89 °C dla zwyktego cementu kostnego do 66 °C
dla zawierajgcego najwyzszg ilo$¢ wypetniacza. Ponadto zaobserwowano znaczny wzrost czasu tiet.
Wartosci siegnety 11 minut dla prébki z najwyzszg zawartoscig napetniacza. Innym napetniaczem
ceramicznym stosowanym w badaniach cementu kostnego jest bioceramika krzemianowa
wprowadzona do komercyjnego cementu PMMA  (Acrylic bone cement ll)
przez Chen i wspdétpracownikéw [364]. Ich wyniki wskazujg na spadek temperatury Tmex z 89 °C
dla niemodyfikowanego cementu do 72 °C dla cementu z 50% zawartoscig napetniacza, przy
jednoczesnym wydtuzeniu czasu ts: z 12 do 14 minut. Z drugiej strony, Zhu i wspotpracownicy
[365] wykazali prawie taki sam czas mieszania i aplikacji po wprowadzeniu zmineralizowanego
kolagenu do komercyjnego cementu Mendec Spine Cement. W innej pracy Paz i wspotpracownicy
[94] odnotowali zmniejszenie ciepta polimeryzacji o 12% i skrécenie czasu ts: 0 38% po dodaniu
1% mas. proszku grafenu, podczas gdy wprowadzenie tlenku grafenu spowodowato wydtuzenie
czasu ter 0 11%, i zmniejszenie ciepto reakcji o 15%. Liu i wspotpracownicy [358] wprowadzili
do cementu kostnego PMMA czgstki polifosforanu wapnia z domieszka strontu pokryte dopaming,
co spowodowato obnizenie temperatury Tmax do 75,5 °C i wydtuzenie czasu tse do 9,7 minuty
dla 15% dodatku. Badania przeprowadzone dla cementdw kostnych z dodatkami nieorganicznymi
jednoznacznie wskazujg na spadek temperatury Tmex i wzrost czasu ts: po modyfikacji.

Doniesienia literaturowe pokrywaja sie z wynikami uzyskanymi w niniejszej pracy.

Wprowadzenie PDA do cementdw kostnych nieobcigzonych antybiotykiem nie wptyneto
znaczgco na ich wtasciwosci mechaniczne. W przypadku cementu kostnego BC rdznice
wytrzymatosci na sciskanie z 0,1 i 0,5 %mas. PDA sg statystycznie nieistotne. Nieznaczny spadek
parametru o zaobserwowano dopiero po dodaniu 1 %mas. PDA uzyskujac wartosci
102,4 £ 7,2 MPa. Z kolei, dodatek juz 0,1 %mas. PDA do cementu PR powoduje nieznaczny spadek
wartosci parametru o, ktéry zwieksza sie przy wprowadzeniu 0,5 %mas. PDA
(0pr_o5%P0a = 96,2 £ 4,5 MPa). Wprowadzenie 1 %mas. PDA nie powoduje dalszego spadku wartosci

omawianego parametru.
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Rys. 122. Wytrzymatos¢ na sciskanie (o) cementu kostnego: a) BC oraz b) PR niemodyfikowanego
i modyfikowanego dodatkiem PDA (n = 5).

Modyfikacja cementéw kostnych obcigzonych antybiotykiem z PDA nie miata wptywu
na ich wtasciwosci mechaniczne. Wytrzymatos¢ na Sciskanie cementu Copal G+C miescita sie
w zakresie od 83,8 + 6,0 MPa dla 0,5 %mas. PDA do 87,1 + 4,9 MPa dla 1 %mas. PDA, podczas
gdy wytrzymatosc na sciskanie niemodyfikowanego cementu kostnego wynosita 85,5 + 8,9 MPa.
Natomiast, cementy kostne PR+G charakteryzowaty sie wytrzymatoscig na $ciskanie w zakresie
97,3 15,5 MPa—-101,9 £ 1,5 MPa (0pr+c = 104,3 £ 5,1 MPa).
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Rys. 123. Wytrzymatos¢ na sciskanie (o) cementu kostnego: a) PR+G oraz b) Copal G+C niemodyfikowanego
i modyfikowanego dodatkiem PDA (n = 5).

Jak pokazujg badania, wprowadzenie dodatkéw funkcjonalnych do cementéw kostnych
prowadzi do pogorszenia ich wytrzymatosci mechanicznej. Miola i wspdtpracownicy [362]
wykazali, ze obecnos¢ czgstek szklano-ceramicznych powoduje krucho$s¢ cementu
ze zmniejszeniem ostatecznego naprezenia zginajgcego. Stezenie dodatku wynoszgce 20 %mas.
spowodowato spadek wtasciwosci mechanicznych ponizej dolnej granicy okreslonej przez norme
ISO 5833:2002. W innych badaniach Zhu i wspétpracownicy [365] wprowadzili zmineralizowany

kolagen do komercyjnego cementu Mendec Spine Cement. Wyniki wskazujg na znaczne obnizenie
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wytrzymatosci na S$ciskanie z 112 MPa dla zwykiego cementu do 79 MPa po modyfikacji.
Z kolei, wtaczenie bioaktywnego szkta boranowego zawierajgcego stront do cementu kostnego
PMMA nie zmniejszyto znaczgco wytrzymatosci na sciskanie [363]. Co wiecej, w badaniach
przeprowadzonych przez Chena i wspotpracownikédw [364] dodanie bioceramiki krzemianowej
do komercyjnego cementu PMMA spowodowato nieznaczng poprawe wytrzymatosci na sciskanie
z 97 MPa dla zwyktego cementu kostnego do 101 MPa dla zmodyfikowanego materiatu.
Pahlevanzadeh i wspdtpracownicy [366] zmodyfikowali cement kostny monticellitem (Mon)
i nanorurkami weglowymi. Ich badania wykazaty znacznie lepsze wtasciwosci mechaniczne,
tj. modut rozciggania, wytrzymatos¢ na rozcigganie dla PMMA-Mon-CNT niz dla cementéw
kostnych PMMA i PMMA-Mon. Ormsby i wspdtpracownicy [70] wykazali znaczng poprawe
wtasciwosci zmeczeniowych cementu kostnego z dodatkiem wielosciennych nanorururek
weglowych w zakresie od 0,1 %mas. do 1,0 %mas. Interesujgce wyniki wykazali
Paz i wspdtpracownicy w swoich badaniach [94]. Dodatek grafenu na poziomie 0,1 — 1 %mas.
spowodowat spadek wytrzymatosci cementu kostnego z 107 MPa do 96 MPa,
podczas gdy wprowadzenie tlenku grafenu spowodowato poprawe wytrzymatosci cementu
kostnego na Sciskanie nawet do 121 MPa. Naukowcy postulowali, ze na pogorszenie wtasciwosci

moze mie¢ wptyw tworzenie sie agregatéw grafenu.

Niewiele doniesien literaturowych omawia wptyw polidopaminy na wtasciwosci
cementdw kostnych. Liu i wspotpracownicy [358] wprowadzili pokryte dopaming czastki
polifosforanu wapnia z domieszkg strontu do cementu kostnego PMMA. Ich badania wykazaty
spadek wytrzymatosci na Sciskanie po modyfikacji, jednak powlekanie spowodowato zmniejszenie
negatywnego efektu w porédwnaniu z niepowlekanymi czgstkami. W innych badaniach
Kang i wspotpracownicy [367] wprowadzili bioaktywne nanoczgstki hydroksyapatytu dekorowane
polidopaming do cementu na bazie PMMA. Wyniki wskazujg na znaczny spadek wytrzymatosci
na S$ciskanie, wytrzymatosci na zginanie i modutu sprezystosci, co moze byé spowodowane
tworzeniem sie agregatow nanoczgstek. Powyzsze badania wskazuja, ze wiasciwosci mechaniczne
cementéw kostnych ulegajg pogorszeniu po dodaniu srodkéw bioaktywnych. W przypadku tych
badan nie zaobserwowano spadku wytrzymatosci na Sciskanie. Brak badan nad wplywem
nanoczastek polidopaminy na wtasciwosci funkcjonalne cementéw kostnych stwarza przestrzen

do prowadzenia dalszych badan w tym obszarze.

Wprowadzenie polidopaminy do cementéw kostnych obcigzonych antybiotykami
(Palacos R+G oraz Copal G+C) niesie ze sobg korzys¢ w postaci poprawy uwalniania antybiotykdw
bez wptywu na witasciwosci mechaniczne cementdéw. Uwalnianie antybiotyku gentamycyny
prowadzono metodg spektroskopii UV-Vis na podstawie absorbancji piku absorpcyjnego
z maksimum przy dtugosci fali 206 nm. Wprowadzenie PDA spowodowato wzrost ilosci
uwalnianego antybiotyku z cementéw Palacos R+G oraz Copal G+C, ktéry byt wiekszy dla dodatku

1 %mas. PDA. Jednakze, nie wptyneto na czas uwalniania antybiotyku z cementu Copal G+C,
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ktory wynosi 28 dni. Natomiast, zaobserwowano nieznaczne wydtuzenie czasu uwalniania
gentamycyny z 11 dni dla cementu niemodyfikowanego do 20 dni dla cementu Palacos R+G
z dodatkiem PDA. llo$¢ antybiotyku uwolnionego po dodaniu PDA wzrosta o 13,3% dla 0,1 %mas.
PDA i 24,3% dla 1 %mas. PDA (Palacos R+G) oraz 0 12,3% dla 0,1 %mas. PDA i 30,2% dla 1 %mas.

PDA (Copal G+C). Profile uwalniania przedstawiono na rysunku 124b.
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Rys. 124. Uwalnianie gentamycyny z cementu kostnego: a) PR+G oraz b) Copal G+C niemodyfikowanego
i modyfikowanego PDA.

Uwalnianie substancji czynnej z cementu kostnego jest zwigzane z porowatoscig
i chropowatoscia powierzchni materiatu. Jak pokazujg badania, dodanie bioaktywnych
wypetniaczy zmienia te parametry, co w konsekwencji moze wptywac na uwalnianie antybiotyku.
W prowadzonych badaniach Paz i wspotpracownicy [94] zbadali wptyw dodatku grafenu i tlenku
grafenu na porowatos¢ cementéw kostnych. Ich badanie wyraznie pokazuje, ze wraz ze wzrostem
ilosci dodatku od 0,1 %mas. do 1 %mas. porowato$s¢ materiatdbw wzrasta. Postulowali,
ze moze to by¢ zwigzane z tworzeniem sie aglomeratéw przy wyzszych zawartosciach dodatkéw.
Dodanie czgstek polifosforanu wapnia domieszkowanego strontem pokrytych dopaming réwniez
spowodowato aglomeracje czastek, jednak autorzy nie badali porowatosci i uwalniania
antybiotykéw [358]. Badania przeprowadzone przez Kaig i wspétpracownikéow [367] rowniez
wykazato tworzenie sie agregatéw nanoczgstek hydroksyapatytu dekorowanych polidopaming
w matrycy cementu kostnego. W innej pracy Goncalves i wspotpracownicy [368] badali cementy
kostne zawierajgce nanonapetniacze weglowe, takie jak nanorurki weglowe lub tlenek grafenu.

Wyniki pokazujg, ze zmodyfikowane cementy kostne wykazujg nieco zwiekszong chropowatos¢.

Polepszone uwalnianie antybiotyku z cementéw kostnych modyfikowanych PDA,
moze przetozy¢ sie na wyzszg antybakteryjnosc. Jak pokazano na rysunku 125, wzrost bakterii
zmniejszyt sie w probkach z cementem kostnym i cementem kostnym modyfikowanym PDA
(0,1; 0,2; 0,5 i 1 %mas. PDA) w poréwnaniu z prébka kontrolng zawierajgcg tylko S. aureus.
Jednakze, nie zaobserwowano réznic w hamowaniu wzrostu pomiedzy prébkami z zwiekszajgca

sie iloscig PDA.
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Rys. 125. Wptyw cementu kostnego Copal G+C i cementu kostnego modyfikowanego 0,1 %mas. — 1 %mas.
PDA na wzrost S. aureus.

Niestety, zwiekszony poziom uwalnianej gentamycyny nie skutkowat zwiekszong
aktywnoscig przeciwbakteryjng. Moze to by¢ zwigzane z faktem, ze w ciggu pierwszych 24 godzin,
kiedy badano wtasciwosci antybakteryjne, ilos¢ gentamycyny uwalnianej ze wszystkich probek
byta na tym samym poziomie. Jednak dopiero w pdzniejszej czesci badania (po 2 — 3 dniach)
zaobserwowano znacznie wieksze uwalnianie gentamycyny w zmodyfikowanych cementach

kostnych. Niemniej jednak, materiaty wykazujg silng aktywnos¢ przeciwbakteryjna.

Ponadto, zbadano zywotno$¢ komodrek Hep2G za pomocy kolorymetrycznego testu
WST-1 w trakcie 24-godzinnej ekspozycji na cement kostny i cement kostny zmodyfikowany
0,1 %mas. — 1 %mas. PDA. W badaniu nie zaobserwowano Zzadnego negatywnego efektu

w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi (rysunek 126).
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Rys. 126. Zywotnosé¢ komdrek Hep2G po dziataniu cementu kostnego Copal G+C i Copal G+C
modyfikowanego 0,1 %mas., 0,2 %mas., 0,5 %mas. i 1 %mas. PDA.

Nanoczgstki wprowadzone do organizmu gromadzg sie i mogg prowadzi¢ do uszkadzania
komoérek watroby. Wyniki badan Sharma i wspdtpracownikéw [369] wskazujg, ze nanoczgstki ZnO

gromadzg sie w watrobie i powodujg stres oksydacyjny prowadzgcy do uszkodzenia DNA
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i apoptozy. Podobnie Shukla i wspdtpracownicy [370] wykazali, ze nanoczastki TiO, indukujg
oksydacyjne uszkodzenia DNA i apoptoze w komérkach Hep2G za posrednictwem mitochondridw.
Knudsen i wspdtpracownicy [371] zaobserwowali wzrost ekspresji cytokin prozapalnych CCL2 i IL6,
a takze odpowiedzi genu HMOX1 na stres oksydacyjny i enzymu naprawy DNA OGG1 w watrobie
po ekspozycji na micele i liposomy. Wzrost ten byt statystycznie istotny dla grup narazonych
na dziatanie miceli. Ten sam trend pojawit sie w grupach narazonych na liposomy, ale efekt byt
znaczacy tylko dla CCL2 i IL6. Z kolei, z danych WST-1 uzyskanych przez Kermanizadeh
i wspotpracownikéw [372] wynika, ze cytotoksyczno$é zwigzana z ekspozycjg na liposomy byta
bardzo niska, nawet przy stezeniach do 39 pg/cm?. Dane wykazaly, ze komorki poddane dziataniu

etanolu byty bardziej podatne na cytotoksycznos¢ w wyniku jednoczesnej ekspozycji na liposomy.

Wiaczenie polidopaminy do cementéw kostnych wykazato obiecujacy wptyw
na wiasciwosci materiatu, uwalnianie leku i bioaktywnosé. Cementy kostne modyfikowane PDA
wykazywaty wydtuzony czas wigzania i obnizenie maksymalnej temperatury polimeryzacji, zgodnie
z trendami obserwowanymi dla innych bioaktywnych wypetniaczy. Modyfikacja ta nie wptyneta
negatywnie na wytrzymatos¢ cementu kostnego na Sciskanie, w przeciwienstwie do wielu innych
bioaktywnych  dodatkdw, ktdére zazwyczaj zmniejszajg wytrzymato$¢ mechaniczng

modyfikowanych materiatéw.

Podsumowujac, uwalnianie gentamycyny z cementdw kostnych Palacos R+G
oraz Copal G+C modyfikowanych PDA byto znacznie wieksze niz z cementu niemodyfikowanego
ze wzrostem do odpowiednio 124% i 130% dla cementu modyfikowanego dodatkiem 1 %mas.
PDA. Jednak to zwiekszone uwalnianie nie odzwierciedlato lepszej skutecznosci
przeciwbakteryjnej cementu Copal G+C w poczatkowym 24-godzinnym okresie prowadzenia
badania. Prawdopodobnie, spowodowane byto to podobnym uwalnianiem antybiotyku
ze wszystkich cementéw przez ten okres. Niemniej jednak, materiaty wykazywaty ogdlnie silne
wtasciwosci antybakteryjne. Ocena cytotoksycznosci przy uzyciu komdrek Hep2G potwierdzita,
ze cementy kostne modyfikowane PDA nie wywierajg toksycznego wptywu na komorki
watrobowe. Wyniki te kontrastujg z badaniami prowadzonymi z zastosowaniem innych rodzajow
nanoczastek, takich jak ZnO i TiO,, ktére wykazaty dziatanie hepatotoksyczne poprzez stres

oksydacyjny i indukcje apoptozy.

Mimo obiecujgcych wynikéw, wptyw PDA na wtasciwosci funkcjonalne cementéw
kostnych pozostaje stabo poznany. Dalsze badania s3 niezbedne do petnego zrozumienia
dtugoterminowych oddziatywan biologicznych cementéw modyfikowanych PDA, optymalizacji
kinetyki uwalniania antybiotykéw oraz oceny ich skutecznosci in vivo. Niniejsze badanie stanowi
fundament dla przysztych prac nad wykorzystaniem PDA jako funkcjonalnego dodatku

do biomateriatéw ortopedycznych.
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IV. Whnioski i podsumowanie prowadzonych badan

Wyniki badan przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej obejmujg modyfikacje
zwigzkéw o dziataniu antybakteryjnym (jak antybiotyki, eugenol, nanoczasteczki srebra), synteze
i charakterystyke polimeréw gwiazdzistych z wbudowanymi substancjami aktywnymi
jak i srodkiem kontrastujgcym (gadolin) i pozgdanymi grupami funkcyjnymi oraz ich zastosowanie
do modyfikacji cementéw kostnych. Opracowana tematyka ma charakter innowacyjny,
poniewaz w literaturze brakuje doniesied dotyczacych wykorzystania zaréwno pochodnych
eugenolu i gadolinu jako monomeréw w kompozycjach cementéw kostnych, jak réwniez
polimerdow gwiazdzistych o wtasciwosciach antybakteryjnych lub kontrastujacych jako sktadnikéw

tych materiatéw.

Gtéwnym celem badan byto opracowanie strategii syntezy monomerdéw funkcyjnych
i polimerdw gwiazdzistych, a nastepnie ich wykorzystanie do modyfikacji cementéw kostnych
w celu nadania im nowych cech uzytkowych - aktywnosci antybakteryjnej, zdolnosci
do kontrolowanego uwalniania substancji aktywnych oraz wifasciwosci kontrastujgcych
umozliwiajgcych obrazowanie metodag rezonansu magnetycznego (MRI). Realizacja tego celu
obejmowata synteze pochodnych eugenolu i ampicyliny, otrzymywanie polimeréw gwiazdzistych
metodg ATRP oraz wbudowanie do ich struktury monomeréw o funkcji antybakteryjnej
lub kontrastujgcej. Badano rowniez zdolnos$¢ polimerdw gwiazdzistych do kompleksowania
zwigzkéw aktywnych, takich jak eugenol, ampicylina, ryfampicyna czy nanoczastki srebra,
a nastepnie analizowano wptyw dodatku uzyskanych polimeréw gwiazdzistych na wtasciwosci
mechaniczne i antybakteryjne cementéw kostnych oraz proces utwardzania oraz kinetyke

uwalniania substancji aktywnych z matrycy polimerowe;j.
Najwazniejsze wnioski z przeprowadzonych badan mozna ujg¢ nastepujaco:

Modyfikacje zwigzkéw funkcyjnych

Zaprojektowane i opracowane strategie modyfikacji zwigzkéw bioaktywnych,
takich jak eugenol czy ampicylina, umozliwity uzyskanie monomerdw i inicjatorow zdolnych

do wbudowania sie w strukture polimeru.

W przypadku eugenolu zastosowano estryfikacje Steglicha (modyfikacja przez grupe
hydroksylowg) oraz reakcje tiol-en (modyfikacja przez grupe allilowg), co pozwolito na otrzymanie
monomerdw o potencjalnym dziataniu antybakteryjnym i reaktywnych w procesie polimeryzacji,
co z sukcesem wykorzystano w syntezie polimeréw gwiazdzistych i otrzymywaniu cementéw

kostnych.

Ampicyline zmodyfikowano metodg estryfikacji Steglicha, otrzymujac inicjator

polimeryzacji ATRP. Nastepnie przeprowadzono synteze zaréwno liniowych polimeréw PMMA,
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jak i polimerdéw gwiazdzistych z kowalencyjnie przytgczonym antybiotykiem, przy zachowaniu jego

aktywnosci biologiczne;j.

Funkcjonalizacja gadolinu pozwolita na otrzymanie metakrylowej pochodnej Gd(MAA)s,
petnigcej jednoczednie role srodka kontrastujgcego i monomeru sieciujgcego. Otrzymany
monomer z sukcesem wbudowano w strukture polimeréw gwiazdzistych oraz matryc cementéw
kostnych, nadajgc im witasciwosci kontrastujgce, umozliwiajgce obrazowanie metodg rezonansu

magnetycznego.

Synteza polimerdw gwiazdzistych i otrzymywanie kompleksow

Polimery gwiazdziste z powodzeniem zsyntezowano metodg ATRP, co pozwolito
na uzyskanie materiatéw o dobrze zdefiniowanej architekturze, wysokiej masie czgsteczkowej
i stosunkowo niskiej dyspersyjnosci. Otrzymane struktury stanowity uniwersalng platforme
do dalszych modyfikacji, umozliwiajgc zaréwno kowalencyjne wbudowywanie substancji

aktywnych, jak i tworzenie kompleksow.

Zsyntetyzowane polimery gwiazdziste z kowalencyjnie wbudowang metakrylowa
pochodng eugenolu wykazywaty wtasciwosci antybakteryjne, a polimery z wbudowang ampicyling
zachowaty aktywnos¢ biologiczng, potwierdzajgc skutecznosé zastosowanych metod modyfikacji

chemicznej i syntezy polimerowe;.

Polimery gwiaZzdziste zawierajgce metakrylan gadolinu wykazywaty jednorodnosé¢ pod
wzgledem rozmiaru i charakteryzowaty sie dobrze zdefiniowang strukturg, a ich wifasciwosci
kontrastujace w MRI wskazujg na potencjat zastosowania w obrazowaniu medycznym, zwtaszcza

w procedurach $rddoperacyjnych.

Odpowiednio zaprojektowane polimery gwiaZdziste tworzyty kompleksy zaréwno
z substancjami hydrofilowymi (ampicylina), jak i hydrofobowymi (eugenol, ryfampicyna),
zwiekszajgc ich biodostepnosc¢ i efektywnosé biologiczng. Struktura polimeru gwiaZzdzistego
umozliwita kompleksowanie substancji w niestandardowych stosunkach molowych
(STR:EU — 1:20; STR:AMP — 1:7; STR:RIF — 1:5), przewyzszajgc zdolnosci innych nosnikéw,

jak na przyktad Captisol®, ktéry pozwala na kompleksowanie réwnomolowych ilosci eugenolu.

Whbudowanie monomeru DMAEMA w strukture polimeréw gwiazdzistych umozliwito
redukcje jonéw Ag* i otrzymanie nanoczgstek srebra (AgNPs) bez koniecznosci stosowania
dodatkowych czynnikdw redukujgcych. Proces ten byt najbardziej wydajny w ukfadzie
wodno-acetonowym, prowadzgc do powstania stabilnych, kulistych nanoczastek o rozmiarach
2 — 40 nm. Obecnos$¢ grup aminowych DMAEMA sprzyjata zaréwno kompleksowaniu jonéw

srebra, jak i ich redukcji in situ, zwiekszajgc efektywnosc¢ i stabilnosé powstajgcych nanostruktur.
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Kompozycja cementow kostnych

Analiza wptywu stezenia sktadnikdw systemu inicjujgcego (BPO i DMA) wskazuje
na ich znaczacy wptyw na przebieg procesu polimeryzacji cementu kostnego i pozwala
na projektowanie jego wifasciwosci. Najwyzszy stopien konwersji (>95%) przy ograniczonym
wzroscie temperatury utwardzania cementu niemodyfikowanego uzyskano dla stosunku
masowego BPO:DMA = 0,3:0,5. Modyfikacje cementu kostnego, poprzez wprowadzenie réznych
dodatkéw antybakteryjnych, wymagaty zmiany stezenia skfadnikéw systemu inicjujacego,
np. 1 %mas. BPO i 1,17 %mas. DMA. Konieczne byto zatem znalezienie odpowiednich stezen
inicjatora i koinicjatora (reduktora), dla konkretnego sktadu kompozycji, ktére pozwolity

na otrzymanie materiatu o pozgdanych witasciwosciach.

Eugenol

Cementy zawierajace 0,5 %mas. eugenolu spetniaty wszystkie wymagania normy
ISO 5833:2002 i wykazywaty aktywnos$¢ bakteriostatyczng, mimo duzego stezenia uwalnianego
srodka antybakteryjnego. Jednakze eugenol wptywat na proces utwardzania cementdéw kostnych,
znaczgco wydtuzajgc czas wigzania i obnizajgc maksymalng temperature polimeryzacji.
Konsekwencjg tego byto réwniez pogorszenie wytrzymatosci na sciskanie materiatéw, ktéra byta
najlepsza dla cementu z najwyzszg zawartoscia systemu inicjujagcego 1 %mas. BPO i 1,17 %mas.
DMA. Negatywny wptyw eugenolu na proces utwardzania cementu kostnego powinien zostac

ograniczony, co uzyskano poprzez wtgczenie EU w nosniki substancji aktywnych.

Kompleksowanie eugenolu na nosnikach lekdéw, jak Captisol® i polimer gwiaZdzisty
wzmocnito dziatanie antybakteryjne przy zachowaniu odpowiedniej wytrzymatosci mechanicznej
materiatow. Cementy z dodatkiem CP-EU wykazywaty bardzo dobrg wytrzymatosé mechaniczng
oraz wysokie uwalnianie eugenolu i skuteczne dziatanie antybakteryjne przez ponad 48 godzin.
Z kolei, kompleks STR:EU pozwalat na dtugotrwate uwalnianie eugenolu i wysokg aktywnos¢
antybakteryjng w pierwszych godzinach badania, cho¢ powodowat pogorszenie wytrzymatosci

cementu na Sciskanie.

Modyfikacja eugenolu pozwolita na otrzymanie dwdch reaktywnych pochodnych:
metakrylowej (EU-MAA) i tiolowej (EU-T2), ktdore skutecznie wtgczono do struktury cementéw
kostnych. Wykazywaty one jednak zréznicowany wptyw na proces utwardzania i wtasciwosci
cementu kostnego: monomer EU-MAA poprawit wytrzymatosc na Sciskanie i skrocit czas wigzania,
natomiast monomer EU-T2 silnie obnizat temperature utwardzania, lecz towarzyszyt temu spadek
stopnia konwersji oraz pogorszenie wtasciwosci mechanicznych. Cementy kostne modyfikowane
EU-MAA wykazywaty zwiekszong aktywnosé antybakteryjng wzgledem BC_EU, z kolei, BC_EU-T2

wykazywat bardzo silne wtasciwosci antybakteryjne w pierwszych 24 godzinach badania.

Cementy kostne modyfikowane STR-EU-MAA spetniaty wymagania normy I1SO 5833:2002

i charakteryzowaty sie dobrg wytrzymatoscia na S$ciskanie, a takie wysokg aktywnoscig
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antybakteryjng wobec E. coli. Zwigzanie eugenolu w polimerze gwiazdzistym skutkuje silniejszymi
wtasciwosciami antybakteryjnymi cementu kostnego, niz wprowadzenie eugenolu w postaci

kompleksu z polimerem gwiazdzistym.

Podsumowujgc, z posrdéd przeprowadzonych modyfikacji eugenolu, najlepszymi
wtasciwosciami antybakteryjnymi, przy zachowaniu dobrych wiasciwosci mechanicznych
i parametrow utwardzania cementdow kostnych, charakteryzowat sie polimer gwiazdzisty

z wbudowanym kowalencyjnie monomerem EU-MAA.

Polimery gwiazdziste ze srebrem

Modyfikacja metakrylowych cementéw  kostnych  polimerami  gwiaZdzistymi
zawierajgcymi AgNPs (STR—AgNPs) przyczynita sie do poprawy ich wytrzymatosci na sciskanie.
Co wiecej, badania biologiczne potwierdzity silng aktywnosé antybakteryjng wobec E. coli.
Dodatkowo, antybiotykowe cementy kostne modyfikowane STR—AgNPs charakteryzowaty sie
znacznym wzrostem i wydtuzeniem czasu uwalniania gentamycyny, a takze polepszeniem

wtasciwosci antybakteryjnych.

Antybiotyki

Wprowadzenie antybiotykdw (ampicylina i ryfampicyna) do cementdow kostnych wptyneto
na ich wtasciwosci, jednakze nadal spetniaty one wymagania okreslone norma I1SO 5833:2002.
Dodatek ampicyliny do cementéw skutkowat poprawg wytrzymatosci mechanicznej
oraz zwiekszeniem temperatury maksymalnej polimeryzacji, przy uzyskaniu stabej aktywnosci
antybakteryjnej. Z kolei, ryfampicyna znaczaco wptywata na proces utwardzania cementu
kostnego, obnizajgc temperature Tmaxi Wydtuzajgc czas polimeryzacji oraz pogarszajgc wtasciwosci
mechaniczne, jednak jednoczes$nie zapewniajac silne wtasciwosci antybakteryjne, istotne z punktu
widzenia jego potencjalnych zastosowan. Negatywny wptyw ryfampicyny na proces utwardzania
cementu kostnego wymaga ograniczenia, co uzyskano poprzez kompleksowanie RIF z polimerem

gwiazdzistym.

Kompleksowanie RIF umozliwito zmniejszenie negatywnego wptywu tego antybiotyku
na wtasciwosci cementéw kostnych, przy zachowaniu wysokiej wytrzymatosci mechanicznej
oraz korzystnego, przedtuzonego profilu uwalniania leku. Z kolei, kompleksowanie AMP pozwolito
na efektywne wigzanie antybiotyku, zachowujgc jego strukture i skutecznosc¢ terapeutyczng,
przy jednoczesnej poprawie wtasciwosci antybakteryjnych modyfikowanych cementéw kostnych,

jednakze wptywajac negatywnie na wtasciwosci mechaniczne.

Cementy modyfikowane STR—AMP-PEG,-PMMA wykazywaty bardzo dobre wtasciwosci
mechaniczne oraz zwiekszong, w stosunku do BC_AMP oraz BC_STR:AMP, aktywnos¢

antybakteryjna.
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Polimery gwiaZdziste z gadolinem

Dodatek STR-Gd(MAA)s; do cementdw kostnych spowodowat pogorszenie ich wtasciwosci
mechanicznych. Jednakze wprowadzenie zarowno Gd(MAA)sz, jak i STR—-Gd(MAA)s; pozwolito
uzyska¢ materiat o wtasciwosciach kontrastujgcych. Otrzymane materiaty stanowig potencjalne

narzedzie do monitorowania implantu w trakcie terapii za pomoca rezonansu magnetycznego.

Polidopamina

Polidopamina zostata skutecznie zsyntezowana i wprowadzona do cementu jako sktadnik
bioaktywny. Efektem zastosowania polidopaminy byto obnizenie temperatury utwardzania,
a takze wydtuzenie czasu wigzania bez negatywnego wptywu na wytrzymatos¢ mechaniczng
modyfikowanego cementu. Co istotne, PDA znaczgco poprawita uwalnianie gentamycyny,
osiggajac nawet 150% wzrost wzgledem cementu niemodyfikowanego. Materiaty te wykazywaty
wysoka biokompatybilno$¢ w badaniach in vitro z komdrkami Hep2G, co wskazuje, ze mogg by¢

z powodzeniem stosowane jako bezpieczne i bioaktywne wypetniacze implantacyjne.

Podsumowujgc, przeprowadzone badania potwierdzity mozliwo$s¢ opracowania
funkcjonalnych cementéw kostnych o polepszonych wiasciwosciach biologicznych i
fizykochemicznych dzieki zastosowaniu nowatorskich, wielofunkcyjnych polimeréw gwiazdzistych
oraz ich komplekséw z zwigzkami o wtasciwosciach antybakteryjnych i kontrastujgcych.
Modyfikacje obejmujgce wprowadzenie antybiotykdow, eugenolu i jego pochodnych,
polidopaminy, oraz nanoczastek srebra pozwolity na zwiekszenie skutecznosci antybakteryjnej
oraz kontrolowane uwalnianie substancji aktywnych, przy jednoczesnym zachowaniu
wytrzymatosci mechanicznej i parametréw utwardzania cementéw kostnych zgodnych z norma
ISO 5833:2002. Modyfikacja metakrylanem gadolinu pozwolita dodatkowo uzyskaé materiaty o
wtasciwosciach kontrastujgcych metodg MRI. Przedstawione rozwigzania mogg znaleié
zastosowanie w nowoczesnych cementach kostnych do leczenia ubytkdw kostnych i stabilizacji
implantéw, spetniajac jednoczesnie wymagania terapii regeneracyjnych, diagnostyki obrazowe;j

oraz dtugotrwatej profilaktyki zakazen.

Przeglad dostepnej literatury wskazuje na brak doniesiern dotyczacych zastosowania
polimeréw modyfikowanych srodkami antybakteryjnymi w kontekscie ich wptywu na wtasciwosci
cementéw kostnych. Obszar ten pozostaje niedostatecznie zbadany, co uniemozliwia petng ocene
potencjatu aplikacyjnego takich uktadéw w medycynie regeneracyjnej. Badania przeprowadzone
w ramach niniejszej pracy stanowig zatem préobe wypetnienia tej luki poznawczej i mogg przyczynié
sie do rozwoju nowoczesnych, funkcjonalnych materiatéw kompozytowych o dziataniu

przeciwdrobnoustrojowym.
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Raw Materials & Energy in Green Transition, 27-29 November 2024: abstract book, red. Marzena
Smol - Krakéw, Polska: Publishing House Mineral and Energy Economy Research Institute Polish
Academy of Sciences, 2024 - s. 214 — poster

J. Szymanska, D. Tomczak, D. Zielinska, G. Przestawski, Odpadowe popioty lotne jako napetniacze
kompozytow polimerowych, XI Kongres Technologii Chemicznej, Materiaty konferencyjne,
red. Robert Frankowski - Poznan, Polska: Politechnika Poznariska. Wydziat Technologii Chemicznej,
2024 - s. 162 — poster

K. Szczesniak, J. Piasecka, A. Fijatkowska, M. Dtugosz, G. Przestawski, J. Litowczenko-Cybulska,
P. Gajewski, M. Robakowska, A. Marcinkowska, Synthesis and characterization of conductive
cell-carrying scaffolds for applications in regenerative medicine, NanoTech Poland 2022.
Book of abstracts, 1st-3rd June 2022, Poznan, Poland, 2022 - s. 183 — poster

Staze naukowe

Carnegie Mellon University (CMU), 4.03.2024 - 4.06.2024
Mellon Institute, Department of Chemistry,

Center for Macromolecular Engineering, Matyjaszewski Polymer Group

Mentor: Krzysztof Matyjaszewski, Ph.D., professor in the Department of Chemistry

Staz naukowy w ramach projektu STER

Czech Academy of Sciences 1.10.2023 - 30.11.2023
Institute of Macromolecular Chemistry

Mentor: Ing. Jiri Brus Ph.D.

Staz naukowy w ramach projektu Erasmus+

CNR-Istituto pe lo Studio dei Materiali Nanostrutturati (CNR-ISMN) 15.09.2022 - 14.11.2022
Dip. ChiBioFarAm at University of Messina

Mentor: Antonino Mazzaglia Ph.D.

Staz naukowy w ramach projektu Erasmus+

Nagrody

Nagroda Marszatka Wojewddztwa Wielkopolskiego w konkursie ,Wielkopolska dla Planety 2030”
w kategorii ,Nauka” za prace pt. ,Naturalny S$rodek antybakteryjny jako alternatywa
dla antybiotykéw w cementach kostnych”

Nagroda Komitetu Naukowego Zjazdu Zimowego Sekcji Mtodych Polskiego Towarzystwa
Chemicznego za najlepsze postery z badan wtasnych za prace pt. , A Star Polymer-Eugenol Complex

as a Potential Modifier of Methacrylate Bone Cement”

2. miejsce Akademickich Mistrzostw Polski w Futsalu w kategorii uczelni technicznych
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