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Ro z d z i \Wpjowaizenie

We wsp-gczesnej medycynie do |l eczenia chor
p-gstage [Liglr mWwyt edrniwa sifn tutaj maSci, kremy i
wykorzystanym do ich produkcji. Naj b ad chz imeajS cl

dokt - r ych \aaelini arolarmgmalec. Po drugiej stronimza j duj N si n Uel e
kt - uyboglwa si i wyaesabstencjh yRIcmiffidoyw t ymi dwoma gr uf
stanowi Nce utypiaejw veodzielibsvpda w gleju.

HydroUel e z roku na rok zyskujwebsrageedycynywi i k
i farmacji[4,5].Pod wzgl idem fstrpkonewysmi aznemi owanN mat
zwielus | ni e spl Ntanych ga@&tuck - mapbcivngadcawo®i d
czNsteczek wody w cagej oHf.fvodaSecle ptoavmaki fNan
90-95%masowycita § e g o h[}id].r o®a Eaoulcihmge r o wei ¢ womadd eby | p
naturalnegdnp. agaf10,11], alginian[12,13], tragakantd14,15] lub pochodzenip - § synt et y c
czy syntetycznegonp. chitozan[16,17], pochodne celulozjd 8i 20], alkohol poliwinylowy[21,22]).

Farmakopea wymcUniakwielCectdNst - OUni cuj NcN |
wgaSci woSciami fizykochemicznymi, jest moUl i
substancji leczniczych. Hydmywder matdml agist Drs e gve
naswoj N wysoce hydrofil owN n atdsowanian a srgrk ONu bpsrtzae
rozpuszczalnychwo d zi e . Rzadzi e]j substancja | ecznicza
Dob-r noSnika substancji c¢zynn eyszysikinnemag azy leke U
stosowanyb id zisek - n&a owgosivwynsNys bDmMdanibognoNny Sl uzowe.
wymienionep o wy e §l goddana s hgdowlEkl e. Poprzez fakt,
zawi eraj N bardzo duzBsisowmnium@i Bwddy,zi et praa opal |,
j edn o celeldcSM ed wysuszerdia,¢mas zczeg-l ne znaczenie przy
WaUnN cechN dotyczNcN szczegblgming KBydrzoWel ij
do mukoadhezji w miejac podaniagby zastosowany e k mi a§d czas zadzi agal
KluczowN roln odgrywaj N teU odpogw a¢drdir@dvedgasci
ichstosowania s zczeg- | ni e niahokolicy Wymogiem konigcongnt da slasdwania
h y d ri w beelach farmaceutycznyélmedycznycj e st i c h mi esttookssuynckzun odSol
s k - w przypadku stosowania dermatologicznegjer - wnciaeggle go or gani z mu

Zainteresowanie hydr oUlelcehmi wgvaySnciiknao Sz h.i € h :
Naszczeg: | nN uniidzgifnymizadsdlurga$iN dbapdzgond edatao Si
reologicznec zy bi ok o m@aalymar chodSi ci ermaatwrNy cg r uypdir ke Ir ce
w wyniku zaplanowanychichc el owy c h mo dydnérkcavwdg i w zaySstikiyug oN® die |
A amol ecx[lNe8 swirfaUl i we [2930]tpeomen®waaiéwuzakiesie UWIS
[31,32]i zmiany pH[33,34]czyt a ki epr Xe¢ wypadtzu\n e k 3586kt r yczny



GJ - wny obszar badallEy dwepklehzest uju Nekrcbhenna
ich potencjalnegaagosowanigakon o S-nvisubstanciji biologiczniezynnych[37i39]. | st ni ej N dwi e
g§- wne umerdchachignid e k - w w st r uukJesi tounieruchamidnidekuire ditu
orazjegounieruchamiani¢ upb usieciowanistrukturyhydrad e (Rycina 1) Pierwsza z nich polega
najednoczesnyn e | owwamriekur sor - wzhyhls todredjtlN dap e miclto w mi ej s
stosowania[40i 42]. Unieruchamianie po usieciowanippol ega nahpogodlfekni z | eki e
dopiero poutworzeniumatrycy polimerowe[43i 45]. Podstawowynzjawiskiemz a pomoc N kt - r ego
substancje lecznic N auwmi ane z hydrjoelsetl odwefgudz ¢rihy S nkidkékin ik iy a ¢
st APerd fdzy mat roytca\c zhayjditwoytdm Ugua lani ani e moUe zachodzi
przy jednoczesnej degr4ed7aWiginl eho$cy bgdwghbéE&coweSc
mo Ul jeswv azyskanie foormy k ont r ol owany m, z a z wwaloiania jsubsamcig e d gu Uo ny

czynnej[48i 50].
e —

API

Czynnik sieciujgcy

J.ff tancuch polimerowy

0 ¢ Shns

Rycina 1. Schematyczne Zzobrazowani e met od uni eruchamiani a
wykor zyst uj NA)yrcditu orae (B)o whigruchamiania lekypo procesie usieciowana. Sposoby
uwal ni ania substanwykorczyystny@ liyug orpeiDydegradag.| i

I nteresuj Ncy mi f or ma mi dostarczania |l ek-w jest
docelowym wykor zyst wjh6ei woS&ial hezyczne i strakuemi czne z
hydroUel owych. Czynnikiem wyzwalwatyjympzyadkumowg N ni ani e
byl specyficzne jony l ub odpowiedni e zngidjle Srodowi s

Najcieckawszeo r zy k gady t e jprzedstawigngy Tabglid.r o Ue | i
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I nUynieria tkankowa jest dziedzijnNMagawkini z
sinfa pr-bie caditSkankeni &t -ra ul egda muasrzkMdw.enb:
duUej zawaw thoySlodo Swkdodmya loeemacierz poa Kk ?im- r k o wN t kank i

nat ransport substancij.i odUy wc z y cratryéyk ¢ my [BIleSR]k - w
Szczeg:- | nymi cechami hy dr o Ueastosowanie¢ awi t8jkdziedzkie - r
sWsp-gczynni k pfAcznienia, porowatoSi, tebabhygeé

orazzdol noSi do [53mboereasnwrwahe mi skjaga fydr o
nakontrolowaniei ¢ h wgd a Sci wockicbiochdmicangho gPopnyez wprowad:
rodzaj -w polijakerUed,attymlai,chal gohagen, cimeolloaaik
oddzi agykvam-irak aani , zdol noSi do adsorpcji Czy
pozakom-rkowej . Dostosowywanie wgaSciwoSci h
znaczenie dla sukcesworzenia sztucznych tkanekia r z Nrdzregeneracjuszkodzonyclikanek.
Poprzez precyzyjnéontrolowanies k @ & dtruktuy hy dr o Ue | i , n au kgomicriyc i éG
bi omateri alji wkorkpgatrybisINneewdm&ijc Nwo 8 p b, winnesdphoarmai gc:
oddzi agymamied, sobswaccjp¢ Nbi oaktywne i Sprzyj
orazregeneracjitkaneldy dr o UenlUey niw er i i tkankowej po raz pi
Witcherle iLim przy produkocyychszkOkegjcnkentsadkt one
wykorzystywane jako biotusze dowor zeni a rusztowa@® dla kom-r ek
tr - j wy mi[ile@.we go

Sk-ra czgowieka gawoM bpirérwsizNkt -ra chrc
dzi aganiem czynni k-w zewnnintrznych i przed dro
sifi swoim unikalnym mikrobi omem, kt -ry wutrzy
szczepami @kt eryjnymi, kt -re z a mi e RBrapionibpceriummspk,r o b i
Staphylococcuspp., Corynebacteriumspp. [61]. Gdy bariera sk-rna ul e
stanowil wrota infelkvsi wdl &obaltf evailini egszybhy
m.in. Staphylococcus aureuStaphylococcus aureusp or ny n a (MR8A), \Steptbcocous
pyogenesEscherichia coliPseudomonasesuginosaczy Clostridium tetani

Jednym z najpowani ej szych problem-w zwi Nzanych z

bakterii. OpornoSi bakterii standwiagbé&bhaknoe
dazdr owi a publicznego. Bez odpowi ed nestosowdie o d k
antybi otgylanwcizanie ich naduUywania, moUemy zm

antybiotyk-w bhndzie skuttledanWNyaeh metowalzapamii e g
szczep-wW opornychosowanica k't wbij etdyhkii ej svse swpis - $z an
dotyczytozakaUonych ran. W tafiamwepzizlypsaidk uWnédgammn
przeciwbakteryjnym, ze wzglndu nw Wemizeniange

schorze® sk-rnych
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TabelalWy br ane przykgady hydroUel. uni kalnych wgaSciwoSciach do
Budowa chemiczna API WgaSci woSc  Drogapodania Literatura
PeMA i GelMA Kurkumina pHiwr a Ul i wy [62]
. pHiwr a Ul i wy
Dekstran Diklofenak sodowy RFTiwr aUl i wy [63]
i mangiferyna 4
Samol eczNc
Metformina pHiwr a Ul i WYy
PEGS PBAi BA/CSi DATLAG . Glukozowr al Na sk-r [64]
i tlenek grafenu ‘
Samol eczNc
Chitozan Chlorheksydyna PrzedguUone [65]
Monostearynian triglicerolu Gpla Enzymowr aUl [66]
GelMA dHAMMA FotowraUOl i [67]
PEGIi DA SAMP Termowr aUl i [68]
Chitozan, alginiansodui bi glicerofosforan Berberyna Termowr aUl i [69]
Chlorheksydyna . ~
GelMA Metronidazol Uviwr auUl i wy . o [70]
Periodontologicznie
Izoguanozyna Izoguanozyna .
Kwas tanninowy Kwas tanninowy Mukoadhezyjny [71]
Chitozan Insulina Stage uwalr [72]
Chitozan T Mimikra [73]
Poli (LT lizynoizftalamid)
i dichlorowodorek estru dimetylowego Jony magnezu pH/ redox wr [74]
L1 cysteiny
CMCi Na i kwas polimetakrylowy Insulina pHwr aUl i wy Doustnie [75]
Siarczan chondroityny i P407 Ketorolak pHiwr a Ul i wy [76]
Polikaprolakton i kopolimer kwasu akrylowego Amifostyna pHiwr a O1 i wy [77]




TabelalWy br ane przykgdgady hydroUeli o unikalnych wgaSciwoSciach do
Budowa chemiczna API WgaSci woSc  Drogapodania Literatura
Al gi ni itn z K u Sttl alonym s Reswveratrol Uwalnianie w jelitach [78]
i pektyna niskometylowana Doustnie cd.
Chitozan i alginian sodu Lactobacillus sialyticus Programowalny [79]
Chitozan i pueraryna DC_ACH50 (inhibitor ATOX1) NI R wraUl i [80]
Chitozan Timolol Termowr aUl i [81]
aci (RADA) 41 CONH2 Timolol lub brymonidyna Samoor gaqiiiztL [82]
T T Doocznie
. pHiwr aUl i wy
CMCS i P407 Kwercetyna Termowr aUOl i [83]
PLGATPEGI PEI Amfoterycyna B i laktoferyna Ter mowr aUOl i [84]
PEG kwas mIekowy, Aflibercept i deksametazon Ter mowr aUl i [85]
Ni izopropylakrylamid
Chitozan Di penicylamina Ter mowr aUOl i [86]
P407, P188, alginian sodu Sumatryptan Termowr aUl i [87]
P407, karbopol : . -
974P NF i Kolliphor HS15 FK506 i owoalbumina Ter mowr aUl i [88]
— Donosowo
Chitozan, HTCC i Insulina Ter mowr aUl i [89]
Ter mowr aUOl i
P407, DGG Cynaryzyna Jonowr aUl i [90]
Chitozan Kurkumina Ter mowr aUOl i [91]
telatyna i glice Benzydamina Mukoadhezyjny [92]
Guma karobowa Diselenek difenylu Mukoadhezyjny [93]
Chitozan i kwas tioglikolowy Genisteina Mukoadhezyjny Dopochwowo [94]
Kwas hialuronowy rGO, HO; i kwas mlekowy wraUliwy na d [95]

obecne w pochwie
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TabelalWy br ane przykgdgady hydroUeli o unikalnych wgaSciwoSciach do
Budowa chemiczna API WgaSci woSc  Drogapodania Literatura
Chitozan Resweratrol PrzedguUone [96]
- Dopochwowaocd.
P407 i alginian sodu Lactobacillus crispatus Ter mowr aUl i [97]
pHiwr a Ul i wy
Fenyloboran guanozyny Rutyna RFTiwr aUl i wy [98]
Samol eczNc
_Metquceluloza Surowicza al bum Ter mowr aUOl i [99]
i kwas hialuronowy
P407 , : I .
i karboksymetylochitozan Ekstrakt zPeriplaneta americana Ter mowr aUl i Doodbytniczo [100]
. Ter mowr aUl i
P407 i chitozan Sumatryptan Mukoadhezyjny [101]
P407 i P188 Irynotekan Termowr aUl i [102]
P407 Kangfuksyna Ter mowr aUOl i [103]
Kwas hialuronowy . " ~
i utleniony karboksymetylochitozan Metformina pHiwr a Ul i wy [104]
Utleniony alginian sodu Surowicza al bum :
i chitozan modyfikowana disiarczkiem molibdenu Samol eczNc [105]
Kwas hialuronowy i chitozan Ginsenozyd Rgl Samol eczNc Iniekcje [106]
ChMgmmPNPAM Kom- r k|. maci erzy Ter mowr aUl i [107]
i Uel atyna ludzkiego
Dekstran i chitozan Bajkalina Samol eczNc [108]
LT fenyloalanina Kwas 5 aminolewulinowy PrzedguUone [109]
Alginian Egzosomy PrzedguUone [110]
Alginian DPCA PrzewodzNc Kardiologicznie [111]
Chitozan i P407 NanoczNstki z TermowraUuli [112]

PrzewodzNc




TabelalWy br ane przykgdgady hydroUeli o unikalnych wgaSciwoSciach do

Budowa chemiczna API WgaSci woSc  Drogapodania Literatura
GelMA Galunisertib PrzedguUone [113]
Chitozan Tlenek azotu RFTiwr a Ul i wy Kardiologiczniecd. [114]

PLGA i P407 Triptolid Termowr aUl i [115]

dECM Egzosomy Termowr aUl i [116]

GelMA APETX2 PrzedguUone [117]

Kwas hialuronowy Celekoksyb WraUl i Wy na 2z [118]

Scinaj Ncec .
. Dokostnie/dostawowc

Kwas hialuronowy i P407 lkaryna Ter mowr aUl i [119]

Chitozan Deksametazon Ter mowr aUOl i [120]
Polidopamina, Uel

kwas poliakrylowy TGFb3 Adhezyjny [121]
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Poza tym hydroUele przeciwbakteryjne zapobiega
bi ofil mu bakteryjnego, ut r ud nry arzeNiegemaesuvegzanic i we g o |
Kontrolowaneipr zed Ju Uo ne uestkluozawgmcelem stosowamawoczesnych form
hydr avperloicesi e | eczenia zakaUei®dpp&ktrodawygrnihe DFytuy!l
w ramach racjonalnej antybiotykotergpiimo Ul i wi a ni e t ylekjo bearkatdeyrkiaic,j fia | pea t
skracaiugat wia cagy proces pielfAignacyjny rany pacjenta

Jednymizbardzu Uyt e podyoner - w do formowania hydroUel i s
Prostota modyfikacji chemicznyaha Ecug 6la p ol i me rmowl y 6 mwby@ Icrijzfyi naa § o S c i
mechanicznej, reterigjody it r w&iger mi cznej ot r z[6@ia2dly cR- thme el a ddjn iwa

pokazuj N, Ue mogN byl one z powod il hodeviach st osowan
kom-r k §l@abylesh W s z ¢ z e,gnethkrnylarSgticydylu (®1A) i metakrylan etylu (EM\)
sdzeroko stosowane do tworzenia r-Unych polimer - w

el astycznoSci [IR91B3 €eechdNcpydst 868caj NcN GMA od innych
obecnoSi wys oc eepoksydmkejv jego steilturzeProppryz ez wysoki e naprnUe
panuj N w tym ugrupowanwar cija teppimekrdodibenrdigao , ddzi nki

tenmonomer odznacza sin wysokN reaktywnoSci N chemic

monomerem do produkcij.i Oywic epoksydowych.
Wykorzystane w pracy badawczej monomery GMA i

met akryl owego, stanowi N grupifyzaakerjyil amwewr z Nkt polei ank

Jakws pomni ano wczeSniej oligomery na bazie metakryl

mechanicznN. SN one r-wnieU wywsje\bachyedjfobbbaweywpo
isNrudno degr avykwarl myes.t a&ClhctNec mat eri agy w przemySl| e
noSnik-w lek-w naleUy je uprzednio odpoywaedni o sf
tuni ewNt pliwa zal etear -twego akdd zZjaejsut odluilggo ntr eakt ywno Si
modyfi kacijTii owa®@cSucc hweo.S1  wy k or zy sprzeprowadeniareskcin i ej s z e |
wgNczenia do ga@Eucha ol i go mejraoSiei gnoo SzwiaNhk -hwy de o é in
j aki mi b ya§ ¢-orrityma, @RNK eukier wielowodorotlenowy (ksylitol, XYL) i aminoalkohol
(etanol oamina, ETA). Substancje te odpowiedni o zmn
metakrylanowychu mo Ul i daieja gtrdymanie po procesie polimeryzacji strukturgateni a § u
ocechach hydroUelu, kt-ra byga punktem wyj Scia moi c
Zsyntezowane oligomery, a wagahysdrevdezdaStcagpr zy
wykorzystane j ako matryca do uni eruchami ani a S
przeci wbakteryjnym. Skupiaj Ngg - -swinlychha pahogemach $k-lre
zdecydowano sin na wyb-r czterech substancij.i o dzi
fiolet gencjany (GV), furazydyncag el RWR)p oit rzaiketloew® nbor )
jako substancje model owe o r-hyWyayechi IwdwayScchi,woSeci pol
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wni oskowal o oddzi afywaoful owBhmaubgt Bknroge@lueni
profilu uwalniania substancji biologicn i e czynnych 2z .matrycy hydroO

BAC stanowi mi eszaninfi ant y b BeiBypgtodukowpngchi p e
przez szczepy bakteryjigacilluss p p . Mechanizm bakteriob-jczy o
substrat-w biagkowyedmngo kpmodklaoej bakteri.i
jedynie bakterie Grard odat ni e, jednakUe najnowsze donies
zwi fksza | ej Shigkllaspps[134l.z i Gbjsaenrivau jnea si i1 teU ochr c
toksyn produkowanych prze&dostridium difficile[135].

GV, naleUNcy do grupy barwnik-w anilinowy
ikrystalicznego, z kt-rego ten drugi wykazuje
do ko@®ca poznalhey.dzzakijaawivaa dsMi ,do zmi any pote
fotodynamicznych prowadzNcych G@omi apowymareizy
kom-r HI86ke jDzi agani e przeci wbakt e sthn bakteriecGGramo b e j
dodatnie, wmniejszym stopniu Grama j e mn e . Co ciekawe, wy kazan
przeciwwirusowd137] i potencjalne zastosowanie w[138eczeni

Ni erozpuszczalnN w wodzie pochodnN nitrofu
FUR. Swoje wgaSciwoSci przeciwbakteryjne zaw
Kkom-r kowe|j i uszkadzaj Ncemu dzi adBURijast szemkie DN A
obej muje z ar - wndodatribea (np. $taphylecocdds apimermidlisi Gramujemne
(np. Enterobacteriacege . Ni e wykazuj e |Rseudomtnasderigiagsa ai avr W o
ugatwia tej bakt[€Blii tworzenie biofil mu

Ostatni N substancj N jes,t dBG, b anrawnei (kN cva , a npiol c
dobr ze r ozopaws zwwdaz isei,i nat omi ast wb z&sadovdym wlegs k u
rozkgadmiwdirobWol ogi i BG znal azga zast osa®ewani
odpowiedzialna jest Zaz ol acj n s i @ zodzpju Saimdneallk Xestona aktywna wdec
bakterii Graradodatnim, alé a k Ue Pseadoreonas aerugino§®0], zaS badani a v
na hamuj Nce dzi agan iPeoteusvilgariczy Estherichisocbljddd]t er i i |, n

Pomi mo wyliczonych wrczwrired @na pasat ejgNhpdwno&e
Hy dr oalkeol ,p -jg st ag a,charaktetyaljis i matogriamde zonN wytrzyr
Kol ej nym ogr anazaaamibdynd siruktwze. Bdpdpdwiedniego przygotowania
lubzastosowani a &onsdewiwakid -wqgdmwy m b ar ddeobnousteoje w o

wmatrycy hydroUel owej , kt -re spowodowal mo g N
leczeniaPomi mo tych wad, hydroUele wci NO znajduj N
waUmey ement obszaru opieki zdrowotnej . Ni emni
zrozumi el cthyacrhak mat gst §§ nw, aby w kontchol ov
zopy mal i zowane dadymddszars@o Sci w
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Rozdzi Gefjpragy.

Gg:-wnympracgbyedno otr zymani e matner ibaaziwe hnyodmrc
metakrylanowychtj. GMAiEMA, kt - re mogN mi el zastosowanie \
substanciji o dziaganiu przeciwdr ZbholUsnirempows
b y,gvpierwszek o | e jsgnteB@o |, i go mawi wr aj NEMAG[REMAMAD-(GMA)]
zwykorzystaniem syntezy wspomaganej promieniowaniem mikrofalow§me wst a gy kool
[P(EMA)-co-(GMA)] poddano modyfikacji funkcjonalnej z wykorzystaniem ETA, ORN i XYL,
przezcoo s i Nogznwii fifitk § 2Zegroi ew § a@liofilowye!s Kobligomer [P(EMA}co-(GMA)]
orazot rzymane nowe jego pochodne poddano pednej

MajmMa uwadze rhoiGE: o wya d¢a Btrayraandooligoyneryfoceniono pod
kNtem potencjalnaj taktUet okrsz e mmawmvéiidao sulsstandi a d a
modelowej isubstancji cXgnmpyolh, | okiwa$ lotizimanychmazywi Nz |
zawi er aj Nc yoo-{GMA]].PD EdMat) k 0 wo okreSl ono sulstaritjgni z
biologicznie czynnych zmatrycy hydawiUend ajwh ¢-eojGMA)]XYLEAGR )

z wykorzystaniem modeli kinetycznych.
Celes z ¢ z e quinigszaejm@acyadawce | moUna sformugowal nast
i Opracowanie metodologii otrzymywani&ooligomeru [P(EMA)-co-(GMA)] oraz jego
zmodyfikowanych form z wykorzystaniem syntezy wspomaganej promieniowaniem
mikrofalowym.
1 Modyf i kacj[REMACESMAIh W celuzwi fkszenia jSega hyc
otrzymaniematrych y d r o Uezlaomwvyecrha j Nc y ¢ ZWkodigomeat y f i k o wa n
1 Okr eS| eni e fizyednx!Sichemioz@abh dtrzymanychk o o | i g nawematryw

hydr oUel owy c HP(EMA)co-(EMA]FXNL.y ¢ h

Okre&leywiotokzayskamybchwaad @ rfiialljrrovb| ast - w s}

Okre3 eni e wjaSciwoSci przeciwbakteryjnyeh ot

co-(GMA)]-XYL w stosunku ddescherichia coliPseudomonas aeruginos&taphylococcus

epidermidis

f OkreSlenie moUl imetSrcyic wzyakvwir ez ry-a(GMAY 0 jakd® ( E M
noSnik-w substancji farmakol ogicznie aktyw

f OkreSlenie profilu wuwalniania substancji
zawi er aj Neae(GMA]XYLEAGR.)

f OkreSeniemechanizmu uwalnians u b st ancj i bi ologicznie czy

zawi er aj Nee(GEMA)]XYLEMykdrzystaniem modeli kinetycznych.
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Wykorzystane w pracy badawczej monomery GMA i
mea kryl owego, st anowitN r gakgvppdlimes kK ag ] an-twor zN pol i ak
Jakws pomni ano wczeSniej oligomery na bazie metakryl
mechanicznN. SN one r-wnieU wysjoNmezngjdr bf ohbtvewn p$
isNrudno degr avykwarl myes.t &ClhctNec mat eri agy w przemySl| e
noSnik-w lek-w naleUy je uprized@gmommdeown @adne mi e fa
tuni ewNt pliwa zaleta ,t egaok Nr ojdezsatj ud uola groenak t ywno Si
modyfi kacjTin waj@&cSuwcc hweo.S1 wy k or z yisprzeprowadewiareskcin i ej s z e j
wgNczenia do ga@®ucha ol i go mejraoSixei gnoo SzwiaNnk -hwy de o é in
j aki mi by g ®9RN, cukier wiklawadorotilenowy (XYL) i amoalkohol (ETA). Substancje
tteodpowi edni o zmniejszygdy hydrof obowouSio Uj a @ci uag hN.cw o
dalej otrzymanie po procesie polimeryzacji struktury mateagyeic mach hydr oUel u, kt -r a
wyj Scia moich bada® naukowych.

Zsyntezowane oligomery, a wadahysdrevdezdaStcagpr zvy

wykorzystane j ako matryca do uni eruchami ani a S
przeciwbakteryj y m. Skupiaj Nc sif gnja walyetho bpaactho gekh-arcy, ij eje
zdecydowano sifAh na wyb-r czterech substancji o dzi

Substancije t e potraktowano r-wnieU jakoh substanct
hydrofoboweh y dr of i | owy ¢ h, co pozwoligo r-wnieU wnioskoyv
zhydrofil owN matrycN kU e |8prefilu awaniania subssaeck biotogiazijiei o

czynnych z matorycy hydroUel owe|j
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Rozdzi@znii Seksperymane ail agy i met ody badawcze
Przeprowadzone w rozprawie badania eksperymei

5.1. Procedury syntezykooligomeru [P(EMA) -co-(GMA)] oraz jego pochodnych
5.1.1. Synteza kooligomeu [P(EMA) -co-(GMA)]

Reakcjh syntezy prowadzono w warunkach ©be
kt - rym ¥Wxkdpie amiesZczono EMA (5,76 §0,3 mmol), GMA (18,7 g131,6 mmol)2 , -2 6
azobis(2metylopropiontryl) AIBN) (20g 12, 2 mmol ) oraz 200 ml bez
ogrzewano przez 3 godzinytemperaturze & przy ci Nggy m mi es zraakdjiu. \
wytr Nci gostasic iagva nsat adeige kol by. Po zadaznpm c
dotemperatury pkojowej ipr zesNczono z wy kcnemypsd ammigjszanym| e j
ci Snieni em, przemywaj Nc p r oyl WdOEt/heksane (&/98¢ V)N i
Takot rzymany produkt przeniesiono do ko(20G , k 1
50 mbar) (B¢chi Labortechnik AG Rotavapor-B00, Flawil, Szwajcariayceluu sunpaezbat ago
lotnychz a n i e ¢ zogganczanycO@ymano 21,8 produktu,w d aj no Si r e8®e j i

5.1.2. Synteza wspomagana promieniowaniem  mikrofalowym [P(EMA)-co-(GMA)]

modyfi kowanego etanol oaminN

Procedura 1:Do naczynia mikrofalowegprzeznaczorgo do prowadzenia reakcji w reaktorze
mikrofalowym dodano [P(EMAEo-(GMA)] (0,5 g)oraz ETA(5,01g;8 1, 9 mmol ) . Prze
przepuszczono st r amk e Ecaynamiaszcionosvzeaktoeze mikroéaloveym
(Anton PaarMonowave450, Ashland, VA, USA) na 30 minut w temperaturze 220 pr zy ci N
mi eszani u. Po zaky€kaani ugaproeedaaauN haonghie s z a
przeni esi ono wiowepropke-gmk ono mi eszani nN AcOEt/ a
50 ml. CagoSi intensywnie wytrzNSni (Eppenddrf AG mi e
5430R Hamburg, Niemcy)Rozpuszczalnik zlano z nad osadu na s p @ p o $ € zefyoS | P
jeszcze dwukrotnie o r mipskaniy AcOEt/aceton(1/1, v/v) i odwirowano.Otrzymano produkt
reakcji [P(EMA)-co-(GMA)]-ETA(1). Uzyskany osado sus zono na wypalce [
50 mbar).Otrzymano 0,51 g produktu

Procedura 2: W naczyniumikrofalowym umieszczono [P(EMAgo-(GMA)] (0,5 g), ETA
(1,02g16, 7 mmol ) oraz bezwodny DMEpUBQcmbho Btz
poczymnaczynies zczel ni e zamkni At o ir afmdlecswyxm.o nRe avk a je
w120A C zgzB0minut i Ngl e Rbes gaj ble asacgnigzrawvanit @Sl ono  d«
wir-wkowej i dopegniono miedaarmionNml Ac OFa g ohSeik
dot e mp e r a todwirgwar® L Cmin, 7000 rpmiRozpuszczalnik zlano z nagadya nast A pr
dodanamieszanif AcOEt/aceton (1/1,vii) z up e @mi & 0ONaenl , energicznie v

odwirowano. Ostatni N czynnoSi powt -rzono | es
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rozpuszczalni k-w odparwewa n(09 OnAaC, wyspla rnebea rpr -iUnat r zy m
kt - r y[REMAY-@&(GMA)]-ETA(2). Otrzymano 0,49 g produktu

5.1.3. Synteza wspomagana promieniowaniem mikrofalowym modyfikowanego ksylitolem
[P(EMA) -co-(GMA)]

Od wa UP@EMA)-co-(GMA)] (0,5 g), drobno sproszkemny XYL (0,5 g 3,3 mmol)
i umieszczono wnaczyniu mikrofalowym Na st i p n i le8diazibicyklp[$.400turmdek-en
(DBU) (0,07 g 0,5 mmol) i dodano bezwodny DMF (10l ) po czym przez cagoSi
st r umi eN&zymieumieszczono w realitze mikrofalowym na 45 minit zadano temper at L
11 0 A Czadangno czasie a wa rnacayBidpr zeni esi onaovi dowlpowej wkidopegni
AcOEtdoo bj it oSci 50 ml, po c zy rroapuszeianibzim@orz oad ¢sddd mi n, 7 (
Dodanodwukrotnep or ¢j i 95 % Et Oddwirowayotilotne MzZpusiczalhikorgadniczne
U S u nzZmieszaniny poreakcyjngg wy kor zyst aniem wyparki pr-0Uniowe|j
bi agy ,poduksreakcjkoznaczany jak®(EMA)-co-(GMA)]-XYL. Otrzymano 0,52 g produktu

5.1.4. Synteza wspomagana promieniowaniem mikrofalowym mody f i kowanego orni t
[P(EMA) -co-(GMA)]

Modyfi kacj-@o( CGNMAEIJMA X wykorzystaniem ORN przepr
mieszaninachrozpuszczalnik worganicznychi wody: DMSOH;O oraz DMF/MeOH. W kaUdym
przypadku do szklam® naczyniao d wa Uo n o -cp-(BMAIMAS g), ORN (0,5 g3 mmol)

i NaOH (0,24 ¢0,6 mmol). W pierwszym przypadku dodano mieszabikiSOMH,0 (10 ml, 8/2, v/v),

w dr ugDMF/MeGHS10 ml, 8/4,viv) Dal szy tok postfhporeasicii a bygd ws
Szklarenaczynieu mi eszczono w reaktorze mikr qgbzmd wawytmo §i150AC
przeniesionodpr ob - wki wir - wkiowep , AKOEtT Nd o owybtfriz dSrcii i1 t500.
Zawar twvir@iano ¢16 min, 7000 rpmj) rozpuszczalnik zlano z nad osad®o zost agy osad
przemyto dwukrotnig or cj N 95 % Et OH. Otrzymany produkt osuszo
50 mbar). Uzyawepeoseki kealklkly - gklito ScyimiO dbsy[BgEMAP d p o wi e
co-(GMA)]-ORN(1)i [P(EMA)-co-(GMA)]-ORN(2).

5.2. Wykorzystane procedury analityczne i metody badawcze
5.2.1. Analiza morfologiczna z wykorzystaniemskaningowej mikroskopii elektronowej

Obrazowanie mikroskopowe z wykorzystaniem skaningowego mikroskopu elektronowego
(SEM)z det ekt orem wt - r nyc h-3000NgeTokia, daponiaywykorFydtano Tec n ai $
dookreSleni @t may mahyghi Kastosbwagmoarmeirfroni.e pmwi Wekiieszaj N
e | e k t 10kekw.Kavligomerydyspergowanw EtOHz wy kor zyst ani em.fak ¥ni ul trae
przygotzawaabBi nnfnarstalikSEM z anieauchomio Nl a SmWigd a przewodzNceg
i odparowywano rozpuszczalnildV celu zmniejszenia efektu ele)zowania badanej powierzchni

pr -,ndejpowi ermapgylanaciitienk N war st wn zgdota (7 nm).
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5.2.2. Analiza spektroskopii w podczerwieniz t r ansf or macj N Fouri er a
Pomi ar y spekeraskopiiNv podczerwierd transforma j Rduriera(FT-IR) w trybie
transmisyjnym przeprowadzonorzy wykorzystaniumikroskopuNicolet IN10 MX (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Widmaejestrowano w zakresie od 40@D 400 cmit przy
rozdzi edméwtenfperdturzd pokojoweptmosferze azotlP r - b k i rbaynjey wi cnioe¥ d z

z KBr w stosunku masowym 1:100.
5.2.3. Analiza chromatografii wykluczania

W cel u oiklr ef®driewvdt@ymanym oligomerze [P(EMA)o-(GMA)] i jego
pochodnych przeprowadzormon al i zfi Sredni e]j masy mol owe&ci i |
g a Ec uotigomewwych z wykorzystaniem techniki chromatografii wykluczaii&@LC-GPC/SEG.
Zuwaginatp Ue [-d®&(GEMPAQRN(1) i [P(EMA)-co-(GMA)]-ORN(2) orazanalogicznie
[P(EMA)-co-(GMA)]-ETA(1) i [P(EMA)-co-(GMA)]-ETA( 2) r - Urnedydie usQOyiat y m
rozpuszczalnikiemdo synt ezy wskazanycéana&loiodari gpmeepwowad
z wi N mgrkipy(odpowiednio [P(EMAYco-(GMA)]-ORN(2) i [P(EMA)co-(GMA)]-ETA(2)).

W badaniach zastosowano dwie kol umoygsgl Lineard Nc :
(PLgel) owymiarack em, 300 x 7,8 mm ( MsuPlgklqwyhiareemOm) o r
100 , 3 Gmdn (Agilent, UBA) Jako eluent zastosowano THF. Mddaniach wykorzystano
gradientowy chromatograf cieczowy LaChrom Mektkachi (Niemcy ) wyposaUony w
system gradientopyniih628R0ci Saweni a@wygadj7RE6y Rh @
dozuj NcN 20 el, termostat, de/iSOKD B50A, daddtkovaok t o |
szeSciodrogowy dwupojodenizomiyanyawkirerVhXa6 pr z
w kolumnie (backflash) Do analizy danych eksperymentalnyctvykorzystano oprogramowanie
typuHSM.

Do kalibracij.i rozkgadu ma sy mol ekul ar nej
dyspersyjnych polistyrenowych wzerav ma sy czNsteczkowej prod
opolidyspersyjnoSci kaUdego wzorca mniejszej
odpowiednio 1 000000, 100000, 10000, 500 oraz 58 Da. Badareoligomery rozpuszczono
wDMSO. Po rozbekzaodpaioaw@noe rozpuszczalnik i p
rozpuszczano w THF. Proces rozdzielania HFRRPC/SEC prowadzono wt e mper at ur z e
ObjntoSciowe natiUeni e pr z é/mpig gonbuj iftaozSl wguoczheowdea
10 Ol
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5.2.4. Analiza termograwimetrycznak o ol i gomer - w

WaUnym el emerSeémnia wgaSci woSci uUOytecznych z

jestok r e Schtemwag o Sc i Wtynecremiuc zpnoesjg.u Uono si A a@@) i zN t er mc

orazr - Uni cowNeamadgi avwi D&t b ydajnMc (wgaSci woSci trwago
kooligomeruwy j S ¢ i ([P{EMA)-00-(GMA)]) i jego pochodnych[P(EMA)-co-(GMA)]-ORN(1),
[P(EMA)-co-(GMA)]-ORN(2), [P(EMA)co-(GMA)]-XYL, [P(EMA)-co-(GMA)]-ETA(2)

I [P(EMA)-co-(GMA)]-ETA(2). Anal i zn ps e purpzveeddatienitoledo Starl

TGA/DSC (MettlerToledo Spz o . o . , War szawa, Polska) w atmosferz

argonOk 030 g k &oOligeengraumieszczono w tyglu z tlenku glinu i podgrzewano w zsikre
temperatur od L do90@C. Kr zywe rej estr owa/nmei nbypjryz ygazpordzset pigpyavei he
oboj nargoajgwy n(o s z Nralanim 2 0

525 OkreSlenie wart oSgdgiz wykdrzgstabigm metpdy knsaeakoweaaia
alkalimetrycznego

Aby okreS1 pt zy bl i Uo nzByntes/zowamgo {PGEMA)-co-(GMA)] wyznaczono
wartoSi | doowzehy elpockzshya epoksydowa jest to,wska¥Fnik,
ler - wnowaUni k-w epoksydowych przypad&ajpmoatszknaUde 100
sposobem na okreSlenie tego parametru j est wy kol
otrzymanego oligomeru.

Przed przystNpieni em d o exiemporeei cezskzoawainn fia spkr fzaydgaojt Noc

zkwasu solnego i acetonu po0,pgfo@oolrgdREMAEE@MA)]( v/ v) . Od
i umieszczono w kolbie Erlene y e r a , do Kkt - -rej nastinpnie dodano 8
roztwor u. Kol bi szczelnie zamkemntotuazpblzpoepnapghbe

Pou p § y wgbdein dd kolbydodano 5 kropli 0,1% roztworu fenoloftaleiny w celu wizualnego
wyznaczeni a punktu r-wnowaUni kowego mi aMeczkowani
mi anowanym roztworem NaOH do moment u, aU roztw-r ni
powt -ry&moetnie por-wnuj Nc do pr-by kontrolnej, kt -
[P(EMA)-co-(GMA)].
Wart oSi Isydovejbbliczanena godstawie Rv n a ri42: 1
5 w 0 Q g

a pTm @
gdzieVot o obj At pnflv prtbaetWtoa fitod Ble[mfwt panbue badane]
kit o war t o @iy n € slagémdardowego rozonu 0,1 M NaOH43to masa molowgg/mol]
grupy epoksydowej, mmt 0 mas dg]l.pr - b ki
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53. Ocenapficznaotetmiaymanych kooligomer - w

CharakterystycznN wgaSciwoSci N materiag- - w
wody(i | 0oSi zaabsorbowanej ,weaody wyr ablpnts,o §c ki radk®ld;
wsp-gczynni ki swhWpmpdilce noeanyw tej wgaSciwoSci od
proszku kicaUdegmer u i umi eszczono W naczyniu,
Pogodzinies p i ¢ pri- ebgkd pr awgtarawanssiNocrzdk in go kz 8B @noe Uni c i
mas N iprozedickndrealal u

54. Ocena cytotodkgyamamySdi ktessMTTgomer - w

WalUOnym kryterium przy syntezie materiag-w
ocena ich oddziagywania na kom-rki l udzki egt
kool i gomer - w przepr owad z oliramku t3¢l S dimetylotiazol-kl@-2,2 y st ¢
difenylotetrazoliowego(test MTT) zgo d ni e 130 1099312nW tym cely przygotowano
ekstrakty zsyntetyzowny c h mat ecdUealjowy chhy doropr zez umi es zc:
badanego zwi Nzku w 1 ml poUywki Iwodewpanraijt uir z
Po tym czasie ekstrakty =zebrano, przesNczono
przy obrotach 10000 rpm.

W pgytdodg k@eve j 1104ksoimammroe k2 f is brryo bll uadsztk-iwe j (1in
BJCRL-2522, ATCGLGC Sandards, Teddington, Wielka Brytania) 1 00 Ol medi um h
Po 24 godzinach medium =zast Npaiwd reor a jooligprgemi e okr
(zuwzgl ndni eniem pr-by kontrolnej) i i nkubowan
przealyw Si kom-rek wuUywaj Nc testu MTT. Ozna

czterokrotnie w szeSciu niezaleUnych eksperym
55. Ocena kNta zwi-doGMAJ-XYL[ P( EMA)

Badanie kNpazemwidwWadhiano przy uUyciu meto
RameHart 96U3-P R O. Przed badaniem na p §AcOK draz50zmgl a n N
[P(EMA)-co-(GMA)]-XYL i pozostawiano do odparowania r o0z
n ast fupiesiceone na stole goniometru i wypoziomowane. Kropla cieczy pomiarowej (woda,
di odomet an | ub ugmiiecsezrcozlo)naz onsat ag@awi er zc hni pr
mikrometrycznej (Gilmont, USA).Do wyznaczenwial UaNt aw i nergiwo b c
powierzchniowej (SFE) wykorzystanopmgramowanie Drop Image Pro Wa rktNa &i  z wi | C

podano jakoz&chkdni 8ngch pomiar - - w.

56. Badani e wgaSci w{PEMA) -co-(6MA)]JeXl cznych

WgaSci woSci reologiczne anal i zAneaPaa Physicd y :
MCR 301 (Anton Paar Gmb H, Gr az, Austria). Pr z
temperatur N i cznst ot IsitwsigSmekhasowyBkmliyenere dopAGR b K i
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150 mgkooligomeruoraz7 5 mg AGR, abent o8ri §Ny rviyiPuygaowana |l ni k a
pr - bki umi eszczano kolejno na Srodku stolika grzew
przez 2 minuty, a a s t dqeiskanejed 0 moment u, aU osi Ngoniaowe szer oko

r-wnN 1,5 mm.

Test temperaturowy miag na celu ustalenie tempe
schjgodzono do temperatury 5AC, kt -rN utrzymywano
mi erzona przy nastfipuj Ncyckhhnpaoamewn&thilootkszuzake
570AC, szybkoSi przyrostu temperatury 1AC/ min.

Badanie w funkcji cznistotliwoSci pSciemajoNaajzono
przy kt-rej zachodzi przejScie Uelpzez®0minwa | . W tym
wt emperaturze 37AC, a nasthnpnie badano jN w warunk

10%-1(°Hz, przyrost |l ogarytmiczny, 26 punkt-w pomiarowy
5.7. Badanie uwalniania substancji modelowej

Weceluok e Sl enia szybkoSci uwalniania z matryc hydr
met odN badania uwalniania | ek-w z 1p0gsnga gkyaclhd egmos t
zezmodyfi kowany awhmieszdno goonogemie w2 g n ki t u meMB)|l enowego
i umieszczono w plastikowycp o d § u baczymiadcho Srednicy 0,4 c¢cm kaUda.
wykorzystano 50@ 10% roztwortAGR, w Kkt - r yrno zsptraorsazromioe stizymsrtoancj e st @
hydr a8GRzlost aja wydkelr z yiszyankaa wiweo Slcd p sneeycchha nw gcaz$hcyic h hy
or az ich wyUsz&@gk osi ey mamiaasuzkcjzaodnyo ulwt rgaadFrwi nk o we |
na 30 minut wt emper atur ze pokoj owe|j celemshbhbfhodennpacii
w temperaturze -8l przez noc.

Badania uwalniania przeprowadzano wt e mper at ur z e 3 7 A Glaczgniez e z 48 g

zhydroUel em umieszczono jednym ko GEceoh Mbufonedi um uw
fosforanowy(PBS30mtpH = 7, 4). Roztw-r uwalniajNcy byg stal
croni Nc przed wyrpabrkoiwachd eonznaczani a €& aobieranb oSci MB

dopyikio6d o gk wwejst al onych punktach czasowych wynoszNcy
10, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, PBO33B O , 360, 14 4t@vania 2880 mi n
ekspe yment u, a niedob-r medium uzupegdni aRkit N samN i
oznaczanow k or zyst uj NcdeppByt ek omnbEPOBH 2 BioTek¢TyYSA)y c h  (

przy dg®esmbRomiarypaolwit - r zono tr zykodignmaui e dl a kaUdego

58. Badani e aktywn oS cKkooligomdru[R(EMA)do-(GlIA)cXYh e j

Przygotowanoh y d r o[R[EMARco-(GMA)]-X YL/ AGR o r - Ursebptanci awart oSc
leczniczejAP)w cel u oceny uwal niania substancji [ i ch wp¢
(Tabela2)Do bada@® mi kr obi olABIgr aznhata Euwadbhogncanych wy
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rodzaje matryc o dw ¢ h r-OUnych s t o $PEMR)ax@(BMA)MMEYE odw VAGH:
(i) 2:1 kooligomer do AGR ifhatryca 1) oraz (ii) 1:kooligomer do AGRihat r yca 2) , kKt -
przygotowanid ich wykorzystanigorzedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 22.Skgad poszczeg-Ilnych matryc wykor bwnsiad&n,)
uwalnianiaAPI

[P(EMA) -co- API
?mGS '[Dn'?lf (GMA)] -XYL St.A BAC BG FUR GV
[mg] [%] [mg] [mg] [mg] [mg]
Badani 0,1 10,1 10,1 10,1 10,1
50,0 mikrol;o?gé?czne 05 505 505 505 505
Matryca 2 1,0 101,00 101,0 101,0 101,0
2,0 202,0 202,0 202,0 202,0
50,0 0,45 100,0 - 11,5 7,5 7,5 3,75
Matryca 1 Badania
Ma?rc;/fa 5 uwalniania
0.00 API - 10,78 7,0 7,0 3,5
Kontrola
W badaniu aktywnoSci mhydrddebi od ogt egwmmelku sm
[P(EMA)-co-(GMA)]-XYL do AGR (matryca 2). 20 | ©€a Ud engdmJe | u nani e
naautoklawowane MUk i GéSbedryi cpoxz oS5 tmmi oho na 30 minu
Nastnpnie kr NUKi umi eszczano na szal kachmlLB A

bakterii, w tymEscherichia coliD H5 Bseudomonas aeruginogsl CC 9027 lubStaphylococcus
epidermidisATCC 12228 ipozostawiano na 30 minuttiwe mper at ur z e , dacArGa N &
inkubowano w temperaturze 37AC pr mierzonolsBefy god
zalamowania wzrostu bakterii. Jakoont r ol i zast osowano kr NOki UOel
kontrol i phydrgadedWwazAcGR na o Uo n yez dodatkik [P(ENDANLG- b i |
(GMA)]-XYLitrakt owany | allez plrulb iz ktoak N ABladibbnie jakw a r t
w przypadkuhydroJ ke na bazie [P(EMAYXo-(GMA)]-XYL .

59. Ust al enie rozkgadu B @ztworuzuaw ael ChnioagcNc eogdo uUyt e

Do wustalenia moUliwoSci interferencyjnegec
przeprowadzono nastfipuj Nce badamwi €r aiPHNegyBEhbt o w
Czteryznichj ako rozpuszczal ni k mi ag§yRomWbyprkechowydang p c
przez4& odzin w r-Unych war ungomerdioyaniauw zakesieiWNIB aj N c
wbadaniu zastosowa®wi aotkjrae Sd zind ren edgoos)toraprb-r Girke d
temperatury ( 2 3 AC i 37AC) ., wppoaczahoysmh i Gemisd e BG met o
spektrofotometrycznefSpekol 1300, Analytik Jena GmbHenk, Niemcyp r zy dgugo Sci f
ipor - wwgmaoaczonez war-tboNSckontrol nN, kt -rN stan

pomi arem roztw-r 5 mg BG w wodzi e.
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5.10.Badanie uwalniania substancji biologicznie aktywnychz ~ h y d r[R(EMA)-c0-(GMA)] -
XYL/AGR

Bi or Nc pod tewapgriiz ewsz yasmi loin & i @ o wjwihikgmstitsiis t y i
cytotoksycznoSc i(EMB)tcoGMA)]&KYLo zostanie Viykorzyptahy do zbadania
profilu uwalnianiap 0 s z ¢ z e g - (Tabglac2hDlaAMattycyl odwaUono d8mo wi edni o
BAC (co odpowiada 1000 IU/gy,5mgBG 7, 5 mg FUR i 3, 7WymiesgandizM00 a nast fj
mg [P(EMA)co-(GMA)]-XYL(ka Udy oddzi el Ri @)X wa Dloag®h&ET0mgB@y
7mg FURIi35mg GV, kt - e) evymieszand z50eng [PEMAD-(GMA)]-XYL. KaUdN
p r - bnkig$zczonav plastikowymnaczyniy do kt -pos0pd 10% wzAwomAGR w PBS
(0,0IM,pH= 7, 4), zhasmbgpni eowano z uUy cprzezni5 iauf ni ul tr a
ischgdodzooeraturzs BIL ermepg nocpo czym przyst Npiono do przepr
profili uwalniania.Oz naczeni e kaUde|] substPandjii kpawtr-orl ndin os t tarr
mieszanina APl z roztworemrAGR, bez dodat ku ol i gomer u. Skgady o
przedstawiono Wabeli 2

Aby oznaczyl poziom BAC wuwolniony z hydroUel u
| iteratur owN[123. WopryZy gatcgwanmy m wczeSniej @ podgrzat
buforze wodorowngl @88owym (pMH, 05 W stale mieszanym
umiegczono naczyne z [P(EMA)-co-(GMA)]-X Y L @B AC. Pr - b kdlejnopdo h b e £ & Eo
(pojemnoSi 5 ml) w ust al mnognadzanio awalnianip BB,rhi ecdzoabs-orwy c h
medi um stiadmo u3wipedXd porcj N buforu. Do kaUdej pobr
roztworu chlorku dabsylul{ 103M)iumi eszczono w ga¥fni Wwmalbmayt. o t emper
Nasthnpnie roztwory po dulza pokojowsefpnzg§zokdigne imdi m uw 1§ e h@dd &t
dopegac®enonem do o bpgriiztyogSocti o wea nnel .p r T abkk i ozhaczaho S|
(Spekol 1300, Analytik Jena GmbH, Jena, Ni emcy) pr .

Badanie uwalniania GV prowadzono w PBS (0,01 M, 30 ml, pH = 7,®mperaturze 3T
przyst agym mieszaniu w@nomaegNazryime lDdwarrpmm8ciodPr zepr o
spektrofotometrycznN przy dgdugoSci fali 586 nm.

BG oznaczono metodN anal ®PPRiSc awmyNk odae yGY anjpe avioa K
zewzgl fdu nmaozkayhdsamd e siPBS t ®gugobbt datji wrzy kt . r
oznaczenia spektrofotometryczne wynosiga 625 nm.

W celu oznaczenia iloSci wuwolnionej FUR posgulU
zni ewimedk Ni kacj N. Do gmed ikt mr wywa lbWinh B &4) dodand® 1 M, 3
2% (0,6 g) laurylosiarczan sodw, cel u z wi ik s z e FURAOznaczenjap®wadzord| no Sc i

naspektrofotometrze przy dgugoSci falli 292 nm.
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5.11. Ustalenie kinetyki uwalniania APl z [P(EMA) -co-(GMA)] -XYL /AGR i analiza statystyczna

Modele kinetyczne zastosowam w celu o k r e Srheehanizenu uwalniania API przez
dopasowanie ich do danych eksperymentalngclrykorzystaniemoprogramowania OriginPro 9.0
(OriginLab Corporation, Northampton, MA, USAPo o k r e Srheehariizenu uwalniania API
wybrano kilka modeli kinetycznychy tymmodelep i er ws z eg o r z i, BakerLomnkdaleg i e ¢
i KorsmeyerPeppas Parametry uwalniania APId | a r-Unych model i ma t
wyznaczong r zy u Uy c i ah twad ukidioidey API@P6Me) w funkcjiczasut) d 1 a kaC
pr-m¥) W celu uproszczenia obliczeCC

Model Bakeraconsdal e' a zogtuaMg glopdaicewiaem maci e
(R wn a2p[iL4d]:

o o o 0 0 @
¢ P P35 0
gdzieMitoi | o S uwo |l n iwopreedyialeczadu}( [2oh Mg tp iwalnianie API wstanie

r-wnowa@ks t[o%] st aga ki ne tLonkdale'adnyif]. Mpdeli dyfuBjiaBakera a
Lonsdal eda ma zastosowanie do matryc chdda ndr
g0 -wnie piflasez dyfuzj
W przypadku kinetyki pierwszeo r zfidu wa r twodSwolnym wzadier)ijestn i a
proporcjonalnado | o Stancjsubpgozost agireiedoo s stdig miwdoiwvam owe
(Meg [146]. Ki net ykn prmelmws Remiosaadz & d u
Qo ., . .
0 0 U 0 3)
gdzie Meq to uwalnianier - wn o w a[%]o Meto uwalnianie w przedziale czasut)( [%],
aKito st aBawakianimpt ¢r ws ze gmn'].r zRdwBafmilema zi nteg
znieliniowymR wnamMi em
0o 0 p Q (4)
Parametryuwalniane  z 0 st a vyznaczonemRwmla reigso dsni e z ki net )
r z npo:
Qo ., . .
H(‘) u U 0] (5)
gdzie Meq to uwalnianier - wn o wa g o Meto Jwétiianie w ustalonym czasiet)( [%],
aK:t o st tgkjuavalkaniade ugi egnainlr zndu |
R-wna&nohgkuwji i do Riwenlafpiaa we g a gMpEMn0i=st=0e
b o

R ©)
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Nieliniowy model dyfuzji Korsmeyer®eppasapisanaz a p 0 mavanhk 7[Ri8].
oo ,
o 0 O @)
gdzieMt/Mptoc z 01 S| uwol ni onej API (zal eUnoSI| cmaigimdzy proc
dodanej APl do makwtyey s thyda misg ko weaSiemediuje
ustawi ony pr z endtamiaand oc awaykwj afdmiirk] dy f uzj i

W celuo k r e Srleahaniznawwalniania API astosowano model KorsmeyePeppas§l48i
150], ze wzglndu na nwwyjzlnegsgoanydop pacvaameidenyclw t eor et y
eksperymentalnyctKluczowa jest tutaja r t 0 S|  p, a r kasnieut ok rd eo Srechanizra

uwalnianiaAPI, zgodnie ava r t o SasvartgnmwTabeli 3.

Tabela3Wy kgadni k dyfuzj i substamjcrozausé zonn aeljwad Ina achy fau zj i z
ocylindryczAYmblksztagci e

Wy kgadni k (n Og-l ny mechanizm 1

O 0,45 (0, 43) Dyfuzja Ficka

0,45 (0,43) <n<0,89 (0,85) Dyfuzja anormalna (niefickowska)
0,89(0,85)<n<1 Transport typu Il
n>1 Transport typu supdi
Otrzymane wniki eksperymentalne (dane eksperymentalne)u zy s k an e z badaE

mikrobiologicznychoraz uwalnianiaAPb o ddane zost agdgy | ewdrmamckANOVAUN Kk owe | a

i testom Apost hoc Tukefed ( p<0, 05) wykorzystuj Nc .0 @rignigghba mowani e
Corporation, USA)T e spt o sA hoototlestx@ry dwna & wi el okrotnych po an
(ANOVA). W niniejszejpracywd al s z e j cznSci dyskusj.i bAindzie stosow
6test post hocdé dla uproszczeni a.

Daned o t y aiwahianiaAPlanalizowane a pomoc N | i ni owe@MM)model u mi
zef ekt amj swagltnmi pf Nbkiodde a§ wwahmizp ar ame tt ra-kwe
Zlosowymp ar amet r em aod dzilald) Pava anddevwano z wykorzystaniem LMM
dazmi ennej zal eUnej ci Ngge|duyeszt $tapaieswabaljoszd@mwmanou nor mal
met odN Satterthwa igios ha@b. dopasawa b porywnual® ci u met ody

z wykorzystaniem oprogramowania JAMOVI.
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Rozdzi@zxn%i. badawcza
6.1. Otrzymywanie i modyfikacja kooligomeru [P(EMA) -co-(GMA)]

Metakrylan etylu (EMA) i metakrylan glicydylu (GMA) s N monomer ami
wykorzystywanymi wr eakcj ach ot r zy my[bbd h57laZ ap opl o vasktraynl i aen -
oligome owego odpowi ada zachodzNca r Wiejprdbiagnpoolniame
wyr - Onil n a s inicjapjii) projag@c) i ermiagejy : Za i nicjacj i polin
Al BN, kt - ry dodawany jnejgadm zdnonomeramis/AdBNngmpeyaturzee a Kk «
powyUej 60AC ul ega r ozpadwewodnki nitylowe.z Todo nidhwa
wnastfiApnym etapie pr zyrgyNcaznaowe .s i Rir dosognsodikeer ny s tnre
monomer -w w rozltworde Hakwxz@Exrzenia procesu ptr
t wor z N olgagneru kelejriego rodnikgetapterminacii)

[P(EMA)-co-(GMA)] ot r zymanopomemedMz acj i wol norodni
podany | e(Schemai d)iPRJ.URrjo d ukt reakcj i |lpioagoyae ypsrzas:
bezwyczuwalnego zapach(Ryciny 2 i 3) k to-brryz e r o z wtaldch mzpasiczalsikach
jakTHF,ACN, aceton, DCM, AcOEt, sgabiej natomi as/

Q o H, CHs CHy |,
H,C o~ 4 H,C AIBN, heptan %‘ Cz Cz —é
B —
0" "CHs 0% 75°C, 180 min
CHj CH;3 o 0" o 0" o

kcH3 %o

Schemat 1 Reakcja otrzymywania [P(EMAco-(GMA)].

PierwszN modyfi kacjn wy j -Bos(GMAY epyzeprowgdaodEr u c F
zwy kor zystaniem ETA (Schematy 2 i 3) . BTAs t t
macharakterwy s o ¢ e zasadowy, a i e, Slzc z&g-reN wda
doprzeprowadzenia modyf-doMB)] j esjtadGcejchai ¢ ®gEMA
mi eszani aReakcgn wordalll ypf oEfiodccNpr zepr owadzono w dw
i z zastosowaniem bezwodnego DMF. Otrzymakaoligomery [P(EMA)-co-(GMA)]-ETA(1)
i [P(EMA)-co-(GMA)]-ET A ( 2) bydy Imi zalgkikomiyczuwalnyrs zapaehem aminy.
Przeprowadzone reakcj e c¢hemi cz ngrukturge etrzymayycha z a §
produkt wNa Rycinie 4 przedstawiono reprezentatywridmo *H NMR dla [P(EMA)co-(GMA)]-
ETA(2).
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Rycina 2. Widmo 'H NMR [P(EMA)-co-(GMA)].

IH NMR (400 MHz, DMSQdg), U (ppm): 0,81 i 0,98 (dj CH3); 1,20 (s,TCHs); 1,831,89 (d,TCH2l);
2,67-2,81 (s, CH2i Oi'); 3,21 (s, CHi Oi'); 3,74 (s, CHai Oi'); 3,99 (s, CHi CH2i O); 4,31 (sj CHai Oi).
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[-90000
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40000
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-10000

T T e L R S S S S S B S B S S S S S S S B S S . S B S H
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Rycina 3. Widmo *C NMR [P(EMA)-co-(GMA)].

13C NMR (176 MHz, DMSGdg), U (ppm): 177,32 176,31(>C=0); 79,64i 66,17(>Ci OR); 60.98; 5393; 49,07
48,99 18,85 16,90 14,01
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Hy GHs CHs 1, Ha H>
C C C C
HO
AT e s B
O (6]

[O ) (O] 120°C, 30 min [e o)

Schemat 2 Reakcja otrzymywania [P(EMAco-(GMA)]-ETA(L).

C Cc C Cc
HO DMFann
M N \/\NHQ - . M
120°C, 30 min

Schemat 3 Reakcja otrzymywania [P(EMAco-(GMA)]-ETA(2).

65000
(60000
55000
[-50000
(45000

40000
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-30000
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034~
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8 16 14 12 10 08 06 04 02 00

B e e B A B e e —r
50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20
[ppm]

Rycina 4. Widmo 'H NMR [P(EMA)-co-(GMA)]-ETA(2).
'H NMR (400 MHz, DMSGds), U (ppm): 0,77 (s, TCH3); 0,93 (s, TCH3); 1,24 (br, i CHai CHa);
1,78(s,1 CH2i ); 2,09(s, T CHai ); 2,60(br, T CH2i NHi CH.i ); 3,48(br, T Oi CH,i CH<); 3,76 (br,i CH.i OH); 3,97
(br, 1 CHal CH).
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Ksylitol (XYL), zwany cukrem brzozowym, nal ey chemicz
(cukrol).) W swoim ga@® uchu zawi edai bkigrkutp:- rhyymd rjoekssty | o wly < th
dobrze r ozpus@cermtidd Na twe gvo sinea@yt y do zwi fkszenia hyd
kooligomeru  [P(EMA)-co-(GMA)]. Otrzymany  kooligomer  [P(EMA)-co-(GMA)]-XYL
popoczyszczeniu i whiasguesgzoe npiruo snzi kauj bpeozs twayic zuwal nego za

'H NMR potwierdzi ga dRycina5).mani e tego produktu

C C C
M . HO/\‘/H/\OH DBEJ, DMFar‘m M
le} 0 110°C, 45 min o) o)

c
0”0 o} o}
OH OH
‘\CHa \/o KCHs KEOH
o
OH
HO OH
OH
Schemat 4 Reakcja otrzymywania [P(EMAco-(GMA)]-XYL.

45000
40000
35000

30000

25000
20000
15000
10000

t-5000

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
50 48 46 44 42 40 38 3.6 34 3.2 30 2.8 2.6 2.4 22 20 18 1.6 14 12 1.0 08 0.6 04 0.2 0.0
ppm.

Rycina 5. Widmo *H NMR [P(EMA)-co-(GMA)]-XYL.
'H NMR (400 MHz, DMSGds), U (ppm): 0,88 (s] CH3); 0,92 (s,i CH3); 1,31 (br,i CH3); 1,69 (s, CHai ); 1,70

(s, TCHJi); 3,45 (t, >CHCHJOH); 353 (m, OHCH<); 4,10 (br, 70OiCHa CHs);
4,25 (br,i Of CHzi CH<); 4,46 (br, >CH CHZi O ).
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Hy, GHs CHs 1, o Ha Hy
c MC H N/\/\)kOH NaOH, DMSO/H,0 C MC
+ 2 o N V
150°, 30 min o o o o

NH,
Schemat 5 Reakcja otrzymwania [P(EMA-co-(GMA)]-ORN(1).
H, CHs CHs n, o H, CHs CHy p,
c c . . c c
o o0 NH, : oo oo

Schemat 6 Reakcja otrzymywania [P(EMAco-(GMA)]-ORN(2).

L-ornityna (ORN) j e st ami nokwasemcryant uw ad mg & n iwynsiten
Jejgg-wnN rol N jest udziag w cykl uriachri nyioplazmie wy n
kom-rek wNtroby. W swoi m §antowedSthemaDBBNOtrzymane e r a
wwyni ku przeprowadzonych reakcji p r onyazuwalnym c h a |
zapachem aminy. Analiza widdi N MR p ot ewrzymani@ pligainaru [P(EMAo-(GMA)]-

ORN(1) lub [P(EMA}co-(GMA)]-ORN(2) (Rycina 6).

35



65000

:60900

lssann

;suauu

;45000

40000

35000

30000

izsuuu

20000

2 R I 15000
i i - 10000

5000

003 =

s$§2% &5 3 +-5000
..........................................

————t T : .
50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 2‘[6 2].‘! 22 20 1.8 1.6 14 12 10 08 06 04 02 0.0
ppm

Rycina 6. Widmo *H NMR [P(EMA)-co-(GMA)]-ORN(2)

'H NMR (400 MHz, DMSOQCdg) , a (ppm): TICHsB 01,40(,44, (m, 20i CKyi CHa);
1,65(s, i1 CHai); 1,76 (s,i CHal'); 1,941,98 (m,i CH2i CHai); 3,05 (d,i NHi CH.i CH.i); 3,06 (d,i NHi CH.i
CHai); 3,07 (d,i NHi CHai CH2i'); 3,09-3,12 (m, >CH CHai NHi); 4,25 (q,i Oi CH2i CHa).

62.Badanie wgaSciwoSci fizykocheen(GMA)]noyaz legok ool i g o me
pochodnych
Skaningowa mikroskopia elektronowa pozwala aax al i z i powi erzchni or az

badanych MRet &a d mgye rmw o weaznlbs, t middraoklyifikowaego kooligomeu
[P(EMA)-co-(GMA)] dyspergowanev EtOHa gr egwp Nz Nc p owiz g p o enh dkinte Nc

(Rycina 7A). Kooligomery zmodyfikowane ORN XYL, czyli [P(EMA)-co-(GMA)]-ORN(1),
[P(EMA)-co-(GMA)]-ORN(2) i [P(EMA)co-(GMA)]-XYL, wykazuj N znacdwns ge ruwyjUs z N

w EtOH, co w konsekwencjipr owad z i do ut wor z e nbardziejwerowadit wy mat er
morfologii powierzchniw p o r - w nneezmiodyfikodvaego kooligomeu (Ryciny 7C, 7D i 7F).

Zmodyf i kowa n kodigontemu,E&grupami &urdyjnymi -OH oraz -NH, doprowadzi go
dowzrostu wgaSciwoSci brgzddroo f z Wio fvly € h e adi lmio Pwae pug @l z
kooligomezpwswczal nikach prot koony gh.meM&EDAZ fwii Na &ji @ m
spowodowada zmniejszenie por owpowier&bniaotramarychkt ury koo
film- werozpuszczonegfP(EMA)-co-(GMA)]-ETAb vy § y iephamodenne (Rycin7B i 7E).
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Rycina 7. Zdj i eawierzchni koo | i g o mearejesivowargych SEM: (A) [P(EMA)-co-(GMA)],
(B) [P(EMA)-co-(GMA)]-ETA(1), (C) [P(EMA)-co-(GMA)]-ORN(1),(D) [P(EMA)-co-(GMA)]-
XYL, (E) [P(EMA)-co-(GMA)]-ETA(2) i (F) [P(EMA)-co-(GMA)]-ORN(2)[P2].

: X f T'\
- | 1450Y 850
11480 1150 : 910 |

Transmitancja [a.u.]

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Liczba falowa [1/cm]

Rycina 8. Widma FTFIR badanyctkoo | i g o nA) [P(EMIA)-co-(GMA)], (B) [P(EMA)-co-(GMA)]-ETA(1),
(C) [P(EMA)-co-(GMA)]-ORN(1), (D) [P(EMA)-co-(GMA)]-XYL, (E) [P(EMA)-co-(GMA)]-ETA(2),
(F) [P(EMA)-co-(GMA)]-ORN(2) [P2].
Spektroskopia w podczerwieni z transf or ma
struktury na poszcz[e2y- - 1Znyjcenj ewyakpoarczhy sstyanntieezny p

chemi cznNco( BMEMA) a takUe |jego z moathyETA IOBNan e
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i XYL. Widma FT-Il R kool i gomer u wyj Sci owego [ produkt - w |
naRycinie8. Dla [P(EMA)-co-(GMA)] zarejestrowand wa s i | nRycima 8A) RPieawszy nich
zarejestrowano przy 1725 ¢mmo Un a g o dmaninyrpoi zscai ygva jN ¥ &=0i Drugi
natomiast zaobserwowano priigzbie falowej 1150 cmt, co odpowiadad r gani om r ozci Ngaj N
wi Nz ai@.iDadatkbwos t wi er dzono obe ®@Wed{r ozyxg Ngip-j W@er -y gani a
oraz850cm(r o z ¢ i edigamgwWN cN z & @iiCr ©becnoSi gr whkooligomerkes y d o wy ¢ h
[P(EMA)-co(GMA)Jpot wi erdzi § sygnag owasrt ovd aidRy§nad)ac wi d mi e
Zaniktegos y grkaodwej no w modyfi kowanych g8B@wshazyww&dol i gc
nakowal encyj nN mo PEMA)RGNAN. Pgsmabubseovbvane na widmie przy
30002930 cM, o d p o wudpcaviednip dtganiom oz ci Ngaj Nc vy niH, prgyrl4d® owani a C
cmtdr gani om d €fHpapmyur558ht'd mgani om kropEhs z Ncy m

Dla wszystkch pochodiych [P(EMA)-co-(GMA)] (ETA, ORN i XYL) zarejestrowangzeroki
s y g w zalresieod 3600 do 3000 chk t - r y pmypi@ida gani om r oz iz ®HgEa jONc y m
p o ¢ hoymaddkoholiiwody.Ten sygnag moUe BweadoHNgHgamavpi eU o
rozcieNg&jtNoa ych s wgakraesig3600826Q cin'p Rr7y 8930 cm zaobserwowano
sgaby psoycgnoadjz N c wsyneettyczdychgsamn@rycznych grup alifatycznych GHCHL.
Sy g n azgkyesieM 754720 cm'i 11501000 cm'pr zy pi sane zostadgy odpowiedn
dgani om grup C=0, or azgrug@&ad Bycimy8d,0¢8F)ns NI kdgigomeryo m
modyfikowane ORNiXYLD| a ¢ z fi s twatr It iovBsFSithit0leotz ar ej est rowano sygn
ktezrwi Nzane sN z wy sH w girokimaenBTAR InORMZ Nizraa® NNc éH).dr gani a N
Sgabe r ozxdaighqajeNc@WN Mbzy d02G cmt zarejestrowano dla wszystkich
zmodyfikowanyctp o c hod ny ¢ h keoligorSecui o we g o

Miareczkowanie alkacymstrc z ne | esti ztye cihind koNi caweajlk r ekSl-emi up ol e
punktu r-wnowaUni kowego reakcj i [P2aW analidoahgre | W SPOS
przypadku przeprowadzono miareczkowanie alkalimetry@(EMA)-co-(GMA)], w Kkt - rym mocny
kwasmi ar ec z k owa n oTabetad)n NP ozdasstaaddN chemi cznN pozwal aj Ncl
danegmznaczenia jest f akznajUeu]jpNcy S@&MAswE Sespoodkoskyidsokway e
kwaSnym ul ega otwarciu i pr zyrpNygadkurCyZ nznoi setjasjzea jd\bc en i
si i st i Ue‘rustatonoj pzer -kamtroldwane miareczkowanie roztworu mianowanym 0,1 M
NaOH.Na podstawie uzyskanych wa rnoonSocneEMAWIWBMAO s k o wan o,
w kooligomerz P[(EMA)-co-(GMA)] wynosi szacuk o wo mi hallzy 0, 21

Tabelad.Oznaczenie wartoSci |liczby epoksydowej metodN
Pr - bka Masa oligomeru [g] ObjntoSI ti Liczba epoksydowa [%0]
Pr-ba ¢ 0,0000 30,55 -
1 0,1999 18,40 26,25
2 0,2003 18,70 25,44
3 0,2003 18,30 26,30
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Podst awowBt beowankKNdo okreSlenia mas c¢czNst
jest HPLC-GPC/SEC[P2]. Mechani zm oznaczenia polega na r
przechodzNcych przez kol umnin. Mage czNsteczki
wni kaj N w pory Uel uniwly pezjhd tag Nz kepgoomw akcoll sussienith z it ¢
i szybcZejpweagiuupdl.br adrukuralaychz o mic id z y Uk oPEMAg 0 me r
co-(GMA)]-ETA(1) i P[(EMA)-co-(GMA)]-ETA(2) orazP[(EMA)-co-(GMA)]-ORN(1) i P[(EMA)-
co-(GMA)]-ORN(2), dotej analizywybrano pgednymreprezentanciaVy n i ki Soerkmaa d b
czNst echadaoyely @ vl i g proedstawiomow Tabei, nat omi ast rozkga
frakcji, kolejnow Tabelach €.

Tabela5.Wart oSci Srednich mas czNsteczkowych dl a
Pr - bka
WartoSi [P(EMA) -co- [P(EMA) -co- [P(EMA) -co- [P(EMA) -co-
(GMA)] (GMA)]-XYL  (GMA)]-ETA(2)  (GMA)]-ORN(2)

Sredni a n

czNsteMzk: 436,50 615,80 473,20 686,67
Sre d ni a wall 478.70 721,78 543,91 783,37
czNst ebMzgk:i
Ws kaTni k 1,10 117 114 114

polidyspér

Tabela6.Rozk gad masy molce(GMA)ar ne|j [ P( EMA)

[P(EMA) -co-(GMA)]

Zakres masy [Da
y [Da] Udziag procentowy |

1482,81202,2 0,50
1202,21004,3 0,77
1004,3601,2 4,18
601,2300,8 86,84
300,8234,4 7,71

Tabela7. Rozk gad masy mo l-ce(GMA)JaXYIn e | [ P( EMA)

[P(EMA) -co-(GMA)] -XYL

Zakres masy [Da
y[Da] Udziag procentowy |

2754,%72007,2 0,38
2007,210004,1 5,61
1004,1601,3 28,34
601,3270,5 65,67
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Tabela8Rozkgdgad masy mo l-co(GMA)aETAD | [ P( EMA)
[P(EMA) -co-(GMA)] -ETA(2)
Udziag procentowy |

Zakres masy [Da]

2664,42001,2 0,01
2001,21004,2 2,45
1004,2601,3 9,91
601,3217,1 87,64

Tabela9. Rozkdgad masy mo l-ce(GMA)JaQRN(B)j [ P( EMA)

Zakres masy [Da] [P(EMA) -co-(GMA)] -ORN(2)
Udziag procentowy |
2560,12007,4 0,50
2007,41004,2 5,72
1004,2601,3 57,75
601,3217,1 36,03

Bi opdld uwagn zar-wno wart oSHNMRI HRLEBRC/SEQ oksydowe
moUeawierdzil, Ue st osun e&(GNAYAynasiol:2,6Mavo - [ Ry B MA)
wzorze przedst awdobtGMA)ND 7 iatkkoi [Wi(TEKWMA2 e mu st osunkowi m
epoksydpoowN wa@niEMMA moUna wysnul wni os afikacjijUe zapl an

maj Ncej na celu zwinkszenie rozpuszczal noSci otr z
wydajny i wystarczaj Ncy do osi Ngnificia zamierzoneg:
W celu okreSlenia trwagoSci termicznej wszyst ki

technik anali zy t er mogr PR @ieymang kizywe jtermdgrav@nielryczne

zestawionona Rycinie 9A, natomiast Rycind®®B pr zedst awi a pochodhe otr zym:
r-Uni cowa anal i zaDTGeDlafR{EMAcHGMY] zarejestrawars ulit masy

w przedziagach tempeA@BR2RRA0Cko4+CGAAB2A§Dzi e dla dr u
przedziagu zaobserwowano najwinkszy ubytek masy (F
nast Npi gy przy temper Rycina 8B).hPodczas8ahalizirAweydh T6 353 AC
zmodyfi kowanyahi gjoantEcruocvhy-cwh z pranvesvezweswane, mAe N wy U
trwagoSi termicznN ni U ko(GMA)o]me.r Wyjj Btckdoevy Ky &P ( [ER
(GMA)I-ORN( 1) , kt - reqo rzazxkpaditje rmmieanal Ue | i ni owo, w
d o 4 5 @rAglj stroBy, jego odpowiednik, czyli [P(EMAP-(GMA)]-ORN( 2) wykazag naj wyl
trwago&StnNerdméego ropkgad?258ALCy nakrésiadSBiB O AICG i w350
A50ACy maksimach témpAcCatUry8BAAE Wwyni ki wskazuj N,
zawarta w GMA koo |l i gomer u wyj Sccop@eAp] PP EMAdagowada w
przeprowadzone]j reakcji z stubsbyadygj &mMiA, maoXdyf i ik u joOI
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R- @eawwartoSciach temperatur rozkJadudpO&pzmjHh

odchemi cznej struktury gaCGuch-w oligomer - -w, a

A 100
90 -

80 A
70 A
60 1
50 4
40 -
30 -
20 1
10 A
0

Utrata masy [%]

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Temperatura [°C]

1.2

=

1.0 A

0.8 1

0.6 1

0.4 1

Pochodna TG [d%/°C]

0.2 1

0 e

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Temperatura [°C]

Rycina 9. (A) TGA i (B) DTG dla badanyctk o o | i g o[R(EMA)-ce-(GMA)] (czarny), [P(EMA}co-
(GMA)]-ETA(1) (fioletowy), [P(EMA)co-(GMA)]-ORN(1) (zielony), [P(EMA)co-(GMA)]-XYL (niebieski),
[P(EMA)-co-(GMA)]-ETA(2) (czerwony)raz[P(EMA)-co-(GMA)]I-ORN( 2) ( poniB2l.a Ec zowy)

Zdol noSi do pAiczni ebrmirad zijejst chardakt ez y sn a
przypisywanych hydr otleljowny. ms t&0 eblatNuvwnii k@ a dc uc h - \
twor zNcych hydroUel wypegniaj Nc wol n ehamktezryruget r z
sivii AkszZNN noabsji i @&t ewyja§ciOdo wygymaneanmalritoyScpic:
zestawiono Wiabelilo, wyznaczaj Nc wsp- §P2lyNawuy dsvaNicav8i e n
wyznaczono dla[P(EMA)-co-(GMA)]-ETA(2), z a S a j n idld §PEENA)-co-(GMA)]-ORN(1).

SWwyznaczons t 0 sSRu wN @& i

ny . (o a
© o (8)

gdziempei masa pr -bki pomsfimagai pni bki mpfzed sphiczr
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TabelalOWs p:- gczynni ki p i c zkooil é ngioameproswz czeg- 1l nych

Pr - bka Moprzed [MQ] Mpo [MQ] SW

[P(EMA) -co-(GMA)] -ETA(L) 4687 3,70
[P(EMA) -co-(GMA)] -ETA(2) 5149 4,15
[P(EMA) -co-(GMA)] -XYL 1000 3475 2,47
[P(EMA) -co-(GMA)] -ORN(1) 2257 1,25
[P(EMA) -co-(GMA)] -ORN(2) 4584 3,58

OkreSlono wdaSciwoSci hydr o[PEMA)-0EGMA-X¥Yb | ogi czne

[P3]. KNt  z wiwyzhawzorioadla oligomeru [P(EMA)-(GMA)]-XYL. Pomiary wykonano

dadw- ch cieczy p ol ralu) mrazjédnej niepotiméj dijodognetane. dabeld 1l
przedstawia Sredni N wartoSI tadhtwaaz z odchylddiermi a wy z ne
standardowymOb | i czona cagkowita swobodna energia powierz
poziomie4 5, 3 N0, 1 amJskJadowe ener guaniderdMaasy @lyspersyind)e go Li f s
kwasowoezasadowa, kwasowa (akcepeot e kt r on - w) i zasadowa (donor el ek
48,20N0,02,-2,90N0,11, 0,10N0,01 i 21,40N 0,19 mIm?,

TabelallWart oSci kNta zwil Uani a

S§redni kNt zwi Odchylenie star
Woda 60,74 0,12
Dijodometan 1846 0,08
Glicerol 6124 0,10

Badanie kNta zwi lhyahidzaa wivy kK[REVMAEoR-(GMA) XYL

mawgd aSci woSci hydrofilowe o zauwaUalnym charakter z
powi erzchni owe|j pokazuj e, Ue otrzymany ol igomer m:
energi i powi erzchniowej. Jego enerrggiNa npyol wineur,z cphonliioe
l ub materiagu epoksydowego, przy czym to ostatnie

materi agu.

WigaSci woSci [PEEMADdO-(GYAEXYh & 0st ady prezemand!l kNbwan
zmian temperatury ¢ z i s t o {Suplemen®R3]i Rycina S2, Tabela S1Pomiary wykonano
dahydr oUel u PEMA)as(GNAY X ELgomazAGR w stosunku masowym 2:1 (matryca
1, Tabela2Podczas pomiar-w funkcji temperatury zaobser wi
sprnUyGHj a&cii (mo d u@dwraz temwardstero tdneperatufy. Wr zy padku pomi ar - w

w funkcji czZiiewNtobseSwac jkicwaidsn oottd wawooScpr zojk oo 10
krzywe G6i Gopr zeci ngy si n, ¢ okooligentem ZR{EMA)CO(GMA)pXYIz e j Sci e
zfoomyUel u w zol. Na podstawie tych wynik-w amoUna st wi

sifn wyUszym udPEMAF@GMAREYD wy g1l 11 d e(stosén€kRnasowy 2:1),
pozostaje mechaniczrier w degyaie nieznaczne zmiangw t 6 && ozaobserwowano w zakresie
temperatur2@0C i czfist®501 HwpSczylDi 1w warunkach odpowi ada

zastosowaniu tych materiag- - w. Utr zy maywyseskiep dp owi edn
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zawartoSci jesskbdgzowgem dl a funkcj onal nanfchi m
bi omedycznyshopaiahelyi edi owani a polimeru oraz
teU0 wyUsza zawar thy@ddle wowymw pnazyerzatleowane] o
otwierano Ul i wo Sl szerszego zastosowani a dlasgstangiat e
owd a Sci whgddtilawgch[h58,159]

63.Badani e wgaSci wo S clkrobiaogitzoythmtazs fgrmakaiogiczimych matiyc
hydroUel owych ch z a wikeeligamerN ¢ y [P(EMA)-co-(GMA)]
oraz jego pochodne

Kluczowym aspektem detasmosawdloyam moilUNEZ ke
wbadaniach biomedycznych ytest okoskyrcezdloeSciie nsat o
Wzal eUnoSci od przewidywanego potencjalnego
zwi Nzane z fizjologwfa%oimveo @ki. &4stismdomess VIEzhn y ¢
wy kor zyst uj mitochondrid 6 c ly wwc henzkgmishehgklr ogenazin bur
kt -ry przeksztadgca dodany egzoge Rl W priypagkuy M
kom-rek mart wy omp rMTeTk snzitea ucleengiau. Do okr eS|l eni a
zastosowanodee k cj i spektrofotometrycznN.

Przeprowadzone testy wykazagy,-collGMA)] atdynl e
g a Ec uolighmeru modyfikowany XYL ([P(EMA}co(GMA)]-X Y L) , charakte
sinfmj wi nkszym przeUyci em f iwyrndb Isajs tniwe nsak - riy0 0l %
trwania eksperymentu (Rycin®1/P2]. Po zkoosalaigeomery powodowadgy ©pt
na poziomie ok. 35% dla [P(EMAJ0-(GMA)]-ETA(2), 20% dla [P(EMAYXo(GMA)]-ETA(L)

i [P(EMA)-co-(GMA)]-ORN(2)oraz7% dla [P(BMA)-co-(GMA)]-ORN( 2) . Na podst awi

wyni k-w stwierdzonokeo|Uegonmeerz mont ynfoi kzonw aknoyme j cy

byl wykorzystany do st wopezsenzewaz ginatduy cnya hsywdorj
hydr of obowN nsit fiwrydimoi kOQdvn wg z khodyfikowayychkoo i | @ o me r - w
cytot okswskap &njedynie [PEEMA)co-(GMA)]-XYL moUe byl wy k

dodal szych kiasmedywan chbaedawaz ghdiskhNonlkegoznoSi
wz gl fd tepkooligprhekboy § w yykwany doywsrzenid y d r oydhematoysiakon o S-nw k
dla substancjbiologicznieczynnych.

Gg-wnym zagoUeniem tej pracy bygdgo otr zym:
zastosowanie |jako matrycaSudbkkunw)er ac damiadmina
dopodawani a Aby okemi .|, czy otktemyuze| Matsémni a
awi PczedguUonym profilem uwal ni anym testein evkainianja p o

| ek -pw sz aci qipogiedhi@zingdgfikowanym na potrzeby eksperymentu.
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*%* (p < 0.001)
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g s Vol Vo
S 1007

=

8 mm 24h
% 60 Em 48h
=

S 401

=

i

N 20

N

i

o

0 A B C D E F

Rycinal0Pr zeUywal noSi fibroblast-w sk-ry ludzkGejprpdéddanych
kontrolna, A) [P(EMA)-co-(GMA)], (B) [P(EMA)-co-(GMA)]-ETA(L), (C) [P(EMA)-co-(GMA)]-ORN(1), (D)
[P(EMA)-co-(GMA)]-XYL, (E) [P(EMA)-co-(GMA)]-ETA(2) oraz E) [P(EMA)-co-(GMA)]-ORN(2)[P2].

UOymMBjesthydr of il owNodebewBndjoNbmdpang atfaivadmi ani a
| e k. Wyniki w postaci graficznepr zedst awi aj Nce pmafiye bwditoUahbwy
zawi er koplijomgr®EMA)-co-(GMA)] oraz jego pochodnegstaviono naRycinie11 [P2].

—e— [P(EMA)-co-(GMA)]-ETA()
wsQe [P(EMA co-(GMA)]-ORN(1)
——-%—— [P(EMA)-co-(GMA)]-XYL

Calkowita ilo$¢ uwolnionego MB [mg/L]

—-—te—- [P(EMA )-co-(GMA)]-ETA(2)
.- — - —  [P(EMA )-co-(GMA)]-ORN(2)
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Czas [mn]
Rycinall.Pr o f i | uwal ni ania MBI[R].poszczeg-lnych hydr
Jak moUna RucmedalykatWay z hydroUeli <charakteryz

inaj widnkszym uwalnianiem MB w ci Ngu pierwszych sze
szybkoSI wuwalniania spadaga, aryinideo porszieNdgsntiafmciiaa ssitha
wypgaskczgwiyeh. Spadek sszspbwoB8owagwpbkgiedmeaahamowani

wydguUenie procesu w czasie, co odczytywal naleUOy |

44



co-(GMA)]-ORN( 1) odznaczag sin najszybszymwmgi mnlkg¢ @Gé
zestawi eni a zn ao(&MA]YETAL) iN[P(EMR)cE(BMA)]-ORN(2). Natomiast
[P(EMA)-co-(GMA)]-XYL i [P(EMA)-co(GMA)-ETA( 1) znajdowagy sin
najbardziej optymalny profil uwalniania.

Jako sbstancje biologiczniezynne(AP)o wg a Sci wo Sci ac hdopalszyehc i wh
badadaSci woSci uUyt eczny cdo(GMA)ywmyt kazroawasnteagmo : [ PH
(BAC), fiolet gencjany(GV), f ur dRURd Y rzii e | e EBB)[PB] saystkietw® z wi Nz
wykazuj N wgaSci woSdzi apjrazieNcci whaks gecmphpine u gt rwaji e
zasiedlajN zranionN sk-rfA c¢z{§oTWeste kakteriopgicane d u j
przeprowadzonmdla matrycy 2Tabela 2[P(EMA)-co-(GMA)]-XYL do AGR w stasunku masowym
1:1) zawi ejfAP] B odpowi edn (Tabelas2) iiddtg wy kazagy, Ue a
przeciwdrobnoustrojowa API jest zachowana podczas procesu przygotowaniar y ¢ hy dr o U
(Tabelal?).

Tabela 2. §r edni ce stref zaterd ohsemodwanaw wal edlradBjbia k
istnUenia APl w hkhoatigowerawi wr apf Nbep kontrol ne

Szczep bakteryjny  API Strefa zahamowania wzrostu bakterii (mm)
A [0,1%] B [0,5%] C [1,0%] D [2,0%]
Escherichia coli BAC Nie zaobserwowano
DH5U BG 16,5° 0,7 17,5° 0,7 19,5° 0,7 20,5° 2,1
(16,5° 2,1) (18,5° 2,1) (18,0° 1,4) (20,0° 1,9
FUR 20,5° 0,7 21,5° 0,7 20,5° 2,1 21,0° 1,4
(18,5° 0,7) (19,0° 1,9 (18,0° 1,9 (19,0 1,4)
GV 10,0° 1,4 11,5° 0,7* 12,5° 0,7* 13,0° 1,4*
(8,5° 0,7) (6,5° 0,7) (6,0° 1,4) (7,0° 1,4)
Pseudomonas BAC Nie zaobserwowano
aeruginosa BG 10,0° 1,4 11,5° 0,7 13,0° 0,0 13,0° 1,4
ATCC 9027 (8,5° 0,7) (8,0° 1,4) (9,0° 1,4) (8,5° 2,1)
FUR Nie zaobserwowano
GV 7,5°0,7 9,0°1,4 9,5° 0,7 10° 1,4
(8,56° 2,1) (8,0° 1,4) (9,5° 0,7) (9,0° 1,4)
Staphylococcus  BAC 7,5° 0,7 15,0° 1,4** 17,0° 1,4* 19,5 2,1 **
epidermidis (9,0° 1,4) (12,0° 1,4) (14,5° 0,7) (17,5 2,1)**
ATCC 12228 BG 14,0° 1,4 17,0° 1,4 19,0° 1,4 20,5 2,1**
(8,5° 0,7) (12,5° 0,7) (16,0° 1,4)** (16,5° 2,1) **
FUR 13,5° 0,7 15,5° 0,7 16,5° 2,1 17,5° 0,7
(13,0° 1,4) (15,5 0,7) (15,5° 2,1) (18,0° 1,4)
GV 16,0° 0,0 16,5° 0,7 17,5° 2,1 19,0° 1,4
(15,5° 0,7) (15,5° 2,1) (16,5° 0,7) (17,0 1,4)
* Wynik statystycznie r-UniNcy s

n od odpowiedni e]j pr - b
i

i
** Wynik statystycznie r-UniNcy sifn od odpowiedni ej pr - |

Zaobserwowano r - Une matfyehkyt dr oddeduociéngotionyca ny c
w nich APIL Hy d r o kbelijomerem wy k a z a § podobne I wbScwy
przeciwdrobnoustrojowe w o r - wn@ami BN zk(eama AGR) nNi e st wi erdzon
l ub ni ewi el ki ch r - Oni cbaktedal ajak BGeEkchedidnia qola r

GV-Pseudomonas aerugings&UR-Staphylococcus epidermidi8G-Staphylococcus epidermidis
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i GV-Staphylococcus epidermidid/y k o r zoyasntad ji & i AN OV Aprzypadkupar BYURO 5) , w
Escherichia  coli (nieznacznie) i GV-Escherichia  cdl (statystycznie istotnie)
orazBG-Staphylococcus epidermidisBG-Pseudomonas aeruginogaieznacznie)zaobserwowano

silniejsze  hamowanie wzrostu bakterii diar - by .bW dpazypadku tej ostatniej pary
zaobserwowano niewi el &Bpr -elf ye ki€a dekanwesptbing statystyczdiea w kK i dl

r - U rzaobserwowano dla pary BAGtaphylococcus epidermidis gdzi e ef ekt zal eUny
obserwuje si fiydrdk & koriralid\aanl eegtnakz ja z n a ¢ zngcknje sildigjsze
zahamowanievzrostubakteriz aobser wowano dl a tkgokgoneddel u zawi er aj Nc

Ostateczni e ni e zaobser wowano l ub zaobserw
przeciwdrobnoustrojowe dla badanyamatryc hydrd) e | i [ kontroli dl-a nastnpu
Escherichia coli BAC-Pseudomonas aeruginosaFUR-Pseudomonas aeruginasa Wi nksze strefy
zahamowania dd FUR mogN byriozpwisNz tejemsdbstanG.cBRl j est Jat wi ej
uwalniany zmatrycy h y d r ojdik@ $ubstancja hydrofobowérabela 2, matryca 2)Substancje
hydrd i | owe (BAC, BG, GV) maj N bardziej wutrudnionN z
ibgony. Jednak wyrnibkai pmodkaahzaj jeN wi B&szN inhibicjn ni
zatem st wier dkooligomeru(PEEMA)bogGMAY-RYL mo Ueo mpmwal penetracij i
farmakol ogi cznych ARIlj,dogdkom- rskuiibsisavkf ¢reydizne a gvarkiae .
Wszystkie wyniKki pr owahydrdd e dle@ wwn ie gPEEMA).codCMA)|pr epar aty
XYL mogN byl uwaUane za s k ut e ciwbakeeryjnycho Sni ki

do stosowania zewnitrznego.

64.Badanie uwalniania substancji biologicznie czynny

kooligomer [P(EMA)-co-(GMA)] -XYL oraz ocena statystyczna

Do okreSlenia ApAIpdsfuUaumwal sai anita&N samN met odN,
uwalniania substancji modelow®|B, jednak z pewnymi modyfikaciami kt - r ewz gbkrmed d iy o
w opisiew Tabel 2[P3]. Krzyweo br azuj Nce profil e uwAP)amarycy a subst a
hy d r odkazdna naRycini#2, natomiastaneeksperymentalne mo Ul i wi aj Nceiiwyznaczen
uwalnianiazestawionow Tabeli 3. Matr y c e hy dr o Ue | zP(EMA)Sk(GNAY XYLy s i i
oraz AGRw r - Uny ku magowym kaoligomeru do AGRoznaczono je jako niyca 1 i 2
(Tabela 2).
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Tabela 13.Wyniki analizy spektrofotometrycznfff(EMA)-co-(GMA)]-XYL/AGR (matryca 1 i 2) odpowiednio z BAC, BG, FUR i GV, przedstawione
jako procent uwolnionejmasy AFMMj w por - wnani u do masy WwWyj Sciowe]j

Czas Maac [%0] Mszac [%0]

[min] Kontrola SD Matryca 1 SD Matryca 2 SD Kontrola SD Matryca 1 SD Matryca 2 SD
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 5,34 0,58 6,41 0,20 9,79 0,34 5,05 0,09 0,28 0,06 2,00 1,20
2 5,56 0,87 6,44 0,20 9,83 0,31 5,13 0,01 0,64 0,18 2,81 1,34
3 5,65 0,74 6,50 0,15 9,90 0,30 5,13 0,01 0,81 0,24 3,14 1,27
4 5,71 0,76 6,56 0,12 9,98 0,27 5,14 0,01 1,00 0,32 3,47 1,18
5 5,66 0,82 6,61 0,12 10,04 0,27 5,15 0,02 1,05 0,28 3,83 1,04
10 5,72 0,74 6,64 0,14 10,11 0,27 5,17 0,02 1,53 0,31 4,19 0,51
15 5,84 0,66 6,65 0,15 10,16 0,26 5,17 0,02 1,81 0,37 4,36 0,34
20 5,72 0,50 6,66 0,12 10,18 0,27 5,18 0,03 2,00 0,37 4,41 0,33
25 5,82 0,51 6,68 0,12 10,21 0,25 5,19 0,03 2,18 0,37 4,42 0,33
30 5,81 0,44 6,71 0,09 10,25 0,24 5,31 0,21 2,24 0,40 4,44 0,34
45 5,73 0,49 6,71 0,10 10,26 0,26 5,32 0,22 2,42 0,31 4,55 0,39
60 5,69 0,53 6,74 0,09 10,29 0,24 5,34 0,20 2,48 0,34 4,59 0,44
90 5,74 0,45 6,76 0,10 10,33 0,24 5,35 0,20 2,86 0,42 4,62 0,46

120 5,72 0,69 6,81 0,12 10,39 0,27 5,35 0,19 3,07 0,28 4,63 0,48
150 5,79 0,63 6,84 0,09 10,39 0,22 5,43 0,17 3,46 0,47 4,65 0,48
180 5,83 0,68 6,89 0,11 10,48 0,24 5,46 0,17 3,57 0,46 4,67 0,46
210 5,75 0,73 6,94 0,12 10,53 0,26 5,56 0,03 3,75 0,55 4,70 0,45
240 5,76 0,66 6,99 0,12 10,58 0,28 5,57 0,02 3,86 0,59 4,84 0,33
270 5,61 0,68 7,04 0,14 10,65 0,31 5,57 0,02 3,91 0,53 4,87 0,32
300 5,64 0,77 7,09 0,14 10,69 0,34 5,57 0,02 3,96 0,55 4,90 0,29
330 5,88 0,82 7,15 0,14 10,77 0,34 5,59 0,03 4,03 0,57 4,90 0,29
360 5,79 0,84 7,24 0,13 10,85 0,34 5,59 0,02 4,09 0,58 4,95 0,26
1440 6,07 0,75 8,82 0,76 12,42 1,29 5,63 0,05 4,27 0,44 5,00 0,33
2880 6,09 0,94 9,59 1,12 12,84 1,23 5,65 0,05 4,40 0,33 5,24 0,16
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Tabela 13.Wyniki analizy spektrofotometrycznf(EMA)-co-(GMA)]-XYL/AGR (matryca 1 i 2) odpowiednio z BAC, BG, FUR i GV, przedstawione
jako procent uwolnionejmasy APM) w por - wnani u do masy wyj Sciowe]j

Czas Meur [%] Mav[%)]

[min] Kontrola SD Matryca 1 SD Matryca 2 SD Kontrola SD Matryca 1 SD Matryca 2 SD
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 2,25 2,11 1,55 0,58 1,04 0,81 8,77 1,56 1,68 0,16 6,10 3,26
2 3,79 2,22 1,47 0,35 1,12 0,87 8,93 1,47 1,92 0,32 6,87 2,86
3 5,65 1,34 1,73 0,92 1,22 0,86 9,08 151 2,39 0,09 7,67 2,36
4 6,21 0,85 1,76 0,72 1,22 0,80 9,18 1,48 2,86 0,26 7,97 2,33
5 6,40 0,98 1,76 0,79 1,22 0,81 9,38 1,40 3,26 0,45 8,20 2,55
10 6,47 1,00 1,78 0,79 1,43 1,00 9,64 1,29 3,70 0,70 8,50 2,31
15 6,51 1,04 1,79 0,81 1,52 1,06 9,72 1,28 4,23 0,60 8,66 2,08
20 6,71 1,12 1,86 0,87 1,62 1,14 9,79 1,29 4,32 0,67 8,79 1,91
25 6,81 1,17 1,87 0,84 1,67 1,14 9,84 1,30 4,84 0,57 8,80 1,91
30 6,92 1,19 1,97 0,90 1,66 1,07 9,90 1,30 4,84 0,75 9,07 1,47
45 6,92 1,19 2,02 0,87 1,66 1,11 9,95 1,30 5,52 0,55 9,51 0,93
60 7,03 1,27 2,05 0,89 1,89 1,14 10,02 1,30 5,78 0,82 9,50 1,29
90 7,09 1,21 2,11 0,92 2,21 1,17 10,02 1,30 6,70 0,40 9,67 1,04

120 7,31 1,25 2,16 0,93 2,27 1,16 10,09 1,31 6,92 0,68 9,67 1,19
150 7,33 1,26 2,22 0,97 2,33 1,15 10,16 1,33 7,31 1,07 9,89 0,85
180 7,44 1,34 2,30 0,96 2,35 1,16 10,23 1,35 7,59 1,20 9,78 1,16
210 7,57 1,44 2,36 1,01 2,37 1,15 10,25 1,36 7,69 1,28 9,89 1,05
240 7,67 1,43 2,42 0,98 2,45 1,12 10,32 1,38 8,05 1,04 9,89 1,09
270 7,69 1,41 2,47 1,02 2,46 1,11 10,35 1,39 8,18 1,02 10,00 1,11
300 7,90 1,58 2,58 0,88 2,51 1,13 10,41 1,41 8,13 1,21 10,02 1,13
330 7,94 1,57 2,67 0,84 2,57 1,14 10,49 1,47 8,49 1,23 10,09 1,06
360 7,97 1,52 2,77 0,80 2,69 1,19 10,62 1,50 8,54 1,05 10,16 1,05
1440 9,62 1,27 3,50 1,22 3,51 1,30 11,62 1,54 8,74 2,05 11,01 0,12
2880 11,22 0,87 3,57 1,14 4,22 1,70 12,06 1,57 8,64 1,60 11,43 0,33




Profile uwahiania BAC (Rycinal2A) z matrycy 1 i2 (Tabela2)s N podobne, z Qgag:!
ZwWi Rkszonewopiwyrrwsuztzyuc h mi nut ach, po kt-rym na:
cagy cias etkswamyment BACI I( 0 S iwinGived | jBiGotnpezypadks z a

matrycy 2 , co moUna wwahguomag Nygmmiceg fsezketjie mz awart oS
[P(EMA)-co-(GMA)]-XYL. AGR bierz2 udzi ag w t woarzeanii aij gQ@wsyt [ssrzeg
usieciowanie) ograniczaj Nc dyfuzjn API p)ca(6&MA)]-mat r
XYL/ AGR). ZaorUewreo maytdrycy 2lchgrakktier mauj Wcyi r
uwal ni ani em BAC, iekootrdlnefAGR) zaghdegrwowanpw o Ibni eni e cage
czynnej na poczNtku badani a Analizébta dGolirze lustwjgp § § W u

rozmiaru czNsteczek API na ich transport w ma

1422, 71 g/ mol (naj winksza spoSr-d wszystkich

odpozostagych substanciji gteRaki cuivatnimnie 1z 2nat)ycy kontsolhek o
( AGR) bygo silnie ograniczone, co Swiadczy
tonajni UszN wartoSci N uwolnienia substancji ¢z
istopniu usi eai-dwmankocantUell inal], BAC ma madtrycy dni

doroztworu, copotwierdzan aj ni Uszy st opi p@Ezuwml ai ekbgol B ku
1 oS uwol ni onej BAC wzrasta wr dPEMA)€O wzr
(GMA)]-XYL w matrycy, przyc z y m n aN\jwair it kosSZ odnotowano dl a
dwukrotni e wy Usza pw: kppgalnejwd ahioku dor zeprowadz
zwykorzystaniemB G zauwaUono z n gofiahc wvdniana hej ARl av sytwacii,
gdyjako mediumuwalnjpNc e uUyty byg PBS. To skgdoni o do
kt -rych celem miago byl dobranie |lepszego medi
tych bada@ pTabai dsWyaikaiz o ma c W, Ue BG wodzewy hawy gv
sizmacznie mniejszym rozkgadem esjubsytamcy i Unicma
wpor -wnaniu do pr-by kontrolnej. $Swiatgo oraz

oznaczanegB G . DIl attegbatde®& uwpkoi anstmaB& wodn | ako

Tabelal4Wp gyw r - Unych warunk-w (temperatura, Swie
Pr b Roztw-r Temperatura__ Swi at stnUer
Woda PBS 23/C 37C [mmol/dm?]
1 + - + - Dzienne 0,063
2 - + + - Dzienne 0,019
3 + - - + Dzienne 0,069
4 - + - + Dzienne 0,008
5 + - + - Brak 0,058
6 - + + - Brak 0,037
7 + - - + Brak 0,070
8 - + - + Brak 0,020
Kontrola + - Przygotowane ex tempore 0,071
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W przypadku uwalniania BG (Rycina2B) mo Una z autwalUkyd , nilewi el ka il o
jestuwalniara ze wszystkich trzecmatryc(matryca 1, matryc2 ip r - kordrolha)pr zez cagy okr es
eksperymentu, co wskazuje na znaczne ogeaniezjawiskadyfuzji. W przypadku matryc ip ry b
kontrol nej zaobserwowano gwagtowne wuwal rkbanie w p
osi Ngaj Nc stan 1r -cvma vadasie.n yMantaraygcna e wol ni ej szym pr o
osi Ngaj Nc stan r-wnowagi po 6 groadzp wnsazxcz ad knsopSecri y, me
jestskutecznie zatrzymywanw matrycyhy dr o Uel owej , powaa woddodpzoi daogbynw aen i &
zobydwoma ns knateyay nR(BVEL)-co-(GMA)]-XYL oraz AGR. Dodanie dwukrotnie
wi fkszekoliiglbm&ciu w por - wnani)s pdwo dAdBdRaniobaedziej y ¢ a
kontrolowane i stopniowe uwalnianie hydrofilowej substancji czynnej matr ycy zawieraj |l
kool i gomer. Nal eUy jednak zauAPBbOyga nleU sczaakuknoiwd tva purwz
pozostagych dw- c2hkontréld ad - w ( matryca

>
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FUR, jedynazastosowana w badanidehy d r of obowa API , oujdazwmigdava
z matrycami Ryidad2€Je Zowy nNt ki em pi edlazastospwahychl 0
matryc 1 i 2 odnotowanddentyczneprofile uwalnianiaFUR T bardzo niskiek t -stommiowo ro§ .y
Co ciekawe, pr - ba ko profih o larl & wyk azznaagcaz ng ced owbynrya
uwalni ani e m. Ws kazuj emat § ;yw tihep §owetnzmiaagtlizyjaeG Rnatrycy
kooligomer [P(EMA)-co-(GMA)]-XYL d z i aufpjagjgak o czynni k hamuj Ncy,
z awar W ondtydy prawdopodobnie z powoda d d z i a gni wiadrziya hy dz dSc b o
kooligomeru ([P(EMA)co-(GMA)]) i API. Dodanie kooligopmeruokazago si i wyso
w ograniczaniu dyfa j i dl a s § a b ohydrofolzopryets substanajil takichcjdk FUR. Me
t o mi el k1 uc z o prgektowania corepanti -ewprzed u Jonym uMA |l ni &
owgd a Sci whgddooboaychh

Obserwacje w przypadku GYRydna 12D) b y &uyalogiczniedo matryc hydrd) @wych
zuni er uc B® (Rycman N2B) W matrycyl zuni er uc BY¥ miuovaN ni ani e
stopni owo, bez wyra¥nego gwagtownego wyrzutu
gradient dyfuzji, o r z e mi e s ZGY w emaryoejestsskutecznie zmniejszenStrukturamatrycy
[P(EMA)-co-(GMA)]-XYL/AGR pozwalam st age, przeddguUone uwal ni
projektowaniu systemo kontrolowanymuwalnianu API. Z drugiej strony,z matrycy 2, GV jest
uwalniany znacznieszybciej, z silnym efektem wyrzutupodobnie jak wr - bc e kont |
Pods umo wumnaNewynikosigeruly Ue wi rkaobganseru wmangyh y dr o Ue |l u
wymaganado kontrolowaegou wa |l ni ani a z ar -Paonro- wawniki Njaanatrygf 1 B G.
zmatrycNzaobser wowa natya by d rzaddzddoiviea 29 Nzaaw aw yt (bsS:
kooligomeru (matryca 2) wa lawii @ik sze il oSci API p o dacl2AWMzmost e k s
uwalniania APl zaobserwowano podczas testowaniryc z BAC. W przypadku matrycy?2
zawi erBag Ncuebj GV, zwifnkszona il aB&l maval ad azNacyae

jakwpr zypadku BAC. W przypahkdr omfad royveyy RURz, a wd re

uwolniongg o AP | byga por - wnlywaWppaSdoi e mate myAamo Ue
i hydrofoboweh y dr of i | owe k ovdjlaiSa.d HyeoLkavl e , jako substa
znaczne iloSci wody w swoim skJadzie, stwarza

do swobodnego r ozpuhydrdzea noivee jsi Wi Wz maidey @y g wa
el ektrostatyczméd er wprjiyevd j Normzmay st en stan, znac
hydrofil owej do ot acnega.j Nbstwncja hySrofabaiva wigsakiczonew o d
powi nowact wo do hydr lofej. Pooadte fubstarciedely § b dsyadains b e
w polamym roztworze, cozdgcd o wa ni e 0 g r a nuwvanmeie AlPhzimatydgy 1 or a z
Por -wnanie profild@i uwal ni ania BG i GV po
mechani zmu uwal ni aniKas ztkyapghch (onefil wvhliniasia) Dis doAPhjes) i
bardzo podobny dla wszystkich trzech matkantrola, ma r yca 1 i 2 . hydrofilowe, s u b
a tendencja i iloSi uwalsiapyigNcepyubkochmatygaé S ak
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> matryca 1.Ch o | BG posi aod an adgwead odveachaet nait omy azot u, a GV
stosowanie obu jako solR, s z krzgvilyeh uwalniania nie gleruje, abyar - Uni ca mi aga i st ot n)
nao d d z i a @Bl wrazpuszezalnikiem i ich dalsze uwalnianie. Nie mniej an&izan 12B i 12D

pok azujiel,0 S0e uwol ni onpgoc &Vtamwom &y & anuyk(rsoztad | 8 G

wews zyst kich badanych matrycach. Prawdopodobni e wy
zwi NzkMwmo zbl i Uony c h48x6tg/moh GV 408,90@/mol ([ B @ zad\BSt e ¢ z k
jest wifkszabrenwsfl poddshawni k-w etylowych przy at
wystfApuj N trzyDlgatuepgo ntea d | mmlBaoaprawdopbdotmik comnaal
czNsteczek ma k|l uczowe ztnyacchz esnui bes twa npcrjoic ezs i hey durwoal enlii
aby skutecznie kontrol owal( BuGvail nGVan i en iosswahighdynder o feisltc

matryc hydrd) ewycho wy Uszej zawartoSci kooligomeru.
FUR wykazagaddrzt agegmajihge b wRYgimhrl2CYAvy j Nt ki em
pierwszych 10 minut testu, matryca 1bardzodiskkey kazagdy n

ale stopni owo rdapg nykbngalrej2absecnvoveakpadetmy trend, ale znacznie

wy Us zej coaSickiowiwodjniiolnego | ekw.c ABRSHmarysyjdecydujo, Ue cho
0 dyfuzyjnym mechanizrie uwalniania API, to obecnom@VMAPYLEMA)i aja |jako
czynni k hamuj Ncy, ni ez Bravadpadobmievymila tos zoadjdezg oa gy wa e mi a
mindzy hydrofobowN c¢zi-8(GMA)] & FUR. Dapatekekooligomer® ( E MA)
domatrycy tlazadaékuiwyj Nt kowo skut eczntancitvwudmgr ani ¢z an
rozpuszczalnychhydrofobowych, takich jak FUR.

Podczas analizy krzywyahnwa | ni ani a wszystkich APl mogN poj awi
cagkowitej il oScitakjuavio lwmi pmaypasdbstBAC,) igdzie wpdyw
na proces uwalnianiby § bardzo wyra¥fny. FPRyr - WhoBSNARIBALCHni BrGe
wbalhnym czasi e-6Wym@siydna wolpr zy padhkwz rFaBR awah tdoS id otka
w koG owym etapNeal ely ppedma naneohahikm ewdlhianisaPl U e
wpgywa wiele czynnik-w i nie moUna i boubgpneSia, edni o por

poniewaU r-wnoczeSnie zmienia sin wiele parametr - w,

oddzi agywamzpuszczal niekjae@®cuohdami pgywemar owym itp.
analizowanych subst ahrcgdz ezSmiiaen,yz a pe- wpadgcyhnoad zzZNwijiiek s z e 1
i hamowanie uwalnianiaAPl z badane|j matrycy. Co wi ncej, W pre

modyfi kowano r - wmmateydh ysdkr gogtdlie Wstyannsty chi e E i ch usi eci ow

coz nac z Nc @ oazgagiskoadyfuzji API. Dl atego te0U, W oparciu o po

sformugowal og-1| ne wnAPbzbadanyctimattygshcyzdNoosidled wal ni ani a

1. Por-wnuj Nc matsywii el dzi lnamoWYona 2 umoUl i wiaga w
hydrofilowych APIw czasi e eksperymentu ni 0 matryca 1,

w przypadku BAC.
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2. W matrycachhydr oUel owych z BG fub &Y zanltserwoivanm y mn i e U
zwi ks z owolNiongjAPt, Sichol efekt ten nie byg aUl t
3. Z kolei otrzymane wyniki dla FUR s u,gleer u g Bl kontrol oARINi a
owgaSci woSci ac hnah yeddyo fsotbooswoywcahi, mn idetjvoszenfd i | «
matrycy hydroUel owej
ChociaU procentowy poziom uwolnionych il oS
sifi stosufkewoni oiskogo kX0WcegRwei zamat2eni o maj
API ni ezbndne do wywogani a Zzami er zone
anevartoSi | iczbowa Jewel ni cunmeojl nARBINe stninUeni e
do uzyskania efektu terapeutycznegontd s k a war t o 8wolnignej AR @ mdniesieriu

dowartoSci poczNt kowej (unieruchoims binem pooNd
poni ewalU w kon soeawy e griefzasijvwep g yuwea | ni ani a. Im ni U
substancji w czasiiwa,l ntiyamidagezUsnynd kas daziwa kami

APL.Por - wnuj Nc uzwskdmé&cwami kimi ni mal nego stnUe
stwierdzil, Ue ko@Eowe wartoSci eksperyment al
akceptorowego) znacznie przekraczaj N wartoSci
niskim pz i omi e uwol ni onej substanciji czynnej,

Przykgadowo, odnoszNc sin do dol nych vetaiertdzaSc i
sifn, Ue dl a -28¢@l), BGUMIC: 0,210 OPnd), GV (MIC: 0,122 &g/ml ) war t o
smUe @ APl pr z e k pianwszepjiicieMrivadiaksperymentuDla FUR (MIC: 432

Q/ml), wartoSci stiUe® APl osi NgajN MIC w ci
zatem stwierdzil, Ue uwd4% i aanii dégaAPdt mle mioez i mar
terapeutycznysz@zeée@gloniwe gkdday st rejestruttkzes bk j Nd s i

chemicznym eumo Ulj ipwizae d § u Uo n éAPI prayajédnoczasnyimezachowaniu jej

aktywnoSciczZmejmakwWartgo zaznaczyl , Ul ecke |esim iset
jednorazowe podanie wysokiej dawki l eku, | ecz
substancji czynnej . TijazZersec 50 $ a0 stdpdwaniawyichnatiyevi a

hydroUel owy@ami czenie skutk-w ubocznych oraz z
Metody teoretyczne, w tynmodelowaré,pr zyczyni aj N sin degag | ep

wjaki spos-b r-Une wgaSci woSwiwef i awvpkiopchdigmi cnza

idynami ki uwal niania | eku, umo @duimatiycy,jabyczyskdy m s

pr z e dy@fekiterapeutycan st osowane | ma W tym aely, praeardlizavane kilkaw e |

modeli kinetycznychw oparciu o dane zgromadzone w eksperymentaeéiniana API z matrycy

hy d rowd) [ @(EMA)-co-(GMA)]-XYL/AGR. Przeanalizowandilka modeli kinetycznychmodel

kinetyk pi er ws z e[146] i d rzuigdiue g[160], mpd@ldBakel 0 n s d [A45]eoaza model

KorsmeyetP e p p §1499 dModel kinetyki pierwszegor zndu o pi s u(Rewnmrnz yep a3

gdyr ozpuszczona forma | eku nie agreguje, powier
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r-wnowagi nie zostaje osi Ngnifnty, c\BI[146{iModél er ci edl| a
kinetyjk dr ugi ego rzindu chodrN ku waApPidugired GniNG odz ykbwadr at u s
substancji czynngfR- wn a n,i ec o5 ) cszefirswuoj eobs i i w f olubreysteraachj ach Uel ¢
wkt -rych wusieciowani e vAPIJlpGk Modal Bakgilr concsedsa | vewbaal nzi naanji dau
zastosowanie w systemach kontrolowanego uwalniRlaopartych na matrycach polimmvych oraz
wielko c z Nst e akiawwdhi k(B-wyrcahn [145]. MbilelKorsmeyesPe ppas o6a sguly
nat omi ast do opisu og-Ilnego zachowania substancj.i
polimerowych(R- w n a n[iL46,150])

Analiza dopasowanidanych eksperymentalnych do funkcji modelowych k a z aripaele Ue
kinetyc zne opi suj Nc ematyeyd | 2nnijlapiefl @ p AP ¢ w amodell Koksmeer
Pepp §1498161] dla k tegouzyskmon aj wy Us wie wsap t®SzynndiKRAw det er mi
dla wszystkich badanych substanguplemen{P3], Tabele S356). Skumulowane uwalnianie API
wc z as i ezagrexentowade riycinie 12 (model KorsmeyeP e p p)aGddya war t o Sc i par ame
nsN mni ej sz e,medndniznuwalniagialékumepr zewalUaj Ncej mierze char
Ficka(Tabela3[151]. Oznacza t &Plj et uwd ! wh a @i ejawmskodyudziowane pr z
w matryg/ polimerovej, bez istotnego udziagu rowmatrfcmi eni a @§a
czy erozji matrycy[162]. Por-wnuj Nc wartoSci uPzeypspkaasnbea , w ws@d/eslt Kk
badane APl char akt emvwyzroawfandiy® esp o0 , wasr (uatSaailoejui mat r y c
przy ws pudgteaninagiii -kwnym co naj mniej 0, 9.

Dla matrycy Jwar t oWyekazywagy wifikszy rozrzut od 0, 017
zwyUszN zawar t oScimditycykhoyadirio¢Somtiement{P3])w Dla matrycy 2
war tmmBceiSci gy sifn W, p6gediakbé¥y 0j &dd Rildammydgwa Uy
1bygy wyUsze dla wszystkich testowanych API, cCo v
KorsmeyetPeppasoda do danychl ae kBsG en ynmae I tglaityonstwam.a p 8y Us z a
nwynosi ga 0,391, najbliUsza warAPb Sdvio Ugr & roi cszungeejr oQw,:
przeSci e w ki er uiFikkowskdej £ uwagj ria niewiekisidz § me cuuaainiardam
BG zwegblzamoz| gRMEcekoinh wgomer u i AGR, smatrytyowi Ncych
hydr ¢160e1b61i

Dla matrycy 2 magjyskand dla FRUR,waka jedyr®ji badarsejbstancii
hydrofobowej Wa wi a 88,168 W przypadkumatrycy@dzi ag AGR (w uj ficiu mas
dwukrotnie wyUszy ni U w matrycy fjawiskadyfuaziBURaz uj e na
W mat rycyordzy dhatrgcide doatworu. Wp or - wnani u z i rsruygneir oARll mo Ue
pewien wpgdgyw pmades cwy egnkthdoidgdmdvalnianiajteubstancji Nal e Uy
r-wnieU zauwaUOUyi, Ue pwdmprb-nbyadh eknan tzramlbrsyea w,0 wachzoi e
nr-wni e U@ dubstagciFUR iwy n o 9i, ®® 8 . W tym przypadku wszy:
ndl a test owaonyrczhNdAPwWi eblykjoylirgcy 1i8.i Usze ni U w
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Zrozumi eni e wanptoondgia parogr&kttrowal systemy
umoUl i wi eni e dost o stoeyapolimarowel § g 8 ¢ o Wakklo ijak $nk § a d
czyst opi e® usieciowania, w celu uzyskania poUNd
efekt terapet yczny przy jednoczesnydangghaniZaze mwnw
jaki2 wykazagnyowadrUegSio, 45, mw | Wslklaejceh amAPL tho m
kontrol owany przez dyfuzjn, p o U N aifkgntjolmwarzegos t 0 s
dostarczania substanciji leczniczych.

Dopasowanie danych eksperymentalnych dodelu kinetyczrego KorsmeyetP e pp a s 0 a
wy k arz-awjn Supldiner(fP3],Tabel a S6), UBKkp, Btvanjan iked n7e t pydcdzrnoe:
dlamatrycy2by gy i slsoztenirei Uvyldw mzypadku idrgfiowych API. Potwierdza
towczeSniejsze obser wRPkcdreazprwskdzujwewanai asi at |
kooligomeru[P(EMA)-co-(GMA)]-XYL w mat r ycy lzmyiaht poofile uwalnianiza APIi
zgwagtownego na bawmrdzinej ssyttaprcij pazyyatkuad@deofobuweg j s C
FUR, gdziewa r tKeeSlh matrycyl by ga wy Us z a2 ,niddh odil ar -nlantircyac yt
mniejsza ni U w przypadku pozostagych trzech A

Podobne wnioskia@t yczNce r - -Unic Wi watvoSnyabhhmetUn
z analizy modelu kinetyki drugiego z 1 Suplemen{P3], Tabela S5). Ceiekawe,przewidywania
modelu KorsmeyePeppaé dot yczNce wyd@RIlbeepgot wival dBGRYY a
z matrycyl (Suplement{P3], Tabela S6), gdziel ane zebrane w ci Ngu pi e
eksperyment sugerowagy, Gtepnidwe owalnianie’dPWaimdz iie kontyn
tymczasem zaobser wowano s@amacwmouwalgadnia, Wprzypadkus i N
uwalniania BAC z matrycy 1 i2 oraz FUR zmatrycy kontrolnej model KorsmeyerPeppaé
przewi dywad osi Ngnificie stanu r-wnowagi, |jedn
uwalnianie AP1.LOg - | ni e r zec z tyka owalNiania subskaacji ezknhyehr wslgezu
O¢radycyjne modele nie sN w pegni adekwaapBhc
[P(EMA)-co-(GMA)]-XYL oraz AGR Opracowanesystey dost ar c z an[P&MA)-eok - w |
(GMA)]- XYL char aktBrygojUNnBi struktur N, o trefijowmepjakNc N
i hydrofobowew matrycy at a k Uen c8bNe cr - Unej dJjugoSci-kfaEsuwgl
ga@Euchowmekwawd  ygUszych gaEuch-w AGR. Taka st
dopasowani e istniej Naodyamhly crho ceeklsip ek iynmeetriywedamigy oc th
APlz matryc hydroUel owych oraz dok§adne wyznac.
bez bardzi ej lizgzuwzeggl-figdormieg n iaenna z rmafdyoyi cowanego s

Do analizy statystycznejdanych eksperymentalnycluwalniania APl zastosowano liniowy
model mieszany (LMM) oddeanizaii o nzeg!| el MaoSbetamiji n d z
czynnej (~1), pr-bkN (kontrol @,ddmatargyaova kdasei 2
oraz zmiennoSci N minfndzy [168164) a miMM |1zDb sjt aakjo weyfber ke
model tenuwz gl fdni a zafewnodzawiedt yi exibase pdpulacyjiym, e n d
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jakief ekty |l osowe, kt-re opisujN zmiennoSi pomindzy ¢
AP | przy uUyctad anowveTabelach 135, a zestawieni®@ g - | nych wni osk - w
przedstawionowadbel 15,zuwz gl ndniup oi e vposhaedia wszystkictbadanych ARI

Wyni ki dotyczNce uwalniania czterew8ka@daPuj K, matr
Ue zastosowany LMM byg odpowi edni dpclanabmgghppmib
wr - Unych pundht aic hu mazbiislomiyaenwe r -z(nniica nmi fodrzayz pnoi witd-:

0s o0obnymi Dopasowania midellMM do danychekspeymentalnychoceniono na podstawie

wsp-9gczynni k-RjJ ,dektte-rrnei ndalcgj i BAC i BG bygy bliskie je
mi e Sc iwFakres® 0,810,864 (Tabelal5) . Watez@®ciwno dl a Rifefektgi nal nego
pr-bki i czuakewedoR|(jrakini cevami nmpatywiper-dzkaajnNM) , Ue mode

uwzglndnia aa@aNi zomwamiy ¢i8d]. p Nraavredt prwy ®R&j winBgzej wa
0,817, analiza statystyczna snungeejr uj al, e Uee jo knoajlbn a8 1w
zapomocN zmi ennych IMMeTakwysoklpogiamid pracsdeaeviami a Swi adczy o
zal eUnoSci mindzy zmiennymi niezaleUnymi a zaleUnN
p r e dy kla analiroNanego systemu

Analizowanezmienne iichod d zi a WNwawiiaa ygodne i pi<dp0@t ne staty
iwskazuj N, Ue badane zmiennajéemtbubi mawpngewajod Nn @ d
Wszczeg-|l noSci, p<stOqtOmlel)s toaktayzsatgydq zsn il i (€€ ekt 1 dApy - b &
a matrycN2), iefmakt y&&Nz as uasiei (valmiane ARl) orant diddzina Gy wai e
pr-bka (Ir - Udnase mindzy pr-bkami zmiermidapdhalsi i w cz
wszystkich danych wynegindgzdokjadnipedpa®@@bpledgBjpio
war unek staystywanaj <S006) (Tabele 18, 23, 28, B3 W t est aduost hgpor - wn a E
wszyst kipz owsatratgoyScsik or ygowane met p-TukeyIQD&i¢Tabla i uzysk
20, 25, 30, 3b

Model liniowy dobrzeopisuje uwalnianie BAC (Tabela 3 ordabele 1620), z marginalnym
R J= 0,964 iwarunkowymR )= 0,977. Uwalnianie BAC z matrycy Limatrygy r - OUni go si i i st
odkontroli. Naj wi @®z#ebgesvownanoav prrypadkuimatn2B A osi Ngaj Nce wzr
0+6,75 jednostki masy pod koniecreku badania (1440, 2880 min). Efekt uwalniania BAC jest
skumul owany i statystycznie isitetgny idltanwiyivihoSd S wiz
wraz z czasenModel liniowy dobrze opisuje - wni e U uwal ni araziTabel®1®25,( Tabel a 3

zmargnalnym R = 0,930 i warunkowymR]= 0, 959. AnalizaastatUwnstgczna
wuwalnianiu BG zmatrycyl w por - wnani matydal kvorktarzoslwiad ni e ni Usze
wat 0 Sci jednost 2 k6 maBgednod®nnscd mi oz acomatsyey? ivi ol waShio BdG a

uwalniana znydrodde by ga S6ed8i oi 8sza ni U w kontroli. DIla ws:

stopniowy wzrost uwalniania BG.
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Wprzypadkw d d zi agpywhkbamdj wzaaksze r-Unice mindzy
we wczesnych girinach. Model dla uwalniania FUR wykazuje dobiopasowanie(Tabela 3
orazTabele 2630), z marginalnymR |= 0,847 i warunkowymR |= 0,864. Matrycal i matryca?2
uwal ni agy istotni é&r midmie¢ge FWRn @s 0§ K o oidh,p jelthostld d n i
masy. Analizo dd zi apywdbhkiaawykazaga, Ue r - tni cevi mksad a)
wczasiel matryca2 uwal wii &g e | F UR Cao ¢iekwenpod kopiemaalizowanego
okresu (2880 min)tomatryda u wawinéj@a FURj ¢d Ao 66 ki 2 (i 6, matjegd
Model dobrze opisuje - wni eU0 uwal ni ani e G95)¢nfaaibhanymk 8,813 r a z
i warunkowymR |= 0,860. Analiza statystycznawk az aga, Ue uwallnibyrjioe i GV
i trwale zmniep zone wzgl idemdkhownt molok. Whrzypadkuendtrya®s t K i
spadek ten byg mniejszy, a |dmostkin raadyaQ d dizsi taoBMiwa ns t
matryca2z mn i e j smaezgn@ pes240mmin, cuigeruje stabili a efekiu. Natomiast dla matrycy
1 procentowa masa uwal ni slnyefgko d@\z i ra @3/ gratpydalay s k a :
w badanym przedziale czasowym.

Test p ojpost wwodepE&E - bek z wykorzystaniem met od)
statystycp N Omddell)yu (co pozwala na sfor mudow:
formulacjamihydrdde | i wy st fipuj N zlniano APN@abelar3; Tdbela 20adBA®, u wa
Tabela 25 dla BG, Tabela 30 dla FUR oraz Tabelala5GV). Formulacje matrycy 1 rnatrycy 2
wykazuj N statystycznie i st ot ne substaigjn hydrafilownch, p r o
jakihydr of obowych, cCo pot whost hod Dwmenfarmulaggeatrgcal i2p o r -
maj N charakter hydrofil owy ualnianiedM,u rmnziaeozbaslee Gwoiy
charakteru hydrofilowego lub hydrofobowegowWa r t o j ed nak  dziejuhydobilgwly , 0
charakter matrycyl (wy Us z a kozod w agrotne$§ iu W matrycy) ogr a
hydrofilowych (APl: BAC, BG i GV). Analia t est - w (ppsbhodwomavEa | a st wi
UOe pwzypadku, gdy poUNdane jest smalbesGy zansatl
formul acpRPNamati gcseyl,e nj ¢ Slsit wydguUony prabfiidlzi ew
matrycal. Uwa | ni ani e by gdo % b2 tylkd alahydrofbbowegot BRy(Tapela3),
cooznaczaymUerwypadku nie zaobser whyiwded uwm@Gy wu
uwalniania FURz matrycy W pr zypadku | ek-w hydjehydrddb b wwe h mo |
byl stosewampé awh wymagaj Ncych stabilnego, pr z
spos-b uwalniania leku moUe pozWtywinNekwpzymwa\
analizat e st - w post hoéwmoag®l pr z§cdegnbdpt gimal ihwmalelio wyocrh
zawi er aj Ncy &doligtmerdR(EMAJcd-(GMAY-XYL w matrycy AGR, t ak

poUNdane efekty farmakologiczne.
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Tabelal50g -1 ne wnioski z anamidAPzy statystycznej
R® il Matryca
API Marginaine* Warunkowe™ Najsilniejszy efekt Lys 2 Komentarz

Matryca 2 > matryca 1

Wysokie, r

BAC 0,964 0,977 Tak -
> kontrola uwalnianie

BG 0,930 0,959 Matryca 1 < matryca 2 Tak Matryca 1 |In:1ItLije bardziej
< kontrola ni U 2

FUR 0.847 0.864 Matryca 1a matryca 2 Nieznacznie Przed g uUony
< kontrola li2

GV 0.817 0,860 Matryca 1 < matryca 2 Tak Matryca 1 trwale i silnie,
< kontrola matryca 2

*MarginalneR2( wyj aSni a efekt pr -

Tabela 16 Dopasowanie modelu LMM dla uwalniania BAC

Rk(iwyij acSznai sau )g;N c*z*n i Wa rru- nCknoi vcee

Typ R df LRT j | WartpSi
Warunkowe 0,977 75 922238 < 0,001
Marginalne 0,964 74 922264 < 0,001

R J(Marginalne / warunkowe): proporcjava r i an cj i
cagy model, gNcznie z B¥ ekt ami
df: Stopnie swobody
LRT wWartoSi
zredukowanym (bez nich)

wyjaSnionej
|l osowy mi

stmtayst i ar ¢ god giolS oo ded r preunjyN ¢ emodefera k t a mi

odpowiR®Idorpizezx pr z ez
(warunkowe

Tabela 17 UwalnianieBACit esty og-l ne dla efekt-w stagych
F df df (res) WartoSlI
Pr - bka 2655,31 2 148 < 0,001
Czas 151,18 24 148 < 0,001
Pr - b kzas 6,94 48 148 < 0,001

Fstatystyka F
df: liczba stopni swobody
df (res): stopnie swobody resztowe
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Tabela 18 Uwalnianie BACios zacowani a parametr - w

9%5%Pr zedufimg

Nazwa Efekt Oszacowanie SE Dolny G- rn» df t Wart oS
(Przecinc (Przecincie) 7,430 0,1750 7,0848 7,76 2,00 42,45 <,001
Pr-bka 1 BAC_matryca 1- BAC_kontrola 1,182 0,0649 1,0626 1,31 14800 18,20 <,001
Pr.-bka 2 BAC_matryca_2 BAC_kontrola 4,559 0,0649 4,4283 4,68 14800 70,21 <,001
Czasl 1-0 7,182 0,1874 6,8231 7,55 14800 3831 <,001
Czas2 2-0 7277 0,1874 6,9254 7,67 14800 38,82 <,001
Czas3 3-0 7,350 0,1874 6,9946 7,72 14800 3921 <,001
Czasd 4-0 7,415 0,1874 7,0507 7,79 14800 39,56 <,001
Czasb 5-0 7,435 0,1874 7,0682 7,78 14800 39,67 <,001
Czasb 10-0 7,492 0,1874 7,0931 7,87 14800 3997 <,001
Czas7 15-0 7,552 0,1874 7,1796 7,94 14800 40,29 <,001
Czas8 20-0 7,522 0,1874 7,1818 7,90 14800 40,13 <,001
Czas9 25-0 7,568 0,1874 7,1863 7,92 14800 40,37 <,001
Czasl0 30-0 7,588 0,1874 7,2223 7,95 14800 40,48 <,001
Czasll 45-0 7,567 0,1874 7,1979 7,93 14800 40,37 <,001
Czasl2 60-0 7,573 0,1874 7,1910 7,94 14800 40,40 <,001
Czasl3 90-0 7,610 0,1874 7,2464 7,97 14800 40,60 <,001
Czasl4 120-0 7,641 0,1874 7,2599 8,03 14800 40,76 <,001
Czasl5 150-0 7,670 0,1874 7,3093 8,05 14800 40,92 <,001
Czasl6 180-0 7,730 0,1874 7,3630 8,09 14800 41,24 <,001
Czasl7 210-0 7,741 0,1874 7,3906 8,12 14800 41,30 <,001
Czasl8 240-0 7,778 0,1874 74264 8,17 14800 4150 <,001
Czasl9 270-0 7,765 0,1874 7,3888 8,13 14800 41,43 <,001
Czas20 300-0 7,806 0,1874 7,4443 8,18 14800 41,65 <,001
Czas21 330-0 7,931 0,1874 75677 8,31 14800 4231 <,001
Czas22 360-0 7,960 0,1874 7,5940 8,31 14800 42,46 <,001

a1
©
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Tabela 18 Uwalnianie BACios zacowani a parametr - w

B%Przeduzfirdg

Nazwa Efekt Oszacowanie SE Dolny G- rn» df t Wart oS
Czas23 1440-0 9,101 0,1874 8,7248 9,48 14800 4855 <,001
Czas24 2880-0 9,507 0,1874 9,1204 9,87 14800 50,72 <,001
Pr - Bk €zasl  (BAC_matrycal- BAC_kontrold T (1-0) 1,068 0,4591 0,1538 1,98 14800 2,33 0,021
Pr . Bk €zasl  (BAC_matryca2- BAC_kontrolg T (1-0) 4,444 0,4591 3,5802 535 14800 9,68 <,001
Pr. hk@zas2  (BAC_matrycal- BAC kontrolg x (2-0) 0,884 0,4591 0,0625 1,80 14800 1,93 0,056
Pr - BX@zas? (BAC_matryca 2- BAC_kontrolg x (2 - 0) 4,267 0,4591 3,3809 513 14800 9,29 <,001
Pr - AX@zas3 (BAC_matryca 1- BAC_kontrolg x (3-0) 0,855 0,4591 -0,0358 1,73 14800 1,86 0,065
Pr. Bx@zas3 (BAC matryca2- BAC kontrold x (3-0) 4,259 0,4591 3,3845 5,23 14800 9,28 <,001
Pr. tik@zast  (BAC_matrycal- BAC kontrolg x (4- 0) 0,853 0,4591 0,0570 1,72 14800 1,86 0,065
Pr - Bk @zas4 (BAC_matryca 2- BAC_kontrolg x (4 - 0) 4,266 0,4591 3,3301 5,15 14800 9,29 <,001
Pr - Bk @zass (BAC_matryca 1- BAC_kontrolg x (5 - 0) 0,952 0,4591 0,0557 181 14800 2,07 0,040
Pr - BX@zass (BAC_matryca 2- BAC_kontrolg x (5 - 0) 4,385 0,4591 3,4970 5,25 14800 9,55 <,001
Pr - bk @zas6 (BAC_matryca 1- BAC_kontrolg x (10- 0) 0,925 0,4591 0,0670 1,78 14800 2,02 0,046
Pr - B%@zasb (BAC_matryca 2 - BAC_kontrolg x (10- 0) 4,394 0,4591 34313 531 14800 9,57 <,001
Pr - Bk @zas7 (BAC_matryca 1- BAC_kontrolg x (15-0) 0,810 0,4591 -0,1308 1,71 14800 1,76 0,080
Pr - Bk @zas7 (BAC_matryca 2 - BAC_kontrolg x (15- 0) 4,312 0,4591 3,3167 518 14800 9,39 <,001
Pr - Bk @zas8 (BAC_matryca 1- BAC_kontrolg x (20- 0) 0,937 0,4591 0,0166 1,85 14800 2,04 0,043
Pr - B @zas8 (BAC_matryca 2 - BAC_kontrolg x (20- 0) 4,461 0,4591 3,5903 541 14800 9,72 <,001
Pr - hx@zas9 (BAC_matryca 1- BAC_kontrolg x (25- 0) 0,859 0,4591 0,0504 1,76 14800 1,87 0,063
Pr - Bx@zas9 (BAC_matryca 2- BAC_kontrolg x (25- 0) 4,395 0,4591 3,4703 5,28 14800 9,57 <,001
Pr - Bk@zasl0 (BAC_matrycal-BAC_kontrolg x (30-0) 0,900 0,4591 0,0358 1,78 14800 1,96 0,052
Pr - Bkx@zasl0 (BAC_matryca2- BAC_kontrolg x (30- 0) 4,444 0,4591 36114 5,30 14800 9,68 <,001

Pr - hk@zasll (BAC matrycal-BAC kontrolg x (45-0) 0,978 0,4591 0,1329 1,88 14800 2,13 0,035



Tabela 18 Uwalnianie BACios zacowani a parametr - w

B%Przeduzfirdg
Nazwa Efekt Oszacowanie SE Dolny G- rn» df t Wart oS
Pr - Bk@zasll (BAC_matryca2-BAC_kontrolg x (45-0) 4,522 0,4591 3,5894 544 14800 9,85 <,001
Pr .- hk@zasl2 (BAC_matrycal-BAC kontrolg x (60-0) 1,045 0,4591 0,1422 1,90 14800 2,28 0,024
Pr . Bk@zasl2 (BAC_matryca2-BAC kontrolg x (60-0) 4,596 0,4591 3,7079 5,51 14800 10,01 <,001
Pr - Bk @zasl3 (BAC_matrycal-BAC_kontrolg x (90-0) 1,022 0,4591 0,1865 1,97 14800 2,23 0,027
Pr - Bkx@zasl3 (BAC_matryca2- BAC_kontrolg x (90- 0) 4,587 0,4591 3,6770 547 14800 9,99 <,001
Pr - hk@zasl4 (BAC_matrycal- BAC kontrolg x (120- 0) 1,093 0,4591 0,2163 1,96 14800 2,38 0,019
Pr - Bk@zasl4 (BAC_matryca2- BAC_kontrolg x (120- 0) 4,666 0,4591 3,7940 5,57 14800 1016 <,001
Pr - hk@zasl5 (BAC_matrycal-BAC kontrolg x (150- 0) 1,047 0,4591 0,1705 2,00 14800 2,28 0,024
Pr - Bk@zasls5 (BAC_matryca2- BAC_kontrolg x (150- 0) 4,599 0,4591 3,7010 5,53 14800 10,02 <,001
Pr - hk@zaslé (BAC_matrycal- BAC kontrolg x (180- 0) 1,058 0,4591 0,1558 1,98 14800 2,30 0,023
Pr .- Bkx@zaslé (BAC matryca2- BAC kontrolg x (180- 0) 4,647 0,4591 3,7887 5,62 14800 1012 <,001
Pr - hk@zasl7 (BAC_matrycal- BAC_kontrolg x (210- 0) 1,184 0,4591 0,2884 2,00 14800 2,58 0,011
Pr - Bk@zasl7 (BAC_matryca2-BAC_kontrolg x (210- 0) 4,776 0,4591 3,9251 5,66 14800 1040 <,001
Pr - hk@zasl8 (BAC matrycal- BAC kontrolg x (240- 0) 1,224 0,4591 0,2905 2,12 14800 2,67 0,009
Pr - Bk@zasl8 (BAC_matryca2- BAC_kontrolg x (240- 0) 4,815 04591 39134 5,66 14800 1049 <,001
Pr - hk@zasl9 (BAC matrycal- BAC kontrolg x (270- 0) 1,432 0,4591 0,6220 2,33 14800 3,12 0,002
Pr - Bk@zasl9 (BAC_matryca?2- BAC kontrolg x (270- 0) 5,037 0,4591 4,1670 5,94 14800 1097 <,001
Pr - hk@zas20 (BAC_matrycal- BAC_kontrolg x (300- 0) 1,446 0,4591 0,4928 2,35 14800 3,15 0,002
Pr .- Bkx@zas20 (BAC matryca2- BAC kontrolg x (300- 0) 5,048 0,4591 4,1916 5,95 14800 1099 <,001
Pr - hk@zas21 (BAC_matrycal- BAC_kontrolg x (330- 0) 1272 0,4591 0,3800 2,15 14800 2,77 0,006
Pr - Bk@zas2l (BAC_matryca2- BAC_kontrolg x (330- 0) 4,890 0,4591 3,9953 5,84 14800 10,65 <,001
Pr - hk@zas22 (BAC matryca1l- BAC kontrolg x (360- 0) 1,450 0,4591 0,5895 2,31 14800 3,16 0,002
Pr - Bk@zas22 (BAC_matryca?2- BAC_kontrolg x (360- 0) 5,068 0,4591 4,1672 5,95 14800 11,04 <,001
o
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Tabela 18 Uwalnianie BACios zacowani a parametr - w
9%5%Pr zedufimg
Nazwa Efekt Oszacowanie SE Dolny G- rn» df t Wart oS
Pr - Bk@zas23 (BAC_matryca 1- BAC_kontrolg x (1440- 0) 2,752 0,4591 1,9036 3,63 14800 5,99 <,001
Pr . Bkx@zas23 (BAC_matryca2- BAC_kontrolg x (1440- 0) 6,349 0,4591 54923 7,24 14800 1383 <,001
Pr - hk@zas24 (BAC_matryca 1l- BAC kontrolg x (2880- 0) 3,495 0,4591 2,6383 4,39 14800 7,61 <,001
Pr - Bk@zas24 (BAC_matryca2- BAC_kontrolg x (2880- 0) 6,747 0,4591 58575 7,65 14800 14,70 <,001
Oszacowaniew a r t 0Si oszacowanego wsp-gczynnika efektu
SEbgNd standardowy oszacowani a

df: liczba stopni swobody
t: statystyka testu t



Tabela 19 Uwalnianie BACi s k gadni ki |l osowe

Grupa Nazwa Wariancja SD ICC
ID (Przeci nc 0,898 0,300 0,362
Resztowe 0,1581 0,398
Wariancja: oszacowana wariancja efektu losowego
SD: odchylenie standardowe
ICC:wsp-§gczynni k korelacji mi Adzygrupowe]j
Tabela 20 Uwalnianie BACi testgost ho®
Por -wnani e
Pr - bvkm - bka R-Uni SE t df P-tukey
BAC_kontrola - BAC_matrycal -1,18 0,0649 -182 148 <0,001
BAC_kontrola - BAC_matryca? -456 0,0649 -702 148 <0,001
BAC_matrycal - BAC_matryca? -3,38 0,0649 -520 148 <0,001

R-Unbsaacowana r-Unica Srednich mifidzy dwiema pr - bkami

SEbgNd standardowy
t: statystyka testowa dla kontrastu
d:st opni e swobody dla por-wnani a

Tabela 21 Dopasowaie modelu LMM dla uwalniania BG

Typ R df LRT X| WartoSI
Warunkowe 0,959 75 794,413 < 0,001
Marginalne 0,930 74 794,316 < 0,001
R[(Marginalne/warunkowe):pr oporcja wariancji wyjaSnionej Rplubprrewi edni
cagy model, gNcznie z B¥ektami |l osowymi (warunkowe

df: stopnie swobody

LRT %wartoSi stmmyst wi arggoadniolSci por - wnlasgwiint)e modeleno d e |

zredukowanym (bez nich)

Tabela 22.UwalnianieBGit esty og-l ne dla efekt

F df df (res) WartoSI
Pr - bka 1155,1 2 148 < 0,001
Czas 96,1 24 148 < 0,001
Pr . b Czas 11,0 48 148 < 0,001

F-'satystyka F sfgyUlNaaydefekenwyjaSnia istotnN cznSI

df: liczba stopni swobody
df (res): stopnie swobody resztowe
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Tabela 23 UwalnianieBGioszacowani a parametr - w

%% Przedzi ag

Nazwa Efekt Oszacowanie SE Dolny G- rny df t Warto$S
(Przegcinci (Przecincie) 3,952 0,1649 3,64 4,27228 2,00 2397 0,002
Pr-Aka BG_matryca 1- BG_kontrola -2,597 0,0546 -2,71 -2,49028 14800 -4758 <,001
Pr-Bka BG_matryca 2- BG_kontrola -0,976 0,0546 -1,09 -0,86824 14800 -17,89 <,001
Czasl 1-0 2,443 0,1575 2,14 2,74262 14800 1551 <,001
Czas2 2-0 2,858 0,1575 2,57 3,16434 14800 18,14 <,001
Czas3 3-0 3,024 0,1575 2,73 3,32862 14800 19,20 <,001
Czas4 4-0 3,204 0,1575 2,89 3,49033 14800 20,34 <,001
Czasb5 5-0 3,344 0,1575 3,03 3,63388 14800 21,23 <,001
Czasb 10-0 3,630 0,1575 3,34 3,94086 14800 2304 <,001
Czas7 15-0 3,778 0,1575 3,48 4,09193 14800 2398 <,001
Czas8 20-0 3,863 0,1575 3,56 4,14395 14800 2452 <,001
Czas9 25-0 3,929 0,1575 3,63 4,22859 14800 24,94 <,001
Czasl0 30-0 3,998 0,1575 3,70 4,29904 14800 2538 <,001
Czasll 45-0 4,097 0,1575 3,80 4,40470 14800 26,00 <,001
Czasl2 60-0 4,136 0,1575 3,85 4,44836 14800 26,25 <,001
Czasl3 90-0 4,272 0,1575 3,97 4,55826 14800 2712 <,001
Czasl4 120-0 4,350 0,1575 4,06 4,65802 14800 27,61 <,001
Czasl5 150-0 4,509 0,1575 4,20 4,81746 14800 28,62 <,001
Czasl6 180-0 4,563 0,1575 4,26 4,85212 14800 2897 <,001
Czasl7 210-0 4,669 0,1575 4,39 4,08874 14800 29,64 <,001
Czasl8 240-0 4,758 0,1575 4,46 5,07060 14800 30,20 <,001
Czasl9 270-0 4,784 0,1575 4,418 5,09733 14800 30,37 <,001
Czas20 300-0 4,812 0,1575 4,52 5,09961 14800 30,54 <,001



Tabela 23 UwalnianieBGios zacowani a parametr - w
%% Przedzi ag
Nazwa Efekt Oszacowanie SE Dolny G- rny df t Warto$S
Czas21 330-0 4,841 0,1575 4,52 5,13906 14800 3073 <,001
Czas22 360-0 4,877 0,1575 4,59 517777 14800 3095 <,001
Czas23 1440-0 4,968 0,1575 4,67 5,27827 14800 31,54 <,001
Czas24 2880-0 5,098 0,1575 4,79 5,40638 14800 32,36 <,001
Pr - hx@zasl (BG_matryca 1- BG_kontrolg x (1 - 0) -4,765 0,3859 -5,53 -4,02309 14800 -12,35 <,001
Pr . Bx@zasl (BG_matryca 2- BG_kontrolg x (1 - 0) -3,055 0,3859 -381 -2,30139 14800 -7,92 <,001
Pr - hk@zas? (BG_matryca 1- BG_kontrolg x (2 - 0) -4,486 0,3859 -5,15 -3,64554 14800 -11,62 <,001
Pr - BX@zas? (BG_matryca 2 - BG_kontrolg x (2 - 0) -2,322 0,3859 -3,08 -1,56651 14800 -6,02 <,001
Pr - AX@zas3 (BG_matryca 1- BG_kontrolg x (3 -0) -4,319 0,3859 -5,08 -3,54963 14800 -11,19 <,001
Pr - B @zas3 (BG_matryca 2- BG_kontrolg x (3 - 0) -1,989 0,3859 2,72 -1,29458 14800 -5,15 <,001
Pr - hk@zas4 (BG_matryca 1- BG_kontrolg x (4 -0) -4,136 0,3859 -4,92 -3,36322 14800 -10,72 <,001
Pr - B @zass (BG_matryca 2- BG_kontrolg x (4 - 0) -1,671 0,3859 -2,42 -0,92278 14800 -4,33 <,001
Pr - AX@zass (BG_matryca 1- BG_kontrolg x (5 - 0) -4,099 0,3859 -4,85 -3,37596 14800 -10,62 <,001
Pr - B @zass (BG_matryca 2- BG_kontrolg x (5 - 0) -1,319 0,3859 -2,00 -0,56489 14800 -342 <,001
Pr - Bx@zas6 (BG_matryca 1- BG_kontrolg x (10- 0) -3,635 0,3859 -4,38 -2,82707 14800 -9,42 <,001
Pr - BX@zash (BG_matryca 2- BG_kontrolg x (10 - 0) -0,975 0,3859 -1,70 -0,20094 14800 -2,53 0,013
Pr - hk@zas? (BG_matryca 1- BG_kontrolg x (15- 0) -3,356 0,3859 -4,07 -2,59281 14800 -8,70 <,001
Pr - Bx%@zas7 (BG_matryca 2 - BG_kontrolg x (15- 0) -0,810 0,3859 -1,56 -0,03446 14800 -2,10 0,038
Pr - hk@zas8 (BG_matryca 1- BG_kontrolg x (20- 0) -3,179 0,3859 -3,92 -2,47441 14800 -8,24 <,001
Pr . B%@zas8 (BG_matryca 2 - BG_kontrolg x (20- 0) -0,772 0,3859 -1,49 -0,05108 14800 -2,00 0,047
Pr - hk@zas9 (BG_matryca 1- BG_kontrolg x (25- 0) -3,007 0,3859 -3,67 -2,26698 14800 -7,79 <,001
Pr .- B @zas9 (BG_matryca 2- BG_kontrolg) x (25- 0) -0,763 0,3859 -1,43 -0,09134 14800 -1,98 0,050
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Tabela 23 UwalnianieBGioszacowani a parametr - w

%% Przedzi ag

Nazwa Efekt Oszacowanie SE Dolny G- rny df t Warto$S
Pr - hk@zasl0 (BG_matrycal- BG_kontrolg x (30-0) -3,075 0,3859 -3,80 -2,33062 14800 -7,97 <,001
Pr - BX@zasl0 (BG_matryca 2- BG_kontrolg x (30 - 0) -0,869 0,3859 -1,62 -0,17001 14800 -2,25 0,026
Pr - hk@zasll (BG_matrycal-BG_kontrolg x (45- 0) -2,903 0,3859 -3,62 -2,15776 14800 -7,52 <,001
Pr - BX@zasll (BG_matryca 2- BG_kontrolg x (45 - 0) -0,765 0,3859 -1,51 -0,05338 14800 -1,98 0,049
Pr - hk@zasl2 (BG_matrycal-BG_kontrolg x (60 - 0) -2,863 0,3859 -3,64 -2,07190 14800 7,42 <,001
Pr - BX@zasl?2 (BG_matryca 2- BG_kontrolg x (60 - 0) -0,746 0,3859 -1,51 0,01107 14800 -1,93 0,055
Pr - hx@zasl3 (BG_matryca 1- BG_kontrolg x (90- 0) -2,490 0,3859 -3,25 -1,71892 14800 -6,45 <,001
Pr - Bk@zasl3 (BG_matryca2-BG_kontrolg x (90 - 0) -0,729 0,3859 -1,49 -0,00243 14800 -1,89 0,061
Pr - A% @zasld (BG_matryca 1- BG_kontrolg x (120- 0) -2,282 0,3859 -3,08 -1,51472 14800 -5,91 <,001
Pr - Bk@zasl4 (BG_matryca?2-BG_kontrolg x (120- 0) -0,723 0,3859 -1,44 -0,01358 14800 -1,87 0,063
Pr - Bx@zasl5 (BG_matryca 1- BG_kontrolg x (150- 0) -1,973 0,3859 -2,72 -1,23509 14800 -511 <,001
Pr - Bk@zasl5 (BG_matryca?2-BG_kontrolg x (150- 0) -0,782 0,3859 -1,52 -0,02183 14800 -2,03 0,044
Pr - hk@zaslé (BG_matrycal-BG_kontrolg x (180- 0) -1,887 0,3859 -2,60 -1,13769 14800 -4,89 <,001
Pr - BX@zasl6é (BG_matryca 2- BG_kontrolg x (180- 0) -0,789 0,3859 -1,54 -0,08565 14800 -2,04 0,043
Pr - hk@zasl7 (BG_matrycal-BG_kontrolg x (210- 0) -1,813 0,3859 -2,57 -1,06789 14800 -4,70 <,001
Pr - Bkx@zasl7 (BG matryca2-BG_kontrolg x (210- 0) -0,857 0,3859 -1,60 -0,13428 14800 -2,22 0,028
Pr - hk@zasl8 (BG_matrycal-BG_kontrolg x (240- 0) -1,713 0,3859 -2,39 -0,96503 14800 -4,44 <,001
Pr - Bkx@zasl8 (BG matryca2-BG_kontrolg x (240- 0) -0,729 0,3859 -1,46 0,04772 14800 -1,89 0,061
Pr - hk@zasl9 (BG_matrycal-BG_kontrolg x (270- 0) -1,660 0,3859 -2,45 -0,95158 14800 -4,30 <,001
Pr - Bk@zasl9 (BG_matryca2- BG_kontrolg x (270- 0) -0,704 0,3859 -1,46 -0,04539 14800 -1,82 0,070
Pr - hk@zas20 (BG matryca1-BG_kontrolg x (300- 0) -1,612 0,3859 -2,34 -0,84260 14800 -4,18 <,001



Tabela 23 UwalnianieBGioszacowani a parametr - w
%% Przedzi ag
Nazwa Efekt Oszacowanie SE Dolny G-rny df t WartoS

Pr - Bk@zas20 (BG_matryca2-BG_kontrolg x (300- 0) -0,668 0,3859 -1,40 0,08851 14800 -1,73 0,086
Pr - hx@zas21 (BG_matryca 1- BG_kontrolg x (330- 0) -1,556 0,3859 -2,30 -0,81657 14800 -4,03 <,001
Pr - Bx@zas21 (BG_matryca2- BG_kontrolg x (330- 0) -0,683 0,3859 -1,40 0,01416 14800 -177 0,079
Pr. hx@as22 (BG_matrycal- BG_kontrolg x (360- 0) -1,503 0,3859 -2,23 -0,76710 14800 -3,89 <,001
Pr - BX@zas22 (BG_matryca 2- BG_kontrolg x (360- 0) -0,647 0,3859 -1,37 0,06785 14800 -1,68 0,096
Pr - AX@zas23 (BG_matryca 1- BG_kontrolg x (1440- 0) -1,355 0,3859 -2,09 -0,55938 14800 -3,51 <,001
Pr - BX@zas23 (BG_matryca 2 - BG_kontrolg x (1440- 0) -0,628 0,3859 -1,38 0,05907 14800 -1,63 0,106
Pr - hk@zas24 (BG_matrycal-BG_kontrolg x (2880- 0) -1,245 0,3859 -2,00 -0,53745 14800 -3,23 0,002
Pr - BX@zas24 (BG_matryca 2- BG_kontrolg x (2880- 0) -0,411 0,3859 -1,20 0,36995 14800 -1,07 0,288

Oszacowaniew a r t 0Si oszacowanego wsp-gczynnika efektu

SEbgNd standardowy oszacowani a

df: liczba stopni swobody
t: statystyka testu t

L9



Tabela 24 Uwalnianie BGi sk §ad ni ki | osowe

Grupa Nazwa Wariancja SD ICC
ID (Przeci 0,0801 0,283 0,418
Resztowe 01117 0,334

Wariancja: oszacowana wariancja efeksowego
SD: odchylenie standardowe
ICC: wsp-gczynni k korelacji mi Adzygrupowe]j

Tabela 25 Uwalnianie BGI test@osthodd

Por - wnani e

Pr - bvk@m - bka R- Uni SE t df P-tukey
BG_kontrola - BG_matrycal 2,597 0,0546 47,6 148 <0,001
BG_kontrola - BG_matryca?2 0,976 0,0546 17,9 148 <0,001
BG matrycal - BG_matryca2 -1,620 0,0546 -29,7 148 <0,001

R-Uni coasszacowana r-Unica Srednich mindzy dwiema pr-bkami
SE bgNd standar dowy

t: statystyka testowa dla kontrastu

d: stopnie swobody dla por-wnani a

Tabela 26 Dopasowaie modelu LMM dla uwalniania FUR

Typ R df LRT X| WartpSi
Warunkowe 0,864 75 520018 < 0,001
Marginahe 0,847 74 520232 < 0,001
R[(Marginalne/warunkowe):propor cja wariancji wyjaSnionej Rplubprerewi edni o pr ze:
cagy model, gNcznie z RB¥ ekt ami | osowymi (warunkowe

df: stopnie swobody
LRT %artoSi stmtyst i arggodniolSci por - wnlasjwhiti)e quodelenro del pegny ( z
zredukowanym (bez nich)

Tabela 27 Uwalnianie FUR't esty o0og-l ne dla efekt-w stagych

F df df (res) WartpSI
Pr - bka 50271 2 148 < 0,001
Czas 11,97 24 148 < 0,001
Pr - b Kzs 2,07 48 148 < 0,001

F-'tatystykaoEesguUNeg dany efekt wyjaSnia istotnN cziaSl warian
df: liczba stopni swobody
df (res): stopnie swobody resztowe
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Tabela 28 UwalnianieFURT os zacowani a parametr - w

%B%Przedufirmndg

Nazwa Efekt Oszacowanie SE Dolny G- rny df t Wartps$S
(Przeginci (Przegincie 3,605 0,226 3,133 4,0183 2,00 15,925 0,004
Pr. - hAka FUR_matryca 1- FUR_kontrola -4,627 0,171 -4,959 -4,3028 14800 -27,039 <,001
Pr. - Bka FUR_matryca 2 - FUR_kontrola -4,768 0,171 -5,083 -4,4122 14800 -27,863 <,001
Czasl 1-0 1,614 0,494 0,640 2,5415 14800 3,268 0,001
Czas2 2-0 2,126 0,494 1,162 3,0484 14800 4,303 <,001
Czas3 3-0 2,864 0,494 1,890 3,8233 14800 5,798 <,001
Czasd 4-0 3,063 0,494 2,137 4,0516 14800 6,201 <,001
Czasb 5-0 3,128 0,494 2,225 4,0939 14800 6,333 <,001
Czasb 10-0 3,223 0,494 2,245 4,2750 14800 6,523 <,001
Czas7 15-0 3,274 0,494 2,339 4,2838 14800 6,627 <,001
Czas8 20-0 3,397 0,494 2,468 4,3707 14800 6,876 <,001
Czas9 25-0 3,448 0,494 2,553 4,4083 14800 6,979 <,001
Czasl0 30-0 3,519 0,494 2,585 4,4740 14800 7,123 <,001
Czasll 45-0 3,534 0,494 2,550 4,4848 14800 7,154 <,001
Czasl2 60-0 3,659 0,494 2,738 4,6193 14800 7,407 <,001
Czasl3 90-0 3,803 0,494 2,773 47647 14800 7,697 <,001
Czasl4 120-0 3911 0,494 2,961 4,8553 14800 7917 <,001
Czasl5 150-0 3,958 0,494 3,020 5,0017 14800 8,012 <,001
Czasl6 180-0 4,032 0,494 3,046 4,9485 14800 8,161 <,001
Czasl7 210-0 4,103 0,494 3,186 5,0762 14800 8,306 <,001
Czasl8 240-0 4,179 0,494 3,248 51674 14800 8,459 <,001
Czasl9 270-0 4,208 0,494 3,260 5,1906 14800 8,518 <,001
Czas20 300-0 4,331 0,494 3,367 5,3057 14800 8,767 <,001

(o2}
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Tabela 28 UwalnianieFURT os zacowani a parametr - w
%B%Przedufirmndg
Nazwa Efekt Oszacowanie SE Dolny G- rny df t Wartps$S
Czas21 330-0 4,396 0,494 3,382 5,4448 14800 8,899 <,001
Czas22 360-0 4,473 0,494 3,545 5,4309 14800 9,055 <,001
Czas23 1440-0 5,545 0,494 4,636 6,5502 14800 11,224 <,001
Czas24 2880-0 6,336 0,494 5,397 7,2550 14800 12,826 <,001
Pr . ix@zasl  (FUR matrycal- FUR kontrolg x (1 -0) -0,704 1,210 -2,942 1,4962 14800 -0,582 0,562
Pr - B%@zasl (FUR_matryca 2 - FUR_kontrolg x (1 - 0) -1,217 1,210 -3,427 1,0676 14800 -1,005 0,316
Pr. hix@zas2 (FUR matrycal- FUR kontrolg x (2 - 0) -2,316 1,210 -4,696 0,0434 14800 -1,914 0,058
Pr - BX@zas? (FUR_matryca 2 - FUR_kontrolg x (2 - 0) -2,670 1,210 -5,065 -0,3193 14800 -2,207 0,029
Pr - A%x@zas3 (FUR_matryca 1- FUR_kontrolg x (3 - 0) -3,926 1,210 -6,309 -1,6204 14800 -3,244 0,001
Pr. Bkx@zas3 (FUR matryca2- FUR kontrolg x (3-0) -4,435 1,210 -6,838 -2,1095 14800 -3,665 <,001
Pr. hk@zasd (FUR_matrycal- FUR kontrolg x (4- 0) -4,444 1,210 -6,800 -2,0722 14800 -3,673 <,001
Pr. Bk@zas4 (FUR matryca2- FUR kontrolg x (4-0) -4,986 1,210 7,424 -2,5447 14800 -4,121 <,001
Pr - AX@zass (FUR_matryca 1- FUR _kontrolg x (5 - 0) -4,635 1,210 -7,008 -2,2312 14800 -3,831 <,001
Pr. Bkx@zass (FUR matryca2- FUR kontrolg x (5- 0) -5,173 1,210 -7,612 -2,7972 14800 -4,275 <,001
Pr - AXQ@zash (FUR_matryca 1- FUR_kontrolg x (10- 0) -4,692 1,210 -7,089 -2,3600 14800 -3,878 <,001
Pr - Bx%@zas6 (FUR_matryca 2 - FUR_kontrolg x (10- 0) -5,042 1,210 7,439 -2,5425 14800 -4,167 <,001
Pr - Bx@zas7 (FUR_matryca 1- FUR_kontrolg x (15- 0) -4,723 1,210 -7,064 -2,1734 14800 -3,903 <,001
Pr - Bx@zas7 (FUR_matryca 2 - FUR_kontrolg x (15-0) -4,987 1,210 7,234 -2,5597 14800 -4,121 <,001
Pr. hk@zas8 (FUR matrycal- FUR kontrolg x (20-0) -4,844 1,210 -7,001 -2,5834 14800 -4,003 <,001
Pr. Bx@zas8 (FUR matryca2- FUR kontrolg x (20- 0) -5,086 1,210 -7,537 -2,5331 14800 -4,203 <,001
Pr . hx@zas9 (FUR matrycal- FUR kontrolg x (25-0) -4,935 1,210 -7,314 -2,6091 14800 -4,079 <,001
Pr . Bx@zas9 (FUR_matryca2- FUR kontrolg x (25-0) -5,140 1,210 -7,493 -25937 14800 -4,248 <,001



Tabela 28 UwalnianieFURT os zacowani a parametr - w
%B%Przedufirmndg
Nazwa Efekt Oszacowanie SE Dolny G- rny df t Wartps$S
Pr - Bk @zasl0 (FUR_matrycal- FUR_kontrolg x (30- 0) -4,945 1,210 -7,207 -2,6092 14800 -4,087 <,001
Pr - Bkx@zasl0 (FUR_matryca?2- FUR_ kontrolg x (30- 0) -5,259 1,210 7,727 -2,8165 14800 -4,346 <,001
Pr - hk@zasll (FUR_matrycal- FUR kontrolg x (45-0) -4,908 1,210 -7,265 -2,6500 14800 -4,056 <,001
Pr . Bkx@zasll (FUR_matryca?2- FUR kontrolg x (45-0) -5,263 1,210 -7,560 -2,8550 14800 -4,349 <,001
Pr - Bk@zasl2 (FUR_matrycal- FUR_kontrolg x (60 - 0) -4,977 1,210 -7,504 -2,5922 14800 -4,113 <,001
Pr . Bkx@zasl2 (FUR_matryca?2- FUR_ kontrolg x (60- 0) -5,138 1,210 -7,664 -2,8309 14800 -4,246 <,001
Pr - hk@zasl3 (FUR_matrycal- FUR kontrolg x (90- 0) -4,983 1,210 -7,376 -2,7433 14800 -4,118 <,001
Pr - Bk@zasl3 (FUR_matryca?2- FUR_ kontrolg x (90- 0) -4,882 1,210 -7,163 -2,5517 14800 -4,034 <,001
Pr - Bk @zasl4 (FUR_matrycal- FUR kontrolg x (120- 0) -5,151 1,210 -7,500 -2,6732 14800 -4,257 <,001
Pr - Bk@zasl4 (FUR_matryca?2- FUR kontrolg x (120- 0) -5,041 1,210 -7,315 -2,6992 14800 -4,166 <,001
Pr - Bk @zasl5 (FUR matrycal-FUR kontrolg x (150- 0) -5,109 1,210 -7,399 -2,6048 14800 -4,222 <,001
Pr - Bk@zasl5 (FUR_matryca?2- FUR_kontrolg x (150- 0) -5,004 1,210 -7,367 -2,5096 14800 -4,135 <,001
Pr - Bhk@zaslé (FUR_matrycal-FUR_kontrolg x (180- 0) -5,145 1,210 -7,365 -2,7485 14800 -4,252 <,001
Pr . Bx@zasl6 (FUR_matryca?2- FUR_ kontrolg x (180- 0) -5,093 1,210 -7,567 -2,6996 14800 -4,208 <,001
Pr - Bk@zasl7 (FUR_matrycal- FUR_kontrolg x (210-0) -5,214 1,210 -7,466 -2,6693 14800 -4,308 <,001
Pr - Bx@zasl7 (FUR_matryca?2- FUR_ kontrolg x (210- 0) -5,201 1,210 -7,584 -2,8748 14800 -4,298 <,001
Pr .- Bk@zasl8 (FUR_matrycal- FUR_kontrolg x (240- 0) -5,252 1,210 -7,673 -2,9681 14800 -4,340 <,001
Pr - Bkx@zasl8 (FUR_matryca?2- FUR kontrolg x (240- 0) -5,226 1,210 -7,590 -2,8915 14800 -4,319 <,001
Pr . Bhk@zasl9 (FUR_matrycal-FUR_kontrolg x (270- 0) -5,222 1,210 7,434 -2,7982 14800 -4,316 <,001
Pr . Bkx@zasl9 (FUR_matryca?2-FUR_kontrolg x (270- 0) -5,229 1,210 -7,617 -2,6604 14800 -4,321 <,001
Pr - hk@zas20 (FUR matryca 1- FUR kontrolg x (300- 0) -5,317 1,210 -7,652 -2,8869 14800 -4,394 <,001
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Tabela 28 UwalnianieFURT os zacowani a parametr - w
%B%Przedufirmndg
Nazwa Efekt Oszacowanie SE Dolny G-rny df t WartpsS
Pr . Bk@zas20 (FUR_matryca2- FUR_kontrolg x (300- 0) -5,387 1,210 -7,829 -2,8556 14800 -4,451 <,001
Pr .- hk@zas21 (FUR_matrycal- FUR kontrolg x (330- 0) -5,268 1,210 -7,653 -2,7524 14800 -4,353 <,001
Pr - Bx@zas21 (FUR_matryca?2- FUR kontrolg x (330- 0) -5,367 1,210 7,772 -2,8525 14800 -4,435 <,001
Pr .- hk@zas22 (FUR_matryca 1- FUR kontrolg x (360- 0) -5,197 1,210 7,463 -2,9667 14800 -4,295 <,001
Pr - Bkx@zas22 (FUR_matryca2- FUR_kontrolg x (360- 0) -5,280 1,210 -7,669 -2,8892 14800 -4,363 <,001
Pr .- hk@zas23 (FUR_matrycal- FUR kontrolg x (1440- 0) -6,119 1,210 -8,442 -3,7529 14800 -5,056 <,001
Pr .- Bk@zas23 (FUR_matryca 2- FUR kontrolg x (1440- 0) -6,105 1,210 -8,533 -3,7808 14800 -5,045 <,001
Pr - Bk @zas24 (FUR_matryca 1- FUR kontrolg x (2880- 0) -7,652 1,210 -9,967 -5,2968 14800 -6,324 <,001
Pr - Bk@zas24 (FUR_matryca2- FUR kontrolg x (2880- 0) -6,997 1,210 -9,341 -4,4292 14800 -5,782 <,001
Oszacowaniew a r t 0Si oszacowanego wsp-gczynnika efektu
SEbgNd standardowy oszacowani a

df: liczba stopni swobody
t: statystyka testu t



Tabela 29 Uwalnianie FUR sk gad ni ki |l osowe

Grupa Nazwa Wariancja SD ICC
ID (Przeci 0,139 0,373 0,112
Resztowe 1,098 1,048

Wariancja: oszacowana wariancja efektu losowego
SD: odchylenie standardowe
ICC: wsp-gczynni k korelacji mi ndzygrupowe]j

Tabela 30 Uwalnianie FUR' test@ost tocd

Por -wnani e

Pr - bvkPar - b k a R-Uni SE t df P-tukey
FUR_kontrola - FUR_matryca 1 4,627 0,171 27,039 148 <0,001
FUR_kontrola - FUR_matryca2 4,768 0,171 27,863 148 <0,001
FUR_matrycal - FUR_matryca?2 0,141 0,171 0,824 148 <0,001

R-Uni coasszacowana r-Unica Srednich mindzy dwiema pr-bkami
SEbgNd standardowy

t: statystyka testowa dla kontrastu

d: stopnie swobody dla por-wnani a

Tabela 31 Dopasowanie modelu LMM doaalniania GV

Typ R df LRT X| WartoSI
Warunkowe 0,860 75 508596 < 0,001
Marginahe 0,817 74 507,267 < 0,001
R J(Marginalne / warunkowe): proporcjava riancji wyjaSnionej odpowiRRIldpizex pr ze
cagy model, gNcznie z RB¥ ekt ami | osowymi (warunkowe

df: stopnie swobody
LRT %artoSi stmtyst wi ar ¢ goud giolSaio dedr pergumjyNde efektami |
zredukowanym (bez nich)

Tabela 32 UwalnianieGVit esty og-Il ne dla efekt-w stagych

F df df (res) WartoSI
Pr - bka 24114 2 148 < 0,001
Czas 30,02 24 148 < 0,001
Pr - b Kzs 2,13 48 148 < 0,001

F-'satystyka F sguUNca do odNewmyphStzwadampwceéeiekt wyjaSnia
df: liczba stopni swobody
df (res): stopnie swobody resztowe
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Tabela 33 Uwalnianie GVi csza® wani a parametr - w

%% Przedufirmdg

Nazwa Efekt Oszacowanie SE Dolny G-rny df t Wart oSl
(Przeginci (Przeg¢incie 8,030 0,385 7,31 8,75779 2,00 20,871 0,002
Pr-Aka GV_matryca 1- GV_kontrola -4,019 0,194 -4.37 -3,59848 14800 -20,718 <,001
Pr-Bka GV_matryca 2- GV_kontrola -0,786 0,194 -1,17 -0,41623 14800 -4,050 <,001
Czasl 1-0 5518 0,560 4,35 6,60753 14800 9,853 <,001
Czas2 2-0 5,903 0,560 4,84 7,06206 14800 10,542 <,001
Czas3 3-0 6,378 0,560 5,25 7,44041 14800 11,390 <,001
Czas4 4-0 6,672 0,560 551 7,79039 14800 11914 <,001
Czasb5 5-0 6,948 0,560 581 8,02464 14800 12,408 <,001
Czasb 10-0 7,279 0,560 6,24 8,41543 14800 12,999 <,001
Czas7 15-0 7,535 0,560 6,45 8,67670 14800 13456 <,001
Czas8 20-0 7,635 0,560 6,53 8,78719 14800 13634 <,001
Czas9 25-0 7,829 0,560 6,72 8,89933 14800 13981 <,001
Czasl0 30-0 7,935 0,560 6,83 8,96661 14800 14,170 <,001
Czasll 45-0 8,328 0,560 7,22 9,38771 14800 14,872 <,001
Czasl2 60-0 8,434 0,560 7,25 9,53997 14800 15,060 <,001
Czasl3 90-0 8,796 0,560 7,70 9,85953 14800 15,707 <,001
Czasl4 120-0 8,892 0,560 7,74 9,99030 14800 15,879 <,001
Czasl5 150-0 9,119 0,560 7,93 10,21908 14800 16,284 <,001
Czasl6 180-0 9,198 0,560 8,04 10,31865 14800 16,426 <,001
Czasl7 210-0 9,276 0,560 8,11 10,33428 14800 16,564 <,001
Czasl8 240-0 9,421 0,560 8,32 10,53550 14800 16,824 <,001
Czasl19 270-0 9,511 0,560 8,47 10,61005 14800 16,983 <,001

Czas20 300-0 9,518 0,560 8,40 10,59592 14800 16,996 <,001



Tabela 33 Uwalnianie GVi csza® wani a parametr - w

%% Przedufirmdg

Nazwa Efekt Oszacowanie SE Dolny G-rny df t Wart oSl
Czas21 330-0 9,689 0,560 8,62 10,85857 14800 17,301 <,001
Czas22 360-0 9,774 0,560 8,62 10,82447 14800 17,454 <,001
Czas23 1440-0 10,453 0,560 9,38 1157213 14800 18,666 <,001
Czas24 2880-0 10,713 0,560 9,53 11,79544 14800 19,130 <,001
Pr - hx@zasl (GV_matryca 1- GV_kontrolg x (1 - 0) -7,088 1,372 9,73 -4,20147 14800 -5,167 <,001
Pr - BX@zasl (GV_matryca 2- GV_kontrolg x (1 - 0) -2,665 1,372 -5,35 0,23888 14800 -1,943 0,054
Pr - hx@zas2 (GV_matryca 1- GV_kontrolg x (2 - 0) -7,010 1,372 -9,58 -4,39980 14800 -5,110 <,001
Pr - BX@zas? (GV_matryca 2- GV_kontrolg x (2 - 0) -2,060 1,372 -4,56 0,74163 14800 -1,502 0,135
Pr - Bhx@zas3 (GV_matryca 1- GV_kontrolg x (3 - 0) -6,687 1,372 -9,22 -3,84376 14800 -4,875 <,001
Pr - Bx@zas3 (GV_matryca 2- GV_kontrolg x (3 - 0) -1,407 1,372 -4,04 1,24385 14800 -1,026 0,307
Pr - AX@zasd (GV_matryca 1- GV_kontrolg x (4 - 0) -6,315 1,372 -8,79 -3,61051 14800 -4,603 <,001
Pr. Bkx@zasd  (GV_matryca2- GV_kontrold x (4- 0) -1,203 1,372 -3,67 151634 14800 -0,877 0,382
Pr - A% @zass (GV_matryca 1- GV_kontrolg x (5 - 0) -6,119 1,372 -8,58 -3,46230 14800 -4,461 <,001
Pr . Bx@zass (GV_matryca 2- GV_kontrolg x (5 - 0) -1,180 1,372 -3,69 1,59266 14800 -0,860 0,391
Pr - AXQ@zash (GV_matryca 1- GV_kontrolg x (10- 0) -5,939 1,372 -8,52 -3,20019 14800 -4,330 <,001
Pr - BX@zash (GV_matryca 2- GV_kontrolg x (10- 0) -1,141 1,372 -3,74 1,59932 14800 -0,832 0,407
Pr - hk@zas?7  (GV_matrycal-GV_kontrolg x (15-0) -5,491 1,372 -7,94 -2,97870 14800 -4,003 <,001
Pr .- B%@zas7? (GV_matryca 2- GV_kontrolg x (15- 0) -1,065 1,372 -3,62 1,62489 14800 -0,777 0,439
Pr - A% @zas8 (GV_matryca 1- GV_kontrolg x (20- 0) -5,471 1,372 -8,08 -2,77116 14800 -3,988 <,001
Pr. Bx@zas8  (GV_matryca2- GV_kontrolg x (20- 0) -1,009 1,372 -354 1,80683 14800 -0,735 0,463
Pr- hk@zas9  (GV_matrycal-GV_kontrolg x (25-0) -5,000 1,372 -748 -2,22665 14800 -3,645 <,001
Pr. Bk@zas9 (GV_matryca2- GV _kontrolg x (25- 0) -1,038 1,372 -3,39 1,77707 14800 -0,757 0,450
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Tabela 33 Uwalnianie GVi csza® wani a parametr - w

%% Przedufirmdg

Nazwa Efekt Oszacowanie SE Dolny G-rny df t Wart oSl
Pr - Bk@zasl0 (GV_matrycal- GV_kontrolg x (30-0) -5,060 1,372 -7,65 -2,23497 14800 -3,689 <,001
Pr . Bkx@zasl0 (GV_matryca2-GV_kontrolg x (30- 0) -0,822 1,372 -3,20 1,95829 14800 -0,599 0,550
Pr - Bk@zasll (GV_matrycal- GV_kontrolg x (45-0) -4,435 1,372 -7,11 -1,54620 14800 -3,233 0,002
Pr - BX@zasll (GV_matryca 2- GV_kontrolg x (45 - 0) -0,438 1,372 -2,81 2,31285 14800 -0,319 0,750
Pr - hk@zasl2 (GV_matrycal- GV_kontrolg x (60 - 0) -4,241 1,372 -6,77 -1,61285 14800 -3,091 0,002
Pr - BX@zasl?2 (GV_matryca 2- GV_kontrolg x (60 - 0) -0,525 1,372 -3,09 2,23596 14800 -0,383 0,702
Pr - hx@zasl13 (GV_matryca 1- GV_kontrolg x (90- 0) -3,324 1,372 -5,80 -0,47714 14800 -2,423 0,017
Pr - Bk@zasl3 (GV_matryca?2- GV_kontrolg x (90- 0) -0,355 1,372 -3,00 2,41179 14800 -0,259 0,796
Pr - hx@zasl4d (GV_matryca 1- GV_kontrolg x (120- 0) -3,171 1,372 -5,82 -0,56704 14800 -2,312 0,022
Pr - Bk@zasl4 (GV_matryca?2- GV_kontrolg x (120- 0) -0,416 1,372 -2,92 2,20938 14800 -0,303 0,762
Pr - A% @zasls (GV_matryca 1- GV_kontrolg x (150- 0) -2,848 1,372 -5,39 -0,28999 14800 -2,076 0,040
Pr - Bkx@zasl5 (GV_matryca?2- GV_kontrolg x (150- 0) -0,262 1372 -2,86 2,48197 14800 -0,191 0,849
Pr - hk@zaslé (GV_matrycal- GV_kontrolg x (180- 0) -2,633 1372 -5,16 -0,00159 14800 -1,919 0,057
Pr. Bx@zaslé (GV_matryca2- GV _kontrolg x (180-0) -0,449 1,372 -3,08 237193 14800 -0,328 0,744
Pr - hk@zasl7 (GV_matrycal- GV_kontrolg x (210- 0) -2,559 1,372 -5,09 0,06155 14800 -1,866 0,064
Pr . Bx@zasl7 (GV_matryca?2- GV_kontrolg x (210- 0) -0,359 1,372 -2,89 2,37922 14800 -0,261 0,794
Pr - hk@zasl8 (GV_matrycal- GV_kontrolg x (240- 0) -2,266 1372 -4,83 0,44179 14800 -1,652 0,101
Pr. Bk@zasl8 (GV_matryca?2- GV_kontrolg x (240- 0) -0,424 1,372 2,96 2,32921 14800 -0,309 0,758
Pr - hk@zasl9 (GV_matrycal- GV_kontrolg x (270- 0) -2171 1372 4,79 0,60493 14800 -1,583 0,116
Pr - Bkx@zasl9 (GV_matryca?2- GV_kontrolg x (270- 0) -0,353 1372 -3,04 2,31120 14800 -0,258 0,797

Pr .- hk@zas20 (GV_matrycal- GV_kontrolg x (300- 0) -2,279 1,372 -4,78 0,37608 14800 -1,662 0,099



Tabela 33 Uwalnianie GVi csza® wani a parametr - w

%% Przedufirmdg

Nazwa Efekt Oszacowanie SE Dolny G-rny df t Wart oSl
Pr. Bk@zas20 (GV_matryca2- GV_kontrolg x (300- 0) -0,386 1,372 -3,01 2,55882 14800 -0,281 0,779
Pr - A%k @zas21 (GV_matryca 1- GV_kontrolg x (330- 0) -2,000 1,372 -4,84 1,02632 14800 -1,458 0,147
Pr - Bx@zas21 (GV_matryca2- GV_kontrolg x (330- 0) -0,391 1,372 -3,28 2,27898 14800 -0,285 0,776
Pr - hx@zas22 (GV_matryca 1- GV_kontrolg x (360- 0) -2,074 1,372 -4,61 0,80907 14800 -1,512 0,133
Pr - Bx@zas22 (GV_matryca?2- GV_kontrolg x (360- 0) -0,458 1,372 -3,05 2,18423 14800 -0,334 0,739
Pr - AX@zas23 (GV_matryca 1- GV_kontrolg x (1440- 0) -2,880 1,372 -5,40 -0,18745 14800 -2,100 0,037
Pr - BX@zas23 (GV_matryca 2- GV_kontrolg x (1440- 0) -0,610 1,372 -3,13 2,04647 14800 -0,445 0,657
Pr - hk@zas24 (GV_matrycal-GV_kontrolg x (2880- 0) -3,414 1,372 -6,04 -0,62139 14800 -2,489 0,014
Pr .- BX@zas24 (GV_matryca 2- GV_kontrolg x (2880- 0) -0,625 1,372 -3,17 2,18847 14800 -0,455 0,649

Oszacowaniewar t 0oSI oszacowanego wsp-gczynnika efektu

SEbgNd standardowy oszacowani a
df: liczba stopni swobody
t: statystyka testu t
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Tabela 34 Uwalnianie GVi sk g ad ni ki | osowe

Grupa Nazwa Wariancja SD ICC
ID (Przeci 0,425 0,652 0,232
Resztowe 1,411 1,188

Wariancja: oszacowana wariancja efeknsbwego
SD: odchylenie standardowe
ICC: wsp-gczynni k korelacji mi Adzygrupowe]j

Tabela 35 Uwalnianie GVi testdost tocd

Por - wnani e

Pr - bvkmr - bka R- Uni SE t df P-tukey
GV_kontrola - GV_matryca 1 4,019 0,194 20,72 148 <0,001
GV_kontrola - GV_matryca?2 0,786 0,194 4,05 148 <0,001
GV_matryca 1 - GV_matryca 2 -3,233 0,194 -16,67 148 <0,001

R-Uni coaszacowana r-Unica Srednich mindzy dwiema pr-bkami
SE bgNd standar dowy

t: statystyka testowa dla kontrastu

d: stopnie swobody dla por-wnani a
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Rozdziag 7. Podsumowani e i ko owe wni oski

G g - wwumieskininiejszejpracyno Una sfor mugowal nastipuj Nco:
Opracowano ofpzynywaeia kooligomeru [P(EMA)-co-(GMA)] oraz jego
pochodnyclez wykorzystaniensyntezy wspomaganej promieniowaniem mikrofalowym

2.Z powodzeniem zmodyf i kokaoligoneru [iPENM2)-codGMAWY j S «
zwi fikszaj Nc jego hydrofilowoSi i nadaj Nc m

3. Otrzymane zmodyfikowane kooligomery wylkaza Jyodpowi edniweo Scivg.
fizykochemicznek t - r e u mo Wykdrzystaiey a k o h irswb&angjitkiologicznie
czynnychido o kr eS| eni a supstaocfi modelowej.wal ni ani a

4, Pomi mo zadowal a jfitlykoghenticznyohjed$nie [PEMS)coi(GMA)]-XYL
ni e wy kazywag . &ytego pawkds,yjedgnie otéhckiooligomen: g § byl
wykorzystanydo przeprowadzenia badania uwalniania substancji leczniczych.

5. Matryca z awi er P{ENA)-a0(GMA)]-XY L char af&tseirfy z oamaayl n o
doszybkiego uwol ni e ARl av pierwsaychz gogzindcth ekdperyfentu,
nastfipni e szydskigbftaanwal, wicaowanpiwvpgagoUone wuv
APlzmatrycyhy dr oUel u

6. Dodatek kooligomeru[P(EMA)-co-(GMA)]-XYL d o mat r y c ywej koyzygstnie Ue |
wpgywadmlanoSi przedgAPUonego uwal niani a

7. Matryca [P(EMA}co-(GMA)]-XYLIAGR pot encj al ni e nadaje sih
hydroUel owych uwalniajNcych substancje akt

Pr zepr owa d z okoatigomery fPERA)-00-(GMA)] z wykorzystaniem syntezy
wspomaganej promieniowaniem mikrofalowywl celu zmiany hydrofobowego charakteru [P(EMA)
co( GMA) ] na bardzi ej hydr of izlnoowdyy,f i JawE uae h z
et anol,¥Yd lmbonrNn i. ByptaaldooligomeruyP(EMA)-co-(GMA)] i jego dalsza modyfikacja
zwi Nzxkawiier aj NiOHmMiNHprowpmo | uzy§kaie mat eri ag-w o wga
hydrofilowych Wk o Ec owy m et api e, diDHfiNH, dmd@lji wd olSyxdo
tr-jwymiar owe | Kookgomer [R{BMA-co-(BMA)jeXwelj .zost agd wyKkc
dout wor zeni a mat rDodapie wogyddo aribdyfikowaeego. [P(EM&Y-(GMA)]
umoUl i wi go powstanie hydr oUe Isorpcyinychhassomtja swodyd o b r
w zakresie od ok. 120 do 420% wagowych masy kooligomeru.

Zsyntezowane kooligomerg c har akt eryzowano za pomocN s
zt r ansf or ma elgkionowejnuikroskepii akaningowej i analizy termograwimetryczne;.
Hy d r @ theMi e e P{EMA)-co(GMA)] lub jego pochodne,wykorzystano jako matrgc
dounieruchomienib gnki t u metyivepowe gva z e kwybranozjake motetodya E,
zwi Nzek substancji czynnych, kt-rego uwal ni

spektrofotometrycznejUzyskanewy ni ki pokazuj N, Ue wuwalniani e
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hydroUelu jest najwyUsze i najBgyibszeuwalniNgomi @i 2mi
siail do osi Ngnificia stanu r wanpn@rea gierwsz 4% godzihn wo r e m,
eksperymentu.Pr zepr owa d z densot rc ywna tedik wszystkiah oz8/ntézowanych

kool i gozmeuUwciem pgynmyarho Uek sotwryeakztk-iwch f i br obl ast -
Eksperyment z hodowl N KREWVArcRGMA]i [REMA-zod@IA)]-Ue tyl ko
XYL wy kazuNbytotoidy s e noSi  wobec ludzkich fibroblast- -w
dowykorzystania wzastosowaniach biomedycznych.

Kooligomer [P(EMA)-co-(GMA)]-XYL zost adg wykorzystany do otr z
hydroUel owwke¢h rych obok wymieni oAGR g ow koeoll i gzowielr kus zweyt
usi eci owani a matrycy hydroUel owej or mdanpopr awy j
wgaSci woSci matyrdyrooyf i hpwa el wwws ¢ i p matrgoy ivobéca kt er yj ne
Escherichia coli Pseudomonas aeruginos&taphylococcus epidermidisr a z 0 kmeohaizmo n o
uwalniania z t e j mawycy substandjczyny ch o wgaSci woSciach przeci wba
jak bacytracy, fiolet gencjanow, furazydymi ziele@brylantowN

Matryca zawierdjca kooligomefP(EMA)-co-(GMA)]-XYL wykazywagp odobne | ub wy Us z
wgaSci woSci pr zen i prdrr-odinthenkisirolnegg (AGRe W przypadku par
FUR- Escherichiacoli (nieznacznie) i GMEscherichia col{znacznie), B&Staphylococcus epidermidis
i BG- Pseudomonas aeruginogaieznacznie) zaobserwowano silniejsze hamowanie wzrostu bakterii
wmat rycy h yQbstatecthie,lwbadenybydrodde | ach ini &k omaamder wowano dzi
przeciwdrobnoustrojowego | ub bygo -&scherichiawolar kowane
BAC- Pseudomonas aeruginosBUR-Pseudomonas aeruginasdtrefy zahamowania wzrostu bakterii
obserwowano nawe tachAR, z yc on iwsskki aczhu jset finCae nmio Ul i wo Si st os
antybiotyk-w w <celu utrzymani amaatkrtyyewn b $d i o Uperl zoewcyi ¢
Wy kazano, YWdr ondz & wiceP@MAY-codGMA)]-XYL,skutecni e hamuj N wzr ost
bakterii przyniskich dawkachsubstancji czynnycha uzyskane wyki i sN statystycznie
copot wierdzono analizN ANOVA przy p = 0,05.

Do badania uwalniania substancji czynnyg¢hydrofilowych APIl: BAC, BG i GV
orazhydrofobowego FUR) przeprowadzono dwie formulaciez Un N z awar {PEESA)Y N mas owN
co-(GMA)]-XYLdoAGR.Do bada @ uwal ni ani aoAlARlajweykatzyst aydr dWa
odw- ch r - Unych st o[PEMAR-aodEGMA)EYE aavAGRh (i) 2:1 kooligomer
doAGR (matryca 1) oraz (ii) 1:kooligomer do AGR (matryca 2)Otrzymanewyniki baddE
potwierpzogonowseny ukgdad | est hydrof il owRgl i ma Wy (
zmat rycy h yzkonooldwadnynvetektem wybuchu w  z a bdez(hnwoafl echaso®ie]
kooligomeruP(EMA)-co-(GMA)]-XYL w matrycyh y d roodj &y Us z a zAGR & matrge |

2 prowadzi dgnstszej, bardzi e]j zwartej sieci hydroUel ow
kontrol owanym uwal nianiem API. Jest to szczeg- -l nie
takic h jak hydrofil owe: BAC, BG i GV or a[P(EMA)-dr of obowe
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co-(GMA)]-XYL whydrade | u z mi e matgcyrsd rluk ¥ mir éij sz N, CoO prze
dyfuzjn substancji (BG, GV i BAC) i wyUsze war
gwagtownhego uwal ni ani Gbie wmatryceo p ¢ Now e ajr a K tagrn yez u
pr zedguUony mAR @awbnairadnzioe mkr -t kim czasie (kilka
wynosi okogoaale®y 2akm@kamwd ,wadret oS cuwolniokegnpsy r y me
API (obliczone na podstawie stnUenia w 1neml p
stfiUeni e hamuijtNdiesowarfanatrycldy @t e d®! o wy c h[P(EMARGO-€e r a |
(GMA)]-XYL bndzwykazy wa@aoi agani e far makalyogncghkhem nas
uwalnianeg®API.

Zastosowano kil ka model i kginedg y c z n-foddaale( B a k
i KorsmeyerPeppas) w celu dopasowania danygiksperymentalnycluwalniania APl z matrycy
hydroUel u -co(GMA)|EXVA)AGR. OkreSlono naj ldanyck z e
eksperymentalnych deodelu kinetycznegd<orsmeyetPeppas i poti er dz on o, Oe d
mechanizmemuwalnianau bst ancj i czynnych z matrycythydrc
poUNdamywstwosowani ach wymagaj Ncych sp-jnego,

terapeutycznychPor - wnuj Nc o b lutyskane mle nueha kinetgcdhego Korsmeyer
Peppaswszy st ki e APl chapmaakmety aomva g y asnmiiycyei mptryayi Ue j
2, jednocze SAr -ewrzN wia,ra olSch Nwy Usz N, co pAPlwi er
z matrycy[P(EMA)-co-(GMA)]-XYL/ AGR pr zebi ega 9§ - wn iZastogogana ni e
anal i zi st at y ssubgtangircynnychy aykorzystaniemaMM, badaj Nc z a
mi i dlaSyc uwdlnionejs ubst ancji czuawaej o %y BUgmMkhaigcat ow
hy d rowd] &dntrola), czasemp d d zi a J§pwa rotkegar az zmi ennoSci N mi
Model dobrze pasuje do danyeksperymentalnychoc zy m Swi adczN wsp:- §czy
bliskiej e d n AnSlicowanedo d d z i a grgzwlepasoman i e do danych ekspery
si N st awiarygddnecigtaine @ < 0,001).

Test p ojpostwodepE&E - bek z wykorzystaniem met od)
statystycpxN Omddell)y (co pozwala na sforfdn§omwe
formulacjamihydrolde | i wy st fipuj N zlmaaicAPNForenulacje rdatrycyle matrycyl w a
2 wykazuj N statystycznie i st ot rsebstancji bydrofiloweychw pt
jakihydr of obowych, COo pot wos hod Dmenfarmutagesnatiycail i 2p o r -
maj N charakter hydrofilowy i w ARu rziaeozbaslee Gwoil
charakteru hydrofilowego lub hydrofobowegowa r t o | e d n a k bamdziejuhydxofilgwly | 0
charakter matrycyl ogranicza uwalnianié P | o wg§ a SyiofilcenBlc (BAC; BG i GV).
Analiza teshosiww pocédwpa@Ewalpar zsytpvaidekrud z igid,y U(peo OWN
uwalnianie leku hydrofilowegon al e Uy walastf @sonul acj wy thaz ejy c y a v
kooligomeru[P(EMA)-co-(GMA)]-XYL. Natomiastj e S| i celem jest wy dgul
odpowiedniejsab n d matrgcal. Uwal ni ani e APl z mat r §ic2yylkddad o z
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hydrofobowego BR,coo z nac ztay mUgr awsypadku ni e zaobserwowano wp ¢
hydrolde | u na pani@oAUR matyey.&Nprrizypadku | ek-w hydcjofobowych
hydroUel owe mogNt ebryaipi satcdhs owyammaeg aw Ncych stliabi |l nego,

uwal ni ania, poniewaU spos-b uwalniania |eku moUe p.
Uzyskane wniki badania uwalnianigdPl p ot wi e r datrycd [P(EMAP-(GMA)]-
XYL/AGR st anowi K it AN sy st emu przedgulOwnego uw

przeciwbakteryinych zar - wno o w@daSci woSci ach .Dajsakbdaficobowych,

z wykorzystaniem [P(EMALo-(GMA)]-XYL powi nny o®#dmealmowmi cyt ot oksycznod
zocenN moUl i wycihnnkoninb inmmaatcejrii azj a mi pleinege ephtunkuu z y sk ani a
W celu potwierdzeniai Uy t e c[R(BMABCO-(GMA)]-X YL w matrycachnahyeddyoUel ow
przeprowadzi | indvivd i in evitrob a dna mida yte, d ony cadczi agy wa E
kom-rkowych, kompatybilnoScnoSzir n@Groysmizrmktr @rdit @dia mi
t r wa feckhoidzneitermiczne;
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Thanks to their unique physicochemical properties, hydrogmistitute a desirable group
of materials for use in pharmaceutical sciences as carriers for biologically active substances. The mai
goal of this work was the synthesis of a cooligomer compot#te monomers glycidyl methacrylate
(GMA) and ethyl methacrylate (EMA) ([P(EMAJo-(GMA)]), which was then subjected to structural
modifications of the chain to optimize its functional properties, including hydrophilicity. Five
cooligomers with hydrophit properties were synthesized using microwaseisted synthesis. The
oligomer chain [P(EMAXo-(GMA)] was covalently modified with substances containing hydroxyl and
amine groups, such as ethanolamine (ETA), ornithine (ORN), and xylitol (XYL). The ciestniccture
of the obtained oligomers was confirmed using infrared spectroscopy, nuclear magnetic resonance
volume exclusion higiperformance liquid chromatography, and alkalimetric titration.

The physicochemical and biologicaloperties of the resulting oligomers were assessed.
Swelling studies showed that all cooligomers could create matrices that significantly absorb water, anc
the resulting material exhibited hydrogel properties. [P(EM&JGMA)]-ETA swelled the most, while
[P(EMA)-co-(GMA)]-ORN swelled the least. Cytotoxicity assessment revealed that only the starting
cooligomer [P(EMA)co-(GMA)] and the XYL-modified one did not exhibit cytotoxicity towards
human skin fibroblasts. Therefore, the X¥odified oligomer was uset create a ydrogel matrix
and evaluate theelease profile of the activeharmaceuticalngredients (API): bacitracin, rifliant
green, furazidine, anctystal violet. The matrix containing [P(EMAD-(GMA)]-XYL was
characterized by the ability tapidy release significant amounts of API in the first hours of the
experiment, after which the release rate reached equilibrium, which resulted in sustained release of AF
from the hydrogel. Comparison tedetermined concentration values to the minimunibindry
concentration (MIC) proved thattherapeutic effect was achieviedvitro. Microbiological studies also
confirmed that the antimicrobial activity of the active substances was retained after their immobilization
in the hydrogel maix. Thehydrogel containing thdP(EMA)-co-(GMA)]-XYL cooligomer
demonstrated similar or higher antimicrobial activity than the control. In the lighiscdttidies, it can
be concluded that the hydrophilic cooligomer [P(EMA)(GMA)]-XYL has significant potential for

use as a carrier of antimicrobial drugs, both on its own and in the form of therapeutic dressings.
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Abstract: Hydrogels (HGs), as three-dimensional structures, are widely used in modern medicine,
including regenerative medicine. The use of HGs in wound treatment and tissue engineering is a
rapidly developing sector of medicine. The unique properties of HGs allow researchers to easily
modify them to maximize their potential. Herein, we describe the physicochemical properties of
HGs, which determine their subsequent applications in regenerative medicine and tissue engineering.
Examples of chemical modifications of HGs and their applications are described based on the latest
scientific reports.

Keywords: hydrogel; physicochemical properties; regenerative medicine; tissue engineering

1. Introduction

Hydrogels (HGs) are three-dimensional (3D) structures of relatively uncomplicated design.
They are mainly composed of long chains of polymers, forming a complex matrix in which the spaces
between polymeric chains are filled with water molecules. Depending on the chemical nature of the
polymer and the degree of its crosslinking, the properties of HG matrices differ widely. HGs are used
extensively in medicine and pharmaceutical sciences. They are used (in addition to the later presented
applications in regenerative medicine and tissue engineering) mainly as drug carriers [1-3], in wound
dressings [4-6], in contact lenses [7-9] or in gene therapy [10-12].

Tissue engineering is focused on producing a substitute for a specific tissue or an entire organ.
The main application of this process is in cell cultures, which are placed on appropriately constructed
scaffolds for growing and subsequent transplantation into the organism. Cell cultures utilized explicitly
in this field of science are mainly stem cells due to their pluri- or multipotency and unlimited expansion.
A broader concept that includes tissue engineering is regenerative medicine, whose objective is to
stimulate self-regenerative mechanisms of the human body. This process can be implemented using
stem cells or growth factors. If the organism is not capable of regenerating itself, regenerative medicine
exploits the benefits of tissue engineering. This approach enables the transplantation of tissues or entire
organs that have been grown in laboratory conditions (e.g., from cells obtained from a patient), so the
rejection risk is minimized.

2. Physicochemical Properties

This section focuses on the physical and chemical properties that define HGs as spatial structures.
These structural properties are largely responsible for the behavior of HGs and, consequently, for their
final application. The physicochemical properties of HGs have a particularly large impact on the final
properties of the materials and their biological suitability. Below are some parameters/properties of
the materials that should be taken into account in material engineering due to their implications for
medical applications.

Molecules 2020, 25, 5795; d0i:10.3390/molecules25245795 www.mdpi.com/journal/molecules
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2.1. Swelling Ratio

Swelling is a physical process in which the material increases its volume, and consequently,
its mass, by absorbing liquid. As the size of the studied materials increases, the original shape is
preserved. Swelling is one of the fundamental properties characteristic of most HGs. Depending on
the polymer matrix used to create the gel, it can absorb many times more water than its dry mass [13].
It is assumed that increasing the HG’s mass (e.g., more water can be absorbed) increases its sorption
capacity. The swelling process is strongly affected by the presence of hydrophilic groups in the gel
structure [14]. Hydroxyl and carboxylic groups are the most desirable in this regard. In the presence
of water, they are the first to hydrate, causing the solvent molecules to penetrate the gel matrix and
remain there until the equilibrium state is reached. Hydrogen bonds formed between water molecules
and the functional groups of the polymeric chain stabilize the HG structure.

The basic value and unit characteristic of the described process is the swelling ratio (SW). The SW
is defined as the increase in HG weight due to water absorption [15] and is expressed by Equation (1)

_ Maoater _ Mswollen — Mried 1)
Myied Mried

where 11yater is the amount of water absorbed by the gel, 11,04 is the mass of the polymer matrix before
swelling, and g1, is the mass of the polymer gel after swelling in equilibrium.

The most popular theoretical model of the swelling process, ‘equilibrium state’, was proposed in
1943 by Flory and Rehner [16], and in 2020, it was updated by Peppas et al. [17] and Richbourg et al.
With additional variables [18]. This model assumes that the maximally swollen gel is in thermodynamic
equilibrium with the solution in which it is immersed. Originally, this model was described by
Equation (2)

AGiotal = AGeiastic + AGmixing 2)

where AGy,, is the total free energy change, AG,jsiic is the value of polymer chain retraction forces,
and AGpixing refers to the spontaneous mixing of solvent molecules in the gel structure at equilibrium.
Considering the number of solvent molecules, assuming constant values of temperature (T) and
pressure (p), Equation (2) can be transformed into Equation (3), which is based on the chemical potential

3(AG 11) 8(AG lasti ) a(AGmixing)
antln“ = arill = =+ TR = A.Urolal = Aldelastic + A.Umixing 3)

Here, the 11 value refers to the number of molecules in the solution and the Au values to chemical
potentials. Briefly, if the total chemical potential is zero, the same number of molecules penetrate as
those that exit the HG network.

The responses mentioned above assume that there are no charged particles (ions) in the HG.
Their presence inside and outside the matrix requires more complex formulas and calculations.
Apart from the free energy of AGjstic and AGmixing, the ionic free energy (AGionic) should be added to
the general equation (Equation (2))

AG!D.‘HI = AGeIastic i AGmixing Iy AGium'c (4)

After differentiation (assuming constant T and p values), AGy,,; becomes the Apjoic value and
includes concentrations of individual (positively and negatively charged) ions inside and outside the
HG structure. Equation (4) can thus be described as

Aptyotal = Dltetastic + Dlimixing + Dlbionic (6]

In modern pharmacy, the swelling process provides the potential to use HGs as carriers of
therapeutic substances. In regenerative medicine, especially in infected wound treatment, with the use
of these structures, it is possible to deliver antibacterial substances, including antibiotics [19-21] and
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silver particles [22-24]. These structures can also be used in tissue engineering as a promising scaffold
for cell or protein delivery systems [25].
Placing the non-swollen gel in a drug solution can allow both solvent and drug molecules to

penetrate the polymer network. This process is conditioned by diffusion rules according to Fick’s laws.

Solvent molecules cause the expansion and swelling of the gel network, while drug molecules cause
its “loading’.
Kim et al. described the amount of drug absorbed in the polymeric matrix using
Equations (6) and (7) [26]. However, these equations assume that the gel and solution are in equilibrium.
The lower limit (for gel in the swollen state)

Vs
Wp *Co (6)
The upper limit (for gel in the swollen and the polymer state)
(Vs +KV))
T *¥to @)

where Vs and V), are the volumes of absorbed solvent and dried polymer, respectively. Wy, is the weight
of the dried polymer, K is the value of the partition coefficient between the drug solution and polymer
network, and C, is the drug concentration in solution.

2.2. Porosity
Porosity (ppor) is the ratio of the void volume (V) in the tested material to its total volume (V).

In general, the porosity of the material can be expressed by Equation (8)

V
Ppor = %or 8)

It is widely accepted that pores can be divided into open and closed pores (Figure 1). The former
have a connection with the outer space, and the latter do not.

Figure 1. Types of pores in the material: (1) transport pores, (2) closed pores, (3) open pores.

In addition to the mere presence of pores in the structure of the material, their size is also crucial.
According to the International Union of Pure and Applied Chemistry classification, the diameter of
pores can be distinguished as follows: (i) micropores with a diameter below 2 nm; (ii) mesopores with
diameters between 2 and 50 nm; and (iii) macropores with diameters above 50 nm. It should be noted,
however, that from a biological and medical point of view, pores with a larger diameter and their
accessibility to biological fluids are important (Figure 1). In this regard, a different division of the pores
has been proposed, taking into account their diameter and applications. Elbert et al., considering the
differentiation of gel structures, propose the following classification [27]: (i) nanopores with diameters
below 100 nm; (ii) micropores with diameters between 100 nm and 1 um; and (iii) macropores with
diameters above 1 um. The pore size, in terms of the HG’s use, can be differentiated as follows [28,29]:
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e c.a. 5 um for neovascularisation;

e ca. 20 um for hepatocyte ingrowth;

e  Dbetween 5 and 15 um for fibroblast ingrowth;

e  between 20 and 125 um for adult mammalian cells;

e  between 40 and 100 um for osteoid ingrowth;

e  between 100 and 350 um for bone tissue regeneration;
e above 500 um for fibrovascular tissue development.

To prepare a porous structure of the materials [30-32], several methods are used, such as
porogen templating [33], gas foaming [34], bicontinuous emulsion templating [35], cryogelation [36],
3D printing [37], electrospinning [38], freeze-drying [39], and inverse opal hydrogelation [40].

Porogen templating is the most commonly used method. It involves the use of special substances,
porogens, to forming a porous structure in a material. This process occurs as follows: the porogen
takes up part of the HG space during gelation and matrix formation, after which it is removed
(e.g., by washing). As a result, the porous material is obtained. The selection of a suitable substance
that can be used as a porogen is constrained by several requirements, including an inert character,
ability to mix with the reaction solution, and high boiling point. The porogen cannot react or polymerize
with the monomer, but must be compatible with the chosen method of reaction initiation [41]. Various
substances are used as porogens. The most popular is sodium chloride due to its availability and
low cost. Tran et al. designed a new method that has achieved greater control of the pore size in the
material [42]. In addition to NaCl, mannitol [33], Na;SOy [43], supercritical carbon dioxide [44] and
many others have been used for the formation of porous materials [41]. Other methods mentioned
above are summarized in Table 1.

Table 1. Methods of porous HGs preparation

Method

Mechanism

Advantages

Limitations

Porogen templating

The usage of porogens during the
gelation process, that are removed
after HGs formation.

Simple process; good
pore size control

Difficulties with
porogen removal

Gas foaming

High-speed stirring of gel,

which generates bubbles, or addition
of substance, that produces gas
particles through a chemical reaction.

Simple process;
inexpensive method

Insufficient possibility of
pore size control

Bicontinuous emulsion templating

Preparation of emulsion, where the
aqueous phase is a mixture of
monomers for polymerization.

Simple process

Various pores size; water
soluble polymers

Cryogelation

Polymerization at very low
temperatures (formation of crystals).
During controlled heating, crystals
are melt and pores are formed.

More interconnective
porogen structure

Use of
sub-zero temperatures

3D printing

3D printing of HG matrix with
specially planned and strictly defined
pore sizes.

Controllable pores size

Insufficient resolution of
3D printers

Electrospinning

Usage of electric charge to obtain
porous structure of polymeric HG.

Microscale and
macroscale process

Relatively slow process

Freeze-drying

Preparation of an oil-in-water
emulsion from which water phase is
removed during freeze-drying
(formation of pores).

Good pore size control

Water insoluble polymers

Inverse opal hydrogelation

Preparation of a 3D pattern from
colloidal particles, between which
polymer solution is poured in,
followed by removal of the template
after polymerization

Interconnected pores

Selection of
colloidal particles

The size of the pores in the material is essential for its further use. Therefore, it is crucial to
control this parameter at the early stage of creating an HG structure. The appropriate gelation process,
selection of the best method to obtain a porous structure and choice of porogen have an impact on the
simulation of in vivo conditions, especially in tissue engineering and regenerative medicine [32,45].
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2.3. Rheology

HGs are qualified as semisolid forms of drug carriers in pharmaceutical sciences. Moreover,
like any semisolid body, their properties can be described by rheological parameters. Rheology is a
branch of continuum mechanics that deals with plastic deformations and the flow of materials. It is
based on the three Reiner’s axioms [46]:

1. All materials exposed to isotropic stress behave like a perfectly elastic material.

2. Each material has all rheological properties, although to different degrees.

3. The rheological equation of a simpler object can be derived from that of a more complex object by
comparing the relevant parameters to zero.

The relevant parameters are shear stress, shear rate, viscosity and thixotropy. Shear stress (1) is

the ratio of force (F) to area (A), which is described by Equation (9)
Ty ©)
The effect of 7 on the material is deformation (plastic, elastic or flow). Deformation (y) is the
change in the material (i.e., the change in mutual position of the elements of the body), which, under F,
causes a displacement of the element by a distance (I) (y is the distance between boundary layers).

This ratio is described by the formula
di

V=g (10)

The shear rate ()’) describes the speed at which an object deforms as a result of 7. The unit of shear
rate is s7, and the formula describing this parameter is represented by Equation (11), where v is the
speed gradient and ¢ is the time at which the deformation occurs

. do dy
Y

Knowing the above, it is possible to determine the viscosity of the material. Assuming the internal
laminar system of the tested object, the dynamic viscosity (1) is defined as the resistance that arises
when these layers move against each other. 7 is expressed as the ratio of 7 to y (Equation (12))

i 12)
)/

(11)

The unit of dynamic viscosity is Pa-s. The 1 value is highly dependent on two factors: T and p
(pressure). Increasing the T value causes a decrease in 7). In contrast, increasing p causes an increase in
system 7).

Thixotropy is an important characteristic of most non-Newtonian fluids, including HGs. It is
described as a temporary decrease in the viscosity of material under the influence of shear force and
(after a certain time) its return to initial viscosity values. This behavior is explained by the possibility of
the gel-sol transition or the destruction of the internal gel structure under the influence of an external
force, followed by its slow and gradual restoration. Understanding rheological parameters is essential
in planning the use of a specific HG, especially in tissue engineering. Selection of appropriate values of
viscosity and shear stress allows the application of an HG with a syringe [47,48], painting with a brush
directly on the tissue [49] or squeezing it from a tube to be applied on the skin.

2.4. Biocompatibility

Many factors must be considered when developing new material for medical use, especially for
internal administration. One of the most crucial properties of materials for biological and medical
uses is their biocompatibility. Over the years, several definitions of biocompatibility have been used.
It can be defined most simply as the ability of medical material to exist in the body without causing
adverse effects. It is assumed that this material will not engage the immune system, will not have
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an adverse impact on the surrounding tissues or cells and will therefore be inert per se. In principle,
most HGs, due to their structure, consistency and high water content, show high biocompatibility
with living tissues [50]. To increase the biocompatibility of the HG structure, it is essential to eliminate
any unreacted amounts of substrates, monomers, initiators, and other substances used in the HG
preparation process that may themselves cause adverse effects in the body.

The main reason why biocompatible HGs are created is their use in regenerative medicine and tissue
engineering. They are primarily used to treat wounds [51,52], administer drugs parenterally [53,54],
and imitate the environment for cell growth and development [55,56]. An important issue that is
closely related to biocompatible materials, including HGs, is the concept of biomimetics. Biomimetics
(also called bionics or biomimicry) is generally referred to as the design and creation of objects based
on the pattern of living organisms. Pharmaceutically, biomimetics is therefore concerned with the
development of a drug carrier material that most accurately imitates part of the human body. It is
essential to know all the processes occurring in the human body, especially immune reactions, which are
the main factors governing the potential use of any pharmaceutical material (e.g., a drug carrier).

In terms of HGs, biomimetics involves the design of the HG structure in such way that the human
body’s immune system does not treat it as a foreign object while facilitating the delivery of the drug
to the target site. This outcome is achieved through the selection of the appropriate matrix-forming
polymer as well as the addition of substances imitating the tissue’s environment. These compounds
may be growth factors, peptides, or proteins [57].

In tissue engineering and regenerative medicine, one of the most important applications for which
biocompatible HGs are used, in addition to wound treatment, is the mimicking of the extracellular
matrix (ECM). This matrix is produced by cells and provides a living habitat that fills the space between
cells (Figure 2). The ECM is composed mainly of collagen, glycosaminoglycans (such as hyaluronic acid)
and growth factors [58]. Due to their structural similarity and the possibility of functional modification,
HGs are commonly used as artificial ECM. Additionally, HGs can support cell division, attachment,

and molecular response [59].
Extracellular
*\( — matrix

K Cell

membrane

Collagen
Proteoglycan )
complex sx F o
Cell

matrix

Figure 2. Extracellular matrix localization in living tissue.

Before a material can be classified as biocompatible, it must be proven that neither the material
per se nor its degradation products are toxic to the body. To confirm this, several tests are carried
out, which Porto has divided into three levels: primary, secondary, and preclinical [60]. The first
two are all in vitro and in vivo tests, while the preclinical level involves the administration of the
material to humans. The in vitro test assumes the determination of the cytotoxicity of the material using
different cell lines, including human and animal cell lines. Keratinocytes, lymphocytes, fibroblasts,
and macrophages can be used. In vivo tests involve administering the material subcutaneously,
intramuscularly, or epidermally to the model animal and describing the positive or negative effects.
The three levels of tests allow researchers to determine the impact the material will have on the
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human body under clinical conditions. A material that passes all three tests can be approved for
commercial use.

Biodegradation is the process in which the structure of a single material is degraded to simpler
products under the influence of biological activity. Along with biocompatibility, biodegradation is
another crucial feature of medical material. In some cases, despite the positive results of the cytotoxicity
tests for the materials, the products of their decomposition could be toxic for the human organism,
precluding the use of these structures in further research. For example, a structure that is intended to
release an active substance over a long period must not degrade too quickly and violently. On the
other hand, it should not remain in the body for too long, necessitating surgical removal (such as
nondegradable implants).

There are four major mechanisms responsible for the decomposition of biodegradable polymers,
including HGs: (i) hydrolysis, (ii) oxidation, (iii) enzymatic decomposition and (iv) physical processes.
Hydrolytic degradation assumes in the presence of water in the tissue, more sensitive bonds in the
polymer chain start to degrade, which shortens the polymer chains.

Oxidative degradation is caused by activation of the body’s immune system. The presence of a
foreign object in the body causes the involvement of appropriate immune cells (e.g., macrophages,
neutrophils), which begin to produce peroxides as a defense response. Peroxides, through a
series of chemical reactions, lead to the rupture of the polymer chain and its degradation.
Enzymatic decomposition is based on the participation of specific enzymes present in tissues. It is strictly
dependent on individual diversity and on the tissue the material is applied to. Physical decomposition,
as opposed to chemical processes, relates to frictional forces and movement of the whole organism as
well as many other physical factors that mechanically cause decomposition of an implanted material.

2.5. Self-Healing

Self-healing of HGs is an interesting phenomenon, inspired by the processes that occur in nature.
It is defined as the HG’s response to a harmful factor by rebuilding its structure and returning to its
original state without the intervention of external factors [61]. This process seems to be extremely
beneficial and useful in terms of use in regenerative medicine and tissue engineering, especially
when considering HGs for internal parenteral administration. Self-healing may provide an increased
duration of HG in the body and thus prolong therapy and improve patient treatment. However,
HGs may be considered self-healing materials that fulfil several requirements [61]. First, the HG should
be made of nontoxic and economically beneficial material using uncomplicated methods of preparation.
An HG should not degrade rapidly after application to tissues. The self-healing process itself should
initiate after the occurrence of damage and should be repeatable and independent of external factors.
HGs should have adequate rheological and mechanical properties selected for application, and after the
self-healing process, these properties should not differ from those before the damage factor. However,
these are only guidelines for an ideal state, and it is often difficult to fulfil all these requirements
simultaneously. Considering the aforementioned phenomenon of thixotropy, it may be recognized as
self-healing. However, there is a small difference between them. Self-healing only occurs when the
harmful factor stops working, while thixotropic effects occur when the harmful factor is active and
after it has ceased [62].

Several factors may be considered when specifying the physical or chemical properties that affect
self-healing. Wang et al. divide these mechanisms into physical and chemical [63]; Tu et al. specify
this classification, calling physical mechanisms noncovalent and chemical mechanisms covalent [64];
while Fan et al. look at the classification much more comprehensively and divide the mechanisms into
intrinsic and extrinsic [65]. The classification of self-healing mechanisms is summarized in Table 2 and
is presented in Figure 3.

105



106























































































































































































































































































































































































