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Streszczenie

Niezdrowy styl zycia, starzejace si¢ spoleczenstwo czy szybki rozwdj cywilizacyjny moga
prowadzi¢ do rdéznego rodzaju schorzen 1 urazéw, co wzmaga zapotrzebowanie
na przeszczepy i uzupetnienia powstatych ubytkow tkanek. W szczegdlnosci, ograniczona
aktywnos¢ fizyczna, otyto$¢ oraz procesy starzenia powoduja wzrost wystepowania urazow
uktadu kostnego. Zbyt duze uszkodzenie tkanki kostnej spowodowane przez urazy badz
choroby przewlekle moze uniemozliwi¢ organizmowi podjecie procesu regeneracji. Dlatego
tez rozwijane sg roznorakie podejscia, ktore mogtyby ulatwi¢ odbudowe tkanek. W ostatnich
latach obserwuje si¢ rosnace zainteresowanie inzynierig tkankowa jako alternatywa
dla standardowo stosowanych metod leczenia. Oczekuje si¢, ze podejscie to pozwoli
na wyeliminowanie powszechnie wystepujacych probleméw z przeszczepami narzaddéw
(odrzucenie przez organizm przeszczepu czy brak dawcy), jak rowniez wykluczy stosowanie
materiatdw o stosunkowo niskiej biozgodnosci, co jest przyczyna czestych powiktan
pooperacyjnych. Inzynieria tkankowa jest dziedzing medycyny regeneracyjnej, a jej
zatlozeniem jest zastepowanie brakujacych badz uszkodzonych tkanek wlasciwie
zaprojektowanym biomaterialem, stymulujagcym odbudowg¢ odpowiednich — struktur
organizmu. W przypadku powaznego uszkodzenia tkanki, zniszczone zostaja nie tylko
komorki, ale takze macierz zewnatrzkoméorkowa (ECM - extracellular matrix). Macierz
zewnatrzkomoérkowa stanowi naturalne rusztowanie dla komorek, z ktoérymi tworzy tkanke.
Dlatego tez nowa tkanke tworzy si¢ na bazie komorek, ktére sa osadzane na odpowiednim
substytucie ECM, co pozwala na wspomaganie rozwoju tkanki. Trojwymiarowymi
substytutami ECM sa tzw. skafoldy, czyli sztuczne rusztowania komoérkowe. Dobrze
zaprojektowane, powinny by¢ korzystna konstrukcja dla adhezji, namnazania oraz
réznicowania si¢ komorek, przez co moga spelnia¢ réwnoczesnie wiele istotnych funkeji.
Z tego wzgledu niezwykle istotng role odgrywa materiat wykorzystany do wytworzenia
skafoldow. Stosuje si¢ w tym celu takie materialy jak metale, bioceramike, polimery
czy kompozyty, ktore musza si¢ charakteryzowa¢ odpowiednig biozgodnoscig. Jednymi
z najczeSciej badanych materialow, ktoére mozna zastosowa¢ do wytworzenia sztucznych
rusztowan s3 polimerowe hydrozele. Dzigki swoim fizycznym wlasciwosciom,
upodabniajgcymi je do naturalnych tkanek, biozgodnosci i mozliwosci dyfuzji réznych
substancji, hydrozele tworza wydajne §rodowisko do wzrostu komoérek. Obecnie powszechnie
rozwijanym podejSciem jest projektowanie materialbw nowej generacji, jakimi sg

funkcjonalne nanokompozyty. Ich interesujaca struktura 1 whasciwosci sprawiaja, ze mogag
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by¢ one uzyte jako sztuczne rusztowania komorkowe do odbudowy tkanek, w tym tkanki
kostnej. Majac na uwadze fakt, iz do tej pory nie udato si¢ uzyska¢ materiatlu, ktory byltby
catkowicie obojetny dla organizmu i posiadat wlasciwosci takie jak zywa tkanka,
przedmiotem badan realizowanych w ramach interdyscyplinarnej pracy doktorskiej
bylo zaprojektowanie, otrzymanie i scharakteryzowanie bioaktywnych
nanokompozytéow, potencjalnie przydatnych jako rusztowania (skafoldy) do hodowli
komorkowych dla potrzeb inzynierii tkankowej, w szczegolnosci do regeneracji tkanki
kostnej. Opracowywane nanokompozyty bazowaly na matrycy hydrozelowej, w ktorej
rozpraszane byly dodatkowe komponenty nieorganiczne, tworzac stabilne strukturalnie

materiaty o pozadanych wlasciwos$ciach, zaleznych od sktadu nanokompozytow.

Niniejsza rozprawa zawiera przeglad literatury (rozdzialy 1-6), dotyczacy istotnych aspektow
i osiggnie¢ inzynierii tkankowej, z wyszczegdlnieniem inzynierii tkankowej kosci,
projektowania rusztowan komorkowych, polimerowych hydrozeli i1 funkcjonalnych
nanokompozytoéw jako atrakcyjnych materiatow przydatnych do otrzymywania skafoldow
oraz metody druku 3D, zyskujacej coraz wigksze zainteresowanie w obszarze medycyny
regeneracyjnej. W rozdziatach odnoszacych si¢ do hydrozeli i nanokompozytéw skupiono si¢
na opisie komponentow, ktore wykorzystano do otrzymywania nanokompozytow w ramach
pracy doktorskiej. Byty nimi biopolimery — kolagen, chitozan i kwas hialuronowy oraz
komponenty nieorganiczne — czastki krzemionki i nanoczastki magnetyczne, przedstawione
w kontekscie tworzenia wielofunkcyjnych bioaktywnych nanokompozytow przydatnych
w regeneracji tkanki kostnej z wykorzystaniem leku przeciwosteoporotycznego alendronianu

sodu czy wlasciwos$ci magnetycznych.

Cze$¢ eksperymentalna rozprawy sktada sie z czterech glownych czesci (1-1V), kazda z nich
zawiera wprowadzenie, opis stosowanych materiatdéw 1 metod, wyniki badan i ich dyskusje
oraz podsumowanie. Cz¢$¢ I (rozdzialy 7 i 8) dotyczy otrzymania i scharakteryzowania
wlasciwosci fizykochemicznych 1 biologicznych nanokompozytoéw opartych na hydrozelowe;j
matrycy 1 czastkach krzemionki, potencjalnie przydatnych jako wstrzykiwalne bioaktywne
rusztowania do regeneracji tkanki kostnej. Matryca hydrozelowa na bazie kolagenu, chitozanu
1 kwasu hialuronowego zostala zoptymalizowana pod katem zawarto$ci biopolimerow
oraz stezenia czynnika sieciujgcego (genipiny). Nastgpnie do wybranej matrycy
wprowadzono czastki krzemionki funkcjonalizowane grupami aminowymi, tworzac stabilny
bioaktywny material hybrydowy. Grupy funkcyjne na powierzchni czastek krzemionki
zapewnity wbudowanie si¢ ich w strukture hydrozelu (grupy aminowe) oraz indukowanie
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fazy mineralnej na materialach w obecno$ci symulowanego sztucznego osocza (grupy
silanolowe). Cze$¢ II (rozdzialy 9 i 10) dotyczy otrzymania 1 scharakteryzowania
wiasciwosci fizykochemicznych i biologicznych nanokompozytéw opartych na hydrozelowe;j
matrycy 1 czastkach  krzemionkowo-apatytowych  z  przytaczonym  lekiem
przeciwosteoporotycznym, potencjalnie przydatnych jako wstrzykiwalne rusztowania do
odbudowy tkanki kostnej, w szczegdlnosci niewielkich ubytkoéw kostnych spowodowanych
osteoporozg. Matryca hydrozelowa zostala udoskonalona poprzez wykorzystanie
funkcjonalizowanego grupami aminowymi kwasu hialuronowego, ktory dzieki modyfikacji
mogt by¢ chemicznie sieciowany geniping razem z kolagenem 1 chitozanem. Nastepnie
do wybranej matrycy wprowadzono czastki krzemionkowo-apatytowe z przylaczonym
alendronianem sodu - lekiem przeciwosteoporotycznym, otrzymujac uktad mogacy wspierac
regeneracje tkanki kostnej i posiadajacy potencjat terapeutyczny w leczeniu osteoporozy.
Materiat przetestowano zarowno w warunkach in vitro, jak i in vivo. Cze$¢ I1I (rozdzial 11)
dotyczy otrzymania i scharakteryzowania wtasciwosci fizykochemicznych i biologicznych
nanokompozytéw opartych na hydrozelowej matrycy i1 nanoczastkach magnetycznych,
okreslanych jako hydrozele magnetyczne, potencjalnie przydatnych do zastosowan
w inzynierii tkankowej kosci z mozliwo$cia wspomagania regeneracji zewnetrznym polem
magnetycznym. Faz¢ magnetyczng stanowily superparamagnetyczne nanoczastki tlenku
zelaza (SPION), ktore optaszczano kationowa pochodng chitozanu. Nast¢gpnie wprowadzano
je do matrycy hydrozelowej na bazie kolagenu i chitozanu sieciowanej genipina, uzyskujac
stabilny strukturalnie hydrozel o wlasciwosciach superparamagnetycznych. Polimerowe
otoczki nanoczgstek umozliwily ich kowalencyjne zwigzanie z matrycg hydrozelows,
zapobiegajac separacji faz i agregacji. Ostatnia czes¢ — IV (rozdzial 12) dotyczy opracowania
1 wstepnego scharakteryzowania wtasciwosci fizykochemicznych i biologicznych rusztowan
3D, wytwarzanych technika druku 3D z zastosowaniem metody ekstruzji. Optymalizowano
sktad 1 sposob sieciowania lepkich past biopolimerowych jako atramentow do drukowania,
wykorzystujac biopolimery stosowane we wczesniejszych etapach badan w ramach niniejszej
pracy doktorskiej. Wybrang past¢ biopolimerowa wzbogacano o komponenty nieorganiczne
opracowane takze we wczesniejszych etapach badan — czastki krzemionki oraz nanoczastki
magnetyczne i1 badano ich wpltyw na efektywno$¢ procesu drukowania oraz stabilno$¢

otrzymanych rusztowan 3D.

Rozprawe koncza podsumowanie i wnioski z catosci badan prowadzonych w ramach pracy

doktorskiej oraz dorobek naukowy Autorki rozprawy.
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Streszczenie w jezyku angielskim

Unhealthy lifestyles, population ageing and the rapid development of civilization may lead to
various types of diseases and injuries, which increase the need for transplantation and filling
of existing tissue defects. In particular, limited physical activity, obesity and ageing processes
cause a continuous growth in the incidences of skeletal injuries. Excessive damage of the
bone tissue resulting from injuries or chronic diseases may prevent the body from initiating
the regeneration process. That is why various approaches are being developed to facilitate
tissue repair. In recent years, there has been a growing interest in tissue engineering as
an alternative to conventional treatments. It is expected that this approach will eliminate
common problems with organ transplantation (transplant rejection or lack of organ donors)
as well as exclude the use of materials with relatively low biocompatibility, which is the cause
of frequent postoperative complications. Tissue engineering is a field of regenerative
medicine aiming at replacement of missing or damaged tissue with properly designed
biomaterials, stimulating the reconstruction of body structures. In a case of serious tissue
damage not only cells, but also the extracellular matrix (ECM) can be destroyed. The ECM is
a natural scaffold for the cells and forms the tissues with the cells. Therefore, a new tissue can
be created with cells that are seeded on appropriate ECM substitutes. Well-designed scaffolds
should be structures favourable for cell adhesion, proliferation and differentation, being able
to fulfill many important functions at the same time. In this regard, materials used for scaffold
fabrication play an essential role. The highly biocompatible metals, bioceramics, polymers
or composites are tested as such materials. Among them, the hydrogels are the most
commonly used class of polymeric materials for scaffold preparation. They can create
environment suitable for fast cell growth due to their biocompatibility, high content of water
and possibility of diffusion for various substances. Nowadays the design of next-generation
materials such as functional nanocomposites is a promising way - interesting structure and
properties make them attractive candidates as scaffolds for bone tissue engineering. Until
now, none of the materials developed was able to completely mimic the properties of living
tissue. Keeping this in mind, the aim of this thesis was to design, synthesise and
characterize bioactive nanocomposites, potentially useful as scaffolds for tissue
engineering applications, particularly for bone tissue regeneration. The developed
nanocomposites consisted of hydrogel matrix supplemented with selected inorganic
components, forming structurally stable materials with the desired properties dependent on

the composition of the nanocomposites.
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This thesis provides an overview of the literature (chapters 1-6) on important aspects and
achievements of tissue engineering, bone tissue engineering, design of scaffolds, polymeric
hydrogels and functional nanocomposites as materials suitable for the fabrication of scaffolds
as well as 3D printing, the procedure gaining more and more interest in the field of
regenerative medicine. The chapters relating to hydrogels and nanocomposites focus on the
description of the components that were used to prepare bioactive nanocomposites. They were
biopolymers — collagen, chitosan, hyaluronic acid and inorganic components — silica particles
and magnetic nanoparticles, presented within the context of creating multifunctional bioactive
nanocomposites useful in bone tissue regeneration assisted by sodium alendronate (anti-

osteoporosis drug) or effected by the magnetic properties of the nanoparticles studied.

The experimental part of this thesis consists of four main parts (I-1V), each of them contains
an introduction, description of the materials and methods used, results, discussion and
summary. Part | (chapters 7 and 8) concerns the preparation and characterization of the
physicochemical and biological properties of nanocomposites based on a hydrogel matrix and
silica particles, potentially useful as injectable bioactive scaffolds for bone tissue
regeneration. The hydrogel matrix composed of collagen, chitosan and hyaluronic acid was
optimized in terms of the content of biopolymers and the concentration of the crosslinking
agent (genipin). Then amino-functionalized silica particles were dispersed in the selected
matrix to form a stable bioactive hybrid material. Functional groups present on the surface
of the silica particles ensured their incorporation into hydrogel structure (amino groups) and
deposition of the mineral phase in the environment of simulated body fluid (silanol groups).
Part 1l (chapters 9 and 10) presents the preparation and characterization of the
physicochemical and biological properties of nanocomposites based on a hydrogel matrix and
sodium alendronate carrier in the form of silica-apatite-sodium alendronate system,
potentially useful as injectable scaffolds for the reconstruction of bone tissue, in particular
small bone defects caused by osteoporosis. The hydrogel matrix was improved by the use
of amino-functionalized hyaluronic acid, so that not only collagen and chitosan, but also
modified hyaluronic acid could be chemically crosslinked with genipin. Then sodium
alendronate carriers were incorporated into the selected matrix, producing a system that can
support bone tissue regeneration and has therapeutic potential in the treatment of osteoporosis.
The material was tested using both in vitro and in vivo assays. Part Il (chapter 11) concerns
the preparation and characterization of the physicochemical and biological properties

of nanocomposites based on a hydrogel matrix and magnetic nanoparticles (magnetic
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hydrogels), potentially useful for bone tissue engineering applications with the possibility
of supporting regeneration enhanced with external magnetic field. The magnetic phase
consisted of superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPION) that were coated with
a cationic derivative of chitosan. Then they were immobilized into the hydrogel matrix
composed of collagen and chitosan crosslinked with genipin, obtaining structurally stable
hydrogels with superparamagnetic properties. Polymeric coatings of nanoparticles allowed
them to covalently bind to the hydrogel network preventing phase separation and aggregation.
The last part — IV (chapter 12) concerns the development and initial characterization of the
physicochemical and biological properties of 3D scaffolds fabricated by 3D printing using
the extrusion method. The composition and crosslinking method of biopolymeric inks were
optimized using biopolymers applied in earlier parts of the thesis. The selected biopolymeric
inks were enriched with silica particles and magnetic nanoparticles (also developed at the
earlier stages of the studies). Effect of inorganic components on the efficiency of the printing

process and stability of the 3D scaffolds obtained was also investigated.

The thesis is closed with summary and conclusions. Additionally, the list of scientific

achievements of the author is added.
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Wykaz skrotow

AFM — mikroskopia sit atomowych (ang. atomic force microscopy)

ALN - alendronian sodu

ALP - fosfataza alkaliczna

AM — wytwarzanie addytywne (ang. additive manufacturing)

APTES - 3-aminopropylotrietoksysilan

ATR — technika ostabionego catkowitego odbicia wewngtrznego (ang. attenuated total reflectance)

BCP — ceramika dwufazowa

BET — model Brunauera, Emmetta i Tellera dotyczacy adsorpcji wiclowarstwowej z fazy gazowej

BJH — metoda Barreta, Joynera i Halendy dotyczaca badania struktury cial mikroporowatych

BMP — biatko morfogenetyczne kosci

CAD - projektowanie wspomagane komputerowo (ang. computer aided design)

CCh — kationowa pochodna chitozanu

Ch — chitozan

Col — kolagen

ColCh — hydrozele oparte na kolagenie i chitozanie

ColChHA - hydrozele oparte na kolagenie, chitozanie i kwasie hialuronowym

ColChHAmod — hydrozele oparte na kolagenie, chitozanie i modyfikowanym lizyna kwasie hialuronowym
CPMG - sekwencja Carr-Purcell-Meiboom-Gill’a wykorzystywana do pomiaru czasu T2

DLS — dynamiczne rozpraszanie $wiatla (ang. dynamic light scattering)

DMEM - medium do hodowli komérek (ang. Dulbecco's Modified Eagle's Medium)

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

ECM — macierz zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular matrix)

EDC - 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo) karbodiimid

EDS - rentgenowska spektroskopia energodyspersyjna (ang. energy dispersive X-ray spectroscopy)
ESCA — spektroskopia elektronowa do celow analizy chemicznej (ang. electron spectroscopy for chemical analysis)
FACITs — grupa kolagenow niefibrylarnych (ang. Fibril-associated Collagens with Interrupted Triple helices)
FBS — ptodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum)

FTIR — spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera (ang. Fourier transform infrared spectroscopy)
GAG - glikozaminoglikany

HA — kwas hialuronowy

HAmod — modyfikowany lizyng kwas hialuronowy

HAp — hydroksyapatyt

HBSS — zbalansowany roztwor soli Hank’a (ang. Hank's Balanced Salt Solution)

HMDS - heksametylodisilazan

HPLM - symulowane sztuczne osocze (ang. Human Plasma-Like Medium)

hTERT-MSC — unie$miertelnione mezenchymalne komorki macierzyste z reekspresja ludzkiej telomerazy
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IACUC - Institutional Animal Care and Use Commitee

ILT — odwrotna transformata Laplace’a (ang. inverse Laplace transform)

IPN - przenikajaca si¢ sie¢ polimerowa (ang. interpenetrating polymer network)

IR — sekwencja Inversion Recovery wykorzystywana do pomiaru czasu T1

J774A.1 — mysie makrofagi

LDV — technika laserowego pomiaru predkos$ci metoda Dopplera (ang. laser Doppler velocimetry)
MC — metyloceluloza

MES - kwas 2-morfolinoetylosulfonowy

MFM — mikroskopia sit magnetycznych (ang. magnetic force microscopy)

MG-63 — komorki ludzkiego migsaka kosciopochodnego

MIT — Massachusetts Institute of Technology

MRI — obrazowanie metodg rezonansu magnetycznego (ang. magnetic resonance imaging)

MTT - test do analizy aktywnosci metabolicznej komorki

NHS — N-Hydroksysukcynimid

NMR — magnetyczny rezonans jadrowy (ang. nuclear magnetic resonance)

PBS — buforowana fosforanem sol fizjologiczna (ang. Phosphate-Buffered Saline)

PCL - polikaprolakton

PEG — poli(tlenek etylenu)

PEMF — impulsowe pole elektromagnetyczne (ang. pulse electromagnetic field)

PGA - poliglikolid

pHEMA — 2-hydroksyetylo-metakrylan

PLA — polilaktyd

PLGA — kopolimer polilaktyd-glikolid

PNIPAM — poli(N-izopropyloakryloamid)

pNP — paranitrofenol

pNPP — fosforan paranitrofenolu

SBF — symulowane sztuczne osocze (ang. simulated body fluid)

SEM - skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. scanning electron microscopy)

SiO2-Ap — czastki krzemionkowo-apatytowe

SiO2-Ap-ALN - czastki krzemionkowo-apatytowe z przytaczonym lekiem alendronianem sodu
SLA - stereolitografia (ang. stereolithography)

SLS — selektywne spiekanie laserowe (ang. selective laser sintering)

SMF — statyczne pole magnetyczne (ang. static magnetic field)

SPION - superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza (ang. superparamagnetic iron oxide nanoparticles)
SPION-CCh — superparamagnetyczne nanoczastki tlenku Zelaza pokryte kationowa pochodna chitozanu
SR — stopien pgcznienia

STEM - skaningowo-transmisyjny mikroskop elektronowy (ang. scanning transmission electron microscopy)

TCP - ortofosforan (V) wapnia
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TEOS - tertraetoksysilan

TG — termograwimetria (ang. thermogravimetry)

TPP — tripolifosforan sodu

UE — Unia Europejska

VSM — magnetometr z wibrujaca probka (ang. vibrating sample magnetometer)

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

XPS — rentgenowska spektroskopia fotoelektronow (ang. X-ray photoelectron spectroscopy)
XRD - dyfrakcja rentgenowska (ang. X-ray diffraction)

ZFC/FC — tryb po schtodzeniu probki w zerowym polu magnetycznym (ZFC, ang. zero field cooled) oraz po schtodzeniu
probki w polu (FC, ang. field cooled)
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Rysunek 61. (A) Analiza parametréw biochemii krwi myszy po podskérnym podaniu preparatow materiatdw - stezenie azotu
mocznika, fosfatazy alkalicznej, biatka catkowitego, transaminazy alaninowej oraz kreatyniny (n = 7). Myszom w grupie
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kontrolnej podano PBS. (B) Poziom cytokin w surowicy myszy po podaniu materiatow (n = 2-10). Myszom w grupie
kontrolnej podano PBS.

Rysunek 62. Materiaty ColChHAmod 2/3 (A) i ColChHAmod 2/3 Al (B) wybarwione trichromem Massona.
Biale i ciemnoniebieskie strzatki wskazuja na komorki odpornosciowe — odpowiednio neutrofile i makrofagi.

Rysunek 63. Schemat przedstawiajacy uktad eksperymentalny do prowadzenia badan dotyczacych wplywu pola
magnetycznego na hodowle komorek.

Rysunek 64. Schemat otrzymywania SPION-CCh metoda wspétstracania.

Rysunek 65. Mikrofotografia STEM nanoczastek SPION-CCh (A), dyfraktogram XRD magnetytu oraz nanoczgstek SPION-
CCh (B), widma Mossbauera w 80 K oraz 300 K dla SPION-CCh (C, D).

Rysunek 66. Hydrozel ColCh z mozliwo$cia dopasowania si¢ do ksztaltu ubytku.
Rysunek 67. Schemat otrzymywania hydrozeli magnetycznych.

Rysunek 68. Rozktady czaséw relaksacji T2 dla hydrozeli Ch (A), ColCh 25:75 (B) i ColCh 50:50 (C) uzyskane w dniu 0, 3,
7 oraz 14 od przygotowania probek oraz rozklady czaséw relaksacji T2 dla probki ColCh 25:75 z geniping oraz bez
zmierzone w dniu przygotowania (D).

Rysunek 69. Rozklady wspotczynnikow dyfuzji wody D dla wszystkich otrzymywanych hydrozeli oraz probki ColCh 25:75
bez genipiny zmierzone w dniu przygotowania probek (A) oraz wartosci D dla badanych hydrozeli w dniu przygotowania
(B), w 3 dniu (C) oraz w 14 dniu (D) od przygotowania.

Rysunek 70. Zmiany transmitancji w czasie (7 dni) wzgledem wysoko$ci probki ColCh 25:75 (A), ColCh 25:75 S1 (B)
oraz ColCh 25:75 zawierajacej sedymentujace agregaty nanoczastek (C).

Rysunek 71. Usieciowane probki hydrozeli ColCh 25:75 (A), ColCh 25:75 S1 (B) oraz ColCh 25:75 zawierajacej
sedymentujgce agregaty nanoczastek (C).

Rysunek 72. Zmiany transmitancji w czasie (7 dni) dla wszystkich badanych hydrozeli.

Rysunek 73. Mikrofotografie SEM (A) i STEM (B) otrzymywanych hydrozeli magnetycznych. W niebieskich elipsach
zaznaczone tancuchy SPION-CCh, niebieskie strzatki wskazuja wtdknista strukture kolagenu.

Rysunek 74. Obrazy AFM/MFM dla badanych hydrozeli — topografia (3D po lewej), obraz fazowy ($rodkowe prostokaty)
oraz faza magnetyczna (dolne prostokaty).

Rysunek 75. Zdjecia prezentujace przyciagnicty hydrozel do magnesu statego.

Rysunek 76. Petle histerezy magnetycznej dla SPION-CCh (A) oraz hydrozeli magnetycznych Ch S1 (B), ColCh 25:75 S1
(C) i ColCh 50:50 S1 (D).

Rysunek 77. Pole koercji w zalezno$ci od temperatury dla badanych nanoczastek i hydrozeli magnetycznych.

Rysunek 78. Znormalizowana pochodna magnetyzacji (r6zniczkowa podatno$¢) w funkcji pola magnetycznego w 300 K
(A), 200 K (B), 100 K (C) i 4 K (D) dla nanoczastek i hydrozeli magnetycznych.

Rysunek 79. Krzywe ZFC/FC dla nanoczastek SPION-CCh (A) i dla hydrozeli magnetycznych (B).

Rysunek 80. (A) Stopien pecznienia (SR) hydrozeli po 24 godzinach inkubacji. (B) Zmiany masy pomiedzy hydrozelem
speczniatym (24 godziny w PBS) i suchym. (C) Zmiany masy hydrozeli podczas 30 dni inkubacji w PBS.

Rysunek 81. Warto$ci modulu zachowawczego G’ dla materialow, osiggnigte po 3 dniach od rozpoczecia procesu
sieciowania.

Rysunek 82. Proliferacja komoérek MG-63 po 1 i 3 dniu hodowli na powierzchni badanych materiatow.
Rysunek 83. Mikrofotografie SEM powierzchni hydrozeli z komorkami MG-63 po 3 dniach hodowli.

Rysunek 84. (A) Proliferacja komorek MG-63 hodowanych na powierzchni hydrozeli ColCh 25:75 po 1, 3 i 7 dniu hodowli
bez pola magnetycznego oraz w obecnosci pola o warto$ciach 500 Oe oraz 2000 Oe. (B) Proliferacja komérek MG-63
hodowanych na powierzchni hydrozeli magnetycznych ColCh 25:75 S1 po 1, 3 i 7 dniu hodowli bez pola magnetycznego
oraz w obecnosci pola o wartosciach 500 Oe oraz 2000 Oe.

Rysunek 85. Zdjecia wydrukowanych rusztowan po sieciowaniu koficowym z uzyciem genipiny oraz TPP.
Rysunek 86. Schemat otrzymywania rusztowan 3D.

Rysunek 87. Struktura rusztowan ColCh 25:75 MC9 (A) oraz ColChHAmed 2/3 MC9 (B) zaraz po wydrukowaniu i po 1 dniu
inkubacji w PBS.
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Rysunek 88. Krzywe lepkosci w zalezno$ci od szybkosci $cinania dla past na bazie materiatdéw ColCh 25:75 MC9
z dodatkiem SPION-CCh (A) oraz z dodatkiem SiOz i SiO2-Ap w st¢zeniach C1 i C2 (B).

Rysunek 89. Warto$ci modutu Younga dla rusztowania ColCh 25:75 MC9 po 20 minutach i 24 godzinach sieciowania
koncowego z uzyciem 10% TPP.

Rysunek 90. Fotografie struktury rusztowan 3D (A) oraz zmiany szerokosci pasm rusztowan (B) w trakcie inkubacji HPLM
przez 21 dni.

Rysunek 91. Rusztowanie ColCh 25:75 MC9 S1 sktadajace si¢ z 30 warstw.

Rysunek 92. Zmiany masy rusztowan 3D bazie materialtow ColCh 25:75 MC9 z dodatkiem SPION-CCh (A)
oraz z dodatkiem SiOz i SiO2-Ap w st¢zeniach C1 i C2 (B) podczas inkubacji w HPLM przez 21 dni.

Rysunek 93. Mikrofotografie SEM otrzymanych rusztowan 3D.

Rysunek 94. Obrazy z mikroskopu konfokalnego rusztowan ColCh 25:75 MC9 S1 z komoérkami hTERT-MSC —14 dzien
hodowli komérkowej na rusztowaniu, ktore powstato przez drukowanie mieszaniny komorek z biopolimerowa pasta (A),

3 dzien hodowli komodrek wysianych na gotowe rusztowanie (B). Kanat zielony — komorki zywe, kanat czerwony — komorki
martwe.
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Wstep

Celem niniejszej interdyscyplinarnej pracy doktorskiej byto zaprojektowanie, otrzymanie
1 scharakteryzowanie bioaktywnych nanokompozytow, potencjalnie przydatnych jako
rusztowania (skafoldy) do hodowli komoérkowych dla potrzeb inzynierii tkankowe;j,
w szczeg6lnosci do regeneracji tkanki kostnej. Rosngce zapotrzebowanie na uzupelnianie
ubytkow kostnych, bedacych wynikiem postepujacych proceséw starzenia, choréb
przewlektych czy wypadkow sprawia, ze tematyka przeprowadzonych badan dobrze wpisuje
si¢ w obecny trend poszukiwania alternatywy dla tradycyjnych przeszczepow, ktore wiaza si¢
z wieloma ograniczeniami. Ograniczenia te moga zosta¢ wyeliminowane dzigki
postgpujacemu rozwojowi inzynierii tkankowej kosci oraz badan dotyczacych preparatyki
rusztowan komorkowych. Opracowane w ramach pracy doktorskiej nanokompozyty sktadaty
si¢ z hydrozelowej matrycy otrzymywanej z polimeréw pochodzenia naturalnego, w ktorej
rozpraszane byly wyselekcjonowane komponenty nieorganiczne, tworzac stabilne
strukturalnie materiatly o pozadanych wilasciwosciach, zaleznych od sktadu i wplywajacych
korzystnie na efektywnos$¢ regeneracji tkanki kostnej. Chemicznie sieciowana hydrozelowa
matryca stanowita podstawowa organiczng czg$¢ nanokompozytéw, pelnigca funkcje
substytutu naturalnego rusztowania komodrkowego, czyli macierzy zewnatrzkomorkowe;j
(ECM - extracellular matrix). Do jej otrzymywania zastosowano kolagen, kwas hialuronowy
1 chitozan, ktore sa powszechnie wykorzystywane w inzynierii tkankowej ze wzgledu na to,
ze s3 elementami budulcowymi macierzy zewnatrzkomoérkowej (kolagen, kwas hialuronowy)
oraz wykazuja strukturalne podobienstwo do naturalnych skladowych tejze macierzy
(chitozan). Czynnikiem sieciujgcym uzywanym w tych uktadach byta genipina, nietoksyczna
substancja pochodzenia naturalnego. Sktad matryc hydrozelowych byl optymalizowany
poprzez testowanie roznych zawartosci poszczego6lnych biopolimerow, jak i stezen genipiny.
W  kolejnych etapach prowadzonych badan do wybranych matryc hydrozelowych
wprowadzano  komponenty  nieorganiczne w  celu otrzymania  funkcjonalnych
nanokompozytéw. Rozwijane byly dwie gléwne koncepcje: (1) hybrydowy materiat
hydrozelowy bazujacy na matrycy hydrozelowej z rozproszonymi czastkami krzemionki do
zastosowan w formie wstrzykiwalnej oraz (2) hybrydowy magnetyczny materiat hydrozelowy
bazujacy na matrycy hydrozelowej z rozproszonymi nanoczgstkami magnetycznymi do
zastosowan w formie gotowej usieciowanej struktury. Pierwszy wariant zakladal rozproszenie
w matrycy hydrozelowej czastek krzemionki jako fazy bioaktywnej stymulujacej odbudowe

tkanki kostnej. Bioaktywno$¢ jako zdolnos¢ do tworzenia bezposredniego wigzania z tkankg
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gospodarza nalezy do jednej z najwazniejszych wtasciwosci, jakie powinny spetnia¢ materiaty
stosowane w inzynierii tkankowej. Czastki krzemionki moga nada¢ lub poprawi¢ wlasciwosci
bioaktywne materiatéw ze wzgledu na mozliwo$¢ formowania si¢ na jej powierzchni apatytu,
co mozna zweryfikowa¢ w srodowisku symulujagcym ludzkie osocze (SBF — simulated body
fluid). Co wiecej, w ramach pracy doktorskiej czgstki krzemionki byly funkcjonalizowane
powierzchniowo grupami aminowymi w celu ich kowalencyjnego przytaczenia do
hydrozelowej sieci polimerowej, wykorzystujac fakt, ze genipina posiada zdolno$¢ do
sieciowania w obecnosci pierwszorzedowych grup aminowych. Podejscie to jest niezwykle
istotne z aplikacyjnego punktu widzenia, gdyz ,,unieruchomienie” czastek w matrycy
polimerowej pozwoli wyeliminowa¢ separacj¢ fazowa i nickontrolowang migracje czastek
w warunkach in vivo. Kolejnym etapem prowadzonych badan byto wykorzystanie czgstek
krzemionki z wytworzong na ich powierzchni fazg apatytowa jako no$nik alendronianu sodu
— leku stosowanego m.in. w leczeniu osteoporozy. Tworzenie no$nika byto mozliwe dzieki
silnemu powinowactwu alendronianu sodu do apatytu, a jego dodatek do polimerowej
matrycy miat na celu wzmocni¢ wilasciwosci terapeutyczne opracowywanego rusztowania
w kierunku leczenia osteoporozy. Drugim wariantem rozwijanym w ramach pracy doktorskiej
byto rozproszenie w matrycy hydrozelowej nanoczastek magnetycznych, co nadaje
rusztowaniom wilasciwo§ci magnetyczne, potencjalnie umozliwiajac wykorzystanie
pozytywnego wplywu zewnegtrznego pola magnetycznego, wzmocnionego obecnoscig
nanoczastek, na regeneracj¢ tkanki kostnej. Faze magnetyczng stanowity w tym podejsciu
superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zZelaza (SPION) otrzymywane metoda
wspOlstragcania. Nanoczgstki byty pokrywane kationowa pochodng chitozanu, ktéra miata
pehi¢ funkcje ochronng przed zjawiskiem agregacji nanoczastek i pozwala¢ na kowalencyjne
przylaczenie do polimerowej matrycy. Dzigki temu mozliwe jest otrzymanie biozgodnego
1 stabilnego strukturalnie hydrozelu magnetycznego, co jest wazne w kontekscie wpltywu
czynnikéw zewnetrznych, a w szczegolnosci pola magnetycznego. Zarowno materiaty
hydrozelowe z czastkami na bazie krzemionki, jak 1 hydrozele magnetyczne byly poddawane
badaniom majacym na celu okreslenie ich wlasciwosci fizykochemicznych oraz
biologicznych, ktdére sa istotne z punktu widzenia potencjalnego zastosowania w inzynierii
tkankowej. Finalnym etapem badan w ramach pracy doktorskiej byto wykorzystanie techniki
druku przestrzennego (3D) do otrzymania rusztowan o dobrze zdefiniowanej 1 stabilnej
trojwymiarowej strukturze. W tym celu opracowano biopolimerowe pasty, ktére mogty petnic¢
role atramentdéw w procesie drukowania 3D metodg ekstruzji. Do wybranych past

wprowadzano wczesniej opracowane czastki krzemionkowe i nanoczastki magnetyczne,
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a nastgpnie przetestowano takie materialy pod katem mozliwo$ci wytworzenia stabilnego
konstruktu 3D. Podejscie to jest odpowiedzig na rosngce obecnie zainteresowanie i znaczenie
druku 3D w inzynierii tkankowej i1 umozliwia zwigkszenie potencjatu aplikacyjnego

otrzymywanych materiatow.

Powyzsze zalozenia badawcze pracy doktorskiej zostaly sformutowane na podstawie
dostepnej literatury oraz wieloletnich do$wiadczen i prowadzonych badanh w tematyce
biomateriatbw 1 nanostruktur przez cztonkéw Zespotu Nanotechnologii Polimeréw
i Biomateriatow Wydziatlu Chemii UJ, Katedry Fizyki Ciata Statego Wydziatu Fizyki
i Informatyki Stosowanej AGH oraz The Centre for Translational Bone, Joint and Soft Tissue
Research, nalezacego do Uniwersytetu Technicznego w Dreznie. Autorka rozprawy
wykorzystata takze do$wiadczenie w otrzymywaniu materialtdow hydrozelowych zdobyte
podczas realizacji swojej pracy magisterskiej w Zespole Nanotechnologii Polimeréw
i Biomateriatow Wydziatlu Chemii UJ pod kierunkiem dr hab. Joanny Lewandowskiej-
Lancuckiej, prof. UJ. W oparciu o aktualny stan badan i doswiadczenia zdobyte w trakcie
wlasnej pracy badawczej Autorka sformulowala hipoteze, Ze mozliwym jest
zaprojektowanie i otrzymanie bioaktywnych nanokompozytow przydatnych jako

rusztowania do hodowli komérkowych dla potrzeb inzynierii tkankowej kosci.
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WPROWADZENIE

1. Inzynieria tkankowa w medycynie regeneracyjnej

Rozw6] medycyny regeneracyjnej oraz badania nad nowoczesnymi metodami
wspomagajgcymi procesy haprawcze w organizmie sg motywowane rosngca zapadalnoscig
na choroby przewlekle w globalnie starzejacym si¢ spoleczenstwie. Wedlug raportu
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) z 2020 roku, choroby przewlekte s przyczyna ponad
70% wszystkich zgonow na §wiecie, a czynnikami wptywajacymi na zachorowalnos$¢ sa m.in.
palenie tytoniu, brak aktywnosci fizycznej i niezdrowa dieta [1]. Dodatkowo jednym
z najwazniejszych probleméw z punktu widzenia wspodtczesnej medycyny jest postepujace
starzenie si¢ spoteczenstwa. Na poczatku 2019 roku w krajach Unii Europejskiej (UE) zyto
90,5 miliona osob starszych (w wieku 65 lat i wiecej), co stanowito okolo jedna piata ogotu
ludnosci (20,3%). Przewiduje si¢, ze w najblizszych dekadach ich udziat w catej populacji
mieszkancow UE bedzie stopniowo wzrastal i osiggnie 29,4% w 2050 roku [2]. Dane te
pokazuja, jak istotne jest poszukiwanie i wdrazanie skutecznych rozwigzan w dziedzinie
medycyny regeneracyjnej, zapewniajacych lepszy komfort zycia i poprawiajacych obecng
opieke zdrowotng. Zdolnos$¢ do regeneracji organizmu jest mozliwa, jednakze dla wiekszos$ci
tkanek potencjat regeneracyjny jest ograniczony do wczesnych etapow zycia [3]. Medycyna
regeneracyjna koncentruje si¢ na naprawie, wymianie badz regeneracji komorek, tkanek lub
narzadow w celu przywrdcenia zaburzonej funkcji, wynikajacej z choroby badz urazu. Termin
medycyny regeneracyjnej zostal wprowadzony w 1999 roku przez Williama Haseltine
na podstawie badan nad komérkami macierzystymi oraz pojawienia si¢ inzynierii tkankowe;j.
W literaturze mozna spotka¢ wymienne uzywanie termindw medycyny regeneracyjnej
i inzynierii tkankowej, jednakze medycyna regeneracyjna jest szerszym pojeciem, w ktorym
zawieraja si¢ rozne podejScia 1 ich kombinacje wykraczajagce poza tradycyjna
transplantologie¢, takie jak terapia genowa, terapia przy uzyciu komoérek macierzystych

I progenitorowych czy wtasnie inzynieria tkankowa [4].

Pierwsze udane eksperymenty, ktore przyczynity si¢ do powstania inzynierii tkankowej, byty
prowadzone od lat 70. XX wieku i dotyczyly przeszczepoéw skory [5]. W 1979 roku Howard
Green izolowat keranocyty z materiatu pochodzacego z biopsji skory pacjenta 1 opracowat
technik¢ ich hodowli, ktoéra pozwalala na tworzenie si¢ struktury majacej potencjal do

uzupeniania ubytkow naskorka. Badania te doprowadzity do opracowania produktu o nazwie
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Epicel, ktory stosuje si¢ w leczeniu oparzen skory [5][6]. Innym przyktadem byt materiat do
regeneracji skory opracowany w 1981 roku przez Eugene Bella. Produkt ten opierat si¢ na
zelu kolagenowym z wysianymi fibroblastami, ktory nast¢pnie byl podtozem do hodowli
keranocytow. Materiat ten z powodzeniem byl przeszczepiany pacjentom, wypetniajgc ubytek
i utrzymujgc si¢ w obrebie ran [7]. Za kluczowy moment narodzin inzynierii tkankowej
uwaza si¢ wspotprace chirurga Josepha Vacantiego oraz profesora MIT Roberta S. Langera.
W 1988 roku opublikowane zostaty ich przelomowe badania dotyczace projektowania
rusztowan dla komoérek. Rézne rodzaje komodrek zostaly wysiane na biodegradowalne
polimery — poliglaktyng 910 (kopolimer poliglikolidu i polilaktydu, 9:1), polibezwodniki
i poliortoester. Po kilku dniach hodowli matryce polimerowe z komérkami byly wszczepiane
zwierzetom [8]. Pig¢ lat pozniej, w 1993 roku ukazat si¢ artykut w Science, w ktorym Langer
i Vacanti przedstawili definicj¢ nowej dziedziny, jaka jest inzynieria tkankowa. Definicja ta
jest nadal stosowana i wedlug niej inzynieri¢ tkankowa okresla si¢ jako interdyscyplinarng
dziedzing taczaca inzynieri¢ z naukami przyrodniczymi, ktorej gtownym celem jest
otrzymanie materialu biologicznego, umozliwiajacego zastgpienie, przywrocenie lub
podtrzymanie podstawowych funkcji uszkodzonych tkanek badz catych narzadow [9]. Taki
material biologiczny powinien nasladowa¢ naturalne srodowisko komorek, a regeneracja czy
wzrost nowej funkcjonalnej tkanki moze odbywac si¢ w warunkach in vitro lub in vivo.
Naturalna tkanka sktada si¢ z komorek oraz otaczajacej je macierzy zewnatrzkomorkowe;
ECM (ang. extracellular matrix), w ktorej dziatajg mechanizmy sygnalizacji
mi¢dzykomorkowej. Technologie inzynierii tkankowej odwzorowuja struktur¢ naturalnej
tkanki poprzez zastosowanie trzech zaleznych od siebie elementow, nazywanych triada
inzynierii tkankowej. Sa to odpowiednio zaprojektowane rusztowanie bedace wsparciem dla
komorek, komorki integrujace si¢ z tym rusztowaniem oraz r6znego rodzaju czynniki wzrostu
czy bioreaktory pozwalajace na pozadane zachowanie komorek [10]. Potaczenie komoérek
z rusztowaniem moze odbywac si¢ poprzez wysianie komorek in vitro na rusztowaniu lub
implantacj¢ samego rusztowania jako systemu dostarczajgcego czynniki wzrostu badz leki
i zasiedlenia go przez komorki organizmu. Podejscia te mozna z powodzeniem taczy¢ [11].
Caly proces regeneracji tkanek w inzynierii tkankowej przebiega w kilku etapach
(Rysunek 1). Na poczatek pobiera si¢ poprzez biopsje fragment zdrowej tkanki pacjenta,
z ktorej izolowane sa komorki. Komoérki sg namnazane w warunkach in vitro, a nastgpnie
wysiewane na wczesniej otrzymanych rusztowaniach. Wzrost i proliferacja komorek na

materiale s3 wspierane poprzez zapewnienie odpowiednich warunkéw hodowli oraz
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obecnosci réznych czynnikow wzrostu. Ostatnim etapem jest implantacja gotowego

substytutu tkanki w miejsce ubytku [12].

Implantacja Izolacja komérek
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>
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Pacjent
ﬁomérki
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Hodowla komérek

in vitro
Wazrost i proliferacja
komorek w substytucie tkanki

G

Otrzymanie rusztowania komérkowego

Rysunek 1. Etapy inzynierii tkankowej [12].
1.1. Inzynieria tkankowa kosci

Wydtuzajaca si¢ $rednia dhugos¢ zycia i starzejace si¢ spoteczenstwo przyczyniaja si¢ do
szybkiego wzrostu zaburzen i chorob uktadu migsniowo-szkieletowego takich jak ztamania,
skolioza, osteoporoza, nowotwory ko$ci czy choroba zwyrodnieniowa stawow, CO jest
ogromnym wyzwaniem dla opieki zdrowotnej 1 wspotczesnej ortopedii. Tkanka kostna jest
druga po krwi najczesciej przeszczepiang tkankg na swiecie [13]. Ztotym standardem staty sie
autologiczne przeszczepy kostne, ktore polegaja na uzupelnianiu ubytku tkanka pobrang
z innego miejsca w obrebie tego samego organizmu. Na skuteczno$¢ tego rodzaju
przeszczepu wplywa niskie ryzyko odrzucenia i biokompatybilno$¢, jednak powaznym
ograniczeniem tej metody jest mozliwos$¢ leczenia tylko niewielkich ubytkow. Istnieje takze
ryzyko wystapienia dolegliwo$ci w miejscu pobrania, ktore czesto musi zosta¢ poddane
dodatkowym zabiegom chirurgicznym. Innym rodzajem stosowanych przeszczepow sa
przeszczepy allogeniczne, w ramach ktorych przeszczepiany material pochodzi od innych
dawcow, co jest szansg dla pacjentow niekwalifikujacych si¢ do przeszczepu autologicznego.
Zagrozeniem, jakie niesie ze sobg to rozwigzanie jest mozliwo$¢ przeniesienia patogendw od
dawcy oraz odrzucenie immunologiczne [14]. W przypadku kosci dlugich stosowane sg tez

implanty metalowe w formie ptytek i Srub, kiedy kluczowe jest podparcie mechaniczne
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1 zapewnienie stabilnos$ci. Problemem w zastosowaniach implantow metalowych moze by¢
ich tendencja do tworzenia niedostatecznie Silnych wigzan z tkanka gospodarza [15].
Alternatywa dla obecnych metod leczenia, ktore sg obarczone wieloma ograniczeniami,
jest inzynieria tkankowa kos$ci. Waznym aspektem dla projektowania rusztowan
komorkowych dla tkanki kostnej jest jej hierarchiczna struktura (Rysunek 2). Tkanka kostna
jest naturalnym nanokompozytem, ktéry sktada si¢ z czgsci organicznej (gldwnie kolagen
typu 1), czeSci nieorganicznej (gtéwnie hydroksyapatyt) oraz komoérek kostnych. Kolagen
zapewnia tkance wytrzymalo$¢ na rozcigganie, a hydroksyapatyt sztywnos$¢ przy Sciskaniu.
Komoérkami kostnymi sg osteoblasty (komorki kosciotworcze), osteocyty (komorki dojrzatej
tkanki kostnej), osteoklasty (komodrki kosciogubne) oraz komorki osteoprogenitorowe

(preosteoblasty) [16].
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Rysunek 2. Hierarchiczna struktura kosci [17].

Glownym celem inzynierii tkankowej kosci jest opracowanie rusztowan, ktore uwzgledniajg
fizyczng strukture oraz funkcje biatkowych, mineralnych 1 komorkowych sktadnikow kosci
tak, aby utatwi¢ 1 wspomoc wzrost nowej tkanki kostnej oraz przywrécié jej funkcjonalnoscé.
Podczas projektowania materiatu nalezy réwniez wzia¢ pod uwage miejsce ubytku, stan
zdrowia pacjenta 1 sposob dostarczenia substytutu tkanki dla optymalnego dostosowania
wlasciwoscei strukturalnych i funkcjonalnych [17]. Bioragc pod uwagg rozwdj inzynierii
tkankowej kosci na przestrzeni ostatnich lat, mozna wyrdzni¢ podejscia ktadace wigkszy
nacisk na aspekt biologiczny oraz te, ktore skupiaja si¢ gtéwnie na inzynierii. W podejSciach
opartych na biologii najwazniejsze jest zrozumienie aktywnosci komdrkowej i zachodzacych
proceséw biochemicznych, ktére majg wplyw na regeneracje tkanki. Przyktadem mogg by¢

badania dotyczace wptywu biatek morfogenetycznych BMP na procesy regeneracji tkanki
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kostnej. Obserwowano przyspieszone formowanie si¢ tkanki w rusztowaniach na bazie
polikaprolaktonu oraz fosforanu wapnia z obecnym biatkiem BMP-2, ale nowo utworzona
kos¢ wykazywata podobne wlasciwosci strukturalne w poréwnaniu do rusztowan bez BMP-2
[18]. W przypadku podejs¢ opartych na inzynierii, dziatania koncentrujg si¢ na strukturalnych
1 mechanicznych wlasciwosciach rusztowan. Przykladem s3 badania nad poprawa
wytrzymalo$ci materialdw ceramicznych poprzez stosowanie powlok polimerowych badz
tworzenie wzajemnie przenikajacych si¢ struktur polimerowych i ceramicznych. Takie
rozwigzania pozwalaja na zachowanie porowatosci 1 bioaktywnosci z jednoczesnym
wzmocnieniem wilasciwosci mechanicznych 1 mozliwoscig dostarczania lekow lub czynnikow
wzrostu [19]. Obecnie coraz wigcej uwagi poswieca si¢ na rozw6j metod taczacych wiedze
z obszaréw biologii i inzynierii, CO poprawia szanse otrzymania optymalnego rusztowania,
ktére moze reagowac na bodzce srodowiskowe, nasladowaé zywa tkanke 1 jednoczes$nie by¢

wytrzymate na obcigzenia [20].
2. Macierz zewnatrzkomoérkowa

Macierz zewnatrzkomérkowa (ECM) jest niekomodrkowa strukturg obecng we wszystkich
tkankach i narzadach, stanowigc naturalne rusztowanie dla komoérek. Odpowiada nie tylko za
wsparcie mechaniczne i strukturalne, ale bierze roéwniez udzial w wielu procesach
komorkowych. Obecne w ECM czynniki wzrostu, cytokiny czy enzymy rozktadajace macierz
maja znaczacy wplyw na regulacje funkcji 1 fenotypu komorek. Komoérki natomiast
przebudowuja 1 przeksztalcaja strukture ECM, dzigki czemu mozliwa jest ich migracja,
proliferacja i r6znicowanie [21]. Sktad ECM jest zroznicowany i zalezny od rodzaju tkanki,
jednakze zasadniczymi jej sktadnikami sg glikozaminoglikany (GAG) oraz biatka widkniste,
takie jak kolagen, elastyna, fibronektyna i laminina (Rysunek 3). Glikozaminoglikany sg
nierozgal¢zionymi polisacharydami zbudowanymi z powtarzajacych si¢ jednostek
disacharydow. Sa kowalencyjnie zwigzane z biatkami, tworzac proteoglikany, ktore uwaza si¢
za istotne w chemicznej sygnalizacji komorkowej. Najprostszym glikozaminoglikanem jest
kwas hialuronowy [22]. Dominujaca formg biatek widknistych w ECM jest kolagen,
a w szczegdlnosci kolagen typu I. Widkna kolagenu zapewniajg integralno$¢ strukturalng
tkanki, ale odgrywaja tez role w procesach migracji i adhezji komorek. Z kolagenem
zwigzane jest inne biatko wtokniste — elastyna, ktoéra umozliwia rozciagliwos¢. Fibronektyna
oraz laminina biorg udzial m.in. w procesie adhezji komorka-ECM, za co odpowiedzialne jest

wigzanie si¢ z integrynami, ktore sa kluczowymi biatkami adhezyjnymi [23].
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Rysunek 3. Struktura macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM). Zrédio: khanacademy.org

W zdrowej tkance ECM jest niezbe¢dna dla prawidlowego funkcjonowania komoérek, dlatego
tez naukowcy staraja si¢ wykorzysta¢ ten fakt do projektowania sztucznych rusztowan
w ramach inzynierii tkankowej, dazac do jak najwierniejszego nasladowania struktury oraz

funkcji naturalnej macierzy.
3. Rusztowania komorkowe

3.1. Wymagania stawiane materialom do zastosowan w inZynierii tkankowej

Rusztowania komorkowe (skafoldy) sg jednym z Kluczowych elementéw triady inzynierii
tkankowej, a ich projektowanie i1 otrzymywanie nalezy do gtownych kierunkéw badawczych
w obszarze biomateriatow. Optymalne rusztowanie powinno opiera¢ si¢ na materiale, ktory
byltby idealnym zamiennikiem naturalnej macierzy ECM, tak wigc ma ono spetnia¢ funkcje
analogiczne jak ECM. Nalezy jednak podkresli¢, ze ztozony sktad i funkcje ECM sa
niezwykle trudne do catkowitego odtworzenia [24]. W ciaggu ostatnich trzech dekad ukazato
si¢ wiele prac dotyczacych materiatlow nasladujacych (przynajmniej czgSciowo) naturalng
macierz zewnatrzkomorkowa. Materiaty przydatne dla inzynierii tkankowej maja z zatozenia
by¢ wprowadzane do zywego organizmu 1 taczy¢ si¢ z otaczajaca tkankg gospodarza. Aby
mogly one z powodzeniem przeja¢ funkcje ECM, musza spelni¢ szereg wymagan, jakie sa

powszechnie stawiane materiatom implantacyjnym:
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1)

2)

3)

4)

5)

biozgodno$¢ - podstawowa cecha, jaka powinny si¢ charakteryzowa¢ biomateriatly,
rusztowanie nie moze by¢ cytotoksyczne, komorki musza adherowaé i migrowac
w obrebie rusztowania oraz mie¢ mozliwo$¢ wzrostu i1 rdéznicowania zar6wno
w warunkach in vitro, jak i in vivo. Po implantacji rusztowania oczekuje si¢ znikomej
reakcji immunologicznej, co minimalizuje ryzyko odrzucenia.

architektura — kluczowy parametr dla inzynierii tkankowej, rusztowanie musi
zapewni¢ wolng przestrzen dla unaczynienia i tworzenia si¢ nowej tkanki w trakcie
przebudowy. Materiat powinien charakteryzowa¢ si¢ wysoka porowatoscig
1 systemem wzajemnie polaczonych porow, co umozliwia penetracje komorkowa oraz
dyfuzje skladnikéw odzywczych w obrebie rusztowania, jak i dyfuzje zbegdnych
produktow na zewnatrz. Jednocze$nie porowatos¢ determinuje wilasciwosci
mechaniczne rusztowania, ktore sa ostabiane wraz z rosngcym rozmiarem porow,
dlatego tez na etapie projektowania rusztowania powinno si¢ dazy¢ do zachowania
balansu pomiedzy zdolno$ciami transportowymi, aktywnoscia komodrkowa
i strukturalng stabilnos$cia [25].

bioaktywno$¢ — materiat ma oddziatywa¢ z otaczajaca tkanka gospodarza i posiadaé
zdolno$¢ do bezposredniego wigzania si¢ z nig. W przypadku inzynierii tkankowej
kosci rusztowanie powinno posiada¢ wlasciwosci osteokondukcyjne czy tez
osteoindukcyjne. Rusztowania osteokondukcyjne sg korzystnymi podlozami do
formowania si¢ tkanki kostnej, zapewniajac powierzchni¢ dla adhezji, migrowania
1 wzrostu komoérek. Wiasciwosci osteokondukcyjne sg zalezne od trojwymiarowe;j
struktury oraz porowatosci rusztowania [26]. W przypadku = rusztowan
osteoindukcyjnych kluczowe jest wystepowanie procesow na poziomie komorkowym,
obejmujacych roznicowanie si¢ mezenchymalnych komoérek macierzystych lub
osteoprogenitorowych w kierunku osteoblastow, czyli tworzenia si¢ kosci. Istotng role
w tym mechanizmie odgrywa obecnos¢ biatek morfogenetycznych kosci (BMP) [27].
biodegradowalno$s¢ — rusztowanie powinno ulega¢ degradacji, umozliwiajac
komoérkom synteze nowej tkanki, ktora docelowo catkowicie wypelni przestrzen po
zdegradowanym rusztowaniu. Szybko$¢ degradacji powinna by¢ dostosowana do
szybkos$ci procesu regeneracji. Dodatkowo istotnym jest, aby produkty pochodzace
z degradacji nie byty szkodliwe dla organizmu 1 mogly zosta¢ z niego wydalone.
wlasciwosci mechaniczne — rusztowanie powinno zapewnia¢ mechaniczng stabilno$¢
i ksztalt dostosowany do rodzaju tkanki. Jak wspomniano juz w podpunkcie

dotyczacym architektury, uzyskanie pozadanych wtasciwosci mechanicznych moze
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wigza¢ si¢ z pogorszeniem Stopnia porowatosci, co jest problemem w szczegolnosci
rusztowan dla tkanki kostnej. Potrzebny jest zatem balans pomigdzy tymi dwiema
wlasciwos$ciami.

6) technologia produkcji — otrzymywanie rusztowan komoérkowych powinno by¢
mozliwe na wigksza skale w zaleznosci od potrzeb, z jednoczesnym zachowaniem
wszystkich ~ niezbednych  standardow  gwarantujagcych  jakos¢  produktu.
Zoptymalizowane powinny by¢ takze koszty produkcji oraz sposob dostarczania
rusztowan lekarzom i1 jednostkom zajmujacym si¢ implantacjg. Powyzsze kwestie

majg kluczowe znaczenie w komercjalizacji i w zastosowaniach klinicznych [28].
3.2. Biomaterialy stosowane do otrzymywania rusztowan komérkowych

Rozw¢j i otrzymywanie nowych typéw biomaterialdw jest niezbedne dla postepu inzynierii
tkankowej i medycyny regeneracyjnej. Definicja biomaterialow zmieniata si¢ i ewoluowata
na przestrzeni ostatnich kilkudziesieciu lat. Pierwsza powszechnie akceptowana definicja
zaprezentowana w 1982 roku podczas Consensus Development Conference mowila,
ze biomateriat to ,,kazda inna substancja niz lek albo kombinacja substancji syntetycznych lub
naturalnych, ktéra moze by¢ uzyta w dowolnym czasie, a ktorej zadaniem jest uzupetnianie
lub zastgpienie tkanek, narzadu lub jego czgsci w celu spetnienia ich funkcji” [29].
Poczatkowo skupiano si¢ na tym, aby biomateriaty mialy whasciwosci fizyczne dopasowane
do miejsca implantacji 1 nie byly toksyczne dla organizmu. Nalezg one do pierwszej generacji
biomateriatow, czyli materialow bioinertnych. Druga generacja biomateriatow obejmuje
materialy bioaktywne, ktore sa zdolne do oddziatywania z tkanka gospodarza i ulegaja
biodegradacji w trakcie procesu regeneracji. Wspotczesna inzynieria tkankowa dazy do tego,
aby biomateriaty byty nie tylko bioaktywne, ale takze stymulowaly regeneracj¢ tkanki na
poziomie molekularnym i wywotywaty okreslone reakcje komérkowe. Takie materialy naleza
do trzeciej generacji biomateriatdbw [30]. Na podstawie dotychczasowych osiggnie¢
w obszarze trzeciej generacji biomaterialow oraz cigglego poszerzania wiedzy na temat
sygnalizacji bioelektrycznej miedzy komoérkami postuluje si¢ rozwdj kolejnych generacji
biomateriatow [31].

Do otrzymywania skafoldow przydatnych w inzynierii tkankowej powszechnie wykorzystuje
si¢ rozne rodzaje biomateriatow, takie jak metale, ceramika, polimery czy kompozyty. Metale
i ich stopy sa typowymi przedstawicielami biomaterialow pierwszej generacji, cechujacymi

si¢ dobrymi wlasciwosciami mechanicznymi, ale staba integracja z tkanka gospodarza.
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Wraz z rozwojem nast¢pnych generacji biomaterialéw, stawiajacych na bioaktywnos¢,
bioresorbowalno$¢ i wsparcie dla regeneracji, materialy ceramiczne oraz polimery staly si¢

typowymi materiatami badanymi pod katem wykorzystania w inzynierii tkankowej [32].

3.2.1. Ceramika

Materialy ceramiczne sg znane i stosowane w medycynie od wielu lat jako materiaty
implantacyjne, powszechnie wykorzystuje si¢ je do badan w inzynierii tkankowej kosci.
Najwicksza popularnoscia cieszy si¢ bioceramika fosforanowo-wapniowa, a zwlaszcza
hydroksyapatyt (HAp), ortofosforan (V) wapnia (TCP) oraz ceramika dwufazowa (BCP).
Jest to spowodowane ich podobienstwem pod wzgledem struktury i sktadu chemicznego
do fazy mineralnej kosci. Materialy te sa wysoce biozgodne i bioaktywne, dzigki czemu
tworza bezposrednie wigzanie z tkanka gospodarza, dodatkowo posiadaja wlasciwosci
osteokondukcyjne i mozliwo$¢ osiagniecia osteoindukcyjnosci [33]. Syntetyczny HAp
(Ca10(PO4)s(OH)2) charakteryzuje si¢ stosunkiem molowym wapnia do fosforu rownym 1,67
i jest najbardziej zblizong fazg fosforanu wapnia do naturalnego apatytu kostnego.
Z powodzeniem jest stosowany jako wypelniacz kostny oraz w formie powlok na metalowych
protezach. Wykazano, ze porowate rusztowania na bazie HAp wspieraja tworzenie si¢ kosci
w warunkach in vivo [34]. Jednak wykorzystanie HAp, a takze pozostatych fosforanow
wapnia do otrzymywania rusztowan komorkowych jest ograniczone ze wzglgdu na ich
niedostateczne wlasciwosci mechaniczne i zwigzane z tym kruchos¢ i sztywnos¢. Dodatkowo

w przypadku HAp wystepuja problemy z kontrola jego resorpcji [35].

Inng grupa materialow, ktora zyskuje na znaczeniu w inzynierii tkankowej sa bioaktywne
szkta. Posiadajg zdolno$¢ do wiazania si¢ z koScig i tworzenia jej integralnej czesci, dzieki
czemu mozliwa jest regeneracja. Rusztowania na bazie bioaktywnych szkiet moga wspieraé
odktadanie si¢ warstwy apatytowej, aktywnos$¢ osteoblastow w warunkach in vitro,
jak i tworzenie si¢ kosci w warunkach in vivo [36]. Podobnie jak w przypadku bioceramiki
fosforanowo-wapniowej, gtdbwng wadg bioaktywnych szkiet sg krucho$¢ i niska odporno$¢ na

pekanie [37].
3.2.2. Polimery

Postep wspoélczesnej medycyny jest istotnie zwigzany z zastosowaniem polimerow jako
biomateriatow. Materiaty polimerowe s3 wykorzystywane do produkcji narzedzi i aparatury

medycznej, ale takze moga stanowi¢ budulec elementdéw, ktére tacza si¢ bezposrednio
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z organizmem, zarO0wno z jego wewnetrznymi, jak 1 zewne¢trznymi Strukturami.
Z powodzeniem mozna stosowac je do projektowania systemow dostarczania lekow oraz
skafoldéw na potrzeby inzynierii tkankowej. R6znorodna i mozliwa do modyfikacji struktura
chemiczna wptywa na ich szeroki zakres uzytecznosci. Szczegdlnie duzym zainteresowaniem
w zastosowaniach biomedycznych ciesza si¢ polimery biodegradowalne ze wzgledu na to,
ze moga by¢ usunigte z organizmu po spelnieniu swojej funkcji bez dodatkowych zabiegow
chirurgicznych [38]. Dzielg si¢ one na polimery pochodzenia naturalnego oraz syntetycznego.
Polimery naturalne, pozyskiwane z mikroorganizméw, ro$lin i zwierzat, sa powszechnie
uzywane do projektowania rusztowan komodrkowych, a do najczesciej stosowanych nalezg
biatka, takie jak kolagen (Rysunek 4) i zelatyna oraz polisacharydy, do ktorych zalicza si¢
chitozan, kwas hialuronowy czy alginian. Ich gléwnymi zaletami sg nietoksycznosc,
biologiczna aktywno$¢ 1 mozliwos¢ degradacji przez enzymy. Czynnikami, ktére stanowia
problem w aspekcie ich wykorzystania w inzynierii tkankowej sg ograniczona kontrola nad
wytwarzaniem, wrazliwo$¢ na temperature czy tez ryzyko przeniesienia chordb na organizm
ludzki z innych gatunkow [39]. Alternatywnym rozwigzaniem, ktéore umozliwia
wyeliminowanie tych probleméw jest uzycie polimeréw syntetycznych. W tym przypadku
mozna w tatwy sposob kontrolowaé wlasciwosci fizykochemiczne, a uzyskane materialty
moga by¢ stosunkowo niedrogie w produkcji. Najczesciej stosowanymi polimerami
syntetycznymi sg poliglikolid (PGA), polilaktyd (PLA, Rysunek 5), polikaprolakton (PCL)
i ich kopolimery. Powaznym ograniczeniem w wykorzystaniu tego typu polimerdow jest czesto
niedostateczna interakcja z komorkami 1 utrudnienie dla ich adhezji, spowodowane

hydrofobowymi wlasciwosciami polimerow [40].

[A]

Rysunek 4. Skafoldy z kolagenu pozyskiwanego z meduz, przydatne do regeneracji chrzastki [41].
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Rysunek 5. Model 3D (A) oraz skafoldy na bazie PLA (B, C) przydatne dla inzynierii tkankowej ko$ci [42].

Biorac pod uwagg, ze wiele polimerowych Dbiomaterialtbw charakteryzuje sie
niedostatecznymi wilasciwosciami dla zastosowan medycznych, ciagle trwaja prace
nad udoskonaleniem metod otrzymywania. Jedng z metod zapewniajacych poprawe jakosci
i odgrywajaca znaczacg rolg w dziedzinie inzynierii tkankowej jest sieciowanie polimerow,

prowadzace do otrzymania hydrozeli [43].
4. Hydrozele

Termin ,,hydrozel” pierwszy raz pojawit si¢ w literaturze naukowej juz 1894 roku i okreslat
koloidalny zel soli nieorganicznych [44]. Poczatkiem intensywnego rozwoju hydrozeli
0 znaczeniu, jakie jest znane obecnie, byta praca Wichterle’a i Lima opublikowana w Nature
w 1960 roku. Dotyczyla ona syntezy oraz wlasciwosci hydrofilowych Zeli na bazie
2-hydroksyetylo-metakrylanu (PHEMA) do zastosowania w produkcji migkkich soczewek
kontaktowych [45]. Hydrozele definiuje si¢ jako struktury sktadajgce si¢ z trojwymiarowych
sieci polimerow oraz wody, ktéra wypelnia przestrzenie migdzy makroczasteczkami.
Zdolnos¢ do pochtaniania duzej ilosci wody wynika z obecnosci grup hydrofilowych, takich
jak -NH, -COOH, -OH, -CONH,, - CONH czy -SOsH, przy jednoczesnym zachowaniu
struktury dzieki chemicznemu lub fizycznemu usieciowaniu poszczeg6lnych tancuchéw
polimerowych [46]. Pecznienie w $rodowisku wodnym, duza zawartos¢ wody i zwigzana
z tym elastyczno$¢ oraz mozliwos¢ dyfuzji substancji odzywczych sa kluczowymi
wlasciwo$ciami, dzigki ktorym hydrozele maja ogromny potencjal w zastosowaniach
biomedycznych, w szczegdlnosci jako alternatywna struktura dla naturalnych tkanek [47].
Woda w hydrozelach moze wystgpowa¢ w roéznych stanach — silnie lub stabo zwigzana
z siecig polimerowa oraz w stanie niezwigzanym. Zawartos¢ wody zmienia si¢ podczas
pecznienia badz kurczenia hydrozelu pod wplywem takich czynnikéw zewngtrznych

jak temperatura, pH czy sita jonowa [48].
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Hydrozele sg klasyfikowane ze wzgledu na r6zne parametry, z ktorych jednym z gtéwnych
jest mechanizm sieciowania. Do podstawowych mechanizméw sieciowania tancuchow
polimerowych nalezg sieciowanie fizyczne oraz sieciowanie chemiczne (Rysunek 6).
Hydrozele sieciowane fizycznie uzyskuje si¢ dzigki interakcjom migdzyczasteczkowym,
do ktérych zaliczajg sie¢ oddziatywania jonowe, wigzania wodorowe, Kkrystalizacja
czy oddziatywania hydrofobowe lub hydrofilowe [49][50][51]. Sieciowanie fizyczne moze
nie$¢ korzysci dla zastosowan biomedycznych ze wzgledu na brak dodatkowych chemicznych
czynnikéw sieciujacych, ktore moga by¢ potencjalnie cytotoksyczne oraz mozliwosci
projektowania hydrozeli reagujacych na pozagdane bodzce zewnetrzne [52]. Sieciowanie
chemiczne natomiast polega na tworzeniu si¢ silnych kowalencyjnych wigzan w strukturze
hydrozeli. Hydrozele chemiczne mogg by¢ otrzymywane poprzez zastosowanie czasteczek
sieciujacych, ktore zawierajg grupy funkcyjne odpowiedzialne za tworzenie potaczen miedzy
tancuchami polimerowymi, wykorzystywane sg rowniez substancje $wiattoczute oraz reakcje
katalizowane enzymatycznie [53][54][55]. Przewagg hydrozeli chemicznych nad hydrozelami
fizycznymi moze by¢ ich wigksza stabilno$¢ strukturalna w warunkach fizjologicznych,

lepsze whasciwosci mechaniczne i mozliwos$¢ dostosowania stopnia degradacji [52].

fizyczne

sieciowanie /\/\ \-/

\N\/\J oddziatywania niekowalencyjne
o } grupy funkcyjne /
¥~ czynnik sieciujacy

sieciowanie
chemiczne

wigzania kowalencyjne

Rysunek 6. Schemat dwoch gtownych mechanizméw sieciowania hydrozeli — fizyczny i chemiczny [56].

Hydrozele sa klasyfikowane takze ze wzgledu na pochodzenie polimerow (naturalne,
syntetyczne, hybrydowe), tadunek jonow (kationowe, anionowe, niejonowe), otrzymywanie
(homopolimery, kopolimery, wzajemnie przenikajace si¢ sieci polimerowe) czy odpowiedz

na bodzce (temperatura, §wiatto, pole magnetyczne i elektryczne, pH, enzymy) [57].

Szereg pozadanych witasciwos$ci hydrozeli czyni je atrakcyjnymi materiatami do zastosowan

biomedycznych i w farmacji, obecnie na rynku dostepnych jest wicle produktow na ich bazie.
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Hydrozele odgrywaja wazng role w projektowaniu systemoéw dostarczania lekow. Porowata
matryca moze stanowi¢ efektywny nos$nik dla lekéw, a ich uwalnianie moze by¢
kontrolowane poprzez czynniki, takie jak pH czy temperatura [58][59]. Duza popularnoscia
cieszg si¢ hydrozelowe opatrunki na rany. Hydrozele moga zapewni¢ nawilzenie w miejscu
rany, wymian¢ gazowg ze srodowiskiem zewnetrznym, absorpcje ptyndéw biologicznych czy
tez efekt chtodzacy. Ponadto s3 wygodne w aplikacji. Przyktadami produktow dostepnych
na rynku s opatrunki ALGISITE® M (Smith & Nephew) na bazie alginianu czy HELIX3-
CM® (Amerx Health Care) na bazie kolagenu [60]. Kolejnym istotnym obszarem dla
zastosowania hydrozeli sa soczewki kontaktowe, ktorych intensywny rozwdj zostat
zapoczatkowany za sprawg przytoczonej wczesniej pracy Wichterle’a i Lima. Aby material
hydrozelowy mogt by¢ wykorzystany do otrzymywania soczewek kontaktowych powinien
by¢ przepuszczalny dla tlenu, wystarczajaco przezroczysty, zapewnia¢ stabilno$¢
hydrolityczng i by¢ komfortowy w uzytkowaniu. Przelomem w technologii soczewek
kontaktowych okazato si¢ zastosowanie do ich produkcji materiatu silikonowo-
hydrozelowego, a jednym z najpopularniejszych produktéw tego typu na rynku sg soczewki
ACUVUE® OASYS (Johnson & Johnson) [61]. Hydrozele nalezg takze do jednego
z najczesciej wybieranych typow biomateriatow do zastosowan w inzynierii tkankowej.
Ich ogromy potencjat jako rusztowan wynika ze zdolnosci do utrzymania stabilnej struktury,
zapewniajacej mechaniczne wsparcie dla komorek, mozliwos¢ dostarczania i kontrolowanego
uwalniania czynnikow wzrostu oraz fizyczng integracje z uszkodzona tkankg, a wysoka
zawarto$¢ wody pozwala na nasladowanie naturalnej tkanki. Istotna dla efektywnosci
regeneracji jest takze metoda wprowadzenia do organizmu, coraz wiekszym
zainteresowaniem w tym zakresie ciesza si¢ hydrozele w formie wstrzykiwalnej.
Wstrzykniecie pozwala na zminimalizowanie inwazyjnosci zabiegu, dotarcie do glebiej
potozonych ubytkéw oraz doktadne wypekienie uszkodzonego miejsca [62][63][64].
Hydrozele stanowig duza grupg materiatow wykorzystywanych do projektowania rusztowan
na potrzeby regeneracji tkanki kostnej. Ich zaleta w stosowaniu do ubytkow kostnych jest
zdolno$¢ do zelowania w warunkach in situ czy mozliwo$¢ wypehienia ubytku nawet bez
wystarczajace] wytrzymato$ci mechanicznej, wlasciwosci te moga by¢ poprawiane dzieki
dostarczanym przez hydrozele substancjom bioaktywnym, lekom czy czynnikom wzrostu
[65]. W niniejszej pracy otrzymywano hydrozele oparte na biopolimerach — kolagenie,
chitozanie i kwasie hialuronowym, mogace sluzy¢ jako rusztowania komoérkowe

do regeneracji tkanki kostnej.
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4.1. Polimery uzyte do otrzymywania hydrozeli

4.1.1. Kolagen

Kolagen jest biatkiem strukturalnym, bedgcym glownym sktadnikiem macierzy
zewnatrzkomorkowe] wigkszosci tkanek lacznych ssakéw. Wystepuje m.in. w kosciach,
chrzastkach czy skorze, a jego zasadnicza funkcja jest zapewnienie stabilno$ci i strukturalnej
integralnos$ci tkanek, ale rowniez oddziatywanie na adhezje¢, wzrost i r6znicowanie komorek
poprzez interakcje ze specyficznymi receptorami. Procesy starzenia majg znaczacy wplyw
na strukture kolagenu, wraz z wiekiem zwigksza si¢ jego stopien usieciowania oraz zmniejsza
rozpuszczalnos¢ w wodzie [66][67]. Charakterystyczng cecha strukturalng bialek
kolagenowych jest tworzenie si¢ prawoskretnej helisy, ktora stanowi pojedyncza czasteczke
wilokienek kolagenu (Rysunek 7). Helis¢ tworzg trzy lewoskretne tancuchy polipeptydowe
skrecone wokol wlasnej osi. Kazdy tancuch polipeptydowy zawiera powtarzajaca si¢
sekwencje (Gly-X-Y)n, gdzie Gly to glicyna, a X i Y to inne dowolne aminokwasy.
Najczgsciej jednak za X podstawiona jest prolina, a za Y hydroksyprolina. Kolagen jest
syntezowany w przestrzeni zewnatrzkomodrkowej, a proces ten jest wieloetapowy 1 obejmuje
formowanie si¢ czasteczek tropokolagenu, ktore tworza mikrowldkienka i nastgpnie

wiokienka, ktore finalnie sktadajg si¢ w dojrzate wtokno kolagenowe [68].

czasteczki kolagenu
(potréjne helisy)

widkienka

widkna kolagenowe

_ sekwencje aminokwaséw
\ wfancuchach

YL

Supramolekularna struktura jest obecna w calej rodzinie bialek kolagenowych, jednakze

Rysunek 7. Struktura kolagenu [69].

jej rozmiar, funkcje 1 rozmieszczenie moga by¢ rézne. Do tej pory opisano prawie 30
odrebnych typow kolagenu, ktore dodatkowo pogrupowano ze wzgledu na réznorodnosé

strukturalng.
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Gtowne grupy to:

e kolageny fibrylarne (I, Il, 111, V, XI, XXIV, XXVII)
e kolageny niefibrylarne, wérodd ktorych mozna wyrdznicé:
- kolageny FACITs (ang. Fibril-associated Collagens with Interrupted Triple helices,
X, X1, X1V, XVI, XIX, XX, XXI, XXII)
- kolageny tworzace uktady sieciowe (IV, VIII, X)
- kolageny zawierajagce domeny transbtonowe (XIII, XVII, XXIII, XXV) [70].

Najwigkszym zainteresowaniem cieszg si¢ kolageny z grupy fibrylarnych, stanowig one
zdecydowang wigkszo$¢ wszystkich biatek kolagenowych, jakie wystepuja u zwierzat. Wsrdd
nich najczeSciej wystepujacym typem kolagenu jest typ I, sklada si¢ on na ponad 90%
organicznej masy kosci, wystepuje rowniez w skorze, $ciegnach, Scianach naczyn
krwiono$nych czy rogéwce. Dominujacymi strukturami budujgcymi helise¢ kolagenu typu I sa
heterotrimery, utworzone z dwoch identycznych tancuchow ol(l) i jednego a2(l). Widkna
kolagenowe sa zlozone z czasteczek kolagenu typu I czesto razem z mniejsza frakcja

czasteczek kolagenu typu 111, Vi XI [71].

Kolagen jest atrakcyjnym biomateriatem do zastosowan w szerokim zakresie medycyny
regeneracyjnej, zarowno w konstrukcji sztucznych narzadow, jak i inzynierii tkankowe;.
Uwazany jest za jeden z najwazniejszych materialdw w regeneracji tkanki tacznej ze wzgledu
na swoja hydrofilowos¢, doskonata biokompatybilno$¢, wywotywanie minimalnej reakcji
zapalnej, elastyczno$¢ oraz biodegradowalno$¢. Wykorzystanie kolagenu koncentruje sie¢
na zastosowaniach w regeneracji kosci, skory i gojeniu ran. Powszechnie biomateriaty
na bazie kolagenu wystepuja w dwoch gtéwnych formach — odkomoérkowionych matryc
kolagenowych, zachowujacych pierwotny ksztatt tkanki 1 strukture ECM oraz funkcjonalnych
rusztowan, tworzonych poprzez ekstrakcje, oczyszczanie i polimeryzacje [72]. W inzynierii
tkankowej duza popularno$cig ciesza si¢ kolagenowe hydrozele. Gtéwnym ograniczeniem
w ich wykorzystaniu jako rusztowan jest zbyt szybki proces degradacji oraz stabe
wlasciwosci mechaniczne. Efektywnym podej$ciem minimalizujacym te wady jest stosowanie
roznych metod sieciowania. Jedna z najbardziej popularnych metod jest Sieciowanie
chemiczne kolagenu z uzyciem aldehydu glutarowego, ktéry jest wysoce reaktywnym
i niedrogim czynnikiem sieciujgcym, jednakze moga wystepowaé problemy z jego
cytotoksycznoscig [73][74][75].
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4.1.2. Chitozan

Chitozan jest biopolimerem, bedgcym pochodng chityny. Chityna jest drugim po celulozie
najczesciej wystepujacym naturalnie polisacharydem, syntezowanym przez organizmy zywe.
Ma posta¢ uporzadkowanych krystalicznych mikrowtokien, bedacych skladnikami
budulcowymi egzoszkieletu stawonogéw czy S$cian komorkowych grzybow i drozdzy.
Glownym zrédltem chityny dla celow komercyjnych sa skorupki krabow i1 krewetek.
Jest zwigzkiem o stabej rozpuszczalno$ci, CO jest gtownym czynnikiem ograniczajacym jej
praktyczne zastosowanie. Chitozan jest najwazniejszg pochodng chityny, majgcy wickszy
potencjat w obszarze biomedycyny ze wzgledu na lepsza rozpuszczalno$¢ w wodzie 0 niskim
pH i w niektérych rozpuszczalnikach organicznych [76]. Otrzymuje si¢ go poprzez
deacetylacje chityny na drodze proceséw enzymatycznych badz chemicznych, jednak
preferowane sa te drugie jako tansze i bardziej przydatne w masowej produkcji (Rysunek 8).
Chemiczna deacetylacja odbywa si¢ poprzez poddawanie chityny dziataniu st¢zonych
wodorotlenkow w wysokiej temperaturze. Uzyskany chitozan jest kopolimerem, sktadajacym
si¢ z dwoch jednostek: 2-acetamido-2-deoxy-p-D-glukopiranozy i 2-amino-2-deoxy-p-
glukopiranozy. Zawarto$¢ merow zdeacetylowanych z wolng grupa aminowa wyraza stopien
deacetylacji, ktory nalezy do kluczowych parametrow charakteryzujacych chitozan.
Chitozanem nazywana jest chityna o stopniu deacetylacji powyzej 50%, staje si¢ ona wtedy
rozpuszczalna w kwasnych roztworach wodnych. W takich warunkach grupy aminowe
ulegaja protonowaniu, dzigki czemu chitozan jest jedynym wystepujacym naturalnie
kationowym polisacharydem, co ma istotne znaczenie w oddziatywaniach z r6znymi typami
czasteczek [77]. Moze on tworzy¢ kompleksy z naturalnymi formami anionowymi, takimi jak
lipidy, biatka czy DNA. Wystepowanie w strukturze chitozanu grup aminowych oraz
hydroksylowych sprawia, ze mozliwe jest stosowanie réznych reakcji modyfikujacych oraz

tworzenie silnych wigzan kowalencyjnych [78].
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Rysunek 8. Struktura chityny i chitozanu [77].
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Chitozan wzbudza ogromne zainteresowanie w kontek$écie zastosowan biomedycznych
czy w przetworstwie zywnosci ze wzgledu na wiele korzystnych wilasciwosci, takich jak
biokompatybilno$¢, nietoksyczno$¢, biodegradowalnos¢ i doskonate wtasciwosci sorpcyjne.
Szczegbdlnie duzo uwagi poswieca si¢ wykorzystaniu chitozanu jako $rodka
przeciwdrobnoustrojowego, mogacego eliminowaé bakterie, wirusy 1 grzyby. Jego przewaga
nad innymi $rodkami dezynfekujacymi jest szerokie spektrum dzialania i wysoka aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowa przy zachowaniu stosunkowo niskiej toksycznosci dla komorek
ssakow. Chitozan jest powszechnie wykorzystywany w procesach konserwacji czy pakowania
zywnosci, nie tylko w celach hamowania rozwoju mikroorganizmow, ale takze aby poprawic
jakos¢ 1 trwalo$¢ zywnoS$ci oraz istotnie przyczynia¢ si¢ do ograniczenia
niebiodegradowalnego plastiku w $rodowisku [79]. Innym przyktadem komercyjnego
zastosowania chitozanu sg opatrunki na rany. W poréwnaniu do tradycyjnych materialow
opatrunkowych, opatrunki na bazie chitozanu wykazuja wlasciwosci antybakteryjne
oraz aktywnie uczestniczag w procesach gojenia. Na rynku dostepne sg rozne formy takich
opatrunkow, od gabek po granulaty i zele. Przyktadowymi produktami na bazie chitozanu sg
Chitoderm® plus (Trusetal) czy Opticell® (Medline) [80]. Chitozan jest takze biopolimerem
wykazujacym strukturalne podobienstwo do glikozaminoglikanéw naturalnie wystepujacych
w ECM, a jego hydrofilowy charakter wspiera adhezje, proliferacj¢ i r6znicowanie réznych
typéw komorek. Dzigki temu nalezy do najczgsciej wykorzystywanych polimerow
naturalnych na potrzeby medycyny regeneracyjnej i inzynierii tkankowej. Stosuje si¢ go
w roznych formach, takich jak hydrozele, gabki i wtdkna, do projektowania rusztowan
dla regeneracji tkanki kostnej, skory czy chrzastki [81][82][83]. Mozliwo$¢ tworzenia wigzan
kowalencyjnych dzigki wolnym grupom aminowym w strukturze promuje wykorzystanie
chitozanu w formie wstrzykiwalnych hydrozeli, w szczegolnosci dla zastosowan w inzynierii
tkankowej ko$ci. Takie hydrozele sg czgsto modyfikowane dodatkowymi sktadnikami w celu
zoptymalizowania procesu sieciowania, poprawy wiasciwosci mechanicznych czy zdolnosSci
regeneracyjnych [84][85][86].

4.1.3. Kwas hialuronowy

Kwas hialuronowy (HA) jest naturalnym polimerem o anionowym charakterze, zaliczanym
do liniowych polisacharydow. Uwazany jest za najbardziej wszechstronng makroczasteczke
wystepujaca w tkance lacznej wszystkich kregowcoéw. Po raz pierwszy zostat wykryty
i wyizolowany z tkanek w 1934 roku przez Karla Meyera i Johna Palmera [87]. Sktada si¢
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z powtarzajacych si¢ jednostek kwasu D-glukuronowego i N-acetyloglukozaminy, potgczonych
naprzemiennie wigzaniami B-1,3- 1 f-1,4-glikozydowymi (Rysunek 9). Jego masa
czasteczkowa miesci sie w zakresie od 10* do 107 Da w zaleznosci od miejsca wystepowania
i funkcji. Jest najprostszym strukturalnie glikozaminoglikanem, a od innych GAG odréznia go

fakt, ze nie tworzy wigzania kowalencyjnego z biatkami i1 nie zawiera grup siarczanowych

[88].
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Rysunek 9. Struktura kwasu hialuronowego [89].

Duza masa czasteczkowa i powigzane z nig specyficzne wiasciwosci reologiczne rzutuja
na odgrywanie przez kwas hialuronowy waznej roli w organizmach zywych i jednocze$nie
czynig go atrakcyjnym biomateriatem do zastosowan w medycynie. Najwicksze ilosci HA
wystepuja w ECM migkkich tkanek tacznych kregowcow, wykazano takze jego obecnosé
wewnatrz komoérek. Niezwykle bogatym zrédltem jego pozyskiwania sg kogucie grzebienie,
ale izoluje si¢ go roéwniez z niektorych szczepow bakterii. W organizmie ludzkim HA
wystepuje gtownie w skorze, ale tez w mazi stawowej, pgpowinie czy ciele szklistym oka.
Kwas ten ma wplyw na funkcjonowanie komoérek, w tym ich proliferacje i roznicowanie,
aktywnie uczestniczy w procesach gojenia si¢ ran. Jedng z jego najwazniejszych cech jest
zdolno$¢ wigzania wody, nalezy do najbardziej higroskopijnych zwiazkoéw wystepujacych
w naturze. Unieruchamianie przez HA wody w skorze wptywa na jej objetos¢ i Scisliwose,
dodatkowo wazng funkcjg HA jest usuwanie wolnych rodnikéw, ktore sg tworzone przez

$wiatto ultrafioletowe [90].

Kwas hialuronowy znalazt wiele zastosowan w medycynie i przemys$le kosmetycznym.
W zwigzku z jego wystgpowaniem w ciele szklistym oka jest kluczowa substancja
w okulistyce. Stuzy jako substytut dla utraconego ptynu szklistego podczas operacji zaCmy
czy przy implantacji soczewek [90]. HA moze by¢ dodawany do nawilzajacych kropli
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do oczu (sztuczne 1zy), aby zwiekszy¢ i przedtuzy¢ czas nawilzenia, tagodzac przy tym
dolegliwo$ci zwigzane z zespotem suchego oka. Komercyjnie dostepne krople z HA to np.
Systane® Hydration (Alcon) czy Vismed® (TRB Chemedica) [91]. Oprocz okulistyki HA jest
powszechnie wykorzystywany w terapiach zmniejszajacych bol w chorobie zwyrodnieniowe;j
stawow, gdyz jest gtownym glikozaminoglikanem w mazi stawowej. Produkty na bazie HA,
takie jak HYALGAN® (Fidia Farmaceutici) czy ORTHOVISC® (Anika Therapeutics)
wystepuja w formie wstrzykiwalnej i maja za zadanie normalizacje wlasciwosci ptynu
stawowego [92]. Obecnie kwas hialuronowy nalezy do najpopularniejszych substancji
aktywnych uzywanych w przemysle kosmetycznym oraz w medycynie estetycznej. Kluczowe
w tych obszarach sa doskonale wlasciwosci nawilzajagce HA oraz jego zdolnosé
do transportowania jonoéw i sktadnikéw odzywczych, co jest niezbedne do zachowania dobre;j
kondycji skory. HA oraz jego sole sa sktadnikami nawilzajacych i przeciwstarzeniowych
produktéw do twarzy (kremy, maski, toniki), ale tez antycellulitowych produktéw do ciala.
Pierwszym produktem z HA, ktory rozpoczal nowa er¢ w pielegnacji skory, bylo kultowe
serum Night Repair wprowadzone na rynek w 1982 roku przez Estée Lauder. Jeszcze lepsze
rezultaty w wygladzie skory daje wstrzykiwanie kwasu hialuronowego. Zabieg taki moze
efektywnie wypeni¢ zmarszczki, poprawi¢ owal twarzy, ksztatt ust czy elastyczno$¢ skory
[93]. Kolejnym waznym i ciggle rozwijajgcym si¢ obszarem dla zastosowan kwasu
hialuronowego jest projektowanie rusztowan na potrzeby inzynierii tkankowej. Wykorzystuje
sie w tym aspekcie fakt, ze HA jest glownym weglowodanowym sktadnikiem ECM. Jednakze
duzym ograniczeniem w stosowaniu HA jako materialu na rusztowania komoérkowe sa
problemy ze stabilno$cig 1 mechaniczng integralnoscig w srodowisku wodnym. Mozna temu
zapobiec poprzez wykorzystanie obecnosci grup funkcyjnych w strukturze HA do
chemicznych modyfikacji i sieciowania [94]. Do grup tych nalezg pierwszo- i drugorzgdowe
grupy hydroksylowe oraz grupy karboksylowe. Najcze$ciej modyfikacje i procesy
sieciowania prowadza do otrzymywania hydrozeli. Czynnikami sieciujgcymi HA moga by¢
eter diglicydylowy poli(glikolu etylenowego), diwinylosulfon czy karbodiimidy. Ich stezenie
wplywa na takie wlasciwosci hydrozeli jak toksyczno$¢, stopien pgcznienia, wlasciwosci

mechaniczne i reologiczne oraz szybkosé¢ degradacji [95][96][97].
4.2. Genipina — czynnik sieciujacy

Proces sieciowania, czyli tworzenie fizycznych badZz chemicznych polaczen migdzy
fancuchami polimerowymi jest prosta i powszechnie stosowang metoda dla wzmocnienia

wlasciwos$ci polimerowych hydrozeli. Dobor czynnika sieciujacego jest istotnym elementem
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projektowania rusztowan, gdyz moze wplywaé na wlasciwosci mechaniczne, zachowanie
w réznych temperaturach, interakcje komorka-matryca, przepuszczalno$¢ gazow
czy degradacj¢. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze sposrod réznych metod sieciowania
metody chemiczne nalezg do najpopularniejszych i najskuteczniejszych. Optymalny czynnik
sieciujacy powinien nie tylko poprawia¢ wlasciwosci fizykochemiczne rusztowania, ale takze
powinien by¢ nietoksyczny. Jednym z najczesciej wykorzystywanych $rodkéw sieciujacych
jest aldehyd glutarowy, jednakze w zwigzku z pojawianiem si¢ wielu, czesto sprzecznych
wynikow badan na temat jego cytotoksycznosci, duzo uwagi kieruje si¢ w strong

ekologicznych i naturalnych czynnikow sieciujgcych [98].

Genipina jest srodkiem sieciujagcym naturalnego pochodzenia, ktory zyskuje na znaczeniu
w inzynierii tkankowej. Jest to produkt hydrolizy genipozydu, ktoéry jest ekstrahowany
z owocow gardenii jasminowatej (Gardenia jasminoides). Roslina ta wystepuje gtownie
w potudniowych regionach Chin. Ekstrakt z jej owocow byt stosowany w tradycyjnej
medycynie chinskiej jako doustny lek pomocny przy stanach zapalnych, zoéttaczce
1 zaburzeniach watroby, jest takze traktowany jako lek ziotowy lub suplement diety w krajach
orientalnych. Genipina jest bezbarwna, ale reagujac z grupami aminowymi aminokwasow
w obecnosci tlenu tworzy niebieskie pigmenty, ktore wykorzystywane sa w przemysle
spozywczym. Wykazuje ona rowniez wlasciwosci przeciwzapalne, przeciwzakrzepowe,
przeciwnowotworowe czy przeciwcukrzycowe [99]. Zdolno$¢ genipiny do reagowania
z pierwszorzegdowymi grupami aminowymi, naturalne pochodzenie, biodegradowalno$¢
1 niska cytotoksycznos$¢ wplywa na jej coraz wigksza popularnos¢ jako czynnika sieciujacego
w wielu zastosowaniach biomedycznych, w tym w inzynierii tkankowej kosci. Powszechnie
stosuje si¢ jg jako czynnik sieciujacy dla chitozanu (Rysunek 10) i kolagenu, ktore zawieraja

w swojej strukturze pierwszorzedowe grupy aminowe [100][101][102].
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Rysunek 10. Schemat sieciowania chitozanu geniping [103].
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Mechanizm reakcji genipiny ze zwigzkami zawierajgcymi pierwszorzedowe grupy aminowe
nie jest doktadnie wyjasniony, w literaturze opisywane s3 rézne podejScia ttumaczace
ten proces. Jednym z nich jest mechanizm zaproponowany przez Butlera i wspotpracownikow
na podstawie wynikow badan reakcji chitozanu, albuminy surowicy bydlecej 1 zelatyny
z geniping. Wedlug tej pracy dwie oddzielne reakcje prowadzg do wytworzenia wigzan
kowalencyjnych. Szybsza i tym samym pierwsza z nich polega na nukleofilowym ataku
pierwszorzgdowej grupy aminowej biopolimeru na wegiel C3 genipiny, prowadzac do
otrzymania heterocyklicznego zwigzku genipiny potgczonej z tym biopolimerem. Druga,
wolniejsza reakcja polega na ataku nukleofilowym innej grupy aminowej na grupe
metoksykarbonylowa, tworzac drugorzedowe wigzanie amidowe 2z jednoczesnym
uwalnianiem metanolu [104]. Mechanizm ten byt akceptowany i potwierdzany pdzniej takze
przez innych badaczy [105][106]. Niezaleznie jednak od sposobu wyjasnienia procesu
sieciowania genipina stala si¢ niezwykle uzytecznym, nietoksycznym czynnikiem sieciujagcym
dla biopolimerow. Wykorzystano ja takze jako czynnik sieciujacy hydrozeli
otrzymywanych w ramach tej pracy.

5. Nanokompozyty

Nanokompozyty ciesza si¢ coraz wickszym zainteresowaniem w kontek$cie wykorzystania
w medycynie regeneracyjnej i inzynierii tkankowej. Ich gtowng zaleta jest to, ze moga
wiernie nasladowac $rodowisko naturalne dla komorek i struktury, ktore w przyrodzie
réwniez s3 klasyfikowane jako nanokompozyty. Ponadto wlasciwosci nanokompozytow
moga by¢ modyfikowane 1 dostosowywane do konkretnych wymagan dla kazdego rodzaju
tkanki. Kombinacje rdéznych skladnikow umozliwiaja otrzymanie nanokompozytow
0 niepowtarzalnych cechach, ktérych osobno te sktadniki nie wykazuja [107]. Wedlug ogolne;j
definicji nanokompozyt to wielosktadnikowy materiat, w ktorym przynajmniej jeden sktadnik
ma co najmniej jeden wymiar w skali nanometrycznej. W literaturze wystepuje wiele roznych
klasyfikacji nanokompozytow, bardzo czesto zestawiane sg z materiatami hybrydowymi.
Mianem materiatow hybrydowych okresla si¢ obecnie szeroki zakres produktow, co moze
utrudnia¢ rozroznienie hybryd od klasycznych kompozytow. Jedna z definicji mowi,
ze material hybrydowy to mieszanina sktadnikow organicznych i nieorganicznych
potaczonych na poziomie molekularnym. W zaleznosci od rodzaju oddziatywan migdzy tymi
sktadnikami, materialy hybrydowe mozna podzieli¢ na dwie grupy — klase I, w ktorej

wystepuja slabe oddziatywania typu elektrostatyczne, Van der Waalsa czy wigzania
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wodorowe oraz klas¢ II, w ktorej wystepuja silne wigzania, takie jak jonowe czy
kowalencyjne. W wielu przypadkach nanokompozyty nalezag do materialtdow hybrydowych
[108][109]. W tej pracy nanokompozyt jest rozumiany jako organiczno-nieorganiczny
material hybrydowy, w ktorym przynajmniej jeden sktadnik rozproszony charakteryzuje sig¢
co najmniej jednym wymiarem w skali nanometrycznej [110][111]. NajczeSciej
nanokompozyty bazuja na polimerowych matrycach, w ktérych rozproszone sg sktadniki
pochodzenia nieorganicznego. Oczekuje si¢, ze takie polgczenie wzmocni wlasciwosci
fizykochemiczne i biologiczne nanokompozytow w poréwnaniu do wilasciwosci samej
matrycy polimerowej czy samych komponentow nieorganicznych. Powaznym problemem,
mogacym pojawic si¢ przy projektowaniu nanokompozytow, jest tendencja do aglomeracji
komponentow nieorganicznych 1 zwigzana z tym trudno§¢ w uzyskaniu stabilnego
1 rownomiernego rozproszenia ich w matrycy polimerowej. Aby temu zapobiec stosuje si¢
modyfikacje powierzchniowe, a pozadane nanokompozyty otrzymuje si¢ poprzez
zastosowanie roznych metod fizycznych i chemicznych. Wsréd nich mozna wyrdzni¢
mieszanie jako metode fizyczng oraz metode zol-zel i polimeryzacje in situ, zaliczane do

metod chemicznych [111].

W ostatnich latach nanokompozyty zyskuja na znaczeniu jako rusztowania dla potrzeb
inzynierii tkankowej, w szczegolnosci te oparte na polimerowych hydrozelach.
Wykorzystanie samych hydrozeli jako rusztowan komorkowych na ogoél nie spehnia
wszystkich wymagan stawianych materialom implantacyjnym. Dodatek komponentéw
nieorganicznych do hydrozeli moze znaczaco poprawi¢ funkcjonalno$é oraz zdolnosci
regeneracyjne rusztowan [112]. W inzynierii tkankowej kosci duzg popularnoscia ciesza si¢
rusztowania na bazie Dbiopolimerowych hydrozeli z dodatkiem hydroksyapatytu.
Takie rusztowania maja jak najwierniej nasladowa¢ tkanke kostna, naturalny nanokompozyt,
ktorego gtownymi skladnikami sa kolagen i apatyt kostny. Biopolimerowe matryce
z rozproszonym hydroksyapatytem moga efektywnie wspiera¢ regeneracje tkanki kostnej,
co wykazaly badania zarowno in vitro, jak i in vivo [113][114][115][116].
Innymi komponentami nieorganicznymi umieszczanymi w hydrozelach sa metale (m.in. Au),
tlenki metali (np. TiO2, Fe203) czy tlenki niemetali (np. SiO2). Moga one korzystnie wplywaé
na adhezje 1 wzrost komoérek, ale tez polepsza¢ witasciwosci mechaniczne, bioaktywnos¢,
czuto$¢ na bodzce zewnetrzne czy stabilnosé skafoldow [117][118][119][120]. W niniejszej

pracy w matrycach hydrozelowych rozpraszano czastki krzemionki oraz
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superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza w celu uzyskania funkcjonalnych

nanokompozytow.
5.1. Czastki krzemionki jako komponent nieorganiczny nanokompozytow

Materialy zawierajgce krzem 1 jego zwigzki staly sie przedmiotem zainteresowania
naukowcow prowadzacych badania w obszarze biomedycyny ze wzgledu na pojawianie si¢
licznych  prac, wykazujacych pozytywne dziatanie krzemu na tkanke 1taczna,
a w szczegdlnosci jego role w naprawie kosci 1 rozwoju szkieletu. Na poczatku lat 70. XX
wieku w czasopismie Science opublikowano prace Edith M. Carlisle, analizujgca zawarto$¢
krzemu u miodych myszy i szczurow. Autorka wnioskowata, ze krzem jest wazny
W inicjowaniu mineralizacji, poniewaz wystepuje w duzej ilosci w niedojrzatym osteoidzie,
ale jego stezenie spada wraz ze wzrostem zawartosci wapnia w dojrzatej kosci [121]. Od tego
czasu ukazuja si¢ liczne doniesienia literaturowe, ktore postuluja znaczacg rolg krzemu
w kosciotworzeniu, jednakze mechanizm ten nie jest dokladnie poznany. Krzem wplywa
na funkcjonowanie osteoblastow i Stymuluje synteze widokien kolagenowych. Korzystne
dziatanie na tkanke kostng wzbudzilo zainteresowanie krzemem jako dodatkowym
suplementem diety obok wapnia i witaminy D. Krzem w postaci krzemionki (SiO2) jest
powszechnym dodatkiem do Zzywno$ci, wystepuje w preparatach wzmacniajacych skore,
wlosy 1 paznokcie. Ze wzglgdu na biologiczng funkcje krzemu, w ostatnich dekadach szeroko
badane sg takze biomateriaty na bazie tego pierwiastka, takie jak bioaktywne szkta i ceramika
krzemowa [122][123].

Amorficzna krzemionka w postaci nano-, submikro- i mikroczastek jest atrakcyjnym
materiatem dla inzynierii tkankowej 1 systemow do dostarczania lekéw, poniewaz mozna jg
tatwo otrzymaé w réznych ksztattach 1 rozmiarach, jest chemicznie stabilna oraz moze by¢
poddawana modyfikacjom. Toksycznos¢ czastek krzemionki moze by¢ zalezna od ich
rozmiaru, wlasciwosci powierzchniowych, ksztaltu czy ilosci. Wykazano takze,
ze cytotoksyczno$¢ moze si¢ r6zni¢ w zalezno$ci od zastosowanej linii komorkowej [124].
Ostatnio ukazaty si¢ badania, w ktérych analizowano czastki krzemionki o r6znych ksztattach
(kuliste, prety) oraz roéznych rozmiarach (6 - 600 nm) i ich wplyw na funkcjonowanie
makrofagéw. Wyniki pokazaly, ze zardwno badane ksztatty, jak i rozmiar czastek nie
odgrywaty istotnej roli w procesach komorkowych, o ile ich stezenie nie byto zbyt wysokie
[125]. Potaczenie czastek krzemionki z niektorymi czynnikami bioaktywnymi moze

stymulowa¢ roznicowanie osteogenne komoérek macierzystych. Potwierdzono, ze skafoldy
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z czastkami krzemionki skoniugowanymi z biatkiem BMP-2 efektywniej wspieraty
poczatkowy etap rdznicowania osteogennego komoérek macierzystych tkanki tluszczowej
w poréwnaniu do skafoldow z samym BMP-2 badz samymi czastkami krzemionki [126].
Wzmocnienie efektu osteogenezy zaobserwowano takze dla uktadu nanoczgstek krzemionki
potaczonych z pochodng biatka BMP-7 [127]. Rola samej krzemionki w procesie osteogenezy
nie jest doktadnie poznana. Yang i wspolpracownicy zaobserwowal.in.in. znaczacy wzrost
aktywnosci fosfatazy alkalicznej (ALP) jako waznego markera kosciotworzenia w przypadku
mezenchymalnych komorek macierzystych traktowanych nanoczastkami krzemionki.
Whnioskowali, ze wzmocnienie potencjatu osteogennego takiego uktadu moze by¢ powigzane
z uwolnieniem jondéw krzemu z nanoczgstek krzemionki w trakcie ich degradacji wewnatrz

komorek [128].

Pozytywny efekt czastek krzemionki na réznicowanie komorek w kierunku osteoblastow
sprawit, ze s3 one obiecujacym materiatem dla inzynierii tkankowej kosci. Moga one by¢
dodawane do polimerowych matryc, tworzac rusztowania dla komorek. Jedng z istotnych
wiasciwos$ci optymalnego rusztowania powinna by¢ bioaktywno$¢, ktora okresla zdolnos$¢ do
mineralizacji. Wigkszo$¢ materiatdéw polimerowych nie posiada wlasciwosci bioaktywnych,
dlatego tez atrakcyjne staje si¢ projektowanie nanokompozytow na bazie polimerowych
matryc i bioaktywnej fazy nieorganicznej. Funkcje takiej bioaktywnej fazy mogg petnié
czastki krzemionki [129]. Krzemionka jest kluczowym sktadnikiem w procesie
biomineralizacji dzigki obecnosci na jej powierzchni grup silanolowych (Si-OH), ktére
sprzyjaja formowaniu si¢ hydroksyapatytu w warunkach in vivo. Bioaktywno$¢ czastek
krzemionki jest zalezna od ich tadunku powierzchniowego, sktadu i morfologii. Depozycje
apatytu na powierzchni czastek krzemionki obserwuje si¢ w modelowych warunkach in vitro
podczas inkubacji w symulowanym sztucznym osoczu (SBF, ang. simulated body fluid).
Pierwszym etapem nukleacji apatytu jest adsorpcja jondw wapnia na powierzchni
zawierajacej grupy silanolowe, a nastepnie ich taczenie si¢ z jonami fosforanowymi,
co prowadzi do wytworzenia si¢ warstwy apatytowej na powierzchni krzemionki [130][131].
Czastki krzemionki dodawane do biopolimerowych hydrozeli moga zatem korzystnie
wplywaé na regeneracje tkanki kostnej. Wykazano, ze dodatek czastek krzemionki
do hydrozeli na bazie kolagenu i1 chitozanu wzmacnia bioaktywno$¢ 1 biokompatybilnos$¢
rusztowania [132] oraz umozliwia otrzymanie kompozytu o samoistnych wtasciwosciach
osteoindukcyjnych, czego dowiedziono w badaniach in vitro z uzyciem ludzkich komoérek

macierzystych [133]. W innej pracy potwierdzono, ze nanoczgstki krzemionki wzmacniajg
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wlasciwosci mechaniczne hydrozeli opartych na fibroinie jedwabiu oraz wspierajg proces

osteogenezy zarowno w warunkach in vitro, jak i in vivo [134].
5.2. Wielofunkcyjne nanokompozyty przydatne w leczeniu osteoporozy

5.2.1. Osteoporoza

Osteoporoza jest najczestsza chorobg uktadu kostnego, WHO klasyfikuje ja jako chorobe
cywilizacyjng. Jedna na trzy kobiety i co najmniej jeden na szesciu me¢zczyzn dozna w swoim
zyciu zlamania osteoporotycznego. Wedtug szacunkéw w UE ponad 23 miliony osob jest
narazonych na wysokie ryzyko zachorowania na osteoporoz¢. Schorzenie to jest nie tylko
problemem zdrowotnym, ale takze socjoekonomicznym, poniewaz miliony zlaman
osteoporotycznych oraz zwigzane z nimi rehabilitacja 1 opieka nad osobami
niepelnosprawnymi kosztuje europejskie systemy opieki zdrowotnej ponad 56 miliardow euro
rocznie (dane z 2019 roku). Kazdego roku w Europie zltamanie biodra lub kregostupa
przyczynia si¢ do $mierci prawie ¢wieré miliona osob [135]. Udziat osteoporozy wsrod
innych chordb nasila si¢ ze wzgledu na starzejace si¢ spoleczenstwo wickszosci krajow
rozwinigtych, w tym krajow UE. Dlatego tez niezbedna jest skuteczna profilaktyka oraz

rozwo0j efektywnych metod diagnozowania i leczenia osteoporozy.

Wedlug definicji National Osteoporosis Foundation i National Institutes of Health
osteoporoza to ,.choroba szkieletu, charakteryzujaca si¢ uposledzona wytrzymatoscig kosci,
co powoduje zwickszone ryzyko ztamania” [136]. Choroba ta dlugo nie daje zadnych
objawow, mimo postepujacego rozpadu masy kostnej, a pierwszym objawem czesto juz
zaawansowanego stanu chorobowego moze by¢ ztamanie osteoporotyczne. Za najczgstsze
ztamania zwigzane z osteoporoza uwaza si¢ zlamania nadgarstka, kregostupa i blizszego
odcinka kosci udowej. Osteoporoze dzieli si¢ powszechnie na pierwotng i wtorng, z €zego
pierwotna stanowi 70% wszystkich przypadkéw 1 jest typowa dla kobiet po menopauzie
i mezczyzn w starszym wieku [137]. Glowng przyczyng osteoporozy sg zaburzenia
w metabolizmie kostnym. Szkielet cztowieka zbudowany jest z kosci korowej (80%) oraz
z kosci beleczkowej (20%), ktére podlegaja ciaglym procesom przebudowy wewngtrzne;.
Do procesow tych nalezy formowanie macierzy kostnej przez komorki kosciotworcze —
osteoblasty oraz resorpcja kosci, za ktorg odpowiedzialne sg komorki kosciogubne —
osteoklasty. Aby mogla by¢ utrzymana stata masa kostna o wlasciwej odpornosci, procesy

ko$ciotworzenia powinny by¢ rdwnowazone procesami resorpcji. Obrot kostny jest zalezny
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od dziatania wielu hormondw, a jego zaburzenie najczg¢sciej wynika z niedoboru estrogenu,
ktorego ilosci zmniejszajg si¢ w okresie okolomenopauzalnym. Efektem tego jest przewaga
aktywnos$ci osteoklastow nad aktywnos$cia osteoblastow, powodujaca przerzedzenie kosci
korowej i beleczkowej (Rysunek 11) oraz zwigzany z tym wzrost ryzyka zlaman
osteoporotycznych [138]. Czynnikami zwigkszajgcymi podatno$¢ na zachorowanie na
osteoporoze sa zaawansowany wiek, ple¢ zenska, w szczegdlnoSci rasy bialej i zotltej,
uwarunkowania genetyczne, mala masa ciata, niewlasciwa dieta z nadmiernym spozyciem

kawy i alkoholu, palenie tytoniu oraz niedostateczna aktywnosc¢ fizyczna [137].

Rysunek 11. Struktura kosci beleczkowej w zdrowym szkielecie (A) i dotknigtym osteoporoza (B) [139].

Podstawowymi zaleceniami dla osob zmagajacych si¢ z oSteoporozg sg zmiana nawykow
zywieniowych, wprowadzenie 1 dobranie wlasciwej aktywnosci fizycznej oraz suplementacja
wapniem 1 witaming D. Suplementy sg istotnym czynnikiem wspomagajacym leczenie
osteoporozy, poniewaz wplywaja na skuteczno$¢ lekéw przeciwosteoporotycznych.
W leczeniu osteoporozy wykorzystuje si¢ dwie klasy lekow — antyresorpcyjne, ktore
spowalniaja resorpcj¢ i1 anaboliczne, ktore stymulujg tworzenie ko$ci. Sposrod lekow

antyresorpcyjnych najliczniejsza grupe Stanowia bisfosfoniany [140].
5.2.2. Alendronian — lek przeciwosteoporotyczny z grupy bisfosfonianéw

Alendronian jest jednym z najcze$ciej stosowanych lekoéw przeciwosteoporotycznych,
nalezagcym do grupy bisfosfonianow. Bisfosfoniany sg obecnie wykorzystywane w leczeniu
nie tylko osteoporozy, ale réwniez takich schorzen jak hiperkalcemia, choroba Pageta
czy przerzuty do kosci u pacjentow z nowotworami zlosliwymi. Pod wzgledem struktury
chemicznej sg analogiem naturalnie wystgpujacych pirofosforandow. Pirofosforan tatwo mozna
wykry¢ w wielu tkankach, poniewaz jest produktem ubocznym réznych reakcji organizmu.
Badania wykazaty, Ze jest zdolny do hamowania zwapnienia poprzez wigzanie si¢
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z krysztatami hydroksyapatytu. Bisfosfoniany réwniez posiadaja powinowactwo do
mineralow kostnych, wigzac si¢ z hydroksyapatytem. Wbudowywane sa W miejscach
aktywnej przebudowy kosci, a te ktore nie zostaty zatrzymane w szkielecie sg wydalane przez
nerki. Bisfosfoniany posiadaja takze zdolno$¢ do hamowania rozpadu hydroksyapatytu,
stanowigc tym samym skuteczny czynnik hamujacy resorpcje kosci. Dzieki tej wlasciwosci
bisfosfoniany staly si¢ uzyteczne w zastosowaniach klinicznych [141]. Dzieli si¢ je na dwie
klasy - zwigzki niezawierajgce azotu (generacja 1) oraz zwigzki zawierajace azot (generacja Il
1 III). Roznig si¢ one mechanizmem dziatania i sila hamowania resorpcji kosci. Substancje
nalezace do II i III generacji nie tylko hamujg resorpcj¢ kosci, ale takze majg dziatanie

przeciwnowotworowe oraz wptywajg na aktywnos$¢ makrofagéw i osteoblastow [142].

Alendronian (s61 sodowa kwasu alendronowego, Rysunek 12) jest bisfosfonianem 1l
generacji, wigze si¢ i hamuje aktywno$¢ syntazy pirofosforanu farnezylu — enzymu
regulujagcego procesy podczas wytwarzania cholesterolu, innych steroli i lipidow
izoprenoidowych. Hamowanie aktywnosci tego enzymu prowadzi do zaburzenia cytoszkieletu

osteoklastow, skutkujac zmniejszeniem resorpcji kosci [143].

‘o

Rysunek 12. Struktura alendronianu sodu (trihydrat) [144].

Alendronian, podobnie jak inne bisfosfoniany, podawany doustnie jest stabo wchtaniany, jego
biodostepnos¢ wynosi ok. 0,7%. Wchtanianie alendronianu jest utrudnione lub catkowicie
uniemozliwione przez obecno$¢ zywnos$ci zawierajacej wapn czy inne jony dwuwarto§ciowe,
ktore chelatuja bisfosfoniany. Dlatego tez zaleca si¢ przyjmowanie leku na czczo, Co najmniej
30 minut przed jedzeniem. Po podaniu go poprzez infuzje dozylng, 40% dawki jest szybko
wydalane z moczem, nie bedagc metabolizowane. Mata frakcja jest wydalana z z6lcia, a reszta
jest pobierana glownie przez kosci. Okres pottrwania alendronianu W organizmie jest
szacowany na okolo 12 lat. W celu efektywnego leczenia moze by¢ zalecane ciagte 1 czgste

podawanie, poniewaz postuluje si¢, ze optymalna aktywnos$¢ biologiczna alendronianu
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wystepuje podczas jego zwigzania z powierzchnig kosci i stabnie wraz z wchlanianiem
do wewnatrz tkanki [145]. W przypadku osteoporozy zaleca si¢ przyjmowanie 10 mg
alendronianu doustnie raz na dobg¢. Badania wykazaty réwniez, ze réwnowazny wzrost
gestosci mineralnej kosci mozna osiggnaé poprzez przyjmowanie 35 mg leku dwa razy
w tygodniu badz 70 mg raz w tygodniu, co moze by¢ wygodniejsze dla pacjentow [146].
Stosowanie alendronianu moze wigza¢ si¢ z wystgpowaniem dziatan niepozadanych, ktore
moga si¢ nasila¢ przy innych wspotistniejacych schorzeniach pacjentow oraz w przypadku
przyjmowania leku niezgodnie z zaleceniami lekarza. Do najcze$ciej pojawiajacych sie
skutkow ubocznych podczas leczenia nalezg zapalenia i owrzodzenia przetyku, wzdecia, bole

mig$niowo-szkieletowe i bole glowy [147].
5.2.3. Systemy dostarczania alendronianu

Alendronian moze by¢ podawany doustnie badz dozylnie, jednak stosowanie doustne jest
metodg zdecydowanie bardziej powszechng w trakcie leczenia. Niestety taka forma
podawania nie jest pozbawiona wad, gldéwnymi problemami s3 niska biodostepnosé
i mozliwo$¢ wystapienia skutkéw ubocznych, w szczegodlnosci w stosowaniu doustnym
istnieje duze ryzyko podraznienia przelyku i wywotania innych schorzen przewodu
pokarmowego. Majac na uwadze te ograniczenia, naukowcy pracujg nad rozwojem nowych
systemow do dostarczania alendronianu. Badania wykazaty, Zze alendronian wykorzystywany
w krotkotrwatych, zlokalizowanych terapiach moze zwigkszy¢ efektywnos¢ naprawy kosci
poprzez wzmocnienie mineralizacji, aktywnosci fosfatazy alkalicznej oraz dziatania czynnika
osteoindukcyjnego (BMP-2) [148]. Jednym z podejsc¢ jest stosowanie liposomalnej formulacji
alendronianu. Liposomy wykazuja podobienstwo do btony komoérkowej i charakteryzuja sig
niskg toksycznoscia, jednakze duzym problemem moze by¢ ich niestabilnos¢. Wykazano,
ze liposomy pokrywane chitozanem sg bardziej stabilne niz liposomy bez polimerowej
otoczki oraz mogg by¢ skutecznym uktadem do dostarczania alendronianu, zwigkszajac jego
biodostepnos¢ po podaniu doustnym. Dodatkowa korzys$cia wynikajaca z wykorzystania
takiego uktadu moze by¢ potencjalne zmniejszenie dziatania niepozadanego w przetyku, gdyz
lek efektywnie zamknigty w pecherzykach liposomowych nie bedzie mial bezposredniego
kontaktu z przewodem pokarmowym [149]. W innym podej$ciu pokazano, ze uwalnianie
alendronianu z liposomow moze by¢ ukierunkowane i kontrolowane dzigki zastosowaniu
nanoczastek tlenku zelaza, do ktorych przylaczono lek i sterowanych za pomoca

zewnetrznego pola magnetycznego [150]. Kolejnymi strukturami, ktore moga petni¢ funkcje
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nosnika alendronianu sg mikrosfery. Jednym z przyktadow sg mikrosfery na bazie kopolimeru
polilaktyd-glikolid (PLGA), w ktorych zamknieto czastki hydroksyapatytu z alendronianem.
Hydroksyapatyt moze by¢ skutecznym no$nikiem dla alendronianu ze wzglgdu na silne
powinowactwo tego leku do sktadnikéw mineralnych kos$ci, natomiast PLGA pozwolil na
kontrolowane uwalnianie leku, ale takze zapewnial ochrong przed zbyt szybkim usuwaniem
czastek hydroksyapatytu z ukladu przez ptyny ustrojowe [151]. Dodatkowo mikrosfery
z hydroksyapatytem maja potencjat do lokalnego dostarczania zaréwno alendronianu,
jak i czynnika osteoindukcyjnego BMP-2 [152]. Interesujacymi Systemami dostarczania
alendronianu sg takze polimerowe hydrozele, w szczegdlnosci te z mozliwoscig aplikacji
w formie wstrzykiwalnej. Wyniki badan dla hydrozeli opartych zaréwno na polimerach
pochodzenia naturalnego (chitozan), jak i syntetycznych (PEG, guma gellan) wykazaty,
ze uwalnianie alendronianu z takich uktadow bylto przedtuzone w czasie, a pozytywne efekty
w konteks$cie leczenia osteoporozy byly obserwowane w eksperymentach in vitro i in vivo
[153][154][155]. Obiecujacym rozwigzaniem moze by¢ projektowanie materialow
hybrydowych zawierajacych alendronian, przydatnych w regeneracji tkanki kostnej. Xin Ma
1 wspotpracownicy otrzymali hydrozelowy materiat hybrydowy na bazie kolagenu,
hydroksyapatytu i alendronianu, ktorego wiasciwosci fizykochemiczne takie jak pecznienie,
degradacja czy wlasciwosci mechaniczne byly korzystniejsze w pordéwnaniu do samego
hydrozelu kolagenowego oraz mogly by¢ kontrolowane poprzez zmiang iloSci
poszczegdlnych sktadnikdéw czy zmiang stezenia czynnika sieciujacego. Dodatkowo wstepne
badania biologiczne wykazaty, Ze material hybrydowy wspierat adhezje¢ i1 proliferacj¢ mysich

preosteoblastow [156].

Do tej pory opracowano rozne formulacje majace potencjat jako no$niki alendronianu,
jednakze efekty miejscowego dostarczania tego leku wymagaja dalszych optymalizacji
i badan ze wzgledu na powszechnie wystepujace problemy ze zbyt stabg wydajnosciag
enkapsulacji w uktadzie czy niedostateczng kontrolg nad dyfuzja i uwalnianiem tego leku.
W ramach niniejszej pracy opracowano nosnik dla alendronianu sodu w postaci czastek

krzemionkowo-apatytowych umieszczanych w matrycy hydrozelowej.
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5.3. Nanokompozyty oparte na matrycy hydrozelowej i nanoczastkach magnetycznych

5.3.1. Wplyw pola magnetycznego na regeneracje¢ tkanki kostnej

Pole magnetyczne moze by¢ wytwarzane bezposrednio lub posrednio przez materiaty ferro-
lub ferrimagnetyczne, ktore zwykle zawieraja zelazo (Fe), kobalt (Co) lub nikiel (Ni),
ew. pierwiastki ziem rzadkich, jak rowniez przez zmiany pola elektrycznego (pole
elektromagnetyczne). Najszerzej stosowane jest statyczne pole magnetyczne (ang. static
magnetic field, SMF) wytwarzane przez magnesy trwale oraz impulsowe pole
elektromagnetyczne (ang. pulse electromagnetic field, PEMF). Wszystkie organizmy zywe
podlegajg ziemskiemu polu magnetycznemu, co wigcej pole magnetyczne ma wplyw
na procesy zachodzace juz na poziomie pojedynczej komorki. Dlatego tez od Kilku lat
obserwuje si¢ wzrost zainteresowania materiatami magnetycznymi i samym polem
magnetycznym w zastosowaniach medycznych, m.in. w leczeniu raka piersi, w infekcjach

bakteryjnych, w regeneracji uktadu krazenia czy uktadu kostnego [157].

Wiele uwagi poswigca si¢ roli pola magnetycznego w procesie regeneracji tkanki kostnej
I osteogenezy. Pole magnetyczne moze wspomagaé integracje implantow z tkankami
gospodarza, zwicksza¢ gestos¢ mineralng kosci 1 przyspieszaé procesy gojenia.
Magnetoterapia nalezy do nieinwazyjnych i1 bezpiecznych metod leczenia urazéw czy
zapalen. Magnetyzm znalazl zastosowanie takze w inzynierii tkankowej kosci,
wykorzystywane jest magnetycznie wspomagane zamrazanie 1 rozmrazanie komorek
macierzystych czy projektowanie rusztowan komorkowych i1 powlok z wlasciwosciami
magnetycznymi. Zastosowanie terapii tgczacej pole magnetyczne z lekami czy czynnikami
wzrostu moze da¢ efekt synergii w celu znacznej poprawy regeneracji kosci. Jak wspomniano
wezesniej, SMF oraz PEMF sg najczgéciej badanymi typami pol magnetycznych [158].
SMF mozna podzieli¢ na bardzo stabe i stabe (do 1 mT), umiarkowane (1 mT — 1 T) oraz
silne 1 bardzo silne (powyzej 1 T). Powszechnie wykorzystuje si¢ pole o umiarkowanej
intensywno$ci ze wzgledu na to, ze tatwiej jest takie pole zrealizowa¢ w warunkach
prowadzonej terapii. Badania wykazaly, ze SMF korzystnie wptywato na proliferacje,
migracj¢ 1 roznicowanie komorek osteoblastopodobnych oraz indukowalo réznicowanie
osteogenne mezenchymalnych komoérek macierzystych [159][160][161]. Efekt ten moze by¢
zwigzany z tym, ze btona komorkowa i biatka w ECM posiadaja wlasciwosci diamagnetyczne
(namagnesowanie w zewng¢trznym polu magnetycznym w kierunku przeciwnym do tego

pola), a dzialanie SMF moze wplywa¢ na ich strukture i orientacje [158]. PEMF to pole
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o niskiej czestotliwo$ci w zakresie od 6 do 500 Hz, jego stosowanie indukuje sygnaty
bioelektryczne w tkankach, wywotujac rézne efekty biologiczne [162]. Moze ono wspierac
osteogeneze, zwicksza¢ gestos¢ mineralng ko$ci oraz przyspieszaé gojenie si¢ ran
[163][164][165]. Liczne badania potwierdzaja, ze wykorzystanic SMF i PEMF moze
przynie$¢ wiele korzySci w procesie regeneracji uktadu kostnego, jednakze doktadny

mechanizm ich dzialania w tym zakresie nie jest jeszcze poznany [158].
5.3.2. Nanoczastki magnetyczne

Nanoczastki magnetyczne nalezg do jednej z najczesciej badanych grup nanomaterialéw do
zastosowan biomedycznych. Zastosowania te obejmuja takie obszary jak obrazowanie
(np. $rodki wzmacniajace kontrast w obrazowaniu metodg rezonansu magnetycznego [ang.
Magnetic Resonance Imaging, MRI]) czy hipertermia i celowane dostarczanie lekow.
Duze zainteresowanie badaczy nanoczastkami magnetycznymi wynika z ich unikalnych
wilasciwosci jako struktur o rozmiarach mniejszych niz 100 nm, m.in. wysokiej reaktywnosci
i duzym stosunku powierzchni do objetosci, ale takze ze wzgledu na mozliwo$¢ manipulacji
poprzez przytozenie zewnetrznego pola magnetycznego. Skuteczno$¢ terapii moze by¢
wzmocniona dzigki wykorzystaniu materialtbw o wysokiej magnetyzacji nasycenia (Ms),
do ktérych naleza metale takie jak Fe, Co czy tlenki metali (np. FesOs i y-Fe203). Stosowanie
nanoczastek z czystych metali jest ograniczone, poniewaz bez modyfikacji sa one toksyczne
i wrazliwe na utlenianie. Zdecydowanie najwigcej uwagi  poswigca  si¢
superparamagnetycznym nanoczgstkom tlenku zelaza (ang. superparamagnetic iron oxide
nanoparticles, SPION) ze wzgledu na ich biokompatybilno$¢, wzgledng *tatwosc
funkcjonalizacji oraz mniejsza wrazliwos$¢ na utlenianie, dzigki czemu mozliwa jest stabilna

odpowiedZ magnetyczna [166].

Nanoczastki wykazujace superparamagnetyzm sg preferowane w  zastosowaniach
biomedycznych, poniewaz w obecnosci pola magnetycznego ulegaja namagnesowaniu,
osiggajgc znacznie wyzsze wartoSci magnetyzacji nasycenia w porOwnaniu ze znanymi
strukturami biologicznymi, a namagnesowanie nie jest trwate i zanika po wylaczeniu pola
magnetycznego [167]. Zjawisko superparamagnetyzmu wystepuje w jednodomenowych
nanoczastkach ferromagnetycznych lub ferrimagnetycznych o rozmiarach ponizej pewnej
graniczne] wielkosci. Ich wypadkowe momenty magnetyczne nie wykazuja stabilnego stanu
ferro- czy ferrimagnetycznego, ale fluktuujg, analogicznie jak momenty poszczegdlnych

atoméw w paramagnetyku. Dla takich nanoczastek krzywa magnesowania nie wykazuje
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histerezy — remanencja (namagnesowanie po usunig¢ciu pola magnetycznego) oraz koercja
(warto$¢ pola magnetycznego potrzebna do zredukowania remanencji do zera) przyjmuja
warto$ci zerowe (Rysunek 13A). Dla czastki superparamagnetycznej energia anizotropii,
bedacej istotng wlasciwos$cig kazdego materiatu magnetycznego, staje sie¢ rowna lub mniejsza

od energii termicznej 1 wystepuje typowa niestabilnos$¢ termiczna, wyrazona jako:
1) kT>KV

gdzie keT jest energia termiczng (kg — stata Boltzmanna, T — temperatura), a KV jest energig
anizotropii magnetycznej (K — stata anizotropii magnetycznej, V — objetos¢ czastki).
Pokonanie bariery energetycznej 4E = KV prowadzi do spontanicznych fluktuacji wektora
magnetyzacji czastki od jednego kierunku tatwego do drugiego (Rysunek 13B). Fluktuacje

termiczne sg opisane przez czynnik, zwany czasem relaksacji Neela z:
KV
2 T =Toexp ()

gdzie 7o jest stala czasowa rzedu 100 s. Przejscie czastki ze stanu superparamagnetycznego,
w ktorym wystepuja termiczne fluktuacje jej momentu magnetycznego do stanu
uporzadkowanego, w ktorym fluktuacje ustajg i moment magnetyczny zostaje
,zablokowany”, zachodzi w tzw. temperaturze blokowania. Nanoczastki w rezimie
superparamagnetycznym umozliwiaja kontrolowanie ich dziatania 1 aktywnosci przez samo
wlaczanie i wylaczanie pola magnetycznego, co moze by¢ niezwykle uzyteczne w obszarze

biomedycyny [168].

czgstki czgstki
jednodomenowe wielodomenowe T

zakres superparamagnetyzmu
<

energia

koercja/remanencja

0° 90° 180°

kat pomiedzy osig fatwa
a wektorem magnetyzacji

$rednica nanoczgstki (nm)

Rysunek 13. Zalezno$¢ koercji/remanencji od rozmiaru nanoczastek (A) i fluktuacje wektora magnetyzacji (B)
[168].
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Gléwnymi odmianami SPION, ktére sg najlepiej przebadane pod katem zastosowan
biomedycznych, sa magnetyt (Fe3Os) I maghemit (y-Fe203). Magnetyt wykazuje regularng
symetri¢ ze strukturg odwroconego spinelu, z komorka elementarng utworzong przez 32 jony
0%, pomiedzy ktorymi znajduja si¢ luki tetraedryczne i oktaedryczne. Jony Fe?* zajmuja
potowe miejsc oktaedrycznych, a jony Fe* sa roztozone w réwnych liczbach na pozostate
luki oktaedryczne i tetraedryczne. Magnetyt jest wrazliwy na utlenianie i zwykle przeksztatca
si¢ w maghemit w obecnosci tlenu. Maghemit r6zni si¢ od magnetytu tym, ze wszystkie lub
wickszos$¢ jondw Fe jest trojwartoSciowych, a kompensacja tadunku jest zapewniona przez

wakancje kationowe, ktore preferujg luki oktaedryczne [169].

Na przestrzeni lat opracowano kilka metod otrzymywania SPION o kontrolowanych
rozmiarach, ksztalcie, wilasciwosciach powierzchniowych oraz magnetycznych, a takze
0 dostatecznej powtarzalno$ci. Zapewnienie tych wszystkich wymogéw czgsto stanowi
wyzwanie w projektowaniu materialow dla potrzeb biomedycznych. Powszechnie
stosowanymi metodami syntezy nanoczastek magnetycznych sg metody wspoélstracania,
termiczna dekompozycja, procesy hydrotermalne czy metody mikroemulsyjne [170]. Wsrod
nich najpopularniejszg metoda otrzymywania SPION jest technika wspotstracania, opisana
przez Massarta w 1981 roku [171]. Synteza SPION odbywa si¢ w tej technice poprzez
rozpuszczenie soli zelaza (1) 1 zelaza (II) w stosunku molowym 2:1 w wodzie, nastgpnie
dodaje si¢ zasady (np. NHs(g) czy NaOH) w celu wytworzenia nanoczastek wedtug reakc;ji:
80H" + Fe?* + 2Fe** — Fes0s| + 4H,0. W pdzniejszych badaniach procedura ta byta
optymalizowana pod katem wptywu takich parametréw jak pH 1 sita jonowa osrodka, rodzaj
i stezenie soli, temperatura reakcji czy obecnos¢ tlenu [170]. Dodatkowo, w celu
Zminimalizowania toksycznosci i zwigkszenia stabilnosci w $rodowisku fizjologicznym
stosuje si¢ roznego rodzaju modyfikacje powierzchniowe, dobierane pod katem docelowego
zastosowania. Powszechna metoda jest powlekanie nanoczastek biokompatybilnymi
polimerami, zaréwno syntetycznymi (np. PEG, PLGA), jak i pochodzenia naturalnego
(np. dekstran, chitozan) [172][173][174][175]. Szczegdlnym zainteresowaniem cieszy si¢
chitozan ze wzgledu na jego duze zasoby naturalne (chityna) oraz obecno$¢ wielu

uzytecznych grup funkcyjnych w jego strukturze [176].

SPION wykazuja duzy potencjal w roznych terapiach biomedycznych. Dzigki temu,
7ze Wplywaja na relaksacje spinéw protonow (jader wodoru) w konkretnych tkankach,
co pozwala odrozni¢ je od otoczenia, mogg stuzy¢ jako Srodki kontrastowe w obrazowaniu

MRI [177]. Jednym z najbardziej pozadanych zastosowan SPION jest celowane dostarczanie
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lekow w terapiach przeciwnowotworowych. Nanoczastki mogg by¢ funkcjonalizowane
I modyfikowane wiasciwie dobranymi zwigzkami (np. PEG, PNIPAM, kwas cytrynowy),
potaczone z lekami przeciwnowotworowymi (np. paklitaksel, doksorubicyna, epirubicyna),
a nastgpnie kierowane w docelowe miejsce za pomocg zewnetrznego pola magnetycznego
[178][179][180]. Oprocz dostarczania lekow SPION mogg by¢ roéwniez przydatne do
lokalnego podniesienia temperatury w procesie hipertermii, ktory wykorzystuje fakt, ze ciepto
prowadzi do apoptozy i martwicy komorek, w szczegolnosci komorek nowotworowych [181].
Generowanie ciepta nast¢puje podczas dziatania zmiennego pola magnetycznego na SPION,
a mechanizm ten oparty jest na relaksacji Browna i relaksacji Néela [182]. Obiecujgcym
podejsciem jest mozliwo$¢ wykorzystania SPION w terapiach komoérkami macierzystymi,
przeznaczonych do regeneracji roznych tkanek. Odgrywaja one istotng role w medycynie
regeneracyjnej, problemem jest jednak dostarczenie pozadanej ilo$ci komoérek do uszkodzone;j
tkanki. Wykazano, ze komorki macierzyste znakowane SPION efektywniej migrowaty
w docelowe miejsce poprzez zastosowanie zewngtrznego pola magnetycznego w porownaniu
do komorek nieznakowanych, a ich zdolno$¢ do réznicowania nie byta zaburzona obecnoscia

nanoczastek w badanym czasie [183][184].
5.3.3. Hydrozele magnetyczne

Hydrozele magnetyczne sa stosunkowo nowa klasg biomateriatow. Ich rozwdj jest
motywowany rosngcym zapotrzebowaniem na materialty z ulepszong sterowalno$cig
1 mozliwos$cig szybkiej odpowiedzi na bodzce zewngtrzne. Opieraja si¢ one na hydrozelowej
matrycy, do ktorej wprowadzane sg magnetyczne komponenty (gléwnie nanoczgstki tlenku
zelaza). Dzigki obecnosci nanoczastek magnetycznych w polimerowej sieci hydrozele moga
reagowac na zewngtrzne pole magnetyczne, a reakcja ta jest tatwiejsza do kontrolowania
w porownaniu do innych powszechnie stosowanych bodzcow, takich jak pH czy temperatura

[185].

Wiasciwosci hydrozeli magnetycznych sa zalezne od rodzaju hydrozelowej matrycy oraz od
rozmiaru, stezenia i rozkladu nanoczgstek magnetycznych w matrycy. Przy braku
zewngtrznego pola magnetycznego ich momenty sa ulozone losowo (w stanie

superparamagnetycznym — fluktuuja), a hydrozel nie jest namagnesowany.
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W obecnosci pola magnetycznego magnetyzacja M hydrozelu moze by¢ wyrazona jako:
(3) M = & M(cothf )

gdzie @, — objctoSciowa frakcja nanoczgstek magnetycznych w catym hydrozelu, Mg —
magnetyzacja nasycenia, a parametr ¢ jest definiowany jako ¢ = mH/keT (m — moment
magnetyczny nanoczastek, H — natezenie pola magnetycznego, ks — stata Boltzmanna, T —
temperatura). Z powyzszego rownania wynika, ze magnetyzacja hydrozelu jest wprost

proporcjonalna do st¢zenia nanoczgstek magnetycznych i ich magnetyzacji nasycenia [186].

Opracowano kilka ré6znych metod otrzymywania hydrozeli magnetycznych. Opierajg si¢ one
zardbwno na oddzialywaniach fizycznych, jak i tworzeniu chemicznych wigzan pomig¢dzy
hydrozelowa matrycg a nanoczastkami magnetycznymi. Trzema gléwnymi metodami sg
mieszanie, stracanie in situ oraz ,,szczepienie” umozliwiajagce wprowadzenie pozadanych grup
funkcyjnych [187]. W przypadku mieszania nanoczastki magnetyczne i polimerowe zole
przygotowuje si¢ oddzielnie. Nanoczastki sg zwykle syntezowane metoda wspotstracania,
dodawane do polimerowego zolu i mieszane, a koncowym etapem jest proces zelowania,
w wyniku ktérego otrzymuje si¢ hydrozel magnetyczny. Metoda mieszania jest szeroko
stosowana ze wzgledu na nieskomplikowang i szybka procedure, jednakze jej ograniczeniem
moze by¢ nierdwnomierna dystrybucja nanoczastek w  Zelu, ich aglomeracja
i niekontrolowany wyciek [188][189]. Kolejng metoda otrzymywania, ktéra podobnie
jak mieszanie opiera si¢ na oddzialywaniach fizycznych miedzy komponentami, jest stragcanie
in situ. W tej metodzie najpierw otrzymuje si¢ hydrozel, ktory nastepnie jest traktowany
jonami zelaza Fe?*/Fe**, a dalej zanurzany w roztworze alkalicznym w celu formowania si¢
nanoczastek magnetycznych w hydrozelowej matrycy. W rezultacie mozna otrzymac
hydrozel magnetyczny zawierajacy wysokie stezenie nanoczastek, ktore sa dobrze
rozproszone w matrycy. Problemem moze by¢ ryzyko niszczenia struktury hydrozelowej
przez roztwory alkaliczne, dlatego w tej metodzie wymagane jest uzycie hydrozeli, ktore sa
odporne na takie srodowisko [190]. W przypadku metod mieszania oraz stracania in Situ nie
ma gwarancji, ze uzyskane materialy bedg stabilne w czasie. Stabilno§¢ moze by¢
wzmocniona wytworzeniem chemicznych wigzan w strukturze hydrozelu magnetycznego
poprzez zastosowanie metody ,szczepienia®. Polega ona na powierzchniowym
sfunkcjonalizowaniu nanoczastek réznymi grupami funkcyjnymi, dzigki czemu moga one
dziata¢ jako czynniki sieciujace, wigzac kowalencyjnie tancuchy polimerowe [191]. Metoda

ta umozliwia efektywne unieruchomienie nanoczastek w hydrozelu, jednakze jej
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zastosowanie moze by¢ skomplikowane i drogie. Dodatkowo w tej metodzie nie sg
preferowane hydrozele na bazie polimeréw pochodzenia naturalnego ze wzgledu na brak

aktywnych miejsc do odziatywania z funkcjonalizowanymi nanoczastkami [187][192].

Hydrozele magnetyczne, podobnie jak same nanoczastki magnetyczne, moga znalez¢
zastosowanie w obrazowaniu MRI [193], dostarczaniu lekow [194] czy terapiach
przeciwnowotworowych, takich jak hipertermia [195]. Stanowig takze alternatywe dla
tradycyjnych hydrozeli, posiadajagc nowe czy tez wzmocnione wiasciwosci, pozadane
w inzynierii tkankowej. W przypadku regeneracji tkanki kostnej atrakcyjnym rozwigzaniem
jest potaczenie nanoczgstek magnetycznych z hydroksyapatytem. Oba te komponenty moga
miec istotne znaczenie w osteogenezie oraz poprawie wiasciwosci mechanicznych rusztowan
[196]. Wykazano, Ze rusztowania na bazie powlekanych hydroksyapatytem nanoczastek
tlenku Zelaza, umieszczonych w matrycy hydrozelowej znaczaco wspomagaly adhezje
i proliferacj¢ osteoblastow w pordwnaniu z rusztowaniami na bazie samego hydrozelu badz
hydrozelu z hydroksyapatytem [197]. Efektywno$¢ regeneracji moze by¢ istotnie zwigkszona
nie tylko poprzez samg obecnos¢ nanoczastek magnetycznych w ukladzie, ale réwniez
poprzez wykorzystanie zewngtrznego pola magnetycznego. Oddziatywanie SMF na
zasiedlony komorkami hydrozel magnetyczny oparty na SPION i syntetycznym polimerze
miat pozytywny wplyw na réznicowanie osteoblastow [198]. Dodatkowo, przylozenie pola
moze by¢ wykorzystane do zmiany architektury rusztowania i uporzadkowania komponentéw
w nim zawartych. Panseri i wspotpracownicy badali wpltyw pola magnetycznego na
rusztowanie otrzymane na bazie kolagenu, hydroksyapatytu oraz superparamagnetycznych
nanoczastek i potwierdzili w badaniach in vivo, ze przylozenie trwatego magnesu w poblizu
implantacji moze ,,uaktywni¢” nanoczastki, ktore sa dzigki temu zdolne do determinowania
orientacji catej struktury rusztowania wzdluz linii pola. Taka metoda moze skroci¢ czas

przebudowy tkanki i skutkowaé szybkim rozwojem dojrzatej kosci [199].

Hydrozele magnetyczne sa obiecujacymi materialami do zastosowan biomedycznych, w tym
dla medycyny regeneracyjnej, jednakze ich wykorzystanie wigze si¢ z takimi ograniczeniami
jak trudno$¢ w kontrolowaniu efektow cieplnych po implantacji, potencjalna toksycznos¢
komponentow hydrozeli czy problemy ze stabilno$cig 1 rOwnomiernym rozproszeniem
nanoczastek w matrycy. W zwigzku z tym istnieje potrzeba udoskonalania obecnych
rozwigzan 1 badanie efektow dlugoterminowych, osigganych przez zastosowanie hydrozeli
magnetycznych [185]. W niniejszej pracy opracowano stabilne strukturalnie hydrozele

magnetyczne na bazie biopolimeréw, w ktorych nanoczastki magnetyczne powlekane
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pochodna chitozanu wbudowuja si¢ w matryce polimerowa w trakcie procesu

sieciowania.
6. Druk 3D jako metoda otrzymywania rusztowan komorkowych

Rusztowania komoérkowe powinny spetniaé szereg wymagan, aby moc skutecznie odgrywac
swoja rolg w regeneracji tkanek. Wérod tych wymagan istotnym parametrem, wpltywajacym
na funkcjonowanie komorek, jest mikro- i nanostruktura rusztowan. Potrzeba optymalizacji
rusztowan pod katem ich zewnetrznego ksztaltu i rozmiaru, morfologii powierzchni, a takze
porowatosci i architektury wewngtrznej spowodowata, ze od trzech dekad rozwijane sa
réznorodne metody, umozliwiajace otrzymywanie pozadanych pod wzgledem struktury
materialdow. Naleza do nich, cieszace si¢ coraz wigksza popularnoscia, technologie

wytwarzania addytywnego (ang. additive manufacturing, AM) [200].

Technologie wytwarzania addytywnego zostaly opracowane pod koniec lat 80. i wiele z nich
zostalo z powodzeniem wprowadzonych do praktyki. Termin technologii AM jest zwykle
synonimem drukowania 3D, szczegdlnie w obszarach biomedycznych. Technologie AM
polegaja na wytwarzaniu trojwymiarowego obiektu poprzez dodawanie materiatu warstwa po
warstwie. Wytwarzanie takiego obiektu odbywa si¢ na podstawie modelu 3D, ktory jest
projektowany dzi¢ki metodologii CAD (ang. computer aided design). Wsrod réznych metod
AM, do otrzymywania rusztowan komorkowych szeroko stosowane sa drukowanie
natryskowe, drukowanie oparte na ekstruzji oraz drukowanie wspomagane laserem

(stereolitografia — SLA i selektywne spiekanie laserowe — SLS) (Rysunek 14) [201].
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Rysunek 14. Trzy rézne rodzaje druku 3D stosowanego do otrzymywania skafoldow [202][203].

W niniejszej pracy do otrzymywania trojwymiarowych rusztowan wykorzystano

drukowanie 3D metoda ekstruzji. Metoda ta polega na wytlaczaniu materiatu z igly badz

innej jednostki dozujacej pod wptywem nacisku ttoka, dziatania §ruby lub jak w przypadku tej
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pracy pod wpltywem kontrolowanego cisnienia. Wytlaczane pasma materiatu s3
pozycjonowane wzgledem siebie wedlug modelu wybranego przez uzytkownika, dzigki
czemu mozliwe jest uzyskanie rusztowania o ztozonej geometrii i kontrolowanej porowatosci.
Dodatkowg zaleta tej metody jest mozliwo$¢ drukowania bez konieczno$ci stosowania
wysokich temperatur, co jest korzystne dla wrazliwych na ten czynnik materialow
organicznych. Najczgsciej wykorzystywang klasa biomaterialdow w technice ekstruzji sa
polimerowe hydrozele w formie lepkich past [204]. Wedlug Grolla i wspotpracownikow
materialy do otrzymywania tréjwymiarowych rusztowan mozna podzieli¢ na dwie grupy —
bioatramenty (ang. bioinks) i atramenty biomaterialowe (ang. biomaterial ink). W przypadku
bioatramentow koniecznym sktadnikiem drukowalnej formulacji sa komorki, moga one
wystepowaé same lub by¢ potagczone z biomateriatem, a proces drukowania takiej mieszaniny
nazywany jest biodrukiem 3D. Atramenty biomaterialowe natomiast nie zawierajg komorek,
w tym podejs$ciu pierwszym krokiem jest druk 3D pozadanego rusztowania, a nast¢pnie
zasiedlenie go komorkami 1 prowadzenie hodowli [205]. Otrzymanie rusztowania
komoérkowego na drodze druku badz biodruku 3D wymaga optymalizacji wilasciwosci
reologicznych materiatu, jego biozgodnos$ci, dostosowania parametréw drukowania oraz
stabilizacji rusztowania po wydrukowaniu. Jedng z najwazniejszych wlasciwosci
w projektowaniu rusztowan 3D jest lepko$é, ktora mozna dostosowaé poprzez dodatek
réznych sktadnikow w celu otrzymania drukowalnej pasty. Lepko$¢ atramentow
1 bioatramentoéw maleje wraz ze wzrostem szybko$ci S$cinania, co okre§la si¢ jako
przerzedzanie przez S$cinanie, bedace charakterystycznym zachowaniem dla plynow
nienewtonowskich. Utatwia to przeptyw materialu przez igle, ktory po wyttoczeniu szybko
powraca do swojego stanu poczatkowego. Dodatkowo material powinien mie¢ konsystencje
umozliwiajacg wyttaczanie go w temperaturze pokojowej. Przy ustalonej wartosci ci$nienia
1 $rednicy igty, na jakos¢ 1 szerokos¢ wytltaczanych pasm materiatu ma wplyw takze predkosé¢
wytlaczania, parametr ten powinien by¢ dostosowany do lepkosci. Zbyt duza predkosé
wytlaczania skutkuje nieciggtoscig pasm, a zbyt mata powoduje nadmierne osadzenie si¢
materiatu [206]. Biorac pod uwage, ze powszechnie jako atramentow i bioatramentéw uzywa
si¢ polimerowych hydrozeli, duzym problemem moze by¢ brak stabilnosci hydrozelowego
rusztowania po wydrukowaniu. Stabe wtasciwosci mechaniczne oraz wysoka hydrofilowos¢
hydrozeli moga powodowa¢ zapadanie czy tez rozplaszczanie si¢ wydrukowanej struktury,
przez co trudno jest utrzymac ksztalt rusztowania otrzymanego wedtug wybranego modelu.
Dlatego tez opracowywane sa metody stabilizujagce struktur¢ po wydrukowaniu, ktore

jednoczesnie nie beda szkodliwe dla funkcjonowania komorek. Mozna je w ogolnosci
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podzieli¢ na gtdéwne dwie kategorie — sieciowanie oraz dodawanie do atramentow sktadnikow
wzmacniajacych wlasciwosci mechaniczne. W przypadku sieciowania najczesciej stosuje si¢
sieciowanie jonowe, enzymatyczne, fotopolimeryzacje rodnikowa oraz procesy indukowane
termicznie, natomiast w przypadku drugiej kategorii, materiaty o korzystnych wiasciwo$ciach
mechanicznych moga by¢ drukowane razem z hydrozelowym atramentem badz tworzone
osobno, stanowigc material podporowy, do ktérego drukowane jest hydrozelowe rusztowanie.
Po zakonczeniu drukowania i ustabilizowaniu, materialty podporowe moga zosta¢ usunigte
badZz pozosta¢ jako integralna cz¢$¢ rusztowania [207]. Kolejnym waznym punktem
w projektowaniu trojwymiarowych rusztowan jest zapewnienie korzystnego srodowiska dla
funkcjonowania komoérek, w szczeg6lnosci duzym wyzwaniem jest otrzymanie bioatramentu
o dobrze zdefiniowanej strukturze, ktory jednoczesnie bedzie wsparciem dla migracji,
proliferacji 1 réznicowania komorek. Optymalny ksztalt rusztowan hydrozelowych w druku
3D zazwyczaj uzyskuje si¢ dla sztywnych struktur, charakteryzujacych sie¢ wysokim
stezeniem polimeréw badz wysokim stopniem usieciowania, jednakze zbyt gesta sie¢
polimerowa moze utrudnia¢ procesy komorkowe. Balans pomiedzy wlasciwosciami
strukturalnymi a biologicznymi bioatramentu okresla si¢ mianem ,,0kna biofabrykacji” (ang.

biofabrication window) [202].

6.1. Materialy uzyte do dostosowania wlasciwo$ci nanokompozytéw do warunkéw

drukowania

6.1.1. Metyloceluloza

Hydrozelowe bioatramenty o matej gestosci usieciowania wywoluja pozytywna odpowiedz
komorkows, jednakze ich struktura moze by¢ zbyt niestabilna, by wiernie odwzorowaé
pozadany model rusztowania. Jedng ze strategii stosowang dla poprawy wlasciwosci
strukturalnych jest mieszanie hydrozeli z dodatkowymi sktadnikami, ktore wlasciwie dobrane
wzmocnig integralno$¢ rusztowania w trakcie procesu drukowania 1 jednocze$nie nie wptyna
negatywnie na komorki. Obiecujagcym komponentem dla takich zastosowan jest
metyloceluloza [208]. Metyloceluloza (MC) jest nietoksycznym biopolimerem i jednym
Z najpopularniejszych eterow celulozy, stosowanym w wielu gat¢ziach przemystu, m.in. jako
zageszczacz w przemysle spozywczym i w produkcji kosmetykow. Powstaje poprzez
podstawienie atomow wodoru odpowiednich grup hydroksylowych w strukturze celulozy
grupami metylowymi (Rysunek 15). Jest rozpuszczalna w wodzie, ale wraz ze wzrostem

stopnia podstawienia grupami metylowymi rozpuszczalnos¢ spada. MC jest klasyfikowana
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jako termoodwracalny zel - w nizszych temperaturach ma posta¢ zolu, natomiast wraz

ze wzrostem temperatury silnie wzrasta lepkos¢, co powoduje powstanie zelu [209].
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Rysunek 15. Struktura celulozy (A) i metylocelulozy (B) [208].

Zdolno$¢ MC do tworzenia mieszanin o wysokiej lepkosci juz przy matych st¢zeniach moze
by¢ wykorzystana w biodruku 3D. Wykazano, ze hydrozele na bazie metylocelulozy moga
by¢ z powodzeniem uzyte jako bioatramenty w metodzie ekstruzji. Poprzez zmiang
parametréw drukowania mozliwe bylo uzyskiwanie rusztowan o kontrolowanym rozmiarze
i geometrii, a przezywalno$¢ zastosowanej linii komorkowej mysich mioblastow po
wydrukowaniu rusztowania osiggata wartosci powyzej 80% [210]. MC moze by¢ takze
zmieszana z innymi biopolimerami w celu zwigkszenia ich lepkosci i uzyskiwania rusztowan
o pozadanej strukturze. Szeroko badane jest potaczenie alginianu i MC jako bioatramentéw
odpowiednich dla druku opartego na ekstruzji. Schiitz i wspotpracownicy wykazali,
ze dodatek 9% MC do 3% zolu alginianowego zwigkszyt znaczaco lepko$¢ bioatramentu,
co umozliwito wydrukowanie kilkudziesigciu warstw rusztowania razem z mezenchymalnymi
komorkami macierzystymi. Po wydrukowaniu MC byta usuwana z rusztowania w trakcie
hodowli komoérkowej, poniewaz nie brata udziatlu w procesie sieciowania alginianu [211].
Oprocz alginianu, potencjat w druku 3D w potaczeniu z MC wykazuja tez kwas hialuronowy
[212] oraz zZelatyna metakrylowana [213]. Metyloceluloza stanowi wiec atrakcyjny sktadnik
bioatramentow, znaczgco poprawiajac ich drukowalnos¢, ale nie zaburzajac przy tym
biokompatybilno$ci. Moze ona by¢ uzywana tylko na etapie drukowania do zwigkszenia
lepkosci atramentéw, gdyz nie bioragc udzialu w sieciowaniu nie jest integralng czgscia
rusztowania, [208]. Metyloceluloza zostala wykorzystana do zwie¢kszenia lepkosci

materialow hydrozelowych jako atramentéow do druku 3D opracowanych w ramach tej

pracy.



6.1.2. Tripolifosforan sodu

Alternatywnym rozwigzaniem dla szeroko stosowanego sieciowania biopolimerdéw poprzez
wytworzenie wigzan chemicznych z uzyciem aldehydu glutarowego czy genipiny jest
sieciowanie fizyczne oparte na oddzialywaniach jonowych. Tripolifosforan sodu (TPP,
Rysunek 16) jest popularnym jonowym S$rodkiem sieciujacym ze wzgledu na takie
wilasciwos$ci jak: nietoksycznos$¢, stabilno$é, tatwos¢ kontrolowania procesu i sieciowanie
w tagodnych warunkach [214]. W szczegolnosci, TPP nalezy do najczeSciej stosowanych
anionowych $rodkow sieciujgcych dla chitozanu, $rodek ten badany jest pod katem
otrzymywania chitozanowych nano- i mikroczastek, membran, hydrozeli, nanokompozytow
I innych rodzajow rusztowan dla zastosowan biomedycznych [215][216][217][218].
Co wigcej, TPP moze wzmacnia¢ wilasciwosci biomimetyczne rusztowan do regeneracji
tkanki kostnej. Wykazano, Ze chitozan usieciowany TPP podczas inkubacji w SBF stanowit
korzystniejszg matryce dla wytworzenia si¢ fazy mineralnej o zblizonych wiasciwosciach do
mineralu kostnego w poréwnaniu do matrycy sieciowanej aldehydem glutarowym, dla ktore;j
uzyskana faza mineralna znacznie roznita si¢ parametrami od naturalnego apatytu.
W przypadku matrycy sieciowanej TPP zaobserwowano rowniez efektywniejszg proliferacje

i zdolno$¢ do roznicowania komorek osteoblastopodobnych [219].

Na + Na +

Na +

Rysunek 16. Struktura tripolifosforanu sodu (TPP) [220].

Tworzenie usieciowanej struktury jest mozliwe dzigki oddziatywaniu grup aminowych
chitozanu jako polikationu z grupami fosforanowymi TPP, ktory jest ujemnie natadowany.
Tworzenie si¢ kompleksu polielektrolitowego pomiedzy chitozanem a TPP jest regulowane
przez pH. Parametr ten wptywa na stopien jonizacji zarowno chitozanu, jak 1 TPP, a stopien

jonizacji okresla wzajemne oddziatywania elektrostatyczne oraz stechiometri¢ sieciowania

[221][222].
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TPP wykorzystuje si¢ do jonowego sieciowania nie tylko struktur opartych na samym
chitozanie, ale tez rusztowan i membran na bazie polgczen chitozanu z alginianem [223],
z zelatyng [224] czy tez z kolagenem [225][226]. Potwierdzono, ze TPP moze by¢
efektywnym czynnikiem stabilizujacym takie struktury. Moze on by¢ tez stosowany
w podejsciu, ktore zaklada sieciowanie zardéwno fizyczne, jak i chemiczne. W jednej z prac
pokazano, ze chitozanowe nanoczastki sieciowane TPP oraz geniping w sposob
symultaniczny moga by¢ obiecujacym systemem dostarczania lekéw, charakteryzowaty sie
przedtuzonym uwalnianiem substancji w poréwnaniu do nanoczastek sieciowanych tylko TPP
[227]. Inna praca zademonstrowala, ze sieciowanie dwuetapowe z uzyciem TPP, a nastepnie
genipiny wzmacniato wlasciwosci mechaniczne rusztowan na bazie kolagenu, chitozanu
i polilaktydu, a jednoczesnie nie wptywato negatywnie na funkcjonowanie komorek [228].
W niniejszej pracy pasty hydrozelowe byly wstepnie sieciowane genipina, a po procesie
drukowania uzyskane tréjwymiarowe rusztowania byly stabilizowane poprzez uzycie

TPP.
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CZESC EKSPERYMENTALNA

I. Nanokompozyty oparte na hydrozelowej matrycy i czastkach

krzemionki

Wprowadzenie

Cze¢$¢ 1 badan dotyczy otrzymania i scharakteryzowania wilasciwosci fizykochemicznych
1 biologicznych nanokompozytéw opartych na hydrozelowej matrycy i czastkach krzemionki,
potencjalnie przydatnych jako wstrzykiwalne bioaktywne rusztowania do regeneracji tkanki
kostnej.

W pierwszym etapie (rozdzial 7) otrzymano i scharakteryzowano serie wstrzykiwalnych,
chemicznie sieciowanych hydrozeli ColChHA opartych na kolagenie (Col), chitozanie (Ch)
i kwasie hialuronowym (HA). Badnia te stanowily kontynuacj¢ i poszerzenie prac
zainicjowanych przez Autorke niniejszej rozprawy w ramach pracy magisterskiej. Wyboér tych
biopolimerow jako sktadnikéw hydrozeli byt podyktowany tym, ze zaréwno kolagen,
jak 1 kwas hialuronowy s3 waznymi skladnikami naturalnej ECM, a chitozan
wykazuje strukturalne podobienstwo do naturalnie wystepujacych glikozaminoglikanow.
Zastosowanym $rodkiem sieciujacym te uktady byta genipina. Otrzymanie hydrozeli byto
mozliwe dzigki temu, Ze genipina reaguje z pierwszorzgdowymi grupami aminowymi, ktore
sa obecne w strukturze kolagenu oraz chitozanu, natomiast kwas hialuronowy jako polianion
wbudowuje si¢ poprzez oddziatywanie z makromolekutami chitozanu, obdarzonymi
tadunkiem dodatnim, tworzac wzajemnie przenikajacg si¢ sie¢ polimerowg [229].
Wyniki badah dotyczace tego etapu zostaly opublikowane w pracy zatytulowanej:
Collagen/chitosan/hyaluronic acid — based injectable hydrogels for tissue engineering
applications — design, physicochemical and biological characterization (A. Gilarska,
J. Lewandowska-Lancucka, W. Horak, M. Nowakowska, Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces 170 (2018) 152-162) [230]. W oparciu o wyniki tych badan wybrano sktad
hydrozelu ColChHA, ktory nastepnie petnit role matrycy dla czastek krzemionki.

W kolejnym etapie (rozdzial 8) otrzymano i scharakteryzowano hydrozelowy material
hybrydowy na bazie wybranej we wczesniejszym etapie matrycy hydrozelowej ColChHA
i zdyspergowanych w niej czastek krzemionki, petnigcych funkcje fazy bioaktywnej. Czastki

krzemionki zostaly sfunkcjonalizowane powierzchniowo grupami aminowymi,
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co umozliwilo ich kowalencyjne zwigzanie z hydrozelowa siecia polimerowa w trakcie
sieciowania genipina (reagujacej z grupami aminowymi) i tym samym otrzymanie nowego
bioaktywnego i homogenicznego materialu hybrydowego. Zwigzanie kowalencyjne
nanoczastek krzemionkowych z matrycg eliminuje powazny problem, jakim jest separacja
fazowa czastek i ich niekontrolowana dyfuzja do tkanek w warunkach zastosowania in vivo
w sytuacji braku ich immobilizacji w matrycy. Opracowany material jest chroniony patentem
krajowym (M. Nowakowska, J. Lewandowska-Lancucka, A. Gilarska, patent polski nr
239179, do zgloszenia patentowego nr P.428993 (21.02.2019), HydroZelowy material
hybrydowy, sposob jego otrzymywania i zastosowanie, wilasciciel: UJ, data wydania decyzji
0 udzieleniu patentu 21.07.2021, data uzyskania (opublikowania) patentu: 08.11.2021) oraz
objety migdzynarodowymi zgloszeniami patentowymi (M. Nowakowska, J. Lewandowska-
Lancucka, A. Gilarska, wynalazek pt.: Hydrogel hybrid material, method of its
preparation and application, nr PCT/PL2020/050019, 21.02.2020 oraz US 17/426,629,
28.07.2021). Wyniki badan zostaly takze opublikowane w pracy: Genipin crosslinked
bioactive collagen/chitosan/hyaluronic acid injectable hydrogels structurally amended via
covalent attachment of surface-modified silica particles (J. Lewandowska-Eancucka,
A. Gilarska, A. Bula, W. Horak, A. Latkiewicz, M. Nowakowska, International Journal
of Biological Macromolecules 136 (2019) 1196-1208) [231].

7. Otrzymywanie i scharakteryzowanie hydrozeli opartych na kolagenie,

chitozanie i kwasie hialuronowym

7.1. Materialy i metody

7.1.1. Materialy

Kolagen typu I, z ogona szczurzego (4,1 mg/ml w 0,02N kwasie octowym, Corning), chitozan
(niska masa czgsteczkowa, Sigma-Aldrich), kwas hialuronowy (Sigma-Aldrich), genipina
(Challenge Bioproducts Co., 98%), kwas octowy (Chempur), kolagenaza (>125 U/mg,
Sigma-Aldrich), chlorek wapnia CaCl, (Sigma-Aldrich), etanol (POCh), medium hodowlane
(DMEM, Sigma-Aldrich), roztwor penicylina/streptomycyna (10.00 jednostek/ml), ptodowa
surowica bydlgca (FBS, HyClone), trypsyna (HyClone), glutaraldenyd (Sigma-Aldrich),
heksametylodisilazan ~ (HMDS,  Sigma-Aldrich),  komorki  ludzkiego  migsaka
kosciopochodnego (MG-63, ATCC).
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7.1.2. Otrzymywanie hydrozeli

Otrzymano seri¢ hydrozeli opartych na kolagenie i chitozanie - ColCh oraz na kolagenie,
chitozanie i kwasie hialuronowym — ColChHA. Hydrozele ColCh przygotowywano przez
zmieszanie 590 pl roztworu kolagenu, 241 pl roztworu chitozanu (roztwoér 1% (w/v) w 1%
kwasie octowym) i 169 pl roztworu genipiny (roztwér w 10x buforze PBS) o trzech
stezeniach: 2 mM (ColCh 2), 10 mM (ColCh 10) i 20 mM (ColCh 20). Stosunek wagowy
kolagenu do chitozanu wynosit 50:50. Hydrozele ColChHA przygotowywano przez
zmieszanie 590 pl roztworu kolagenu, 96-193 pl roztworu chitozanu, 48-145 ul roztworu
kwasu hialuronowego (roztwor 1% (w/v) w 10x buforze PBS) i 169 pl roztworu genipiny
0 trzech stezeniach: 2 mM, 10 mM i 20 mM. Ustalono trzy stosunki wagowe dla Col:Ch:HA,
odpowiednio 50:40:10 (ColChHA 4/1), 50:30:20 (ColChHA 3/2) i 50:20:30 (ColChHA 2/3).
Po poddaniu biopolimerowych zoli energicznemu wytrzasaniu, inkubowano je w 37 °C do

zakonczenia procesu zelowania.
7.1.3. Badanie wlasciwosci fizykochemicznych hydrozeli

Analiza widm FTIR

Przeprowadzono analize wigzan i grup funkcyjnych w strukturach hydrozeli, wykorzystujac
widma uzyskane przy uzyciu spektrometru podczerwieni z transformacja Fouriera FTIR
(Thermo Nicolet iS10 FTIR z przystawka ATR, Thermo Scientific). W tym celu wykonano
pomiar widm FTIR dla hydrozeli ColCh 10, ColChHA 4/1 10, ColChHA 3/2 10 oraz ColCh

2/3 10, ktore uprzednio zostaty poddane procesowi liofilizacji.

Badanie wlasciwosci reologicznych

Przeprowadzono badania wiasciwosci reologicznych na reometrze rotacyjnym MCR 301
(Anton Paar), wyposazonym w dodatkowg komor¢ P-PTD 200 umozliwiajaca stabilizacje¢
temperaturowg probek w badanym zakresie i zapobieganie ich wysychania. Badania
wykonano z wykorzystaniem geometrii pomiarowej typu plytka-ptytka o $rednicy 20 mm,
przy szczelinie pomiarowej h = 0,1 mm. Kazdg probke w formie zolu naktadano na ptytke
reometru (schtodzong do 4 °C) i zamykano komore. Nastepnie uktad byt podgrzewany do
temperatury 37 °C (0,33 °C/s). W celu okreslenia modutu zachowawczego G’ badane probki
poddano wymuszeniu oscylacyjnemu o nastepujacych parametrach: odksztatcenie y = 0,1%
z czestotliwo$cig f = 1 Hz. Pojedynczy pomiar probki trwat 60 minut, wykonano po trzy

powtorzenia dla kazdego rodzaju probki.
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Badanie procesu degradacji enzymatycznej

Przeprowadzono badania procesu degradacji hydrozeli w obecnosci enzymu — kolagenazy.
W tym celu przygotowana seri¢ hydrozeli (po trzy powtdrzenia dla kazdego rodzaju)
przeptukano woda dejonizowana, zwazono i przyjeto uzyskang wartos¢ jako 100% catkowitej
masy hydrozeli (Mo). Nastepnie przeniesiono materialy do ptytki 24-dotkowej, zalano
roztworem kolagenazy (1 ml/dotek, roztwor 0,2 mg/ml w buforze PBS z 0,36 mM CaCly),
zabezpieczono plytke i inkubowano w temperaturze 37 °C z delikatnym wytrzasaniem.
Po wyznaczonych punktach czasowych od rozpoczecia inkubacji (po 4, 24, 48, 72 i 144
godzinach) materiaty wazono (M), a nastgpnie przenoszono z powrotem do ptytki,
wymieniajagc kazdorazowo roztwdr kolagenazy na $wiezy. Zmiany masy w trakcie

eksperymentu wyrazono jako:

(4) Masa pozostata [%] = % * 100
0

7.1.4. Badanie adhezji i morfologii komoérek

Przeprowadzono badania biologiczne z wykorzystaniem linii komdrek osteoblastopodobnych
MG-63. Powierzchnia hydrozeli z wysianymi komoérkami MG-63 byta obrazowana przy
uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego SEM (FESEM, HITACHI S-4700). W tym
celu po trzech dniach prowadzenia hodowli komorkowej (gestos¢ wysiewu 2-10*
komorek/cm?), materiaty przeplukano buforem PBS i wykonano procedure utrwalania
i odwadniania hydrozeli z komorkami. Procedura byla nastepujaca: zalano materialy
roztworem glutaraldehydu (300 pl/dotek, roztwor 2,5% w PBS) i pozostawiono na 75 minut,
po tym czasie odciggnig¢to roztwor, przeptukano buforem PBS i traktowano materiaty
etanolem 0 rosngcych stezeniach - kolejno 60%, 70%, 80% i 90%, kazdorazowo poO
500 upl/dotek na 5 minut, po czym zalano materialy etanolem absolutnym na 7 minut.
Konicowym etapem bylo zanurzenie probek w heksametylodisilazanie (HMDS, 300 pl/dotek)
na okoto 15 minut i suszenie w temperaturze pokojowej. Tak przygotowane probki byty
naklejane na tasme¢ weglowa 1 bezposrednio przed obrazowaniem SEM napylane zlotem.
Mikrofotografie SEM  powierzchni  hydrozeli z komodrkami byly analizowane

z wykorzystaniem programu ImageJ.
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7.2. Wyniki i dyskusja
7.2.1. Otrzymywanie hydrozeli

Otrzymywano materialy hydrozelowe oparte na kolagenie (Col), chitozanie (Ch) i kwasie
hialuronowym (HA) o réznych stosunkach wagowych tych polimerow, sieciowane geniping
o trzech stezeniach: 2 mM, 10 mM i 20 mM. Nowe hydrozele ColChHA byty poréwnywane
z hydrozelem kontrolnym ColCh, ktoéry zostal opracowany i scharakteryzowany wczesniej,
takze w ramach pracy magisterskiej Autorki. Zestawienie wszystkich syntezowanych

materialdow przedstawia Tabela 1.

Tabela 1. Zestawienie otrzymywanych hydrozeli.

Material Stoz;uor;;e(l;(r\:ﬁ?&my Ste;ien[ir(:] I%/ele]nipiny
ColCh 2 2
ColCh 10 50:50:0 10
ColCh 20 20
ColChHA 4/1 2 2
ColChHA 4/1 10 50:40:10 10
ColChHA 4/1 20 20
ColChHA 3/2 2 2
ColChHA 3/2 10 50:30:20 10
ColChHA 3/2 20 20
ColChHA 2/3 2 2
ColChHA 2/3 10 50:20:30 10
ColChHA 2/3 20 20

W przypadku wszystkich rodzajow otrzymywanych hydrozeli obserwowano zmiane koloru
probek z lekko mlecznego na ciemnoniebieski w trakcie przej$cia ze stanu zolu do zelu,
co jest charakterystyczne dla procesu sieciowania z wykorzystaniem genipiny, ktora reaguje
z grupami aminowymi [104], obecnymi w strukturze kolagenu i chitozanu. Zmiany koloru

prébek przed i po zaj$ciu procesu zelowania przedstawia Rysunek 17.

74



Rysunek 17. Probki hydrozeli w stanie zolu (A) i po zajsciu procesu sieciowania (B).

7.2.2. Wlasciwosci fizykochemiczne hydrozeli

Analiza FTIR

Dokonano analizy grup funkcyjnych w strukturze hydrozeli, wykorzystujac spektrometr
FTIR. Widma FTIR hydrozeli sieciowanych geniping o stezeniu 10 mM przedstawia
Rysunek 18. Na widmach wszystkich probek pojawily sie charakterystyczne pasma amidowe
I i Il. Pasmo amidowe | odpowiada drganiom rozciggajacym wigzania C=0 przy okoto
1638 cm™, natomiast pasmo amidowe II odpowiada drganiom zginajacym wigzania N-H przy
okoto 1544 cm™. Dodatkowo pasmo przy 1059 cm™ mozna przypisa¢ ugrupowaniu C-O-C,
a szerokie pasmo w zakresie 3670-2500 cm™ jest zwigzane z drganiami rozciagajacymi O-H
i N-H w chitozanie [232]. Brak réznic migdzy widmem dla ColCh i widmami dla serii
ColChHA wskazuje, ze obecne w ukladzie makroczasteczki kwasu hialuronowego
oddziatywaty elektrostatycznie z makroczasteczkami chitozanu i nie dochodzito do

powstawania nowych wigzan chemicznych.
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Rysunek 18. Widma FTIR dla hydrozeli ColCh i ColChHA, sieciowanych genipinag o st¢zeniu 10 mM.

Wiasciwosci reologiczne

Wykonano pomiary wartosci modutu zachowawczego (G’) po 10, 30 i 60 minutach od
rozpoczecia eksperymentu dla probek wprowadzonych do uktadu pomiarowego w stanie zolu
bezposrednio po zmieszaniu wszystkich skladnikow. W poczatkowej fazie uklad byt
podgrzewany wedtug ustalonej procedury (od 4 °C do 37 °C), a nastepnie utrzymywat
uzyskang temperature (37 °C) do konca eksperymentu. Wartosci modutu G’ dla wszystkich
rodzajow probek przedstawia Rysunek 19. Modut zachowawczy G’ jest parametrem
opisujacym wiasciwosci sprezyste substancji podczas odksztatcenia. W przypadku hydrozeli
zachowanie sprezyste jest zwigzane z procesem sieciowania - mocniejsza i bardziej
usieciowana struktura hydrozeli przektada si¢ na wyzsze wartoéci modutu G’ [233].
Po 10 minutach prowadzenia pomiaru modut G’ dla wszystkich badanych rodzajow hydrozeli
przyjmowatl niskie warto$ci w zakresie od 2 do 24 Pa, wskazujac na stan zolu. Nastepnie
parametr ten rost w czasie, osiggajac maksymalne warto$ci po 60 minutach prowadzenia
pomiaru, co wskazuje na postepujacy proces sieciowania do momentu uzyskania zelu.
Otrzymywane hydrozele posiadaty zatem zdolno$¢ do przechodzenia ze stanu zolu do zelu
w temperaturze 37 °C. Umozliwia to ich potencjalne wykorzystywanie w charakterze

materiatow wstrzykiwalnych, wprowadzanych w postaci zolu do ubytku, a nastepnie
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sieciowanych in situ w warunkach fizjologicznych z utworzeniem zelu, stanowigcego

wsparcie dla odtwarzajacej si¢ tkanki.

Uzyskane wyniki pokazaty silng zalezno$¢ wartosci modulu G’ od stezenia genipiny,
im wyzsze stg¢zenie czynnika sieciujagcego w ukladzie, tym wigkszy stopien usieciowania
1 tym samym wyzsza warto$¢ G’. Najwyzsze wartosci G° wykazaty hydrozele sieciowane
geniping o najwyzszym stezeniu (20 mM), po 60 minutach eksperymentu wartosci te
wyniosty $rednio 2183 Pa dla ColCh 20, 1640 Pa dla ColChHA 4/1 20, 2720 Pa dla ColChHA
3/2 20 oraz 2163 Pa dla ColChHA 2/3 20. Réznice miedzy tymi warto$ciami wskazuja,
ze obecno$¢ kwasu hialuronowego (HA) w strukturze hydrozeli rowniez moze mie¢ wplyw
na modut G’, a efekt zalezny jest od stezenia HA. Nalezy jednak podkresli¢, ze nie
zaobserwowano znaczacego pogorszenia modutu G’ dla hydrozeli ColChHA w poréwnaniu
do hydrozelu ColCh, co potwierdza efektywna integracjc HA w hydrozelowa strukture.
W odréznieniu od kolagenu i chitozanu, kwas hialuronowy nie bierze udziatu w sieciowaniu
chemicznym geniping. Stabilno$¢ i zachowanie podobnych wlasciwosci sprezystych hydrozeli
ColChHA do hydrozelu ColCh mozna przypisa¢ oddziatywaniu ujemnie natadowanych grup
HA z dodatnio natadowanymi grupami Ch oraz tworzeniu przenikajacej si¢ sieci polimerowej

(ang. interpenetrating polymer network, IPN) [229][234].
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Rysunek 19. Warto$ci modutu zachowawczego G’ dla hydrozeli ColCh i ColChHA, osiagniete po 10, 30 i 60
minutach od rozpoczecia pomiaru. * nad czarng linig oznacza istotno$¢ statystyczng pomiedzy materiatami
o takim samym sktadzie polimeréw, sieciowanych 2 mM, 10 mM i 20 mM geniping w tym samym punkcie
czasowym (poziom istotnosci p < 0,05), # oznacza istotno$¢ statystyczng w poroéwnaniu z ColCh 20 po 10 min
(p < 0,05), % oznacza istotnos¢ statystyczng w poréwnaniu z ColChHA 4/1 2 po 10 min (p < 0,05), $ oznacza
istotnos$¢ statystyczng w porownaniu z ColChHA 3/2 2 po 10 min (p < 0,05).

Degradacja enzymatyczna

Zbadano proces degradacji enzymatycznej w warunkach in vitro, mase probek hydrozelowych
monitorowano po 4, 24, 48, 72 oraz 144 godzinach inkubacji w roztworze kolagenazy.
Degradacji nie poddano hydrozeli sieciowanych geniping o najnizszym stezeniu (2 mM)
ze wzgledu na ich zbyt duza ptynnos¢. Zmiany masy hydrozeli w trakcie eksperymentu
przedstawia Rysunek 20. Kolagenaza jest enzymem posiadajgcym zdolnos¢ do rozktadu
naturalnego kolagenu [235] i dzigki temu byla czynnikiem powodujacym redukcje masy
badanych hydrozeli, gdyz wszystkie zawieraly kolagen. Po 4 godzinach inkubacji
w roztworze enzymu ubytek masy wynidst srednio od 30 do 70% dla prébek sieciowanych
geniping o stezeniu 10 mM oraz od 20 do 40% dla probek sieciowanych geniping o st¢zeniu

20 mM. W nastgpnych punktach czasowych obserwowano dalszy postep degradacji badanych

materialdow z zachowaniem tendencji wigkszych spadkow masy dla hydrozeli sieciowanych
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nizszym stezeniem genipiny. Po 144 godzinach konczacych eksperyment hydrozele
sieciowane geniping o st¢zeniu 10 mM zachowaty od okoto 1 do 10% masy poczatkowe;j,
a te sieciowane geniping o st¢zeniu 20 mM zachowaly od 5 do 20% masy poczatkowej,
przy czym najwicksza mase pozostata wykazat hydrozel ColChHA 4/1 20 ($rednio 20% masy
poczatkowej). Wyniki potwierdzily, ze zastosowanie wyzszego stezenia genipiny pozwala na
uzyskanie hydrozeli o wickszej gestosci usieciowania, co utrudnia dyfuzje czasteczkom
kolagenazy i tym samym spowalnia proces degradacji [156]. Szybkos¢ degradacji moze by¢

zatem dostosowana w zaleznosci od potrzeb poprzez zmiang st¢zenia genipiny.
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Rysunek 20. Zmiany masy hydrozeli ColCh i ColChHA sieciowanych geniping o stezeniach 10 i 20 mM
w obecnosci kolagenazy. * nad czarng linig oznacza istotnos¢ statystyczng pomiedzy hydrozelami sieciowanymi
geniping o stezeniu 10 i 20 mM w tym samym punkcie czasowym badania degradacji (p < 0,05).

7.2.3. Adhezja i morfologia komorek

Zbadano adhezj¢ 1 morfologie komorek linit MG-63 hodowanych przez 3 dni na powierzchni
hydrozeli sieciowanych geniping o stgzeniu 10 i 20 mM. Podobnie jak w przypadku
degradacji nie badano hydrozeli sieciowanych geniping o najnizszym stezeniu (2 mM).

Utrwalone komoérki obrazowano, wykorzystujac skaningowy mikroskop elektronowy (SEM),
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mikrofotografie powierzchni materialdow z komoérkami przedstawia Rysunek 21A. Komorki
sg dobrze widoczne na wszystkich badanych hydrozelach. Na adhezj¢ i ksztalt komorek
wptywaja wlasciwosci mechaniczne hydrozeli, a w szczegdlnosci sztywnosé. W przypadku
hydrozeli ColCh mozna zauwazyC, ze komorki przyjmowaly gléwnie kuliste ksztalty,
natomiast na hydrozelach zawierajacych dodatkowo kwas hialuronowy (ColChHA) komorki
byly bardziej rozptaszczone i wydluzone, efekt ten jest lepiej widoczny dla materiatow
sieciowanych geniping o stezeniu 20 mM. Obserwacje te zostaly potwierdzone poprzez
wyznaczenie $redniej powierzchni rozptaszczenia komorek na hydrozelach (Rysunek 21B).
Komoérki o kulistych ksztattach na hydrozelach ColCh zajmowaly znacznie mniejsza
powierzchni¢ w poréwnaniu z bardziej rozplaszczonymi komodrkami na hydrozelach
ColChHA. Dodatkowo w przypadku materiatow ColChHA widoczny byt trend wskazujacy na
wzrost powierzchni komorek hodowanych na hydrozelach sieciowanych przy uzyciu genipiny
0 wyzszym stezeniu genipiny (20 mM). Najwigksza powierzchni¢ rozptaszczenia komorek
wykazano dla materiatow ColChHA 4/1 20 oraz ColChHA 2/3 20. Zastosowanie wyzszego
stezenia genipiny pozwala na uzyskanie wigkszego stopnia usieciowania i sztywniejszych
materiatdw. Badania reologiczne potwierdzity wyzsze wartosci modutu zachowawczego G’
dla tych hydrozeli w poréwnaniu do hydrozeli sieciowanych geniping o nizszym stezeniu.
Doniesienia literaturowe wskazuja, ze na mniej sztywnych podlozach komodrki moga
przyjmowac¢ bardziej zaokraglone ksztalty, natomiast im sztywniejsze jest podtoze tym ksztalt

komorek moze by¢ bardziej zroznicowany, z tendencjg do rozptaszczania [236][237].
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Rysunek 21. Mikrofotografie SEM przedstawiajace morfologie komoérek MG-63 hodowanych przez 3 dni
na powierzchni hydrozeli ColCh oraz ColChHA sieciowanych geniping o st¢zeniu 10 i 20 mM (A) oraz $rednia
powierzchnia rozptaszczenia komérek MG-63 hodowanych przez 3 dni na powierzchni hydrozeli ColCh oraz
ColChHA sieciowanych geniping o stezeniu 10 i 20 mM (B). * nad czarng linia oznacza istotnos¢ statystyczna
pomigdzy hydrozelami o takim samym skladzie polimeréow, sieciowanymi geniping o stezeniu 10 i 20 mM
(p < 0,05), # oznacza istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu z hydrozelem ColCh 10 (p < 0,05), % oznacza
istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu z hydrozelem ColCh 20 (p < 0,05).

7.3. Podsumowanie

Otrzymano i scharakteryzowano biomimetyczne materialy hydrozelowe, ktore moga by¢
potencjalnie przydatne jako wstrzykiwalne rusztowania dla potrzeb inzynierii tkankowe;.
Komponentami hydrozeli byty biopolimery — kolagen, chitozan oraz kwas hialuronowy, ktore
naleza do najczegsciej stosowanych polimerdw naturalnych w inzynierii tkankowe;j,
a czynnikiem sieciujacym te uklady byla genipina. Badania wykazaty, ze zaréwno sktad
biopolimerow, jak i uzyte stezenie genipiny miaty wptyw na wilasciwosci fizykochemiczne
i biologiczne otrzymanych hydrozeli. Poprzez monitorowanie procesu sieciowania
w badaniach reologicznych potwierdzono, ze hydrozele posiadaty potencjal sieciowania

in situ w temperaturze 37 °C i moga by¢ aplikowane w formie wstrzykiwalnej. Hydrozele
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sieciowane geniping o najwyzszym st¢zeniu (20 mM) charakteryzowaly sie stabilng strukturg
o lepszych wlasciwosciach mechanicznych, a proces degradacji enzymatycznej zachodzit
wolniej w poréwnaniu do hydrozeli sieciowanych geniping o nizszym st¢zeniu. Najnizsze
uzywane stezenie genipiny (2 mM) okazalo sie¢ niewystarczajagce dla zapewnienia
integralno$ci materiatow podczas procesu degradacji i w warunkach hodowli komoérkowe;.
Obecnos¢ kwasu hialuronowego w strukturze hydrozeli istotnie wspierata adhezje komoérek

linii MG-63 na powierzchni badanych materiatow.

Wstepne badania prowadzone w ramach pracy magisterskiej Autorki dowiodty, ze hydrozele
ColChHA posiadaja wysoki stopnien pegcznienia, hydrofilowa powierzchni¢ oraz nie sa
toksyczne dla komorek linii MG-63. Wyniki badan przeprowadzonych w ramach niniejszej
pracy doktorskiej wskazuja, ze najbardziej obiecujacymi hydrozelami sposrod wszystkich
badanych sa materialty ColChHA 4/1 1 ColChHA 2/3 sieciowane najwyzszym stgezeniem
genipiny (20 mM) ze wzgledu na najlepsze whasciwosci mechaniczne, wolniejsza degradacje
oraz zapewnienie najlepszego $rodowiska dla adhezji i rozptaszczania si¢ komorek.
Po wnikliwej analizie wszystkich przeprowadzonych eksperymentow do kolejnego etapu
badan jako hydrozelowa matryca do otrzymania materialu hybrydowego zostal wybrany

hydrozel ColChHA 4/1 20.

8. Otrzymywanie i scharakteryzowanie materialtow hybrydowych opartych

na matrycy hydrozelowej i czastkach krzemionki

8.1. Materialy i metody

8.1.1. Materialy

Oprocz odczynnikow wymienionych w rozdziale 7 (punkt 7.1.1, str. 71) uzyto réwniez:
kolagen typu I, z ogona szczurzego (3,5 mg/ml w 0,02N kwasie octowym, Corning),
tetractoksysilan (TEOS, >98%, Fluka), 3-aminopropylotrietoksysilan (APTES, >98%, Fluka),
chlorek sodu NaCl (POCh), wodoroweglan sodu NaHCOz (POCh), chlorek potasu KCI
(Chempur), trojwodny fosforan potasu KoHPOs4 - 3H2O (Sigma-Aldrich), szesciowodny
chlorek magnezu MgCl, - 6H2O (POCh), chlorek wapnia CaCl. (Sigma-Aldrich), siarczan
(V1) sodu Naz;SO4 (POCh), tris(hydroksymetylo)aminometan (HOCH2)sCNH> (tris, Sigma-
Aldrich), kwas solny HCI 1M (POCh), odczynnik Alamar Blue (Invitrogen), bufor do lizy
komorek Cell Digestion Buffer i Cell Assay Buffer [tris(hydroksymetylo)aminometan

(HOCH2)3sCNH: (tris, Sigma-Aldrich), chlorek cynku ZnCl, (POCh), szesciowodny chlorek
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magnezu MgCl, - 6H,0 (POCh), Triton X-100 (POCh)], fosforan paranitrofenolu (pNPP,
Sigma-Aldrich).

8.1.2. Otrzymywanie czastek Kkrzemionki funkcjonalizowanych powierzchniowo

grupami aminowymi

Sfunkcjonalizowane grupami aminowymi czastki krzemionkowe otrzymano metodg zol-zel.
Do mieszaniny sktadajacej si¢ z etanolu (5,1 ml) i wody (5ml) wprowadzono kolejno 1 ml
tetraetoksysilanu (TEOS) i 0,1 ml aminopropylotrietoksysilanu (APTES). Uzyskana w ten
spos6b mieszaning mieszano przy uzyciu mieszadta magnetycznego przez 30 minut
w temperaturze pokojowej. Otrzymany material poddano procesowi wirowania, a nastepnie
oczyszczono przeptukujac woda dejonizowang 1 wirujac. Cykl plukania/wirowania
powtdrzono czterokrotnie. Material suszono w piecu préozniowym w temperaturze 60 °C.

Po oczyszczeniu uzyskano biaty proszek.

8.1.3. Scharakteryzowanie czastek krzemionki

Badanie skladu powierzchniowego

Efekt funkcjonalizacji  powierzchni  czastek  krzemionki  grupami  aminowymi
charakteryzowano, wykorzystujac spektrometr podczerwieni z transformacja Fouriera FTIR
(Thermo Nicolet iS10 FTIR z przystawka ATR, Thermo Scientific). Sktad powierzchniowy
analizowano takze przy uzyciu rentgenowskiej spektrometrii fotoelektronow XPS (ESCA,
PREVAC). Do pomiaréw XPS probki suszono w temperaturze 100 °C przez 24 godziny oraz
wykorzystywano uktad do neutralizacji tadunku powierzchniowego FS40A-PS (PREVAC).
Analize otrzymanych danych przeprowadzono korzystajac z programu CasaXPS.
Identyfikacj¢ sktadu pierwiastkowego badanego materiatu wykonano na podstawie potozenia

pikow na widmie.

Badanie morfologii, rozmiaru i potencjalu zeta

Wykonano pomiary srednic hydrodynamicznych (d;), wykorzystujac metode dynamicznego
rozpraszania $wiatla DLS oraz pomiary potencjatéw zeta ({) czastek krzemionkowych,
wykorzystujac technike laserowego pomiaru predkosci metoda Dopplera LDV. Do pomiaréw
$rednic hydrodynamicznych i potencjatéw zeta uzyto aparat Nano ZS (Malvern Instruments).
Dla okreslenia rozmiaréw i morfologii powierzchni czastek krzemionki wykonano takze

obrazowanie skaningowym mikroskopem elektronowym SEM (FESEM, HITACHI S-4700).
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W tym celu kropl¢ zawiesiny z czastkami umieszczano na poditozu krzemowym

1 pozostawiono do wyschnigcia. Bezposrednio przed badaniem SEM probki napylano ztotem.

Badanie porowatosci

Wyznaczono rozmiar porow oraz powierzchni¢ wiasciwa (Sger) czastek Kkrzemionki,
korzystajac z pomiaru izoterm adsorpcji azotu. Eksperyment adsorpcji azotu przeprowadzono
w temperaturze -196 °C przy pomocy automatycznego analizatora powierzchni wlasciwe;j
i porowatosci 3 Flex (Micromeritics). Przed pomiarami probki odgazowano w temperaturze
40 °C przez 24 godziny. Powierzchnia wiasciwa zostata okreslona na podstawie modelu
Brunauera, Emmetta i Tellera (BET), a objetos¢ porow wedlug metody Barreta, Joynera
i Halendy (BJH).

8.1.4. Otrzymywanie materialéw hybrydowych

Materialy hybrydowe otrzymywano w wyniku jednoczesnego sieciowania geniping
mieszaniny biopolimeréw (kolagenu, chitozanu i kwasu hialuronowego) i powierzchniowo
modyfikowanych czastek krzemionkowych. Zmieszano odpowiednie objgtosci roztworow
biopolimerow: 590 ul roztworu kolagenu, 193 ul roztworu chitozanu (roztwoér 1% (w/v)
w 1% kwasie octowym) i 48 pl roztworu kwasu hialuronowego (roztwor 1% (w/v)
w 10x buforze PBS) — wedtug procedury opisanej w rozdziale 7 (punkt 7.1.2, str. 72) dla
hydrozelu ColChHA 4/1. Otrzymany zol poddano energicznemu wytrzgsaniu, a nast¢pnie
dodano 0,3 ml wodnej zawiesiny sfunkcjonalizowanych czastek krzemionkowych
o odpowiednim st¢zeniu (C1 = 16,6 mg/ml, C2 = 8,3 mg/ml, C3 = 1,7 mg/ml). Mieszaning
ponownie wytrzasano, a nastgpnie dodawano 169 pl roztworu genipiny (roztwor o stezeniu
20 mM, sporzadzony w 10x buforze PBS) i inkubowano w temperaturze 37 °C az do
catkowitego usieciowania. Stosunek wagowy biopolimeréw w otrzymanym materiale
wyniost: Col:Ch:HA - 50:40:10. Stosujac trzy rdézne stezenia zawiesin czgstek
krzemionkowych otrzymano trzy rodzaje materiatow hybrydowych: ColChHA 4/1 C1,
ColChHA 4/1 C2 i ColChHA 4/1 C3. Jako material kontrolny otrzymano hydrozel
o analogicznym sktadzie biopolimerow, ale bez dodatku czastek krzemionkowych (ColChHA
4/1).
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8.1.5. Badania wlasciwosci fizykochemicznych materialow hybrydowych

Badanie zdolnosci do pecznienia

Przeprowadzono badania zdolno$ci uzyskanych materiatéw hydrozelowych do pecznienia
w warunkach fizjologicznych. W tym celu otrzymywano seri¢ materiatbw (po trzy
powtdrzenia dla kazdego rodzaju), przenoszono je do ptytek 6-dotkowych i zalewano
buforem PBS (3 ml/dotek). Ptytki zabezpieczano i inkubowano w 37 °C z delikatnym
wytrzasaniem przez 24 godziny. Nastepnie odciggano PBS 1 przeptukiwano dwukrotnie wodg
dejonizowang, kazdorazowo inkubujgc materiaty w 37 °C przez 30 minut. Po odciggni¢ciu
wody wazono materialty (Ms) i poddano procesowi liofilizacji. Zliofilizowane materiaty

ponownie zwazono (Mg). Stopien pecznienia materiatu (SR) wyznaczano, stosujac wzor:

(5) SR[%] = =4 100

d

Badanie liofilowosci

W celu okreslenia liofilowosci materiatow wykonywano pomiary kata zwilzania przy uzyciu
urzadzenia Surftens Universal instrument (OEG GmbH, Frankfurt, Germany). Dla kazdego
rodzaju materiatu wykonywano po pi¢¢ pomiarow katow zwilzania, starajac si¢, aby punkty
pomiarowe obejmowaty jak najwigkszy obszar dostgpnej powierzchni probki. Z otrzymanych

danych obliczano sredni kat zwilzalnosci dla kazdego materiatu.

Badanie wlasciwosci reologicznych

Przeprowadzono badania wlasciwosci reologicznych stosujac reometr rotacyjny MCR 301
(Anton Paar), zgodnie z procedura opisang w punkcie 7.1.3 (str. 72). Badania wykonano
z wykorzystaniem geometrii pomiarowej typu plytka-ptytka o $rednicy 20 mm,
przy szczelinie pomiarowej h = 1 mm, probki poddano wymuszeniu oscylacyjnemu
o nastepujacych parametrach: odksztatcenie y = 1% z czestotliwoscig f = 1 Hz. Pojedynczy

pomiar probki trwat 60 minut, wykonano po trzy powtorzenia dla kazdego rodzaju préobki.

Badanie procesu degradacji

Degradacja w buforze PBS

Przez okres 21 dni monitorowano proces degradacji materiatéw hydrozelowych w buforze
PBS. Przygotowang do tego eksperymentu seri¢ materialéw (po trzy powtdrzenia dla kazdego
rodzaju) przeptukano wodg dejonizowang, zwazono i przyjeto uzyskang warto$¢ jako 100%
catkowitej] masy hydrozeli (Mo). Nastgpnie przeniesiono materiaty do plytki 24-dotkowej,

zalano buforem PBS (1 ml/dotek), zabezpieczono ptytke i inkubowano w temperaturze 37 °C
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z delikatnym wytrzasaniem. W okreSlonych punktach czasowych w okresie 3 tygodni
sprawdzano ubytek masy materiatdéw, kazdorazowo wazac je (M), a nastgpnie zalewajac
swiezym PBS. Zmiany masy w trakcie eksperymentu wyrazono jako % masy pozostalej,

obliczany wedtug wzoru (4) w punkcie 7.1.3 (str. 73).

Degradacja enzymatyczna

Przez okres 144 godzin monitorowano proces degradacji materiatbw w obecnosci enzymu
kolagenazy (roztwér 0,2 mg/ml w buforze PBS z 0,36 mM CaCly) zgodnie z procedurg

opisang w punkcie 7.1.3 (str. 73). Zmiany masy w trakcie eksperymentu wyrazono jako %

masy pozostatej, obliczany wedtug wzoru (4).

8.1.6. Badanie biomineralizacji in vitro

Prowadzono badania zdolno$ci do tworzenia si¢ fazy mineralnej na powierzchni materialow
hydrozelowych poprzez inkubacje w symulowanym sztucznym osoczu (SBF).

Otrzymywanie SBF

Sztuczne osocze przygotowywano wedlug procedury opisanej przez Kokubo i1 Takadama
[238]. W Tabeli 2 znajduje si¢ wykaz wszystkich reagentéw i ich ilosci uzytych do
otrzymania 1000 ml SBF.

Tabela 2. Reagenty uzyte do otrzymania SBF.

Lp. Reagenty Ilos¢
1 NaCl 8,035¢
2 NaHCO3 0,355¢
3 KCI 0,225¢
4 K2HPO4 0,231 ¢
5 MgCl2 0,311g¢
6 1 M HCI 39 ml
7 CaCl2 0,292 g
8 Na2S04 0,072 ¢g
9 Tris 6,118 g
10 1 M HCI 0-5ml
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Do plastikowej zlewki wprowadzono 700 ml wody dejonizowanej, umieszczono jg w tazni
wodnej, a cato$¢ ustawiono na mieszadle magnetycznym i podgrzano wode¢ do 36,5 + 1,5 °C.
W takiej temperaturze rozpuszczano reagenty w kolejnosci od 1 do 8 (Tabela 2). Nastgpnie
dodano wody dejonizowanej do uzyskania objetosci 900 ml i ustalono temperature
36,5 + 1,5 °C. Do roztworu wprowadzono elektrode pH-metru i rozpuszczano Tris przy
jednoczesnym pomiarze pH. Kiedy pH wyniosto 7,30 + 0,05, sprawdzono temperature,
aby wynosita 36,5 + 1,5 °C. Nastepnie podniesiono pH na 7,45 + 0,01 przez dodanie Tris,
po czym obnizono pH do 7,42 + 0,01 przez dodanie 1 M HCI. Rozpuszczono pozostaty Tris,
uwazajac by pH miescito si¢ w zakresie 7,42 — 7,45, a dalej ustalono temperature roztworu na
36,5 + 0,2 °C. Ostatecznie ustalono pH réwne 7,40 w temperaturze 36,5 °C. Roztwor przelano
z plastikowej zlewki do kolby i uzupelniono woda dejonizowang do kreski. Roztwor
wymieszano i ochtodzono do temperatury pokojowej, po czym przechowywano w lodowce

przez 30 dni.

Inkubacja materialow w SBF

Materialy hybrydowe umieszczono w plytce 24-dotkowej, zalano roztworem SBF
(1 ml/dotek) i inkubowano w 37 °C przez 7 dni, wymieniajac SBF co 2 dni na $wiezy.
Po =zakonczeniu inkubacji materialty przeptukano kilka razy woda dejonizowang

i zliofilizowano.

Strukture powierzchni zliofilizowanych materialdéw zobrazowano przy pomocy skaningowego
mikroskopu elektronowego (FESEM HITACHI S-4700). W celu potwierdzenia obecnosci
fazy mineralnej i wyznaczenia stosunku wapnia do fosforu dokonano mikroanalizy

rentgenowskiej (EDS, NORAN Vantage). Przed obrazowaniem probki napylono ztotem.
8.1.7. Badania wlasciwosci biologicznych in vitro

Do badan biologicznych in vitro wykorzystano lini¢ komoérek osteoblastopodobnych MG-63.
Na potrzeby hodowli komoérek przygotowywano pozywke, ktora sktadata sie z medium
hodowlanego (DMEM), suplementowanego antybiotykami  (roztwor — penicylina/
streptomycyna) w ilosci 1% (obj.) oraz ptodowej surowicy bydlecej (FBS), ktéra stanowita
10% (obj.) calkowitej ilosci pozywki. Pozywke wymieniano co 2-3 dni hodowli.
W celu wykonania pasazu odrywano zaadherowane do dna butelki hodowlanej komorki
w sposob chemiczny z wykorzystaniem trypsyny. Materiaty hybrydowe do hodowli
komoérkowej otrzymywano w plytkach 24-dotkowych (po 3 powtoérzenia dla kazdego

rodzaju), przeptukiwano dwukrotnie buforem PBS, kazdorazowo inkubujac je przez 30 minut
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z delikatnym wytrzasaniem. Nastgpnie sterylizowano je promieniowaniem UV przez okoto
20 minut i inkubowano przez godzing w obecnos$ci medium hodowlanego (0,5 ml/dotek,
bez FBS) w warunkach hodowli komodrkowej (37 °C, 5% CO2). Bezposrednio przed
wysiewaniem komodrek usuwano medium z materiatow, komorki wysiewano na materiatach

w ilo$ci 2-10* komorek/cm?.

Badanie zywotnos$ci komorek — test Alamar Blue

Test zywotnosci komoérek wysianych na materiatach prowadzono z uzyciem odczynnika
Alamar Blue po 1, 3 oraz 7 dniu hodowli komérkowej. Roztwor Alamar Blue otrzymywano,
dodajac do pozywki odczynnik Alamar Blue, ktory stanowit 10% (obj.) catkowitej iloSci
roztworu. Po usuni¢ciu z materiatdw pozywki, wprowadzano po 200 pl/dotek roztworu
Alamar Blue, zabezpieczano ptytki folig aluminiowa i zostawiano w inkubatorze hodowlanym
na 2 godziny i 40 minut. Po uptywie tego czasu pobierano po 100 pul roztworu z kazdego
dotka i przenoszono do plytek 96-dotkowych. Ptytki umieszczano w czytniku mikroplytek
TECAN Infinite M200 i przeprowadzano pomiar absorbancji przy dlugosciach fali 560 nm
i 600 nm. Warto$ci absorbancji przeliczano na ilo$¢ komorek, korzystajac z krzywej

kalibracyjnej otrzymanej z pomiaréw absorbancji dla znanych ilosci komérek MG-63.

Badanie aktywnosci fosfatazy alkalicznej — test ALP

Test na aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej ALP byl prowadzony réwnolegle do testu Alamar
Blue po 3 i 7 dniu hodowli komoérek na materiatach. Aby przygotowa¢ materiaty do testu
ALP, po przeprowadzeniu testu Alamar Blue materialy plukano dwukrotnie buforem PBS,
a nastgpnie zalewano je buforem do lizy komorek (Cell Digestion Buffer, 200 ul/dotek), ktory
sporzadzono przez 10-krotne rozcienczenie wodnego roztworu Cell Assay Buffer (1,5 M Tris,
1 mM ZnClz, 1 mM MgClI; z dodatkiem 1% surfaktanta Triton X-100). Zalane tym buforem
materialy umieszczano w inkubatorze hodowlanym na 30 minut, po czym zostawiano je na
24 godziny w temperaturze 4 °C. Nastepnego dnia zbierano lizat z dolkéw poprzez
zdrapywanie komorek z powierzchni materialow, zebrane probki mieszano przez wytrzasanie
i wirowano przez 5 minut. Przygotowano roztwor substratu poprzez rozpuszczenie 37,1 mg
fosforanu paranitrofenolu (pNPP) w 20 ml Cell Assay Buffer. Do ptytki 96-dotkowe;j
wprowadzano po 190 ul roztworu pNPP i po 10 ul probki eksperymentalnej (zebrane
z materialow lizaty komorkowe), nastepnie plytke zabezpieczano folia aluminiowa
I pozostawiano w temperaturze pokojowej na okoto 50 minut. W kolejnym etapie
umieszczano plytke w czytniku mikroptytek TECAN Infinite M200 i przez 6 minut
wykonywano, co minute, pomiar absorbancji przy dlugosci fali 405 nm. Aby przeliczy¢
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absorbancje na ilo$¢ wytworzonego produktu (paranitrofenol, pNP, (hmol)), zastosowano

roéwnanie:

AA4,10'K

(6) prOdUkt [anI] = ( ) * Veatkowita

probki

gdzie AA,, - rdznica absorbancji pomie¢dzy nastgpujacymi po sobie pomiarami,
K — wspodtczynnik wyznaczany z krzywej kalibracyjnej rowny stgzeniu paranitrofenolu przy
absorbancji A = 1, objetosci: Virepki — 10 pl, Vearkowita= 200 pl. Po odpowiednim przeliczeniu
ilosci produktu, wyniki odnoszono do liczby zywych komoérek z testu Alamar Blue.
Tym samym aktywno$¢ ALP wyrazano jako ilo$¢ produktu (pNP) w przeliczeniu na liczbe

zywych komorek.

Badanie adhezji i morfologii komorek

Powierzchnia materiatow z wysianymi komorkami linii MG-63 byta obrazowana przy uzyciu
skaningowego mikroskopu elektronowego SEM (FESEM, HITACHI S-4700). W tym celu
po trzech dniach prowadzenia hodowli komoérkowej materiaty przeptukano buforem PBS
i wykonano procedurg utrwalania i odwadniania zgodnie z opisem zamieszczonym w punkcie
7.1.4 (str. 73). Bezposrednio przed obrazowaniem SEM probki byly napylane zlotem.
Mikrofotografie SEM  powierzchni  hydrozeli z komodrkami byly analizowane

z wykorzystaniem programu ImageJ.
8.2. Wyniki i dyskusja

8.2.1. Otrzymywanie czastek krzemionki funkcjonalizowanych powierzchniowo

grupami aminowymi

Otrzymano czastki krzemionki funkcjonalizowane grupami aminowymi na powierzchni,
wykorzystujac jednoetapowa metode zol-zel (ang. one-pot sol-gel method) w uktadzie
tetraetoksysilan (TEOS)/aminopropylotrietoksysilan (APTES)/etanol/woda (Rysunek 22)
[239]. Grupy aminowe obecne w strukturze APTES s3a zdolne do katalizowania reakcji
hydrolizy i kondensacji TEOS [240]. Jak wykazal Ottenbrite i wspotpracownicy, dodatek
APTES do uktadu TEOS/etanol/woda powodowal gwaltowny wzrost pH mieszaniny,
wynikajacy z protonacji grup aminowych oraz wytwarzaniu duzej ilosci jonéw OH,
co zapoczatkowato reakcje zol-zel [241]. Warunki syntezy czastek krzemionki
funkcjonalizowanych grupami aminowymi zostaly zoptymalizowane w celu otrzymywania

struktur o zdefiniowanym rozmiarze oraz zapewnienia wspotistnienia na powierzchni grup
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aminowych oraz grup silanolowych (Si-OH), ktore sprzyjajg formowaniu si¢ hydroksyapatytu

w warunkach in vivo.

TEOS
M0 SR
S-2 \5{\
/ ToC Hs
HsC C,H.OH /H,0
+ —_—
25°C
APTES

0CHs czastka krzemionkowa
sfunkcjonalizowana
grupami aminowymi

Rysunek 22. Schemat otrzymywania sfunkcjonalizowanych grupami aminowymi czastek krzemionkowych.

8.2.2. Wlasdciwosci fizykochemiczne czgstek krzemionki

Sklad powierzchniowy

Wykonano analiz¢ grup funkcyjnych obecnych na powierzchni otrzymanych czastek
krzemionki, wykorzystujac spektroskopie FTIR. Zarejestrowane widmo jest przedstawione na
Rysunku 23A. Intensywne waskie pasmo przy 1027 cm™ pochodzi od drgan zginajacych
Si-O, a pik przy 779 cm™? od drgan rozciagajacych Si-O-Si, co jest typowe dla struktury
krzemionki. Pasmo przy 942 cm® mozna przypisa¢ grupom Si-OH, natomiast pik przy
1523 cm™ pochodzi od grup NH2. Pasmo przy 1626 cm™ mozna przypisaé¢ do zaadsorbowanej
H20, natomiast szerokie rozleglte pasmo pojawiajace sic w zakresie 2600-3650 cm™ jest
ztozeniem pasm pochodzacych od zaadsorbowanych czasteczek wody, grup OH™ obecnych na
powierzchni probki i grup aminowych [239][242]. Analiza grup funkcyjnych potwierdzita
zatem obecno$¢ na powierzchni czastek krzemionki zaréwno grup aminowych, jak 1 grup

silanolowych.

W celu pehniejszej analizy sktadu powierzchniowego otrzymanego materialu wykonano
analize z uzyciem spektroskopii fotoelektrondéw (XPS). Pozwala ona na okreslenie
jakosciowego 1 ilosciowego sktadu pierwiastkowego warstwy powierzchniowej badanego
materiatu [243]. Rysunek 23B przedstawia widmo XPS, natomiast w Tabeli 3 zawarto
pierwiastkowy sktad powierzchni dla sfunkcjonalizowanych grupami aminowymi czastek
krzemionki. Obecne na widmie piki mozna przypisa¢ do O 1s (531,1 eV), N 1s (402,6 eV),
C 1s (286,5 eV), Si 2s (155,1 eV) i Si 2p (103,5) [244]. Sygnaty pochodzace od N 1si C 1s

mozna uzna¢ za diagnostyczne dla powierzchniowej funkcjonalizacji przy pomocy APTES,
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poniewaz czastki krzemionki otrzymane z TEOS nie zawierajg tych pierwiastkow. Analiza
sktadu powierzchni materiatu (Tabela 3) wykazata otrzymanie struktur SICON o sktadzie
atomowym odpowiednio 78%, 3%, 7% 1 12% dla O, N, C i Si. Teoretyczny sktad atomowy
obliczono, zaktadajgc struktur¢ chemiczng funkcjonalizowanych czgstek krzemionkowych
wynikajaca z zastosowanego w syntezie stosunku molowego TEOS:APTES (10:1).
W przypadku danych eksperymentalnych mozna zauwazy¢ wyzsza zawarto$¢ tlenu
w poréwnaniu do danych teoretycznych, co mogto wynika¢ z obecnos$ci eksponowanych na
powierzchni grup silanolowych, utworzonych w wyniku czesciowej polikondensacji uzytych
prekursorow. Wyniki analizy widm XPS oraz FTIR potwierdzaja, ze zastosowana metoda
syntezy pozwolita na otrzymanie czastek krzemionki sfunkcjonalizowanych grupami
aminowymi. Oprocz grup aminowych na powierzchni czastek krzemionki eksponowane byty
takze grupy silanolowe, co jest korzystne dla zachowania wiasciwosci bioaktywnych

krzemionki.
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Rysunek 23. Widmo FTIR (A) oraz widmo XPS (B) dla czastek krzemionki funkcjonalizowanych grupami
aminowymi.
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Tabela 3. Wyniki XPS pierwiastkowego skladu powierzchni (%) dla sfunkcjonalizowanych grupami
aminowymi czastek krzemionkowych.

Pierwiastkowy sklad

powierzchni (%) O 1s N 1s Cls Si2p
bane 78 3 7 12

eksperymentalne

Dane teoretyczne 49 2 5 44

Rozmiar, potencjal zeta, morfologia i porowatos¢

Wykonano pomiary $rednicy hydrodynamicznej (d;), wspotczynnika dyspersji (DI), a takze
potencjatu zeta () sfunkcjonalizowanych czgstek krzemionki. Wyniki przedstawia Tabela 4.
Srednica hydrodynamiczna czastek uzyskanych z pomiardéw DLS wyniosta okoto 607 nm
przy wspotczynniku dyspersji DI = 0,3. Zgodnie z oczekiwaniami potencjal zeta otrzymanych
czastek przyjal wartos¢ dodatnig (35 mV) (pH zawiesiny wynosito 6,8), co wynika
z protonowania grup aminowych obecnych w szkielecie APTES. Rezultat ten potwierdza,

ze proces funkcjonalizacji czastek grupami aminowymi zaszedt efektywnie.

Morfologi¢ otrzymanego materialu okreSlono, wykorzystujac technik¢ skaningowej
mikroskopii elektronowej (SEM). Mikrofotografie czastek krzemionki przedstawia
Rysunek 24. Czastki charakteryzujg si¢ kulistym ksztaltem oraz wystepuja w dwoch
populacjach. Wigksze z nich maja $rednice okoto 400 nm, podczas gdy mniejsze czastki maja
okoto 100 nm. Mniejsze czastki (o0znaczone strzatkami na Rysunku 24B) wykazuja tendencje
do agregowania wokot wiekszych obiektow. Srednica czastek obserwowanych dzigki
mikroskopii SEM jest zatem mniejsza niz uzyskana $rednica hydrodynamiczna z pomiarow
DLS, ktére uwzgledniajg takze wszystkie czasteczki wody przenoszone wraz ze strefg

hydratacyjna czastki.

W oparciu o pomiary izotermy adsorpcji azotu okreslono parametry charakteryzujace
porowatos¢ otrzymanych czastek (Tabela 4). Oznaczono powierzchni¢ wilasciwg (SgeT)
w oparciu 0 model Brunauer-Emmett-Teller (BET), a takze rozmiary i objg¢to$¢ porow.
Stwierdzono, iz sfunkcjonalizowne czastki krzemionkowe charakteryzuja si¢ powierzchnig

wiasciwa 24 m?/g, a takze wykazuja znaczna mezoporowatosé (0,14 cm®/g).
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Tabela 4. Wartosci $rednicy hydrodynamicznej (d;), wpodtczynnika dyspersji (DI), potencjatu zeta (¢) oraz
parametrow porozymetrycznych: powierzchnia catkowita (Sger), objeto$é (Vimes) i $rednica (Dmes) mezoporow dla
sfunkcjonalizowanych czgstek krzemionki.

Vmes (BJH) Dmes (BJH)

dz [nm] DI ¢[mV] Seet [m?/g] [cm?3/g] [nm]

607 + 23 0,3 35+1 24 0,14 23

1-09%80.0kV 108min x5.00k SEM)

Rysunek 24. Mikrofotografie SEM dla sfunkcjonalizowanych czastek krzemionki.

8.2.3. Otrzymywanie materialow hybrydowych

Otrzymywano materiaty hybrydowe ztozone z matrycy hydrozelowej oraz rozproszonych
w niej czastkach krzemionki funkcjonalizowanych grupami aminowymi. Matryca
hydrozelowa CoIChHA 4/1 skladata si¢ z kolagenu (Col), chitozanu (Ch) oraz kwasu
hialuronowego (HA) o stosunku wagowym: Col:Ch:HA — 50:40:10. Do biopolimerowych
zoli wprowadzono czgstki krzemionki o trzech réznych ste¢zeniach (C1, C2, C3). Czynnikiem
sieciujgcym te uktady byla genipina o stezeniu 20 mM. Schemat otrzymywania materiatlow
hybrydowych przedstawia Rysunek 25. Materiatem kontrolnym byt hydrozel bez dodatku

czastek krzemionki. Zestawienie otrzymywanych materiatow przedstawia Tabela 5.
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Rysunek 25. Schemat otrzymywania materiatu hybrydowego.
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Tabela 5. Zestawienie otrzymywanych materiatow.

Stezenie czastek

Material krzemionki [mg/ml]
ColChHA 4/1 -
ColChHA 4/1 C1 16,6
ColChHA 4/1 C2 8,3
ColChHA 4/1 C3 1,7

Funkcjonalizacja powierzchni czastek krzemionkowych grupami aminowymi umozliwita ich
trwate wbudowanie w hydrozelowa matryce w trakcie sieciowania geniping, ktéora ma
zdolno$¢ do tworzenia wigzan kowalencyjnych z pierwszorzedowymi grupami aminowymi.
W przypadku wszystkich rodzajow otrzymywanych materiatdw hybrydowych obserwowano
zmian¢ koloru prébek z lekko mlecznego na ciemnoniebieski w trakcie przejscia ze stanu zolu
do Zelu, podobnie jak dla hydrozelu bez dodatku czastek (Rysunek 26), co jest typowe dla
sieciowania geniping. Mozna zatem stwierdzi¢, ze obecno$¢ w uktadzie czastek krzemionki

nie zaburzata procesu sieciowania.

olChHA4/1C3

ColChHA 4/1 C1
ColChHA 4/1 C2
ColChHA4/1 C3

ColChHA4/1

Rysunek 26. Probki hydrozeli w stanie zolu (jasne zabarwienie) i po zajsciu procesu sieciowania (ciemne
zabarwienie).

8.2.4. Wlasciwosci fizykochemiczne materialow hybrydowych

Zdolnos¢ do pecznienia

Okreslono stopien pgcznienia (SR) dla otrzymanych materiatéw hybrydowych w warunkach
fizjologicznych (pH = 7,4; temperatura = 37 °C), wyniki przedstawiono na Rysunku 27.
Obecnos¢ 1 stgzenie sfunkcjonalizowanych czastek krzemionkowych miato istotny wplyw na
wlasciwosci pecznienia badanych materiatow — stopien pegcznienia malat wraz ze wzrostem
ich stezenia. W przypadku materialu o najwyzszym stezeniu czastek (ColChHA 4/1 C1)
stopien pecznienia byl znacznie nizszy w poréwnaniu z materiatem kontrolnym (ColChHA

4/1). Wynik ten wskazuje, ze czastki krzemionki wplywaly na sztywnos¢ struktury hydrozelu

94



[103][245]. Dodatkowo na mniejszag zdolno$¢ do pecznienia mogla mieé¢ wplyw
funkcjonalizacja czastek krzemionki grupami aminowymi. Umozliwiaja one kowalencyjne
przylaczenie czastek do sieci polimerowej, co moze przyczyni¢ si¢ do zwigkszania gestosci
sieci w materiatach hybrydowych [246]. Jednakze w przypadku materiatbw 0 mniejszych
zawartosciach czgstek krzemionki (ColChHA 4/1 C2 i ColChHA 4/1 C3) nie zaobserwowano

znaczacej zmiany wlasciwos$ci pecznienia w porownaniu z hydrozelem ColChHA 4/1.
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Rysunek 27. Stopien pecznienia w warunkach fizjologicznych dla otrzymanych materiatow. * oznacza istotnos¢
statystyczng w porownaniu z ColChHA 4/1 C1 (p < 0,05), # oznacza istotno$¢ statystyczng w pordwnaniu
z ColChHA 4/1 C2 (p < 0,05).

Liofilowos$¢

Liofilowo$¢ powierzchni otrzymanych materialow okreslono w oparciu o wyniki pomiarow
katow zwilzania, ktore przedstawia Tabela 6. Kat zwilzania dla hydrozelu ColChHA 4/1
wyniost blisko 90° warto$¢ ta jest uznawana za warto$¢ graniczng, powyzej ktorej
powierzchni¢ uznaje si¢ za hydrofobowa [247]. Wprowadzenie do matrycy polimerowej
sfunkcjonalizowanych czastek krzemionkowych spowodowato, ze powierzchnia materiatow
hybrydowych stata si¢ bardziej hydrofilowa, o czym $wiadczg nizsze warto$ci kata zwilzania
w porownaniu z hydrozelem niezawierajgcym tych czastek. Materiat o najwyzszym stezeniu
czastek krzemionki (ColChHA 4/1 C1) charakteryzowal si¢ najbardziej hydrofilowa
powierzchnig. Powierzchnie materiatdw o mniejszej zawartosci czastek krzemionki
(ColChHA 4/1 C2 i ColChHA 4/1 C3) wykazywaty zwilzalno$¢ na podobnym poziomie.
Poprawe hydrofilowo$ci mozna wyjasni¢ obecnoScia na powierzchni materialow

hybrydowych sfunkcjonalizowanych czastek krzemionkowych zawierajacych eksponowane
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powierzchniowo hydrofilowe grupy aminowe [248], co potwierdzita przeprowadzona analiza
XPS.

Tabela 6. Wartosci katow zwilzania mierzonych na powierzchni otrzymanych materiatow.

Typ materialu ‘Z;g;:;iakﬁt]a

ColChHA 4/1 872+2)5
ColChHA 4/1 C1 68,6 = 1,6
ColChHA 4/1 C2 76,9 £ 2,4
ColChHA 4/1 C3 76,5+ 1,7

Wiasciwosci reologiczne

W celu potwierdzenia mozliwosci wykorzystania opracowanych uktadow hybrydowych jako
materialow wstrzykiwalnych przeprowadzono pomiary reologiczne, ktoére poprzez §ledzenie
w czasie zmian modutu zachowawczego (G’) pozwolity zweryfikowac przejsécie od stanu zolu
do zelu w temperaturze 37 °C. Wartosci G' zmierzone po 10, 30 i 60 minutach eksperymentu
sg przedstawione na Rysunku 28. Na poczatku procesu zelowania (po 10 minutach) wartosci
G’ dla wszystkich materiatow byty na niskim poziomie (w zakresie 2-5 Pa), potwierdzajac ich
lepko-sprezysty stan i posta¢ wstrzykiwalng. Nastgpnie wartosci G' znacznie wzrastaty po 30
minutach 1 osiggaly warto§¢ maksymalng w ciggu 60 minut od rozpoczecia procesu
sieciowania (tworzenie zelu). Tym samym, poréwnanie wartosci G' na poczatku (zol) i na
koncu (zel) do$wiadczenia reologicznego dowiodlo, Zze opracowane materialty moga petnic
funkcje materialdow wstrzykiwalnych. Mozna stwierdzi¢, 1z obecno$¢ sfunkcjonalizowanych
czastek krzemionkowych nie utrudnia procesu tworzenia zelu. Jednocze$nie wyniki pokazaty,
ze modut zachowawczy byt zalezny od uzytego stezenia czastek. Najwyzsza wartos¢ G’ po 60
minutach eksperymentu osiggnal material z najnizszym st¢zeniem czastek krzemionKi
(ColChHA 4/1 C3), byta ona porownywalna do wartosci G’ dla hydrozelu bez czastek.
Jak wykazal Alverez 1 wspolpracownicy czastki krzemionki w wyzszych stezeniach moga
formowac¢ agregaty, wplywajac na organizacj¢ wiokien kolagenowych w badanych
kompozytach, co moze pogarsza¢ ich wlasciwosci sprezyste [249]. Wystepowanie takiego
efektu byto niewykluczone w przypadku materiatow ColChHA 4/1 C1 oraz ColChHA 4/1 C2.
Na etapie sieciowania cz¢$¢ czastek mogta zorganizowaé si¢ w wigksze struktury, ktére
zostalty w takiej formie unieruchomione w matrycy, zmniejszajac wartosci modutu
zachowawczego dla catego uktadu hybrydowego. Mozliwe jest zatem dokonanie zmiany

wlasciwos$ci mechanicznych otrzymywanych materialdéw w zakresie badanych stezen czastek
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krzemionki przy zachowaniu potencjatu iniekcyjnego, co jest szczegolnie istotne, biorgc pod
uwage tatwos¢ implantacji takich uktadow w potencjalnych zastosowaniach w inzynierii

tkankowej.
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Rysunek 28. Wartosci modutu zachowawczego G’ dla materiatdéw, osiggniete po 10, 30 i 60 minutach od
rozpoczgcia pomiaru. * nad czarng linig oznacza istotno$¢ statystyczng pomiedzy wartosciami G’ danego
materiatu w Kkolejnych punktach czasowych (p < 0,05), # oznacza istotno$¢ statystyczng w pordwnaniu
z ColChHA 4/1 po 30 min (p < 0,05), % oznacza istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu z ColChHA 4/1 C3 po 30
min (p < 0,05), $ oznacza istotno$¢ statystyczng w porownaniu z ColChHA 4/1 C3 po 60 min (p < 0,05).
Degradacja

Degradacja w buforze PBS

Zbadano proces degradacji materiatéw w warunkach buforu PBS w 37 °C przez okres 21 dni.
Na Rysunku 29A przedstawiono zmiany masy materialdow podczas inkubacji w PBS.
Najwickszy ubytek masy nastepowal po pierwszym dniu degradacji i dotyczyt wszystkich
badanych materiatow. W kolejnych dniach obserwowano tylko nieznaczne wahania masy.
W przypadku materiatéw hybrydowych ColChHA 4/1 C1 i ColChHA 4/1 C2 przebieg
procesu degradacji przez caly czas trwania eksperymentu byt zblizony do degradacji dla
materialu kontrolnego CoIChHA 4/1 (rdznice sg statystycznie nieistotne). Oznacza to,
ze obecno$¢ sfunkcjonalizowanych czastek krzemionkowych przy najwyzszym (C1)
1 $rednim (C2) stgzeniu nie wplywata na szybko$¢ utraty masy hydrozelu. Brak znaczacych
réznic w ubytku masy potwierdza rowniez efektywnos¢ wbudowania sfunkcjonalizowanych

czastek krzemionki do sieci polimerowej, poniewaz w przeciwnym razie "wyciekanie"
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krzemionki z sieci hydrozelowej powinno objawia¢ si¢ wigkszym spadkiem masy
otrzymanych uktadow hybrydowych. Material o najnizszym stgzeniu czastek krzemionki
(ColChHA 4/1 C3) przez prawie caly czas trwania eksperymentu wykazywatl relatywnie
wickszg utrat¢ masy w poréwnaniu z innymi badanymi materiatami. Po zakonczeniu
eksperymentu (po 21 dniach) wartosci pozostatej masy wszystkich materiatoéw byty podobne,
mieszczac si¢ w zakresie 0d 37 do 48%.

Degradacja enzymatyczna

Degradacj¢ enzymatyczng materiatdw badano przez 144 godziny w obecno$ci kolagenazy.
Otrzymane wyniki sa przedstawione na Rysunku 29B. Po 4 godzinach degradacji
enzymatycznej ubytek masy badanych materiatdw wyniost okoto 35-50%. Nastepna istotna
zmiana nastgpita po 24 godzinach, gdy materiaty utracity okoto 65-80% swojej masy
poczatkowej. Wydtuzenie inkubacji materiatow w roztworze kolagenazy do 144 godzin nie
spowodowato dodatkowych znaczacych zmian w ich masie. Analizujgc utrat¢ masy
wszystkich badanych materialbw w danym momencie trwania eksperymentu mozna
zauwazy¢ mniejszy stopien degradacji materialu o najwyzszym st¢zeniu czastek krzemionki
(ColChHA 4/1 C1). Podobnie jak w przypadku degradacji w warunkach PBS, nieznaczne
réznice w przebiegu degradacji enzymatycznej pomi¢dzy materiatem kontrolnym (ColChHA
4/1) a materiatami hybrydowymi moze wskazywa¢ na efektywne unieruchomienie

sfunkcjonalizowanych czastek krzemionkowych w strukturze hydrozelu.
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Rysunek 29. (A) Zmiany masy materiatow podczas inkubacji w PBS. Analiz¢ statystyczna wykonano poprzez
poréwnanie wszystkich otrzymywanych materialdéw w tym samym dniu eksperymentu degradacji. & oznacza
istotnos$¢ statystyczng w poréwnaniu z ColChHA 4/1 C3 po 1 dniu (p < 0,05), % oznacza istotnos¢ statystyczna
w porownaniu z ColChHA 4/1 C3 po 3 dniu (p < 0,05), * oznacza istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu
z ColChHA 4/1 C3 po 5 dniu (p < 0,05), * oznacza istotno$¢ statystyczng w porownaniu z ColChHA 4/1 C3 po 7
dniu (p < ,0,05), $ oznacza istotno$¢ statystyczng w poroéwnaniu z ColChHA 4/1 C3 po 9 dniu (p < 0.05),
# oznacza istotnos¢ statystyczng w porownaniu z ColChHA 4/1 C3 po 12 dniu (p < 0,05), @ oznacza istotno$¢
statystyczng w poréwnaniu z ColChHA 4/1 C3 po 14 dniu (p < 0,05), ~ oznacza istotno$¢ statystyczng
w poréwnaniu z ColChHA 4/1 C3 po 16 dniu (p < 0,05), + oznacza istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu
z ColChHA 4/1 C3 po 19 dniu (p < 0,05). (B) Zmiany masy materiatow w obecnosci kolagenazy. Analizg
statystyczng wykonano poprzez poroéwnanie wszystkich otrzymywanych materialdbw w tym samym punkcie

czasowym eksperymentu degradacji. * oznacza istotno$§¢ statystyczng pomiedzy zaznaczonymi materiatami
(p <0,05).

8.2.5. Biomineralizacja in vitro

Bioragc pod uwage potencjalne zastosowanie otrzymanych materiatow hybrydowych jako
rusztowan w inzynierii tkanki kostnej zbadano ich wilasciwosci bioaktywne. W tym celu
przeprowadzono eksperyment biomineralizacji in vitro w warunkach symulowanego
sztucznego osocza (SBF). Dane literaturowe pokazuja, iz materialy zdolne do wytwarzania
na ich powierzchni warstwy apatytu w warunkach SBF beda rowniez ulega¢ biomineralizacji
W zZywym organizmie, zapewniajgc tym samym efektywng integracj¢ rusztowania z naturalng
koscig [250]. Obecnos$¢ czastek krzemionki w hydrozelowej matrycy ma silny wplyw
na tworzenie si¢ nowej fazy mineralnej [103]. Zdolnos¢ opracowanych materiatow
do inicjowania procesu nukleacji apatytu zostata zbadana w eksperymencie obejmujgcym ich
7-dniowg inkubacje w SBF w 37 °C. Nastgpnie materiaty zostaly poddane badaniom przy
uzyciu dwoch technik: SEM i EDS. Na Rysunku 30 przedstawiono uzyskane mikrofotografie
SEM powierzchni materiatdw przed i po inkubacji w SBF. W przypadku materiatoéw
hybrydowych przed inkubacja w SBF dobrze widoczne sg czastki krzemionki w hydrozelowe;j

matrycy, niezaleznie od uzytego stezenia. Po 7 dniach inkubacji w SBF na powierzchni
99



materiatdw hybrydowych zawierajacych czastki krzemionki o wyzszych stezeniach
(ColChHA 4/1 C1 i ColChHA 4/1 C2) zaobserwowano znaczaca ilo§¢ wytworzonej fazy
mineralnej, co dowodzi bioaktywnosci tych materiatéw. W Tabeli 7 zestawiono wyznaczony
technikg EDS stosunek wapnia do fosforu (Ca/P) dla nowo utworzonej fazy mineralnej.
Stosunek molowy wapnia do fosforu dla stechiometrycznego hydroksyapatytu wynosi 1,67,
natomiast dla fazy mineralnej w naturalnej kosci zawiera si¢ on w przedziale 1,5 — 1,7 [132].
W przypadku obu badanych materiatéw hybrydowych stosunek Ca/P wyniost 1,29. Warto$¢
ta jest wigc nizsza niz dla mineratu kostnego, a zblizona do fazy fosforanu osmiowapniowego
(OCP, Ca/P = 1,33), co moze wskazywac na poczatkowy etap tworzenia mineralu typowego
dla kosci [251]. Materiat hybrydowy z najnizszym stezeniem czastek krzemionki (ColChHA
4/1 C3) nie wspieral znaczaco powstawania fazy mineralnej, zidentyfikowano jedynie
sladowe ilosci nowych struktur. Oznacza to, ze zawarto$¢ czastek krzemionki w tym
materiale byta zbyt niska, aby biomineralizacja mogta postepowac efektywnie. W przypadku
hydrozelu bez dodatku czastek krzemionki nie zaobserwowano powstawania fazy mineralnej,
po 7-dniowej inkubacji w SBF zachowana byta charakterystyczna struktura matrycy
hydrozelowej. Eksperyment biomineralizacji in vitro dowiodt wige, ze sfunkcjonalizowane
grupami aminowymi czastki krzemionki w stgzeniach C1 oraz C2 byty kluczowe dla nadania
wlasciwosci bioaktywnych materiatom hybrydowym ColChHA 4/1 C1 i ColChHA 4/1 C2.
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Rysunek 30. Mikrofotografie SEM materiatow przed i po 7 dniach inkubacji w SBF.

Tabela 7. Stosunek Ca/P wyznaczony technikg EDS dla fazy mineralnej utworzonej na powierzchni materialow

po 7-dniowej inkubacji w SBF.

Typ materialu

Stosunek Ca/P

ColChHA 4/1

ColChHA 4/1 C1

1,29+ 0,03

ColChHA 4/1 C2

1,29+ 0,08

ColChHA 4/1 C3
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8.2.6. Wlasciwosci biologiczne in vitro

Zywotno$¢ komorek

Przeprowadzono test zywotnosci komorek MG-63 z uzyciem odczynnika Alamar Blue po 1, 3
oraz 7 dniu hodowli na otrzymanych materiatach. Wyniki eksperymentow sa przedstawione
na Rysunku 31A. Test potwierdzil, ze wszystkie badane materiaty byty zdolne do wspierania
proliferacji wysianych na ich powierzchni komorek. Liczba komoérek znaczaco wzrosta
zaro6wno po dniu 3, jak i po dniu 7 (jedynie dla ColChHA 4/1 C2 réznica pomigdzy dniem 1
i 3 nic byfa istotna statystycznie). Najwiekszg liczbe komorek obserwowano po dniu 7
eksperymentu dla materialu hybrydowego z najwyzszym st¢zeniem czastek krzemionki
(ColChHA 4/1 C1). Wyniki wykazaty, iz obecno$¢ trwale zwigzanych z siecig polimerowa
sfunkcjonalizowanych czastek krzemionkowych nie obnizata biokompatybilnosci materiatow
hybrydowych, a takze ich zdolnosci do wspierania proliferacji komorek MG-63
w poréwnaniu do materiatu kontrolnego ColChHA 4/1.

Aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej (ALP)

Fosfataza alkaliczna (ALP) jest biatkiem ko$ciotworczym, bedacym markerem wczesnych
etapow roznicowania osteoblastow [252]. Biorac pod uwagg funkcj¢ fizjologiczna, ALP petni
rowniez rol¢ znacznika potwierdzajacego fenotyp i mineralizacje osteoblastow [253].
Aktywno$¢ ALP komodrek MG-63 hodowanych na badanych materialach okreslono w 3 1 7
dniu hodowli, kontrolg byly komodrki hodowane na samej ptytce hodowlanej. Wyniki
przedstawiono na Rysunku 31B. Dla wszystkich materialdow obserwowano podobng
tendencje, poziom fosfatazy alkalicznej wzrastal w badanym czasie. Nalezy podkreslic,
ze aktywno$¢ ALP byla istotnie wyzsza w przypadku komoérek hodowanych na materialach
hybrydowych i hydrozelu zarowno w dniu 3, jak i 7 w porownaniu do kontroli. Dodatkowo
wyniki wskazujg, ze obecno$¢ czastek krzemionki w matrycy hydrozelowej nie byla
czynnikiem zwigkszajacym aktywnos¢ ALP na tle samego hydrozelu w badanym okresie
czasu. Wedlug danych literaturowych krzemionka moze efektywnie stymulowaé komorki
do rdéznicowania, powodujagc m.in. wzmozong aktywno$¢ ALP [128]. Niewykluczone,
ze w przypadku badanych materiatow hybrydowych takie efekty moglyby by¢ obserwowane

po dtuzszym czasie hodowli komorkowe;.
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Rysunek 31. (A) Proliferacja komérek MG-63 po 1, 3 i 7 dniu hodowli na powierzchni badanych materiatow.
* nad czarng linig oznacza istotnos¢ statystyczng pomig¢dzy dniem 1, 3 i 7 dla tego samego rodzaju materiatu
(p < 0,05), # oznacza istotno$¢ statystyczna w poréwnaniu z ColChHA 4/1 C1 w dniu 7 (p < 0,05), % oznacza
istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu z ColChHA 4/1 C2 w dniu 7 (p < 0,05). (B) Aktywno$¢ fosfatazy
alkalicznej (ALP) komoérek MG-63 po 3 i 7 dniu hodowli na powierzchni badanych materiatdéw. * nad czarng
linia oznacza istotno$¢ statystyczng pomiedzy dniem 3 i 7 dla tego samego rodzaju materiatu (p < 0,05),
# oznacza istotnos¢ statystyczng w porownaniu z kontrolg w dniu 3 (p < 0,05), % oznacza istotno$¢ statystyczng
w porownaniu z kontrolg w dniu 7 (p < 0,05).

Adhezja i morfologia komérek

Zbadano adhezj¢ i morfologi¢ komérek MG-63 po 3 dniach hodowli na powierzchni
materiatdéw. W tym celu komorki zostaty utrwalone i obrazowane przy uzyciu techniki SEM.
Na Rysunku 32 zestawiono mikrofotografie SEM przedstawiajgce morfologie utrwalonych
komorek (A), a takze wykres przedstawiajacy ich $rednig powierzchni¢ (B). W oparciu
o analize mikrofotografii mozna stwierdzi¢, iz komoérki przylegaja dobrze zar6wno
do powierzchni materiatbw hybrydowych, jak i hydrozelu kontrolnego. Na wszystkich
badanych powierzchniach komorki mialy wydtuzone ksztalty, co moze wskazywaé na zwartg
i dobrze usieciowang strukture badanych materiatow [254]. Ponadto funkcjonalizacja czastek
krzemionki réwniez mogta mie¢ znaczenie, gdyz dodatnio naladowane grupy aminowe
eksponowane na powierzchni moga utatwia¢ adhezje komorek [255]. Oszacowana $rednia
powierzchnia komoérek przyjmowala wartosci zblizone dla wszystkich materialow,
co w sposob ilosciowy potwierdza, ze morfologia komorek na badanych materialach byta

podobna. Dane te dowodza zatem, iz obecno$¢ sfunkcjonalizowanych czastek

krzemionkowych nie wptywata niekorzystnie na adhezj¢ komorek.

103



o

N N q,
S N o o
~2~ R ™ >
& & & &
A B S
Materiat

Rysunek 32. Mikrofotografie SEM przedstawiajace morfologie komérek MG-63 hodowanych przez 3 dni na
powierzchni badanych materialow (A), wykres przedstawiajacy $rednig powierzchni¢ komoérek po 3 dniach
hodowli na materiatach (B).

8.3. Podsumowanie

Otrzymano 1 scharakteryzowano bioaktywne materiaty hybrydowe, ktore moga stuzy¢ jako
potencjalne wstrzykiwalne rusztowania dla zastosowan w inzynierii tkankowe;j,
w szczegoOlnosci do regeneracji malych ubytkow tkanki kostnej. Opracowane materialy
sktadaty si¢ z hydrozelowej matrycy na bazie kolagenu, chitozanu i kwasu hialuronowego,
do ktérej wprowadzono sfunkcjonalizowane grupami aminowymi czastki krzemionki

w trzech roznych stezeniach. Efektywnos¢ funkcjonalizacji czastek krzemionkowych grupami
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aminowymi zostatla potwierdzona metodami spektroskopowymi (FTIR, XPS). Grupy
aminowe umozliwily trwate zwigzanie czgstek z polimerowa matryca podczas sieciowania
geniping, co eliminuje potencjalny problem separacji fazowej czy niekontrolowanego
wycieku czgstek z matrycy. Otrzymano w ten sposOb stabilne strukturalnie materiaty
hybrydowe, co potwierdzity badania pg¢cznienia i degradacji. Badania reologiczne dowiodty,
ze opracowane materialty hybrydowe mozna wytwarza¢ w postaci zolu i po dodaniu czynnika
sieciujgcego (genipiny) i inkubacji w temperaturze 37 °C przeksztalcaé w zel, co jest
rownoznaczne z mozliwoscig ich zastosowania w postaci wstrzykiwalnej. Eksperymenty
przeprowadzone w warunkach symulujacych ludzkie osocze (SBF) wykazaly bioaktywnos¢
materiatdéw hybrydowych zawierajacych wyzsze stezenia czgstek krzemionki — ColChHA 4/1
C1 oraz ColChHA 4/1 C2. Biomineralizacj¢ dla tych uktadow zaobserwowano po 7 dniach
inkubacji w SBF. Material z najnizsza zawarto$cia czastek krzemionki (ColChHA 4/1 C3)
oraz hydrozel kontrolny (bez czastek) nie wykazaly wiasciwosci bioaktywnych.
Przeprowadzone testy biologiczne in vitro wykazaly, iz obecnos$¢ trwale zwigzanych z siecig
polimerowg sfunkcjonalizowanych czgstek krzemionkowych nie obniza biokompatybilnosci
materiatow hybrydowych w poréwnaniu do hydrozelu kontrolnego, a takze ich zdolno$ci
do wspierania adhezji, proliferacji oraz utrzymania fenotypu komorek osteoblastycznych
(MG-63).

Biorac pod uwage takie aspekty jak prosta metoda otrzymywania, wstrzykiwalny charakter,
stabilno$¢ strukturalna i bioaktywnos$¢, opracowane materialy moga stanowié¢ obiecujgce

uktady jako rusztowania komorkowe przydatne w regeneracji tkanki kostne;.
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Il.  Wielofunkcyjne nanokompozyty przydatne w leczeniu osteoporozy

Wprowadzenie

Cze$¢ 11 badan dotyczy otrzymania i scharakteryzowania wiasciwosci fizykochemicznych
i biologicznych nanokompozytéow zbudowanych z hydrozelowej matrycy 1 czastek
krzemionkowo-apatytowych z przytagczonym lekiem przeciwosteoporotycznym, potencjalnie
przydatnych jako wstrzykiwalne rusztowania do odbudowy tkanki kostnej, w szczegolnosci

niewielkich ubytkow kostnych spowodowanych osteoporoza.

W pierwszym etapie (rozdzial 9) otrzymano i scharakteryzowano seri¢ wstrzykiwalnych
hydrozeli opartych na kolagenie, chitozanie oraz kwasie hialuronowym funkcjonalizowanym
grupami aminowymi, sieciowanych geniping. W odr6znieniu od hydrozeli opracowanych
w rozdziale 7, do ktorych uzyto komercyjnie dostepnego kwasu hialuronowego, w tym
podejsciu uzyty kwas hialuronowy zostal sfunkcjonalizowany grupami aminowymi dzieki
przylaczeniu do polimerowych lancuchow czasteczek lizyny. Taka modyfikacja
umozliwila chemiczne sieciowanie geniping nie tylko kolagenu i chitozanu, ale takze
kwasu hialuronowego ze wzgledu na obecno$¢ pierwszorzgdowych grup aminowych
w strukturze, prowadzace do otrzymania stabilnych hydrozeli. Wyniki badan dotyczace tego
etapu zostaty opublikowane w pracy zatytutowanej: Bioactive yet antimicrobial structurally
stable collagen/chitosan/lysine functionalized hyaluronic acid — based injectable hydrogels
for potential bone tissue engineering applications (A. Gilarska, J. Lewandowska-
Lancucka, K. Guzdek-Zajac, A. Karewicz, W. Horak, R. Lach, K. Wajjcik,
M. Nowakowska, International Journal of Biological Macromolecules 155 (2020)
938-950) [256]. Na tej podstawie wybrano sktad hydrozelu, ktory nastgpnie peinit role

matrycy dla nosnika leku przeciwosteoporotycznego.

W nastgpnym etapie (rozdzial 10) otrzymano i scharakteryzowano wielofunkcyjne,
wstrzykiwalne materialy hybrydowe na bazie wybranej we wczeé$niejszym etapie matrycy
hydrozelowej oraz rozproszonych w niej czastkach krzemionki dekorowanych apatytem,
do ktorych zostal przylaczony alendronian - lek przeciwosteoporotyczny.
Taka kompozycja moze stanowi¢ rusztowanie dla komorek, umozliwiajac odbudowe
tkanki kostnej przy jednoczesnym posiadaniu wysokiego potencjalu terapeutycznego
dzieki obecnosci leku. Moze zatem pehi¢ dodatkowo funkcje ukladu do kontrolowanego,

zlokalizowanego (w miejscu uszkodzenia tkanki) dostarczania substancji aktywnej
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(alendronianu), odgrywajacej kluczowa role w terapii osteoporozy (Rysunek 33).
Rozwigzanie to zapewnia nieinwazyjng lokalizacj¢ rusztowania w miejscu implantacji,
przy jednoczesnym zachowaniu struktury, wlasciwosci biologicznych 1 ograniczeniu
potencjalnych, niekorzystnych skutkow ubocznych terapii. Opracowany material zostat
przebadany zarowno w warunkach in vitro, jak i in vivo i jest objety krajowym zgloszeniem
patentowym (J. Lewandowska-ELancucka, M. Nowakowska, A. Gilarska, wynalazek pt.:
Wielofunkcyjny, hydrozelowy material hybrydowy, sposéb jego otrzymywania oraz
zastosowanie w  leczeniu  ubytkéw  kostnych, nr  P.435104, 26.08.2020)
oraz mig¢dzynarodowym  zgloszeniem patentowym (J. Lewandowska-Lancucka,
M. Nowakowska, A. Gilarska, wynalazek pt.: Multifunctional, hydrogel hybrid material,
the method of its preparation and the use in the treatment of bone losses, nr
PCT/PL2021/050060, 26.08.2021). Wyniki badan zostaly takze opublikowane w pracy:
Addressing the Osteoporosis Problem - Multifunctional Injectable Hybrid Materials for
Controlling Local Bone Tissue Remodeling (A. Gilarska, A. Hinz, M. Bzowska,
G. Dyduch, K. Kaminski, M. Nowakowska, J. Lewandowska-Lancucka, ACS Applied
Materials & Interfaces 13 (2021) 49762-49779) [257].

osteoporoza wypetnienie ubytku regeneracja
hydrozelowym materiatem i potencjat terapeutyczny
hybrydowym z lekiem

Rysunek 33. Schematyczna prezentacja zastosowania hydrozelowego materiatu hybrydowego z lekiem
przeciwosteoporotycznym.
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9. Otrzymywanie i scharakteryzowanie hydrozeli opartych na kolagenie,

chitozanie i modyfikowanym kwasie hialuronowym

9.1. Materialy i metody

9.1.1. Materialy

Oprocz odczynnikow wymienionych w rozdziale 7 (punkt 7.1.1, str. 71) uzyto réwniez:
kolagen typu 1, z ogona szczurzego (3,5 mg/ml w 0,02N kwasie octowym, Corning),
L-Lizyny monochlorowodorek (Sigma-Aldrich, > 98%), kwas 2-morfolinoetylosulfonowy
(MES, Sigma-Aldrich, > 99%), EDC chlorowodorek (Sigma Aldrich, 99%),
N-Hydroksysukcynimid (NHS, Sigma-Aldrich, 98%), weglan sodu Na,COs (Sigma-Aldrich,
bezwodny, > 99.5%), odczynnik Alamar Blue (Invitrogen), bufor do lizy komoérek Cell
Digestion Buffer i Cell Assay Buffer [tris(hydroksymetylo)aminometan (HOCH2)sCNH>
(tris, Sigma-Aldrich), chlorek cynku ZnCl, (POCh), sze$ciowodny chlorek magnezu
MgCl, - 6H.O (POCh), Triton X-100 (POCh)], fosforan paranitrofenolu (pNPP, Sigma-
Aldrich),

9.1.2. Modyfikacja kwasu hialuronowego lizyng

W celu dokonania modyfikacji 500 mg kwasu hialuronowego (HA) rozpuszczono w 20 ml
buforu MES (50 mM, pH = 4). Nastepnie rozpuszczono 360 mg EDC, 220 mg NHS i 730 mg
lizyny, kazdy odczynnik osobno w 5 ml buforu MES i dodano je do roztworu HA.
Aby zminimalizowa¢ prawdopodobienstwo wspolistniejgcego procesu sieciowania uzyto
duzego nadmiaru lizyny wzgledem ilosci HA. Mieszaning reakcyjng pozostawiono
na mieszadle magnetycznym i mieszano przez 24 godziny w temperaturze pokojowej.
Nastgpnie przeniesiono mieszaning do tuby dializacyjnej (MWCO 12000) i dializowano
wobec 0,1 M roztworu Na,COs przez pierwsze 12 godzin, a nastgpnie wobec wody przez
8 dni. Po tym czasie oczyszczony roztwor produktu zageszczono, uzywajac wyparki

rotacyjnej oraz zliofilizowano.
9.1.3. Scharakteryzowanie modyfikowanego kwasu hialuronowego

Efektywnos$¢ procesu funkcjonalizacji kwasu hialuronowego grupami aminowymi
pochodzacymi od lizyny oceniono na podstawie pomiarow H NMR probek w DO

przy uzyciu spektrometru BRUKER AMX-400 Hz. Analiza NMR: 6 4,80 (pozostata D>0;
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odniesienie), 4,49 i 4,48 (N1, U1, struktura HA), 4,22 (N2; struktura HA), 3,85 (N6, N6°, U4,
U5; struktura HA), 3,54 (U3, N3, N4, N5; struktura HA), 3,38 (U2; struktura HA), 3,03 (L5;
jednostka lizyny), 1,91 (HA —CHS3; struktura HA), 1,90 (L2; jednostka lizyny), 1,74 (L4,
jednostka lizyny), 1,44 (L3; jednostka lizyny). Wykonano takze analiz¢ eclementarna,
wykorzystujac analizator elementarny CHNS (Vario Micro Cube).

9.1.4. Otrzymywanie hydrozeli

Otrzymano hydrozele oparte na kolagenie, chitozanie 1 modyfikowanym kwasie
hialuronowym — ColChHAmed. Przygotowywano je przez zmieszanie 590 ul roztworu
kolagenu, 96-193 ul roztworu chitozanu (roztwor 1% (w/v) w 1% kwasie octowym),
48-145 pl roztworu modyfikowanego kwasu hialuronowego (roztwor 1% (w/v) w 10x buforze
PBS) i 169 ul roztworu genipiny (roztwor w 10x buforze PBS) o trzech st¢zeniach: 2 mM,
10 mM i 20 mM. Ustalono trzy stosunki wagowe dla Col:Ch:HAmed, odpowiednio 50:40:10
(ColChHAmod 4/1), 50:30:20 (ColChHAmod 3/2) 1 50:20:30 (ColChHAmed 2/3). Po poddaniu
biopolimerowych zoli energicznemu wytrzasaniu, inkubowano je w 37 °C do zakonczenia

procesu zelowania.
9.1.5. Badanie wlasciwosci fizykochemicznych hydrozeli

Badanie mikrostruktury i porowatosci

Mikrostrukture materialdow zobrazowano przy pomocy skaningowego mikroskopu
elektronowego SEM (FESEM HITACHI S-4700). W tym celu otrzymane hydrozele
przeptukano kilka razy woda dejonizowang i zliofilizowano. Bezposrednio przed
obrazowaniem probki napylono ztotem. Wykonano réwniez analiz¢ porowatos$ci materialow.
Gestos¢ probek zostata zmierzona za pomocg piknometru helowego (Micromeritics, AccuPyc
IT 1340). Rozktady wielko$ci porow w probkach wyznaczono, wykorzystujac porozymetr

rteciowy PoreMaster 60 (Quantachrome Inc.).

Badanie zdolnosci do pecznienia

Przeprowadzono badania zdolnos$ci uzyskanych materiatéw hydrozelowych do pecznienia
w warunkach fizjologicznych, wedtug procedury opisanej w punkcie 8.1.5 (str. 85). Materiaty
wazono po 24-godzinnej inkubacji w PBS w postaci specznialej, a nastgpnie w postaci suche;j

po zliofilizowaniu. Stopien pecznienia materiatu (SR) wyznaczano, stosujgc wzor (5).
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Badanie liofilowosci
W celu okreslenia liofilowosci materiatéw wykonywano pomiary kata zwilzania przy uzyciu
urzadzenia Surftens Universal instrument (OEG GmbH, Frankfurt, Germany) zgodnie

z procedurg opisang w punkcie 8.1.5 (str. 85).

Badanie wlasciwosci reologicznych

Przeprowadzono badania wlasciwosci reologicznych wykorzystujac reometr rotacyjny MCR
301 (Anton Paar) zgodnie z procedurg opisang w punkcie 7.1.3 (str. 72). Badania wykonano
z wykorzystaniem geometrii pomiarowej typu plytka-ptytka o S$rednicy 20 mm,
przy szczelinie pomiarowej h = 1 mm, préobki poddano wymuszeniu oscylacyjnemu
o nastepujacych parametrach: odksztalcenie y = 1% z czgstotliwoscig f = 1 Hz. Pojedynczy

pomiar probki trwat 65 minut, wykonano po trzy powtdrzenia dla kazdego rodzaju probki.

Badanie procesu degradacji enzymatycznej

Przez okres 144 godzin monitorowano proces degradacji materialdw w obecnosci enzymu
kolagenazy (roztwor 0,2 mg/ml w buforze PBS z 0,36 mM CaClz) zgodnie z procedurg
opisang w punkcie 7.1.3 (str. 73). Zmiany masy w trakcie eksperymentu wyrazono jako %

masy pozostalej, obliczany wedlug wzoru (4).

9.1.6. Badania wlasciwosci biologicznych in vitro

Do badan biologicznych in vitro wykorzystano lini¢ komoérek osteoblastopodobnych MG-63.
Prowadzenie hodowli komorkowej oraz przygotowanie materialdow do badan biologicznych
realizowano zgodnie z procedurami opisanymi w punkcie 8.1.7 (str. 87). Komorki wysiewano

na materiatach w ilosci 2-10* komérek/cm?.

Badanie zywotnosci komorek — test Alamar Blue

Test zywotnosci komorek wysianych na materiatach prowadzono z uzyciem odczynnika
Alamar Blue po 1, 3 oraz 7 dniu hodowli komdrkowej, zgodnie z procedurg opisang
w punkcie 8.1.7 (str. 88). Pomiar absorbancji przeprowadzano w czytniku mikroptytek
TECAN Infinite M200 przy dlugosciach fali 560 nm i 600 nm. Wartosci absorbancji
przeliczano na ilo§¢ komorek, korzystajac z krzywej kalibracyjnej otrzymanej z pomiarow

absorbancji dla znanych ilosci komérek MG-63.

Badanie aktywnosSci fosfatazy alkalicznej — test ALP
Test na aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej ALP byl prowadzony réwnolegle do testu Alamar
Blue po 3 i 7 dniu hodowli komoérek na materiatach, zgodnie z procedurg opisang w punkcie
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8.1.7 (str. 88). Pomiar absorbancji prowadzono co minute, przez 6 minut przy dlugosci fali
405 nm. Aby przeliczy¢ absorbancj¢ na ilos¢ wytworzonego produktu (nmol), zastosowano
réwnanie (6). Po odpowiednim przeliczeniu ilosci produktu, wyniki odnoszono do liczby

zywych komorek z testu Alamar Blue.

Badanie adhezji i morfologii komorek

Powierzchnia materiatow z wysianymi komoérkami linii MG-63 byla obrazowana
skaningowym mikroskopem elektronowym SEM (FESEM, HITACHI S-4700). W tym celu
po 3 dniach prowadzenia hodowli komoérkowej materialy przeptukano buforem PBS
1 wykonano procedure utrwalania i odwadniania zgodnie z opisem zamieszczonym w punkcie
7.1.4 (str. 73). Bezposrednio przed obrazowaniem SEM probki byly napylane zlotem.
Mikrofotografie powierzchni hydrozeli z komoérkami byly analizowane z wykorzystaniem

programu ImageJ.

Badanie wlasciwos$ci antybakteryjnych

Zbadano rowniez wilasciwosci antybakteryjne hydrozeli wobec bakterii Staphylococcus
aureus (ATCC 6538, bakterie Gram-dodatnie) i Escherichia coli (ATCC 25922, bakterie
Gram-ujemne). Hydrozele do testu in vitro przygotowano w ptytce 96-dotkowej, poddano
sterylizacji promieniowaniem UV oraz przeplukano kilka razy PBS. Zawiesiny bakterii
S. aureus i E. coli przygotowano w pozywce Mueller Hinton II Broth (BD BBL™),
a nastepnie dodawano je do dotkéw z hydrozelami (po 50 ul/dotek) z gestoscia okoto 1,2:10°
komorek/dotek w przypadku S. aureus i 1,9-10® komorek/dotek w przypadku E. coli.
Kontrole pozytywng stanowil dotek bez materiatu, a kontrolg negatywng byt hydrozel oparty
na samym chitozanie, sieciowany geniping o st¢zeniu 20 mM. Tak przygotowang plytke
inkubowano w 37 °C przez 4 godziny. W kolejnym kroku po delikatnym wymieszaniu
pobierano zawiesing bakterii znad materialow. Liczbe zywych komorek bakterii oznaczano

poprzez wykorzystanie testu MTT.
9.2. Wyniki i dyskusja
9.2.1. Efektywnos$¢ modyfikacji kwasu hialuronowego lizyna

W celu wprowadzenia grup aminowych do struktury kwasu hialuronowego zastosowano
modyfikacje z uzyciem lizyny. Widma 'H NMR dla kwasu hialuronowego (HA) oraz
modyfikowanego kwasu hialuronowego (HAmod) sa przedstawione na Rysunku 34.

Na widmie dla HAmod pojawily si¢ nowe sygnaly, ktore mozna przypisa¢ do protonow
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jednostek lizyny (L1 - L5), inne sygnaly pochodza od struktury kwasu hialuronowego
i zostaty zaznaczone na widmie dla HA. Analiza pierwiastkowa wykazata wzrost zawartosci
azotu dla probki HAmod W poréwnaniu do probki HA. Stopien podstawienia na podstawie
uzyskanych danych analizy elementarnej wyniost 25%. Badania 'H NMR oraz analiza
pierwiastkowa potwierdzity zatem efektywno$¢ modyfikacji kwasu hialuronowego lizyna

I tym samym sfunkcjonalizowanie go grupami aminowymi.
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Rysunek 34. Widma *H NMR dla kwasu hialuronowego HA (A) oraz modyfikowanego kwasu hialuronowego
HAmod (B)
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Przeprowadzono rowniez probe sieciowania zolu na bazie HAmod Oraz na bazie HA geniping
o st¢zeniach 10 oraz 20 mM. Proces tworzenia ciemnoniebieskiego hydrozelu w 37 °C
obserwowano tylko w przypadku probki HAmod (Rysunek 35), co potwierdzilo reakcje

genipiny z grupami aminowymi obecnymi w strukturze HAmod.

Rysunek 35. Materiaty HA oraz HAmeq z dodatkiem genipiny o stezeniach 10 i 20 mM po inkubacji w 37 °C.

9.2.2. Otrzymywanie hydrozeli

Otrzymywano materiaty hydrozelowe oparte na kolagenie (Col), chitozanie (Ch)
i modyfikowanym kwasie hialuronowym (HAmod) o réznych stosunkach wagowych tych
polimeréw, sieciowane geniping o trzech stezeniach: 2 mM, 10 mM i 20 mM. Zestawienie

wszystkich syntezowanych hydrozeli ColChHAmod przedstawia Tabela 8.

Tabela 8. Zestawienie otrzymywanych hydrozeli.

ColChHAmo 4/1 2 2
ColChHAmog 4/1 10 50:40:10 10
ColChHAme 4/1 20 20
ColChHAmog 3/2 2 2
ColChHAm 3/2 10 50:30:20 10
ColChHAm 3/2 20 20
ColChHAmo 2/3 2 2
ColChHAm 2/3 10 50:20:30 10
ColChHAm 2/3 20 20
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Funkcjonalizacja kwasu hialuronowego grupami aminowymi umozliwita jego kowalencyjne
zwigzanie z hydrozelowg siecia podczas procesu sieciowania geniping. Zgodnie
z oczekiwaniami wszystkie probki na bazie Col, Ch i HAmod zmieniaty kolor z lekko

mlecznego na ciemnoniebieski w trakcie przejscia ze stanu zolu do zelu (Rysunek 36).

Rysunek 36. Probki hydrozeli CoIChHAmg w stanie zolu i po zajsciu procesu sieciowania.

9.2.3. Wlasciwosci fizykochemiczne hydrozeli

Mikrostruktura i porowatos¢

Mikrostruktura 1 charakterystyka poréw sa istotnymi wlasciwosciami materiatéw
projektowanych do zastosowan w inzynierii tkankowej, poniewaz determinuja aktywnos¢
komorek oraz przepuszczalnos$¢ dla tlenu i sktadnikow odzywczych wewnatrz rusztowania.
Mikrostruktura otrzymanych hydrozeli zostata zobrazowana za pomocg mikroskopii SEM
(Rysunek 37). Na podstawie mikrofotografii mozna stwierdzi¢, ze wszystkie hydrozele miaty
podobng porowatg strukturge bez wzgledu na zawarto$¢ biopolimeréw 1 stezenie genipiny,

jednakze zauwazalna jest roznorodnos¢ rozmiardéw i ilosci widocznych porow.
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Rysunek 37. Mikrofotografie SEM otrzymywanych hydrozeli.

W celu doktadniejszej analizy struktury badanych hydrozeli okre§lono charakterystyke
porow, wykorzystujac w tym celu porozymetri¢ rteciowa. W Tabeli 9 przedstawiono rozktad
rozmiardéw i objeto$¢ poréw oraz porowatos¢ procentowa. Wartosci porowatosci procentowe;j
wskazuja, ze wszystkie materiaty posiadaty wysoce porowate struktury w zakresie 85 — 95%.
Najwickszg porowatoscig charakteryzowaty si¢ hydrozele COIChHAmod 2/3 10 i ColChHAmod
2/3 20, a najmniejsza ColChHAmod 2/3 2 i CoIChHAmos 4/1 10. Wszystkie materiaty
wykazaly bimodalny rozktad wielko$ci poréw — duzy udzial poréw o Srednicy z zakresu
3 — 250 um (mediana w zakresie 35 — 87 um) oraz mniejszy udzial poréw o Srednicy
z zakresu 5 — 100 nm (mediana w zakresie 5 — 13 nm). Objeto§¢ poréw o rozmiarach
w zakresie 3-250 um wyniosta od 86% (ColChHAmod 4/1 10) do nawet 98% (ColChHAmod
2/3 10) porowatosci catkowitej. Otrzymane parametry z badan porozymetrycznych nie
wykazaty jednoznacznego wpltywu stezenia genipiny na porowato$¢ hydrozeli, jednakze
w przypadku serii materiatow sieciowanych geniping o stezeniu 10 i 20 mM zaobserwowano
tendencj¢ wzrostu porowato$ci wraz ze wzrostem zawarto$ci modyfikowanego kwasu
hialuronowego i tym samym zmniejszeniem ilosci chitozanu w strukturze. Porowatos$¢ dla

ColChHAmog 4/1 10, ColChHAmod 3/2 10, ColChHAmo 2/3 10 wyniosta odpowiednio 86%,
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90% i 95%, natomiast dla ColChHAmos 4/1 20, ColChHAma 3/2 20, ColChHAme 2/3 20
wyniosta odpowiednio 87%, 93% i 95%. Taka tendencje wykazaly rowniez wartosci
calkowitej objetosci poréw. Moze by¢ to spowodowane zmniejszajaca si¢ iloscig chitozanu
w hydrozelach, ktory tworzy bardziej zwarte warstwy, zmniejszajgc objetosé porow [258].
Niemniej jednak wszystkie otrzymywane hydrozele charakteryzowaly si¢ wysokim stopniem

porowatosci, co jest korzystng wtasciwoscia dla rusztowan komorkowych.

Tabela 9. Objeto$¢ poréw i porowato$¢ procentowa hydrozeli.

Pory o $rednicy Pory o $rednicy .
3-250 pm 5-100 nm ob'C:(l)lggw:)tféw Porowatos¢
Hydrozel Objetosé Objetosé Je P 0
, . X . (pory otwarte) [%%6]
porow  Mediana porow  Mediana [cm?/g]
[%0] [%0]

Co'ij‘leAm"d 97,8 575 2.2 12,2 10,7 93,0+ 0,3
COIChHAmod

41 10 86,3 58,3 13,7 7.3 5,4 855+ 1,3
COIChHAmod

411 20 88,2 35,0 11,8 12,1 53 87,4+0,3
CO'(;?ZHZA““" 93,0 650 7.0 11,0 10,3 942402
COIChHAmod

3/9 10 91,0 44 .4 9,0 11,3 6,2 89,7+0,2
COIChHAmod

3/ 20 95,4 63,0 47 6,1 8,6 92,6+0,4
CO'CZ:;‘?,HZA““" 88,0 41,0 12,1 12,2 48 852+ 0,6
COIChHAde

213 10 98,3 86,6 1,7 5.8 13,5 95,1+0,3
COIChHAde

2/3 20 92,3 66,8 7,7 7,4 11,4 948+0,1

Zdolnos¢ do pecznienia

Zbadano zdolno$¢ do pecznienia otrzymanych hydrozeli w warunkach fizjologicznych
(pH = 7,4; temperatura = 37 °C), stopien pgcznienia materialdw jest przedstawiony na
Rysunku 38. Otrzymane rezultaty wskazuja, ze zdolnos$¢ do pecznienia jest silnie uzalezniona
od zawartosci poszczegolnych biopolimeréw w hydrozelach. Najwyzsze wartosci stopnia
pecznienia wykazaty hydrozele z najwicksza zawarto$cia modyfikowanego kwasu
hialuronowego (seria ColChHAmod 2/3), co zdecydowanie wyrdzniato je pod tym wzgledem
na tle innych hydrozeli. Moze by¢ to spowodowane wigksza dostgpnoscig grup funkcyjnych
wigzacych wode, ktore naturalnie wystepujag w strukturze kwasu hialuronowego i nie biorg

udziatu w procesie sieciowania [259]. Na eksponowanie tych grup wptywa takze gestos¢ sieci
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polimerowej. Na ogdt pecznienie hydrozeli jest zalezne od st¢zenia uzytych czynnikow
sieciujgcych [260]. W przypadku badanych materiatdw nie zaobserwowano wyraznego
wplywu st¢zenia genipiny na stopien pecznienia, réznice pomiedzy hydrozelami o takiej
samej zawarto$ci biopolimeréw sieciowanych geniping o stezeniu 2, 10 oraz 20 mM sg
niewielkie. Dla serii hydrozeli ColChHAmod 4/1 oraz ColChHAmod 3/2 stopien pecznienia
nieznacznie malal wraz ze wzrostem st¢zenia uzytej genipiny, natomiast w przypadku serii
ColChHAmo 2/3 obserwowano odwrotny efekt. Badania zdolnosci do pgcznienia wykazaty
zatem, ze dominujagcym czynnikiem wplywajagcym na wchtanianie wody przez otrzymane
hydrozele byta zawarto$¢ biopolimeréw, a w szczegolnosci ilos¢ modyfikowanego kwasu

hialuronowego.
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Rysunek 38. Stopien pgcznienia w warunkach fizjologicznych dla otrzymanych materialow. Analize
statystyczng wykonano poréwnujac migdzy sobg materialy sieciowane geniping o takim samym stezeniu.
* oznacza istotno$¢ statystyczng w porownaniu z COIChHAme 2/3 2 (p < 0,05), # oznacza istotno$¢ statystyczna
w poréwnaniu z ColChHAme 4/1 2 (p < 0,05), $ oznacza istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu z ColChHA moq
2/3 10 (p < 0,05), » oznacza istotnos¢ statystyczng w porownaniu Z COIChHAme 4/1 10 (p < 0,05), % oznacza
istotno$¢ statystyczng w porownaniu z ColChHAmes 2/3 20 (p < 0,05), + oznacza istotno$¢ statystyczng
w poréwnaniu z ColChHAmeq 4/1 20 (p < 0,05).

Liofilowos¢

Okreslono liofilowo$¢ powierzchni hydrozeli poprzez pomiary katow zwilzania (Rysunek
39). Wiasciwa rownowaga migdzy wiasciwosciami hydrofilowymi i hydrofobowymi
powierzchni materiatow do zastosowan w inzynierii tkankowej pozytywnie wplywa na ich
biokompatybilnos¢, zbyt duza zwilzalno$¢ lub jej brak moze utrudnia¢ adhezje komorek

[261]. Dla badanych hydrozeli zmierzone katy zwilzania miescity si¢ w zakresie 65 — 91
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stopni, co wskazuje na umiarkowang zwilzalno$¢ powierzchni z tendencjg do bardziej
hydrofobowego charakteru. Na tej podstawie mozna wnioskowaé, ze hydrozele ColChHAmod,
w ktorych wszystkie biopolimery uczestniczyly w chemicznym sieciowaniu geniping,
posiadaty stosunkowo zwartg strukture. W szczegoélnosci dla materiatow o wigkszej
zawartosci modyfikowanego kwasu hialuronowego (ColChHAmog 3/2 oraz ColChHAmed 2/3)
zaobserwowano znacznie wyzsze wartosci katow zwilzania w poréwnaniu z hydrozelami
ColChHA, zawierajacymi niemodyfikowany kwas hialuronowy [230]. Ponadto stezenie
uzytej genipiny wplywalo na wiasciwosci powierzchniowe — generalnie wraz ze wzrostem

stezenia genipiny hydrofilowos$¢ powierzchni maleje.

CoIChHA, .4 4/12 ColChHA g 4/1 10 ColChHA o4 4/120
659t1,8 74,0 +2,1 87,7+2,0

l"é ‘ A
" B a—® s
*—r«

B, AT o

ColChHA o4 3/22 ColChHA o4 3/2 10 ColChHA o4 3/2 20
82,1428 91,0+ 1,6 90,6 + 1,4

ColChHA .4 2/32 ColChHA .4 2/3 10 ColChHA o4 2/3 20
77,4£3,0 85,6 2,6 88,7+1,9

Rysunek 39. Wartosci kata zwilzania [°] mierzonych na powierzchni otrzymanych materiatow.

Wiasciwosci reologiczne

W celu oceny hydrozeli pod katem mozliwosci aplikacji w formie wstrzykiwalnej i zdolno$ci
do zelowania in situ wykonano badania reologiczne, monitorujagc proces przejécia probek
od stanu zolu do zelu w 37 °C. Warto$ci modutu zachowawczego G’ po 10, 40 oraz 65
minutach od rozpoczecia pomiaru sg przedstawione na Rysunku 40 oraz w Tabeli 10.
W poczatkowym etapie eksperymentow modut zachowawczy dla wszystkich badanych
probek przyjmowal niskie wartosci w zakresie 2 — 13 Pa, potwierdzajac stan umozliwiajacy
wstrzyknigcie. Nastepnie wartosci G' wzrastaly po 40 minutach 1 osiggaly wartos¢
maksymalng w ciggu 65 minut od rozpoczgcia procesu sieciowania, dzigki czemu mozna

stwierdzi¢, ze otrzymane materialy sa zdolne do przejscia ze stanu zolu do zelu w 37 °C.
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Proces ten moze by¢ regulowany zaré6wno poprzez st¢zenie genipiny, jak i zawarto$¢
biopolimerow, gdyz obserwowano wptyw obu tych czynnikoéw na wartos¢ G’. Zastosowanie
Wyzszego stgzenia genipiny powodowato wigkszy stopien usieciowania i tym samym wzrost
warto$ci modutu G’. Ponadto niezaleznie od stezenia genipiny wyzsze warto$ci modutu G’
uzyskiwano dla hydrozeli z wigkszg zawartoscig modyfikowanego kwasu hialuronowego.
Takie] wyraznej tendencji nie obserwowano w przypadku hydrozeli ColChHA
z niemodyfikowanym kwasem hialuronowym (punkt 7.2.2, str. 76). Najwyzszg warto$¢
modutu zachowawczego osiggnal hydrozel z najwigksza zawartoscig HAmod Oraz
najwiekszym st¢zeniem genipiny (ColChHAmod 2/3 20). Badania wlasciwosci reologicznych
dowiodty, ze kwas hialuronowy funkcjonalizowany grupami aminowymi jest efektywnie
sieciowany razem z pozostaltymi biopolimerami przez geniping, tworzac w ten sposob stabilne

strukturalnie hydrozele.
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Rysunek 40. Wartosci modutu zachowawczego G’ dla materiatow, osiggniete po 10, 40 i 65 minutach od
rozpoczecia pomiaru. Czarne linie oznaczajg istotno$¢ statystyczng pomiedzy warto$ciami G’ materialow
o takim samym sktadzie biopolimeréw, sieciowanych geniping o stezeniu 2, 10 i 20 mM po 65 min pomiaru
(p < 0,05), * oznacza istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu z ColChHA moes 2/3 20 po 65 min (p < 0,05).
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Tabela 10. Wartosci modutu zachowawczego G’ dla materiatow, osiggnigte po 10, 40 i 65 minutach od
rozpoczecia pomiaru.

Hydrozele G’[Pa] po 10 min G’[Pa] po 40 min G’[Pa] po 65 min
ColChHAmq 4/1 2 1,88 £ 0,01 3,61+0,03 44,87 + 0,23
ColChHAmod 4/1 10 2,73+0,02 8,54+ 0,14 257,94 +£ 1,69
ColChHAmod 4/1 20 2,33+0,03 30,46+ 1,24 325,17 + 2,86
ColChHAmeq 3/2 2 5,40 + 0,04 11,87 + 0,07 88,90 + 2,81
ColChHAmd 3/2 10 5,67 + 0,06 23,19+ 0,22 412,27 + 15,81
ColChHAmod 3/2 20 6,10+ 0,11 33,20+ 0,35 667,79 + 96,86
ColChHAmod 2/3 2 9,58 + 0,07 62,10 + 4,07 388,08 +1,31
ColChHAmd 2/3 10 11,60 +0,10 55,31+1,08 500,29 + 39,95
ColChHAmw 2/3 20 12,73 +0,11 89,89 £2,01 1555,40 + 76,85

Degradacja enzymatyczna

Zbadano proces degradacji enzymatycznej wszystkich otrzymywanych hydrozeli
ColChHAmod. Zmiany masy hydrozeli w czasie 144 godzin pod wpltywem dziatania
kolagenazy przedstawia Rysunek 41. Sktad hydrozeli mial znaczacy wpltyw na proces
degradacji. W przypadku serii ColChHAmod 4/1 znaczny ubytek masy nastgpit po 4 i 24
godzinach od rozpoczgcia badania - w zakresie odpowiednio 40 — 75% i 65 — 90%.
Kontynuacja eksperymentu nie wplywala juz znaczaco na pozostata mas¢ hydrozeli. Zgodnie
z oczekiwaniami, najnizszym stopniem degradacji charakteryzowal si¢ hydrozel
z najwyzszym stgzeniem genipiny (ColChHAmod 4/1 20) — masa pozostata wyniosta ok. 24%
masy poczatkowej po 144 godzinach badania. Hydrozele sieciowane geniping o nizszych
stezeniach (ColChHAmod 4/1 2 i ColChHAmod 4/1 10) wykazaty zblizone masy pozostate
(ok. 7% po 144 godzinach badania). W przypadku serii ColChHAmod 3/2 zaobserwowano
bardzo szybka degradacje niezaleznie od stezenia genipiny — po 24 godzinach badania ubytek
masy wahat si¢ w granicach 89 — 97%. Materialy te ulegly szybkiej dezintegracji na mniejsze
fragmenty, co ulatwiatlo dziatanie kolagenazie. Takiego zjawiska nie obserwowano dla
pozostalych rodzajow badanych hydrozeli. Materialy z najwyzsza zawartoscig
modyfikowanego kwasu hialuronowego (ColChHAmod 2/3) ulegaly catkowitej degradacji
w trakcie eksperymentu, a decydujace znaczenie dla szybko$ci degradacji mialo stezenie
uzytej genipiny. Materialy sieciowane geniping o nizszym st¢zenil (COIChHAmoa 2/3 2
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i ColChHAmod 2/3 10) ulegly catkowitej degradacji po juz 24 godzinach badania, natomiast
material otrzymany w obecnos$ci najwyzszego stezenia genipiny (ColChHAmea 2/3 20)
zachowat 55% masy poczatkowej po tym czasie | zostal catkowicie zdegradowany po
72 godzinach badania. Catkowite rozpuszczenie tej serii hydrozeli moglto by¢ zwigzane z ich
wysokim stopniem pecznienia (str. 116). Przy takiej zdolnosci do pecznienia probki enzymy
moga tatwiej dyfundowaé w strukturze hydrozeli, a tym samym przyspiesza¢ degradacje
w calej objetosci sieci polimerowej [262]. Badania degradacji enzymatycznej wykazaty,
ze szybko$¢ degradacji moze by¢ regulowana poprzez dobor stezenia czynnika sieciujgcego

oraz sktad biopolimeréw uzytych do otrzymania hydrozeli.

ColChHA,,.44/1 ColChHApeq 312 ColChHA,,,4 2/3

100 [ ColChHAmod 4/12 100 [ JColChHAmod 322 100 [ colchHAmod 2/3 2
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Rysunek 41. Zmiany masy hydrozeli ColChHAmq W obecnosci kolagenazy. Analize statystyczng wykonano
poprzez poréwnanie materiatdw o takim samym sktadzie biopolimerow, sieciowanych geniping o stezeniu 2, 10
i 20 MM w danym punkcie czasowym. * oznacza istotno$¢ statystyczng w porownaniu z ColChHAmeg 4/1 20
(p < 0,05), # oznacza istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu Z COIChHAm. 2/3 20 (p < 0,05).

9.2.4. Wlasciwosci biologiczne in vitro

Zywotno$é¢ komoérek

Przeprowadzono badania zywotnosci komorek osteoblastopodobnych MG-63 wysianych
na otrzymanych hydrozelach. Test z uzyciem odczynnika Alamar Blue przeprowadzono po 1,
3 1 7 dniu hodowli. Wyniki eksperymentow przedstawia Rysunek 42A. Zmiany liczby
komorek w czasie trwania eksperymentu zachowywaty podobng tendencj¢ dla wszystkich
materialow - liczba komorek znaczaco wzrosta po 3 dniu hodowli (r6znice migdzy dniem 1
I 3 istotne statystycznie z wyjatkiem wynikow dla ColChHAmed 3/2 10) i osiggneta
maksymalne warto$ci po 7 dniu hodowli (réznice miedzy dniem 3 i 7 istotne statystycznie
z wyjatkiem wynikow dla ColChHAmos 4/1 2 i ColChHAmos 4/1 20). Eksperyment
potwierdzit zatem, ze wszystkie otrzymane hydrozele wspieraly proliferacje komorek

osteoblastopodobnych w badanym czasie.
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Aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej (ALP)

Zbadano aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej (ALP) jako markera aktywno$ci osteoblastow.
Aktywnos¢ ALP komorek MG-63 hodowanych na badanych materiatach okreslono po 31 7
dniu hodowli, kontrolg byly komorki hodowane na samej plytce hodowlanej. WyniKi
przedstawiono na Rysunku 42B. Dla wszystkich materialow obserwowano podwyzszenie
poziomu ALP po dniu 7 w porownaniu do dnia 3 oraz znaczny wzrost aktywnosci tego
markera w poréwnaniu do kontroli ogétem. Dla kazdej serii hydrozeli najwyzsza aktywnosé
ALP wykazano dla materiatow sieciowanych geniping o najwyzszym stezeniu (20 mM),
a wérod nich maksymalng wartos¢ uzyskano dla materiatu ColChHAmog 2/3 20. Badania
potwierdzity zatem, ze hydrozele ColChHAmod z modyfikowanym kwasem hialuronowym sg
nie tylko biokompatybilne, ale takze zdolne do wutrzymania fenotypu komorek
osteoblastycznych (MG-63).
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Rysunek 42. (A) Proliferacja komérek MG-63 po 1, 3 i 7 dniu hodowli na powierzchni badanych materiatow.
* nad czarng linig oznacza istotnos¢ statystyczng pomigdzy dniem 1, 3 i 7 dla tego samego rodzaju materiatu
(p < 0,05), % oznacza istotno$¢ statystyczng w porownaniu z ColChHAmeg 4/1 2 w dniu 1 (p < 0,05), ~ oznacza
istotnos$¢ statystyczng w porownaniu z COIChHAme 4/1 20 w dniu 1 (p < 0,05), # oznacza istotno$¢ statystyczng
w poréwnaniu z ColChHAmod 3/2 10 w dniu 7 (p < 0,05), + oznacza istotno$¢ statystycznag w poréwnaniu
z ColChHAmed 3/2 2 w dniu 7 (p < 0,05), & oznacza istotnos¢ statystyczna w porownaniu Z COIChHAmeq 2/3 2
w dniu 7 (p < 0,05). (B) Aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej (ALP) komérek MG-63 po 3 i 7 dniu hodowli na
powierzchni badanych materiatow. * oznacza istotno$¢ statystyczng w porownaniu z COIChHAme 4/1 20 w dniu
7 (p < 0,05), # oznacza istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu z COlIChHAme 3/2 20 w dniu 7 (p < 0,05),
$ oznacza istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu z COIChHAme 2/3 20 w dniu 7 (p < 0,05).

Adhezja i morfologia komorek
Przeprowadzono analiz¢ morfologii oraz zdolnosci do adhezji komoérek MG-63 do

powierzchni hydrozeli na podstawie uzyskanych mikrofotografii SEM (Rysunek 43A).
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Powierzchnie wszystkich badanych hydrozeli utatwialy adhezje komorek, wigkszosé
obserwowanych komorek jest rozptaszczona na podtozach. Dla serii materiatdéw ColChHAmod
2/3 oraz materiatbw ColChHAmod 4/1 2 i ColChHAme 3/2 2 morfologia przylegajacych
komorek byla podobna, posiadalty one dobrze zdefiniowane i1 wydluzone ksztatty.
W przypadku materiatow ColChHAmod 4/1 sieciowanych geniping o wyzszych stezeniach
(szczegdlnie najwickszym — 20 mM) ksztalty komorek byly bardziej zréznicowane,
od okraglych po dobrze rozptaszczone. Taka roéznorodno$¢ mozna wyjasni¢ istnieniem
zalezno$ci miedzy stopniem adhezji a szybkos$cig wzrostu komoérek [263]. Dla materiatow
ColChHAmod 3/2 10 i ColChHAmod 3/2 20 zauwazono tendencje do naktadania i tgczenia sie
komorek na podlozach. Powyzsze obserwacje znajduja odzwierciedlenie w analizie
powierzchni zajmowanych przez przylegajace komorki (Rysunek 43B). Dla materiatow
ColChHAmod 3/2 i ColChHAmog 4/1 sieciowanych geniping o wyzszych stezeniach uzyskano
szerszy rozktad powierzchni, zajmowanych przez rozptaszczone komoérki w poréwnaniu do

serii materiatdw ColChHAmoeg 2/3.
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Rysunek 43. Mikrofotografie SEM przedstawiajace morfologie komoérek MG-63 hodowanych przez 3 dni na
powierzchni badanych materialow (A), wykres przedstawiajacy $rednia powierzchni¢ komorek po 3 dniach
hodowli na materiatach (B). x oznacza punkt odstajacy, *** oznacza istotno$¢ statystyczna (p < 0,05).

Wiasciwosci antybakteryjne

W celu wykazania wielofunkcyjnego potencjalu opracowanych hydrozeli przeprowadzono
badania wiasciwosci in vitro wobec dwoéch szczepoéw bakterii — Escherichia coli (Gram-
ujemne) i Staphylococcus aureus (Gram-dodatnie). Wyniki testow przestawia Tabela 11.
Negatywng kontrola w eksperymencie byt hydrozel oparty na samym chitozanie
usieciowanym geniping o stezeniu 20 mM. Uzasadnieniem takiego wyboru kontroli jest fakt,
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ze chitozan jest znany ze swoich Kkorzystnych wiasciwo$ci w kierunku gojenia ran oraz
dziatania antybakteryjnego [264]. Badane materialy inkubowano przez 4 godziny
w zawiesinie bakterii w ilosci okoto 1,2:10° komoérek/dotek w przypadku S. aureus i 1,9-10?
komorek/dotek w przypadku E. coli. Po tym czasie liczba komorek bakteryjnych
zdecydowanie wzrosta w przypadku kontroli pozytywnej (odpowiednio 8,5-10* i 2,7-10°
komorek/dotek dla S. aureus i E. coli). W przypadku hydrozelu na bazie samego chitozanu
(kontrola negatywna) potwierdzono wysoka aktywnos¢ antybakteryjng wzgledem obu
szczepOw bakterii, w szczegolnosci efekt ten byt bardziej wyrazny wzgledem E. coli. Materiat
ColChHAmod 4/1 10 wykazat si¢ podobnym dziataniem antybakteryjnym zaréwno wzgledem
S. aureus, jak i E. coli, natomiast ColChHAme 4/1 20 tylko wzgledem E. coli. Hydrozele
Z mniejszg zawarto$cig chitozanu - COIChHAmod 3/2 oraz ColChHAmed 2/3 czgéciowo
zapobiegaty namnazaniu si¢ bakterii E. coli w poréwnaniu z kontrola pozytywna.
Zaobserwowano zatem tendencj¢ stabszego dziatania antybakteryjnego wraz ze zmniejszajaca
si¢ zawarto$cig chitozanu w strukturze hydrozeli. Dodatkowo otrzymane hydrozele
wykazywaly wigkszy potencjal bakteriostatyczny wzgledem bakterii Gram-ujemnych (E. coli)
niz bakterii Gram-dodatnich (S. aureus), co moze wynika¢ z réznic w budowie bton tych
drobnoustrojéw. Mozliwo§¢ hamowania rozwoju bakterii przez opracowane materiaty
wskazala na ich wielofunkcyjno$¢ w potencjalnych zastosowaniach biomedycznych.

Tabela 11. Tlo$¢ komorek bakteryjnych (S. aureus i E. coli) obecnych na powierzchni hydrozeli po 4 godzinach
inkubaciji.

Rodzai materialu S. aureus (ilos¢ E. coli (ilos¢
] komorek/dolek) komorek/dolek)
Plytka hodowlana
(kontrola 8,5 - 10 2,7-10°
pozytywna)
Ch 20
(kontrola 1,1 - 10* 3,5- 10!
negatywna)
ColChHAmg 4/1 10 1,2 - 102 9,5- 10!
ColChHAmog 4/1 20 8,2 - 10° 9,0 - 102
ColChHAmwg 3/2 10 3,6-10° 1,5 - 10*
ColChHAmd 3/2 20 4,3 - 10 7,5-10*
ColChHAmod 2/3 10 8,2 - 10* 8,6 - 10*
ColChHAmod 2/3 20 3,5-10* 9,5-10*
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9.3. Podsumowanie

Opracowano  wstrzykiwalne hydrozele zbudowane z kolagenu, chitozanu oraz
modyfikowanego lizyng kwasu hialuronowego, mogace potencjalnie shuzy¢ jako
wielofunkcyjne rusztowania komérkowe w inzynierii tkankowej kosci. Modyfikacja kwasu
hialuronowego czasteczkami lizyny zapewnita obecnos¢ grup aminowych w strukturze kwasu
hialuronowego, a efektywno$¢ funkcjonalizacji zostata potwierdzona metodami analizy
elementarnej i spektroskopii NMR. Dzigki temu wszystkie trzy biopolimery braty udziat
w chemicznym sieciowaniu geniping, tworzac stabilne strukturalnie hydrozele dla wszystkich
uzywanych stezen czynnika sieciujgcego (2, 10 i 20 mM). Wykazano, ze podstawowe
wiasciwosci fizykochemiczne hydrozeli takie jak pecznienie, liofilowo$é, stopien degradacji
i porowato$¢ moga by¢ dostosowywane/modyfikowane poprzez dobor stezenia genipiny oraz
zawartosci funkcjonalizowanego kwasu hialuronowego. Materiaty z najwyzszg zawartoscig
HAmod charakteryzowaty si¢ najwyzszym stopniem pgcznienia, co istotnie wptywalo takze na
proces ich degradacji. Wszystkie badane hydrozele cechowal wysoki poziom porowatosci
(85 — 95%). Dla materialow sieciowanych geniping o stezeniach 10 i 20 mM porowatos¢ rosta
wraz ze wzrostem zawartosci HAmod. Badania reologiczne potwierdzity wstrzykiwalno$¢ oraz
korzystny wptyw HAmod na wihasciwosci mechaniczne hydrozeli — rosngca zawarto$é tego
modyfikowanego biopolimeru powodowata wzrost modutu zachowawczego G’, co wskazuje
na efektywne usieciowanie HAmod w hydrozelach. Nalezy podkresli¢, ze nie obserwowano tak
wyraznego trendu w przypadku hydrozeli ColChHA z niemodyfikowanym kwasem
hialuronowym (punkt 7.2.2, str. 76). Badania biologiczne in vitro z wykorzystaniem komorek
osteoblastopodobnych MG-63 dowiodly, ze hydrozele ColChHAmog byty biokompatybilne,
wspieraly proliferacj¢ i adhezj¢ komorek, a takze wptywaly na zwigkszenie aktywnos$ci
fosfatazy alkalicznej (ALP). Dodatkowo wykazano potencjat bakteriostatyczny hydrozeli,
szczegdlnie wzgledem bakterii E. coli, co potwierdzito mozliwosci rozszerzenia ich funkcji

biologicznych.

Bioragc pod uwagg wszystkie wyniki badan przeprowadzonych dla serii hydrozeli
ColChHAmoa stwierdzono, ze hydrozel z najwigksza zawarto$cig modyfikowanego kwasu
hialuronowego oraz sieciowany geniping o najwyzszym st¢zeniu (ColChHAmod 2/3 20)
wyroznial si¢ na tle innych wysokim stopniem pecznienia 1 porowato$ci, najwyzszg wartoscig
modutu zachowawczego w badaniach reologicznych, a takZze najwyzszym poziomem

aktywnosci ALP podczas hodowli komorkowej. W zwigzku z tym hydrozel ColChHAmod
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2/3 20 zostal wybrany do dalszych badan jako matryca dla nosnika leku

przeciwosteoporotycznego.

10. Otrzymywanie i scharakteryzowanie wielofunkcyjnych materialow
hybrydowych opartych na matrycy hydrozelowej i nosniku leku

przeciwosteoporotycznego

10.1. Materialy i metody

10.1.1. Materialy

Oproécz odczynnikow wymienionych w rozdziatach 7 i 8 (punkt 7.1.1, str. 71 oraz punkt 8.1.1,
str. 82) uzyto réwniez: kwas hialuronowy (Sigma-Aldrich) modyfikowany lizyng HAmod
(stopien podstawienia ok. 25%), tréjwodny alendronian sodu (Sigma-Aldrich), kwas
nadchlorowy (70%, Chempur), szesciowodny chlorek zelaza (III) FeClz - 6H2O (Sigma-
Aldrich), mysie makrofagi linii J774A.1 (ATCC TIB-67™), formalina (roztwor 10%, Sigma-
Aldrich), Eozyna Y (roztwor w etanolu, Sigma-Aldrich), czerwien alizarynowa S (roztwor
w etanolu, Sigma-Aldrich), balsam do szkietek Cytoseal XYL (VWR Chemicals),
hematoksylina Harrisa (VWR Chemicals), ksylen (Avantor Performance Materials), aceton
(Avantor Performance Materials), paski testowe do analiz biochemicznych Spotchem 11 Panel
V (Woodley), zestaw do detekcji cytokin LEGENDplex Mouse Inflammation Panel (13-plex)
(BioLegend).

10.1.2. Otrzymywanie no$nika leku przeciwosteoporotycznego

Otrzymywanie czastek krzemionkowo-apatytowych (SiOz2-Ap)

Otrzymano sfunkcjonalizowane grupami aminowymi czastki krzemionkowe metoda zol-Zel
wedlug procedury opisanej w punkcie 8.1.2 (str. 83). W kolejnym etapie w fiolkach
o pojemnosci 50 ml umieszczono po 20 mg otrzymanych czastek i dodano po 20 ml roztworu
1,5 SBF. 1,5 SBF przygotowywano wedtug procedury otrzymywania SBF opisanej w punkcie
8.1.6 (str. 86) z uwzglednieniem odpowiednio wigkszych ilosci reagentow w celu otrzymania
1,5 raza wyzszego stgzenia wszystkich substancji rozpuszczonych. Probki czastek krzemionki
w 1,5 SBF poddano sonikacji ciagtej przez 10 - 15 minut. Nastepnie fiolki zabezpieczono
parafilmem, umieszczono w inkubatorze w temperaturze 37 °C i wytrzasano (50 rpm).

Tak przygotowane materiaty inkubowano przez okres 10 dni, wymieniajac roztwor 1,5 SBF
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na $wiezy co 2 - 3 dni. W tym celu zawiesine czastek w 1,5 SBF odwirowywano z predkoscia
10 000 rpm przez 5 minut, zbierano roztwor znad osadu, wprowadzano $wieza porcje buforu,
energicznie mieszano i ponownie inkubowano. Po 10-dniowej inkubacji w sztucznym osoczu
materiatl poddano procesowi wirowania, a nast¢pnie oczyszczono przeptukujac woda 1 wirujac
(procedurg¢ powtdrzono trzykrotnie), po czym wysuszono w temperaturze pokojowe;j.

Otrzymano materiat (SiO2-Ap) w postaci bialego proszku.

Otrzymywanie czastek  krzemionkowo-apatytowych z  przylaczonym lekiem
przeciwosteoporotycznym (SiO2-Ap-ALN)

Do otrzymanego w wyniku kontrolowanej depozycji w warunkach 1,5 SBF uktadu SiO2-Ap
przytaczono alendronian sodu. W tym celu 20 mg materiatu SiO.-Ap zawieszono w 3 ml
zasady sodowej (5 mM) i poddano 5 min sonifikacji. Nast¢pnie rozpuszczono 4 mg
alendronianu sodu (ALN) w 2 ml roztworu NaOH (5 mM). Umieszczono elektrode pH-metru
w roztworze i dodajac 20 mM roztwdr NaOH ustalono jego pH do wartosci 10. Nastepnie tak
sporzadzony roztwor alendronianu sodu dodano do zawiesiny SiO2-Ap. Probke umieszczono
na mieszadle magnetycznym z funkcja grzania (500 rpm, 37°C) na 3 dni. Otrzymany no$nik
z przylagczonym alendronianem (SiO2-Ap-ALN) oczyszczono w drodze dializy do wody

(24 godziny, temperatura pokojowa) i poddano liofilizacji, otrzymujac biaty proszek.
10.1.3. Scharakteryzowanie czastek SiO2-Ap oraz SiO2-Ap-ALN

Dla okre$lenia mikrostruktury czastek wykonano obrazowanie stosujac skaningowy
mikroskop elektronowy SEM (FESEM, HITACHI S-4700) oraz dokonano mikroanalizy
rentgenowskiej (EDS, NORAN Vantage), aby potwierdzi¢ obecnos¢ fazy mineralnej
I wyznaczy¢ stosunek wapnia do fosforu. W tym celu kroplg¢ zawiesiny z czastkami
umieszczano na podtozu krzemowym 1 pozostawiono do wyschnigcia. Bezposrednio przed
badaniem SEM probki napylano ztotem. Badania struktury metoda dyfrakcji rentgenowskiej
(XRD) przeprowadzono przy uzyciu dyfraktometru X'Pert PRO MPD (PANalytical)
z geometria Bragga-Brentano z zastosowaniem lampy miedzianej i monochromatora
grafitowego. Grupy funkcyjne czastek charakteryzowano, wykorzystujac spektrometr
podczerwieni z transformacja Fouriera FTIR (Thermo Nicolet iS10 FTIR z przystawka ATR,
Thermo Scientific). Sktad powierzchniowy analizowano takze przy uzyciu rentgenowskiej
spektrometrii fotoelektronow XPS (ESCA, PREVAC) z uktadem do neutralizacji tadunku
powierzchniowego FS40A-PS (PREVAC). Analize otrzymanych danych przeprowadzono
korzystajac z programu CasaXPS. Identytikacje sktadu pierwiastkowego badanego materiatu
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wykonano na podstawie potozenia pikéw na widmie. Analize¢ termograwimetryczng (TG)
materiatdw wykonano za pomocg termograwimetru Mettler-Toledo TGA/SDTAS851e. Probki
ogrzewano z szybkoscig 10 °C/min od zera do 1000 °C w przeptywie argonu 110 mL/min.
Ilos¢ leku ALN przylaczonego do czgstek oceniano poprzez wykonanie testu
spektrofotometrycznego opartego na tworzeniu kompleksu pomiedzy jonami ALN i Fe®*
w obecno$ci kwasu nadchlorowego. W tym celu 0,5 ml zawiesiny SiO2-Ap-ALN (1 mg/ml
w 0,2 M kwasie nadchlorowym) zmieszano z 0,15 ml 5 mM roztworu FeCls w kwasie
nadchlorowym (0,2 M) i uzupetiono do 3 ml kwasem nadchlorowym (0,2 M). Absorbancj¢
mierzono przy 300 nm wzgledem roztworu odniesienia, jakim byta zawiesina SiO2-Ap
w kwasie nadchlorowym. Zawartos¢ ALN okreslono na podstawie krzywej kalibracyjnej

ALN w 0,2 M kwasie nadchlorowym w zakresie stezen 4 - 63 pg/ml.
10.1.4. Otrzymywanie materialéw hybrydowych

Otrzymane czastki SiO2-Ap-ALN zawieszono w zolu biopolimerowym sktadajacym si¢
z kolagenu, chitozanu oraz sfunkcjonalizowanego lizyng kwasu hialuronowego i usieciowano
geniping otrzymujac materiat hybrydowy. W tym celu przygotowano trzy nawazki czastek
SiO2-Ap-ALN, odpowiednio 5 mg, 2,5 mg oraz 1 mg i kazdg z nich zawieszono w 0,1 ml
wody. Nastepnie dodawano odpowiednie objetosci roztworow biopolimeréow (wedtug
procedury opisanej w punkcie 9.1.4, str. 109 dla hydrozelu ColChHAmod 2/3 20): 76 ul
roztworu chitozanu (roztwor 1% (w/v) w 1% kwasie octowym), 540 ul roztworu kolagenu
i 114 ul roztworu zmodyfikowanego lizyng kwasu hialuronowego (roztwor 1% (w/v) w 10x
buforze PBS). Otrzymany zol poddano energicznemu wytrzgsaniu a nast¢pnie dodano 170 ul
roztworu genipiny (roztwor o stezeniu 20 mM, sporzadzony w 10x buforze PBS)
i inkubowano w temperaturze 37 °C az do catkowitego usieciowania. Stosunek wagowy
biopolimerow w otrzymanych materiatach wyniost: Col:Ch:HAmod — 50:20:30. Stosujac trzy
rozne stezenia zawiesin czastek SiO2-Ap-ALN (Al = 5 mg/ml, A2 = 2,5 mg/ml,
A3 = 1 mg/ml) otrzymano trzy rodzaje materialow hybrydowych: ColChHAme 2/3 Al,
ColChHAmo 2/3 A2 i ColChHAmod 2/3 A3. Jako material kontrolny otrzymano hydrozel
o analogicznym sktadzie biopolimerow, ale bez dodatku czgstek SiO2-Ap-ALN (dodawano
0,1 ml wody) (ColChHAmod 2/3).
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10.1.5. Badania wlasciwosci fizykochemicznych materialéw hybrydowych

Badanie mikrostruktury

Mikrostrukture materiatbw zobrazowano przy pomocy skaningowego mikroskopu
elektronowego SEM (FESEM HITACHI S-4700). W tym celu otrzymane materiaty
przeptukano kilka razy woda dejonizowang i zliofilizowano. Bezposrednio przed

obrazowaniem probki napylono ztotem.

Badanie zdolnos$ci do pe¢cznienia

Przeprowadzono badania zdolno$ci uzyskanych materiatbw do pecznienia w warunkach
fizjologicznych, wedlug procedury opisanej w punkcie 8.1.5 (str. 85). Materialty wazono
po 24-godzinnej inkubacji w PBS w postaci specznialej, a nastgpnie w postaci suchej

po zliofilizowaniu. Stopien pecznienia materiatu (SR) wyznaczano, stosujgc wzor (5).

Badanie liofilowosci

W celu okreslenia liofilowos$ci materiatow wykonywano pomiary kata zwilzania przy uzyciu
urzadzenia Surftens Universal instrument (OEG GmbH, Frankfurt, Germany) zgodnie
z procedurg opisang w punkcie 8.1.5 (str. 85).

Badanie wlasciwosci reologicznych

Przeprowadzono badania whasciwosci reologicznych z wykorzystaniem reometru rotacyjnego
MCR 301 (Anton Paar) zgodnie z procedurg opisang w punkcie 7.1.3 (str. 72). Badania
wykonano z wykorzystaniem geometrii pomiarowej typu plytka-plytka o $rednicy 20 mm,
przy szczelinie pomiarowej h = 1 mm, probki poddano wymuszeniu oscylacyjnemu
o nastepujacych parametrach: odksztatcenie y = 1% z czestotliwoscig £ = 1 Hz. Pojedynczy

pomiar probki trwat 70 minut, wykonano po trzy powtdrzenia dla kazdego rodzaju probki.

Badanie procesu degradacji enzymatycznej

Przez okres 144 godzin monitorowano proces degradacji materialdow w obecnosci enzymu
kolagenazy (roztwor 0,2 mg/ml w buforze PBS z 0,36 mM CaClz) zgodnie z procedura
opisang w punkcie 7.1.3 (str. 73). Zmiany masy w trakcie eksperymentu wyrazono jako %

masy pozostalej, obliczany wedtug wzoru (4).
10.1.6. Badanie uwalniania leku z materialéw hybrydowych

Badania uwalniania leku przeprowadzono dla materialu z najwigkszg zawartoscig ALN —
ColChHAmod 2/3 Al. W tym celu probki materialu umieszczano w plytce 24-dotkowej,
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zalewano buforem PBS (1 ml/dotek) i inkubowano w 37 °C z wytrzgsaniem (100 rpm).
W okres$lonych punktach czasowych (po 1, 2, 4, 6, 24, 48, 72, 144 i 168 godzinach) pobierano
calg objetos¢ roztworu z dotkow i zalewano materiaty §wiezym PBS. Taka samg procedure
stosowano dla materialu bez zawartosci leku, ktory stanowil material odniesienia. Zebrane
roztwory  przechowywano w  temperaturze -20 °C do czasu pomiarow
spektrofotometrycznych. Do okreslenia ilosci uwolnionego ALN w zebranych roztworach
wykorzystano metod¢ spektrofotometryczng, polegajaca na tworzeniu si¢ kompleksu
pomiedzy jonami ALN i Fe®*, analogicznie jak opisano w punkcie 10.1.3 (str. 128).
Dla kazdej probki eksperymenty przeprowadzono trzykrotnie i wyznaczono wartosci Srednie.
Dodatkowo dane eksperymentalne zostaly dopasowane do trzech modeli kinetycznych,

pozwalajacych na analiz¢ mechanizmu uwalniania: Higuchiego, Ritgera-Peppasa i Weibulla.
10.1.7. Badanie biomineralizacji in vitro

Prowadzono badania zdolno$ci do tworzenia si¢ fazy mineralnej na powierzchni materialow
hybrydowych poprzez inkubacj¢ w symulowanym sztucznym osoczu (SBF).
SBF otrzymywano wedtug procedury opisanej w punkcie 8.1.6 (str. 86). Materiaty hybrydowe
umieszczono w ptytkach 24-dotkowych, zalano roztworem SBF (1 ml/doltek) i inkubowano
w 37 °C przez 3 oraz 5 dni, wymieniajac codziennie SBF na $wiezy. Po zakonczeniu
inkubacji materiaty przeptukano kilka razy woda dejonizowang 1 zliofilizowano. Strukture
powierzchni zliofilizowanych materialow zobrazowano przy pomocy skaningowego
mikroskopu elektronowego (FESEM HITACHI S-4700). W celu potwierdzenia obecnosci
fazy mineralnej i wyznaczenia stosunku wapnia do fosforu dokonano mikroanalizy

rentgenowskiej (EDS, NORAN Vantage). Przed obrazowaniem préobki napylono ztotem.
10.1.8. Badania wlasciwosci biologicznych in vitro

Badania wlasciwosci biologicznych in vitro prowadzono z uzyciem linii komorek
osteoblastopodobnych MG-63 oraz komoérek osteoklastopodobnych J774A.1. Otrzymanie
materiatdw hybrydowych do hodowli komorkowych oraz hodowlg komoérek MG-63
realizowano zgodnie z procedurg opisang w punkcie 8.1.7 (str. 87). W przypadku komorek
J774A.1 wykonywano analogiczne czynno$ci za wyjatkiem pasazowania — pasaz tej linii
komorkowej prowadzono poprzez delikatne mechaniczne zdrapywanie komoérek z dna butelki
przy uzyciu skrobaka do komorek. Komoérki wysiewano na materiatach w ilosci 2-10%

komérek/cm?.
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Badanie zywotnosci komorek — test Alamar Blue

Test zywotno$ci komorek MG-63 oraz J774A.1 wysianych na materiatach prowadzono
z uzyciem odczynnika Alamar Blue po 1, 3 oraz 7 dniu hodowli komoérkowej, zgodnie
z procedurg opisang W punkcie 8.1.7 (str. 88). Pomiar absorbancji przeprowadzano
w czytniku mikroptytek TECAN Infinite M200 przy dlugosciach fali 560 nm 1 600 nm.
Wartosci absorbancji przeliczano na ilos¢ komorek, korzystajac z krzywych kalibracyjnych
otrzymanych z pomiaréw absorbancji dla znanych ilosci komoérek MG-63 oraz J774A.1.

Badanie aktywnoSci fosfatazy alkalicznej — test ALP

Test na aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej ALP dla komoérek MG-63 byt prowadzony
réwnolegle do testu Alamar Blue po 3 i 7 dniu hodowli komoérek na materiatach, zgodnie
z procedurg opisang W punkcie 8.1.7 (str. 88). Pomiar absorbancji prowadzono co minutg
przez 6 minut przy dtugosci fali 405 nm. Aby przeliczy¢ absorbancj¢ na ilo$¢ wytworzonego
produktu (nmol), zastosowano réwnanie (6). Po odpowiednim przeliczeniu iloéci produktu,

wyniki odnoszono do liczby zywych komorek z testu Alamar Blue.

Badanie adhezji i morfologii komorek

Powierzchnia materiatow z wysianymi komoérkami linii MG-63 byla obrazowana
skaningowym mikroskopem elektronowym SEM (FESEM, HITACHI S-4700). W tym celu
po 3 dniach prowadzenia hodowli komorkowej, materialy przeptukano buforem PBS
1 wykonano procedur¢ utrwalania i odwadniania zgodnie z opisem zamieszczonym w punkcie
7.1.4 (str. 73). Bezposrednio przed obrazowaniem SEM probki byly napylane zlotem.
Mikrofotografie SEM  powierzchni  hydrozeli z komodrkami byly analizowane

z wykorzystaniem programu ImageJ.
10.1.9. Badania wlasciwosci biologicznych in vivo

Eksperymenty in vivo przeprowadzono na modelu mysim przy wspotpracy z dr Monikg
Bzowska i mgr Alicjg Hinz z Zaktadu Biochemii Komorki na Wydziale Biochemii, Biofizyki
i Biotechnologii UJ (WBBIB UJ). Szesciotygodniowe samice myszy C57BL/6 wykorzystane
do badan pochodzity ze Zwierzetarni WBBiB UJ, utrzymywano je w kontrolowanych
warunkach (wymiana powietrza, temperatura, wilgotno$¢) oraz zapewniano dostep do wody
i pozywienia ad libitum. Wszystkie procedury wykonywano w odniesieniu do Ustawy
o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych lub edukacyjnych
(D20150266L), wdrazajacej dyrektywy Parlamentu Europejskiego i Rady (2010/63/UE).

Dos$wiadczenia prowadzono zgodnie z wytycznymi Institutional Animal Care and Use
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Committee (IACUC) oraz na podstawie uchwaty nr 81/2020 z dnia 02.04.2020 wydanej przez

IT Lokalng Komisje Etyczng do spraw do§wiadczen na zwierzetach w Krakowie.

Ocena wstrzykiwalnosci, biodegradowalnosci i biokompatybilnosci

Myszy zostaly zwazone i losowo podzielone na grupy eksperymentalne — jednej grupie
wstrzyknigto sterylny bufor PBS (grupa kontrolna), drugiej wstrzyknigto hydrozel
ColChHAmo 2/3, a trzeciej grupie wstrzykni¢to materiat hybrydowy ColChHAmog 2/3 Al.
Przed rozpoczeciem eksperymentéw materialy do badan przygotowano poprzez zmieszanie
wszystkich komponentow z geniping o stezeniu 20 mM, przeniesiono do strzykawki
i inkubowano w 37 °C przez 15 minut, aby zainicjowaé tworzenie si¢ zelu. Nastepnie
wstrzyknigto myszom podskoérnie w lewy bok po 200 pl materiatu (za pomoca igly o $rednicy
29G). Po tym etapie zwierzeta badano codziennie przez 7 dni w celu wykrycia zmian
W objetosci materiatdw widocznych pod skoéra (ocena palpacyjna i pomiary suwmiarka).
Po uptywie pierwszego tygodnia badan obserwacje byly prowadzone w odstgpach
7-dniowych. Myszy u$miercano po 24 godzinach (pierwszy dzien eksperymentu) oraz po 7,
30 1 60 dniach od wstrzyknigcia materialow. Krew, gldwne narzady i fragmenty skory
z pozostatoSciami wstrzyknigtych materiatdw wyizolowano do dalszych analiz. Objgtos¢
materiatu (Vhydrozel) COIChHAmod 2/3 obliczono, stosujac wzor:

wymiar pionowy - wymiar poziomy?
2

(7) Vhydroiel =

Analiza morfologii i parametrow biochemicznych krwi i badania immunologiczne

W dniu u$miercania krew byla najpierw pobierana z zyly twarzowej do analiz
hematologicznych, wykonywanych za pomoca automatycznego analizatora weterynaryjnego
ABC Vet (HORIBA, Wielka Brytania) — oznaczenie liczby biatych i czerwonych krwinek,
ptytek krwi, granulocytow, limfocytdow 1 monocytow, wartosci hematokrytu, Srednich
objetosci krwinki, stgzenia hemoglobiny i1 rozktadu wielkosci krwinek czerwonych. Nastepnie
krew pobierano posmiertnie przez naklucie serca, pozostawiono do skrzepnigcia i wirowano
przez 10 min. Wyizolowane w ten sposob serum poddano analizie biochemicznej
z wykorzystaniem analizatora SPOTCHEM EZ Chemistry Analyzer (Woodley Equipment)
i paskow testowych SPOTCHEM 11 Panel V oraz oznaczono profile cytokin. Poziom cytokin
IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17a, I1L-23, IL-27, MCP-1, IFN-B, IFN-y, TNF-a
i GM-CSF byl badany za pomoca zestawu LEGENDplex Mouse Inflammation Panel
(13-plex) (BioLegend) oraz cytometru przeptywowego BD LSRFortessa, analize

przeprowadzono poprzez wykorzystanie oprogramowania LEGENDplex (BioLegend).
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Przygotowanie tkanek i barwienie do badan histologicznych

Utrwalono wyizolowane fragmenty skory z pozostalosciami hydrozelu, watrobe, nerke
i §ledziong. W tym celu tkanki inkubowano w formalinie w temperaturze pokojowej przez
24 godziny. Po tym czasie tkanki byly przechowywane kilka dni w temperaturze 4 °C dla
przeprowadzenia procesu odwadniania. Dzien przed odwadnianiem tkanki umieszczono
w etanolu o stezeniu 70%. Nastepnego dnia przeprowadzono seri¢ inkubacji materiatow
w roztworach o rosngcym st¢zeniu etanolu, ksylenu, a na koniec W rozpuszczonej parafinie
(60 °C) wedlug procedury opisanej przez Berry’ego i wspOlpracownikow [265].
Po calonocnej inkubacji w rozpuszczonej parafinie, fragmenty tkanek zatopiono w bloczkach
parafinowych przy uzyciu zatapiarki HistoStar (Thermo Scientific). Nast¢pnie przygotowano
skrawki tkanek o grubo$ci 4 um za pomocg mikrotomu (Thermo Scientific) i umieszczono je
na szkielkach podstawowych pokrywanych poli-L-lizyng (Thermo Scientific). Przed
barwieniem usunigto parafing z preparatow poprzez inkubacj¢ w 60 °C przez 60 minut, potem
trzykrotnie w roztworze ksylenu przez 5 minut i trzykrotnie w etanolu (99,8%) przez 5 minut.
Nastegpnie tkanki nawodniono, inkubujac w etanolu o stezeniach kolejno 95% i 80%,
a na koniec w wodzie przez 2 minuty. Po procesie odparafinowania uzyskane preparaty
barwiono hematoksyling i eozyna lub trichromem Massona zgodnie z zaleceniami producenta
(Sigma-Aldrich). Probki zabezpieczono, stosujac balsam do szkietek Cytoseal XYL i badano
za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego Leica DM6B w jasnym polu przy powigkszeniach
5x, 10x lub 20x.

Barwienie hydrozeli wyizolowanych ze skory czerwienia alizarynowa

Utrwalono wyizolowane fragmenty skoéry z pozostato$ciami hydrozelu wedlug procedury
opisanej w poprzedniej sekcji. Otrzymane preparaty barwiono roztworem czerwieni
alizarynowej (2% w wodzie destylowanej) przez 2 minuty, a nastgpnie odwadniano przez
20-krotne zanurzenie w acetonie, a dalej 20-krotne zanurzenie w roztworze aceton/ksylen
zmieszane w stosunku 1:1. W kolejnym kroku preparaty inkubowano w ksylenie przez
1 minute i finalnie przeniesiono do $wiezego ksylenu przed uszczelnieniem. Probki
zabezpieczono, stosujac balsam do szkietek Cytoseal XYL i badano za pomocg mikroskopu

fluorescencyjnego Leica DM6B w jasnym polu przy powiekszeniu 5x.
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10.2. Wyniki i dyskusja

10.2.1. Otrzymywanie czastek Kkrzemionkowo-apatytowych z przylaczonym lekiem

przeciwosteoporotycznym (SiO2-Ap-ALN)

Nosnik leku przeciwosteoporotycznego alendronianu sodu (ALN) w postaci uktadu SiO2-Ap-
ALN otrzymano wedlug dwuetapowej procedury, przedstawionej schematycznie na Rysunku
44. W pierwszym etapie otrzymano czastki krzemionkowo-apatytowe SiO2-Ap poprzez
inkubacje sfunkcjonalizowanych grupami aminowymi czastek krzemionki SiO2 w roztworze
symulowanego sztucznego osocza (1,5 SBF) przez 10 dni. Depozycja fazy mineralnej
na powierzchni czastek krzemionki byta mozliwa dzigki obecnos$ci grup silanolowych Si-OH,
ktore sprzyjaja formowaniu si¢ apatytu przy udziale SBF [130]. W kolejnym kroku ALN
zostal przylaczony do SiO2-Ap, z wykorzystaniem procedury opisanej przez Ma
i wspotpracownikow [156]. Stabilno$¢ otrzymanego materialu wynika z wystgpowania
oddzialywan wynikajacych z silnego powinowactwa ALN do apatytu. Zdeprotonowane
atomy tlenu grup fosforanowych w ALN oddziatuja elektrostatycznie z jonami wapnia

obecnymi na powierzchni apatytu [266].

1,5 SBF, ALN NHZ
NH2 10 dni llz
””*’ s’ ﬁ ”“J‘@‘ #
S|02 S|02—Ap S|02—Ap -ALN

Rysunek 44. Schemat otrzymywania no$nika alendronianu w postaci uktadu SiO»-Ap-ALN.

10.2.2. Wiasciwosci fizykochemiczne ukladu SiO2-Ap oraz SiO2-Ap-ALN

Wytworzenie nowej fazy mineralnej na powierzchni czastek krzemionkowych po inkubacji
w SBF, a wiec otrzymanie uktadu SiO,-Ap zostalo potwierdzone za pomocg mikroskopii
SEM z analizg rentgenowska EDS oraz dyfraktometrii rentgenowskiej (XRD). Badania SEM
i EDS (Rysunek 45) wykazaty obecnos¢ fazy mineralnej o morfologii i sktadzie (stosunek
Ca/P = 1,2) charakterystycznym dla struktur apatytowych. Wyniki analizy XRD (Rysunek
46A) jednoznacznie potwierdzily obecnos$¢ fazy krystalicznej w otrzymanym materiale.

Ponadto sygnaty pojawiajace si¢ na dyfraktogramach przy 20 réwnym: 25,9; 32,0; 39.4; 42,2;
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46,8; 53,2 pozostaja w zgodnos$ci z warto$ciami literaturowymi sygnatow przypisywanym
hydroksyapatytowi [156]. Potwierdzono zatem skuteczno$¢ zaproponowanej metodologii
otrzymywania bioaktywnego materialu hybrydowego (SiO2-Ap) w tagodnych warunkach

symulujacych proces biomineralizacji.
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Rysunek 45. Mikrofotografie SEM czastek SiO»-Ap oraz SiO,-Ap-ALN.

Otrzymane w kolejnym etapie czastki krzemionkowo-apatytowe =z przylaczonym
alendronianem  (SiO2-Ap-ALN) zostaly scharakteryzowane za pomoca szeregu
komplementarnych metod fizykochemicznych. Na podstawie mikrofotografii SEM (Rysunek
45) nie stwierdzono zmian w strukturze czastek po przylaczeniu ALN. Dyfraktogram dla
materiatu z przytagczonym lekiem (Rysunek 46A) nie wykazat istotnych roznic w poréwnaniu
do dyfraktogramu uzyskanego dla samego nosnika, co potwierdza, ze proces koniugacji ALN
do SiO2-Ap nie wplywa na jego struktur¢ krystaliczng. Analizy grup funkcyjnych dla
materiatow SiOz, SiO2-Ap, SiO2-Ap-ALN oraz ALN dokonano, wykorzystujac spektrometr
FTIR (Rysunek 46B). Widma dla SiO2, SiO2-Ap i SiO2-Ap-ALN zawieraja piki
charakterystyczne dla struktury krzemionki (1020 cm™, 959 cm™, 779 cm™) oraz wynikajace
z funkcjonalizacji grupami aminowymi (1540 cm™), jak opisano w punkcie 8.2.2 (str. 90).
W przypadku SiO2-Ap i SiO2-Ap-ALN pojawito sie¢ pasmo przy 1450 cm™ oraz staby pik
przy 877 cm™, ktore mozna przypisaé grupom COs? pochodzacym od apatytu (oznaczone na
Rysunku 46B czarnymi strzatkami) [267]. Nie jest mozliwe wyrdznienie pasm
charakterystycznych dla ALN (zakres 1200-900 cm™ [268]) z powodu naktadania si¢ w tym
zakresie takze pasm pochodzacych od krzemionki i apatytu.

Badania z uzyciem spektroskopii fotoelektronéw (XPS) i termograwimetrii (TG) potwierdzity

efektywno$¢ przytaczania alendronianu do bioaktywnego nosnika SiO»-Ap. Obecne na

widmie XPS (Rysunek 46C) piki mozna przypisa¢ do O 1s (533 eV), N 1s (401 eV), Ca 2p
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(349 eV), C 1s (286 eV), P 2p (134 eV) oraz Si 2p (105 eV) [244]. Analiza sktadu
pierwiastkowego powierzchni badanych materiatlow (Tabela 12) wykazata 2-krotny wzrost
sygnatow N 1s i C 1s dla uktadu SiO2-Ap-ALN w poréwnaniu do SiO2-Ap, co moze wynikaé
z eksponowania na powierzchni SiO2-Ap-ALN tancuchow weglowych zakonczonych
grupami aminowymi, pochodzacych od ALN. Analiza TG (Rysunek 46D) rowniez wykazata
roznice w profilach termograwimetrycznych materiatow SiO2-Ap 1 SiO2-Ap-ALN.
Dla materialu z przylaczonym lekiem zaobserwowano ubytek masy wigkszy o 3,3%
w stosunku do samego nosnika SiO2-Ap. Warto$¢ ta byla mniejsza niz zawartos¢ ALN
w no$niku wyznaczona na podstawie pomiaréw spektrofotometrycznych (okoto 6%).
Podsumowujac, wszystkie wykonane badania dla SiO2-Ap-ALN potwierdzaja, iz alendronian
zostal skutecznie przylaczony do nos$nika SiO-Ap w ramach zastosowanej metody

otrzymywania takiego uktadu.

SiO,-Ap-ALN
Si0,
Al — Si0,-Ap

- Si0,-Ap-ALN
— ALN

Transmitancja [j.u.]

10 20 30 40 50 60 70 80
20
c 3665 2665 1665 665
0“3 Liczba falowa [em™]
100 -
Cazp
= 95
{ 2
. >
SiO,-Ap Ni1s c1s P2p @ 90 4
‘ ' Si2p E
| S 85
Si0,-Ap-ALN SV S Y I >
{ H )
W Si0,-Ap-ALN
- v T T r 75 4 T T "
Boo 700 600 500 400 300 200 100 0 0 200 400 600 800
Energia wiazan [eV] Temperatura [°C]

Rysunek 46. Dyfraktogramy (A), widma FTIR (B), widma XPS (C) oraz profile TG (D) dla czastek SiO»-Ap
oraz SiO.-Ap-ALN.
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Tabela 12. Wyniki analizy XPS dla czastek SiO>-Ap oraz SiO»-Ap-ALN.

Sklad
pierwiastkowy
(%) badanych O 1s Si2p C1ls N 1s Caz2p P2p
materialow
SiO2-Ap 62 3 4 1 26 4
SiO2-Ap-ALN 60 3 8 2 23 4

10.2.3. Otrzymywanie materialéw hybrydowych

Otrzymywano materialy hybrydowe oparte na matrycy hydrozelowej oraz rozproszonych
w niej czastkach krzemionkowo-apatytowych z przytaczonym alendronianem (SiO2-Ap-
ALN). Matryca hydrozelowa ColChHAmod 2/3 sktadata si¢ z kolagenu (Col), chitozanu (Ch)
oraz modyfikowanego lizyng kwasu hialuronowego (HAmod) 0 stosunku wagowym:
Col:Ch:HAmos — 50:20:30. Do biopolimerowych zoli wprowadzono trzy rdzne stgzenia
czastek SiO2-Ap-ALN (Al, A2, A3). Czynnikiem sieciujacym te uktady byla genipina
o stezeniu 20 mM. Schemat otrzymywania materialow hybrydowych przedstawia Rysunek

47. Materialem kontrolnym by} hydrozel bez dodatku czastek SiO»-Ap-ALN. Zestawienie

wszystkich otrzymywanych materiatow przedstawia Tabela 13.

NH2
s w2 funkcjonalizowany kwas
kolagen'{Col) hialuronowy (HAmod) 37°C
ﬁ

wl chitozan (Ch) genipina (Gp)

NH2

= =2 alendronian sodu (ALN)

% & @ czastki krzemionki (SiO,)
NH2

uklad apatyt (Ap)
Si0,~Ap-ALN

Rysunek 47. Schemat otrzymywania materiatu hybrydowego z lekiem.
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Tabela 13. Zestawienie wszystkich otrzymywanych materialow.

Ilo$¢ czgstek

Material SIOZ_Ap_AL,N
w 1 ml materialu
[mg]
ColChHAmod 2/3 -
ColChHAmod 2/3 Al 50
ColChHAmod 2/3 A2 2,5
ColChHAmod 2/3 A3 1,0

10.2.4. Wilasciwosci fizykochemiczne materialéw hybrydowych

Mikrostruktura

Wykorzystujac technike SEM scharakteryzowano mikrostrukture otrzymanych materiatow
(Rysunek 48). Hydrozel ColChHAmod 2/3 posiada dobrze widoczng wioknistg strukture,
typowa dla kolagenu. Analizujac mikrofotografie dla materialdow hybrydowych, mozna
zauwazy¢ obecnos$¢ czastek SiO2-Ap-ALN w kazdym z otrzymanych uktadéw niezaleznie
od stezenia no$nika. Czastki wystepuja zarowno jako pojedyncze obiekty, jak roéwniez

W postaci agregatow czeSciowo pokrytych utworzong zwartg siecig biopolimerowa.

Rysunek 48. Mikrofotografie SEM otrzymywanych materiatow.

139



Zdolnos¢ do pecznienia

Wyznaczono stopien pecznienia (SR) dla otrzymanych materiatdow hybrydowych,
eksperyment prowadzono w warunkach fizjologicznych (pH = 7,4; temperatura = 37 °C).
Wyniki sg przedstawione na Rysunku 49. Hydrozel ColChHAmod 2/3 charakteryzowat si¢
wysokim stopniem pe¢cznienia, na co wplyw miat sktad hydrozelu, a w szczegdlnosci
zawarto$¢ HAmod, Jak wykazano w punkcie 9.2.3 (str. 116). Dodatek czastek SiO2-Ap-ALN
do sieci hydrozelowej zmniejszal zdolno$¢ uzyskanego materiatu hybrydowego
do pecznienia, zwlaszcza w przypadku materiatu z najwyzszym stezeniem nosnika
(ColChHAmod 2/3 Al) stopien pgcznienia byl znacznie nizszy w porownaniu do hydrozelu
kontrolnego. Stosunkowo niewielka ilos¢ ALN nie powinna istotnie wptywaé na pegcznienie
materiatu, na co wskazuja dane literaturowe [269]. Gléwnym czynnikiem obnizajacym
zdolno$¢ do pecznienia badanych materiatdow powinien by¢ uktad SiO2-Ap. Jak wykazano
w punkcie 8.2.4 (str. 94), obecnos¢ czastek krzemionki wplywata na usztywnienie struktury
materialu hybrydowego i tym samym zmniejszata zdolno$¢ do pegcznienia, podobny efekt
moze powodowac dodanie do polimerowej matrycy apatytu [270]. Nalezy jednak zaznaczyc¢,
ze materialy z dodatkiem SiO2-Ap-ALN nadal osiggaty wzglednie duzy stopien pgcznienia,

co jest istotne w kontekscie ich zastosowania do regeneracji tkanek.
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Rysunek 49. Stopien pgcznienia w warunkach fizjologicznych dla otrzymanych materiatlow. * oznacza istotno$¢
statystyczng w porownaniu z ColChHAmeq 2/3 Al (p < 0,05).
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Liofilowos$¢

Zbadano liofilowo$¢ powierzchni otrzymanych materiatdéw, wyniki uzyskane w oparciu
0 pomiary katéw zwilzania zestawiono na Rysunku 50. Wszystkie badane materialty
charakteryzowaly si¢ umiarkowang zwilzalnoscig o katach zwilzania w zakresie 66 — 78
stopni. Jednakze wprowadzenie do matrycy biopolimerowej czastek SiO2-Ap-ALN
spowodowato, ze powierzchnia materialdw hybrydowych stata si¢ bardziej hydrofilowa,
o czym $wiadczg nizsze warto$ci katow zwilzania w poréwnaniu z materiatem kontrolnym
(ColChHAmod 2/3). Poprawe hydrofilowosci mozna wyjasni¢ obecno$cig na powierzchni
materiatow hybrydowych czastek SiO2-Ap-ALN (widoczne na mikrofotografiach SEM)
i hydrofilowej natury ich poszczegodlnych komponentdw — zaréwno krzemionki, apatytu,
jak 1 eksponowanych grup aminowych pochodzacych od alendronianu [271][272],

co potwierdzita analiza XPS.

ColChHA, 4 2/3  77,7¢1,3 ColChHA, ., 2/3A1  65,8:0,6

ColChHA, ., 2/3A2 70,913 || ColChHA,, 2/3A3 67,1:0,8

Rysunek 50. Wartosci kata zwilzania [°] mierzonych na powierzchni otrzymanych materiatow.

Wilasciwosci reologiczne

W celu potwierdzenia mozliwo$ci wykorzystania opracowanych uktadow jako materiatéw
wstrzykiwalnych przeprowadzono badania wtasciwosci reologicznych. Otrzymane warto$ci
modutu zachowawczego (G') zmierzone po 10, 35 i 70 minutach eksperymentu przedstawione
sa na Rysunku 51. Na poczatku procesu zelowania (po 10 minutach od sporzadzenia
mieszaniny) warto§ci modutu elastycznosci dla wszystkich materiatdéw byly na niskim
poziomie (w zakresie 10-14 Pa), co potwierdza ich lepko-sprezysty stan i1 postaé
wstrzykiwalng. Wartosci G' znacznie wzrastalty po 35 minutach, osiggajac wartosé
maksymalng w ciggu 70 minut od rozpoczgcia procesu sieciowania (tworzenie zelu).
Tym samym poréwnanie warto$ci G' na poczatku i1 na koncu eksperymentu reologicznego

dowodzi, ze opracowane materiaty moga peti¢ funkcje materiatow wstrzykiwalnych.
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Ponadto otrzymane wyniki wykazaly, iz wprowadzenie bioaktywnego nos$nika do matrycy
biopolimerowej w istotny sposob poprawia wiasciwosci mechaniczne uzyskanych hybryd.
Wykazano istotng statystycznie roznice dla wartosci G po 70 minutach zelowania dla
wszystkich materiatow hybrydowych, w poréwnaniu z modulem zachowawczym
otrzymanym dla materiatlu kontrolnego po tym czasie. Zaobserwowano wzrost wartoSci
modulu G’ z wartosci 900 Pa dla matrycy polimerowej do 2500 Pa dla uktadu z najwyzsza
zawartoscig nosnika (ColChHAme 2/3 Al) po ostatnim punkcie czasowym. Takiej tendencji
nie zauwazono w przypadku materialdow hybrydowych z dodatkiem samych czastek
krzemionki (ColChHA 4/1 C1-C3, punkt 8.2.4, str. 96). Powyzsze wyniki jednoznacznie
dowodzg, ze materialty hybrydowe CoIChHAmoa 2/3 Al1-A3 przy zachowaniu
wstrzykiwalnosci typowej dla samej matrycy polimerowej, charakteryzuja si¢ znacznie
wyzszymi (istotno$¢ statystyczna) wartosciami modutu zachowawczego po zakonczonym

procesie zelowania.

[ ]10min
[ 35 min

#

1000

100

10

Modut zachowawczy G' [Pa]

Materiat

Rysunek 51. Wartosci modutu zachowawczego G’ dla materiatdw, osiagniete po 10, 35 i 70 minutach
od rozpoczecia pomiaru. * oznacza istotno$¢ statystyczng w porownaniu z ColChHAmes 2/3 po 70 min
(p < 0,05), # oznacza istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu z ColChHA mes 2/3 Al po 70 min (p < 0,05).

Degradacja enzymatyczna
Otrzymane materiaty zostaty poddane procesowi degradacji enzymatycznej, w obecnosci
enzymu — kolagenazy. Degradacje enzymatyczng badano przez 144 godziny, na Rysunku 52

przedstawiono zmiany masy materiatdow podczas inkubacji w roztworze kolagenazy.
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Zaobserwowano znaczace spowolnienie procesu degradacji enzymatycznej dla wszystkich
materialdw z wprowadzonym no$nikiem. Po 4 godzinach degradacji enzymatycznej
odnotowano nieznaczny ubytek masy dla materiatow hybrydowych (okoto 3-7%) i 12 % dla
hydrozelu ColChHAmod 2/3. W kolejnych punktach pomiarowych zaobserwowano istotne
zmiany w masie pozostatej dla materiatu kontrolnego (31% po 144 h), podczas gdy ubytek
masy dla materiatow hybrydowych nastepowal znacznie wolniej. Po 144 h degradacji dla
materialdw hybrydowych zaobserwowano ubytki masy na poziomie okoto 44-52%.
Analizujgc utrate masy wszystkich badanych materialbw w danym momencie trwania
eksperymentu mozna wskaza¢ tendencje, iz ze wzrostem zawartosci czagstek SiO2-Ap-ALN
zmniejszala si¢ szybko$¢ procesu degradacji. Wyniki te pozostaja w zgodnos$ci z rezultatami
eksperymentu reologicznego, ktory potwierdzit poprawe wilasciwosci mechanicznych

materialow hybrydowych wraz ze wzrastajacym stezeniem czastek SiO2-Ap-ALN obecnych

w ukladzie.

[ ]colchHAmod 2/3
I CcolChHAmMod 2/3 A1

120 [ ColChHAmod 2/3 A2
[ ColChHAmod 2/3 A3
100 - #

80

Masa pozostata [%]
[e2]
o

4 24 48 72 144
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Rysunek 52. Zmiany masy materiatow w obecnosci kolagenazy. Analizg statystyczng wykonano poprzez
poréwnanie wszystkich rodzajéw materialdw w danym punkcie czasowym. * oznacza istotno$¢ statystyczng
w porownaniu z ColChHAmeq 2/3 po 24 godzinach (p < 0,05), # oznacza istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu
Z ColChHAm 2/3 po 72 godzinach (p < 0,05), ~ oznacza istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu z ColChHA mod
2/3 po 144 godzinach (p < 0,05).
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10.2.5. Uwalnianie leku z materialow hybrydowych

W celu oceny potencjalu opracowanych materiatow hybrydowych jako systemow do
lokalnego dostarczania alendronianu przeprowadzono badania uwalniania tego leku
z materialu ColChHAmog 2/3 Al, zawierajacego najwyzsze stezenie ALN. Eksperymenty
prowadzono poprzez inkubacj¢ materialtow w buforze PBS przez 168 godzin. Profil
kumulatywnego uwalniania ALN do PBS jest przedstawiony na Rysunku 53. Po pierwszych
6 godzinach uzyskano okoto 31% wyrzut leku, po ktorym nastgpito stopniowe uwalnianie do
poziomu okoto 56% catkowitej ilosci leku zawartego w nosniku po 168 godzinach badania.
Poczatkowy wyrzut leku mogt by¢ zwigzany z tym, ze pewna ilo$¢ czastek SiO2-Ap-ALN
byla eksponowana na powierzchni materiatdéw hybrydowych, jak potwierdzity badania SEM
i liofilowo$ci, co ulatwialo szybsze uwalnianie ALN. Stosunkowo zwarta struktura
i wolniejsza degradacja materiatbw hybrydowych mogta mie¢ wpltyw na przedtuzone
uwalnianie ALN z ich wnetrza w pozniejszych etapach eksperymentu. W celu okreslenia
mechanizmu uwalniania ALN z badanych materialow zastosowano trzy powszechnie
stosowane modele kinetyki uwalniania leku - Higuchiego, Ritgera-Peppasa i Weibulla.
Ich opis matematyczny oraz uzyskane z dopasowania danych eksperymentalnych wartosci
parametroOw przedstawiono w Tabeli 14. Modele Higuchiego i Ritgera-Peppasa zostaty
zastosowane do 60% danych eksperymentalnych [273]. Lepsze dopasowanie uzyskano dla
modelu Ritgera-Peppasa ze wzgledu na wyzszy wspotczynnik RZ W tym modelu warto$¢
parametru n charakteryzuje rézne mechanizmy uwalniania. Dla n < 0,45 uwalnianie odbywa
si¢ zgodnie z kinetyka dyfuzji Ficka (ang. Fickian diffusion), zakres 0,45 < n > 0,89 oznacza
anomalng dyfuzj¢ (ang. non-Fickian diffusion), natomiast dla n = 0,89 uwalnianie zachodzi
zgodnie z mechanizmem zerowego rzedu (ang. case Il transport) [274]. W przypadku
badanego systemu parametr n wyniost 0,33, co wskazuje na uwalnianie ALN z materiatow
hydrozelowych zgodnie z kinetyka dyfuzji Ficka. W kolejnym kroku wykorzystano model
Weibulla do dopasowania wszystkich danych eksperymentalnych. W tym modelu warto$¢
parametru b wskazuje na mechanizm uwalniania substancji z matrycy polimerowej,
jesli b < 0,75 to dominuje dyfuzja Ficka, dla 0,75 < b < 1 dyfuzja jest ztozona, zalezna takze
od zdolnosci do pecznienia [275]. W badanym uktadzie parametr b osiggnat wartos¢ 0,30,
co wskazuje na dyfuzje Ficka jako gléwny mechanizm uwalniania 1 jest to zgodne
z wynikiem dopasowania wedlug modelu Ritgera-Peppasa. Powyzsze wyniki pokazaty,

ze mozliwe jest przedtuzone uwalnianie leku ALN z materiatu hybrydowego ColChHAmod 2/3
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Al, dzieki czemu material ten moze potencjalnie wspierac¢ regeneracje tkanki wraz z efektem

terapeutycznym.
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Rysunek 53. Profil uwalniania alendronianu (kumulatywnie) z materiatu hybrydowego ColChHAmoq 2/3 Al.

Tabela 14. Wartosci parametréw uzyskanych z dopasowania danych eksperymentalnych uwalniania ALN
z ColChHAmw 2/3 Al dla trzech zastosowanych modeli matematycznych: Higuchiego, Ritgera-Peppasa
i Weibulla. Q; — ilo$¢ uwolnionego leku w czasie t, Ku, Krp — state Szybkosci uwalniania, n — wyktadnik
dyfuzyjny, a, b — state rownania Weibulla, R? — wspétczynnik determinacji.

Opis matematyczny modelu Parametry
Higuchi Kn 5,63
Q: = Kyt R? 0,7944
Krp 14,54
Ritger-Peppas
n 0,33
Q¢ = Kgpt™
R? 0,8885
a 5,89
Weibull
b 0,30
Qr=1—exp (—t’/a)
R? 0,9418

10.2.6. Biomineralizacja in vitro

W celu wykazania, iz otrzymane materialy hybrydowe dzigki obecnosci czastek

krzemionkowo-apatytowych beda sprzyjaly biointegracji materiatu z ko$cig i tym samym
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wspomagaly proces mineralizacji ko$ci zaburzony w procesie osteoporozy, zbadano ich
wilasciwosci bioaktywne. Przeprowadzono eksperyment biomineralizacji in vitro, obejmujacy
5-dniowg inkubacj¢ materialow w warunkach symulowanego sztucznego osocza (SBF)
w 37 °C. Nastepnie materialy zostaty poddane badaniom przy uzyciu technik SEM 1 EDS.
Na Rysunku 54 przedstawiono uzyskane mikrofotografiec SEM i warto$ci stosunku wapnia
do fosforu (Ca/P) wyznaczone technikg EDS dla fazy mineralnej utworzonej na powierzchni
materialtbw po 3 1 5 dniach inkubacji w SBF. Dokladna analiza wynikéw (SEM/EDS)
pozwolita stwierdzi¢, iz tworzenie fazy mineralnej w formie struktury kwiatowej, w ktorej
stosunek Ca/P jest charakterystyczny dla apatytu, zaobserwowano juz po 3 dniach
w przypadku materiatdéw hybrydowych z wigkszym stezeniem no$nika (COIChHAmod 2/3 Al
I ColChHAmod 2/3 A2). Warto podkresli¢, iz poddane analogicznemu eksperymentowi
materiaty z dodatkiem samych czastek krzemionki (ColChHA 4/1 C1 i ColChHA 4/1 C2,
punkt 8.2.5, str. 99) wykazywaty witasciwosci bioaktywne dopiero po 7 dniach. Ponadto
ze wzgledu na fakt, iz matryca hydrozelowa badanych materiatéw sktadata si¢ w 30%
(wagowo) z modyfikowanego kwasu hialuronowego, zaobserwowano dodatkowe wsparcie
biomineralizacji pochodzace od kwasu hialuronowego - tworzenie fazy mineralnej w postaci
warstw na powierzchni ColChHAmod 2/3 i ColChHAmw 2/3 A3. Wyznaczone dla tych
materiatdéw stosunki Ca/P powyzej 2,0 (po 3 dniu dla ColChHAmod 2/3 i po 5 dniu
dla ColChHAmo 2/3 A3) wskazuja na nadmiar wapnia i mozliwo$¢ wspotistnienia CaO razem
z inng fazg [276]. Tlos¢ HAmod W matrycy miata istotne znaczenie dla biomineralizacji,
poniewaz w przypadku matrycy hydrozelowej z niemodyfikowanym kwasem hialuronowym
w ilosci 10% wagowo (ColChHA 4/1) nie zauwazono tworzenia si¢ zadnej nowej fazy
mineralnej (punkt 8.2.5, str. 99). Przeprowadzone badania biomineralizacji w SBF jasno
wskazuja, 1z materialy hybrydowe z czastkami SiO2-Ap-ALN o stezeniu w zakresie
1-5 mg/ml charakteryzuja si¢ wlasciwosciami bioaktywnymi, zapewniajagcymi znaczne
przyspieszenie procesu biomineralizacji (do 3 dni), a co za tym idzie efektywniejsza

biointegracje materialu z naturalng koscia.
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po 3 dniach inkubacji w SBF po 5 dniach inkubacji w SBF

ColChHA,,, 2/3

ColChHA,,., 2/3 A3 | ColChHA,, ., 2/3 A2 | ColChHA,,, 2/3 Al

N Ca/P = 2,80+0,37

Rysunek 54. Mikrofotografie SEM materiatow po 3 i 5 dniach inkubacji w SBF.

10.2.7. Wlasciwosci biologiczne in vitro

Zywotno$é komoérek

Przeprowadzono badania zywotno$ci komorek osteoblastopodobnych MG-63 wysianych
na otrzymanych hydrozelach. Test z uzyciem odczynnika Alamar Blue przeprowadzono
po 1, 3 i 7 dniu hodowli, wyniki eksperymentéw przedstawia Rysunek 55A. Wprowadzenie
czastek SiO-Ap-ALN w testowanych stezeniach Al, A2 i A3 do matrycy hydrozelowej
nie obnizatlo biokompatybilnosci materiatow hybrydowych w poréwnaniu do materialu
kontrolnego ColChHAmod 2/3. Wszystkie otrzymane materialty hybrydowe wspieraty zdolnos¢

do proliferacji komoéorek MG-63. Zaobserwowano poréwnywalny (brak roznic istotnych
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statystycznie) wzrost liczby komoérek w kolejnych dniach eksperymentu, prowadzonych
z uzyciem materiatdbw hybrydowych z czastkami SiO2-Ap-ALN o stezeniach Al i A2
wzgledem wynikow dla kontroli (ColChHAmad 2/3).

Aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej (ALP)

Zbadano réwniez aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej (ALP) bgdacej markerem potwierdzajacym
fenotyp i mineralizacj¢ osteoblastow w 3 i 7 dniu hodowli komérek MG-63 (Rysunek 55B).
W przypadku wszystkich analizowanych materialdow zaobserwowano wzrost aktywnosci
po 7 dniach eksperymentu. Poziom ALP zarowno w trzecim, jak i w siddmym dniu hodowli
byt istotnie wyzszy w poroéwnaniu do aktywnosci ALP komodrek na ptytce hodowlane;j.
Analizujac wptyw stezenia czastek SiO2-Ap-ALN na aktywno$¢ ALP zaobserwowano roéznice
istotne statystycznie tylko dla materiatu COlIChHAmod 2/3 A3 w 3 dniu eksperymentu
(wzgledem ColChHAmog 2/3 Al, 3 dzien). W 7 dniu hodowli nie wykazano istotnych rdznic
w aktywno$ci ALP pomig¢dzy otrzymanymi uktadami hybrydowymi.
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Rysunek 55. (A) Proliferacja koméorek MG-63 po 1, 3 i 7 dniu hodowli na powierzchni badanych materiatow.
* oznacza istotnosc¢ statystyczng w poréwnaniu z ColChHAmed 2/3 w dniu 7 (p < 0,05). (B) Aktywnos¢ fosfatazy
alkalicznej (ALP) komérek MG-63 po 3 i 7 dniu hodowli na powierzchni badanych materiatlow. * oznacza
istotno$¢ statystyczng w porownaniu z kontrolg w dniu 3 (p < 0,05), # oznacza istotno$¢ statystyczng
w poréwnaniu z kontrolg w dniu 7 (p < 0,05), % o0znacza istotno$¢ statystyczng w porownaniu z CoOIChHAmeqg
2/3 A1 w dniu 3 (p <0,05).

Adhezja i morfologia komorek
Dokonano analizy adhezji i morfologii komorek MG-63 po 3 dniach hodowli na powierzchni
materiatdw. Komorki utrwalono i obrazowano przy uzyciu techniki SEM. Na Rysunku 56

zestawiono mikrofotografie SEM przedstawiajace morfologie utrwalonych komorek (A),
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a takze wykres z rozktadem powierzchni komorek MG-63 po 3 dniach hodowli, oszacowany
w oparciu o0 uzyskane mikrofotografie SEM (B). Analizujac otrzymane mikrofotografie
mozna stwierdzi¢, iz komorki przylegaja dobrze zaréwno do powierzchni materiatow
hybrydowych jak i hydrozelu kontrolnego (ColChHAmed 2/3). Oszacowany rozktad
powierzchni komorek wskazuje, iz komorki hodowane na materiale kontrolnym ColChHAmod
2/3 i na uktadzie hybrydowym o najnizszym stezeniu czastek SiO2-Ap-ALN (ColChHAmod
2/3 A3) zajmowaty porownywalng powierzchni¢ i charakteryzowaly si¢ zblizong morfologia.
Morfologia komoérek hodowanych na materiatach hybrydowych z czastkami o st¢zeniach Al
i A2 byla bardziej zréznicowana. Zaobserwowano populacje zajmujacych wicksza
powierzchnie rozptaszczonych komorek o wydtuzonych ksztattach. Dane te dowodzg zatem,

iz obecnos¢ czastek SiO2-Ap-ALN wplywa korzystnie na adhezj¢ komorek.
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Rysunek 56. (A) Mikrofotografie SEM przedstawiajace morfologie koméorek MG-63 hodowanych przez 3 dni
na powierzchni badanych materiatow. (B) Wykres przedstawiajacy $rednig powierzchni¢ komorek po 3 dniach
hodowli na materiatach.
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Wilasciwosci terapeutyczne

W celu wykazania zdolnosci opracowanego materiatu hybrydowego do zahamowania
resorpcji kosci przeprowadzono wstepne badania biologiczne in vitro z wykorzystaniem
modelowej linii osteoklastow (komorki J774A.1). Linia ta jest linig referencyjng stosowang
w analizach in vitro, dotyczacych metabolizmu zwigzkéw z grupy bisfosfonianow. Wyniki
testow na zywotnos$¢ komorek (wykorzystano test Alamar Blue) przeprowadzone po 1, 317
dniach hodowli przedstawiono na Rysunku 57. Wstepne badania biologiczne wykazaty,
iz proliferacja komodrek osteoklastycznych hodowanych na materiatach hybrydowych zostaje
zahamowana po 7 dniach eksperymentu. Zaobserwowano, iz efekt ten ro$nie wraz
ze wzrostem stezenia czastek SiO2-Ap-ALN obecnych w matrycy hydrozelowej i jest
najbardziej widoczny dla uktadu ColChHAme 2/3 Al. Tym samym wykazano, iz testowane
materiaty hybrydowe o zaproponowanej zawartosci czastek SiO2-Ap-ALN (Al, A2 i A3)
posiadaty potencjat terapeutyczny, przejawiajacy si¢ uposledzeniem aktywnosci modelowych
komorek osteoklastycznych. Biorgc zatem pod uwage posta¢ opracowanej formulacii,
umozliwiajgcej miejscowe podanie poprzez wstrzykniecie do ubytku, mozliwym bedzie takze
zapewnienie lokalnego dziatania leku, minimalizujac tym samym ogdlnoustrojowe skutki
uboczne stosowania alendronianu.
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Rysunek 57. Proliferacja komorek osteoklastopodobnych J774A.1 po 1, 3 i 7 dniu hodowli na powierzchni
badanych materiatéw. % oznacza istotno$¢ statystyczng w porownaniu z ColChHAmeq 2/3 w dniu 1 (p < 0,05).
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10.2.8. Wilasciwosci biologiczne in vivo

Bioragc pod uwage mozliwos¢ zastosowania opracowanych materialtow w przysztosci,
wykonano badania na modelu mysim w celu oceny biokompatybilno$ci i zachowania
materiatbw w warunkach in vivo. Na podstawie badan wilasciwosci fizykochemicznych
I biologicznych in vitro do badan in vivo wybrano material hybrydowy 0 najwyzszej
zawartosci ALN — ColChHAmod 2/3 Al oraz hydrozel bez nosnika (ColChHAmod 2/3) jako

materiat kontrolny.

Wstrzykiwalno$é i degradacja

Badane materiaty wstrzykiwano podskdérnie myszom przy uzyciu igly o $rednicy 0,33 mm
(29G), jako kontrole uzywano buforu PBS. Materiaty inkubowano przez 15 minut w 37 °C
zanim podano je zwierzetom. Podczas podawania materiaty nadal posiadaty ptynng postaé,
dzigki czemu ich aplikacja przebiegata bez problemdéw. Potwierdzono zatem, ze badane
materialy charakteryzowatly si¢ dobra wstrzykiwalno$cig. Ponadto nie obserwowano wycieku
materialdw po podaniu catej ich objetosci pod skore. Nastgpnie zwierzgta monitorowano
przez 1, 7, 30 lub 60 dni. Przy pomocy suwmiarki wyznaczano obj¢tos¢ wstrzyknigtego
materialu, jednakze obserwacja palpacyjna byla mozliwa tylko w przypadku materiatu
hybrydowego ColChHAmd 2/3 A1, hydrozel bez nosnika tworzyt bowiem pod skorg migkkie
niewyczuwalne struktury. W trakcie trwania eksperymentu obje¢tos¢ ColChHAmeg 2/3 Al
malata znaczaco w trakcie pierwszych 7 dni, nastepnie nie zmienita si¢ pomigdzy 7 a 30
dniem i ostatecznie osiggnela objetos¢ 60-krotnie mniejsza niz poczatkowa w 60 dniu
eksperymentu (Rysunek 58A). Dodatkowo im mniejsza stawala si¢ obje¢tos¢ podskornie
podanego ColChHAmod 2/3 Al, tym bardziej twarda stawata si¢ badana struktura materiatu.
Struktur¢ materiatbw oceniono roéwniez posmiertnie poprzez obserwacje wyizolowanych
fragmentow skory wraz ze wstrzyknigtym materiatem (w 1, 7, 30 lub 60 dniu po podaniu).
Podane podskoérnie materiaty mialy ciemnoniebieskie zabarwienie, ulegaty postepujace]
redukcji rozmiaru, ale byly widoczne do konca trwania eksperymentu (60 dni) (Rysunek
58B). Wokot wyczuwalnego palpacyjnie ColChHAmod 2/3 Al tworzyla si¢ wyrazna sie¢
naczyh krwiono$nych. Uzyskane wyniki potwierdzaja zatem zdolno$¢ badanych hydrozeli

do zelowania w warunkach in vivo, a takze ulegania procesowi biodegradacji.

Dodatkowo wyizolowane materiaty zostaty wybarwione czerwienig alizarynowa pod katem
wizualizacji depozytow fosforanu wapnia (widoczne jako ciemnopomaranczowe kropki).

W przypadku ColChHAmod 2/3 Al potwierdzono obecnosé apatytu, bedacego komponentem
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no$nika ALN przez caly czas trwania eksperymentu (Rysunek 59), co jest istotne biorgc
pod uwage dlugi proces regeneracji tkanki. Obecno$¢ fazy mineralnej oraz naczyn

krwiono$nych w materiale hybrydowym CoIChHAmod 2/3 Al potwierdzity takze badania
SEM (Rysunek 58C).
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Rysunek 58. (A) Zmiany obj¢tosci materiatu ColChHAmod 2/3 A1 po wstrzyknieciu pod skore myszy (n = 5).
(B) Fragmenty wyizolowanej skory z pozostatosciami wstrzyknigtych materiatow po 1, 7, 30 i 60 dniach od
podania pod skoérg. (C) Mikrofotografia SEM materialu ColChHAmod 2/3 Al wyizolowanego ze skory po 60

dniach od podania. Biatymi okrggami zaznaczono apatyt zidentyfikowany za pomoca analizy EDS, biala strzatka
wskazano naczynie krwiono$ne w materiale.
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Rysunek 59. Zdjecia materiatu  ColChHAmea 2/3 Al

barwionego czerwienig alizarynowa.
Ciemnopomaranczowe kropki oznaczaja apatyt w materiale.
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Biozgodnos$¢

Po podaniu myszom badanych materialdow monitorowano zachowanie (np. ruchliwos$¢) oraz
mase¢ zwierzat. Nie zaobserwowano zadnych zmian zar6wno behawioralnych, jak i w masie
ciala zwierzat podczas catego okresu obserwacji. W celu oceny biozgodnosci badanych
hydrozeli przeprowadzono rowniez analiz¢ morfologii oraz parametrow biochemicznych krwi
myszy w rdznych czasach od podskornego podania hydrozelu ColChHAmog 2/3 oraz materiatu
hybrydowego ColChHAme 2/3 Al. Nie zaobserwowano zmian w morfologii krwi (m.in. pod
katem ilosci krwinek biatych oraz czerwonych, ptytek krwi czy stezenia hemoglobiny)
po podaniu materiatow w poréwnaniu z kontrolg — grupg myszy, ktorym podano roztwér PBS
(Rysunek 60). Dodatkowo analiza parametréw biochemicznych krwi wykazata brak wptywu
badanych materialow na stg¢zenie mocznika, fosfatazy alkalicznej, biatka calkowitego,
transaminazy alaninowej oraz kreatyniny (Rysunek 61A). Wynik ten wskazuje na brak
zaro6wno nefro- oraz hepatotoksycznosci preparatow ColChHAmod 2/3 oraz ColChHAmed 2/3
Al
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Rysunek 60. Analizy hematologiczne krwi myszy po podaniu materiatdow — oznaczenie liczby biatych
i czerwonych krwinek, plytek krwi, granulocytow, limfocytow i monocytdw, wartosci hematokrytu, $rednich
objetosci krwinki i st¢zenia hemoglobiny (n = 7). Myszom w grupie kontrolnej podano PBS.
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Zbadano rowniez prozapalne wilasciwosci wstrzykiwanych materiatow. W tym celu
w uzyskanych posmiertnie preparatach surowicy (po 1, 7, 30 lub 60 dniach od podania
materiatdw) oznaczono poziom cytokin, w tym cytokin prozapalnych (Rysunek 61B).
Nie zaobserwowano zadnych zmian w poziomie cytokin w osoczu po podaniu materiatlow
w porownaniu z grupg kontrolng. Wyniki badan wykazaty zatem brak ogodlnoustrojowej
toksyczno$ci, ktéra moglaby wynika¢ z podania zwierzgtom materialu z potencjalnie
toksycznymi produktami degradacji. Dlatego tez uzycie materialu hydrozelowego
ColChHAmod 2/3 zawierajacego czastki SiO2-Ap-ALN moze stanowi¢ obiecujgcg metode
naprawy tkanki kostnej ostabionej zmianami osteoporotycznymi bez ryzyka wystgpienia

ogolnoustrojowej toksycznosci.
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Rysunek 61. (A) Analiza parametrow biochemii krwi myszy po podskérnym podaniu preparatow materiatow -
stezenie azotu mocznika, fosfatazy alkalicznej, biatka catkowitego, transaminazy alaninowej oraz kreatyniny
(n = 7). Myszom w grupie kontrolnej podano PBS. (B) Poziom cytokin w surowicy myszy po podaniu
materiatow (n = 2-10). Myszom w grupie kontrolnej podano PBS.
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Analiza procesu wgajania

Wyizolowane wraz ze skdrg materialy wybarwiono oraz poddano analizie pod katem procesu
wgajania. W tym celu zastosowano barwienie trichromem Massona, ktére umozliwia oceng
zarOwno stopnia zasiedlenia materiatu przez komorki gospodarza, jak 1 obecno$ci
nowopowstatych naczyn krwiono$nych (Rysunek 62). Po 24 godzinach od podania
preparatow ColChHAmod 2/3 1 COIChHAmos 2/3 Al zaobserwowano naptyw komorek
odpornosciowych, ktorych pojawienie si¢ bylo zwigzane z miejscowym stanem zapalnym.
Byly one obecne w materiatach we wszystkich analizowanych punktach czasowych
eksperymentoéw. Najwigcej komorek znajdowalo si¢ na obrzezach wstrzyknigtych materiatow,
ale réwniez niewielka ich ilo$¢ przedostala si¢ w glgbsze partie materialow. Silniejszy stan
zapalny wystepowatl dla materiatu hybrydowego ColChHAmod 2/3 Al, czego wynikiem bylo
tworzenie si¢ wloknistej otoczki wokot materialu, widocznej po 30 i 60 dniach od jego
podania. Ponadto po 60 dniach od podania pojawily si¢ takze pojedyncze naczynia
krwiono$ne w wyizolowanych materiatach, co potwierdzily rowniez badania SEM (Rysunek
58C). Trudno jest okresli¢, ktory sktadnik czastek SiO2-Ap-ALN w najwickszym stopniu
przyczyniat si¢ do wystapienia stanu zapalnego. Jednakze w zwiazku z tym, Ze nie wykazano
podwyzszonego stezenia cytokin prozapalnych we krwi (Rysunek 61B), wprowadzenie
materialu COIChHAmod 2/3 Al moze wigzaé si¢ z pojawieniem tylko miejscowego stanu

zapalnego.
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Rysunek 62. Materiaty ColChHAmod 2/3 (A) i ColChHAm 2/3 Al (B) wybarwione trichromem Massona. Biate
i ciemnoniebieskie strzatki wskazujg na komorki odpornosciowe — odpowiednio neutrofile i makrofagi.

10.3. Podsumowanie

Otrzymano i scharakteryzowano wielofunkcyjne materialy hybrydowe, mogace potencjalnie
shuzy¢ jako rusztowania komorkowe w regeneracji tkanki kostnej, zapewniajac jedoczesnie
efekt terapeutyczny w przypadku zmian osteoporotycznych. Opracowane materialty byty
oparte na hydrozelowej matrycy zlozonej z kolagenu, chitozanu oraz modyfikowanego lizyna
kwasu hialuronowego, w ktorej rozproszono bioaktywne czastki krzemionkowo-apatytowe,
bedace nosnikiem leku przeciwosteoporotycznego — alendronianu sodu (SiO2-Ap-ALN).
Czynnikiem sieciujacym te wielosktadnikowe uktady byta genipina. Materiaty takie moga by¢
wprowadzane do ubytku poprzez wstrzyknigcie, minimalizujgc inwazyjno$¢ zabiegu
1 stanowi¢ podpore dla tkanki kostnej oraz system do kontrolowanego i miejscowego
dostarczania alendronianu. Takie podejscie umozliwia zwigkszenie efektywnosci leczenia
osteoporozy poprzez dostarczenie alendronainu do docelowego miejsca oraz ograniczenie
efektow ubocznych, jakie moze wywolywaé ten lek przy standardowym podawaniu
doustnym. Otrzymane materiaty hybrydowe charakteryzowaly si¢ pozadanymi

wlasciwosciami fizykochemicznymi — umiarkowana hydrofilowo$¢ powierzchni, zdolnos¢ do
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pecznienia, przedtuzona degradacja oraz wzmocnione wilasciwosci mechaniczne wraz
z mozliwoscig aplikacji w formie wstrzykiwalnej. Badania biomineralizacji w warunkach
SBF wykazaly przyspieszony proces tworzenia si¢ nowej fazy mineralnej zblizonej do
struktury apatytu kostnego, w szczegodlnosci na materiatach z wigkszym st¢zeniem czgstek
SiO2-Ap-ALN (ColChHAme 2/3 Al i ColChHAmod 2/3 A2) — wiasciwosci bioaktywne
zaobserwowano juz po 3 dniach inkubacji w SBF. Wyniki badan biologicznych in vitro
zademonstrowaty, = ze  materialy = hybrydowe  wspieraly = aktywno$¢  komorek
osteoblastopodobnych (MG-63) i jednocze$nic posiadaly potencjat terapeutyczny
przejawiajacy si¢ uposledzeniem aktywnosci komorek osteoklastopodobnych (J774A.1).
Opracowane materialy zostaly takze przetestowane w badaniach in vivo, przeprowadzonych
na modelu mysim przez okres 60 dni. Analizy morfologii i parametréw biochemicznych krwi
oraz profile cytokin pokazaly, ze wstrzyknigte podskornie materiaty byly biozgodne i nie
wywotywaty ogolnoustrojowej toksycznos$ci, obserwowano jedynie miejscowy stan zapalny.
Ponadto materialy wspieraly proces angiogenezy — w strukturze wyizolowanych materiatow
widoczne byly naczynia krwionosne. Potwierdzono takze, ze materialy moga by¢

z powodzeniem podawane w formie wstrzykiwalnej 1 ulegaja stopniowej biodegradac;ji.

Przeprowadzone badania zaréwno in vitro, jak i in vivo wykazaly, Zze zastosowanie
wielofunkcyjnych, hybrydowych materiatow wstrzykiwalnych otrzymanych poprzez
wprowadzenie do hydrozelowej matrycy biopolimerowej czastek krzemionkowo-
apatytowych, bedacych nos$nikiem alendronianu moze by¢ atrakcyjng metoda leczenia
ubytkow spowodowanych osteoporoza, dzigki tatwosci ich implantacji, bezpieczenstwie

I pozadanej wielokierunkowej aktywnosci biologiczne;j.
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I11. Nanokompozyty oparte na hydrozelowej matrycy i nanoczastkach

magnetycznych
Wprowadzenie

Cze¢s$¢ III badan prezentowanych w ramach niniejszej rozprawy dotyczy otrzymania
i scharakteryzowania wtasciwosci fizykochemicznych i1 biologicznych nanokompozytow
opartych na hydrozelowej matrycy i nanoczgstkach magnetycznych, okreslanych jako
hydrozele magnetyczne, potencjalnie przydatnych do zastosowan w inzynierii tkankowej

kosci z mozliwo$cig wspomagania regeneracji zewng¢trznym polem magnetycznym.

Otrzymywane hydrozele magnetyczne sktadaty si¢ z biopolimerowej matrycy otrzymanej
z chitozanu 1 kolagenu, do ktérej wprowadzono faze magnetyczng w postaci oplaszczonych
kationowg pochodng chitozanu (CCh) superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza
(SPION). Polimerowe otoczki umozliwily kowalencyjne zwigzanie nanoczastek
magnetycznych z hydrozelowa matryca podczas procesu sieciowania genipina,
reagujaca z pierwszorzedowymi grupami aminowymi obecnymi zaré6wno w strukturze
kolagenu, chitozanu, jak i w otoczkach SPION (kationowa pochodna chitozanu).
Zaproponowana prosta metoda otrzymywania hydrozeli magnetycznych zapobiega separacji
faz oraz agregacji nanoczastek magnetycznych w strukturze hydrozelu 1 prowadzi do
uzyskania stabilnego strukturalnie materiatu. Procedura ta stanowi atrakcyjng alternatywe dla
powszechnie stosowanych metod otrzymywania hydrozeli magnetycznych polegajacych
na mieszaniu skladnikéw lub strgcaniu czastek magnetycznych in situ, prowadzacych do
otrzymywania hydrozeli magnetycznych, w ktorych wystepuja wylacznie oddziatywania
fizyczne miedzy jego komponentami, czy metody szczepienia grupami funkcyjnymi, w ktorej
wytworzenie wigzan kowalencyjnych moze by¢ procesem skomplikowanym 1 obarczonym
wysokimi kosztami. Wyniki badan dotyczace hydrozeli magnetycznych otrzymywanych
zaproponowang metoda zostaly opublikowane w pracy: Structurally stable hybrid magnetic
materials based on natural polymers - preparation and characterization (S. Fiejdasz, A.
Gilarska, W. Horak, A. Radziszewska, T. Straczek, M. Szuwarzynski, M. Nowakowska,
C. Kapusta, Journal of Materials Research and Technology 15 (2021) 3149-3160) [277].
Wyniki badan nad wlasciwosciami magnetycznymi opracowanych hydrozeli zostaty
opublikowane w pracy: Magnetic Properties of Collagen—Chitosan Hybrid Materials with
Immobilized Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles (SPIONs) (S. Fiejdasz, A.

Gilarska, T. Straczek, M. Nowakowska, C. Kapusta, Materials 14 (2021) 7652) [278].
158



11. Otrzymywanie i scharakteryzowanie hydrozeli magnetycznych
11.1. Materialy i metody
11.1.1. Materialy

Oprécz odczynnikdéw wymienionych w rozdziale 7 (punkt 7.1.1, str. 71) uzyto réwniez:
kolagen typu 1, z ogona szczurzego (3,5 mg/ml w 0,02N kwasie octowym, Corning),
szesciowodny chlorek zelaza (IIT) FeClz - 6H20 (Sigma-Aldrich), czterowodny chlorek zelaza
(1) FeCl> - 4H.O (Sigma-Aldrich), woda amoniakalna (25%, Sigma-Aldrich), kationowa

pochodna chitozanu otrzymywana zgodnie z procedurg opracowang wczesniej [279].

11.1.2. Otrzymywanie superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza powlekanych
kationowa pochodng chitozanu (SPION-CCh)

Nanoczagstki SPION-CCh otrzymywano metodg wspotstragcania wedlug wczesniej opisane;j
procedury [280]. W tym celu rozpuszczono 0,1622 g FeCls - 6H2O oraz 0,0596 g FeCl: -
4H>0O (stosunek molowy Fe(ll):Fe(ll) = 2:1) w 50 ml wodnego roztworu kationowej
pochodnej chitozanu (3 g/1). Nast¢pnie mieszaning przedmuchiwano argonem i poddawano
sonikacji (1 impuls co 5 sekund) przez 10 minut w tazni wodnej termostatowanej (20 °C).
Po tym czasie do mieszaniny dodawano 5 ml 5M wody amoniakalnej i kontynuowano
sonikacje przez 30 minut. W koncowym etapie otrzymang zawiesing wytraconych

nanoczastek SPION-CCh poddawano oczyszczaniu, wykorzystujac kolumne magnetyczng.
11.1.3. Scharakteryzowanie nanoczastek SPION-CCh

Wykonano pomiary srednic hydrodynamicznych (d;), wykorzystujac metode dynamicznego
rozpraszania $wiatta DLS oraz pomiary potencjalow zeta ({) nanoczastek SPION-CCh,
stosujgc technike laserowego pomiaru predkosci metoda Dopplera LDV. Do pomiardéw
srednic hydrodynamicznych i potencjatow zeta uzyto aparat Nano ZS (Malvern Instruments).
Dla okres§lenia rozmiaru i ksztalttu nanoczastek SPION-CCh wykonano obrazowanie
skaningowo-transmisyjnym mikroskopem elektronowym STEM (FEI Nova NanoSEM 450).
W tym celu krople zawiesiny z nanoczgstkami umieszczano na siateczce miedzianej pokrytej
btong weglows i pozostawiono do wyschniecia w temperaturze pokojowej. Badania struktury
metoda dyfrakcji rentgenowskiej (XRD) przeprowadzono przy uzyciu dyfraktometru Siemens

D5000 z zastosowaniem lampy miedzianej i monochromatora grafitowego. Analize
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wlasciwosci  magnetycznych wysuszonych nanoczastek przeprowadzono za pomoca
magnetometru z wibrujaca probka, VSM — ang. Vibrating Sample Magnetometer (Quantum
Design, San Diego, CA, USA), wyposazonego w magnes nadprzewodzacy generujacy pole
magnetyczne o indukcji do 9 Tesli. Pomiary petli histerezy wykonywano w wybranych
temperaturach z zakresu 4 — 300 K. Krzywe zalezno$ci magnetyzacji od temperatury, ZFC/FC
(ang. Zero Field Cooled — chlodzenie probki w zerowym polu, ang. Field Cooled —
chlodzenie probki w polu) otrzymywano dla nat¢zenia pola magnetycznego o wartosci
100 Oe. Do uzyskania dodatkowej informacji o wiasciwosciach magnetycznych 1 strukturze
nanoczastek wykorzystano spektroskopie Mdssbauera w trybie transmisyjnym. Uzyto zrodta

%"Co w matrycy Rh o aktywnoéci 50 mCi.
11.1.4. Otrzymywanie hydrozeli magnetycznych

Hydrozele na bazie chitozanu (Ch) oraz kolagenu i chitozanu (ColCh) przygotowano przez
zmieszanie odpowiednich ilo$ci roztworu chitozanu (roztwor 2% (w/v) w 1% kwasie
octowym), roztworu kolagenu i 200 ul roztworu genipiny (roztwor 0,1% (w/v) w 96%
etanolu) do otrzymania 1 ml zolu. Stosunki objetosciowe biopolimeréw Col:Ch w probkach
mieszanych wynosity 25:75 oraz 50:50 (odpowiednio ColCh 25:75 i ColCh 50:50). Stosunki
wagowe Col:Ch w przypadku tych hydrozeli wyniosty odpowiednio 5:95 i 15:85.
Po poddaniu biopolimerowych zoli energicznemu wytrzgsaniu, inkubowano je w 37 °C do

zakonczenia procesu zelowania.

W celu otrzymania hydrozeli magnetycznych do biopolimerowych zoli Ch oraz ColCh
wprowadzano 150 pl wodnej zawiesiny SPION-CCh (zawarto$¢ zelaza 235 pg/ml).
Po poddaniu zoli energicznemu wytrzasaniu, inkubowano je w 37 °C do zakonczenia procesu
zelowania, otrzymujac w ten sposob hydrozele magnetyczne Ch S1, ColCh 25:75 S1 1 ColCh
50:50 S1.

11.1.5. Badania wlasciwosci fizykochemicznych hydrozeli

Analiza NMR

W ramach pomiarow NMR na aparaturze RCA (Magritek Rock Core Analyzer) wykonano
pomiary protonowych czasoéw relaksacji T1 i T2, stosujgc sekwencje Inversion Recovery (IR)
oraz sekwencje Carr-Purcell-Meiboom-Gill’a (CPMG). Dla sekwencji IR rejestrowano 30
punktow w przedziale 0,05 ms — 7,5 s, a dla CPMG rejestrowano 50 000 ech z czasem echa

TE = 200 ps. Dla obu eksperymentéw czas repetycji wynosit 7,5 S. Dane po odjeciu tta
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zostaly przetworzone przy uzyciu odwrotnej transformaty Laplace’a (ILT) z algorytmem
Lawsona i Hansona w oprogramowaniu Prospa. W ramach pomiarow na systemie NMR
MoUSE (Mobile Universal Surface Explorer) wykonano pomiary wspotczynnika dyfuzji przy
polu magnetycznym 0,5 T i gradiencie pola magnetycznego 24 T/m. Dla warstw badanych
probek o grubosci 200 um zastosowano sekwencj¢ SSE, oparta na echu stymulowanym,
dla ktérego ustalono t w zakresie 0,02 — 0,2 ms, a przedziat czasowy A = 10 ms. Pomiary
NMR wykonywano dla probek hydrozeli w dniu przygotowania oraz po 3, 7 i 14 dniach

od przygotowania.

Badania stabilnosci i procesu zelowania

Stabilno$¢ i1 proces zelowania hydrozeli byly monitorowane przy pomocy urzadzenia
Turbiscan Classic 2 (Formulaction). W tym celu probki w stanie zolu (4 ml) przenoszono do
szklanej cylindrycznej kuwety, a nastgpnie prowadzono pomiar nat¢zenia S$wiatla
przechodzacego poprzez skanowanie probki wzdtuz jej wysokosci co 2 godziny przez okres 7
dni w temperaturze pokojowej. Otrzymane dane analizowano przy pomocy oprogramowania
TurbiSoft.

Badania mikrostruktury

Mikrostrukture materialdbw zobrazowano przy pomocy skaningowego mikroskopu
elektronowego SEM (FEI Nova NanoSEM 450). W tym celu otrzymane materialy
zliofilizowano oraz napylono ztotem bezposrednio przed obrazowaniem. Aby zobrazowac
rozmieszczenie nanoczastek SPION-CCh w matrycy hydrozelowej wykorzystano
skaningowo-transmisyjna mikroskopi¢ elektronowa (STEM, FElI Nova NanoSEM 450).
W tym celu krople zolu biopolimerowego z nanoczastkami umieszczano na Siateczce

miedzianej pokrywanej weglem i inkubowano w 37 °C do utworzenia zelu.

Analiza AFM/MFM

Topografie¢ powierzchni otrzymanych materialow badano za pomoca mikroskopu sit
atomowych Dimension Icon XR (Bruker, Santa Barbara, CA), wykorzystujac technike
mikroskopii sit magnetycznych (MFM) w trybie podnoszenia (wysoko$¢ podnoszenia
150 nm) w powietrzu. Do wszystkich pomiarow zastosowano dzwignie pokryte warstwa
Co/Cr 0 nominalnej statej sprezystosci 2 N/m z sonda o promieniu 30 nm. Przed badaniem

dzwignie uzyte do pomiardw zostaly namagnesowane malym magnesem neodymowym.
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Badania wlasciwos$ci magnetycznych
Badania wlasciwosci  magnetycznych  otrzymywanych  hydrozeli  magnetycznych
przeprowadzono analogicznie, jak dla samych nanoczastek SPION-CCh, co zostato opisane

w punkcie 11.1.3. Przed pomiarami probki hydrozeli magnetycznych poddano liofilizacji.

Badania zdolnosci do pe¢cznienia i degradacji

Pecznienie hydrozeli byto badane poprzez inkubacj¢ w buforze PBS w 37 °C z delikatnym
wytrzgsaniem. PO 24 godzinach inkubacji odciggano PBS z materialow, przeptukiwano
dwukrotnie wodg dejonizowang, kazdorazowo inkubujgc w 37 °C przez 30 minut.
Po odciagnigciu wody wazono materiaty (Ms) i poddano procesowi liofilizacji. Zliofilizowane
materialy ponownie zwazono (Mg). Stopien pecznienia materialu (SR) wyznaczano, stosujac

wzor (5) (str. 85). Zmiang¢ masy 4AM obliczono poprzez zastosowanie wzoru:
(8) AM = M, — My

Zdolno$¢ do dalszego poboru wody i1 degradacja hydrozeli byly badane poprzez inkubacj¢
w PBS w 37 °C przez 30 dni. W tym celu otrzymane materiaty zwazono i przyjeto uzyskana
warto$¢ jako 100% catkowitej masy hydrozeli (Mo). Nastepnie przeniesiono materiaty
do ptytki 24-dotkowej, zalano buforem PBS (1 ml/dotek), zabezpieczono ptytke i inkubowano
w temperaturze 37 °C z delikatnym wytrzgsaniem. W wyznaczonych dniach sprawdzano
ubytek masy materiatéw, kazdorazowo wazac je (M), a nastgpnie zalewajac $wiezym PBS.
Zmiany masy w trakcie eksperymentu wyrazono jako % masy pozostatej, obliczany wedlug

wzoru (4) w punkcie 7.1.3 (str. 73).

Badanie liofilowosci

W celu okreslenia liofilowosci materiatow wykonywano pomiary kata zwilzania przy uzyciu
urzadzenia Surftens Universal instrument (OEG GmbH, Frankfurt, Germany) zgodnie
z procedurg opisang w punkcie 8.1.5 (str. 85).

Badanie wlasciwosci reologicznych

Przeprowadzono badania wlasciwosci reologicznych na reometrze rotacyjnym MCR 301
(Anton Paar), wyposazonego w dodatkowa komore P-PTD 200 umozliwiajaca stabilizacje
temperaturowa probek i zapobieganie ich wysychania. Badania wykonano z wykorzystaniem
geometrii pomiarowej typu ptytka-ptytka o $rednicy 20 mm, przy szczelinie pomiarowej
h = 1,3 mm w temperaturze 37 °C. Kazdg probke (0,5 ml) naktadano na ptytke reometru
po usieciowaniu w formie zelu i rozpoczynano pomiar. W celu okreslenia modutu
zachowawczego G’, badane probki poddano wymuszeniu oscylacyjnemu o nastgpujacych
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parametrach: odksztatcenie y = 5% z czestotliwos$cig f = 1 Hz. Wykonano po trzy powtorzenia

dla kazdego rodzaju probki, kazdy kolejny pomiar wykonywano na nowej probce.

11.1.6. Badania wlasciwosci biologicznych in vitro

Do badan biologicznych in vitro wykorzystano lini¢ komoérek osteoblastopodobnych MG-63.
Prowadzenie hodowli komérkowej oraz przygotowanie materialdw do badan biologicznych
realizowano zgodnie z procedurami opisanymi w punkcie 8.1.7 (str. 87). Komoérki wysiewano

na materiatach w ilosci 2-10* komérek/cm?.

Badanie zywotnos$ci komorek — test Alamar Blue

Test zywotno$ci komoérek wysianych na materialach prowadzono z uzyciem odczynnika
Alamar Blue po 1 oraz 3 dniu hodowli komoérkowej, zgodnie z procedura opisang W punkcie
8.1.7 (str. 88). Pomiar absorbancji przeprowadzano w czytniku mikroptytek TECAN Infinite
M200 przy dtugosciach fali 560 nm i 600 nm. Wartosci absorbancji przeliczano na ilo$¢
komorek, korzystajac z krzywej kalibracyjnej otrzymanej z pomiardw absorbancji dla

znanych ilosci komérek MG-63.

Badanie adhezji i morfologii komérek

Powierzchnia materiatow z wysianymi komorkami linii MG-63 byla obrazowana
skaningowym mikroskopem elektronowym SEM (FEI Nova NanoSEM 450). W tym celu
po 3 dniach prowadzenia hodowli komodrkowej, materialty przeptukano buforem PBS
i wykonano procedure utrwalania i odwadniania zgodnie z opisem zamieszczonym w punkcie

7.1.4 (str. 73). Bezposrednio przed obrazowaniem SEM probki byty napylane ztotem.

Badania zywotnosci komorek w polu magnetycznym

Przeprowadzono badania Zywotno$ci komorek wysianych na materiatach, poddanych
dziataniu zewnetrznego statycznego pola magnetycznego (SMF). W tym celu zaprojektowano
odpowiedni uktad eksperymentalny (Rysunek 63). Wykonano ptytke magnetyczna,
stanowigca zrodlo SMF poprzez umieszczenie walcowych magneséw neodymowych
(o $rednicy 14 mm) w dotkach dwodch $rodkowych rzedoéw 24-dotkowej ptytki hodowlane;
(12 dotkow). Wykorzystano magnesy o dwoch réznych wysokosciach: 2 oraz 10 mm, tworzac
dwie plytki o r6znym natezeniu pola magnetycznego. Tak przygotowane plytki magnetyczne
poddano sterylizacji promieniowaniem UV, a nastgpnie naktadano na nie ptytki z materiatami
oraz wysianymi komoérkami (materiaty z komdrkami znajdowaty si¢ tylko w dotkach dwoch

srodkowych rzedoéw ptytki, analogicznie do ptytki magnetycznej) i prowadzono hodowle.
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Ptytki generowatly pole magnetyczne o srednim natezeniu odpowiednio 500 oraz 2000 Oe -
wartosci te zmierzono miernikiem pola magnetycznego na wysokosci powierzchni hydrozeli
w plytkach (w odlegtosci okoto 1 cm od powierzchni magnesow). Test zywotnosci komorek
pod wpltywem pola magnetycznego wykonywano z uzyciem odczynnika Alamar Blue
w analogiczny sposob jak dla hodowli bez pola. Test przeprowadzono po 1, 3 1 7 dniu

hodowli.

ptytka gérna
z hodowla
komodrkowa

T 2 3 4 5 6
A OOOOOO plytka dolna
B+ ++++ <[t
‘000000
1000009

magnetycznego)

Rysunek 63. Schemat przedstawiajacy uktad eksperymentalny do prowadzenia badan dotyczacych wptywu pola
magnetycznego na hodowle komorek.

11.2. Wyniki i dyskusja
11.2.1. Wlasciwosci fizykochemiczne nanoczastek SPION-CCh

Otrzymane metoda wspolstracania superparamagnetyczne nanoczastki tlenku Zelaza
powlekane kationowa pochodng chitozanu — SPION-CCh (Rysunek 64) zostaty
scharakteryzowane pod katem rozmiaru, ksztattu, stabilnosci, struktury krystalicznej

1 wlasciwosci magnetycznych.
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otoczka CCh
Rysunek 64. Schemat otrzymywania SPION-CCh metoda wspotstracania.

Pomiary $rednicy hydrodynamicznej w badaniach DLS i potencjatu zeta wykonano w dniu
syntezy oraz po 8 tygodniach od dnia syntezy (Tabela 15). Zmierzona S$rednica
hydrodynamiczna nanoczastek w dniu syntezy wyniosta $rednio 140 nm, co wskazuje
na wystepowanie niewielkich aglomeratow. Dodatnia warto$¢ potencjatu zeta (pH zawiesiny
= 6,9) potwierdzita efektywne pokrycie nanoczastek kationowa pochodng chitozanu,
a dodatkowo wskazata na ich stabilno$¢ w wodzie (warto§¢ powyzej 30 mV). Wartosci
$rednicy hydrodynamicznej oraz potencjatu zeta zmierzone po 8 tygodniach od dnia syntezy
nie roznity si¢ znaczgco od tych mierzonych w dniu syntezy, potwierdzajac stabilnosc
dyspersji wodnej SPION-CCh w tym okresie. Badania z wykorzystaniem mikroskopii STEM
wykazaly, ze magnetyczne rdzenie SPION-CCh charakteryzowaty si¢ $rednicg okoto 15 nm
i mialy tendencje do uktadania si¢ w nieregularne tancuchy (Rysunek 65A). Wyniki analizy
XRD pokazaty, ze badane nanoczastki miaty strukture krystaliczng odwroconego spinelu,
jaka wykazuje magnetyt (Rysunek 65B). Widoczne na dyfraktogramie linie dla SPION-CCh
sg zgodne z tymi dla mikrokrystalicznego magnetytu, mozna jednak zauwazy¢ pewne ich
przesunigcie w kierunku wiekszych katow. Takie przesunigcie jest typowe dla utlenionej
formy magnetytu — maghemitu [281]. Dodatkowo, poszerzenie linii na dyfraktogramie
SPION-CCh wskazuje na nanokrystaliczny charakter badanego materiatu. Wiasciwosci
struktury analizowano takze poprzez spektroskopie Mossbauera, widma Maossbauera
uzyskane w temperaturach 80 K oraz 300 K przedstawia odpowiednio Rysunek 65C i 65D.
Obserwowane szes$¢ linii widmowych (sekstet) na widmie w 80 K jest charakterystyczne dla
maghemitu (widmo magnetytu zawiera dwa sekstety). Ponadto, linie sekstetu pokazuja

znaczne poszerzenie w strone centrum widma (najsilniejsze dla linii zewngtrznych)
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w temperaturze 300 K, co swiadczy o relaksacyjnym charakterze i jest typowe dla materiatlow
superparamagnetycznych [282]. Wyniki badan wlasciwosci magnetycznych nanoczastek
SPION-CCh z pomiaré6w magnetometrem VSM zostaty zestawione razem z wynikami dla

hydrozeli magnetycznych w punkcie 11.2.3.

Tabela 15. Wartosci $rednicy hydrodynamicznej (d,) i potencjatu zeta (£) dla nanoczastek SPION-CCh.

material dz [nm] £ [mV]
SPION-CCh w dniu syntezy 140+ 35 36+1
SPION-CCh po 8 tygodniach 136 + 48 3B +1
A B
Ny F e » 1,0
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Rysunek 65. Mikrofotografia STEM nanoczastek SPION-CCh (A), dyfraktogram XRD magnetytu oraz
nanoczastek SPION-CCh (B), widma Mgsshauera w 80 K oraz 300 K dla SPION-CCh (C, D).
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11.2.2. Otrzymywanie hydrozeli magnetycznych

Otrzymywano materiaty hydrozelowe oparte na chitozanie (Ch) oraz kolagenie i chitozanie
(ColCh) o dwoch roznych stosunkach objetosciowych tych polimeréw, sieciowane geniping
o stezeniu 0,1% (roztwor w 96% etanolu). Sktad biopolimeréw oraz st¢zenie genipiny byly
optymalizowane pod katem otrzymania materiatu, ktéry mégltby by¢ aplikowany do ubytku
w usieciowanej formie, zdolnej do dopasowania si¢ do ksztaltu ubytku bez utraty swojej

integralnosci (Rysunek 66).

Rysunek 66. Hydrozel ColCh z mozliwos$cia dopasowania si¢ do ksztattu ubytku.

W celu otrzymania hydrozeli magnetycznych opracowane wczesniej matryce hydrozelowe
zostaly wzbogacone dodatkiem nanoczastek SPION-CCh — kazdy rodzaj matrycy z tym
samym stezeniem nanoczastek (S1). Zestawienie wszystkich syntezowanych hydrozeli
przedstawia Tabela 16. Otoczki nanoczastek magnetycznych w postaci kationowej
pochodnej chitozanu (CCh) umozliwity wbudowanie si¢ nanoczastek w strukture Sieci
hydrozelowej podczas procesu sieciowania geniping. Pomiedzy wszystkimi komponentami
hydrozeli magnetycznych (Col, Ch oraz SPION-CCh) mogty utworzy¢ si¢ silne wigzania
kowalencyjne, zapobiegajac agregacji nanoczastek w strukturze hydrozeli. Schemat

otrzymywania hydrozeli magnetycznych jest przedstawiony na Rysunku 67.

Tabela 16. Zestawienie otrzymywanych hydrozeli.

Stosunek objetosciowy

Material Col:Ch Stezenie genipiny
Ch
0:100
Chs1

ColCh 25:75

25:75 0,1%
ColCh 25:75 S1

ColCh 50:50

50:50

ColCh 50:50 S1
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Rysunek 67. Schemat otrzymywania hydrozeli magnetycznych.

11.2.3. Wlasciwosci fizykochemiczne hydrozeli

Analiza NMR

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) jest metoda, za pomoca ktorej
mozna charakteryzowac zarowno Strukturg sieci polimerowej (rozdziat 9), jak i molekularne
procesy relaksacyjne. Analiza takich wlasciwosci jak stopien uwodnienia czy
przepuszczalno$¢ hydrozeli jest istotna z punktu widzenia zastosowan biomedycznych,
czynniki te moga mie¢ wpltyw na integralno$¢ hydrozelu czy dyfuzje réznych sktadnikow
wewnatrz struktury [48]. Technika NMR zostata tutaj wykorzystana do wyznaczenia
protonowych czasow relaksacji T1 i T2 oraz wspotczynnikow dyfuzji D dla opracowanych
hydrozeli Ch, ColCh 25:75 i ColCh 50:50 (bez dodatku SPION-CCh). Pomiary wykonywano
dla probek w stanie zolu oraz w stanie zelu - zaraz po zmieszaniu biopolimerdéw i genipiny

(dzien 0) oraz po 3, 7 i 14 dniach od przygotowania.

Stany zwigzania wody w strukturze hydroZeli

Protonowy czas relaksacji poprzecznej T2 jest waznym wskaznikiem ruchliwo$ci wody
w hydrozelach. Moze ona wystepowa¢ w nich w réznych stanach — silnie lub stabo zwigzana
z siecig polimerowg oraz w stanie niezwigzanym. Im silniejsze odziatywanie czasteczek wody
z polimerowg siecia, tym krotsze czasy relaksacji T [283]. Rozktady czasow relaksacji T» dla
badanych hydrozeli w dniu przygotowania (dzien 0) oraz po 3, 7 i 14 dniach
od przygotowania sg przedstawione na Rysunku 68 (A, B, C). Dla wszystkich hydrozeli
obserwowano wielomodalny rozktad czasoéw relaksacji T2 z dwoma gtéwnymi sktadowymi —
dominujaca 0 maksimach w zakresie 533 — 945 ms i stabsza w zakresie 2175 — 4007 ms.

Zidentyfikowano rowniez stabe sktadowe pojawiajace si¢ w zakresach 0,1 — 51 10 — 200 ms,
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w zaleznos$ci od probki. Zmierzono réwniez czasy T2 W dniu przygotowania dla mieszaniny
biopolimerow ColCh 25:75 bez dodatku genipiny w poroéwnaniu do analogicznej probki
zawierajacej ten czynnik sieciujagcy (Rysunek 68D). Rozklad czasow T dla probki
niezawierajagcej genipiny zawieral jedeng dominujagca waskg sktadowa i mniejsze sygnaly
w zakresie 0,1 - 5 ms. Sktadowe przy najkrotszych czasach relaksacji (0,1 - 10 ms) mozna
przypisa¢ do wody silnie zwigzanej z siecig polimerowa, natomiast dominujace udziaty dla

dhuzszych czasow T2 moga odpowiadaé stabo zwigzanej i wolnej wodzie.
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Rysunek 68. Rozktady czasow relaksacji T dla hydrozeli Ch (A), ColCh 25:75 (B) i ColCh 50:50 (C) uzyskane
w dniu 0, 3, 7 oraz 14 od przygotowania probek oraz rozktady czaséw relaksacji T, dla probki ColCh 25:75
z geniping oraz bez zmierzone w dniu przygotowania (D).

Struktura Zelu/tworzenie sieci

Porownujac rozktady T dla probki ColCh 25:75 bez i z dodatkiem genipiny (Rysunek 68D)
obserwowano dodatkowa sktadowa dla diuzszego czasu T. oraz poszerzong sktadowsa
dominujaca przesunigta w strong¢ krotszych T2 w przypadku probki z dodatkiem genipiny,
co moze wskazywac na postgpowanie zmian strukturalnych w trakcie procesu zelowania.
Podobny charakter rozktadu T, zostal zachowany dla wszystkich badanych probek

sieciowanych geniping, jednakze wartosci T> dla maksiméw rozktadu rdéznily si¢ migdzy
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poszczegblnymi probkami. W kazdym punkcie czasowym pomiardéw (dzien 0, 3, 7 i 14)
probka Ch charakteryzowata si¢ najkrotszymi czasami T2. Skrocenie czasu relaksacji moze
wynika¢ z silniejszego uwie¢zienia czasteczek wody w polimerowej sieci, wskazujac
na wyzszg gestos$¢ usieciowania oraz tworzenie si¢ sztywniejszej sieci dla hydrozelu opartego
na samym chitozanie [284]. Diuzsze czasy T2 otrzymano dla probek kolejno ColCh 25:75
I ColCh 50:50, co moze $wiadczyé 0 mniej zwartej strukturze i zwigkszeniu odleglosci

miedzy protonami czasteczek wody ze wzrostem zawartosci kolagenu w hydrozelach.

Rozktad wielkosci porow

Rozktad czasow T2 moze dostarczy¢ ogdlnych informacji na temat rozktadu wielko$ci porow
w badanym materiale, mniejsze rozmiary poréw odpowiadajg krotszym czasom relaksacji T»
[285]. Analiza rozktadow T> (Rysunek 68) wykazata, ze dla wszystkich badanych hydrozeli
gtowne frakcje porow miescity si¢ w wigkszych zakresach rozmiarow (przypisane
najwigckszym udzialom w rozkladzie) - ze wzrostem zawartosci kolagenu w strukturze
rozmiary poréw byty wicksze. Jednak okreslenie doktadnych rozmiaréw poréw wykracza

poza zakres tych badan.

Wspolczynniki dyfuzji

Kolejnym badanym parametrem byt wspdlczynnik dyfuzji wody, ktory umozliwia
monitorowanie ruchu translacyjnego czasteczek wody w materiatach hydrozelowych
i uzyskanie informacji na temat dynamiki molekularnej [286]. Na Rysunku 69 przedstawiono
wartosci wspotczynnikow dyfuzji wody (D) dla wszystkich badanych probek hydrozeli
bezposrednio po przygotowaniu, a takze dla probki niezawierajacej genipiny. Badanie
wykazato, ze wspotczynnik dyfuzji dla mieszaniny nieusieciowanych biopolimeréw byt okoto
2 razy wyzszy w pordwnaniu do probek sieciowanych geniping, co oznacza utatwiony ruch
translacyjny czasteczek wody w nieusieciowanej probce. W probkach sieciowanych geniping
dyfuzja byta ograniczona ze wzgledu na tworzenie si¢ struktury hydrozelu na poziomie
molekularnym. Po 3 i 14 dniach wartoci D byly nizsze niz zmierzone w materiale
bezposrednio po przygotowaniu i sg na porownywalnym poziomie (Rysunek 69 [B, C, D]),
co wskazuje na efektywne zakonczenie procesu tworzenia struktury hydrozelowej po kilku

dniach.
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Rysunek 69. Rozktady wspotczynnikow dyfuzji wody D dla wszystkich otrzymywanych hydrozeli oraz probki
ColCh 25:75 bez genipiny zmierzone w dniu przygotowania probek (A) oraz wartosci D dla badanych hydrozeli
w dniu przygotowania (B), w 3 dniu (C) oraz w 14 dniu (D) od przygotowania.

Podsumowujac analiz¢ NMR, dodatek genipiny inicjowat proces tworzenia si¢ sieci
hydrozelowej z powstaniem dwoch glownych rozktadow wielkosci porow, jak wykazaty
rozktady czasoéw relaksacji To. Zmiany rozktadow czasow T2 oraz wspotczynnikow dyfuzji D
obserwowane dla wszystkich badanych materiatbw w kolejnych punktach czasowych byty

zwigzane z procesem zelowania 1 zwigzang z tym gestoscig usieciowania, zalezng od sktadu

hydrozeli.

Stabilno$¢ hydrozeli

Proces Zelowania 1 stabilnos¢ hydrozeli bez komponentu magnetycznego oraz zawierajacych
nanoczastki SPION-CCh monitorowano poprzez pomiary natgzenia Swiatla przechodzacego
przez probki wzdtuz ich wysokosci co 2 godziny przez okres 7 dni, wykorzystujac urzadzenie
Turbiscan. Pomiary rozpoczynano dla probek po zmieszaniu w stanie zolu. Zmiany
transmitancji w czasie w zalezno$ci od wysokos$ci probki (3 mm od dna kuwety) dla uktadu
ColCh 25:75 bez i z komponentami magnetycznymi przedstawia Rysunek 70. Kolorowa
skala reprezentuje punkty czasowe, w ktorych odbywaty si¢ pomiary, kierunek strzatek

pokazuje postgp eksperymentu na skali czasu od dnia O do dnia 7. AT reprezentuje rdznicg
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transmitancji w danym punkcie czasowym wzgledem transmitacji zmierzonej w pierwszym
pomiarze. W przypadku hydrozelu ColCh 25:75 oraz hydrozelu magnetycznego,
zawierajacego nanoczastki SPION-CCh (ColCh 25:75 S1) obserwowano podobng tendencje —
rownomierny spadek transmitancji wzdtuz catej wysokosci probki (Rysunek 70A i 70B),
dla probek Ch S1 i ColCh 50:50 S1 otrzymano analogiczne wyniki). Spadek transmitancji
wynikat z postepujacego procesu sieciowania, podczas ktorego zachodzita zmiana koloru
probek z lekko zottego na ciemnoniebieski [287]. Rownomierny rozktad AT w czasie wzdhuz
catej wysokosci hydrozelu magnetycznego ColCh 25:75 S1 (analogicznie jak dla hydrozelu
bez nanoczastek) potwierdzil jednorodno$¢ i stabilno$¢ materialu bez zjawisk agregacji
czy sedymentacji nanoczastek na dnie probki. Dla porownania przygotowano probke ColCh
25:75 'z dodatkiem sedymentujacych agregatow niestabilizowanych nanoczastek
magnetycznych, a wyniki zmian transmitancji w czasie dla tej probki przedstawia Rysunek
70C. Sedymentacja agregatow w probce zostala zarejestrowana poprzez wyraznie wigkszy
spadek transmitancji przy dnie kuwety pomiarowej obserwowany przez caly okres
prowadzenia eksperymentu, podczas gdy AT wzdluz pozostalej wysokosci probki byla
na poziomie poréwnywalnym do jednorodnych probek ColCh 25:75 oraz ColCh 25:75 S1.
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Rysunek 70. Zmiany transmitancji w czasie (7 dni) wzglgdem wysokosci probki ColCh 25:75 (A), ColCh 25:75
S1 (B) oraz ColCh 25:75 zawierajacej sedymentujace agregaty nanoczastek (C).

Zdjecia usieciowanych hydrozeli ColCh 25:75, ColCh 25:75 S1 (S1 oznacza dodatek SPION-
CCh) oraz ColCh 25:75 z opadajacymi agregatami nanoczastek przedstawia Rysunek 71.
Kolor probek ColCh 25:75 oraz ColCh 25:75 S1 (A, B) byt jednorodny w calej objetosci
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probek (zmieniona barwa ColCh 25:75 S1 w stosunku do ColCh 25:75 wynikata z obecnosci
nanoczastek SPION-CCh). W przypadku hydrozelu z opadajacymi nanoczgstkami (C)
obserwowano zmian¢ zabarwienia przy dnie wzgledem pozostatej objetosci probki,
wskazujac na separacje faz. Badania z zastosowaniem urzadzenia Turbiscan potwierdzity
zatem, ze zastosowana metoda otrzymywania hydrozeli magnetycznych z uzyciem

nanoczastek SPION-CCh umozliwila uzyskanie jednorodnego i stabilnego materialu bez

agregacji nanoczastek i separacji faz.

Rysunek 71. Usieciowane probki hydrozeli ColCh 25:75 (A), ColCh 25:75 S1 (B) oraz ColCh 25:75
zawierajacej sedymentujace agregaty nanoczgstek (C).

Pomiary na urzadzeniu Turbiscan postuzyty takze do analizy procesu sieciowania geniping.
Zmiany transmitacji w zaleznos$ci od czasu (7 dni w temperaturze pokojowej) dla wszystkich
badanych hydrozeli przedstawia Rysunek 72. Badania wykazaly, ze spadek transmitancji
W czasie zwigzany z procesem sieciowania i zmiang koloru probek byt najszybszy dla probki
Ch, wskazujac na najszybszy proces sieciowania tej probki. Dodatek kolagenu
do hydrozelowej matrycy spowalnial sieciowanie. Ponadto, rozproszenie w matrycy

hydrozelowej nanoczastek SPION-CCh réwniez powodowato taki efekt.
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Rysunek 72. Zmiany transmitancji w czasie (7 dni) dla wszystkich badanych hydrozeli.
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Mikrostruktura

Do badan mikrostruktury hydrozeli magnetycznych wykorzystano metody SEM oraz STEM
(Rysunek 73). Materiaty w formie zliofilizowanej obrazowano technika SEM (Rysunek
73A). Wszystkie hydrozele magnetyczne charakteryzowaly si¢ zwartg strukturg, w przypadku
materiatdw z kolagenem (ColCh 25:75 S1, ColCh 50:50 S1) w strukturze widoczne byty
typowe dla tego polimeru wtokna. Technika SEM nie pozwolita jednak na obserwacj¢
nanoczastek SPION-CCh rozproszonych w hydrozelowych matrycach, w tym celu wykonano
obrazowanie hydrozeli magnetycznych przy uzyciu metody STEM (Rysunek 73B). Probki
przygotowano poprzez natozenie kropli zolu biopolimerowego z nanoczastkami na siateczce
miedzianej z btong weglowa, a nastepnie inkubowano w 37 °C do utworzenia zelu.
W przypadku hydrozelu magnetycznego na bazie samego chitozanu (Ch S1) obserwowano
nanoporowatg strukture, w ktdérej rozmieszczone byly nanoczastki SPION-CCh, uktadajac sie
w typowe dla nich tancuchy (jak pokazano w punkcie 11.2.1, str. 166). Dla materiatéw
z dodatkiem kolagenu w mikrostrukturze pojawity si¢ ugrupowania widkniste, wyrazniej
widoczne w probee z wigkszg iloscig kolagenu (ColCh 50:50 S1). Nanoczgstki magnetyczne
w tych matrycach rowniez formowaty si¢ w tancuchy, jednak nieco mniejsze niz w hydrozelu

chitozanowym i wydawaly si¢ czgéciej organizowac i wigza¢ z widknami kolagenu.
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Rysunek 73. Mikrofotografie SEM (A) i STEM (B) otrzymywanych hydrozeli magnetycznych. W niebieskich
elipsach zaznaczone tancuchy SPION-CCh, niebieskie strzatki wskazujg wioknistg strukture kolagenu.

Analiza AFM/MFM

Okreslono topografi¢ otrzymywanych hydrozeli przy uzyciu mikroskopu sil atomowych
AFM. Wykorzystano réwniez mikroskopi¢ sit magnetycznych (MFM) do potwierdzenia
wlasciwoséci magnetycznych hydrozeli z dodatkiem SPION-CCh. Obrazy AFM/MFM
przedstawiono na Rysunku 74. Dla wszystkich badanych hydrozeli magnetycznych uzyskano
sygnaly na obrazach fazy magnetycznej. Jest to mozliwe tylko wtedy, gdy probka zawiera
domeny lub czastki magnetyczne zdolne do interakcji z namagnesowang sondg, a wigc
uzyskane sygnaly wskazuja, ze badane probki byly magnetyczne. Ponadto, poniewaz
rozdzielenie obrazéw magnetycznych pojedynczych SPION nie jest mozliwe, mozna
przypuszczaé, ze nanoczastki SPION-CCh byly rozproszone w caltej objetosci badanych
warstw hydrozeli. Sygnatu magnetycznego nie zarejestrowano w przypadku hydrozeli bez
dodatku SPION-CCh.
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Rysunek 74. Obrazy AFM/MFM dla badanych hydrozeli — topografia (3D po lewej), obraz fazowy (Srodkowe
prostokaty) oraz faza magnetyczna (dolne prostokaty).

Wlasciwosci magnetyczne

Zbadano wiasciwosci magnetyczne hydrozeli magnetycznych z dodatkiem SPION-CCh — Ch
S1, ColCh 25:75 S1 oraz ColCh 50:50 S1, wykorzystujagc magnetometr VSM. Pomiary
prowadzono w szerokim zakresie temperatur (4 — 300 K). Wykonano rowniez analogiczne
pomiary dla samych nanoczgstek SPION-CCh, poréwnujac ich wlasciwosci magnetyczne
do wlasciwosci hydrozeli magnetycznych i rozwazajac wplyw matrycy polimerowe;j
na zachowanie nanoczastek. Wtasciwosci magnetyczne hydrozeli zostaly potwierdzone takze
poprzez przyciaganie ich (w zliofilizowanej formie) do stalego magnesu neodymowego
(Rysunek 75).
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Rysunek 75. Zdjecia prezentujace hydrozel przyciggnicty do magnesu statego.

Petle histerezy, koercja magnetyczna

Zaleznosci namagnesowania od pola magnetycznego dla nanoczastek SPION-CCh oraz
hydrozeli magnetycznych sg przedstawione na Rysunku 76. Petle histerezy magnetycznej
wykazywatly podobny ksztatt dla wszystkich hydrozeli magnetycznych, z zerowa koercja
w temperaturach 200 i 300 K (Rysunek 76 [B, C, D]). Wyniki te wskazuja, ze hydrozele
magnetyczne byly juz w stanie superparamagnetycznym w temperaturze 200 K, a zatem takze
w temperaturze pokojowej. Dla probki samych nanoczastek SPION-CCh pole koercji byto
nadal niezerowe w temperaturze 200 K (Rysunek 76A), co $wiadczy o znacznie wyzszej
temperaturze blokowania nanoczastek w pordwnaniu do hydrozeli magnetycznych.
Nieoczywistym zjawiskiem bylo wykazywanie przez hydrozele magnetyczne wyzszego pola
koercji w niskich temperaturach niz przez SPION-CCh. W temperaturze 4 K obserwowano
przyktadowo dla tych materiatow pole koercji wyzsze o 30% w poroéwnaniu do samych
SPION-CCh (Rysunek 77). Podobny efekt wykazat Ceylan i wspotpracownicy dla
polimerowych nanokompozytow z magnetycznymi wypetniaczami, ttumaczac to zjawisko
specyficzng organizacja magnetycznych wypelniaczy w lancuchy 1 ich zgrupowania,
prowadzacych do wzmocnionej reakcji magnetycznej [288]. Magnetyzacja nasycenia
w 300 K osiagneta wartosci odpowiednio 0,20, 0,26, i 0,35 emu/g dla Ch S1, ColCh 25:75 S1
oraz ColCh 50:50 S1. Warto$ci te byly znacznie nizsze niz magnetyzacja nasycenia dla
samych SPION-CCh (60,1 emu/g), co jest zwigzane z tym, ze namagnesowanie hydrozeli
magnetycznych jest wprost proporcjonalne do stezenia nanoczgstek magnetycznych i ich
magnetyzacji nasycenia [186]. Roznice w warto$ciach magnetyzacji nasycenia pomiedzy
poszczegolnymi hydrozelami magnetycznymi wynikaja z rdéznej ilosci wody utraconej
w procesie liofilizacji hydrozeli (pomiar wykonywano dla suchych probek). Zawartos¢ wody
w probkach wynosita odpowiednio 98,2%, 98,6% i 99,0% dla Ch S1, ColCh 25:75 S1 oraz
ColCh 50:50 S1.
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Rysunek 76. Petle histerezy magnetycznej dla SPION-CCh (A) oraz hydrozeli magnetycznych Ch S1 (B),
ColCh 25:75 S1 (C) i ColCh 50:50 S1 (D).
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Rysunek 77. Pole koercji w zaleznosci od temperatury dla badanych nanoczgstek i hydrozeli magnetycznych.
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Rozpatrujagc  wlasciwosci magnetyczne materialbw nalezy wzia¢ pod uwage rowniez
oddziatywania dipolowe czy bardziej zlozone oddzialywania magnetyczne zwigzane
z rozmieszczeniem tancuchow nanoczgstek magnetycznych w matrycy hydrozelowej,
ich zwigzaniem z matrycg i wielko$cig agregatoéw. Badanie STEM wykazato, ze nanoczgstki
SPION-CCh miaty tendencj¢ do organizowania si¢ w strukturze hydrozeli przy wtoknach
kolagenowych i tworzyty tam tancuchy. Byly one jednak krotsze w poréwnaniu do tych
w hydrozelu na bazie samego chitozanu (str. 175). Obserwacje te znalazty odzwierciedlenie
w rozniczkowej podatnosci magnetycznej (Rysunek 78). Krzywe rézniczkowej podatnoSci
dla hydrozeli magnetycznych zawierajacych kolagen byly wezsze, a najwyrazniej efekt ten
byt widoczny w 300 K dla probki z najwickszg iloscig kolagenu (ColCh 50:50 S1) (Rysunek
78A).
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Rysunek 78. Znormalizowana pochodna magnetyzacji (rézniczkowa podatnos¢) w funkcji pola magnetycznego
w 300 K (A), 200 K (B), 100 K (C) i 4 K (D) dla nanoczastek i hydrozeli magnetycznych.
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Krzywe ZFC/FC

Wykonano badania temperaturowych zalezno$ci podatno$ci magnetycznej dla nanoczastek
SPION-CCh oraz hydrozeli magnetycznych. Krzywe ZFC i FC sg przedstawione na Rysunku
79. Ksztalt krzywych ZFC/FC jest podobny dla wszystkich badanych hydrozeli
magnetycznych. Temperatur¢ blokowania dla poszczegdlnych materiatow oszacowano
na podstawie maksimow krzywych ZFC. Jej wartosci wyniosty odpowiednio 150, 149
i 135 K dla Ch S1, ColCh 25:75 S1 oraz ColCh 50:50 S1 — zatem im wigksza zawartos$¢
chitozanu w strukturze hydrozelu, tym wyzsza temperatura blokowania. Moze to wynikaé
z roznej dhugosci tancuchow SPION pomigdzy tymi materiatami — dluzsze tancuchy
w hydrozelu z chitozanem skutkuja bardziej efektywnym oddziatywaniem magnetycznym
(dipolowym), a zatem wyzsza temperaturg blokowania. Probka samych nanoczastek
optaszczonych pochodng chitozanu (SPION-CCh) wykazala najwyzsza temperaturg
blokowania, 270 K. Wyniki te potwierdzily, ze nanoczastki SPION-CCh rozproszone
w hydrozelowych matrycach byly w stanie superparamagnetycznym w temperaturze
pokojowej. Wyraznie nizsze temperatury blokowania dla hydrozeli magnetycznych
w poréwnaniu do samych SPION-CCh mozna tlumaczy¢ znacznie stabszymi
oddzialywaniami nanoczastek umieszczonych w matrycy hydrozelowej. W przypadku probki
zawierajacej tylko nanoczgstki SPION-CCh, ich stezenie bylo znacznie wigksze niz
w probkach hydrozeli magnetycznych 1 oddziatywania dipolowe, bedac bardziej
efektywnymi, mogly wplynaé na temperature blokowania, przesuwajac ja w kierunku

wyzszych warto$ci [289].
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Rysunek 79. Krzywe ZFC/FC dla nanoczastek SPION-CCh (A) i dla hydrozeli magnetycznych (B).
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Badania wlasciwosci magnetycznych wykazaty zatem, ze rozproszenie nanoczastek SPION-
CCh w hydrozelowych matrycach nie powodowato utraty superparamagnetycznego
charakteru nanoczastek, w szczegdlnosci byly one superparamagnetyczne w temperaturze
pokojowej. Temperatura blokowania dla hydrozeli magnetycznych byta nizsza w poréwnaniu
do samych nanoczastek. Na wlasciwosci magnetyczne nanoczastek w strukturze miat tez
wptyw sklad matrycy hydrozelowej. Zmieniajac odpowiednio ilosci poszczegdlnych
biopolimerow tworzacych matryce hydrozelowa mozna zmieni¢ takze sposdb rozmieszczenia

nanoczgstek magnetycznych w polimerowej sieci.

Pecznienie i degradacja

Zdolno$¢ do pecznienia i1 degradacje otrzymanych hydrozeli badano poprzez inkubacje
w buforze PBS (pH = 7,4) w 37 °C. Pgcznienie wptywa na proces dyfuzji sktadnikow
wewnatrz hydrozelowej sieci, co ma takze znaczenie w procesie degradacji. Wszystkie
badane hydrozele wykazywaty podobng warto$¢ stopnia pecznienia (SR) po 24 godzinach
inkubacji w PBS (Rysunek 80A). Wprowadzenie nanoczagstek SPION-CCh do matryc
hydrozelowych nie wptyneto znaczaco na zdolno$§¢ do pecznienia. Zauwazono jednak,
7ze zmiana masy hydrozeli pomigdzy stanem speczniatym i suchym (AM) zmieniala si¢
w zaleznosci od zastosowanej kompozycji polimerowej (Rysunek 80B). Najwigksza zmiana
masy wystgpita dla hydrozeli na bazie chitozanu (Ch i Ch S1), co bylo zwigzane
ze zwigkszong zawarto$cia wody w strukturze po zanurzeniu w PBS. Najwyzsza zawarto$¢
wchtonigtej wody w hydrozelach chitozanowych mogla wynika¢ z wigkszej dostgpnosci grup
wigzacych wode w poréwnaniu do zeli z dodatkiem kolagenu [290]. W celu okreslenia
zdolnos$ci do dalszego wnikania wody do polimerowej sieci, a nastepnie degradacji hydrozele
inkubowano w PBS przez 30 dni (Rysunek 80C). W przypadku hydrozeli ColCh 25:75 oraz
ColCh 50:50 po poczatkowym wzroscie zawarto$ci wody w strukturze nastgpowat stopniowy
ubytek masy (odpowiednio od 7 1 3 dnia eksperymentu). Po 30 dniach masa pozostata dla
ColCh 25:75 oraz ColCh 50:50 wyniosta odpowiednio 44 1 18% masy poczatkowej. Hydrozel
Ch wykazywat inne zachowanie, wysoka zawarto$¢ wody w jego strukturze utrzymywata si¢
przez caty czas az do 25 dnia eksperymnetu, kiedy hydrozel ulegt dezintegracji. Wchtanianie
duzej ilosci wody powodowato ciggle rozszerzanie si¢ sieci polimerowej, wigzania wewnatrz
struktury mogly ulega¢ stopniowemu zrywaniu, az do catkowitej utraty integralnosci
materiatu [291]. W przypadku hydrozeli magnetycznych obserwowano podobne przebiegi
wchtaniania wody i degradacji do ich odpowiednikéw bez nanoczastek, jednakze obecno$é¢

nanoczgstek SPION-CCh wplywata na nieco nizsze wartosci masy pozostatej hydrozeli
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magnetycznych w kazdym punkcie czasowym badania, co moze $wiadczy¢ o wplywie
nanoczastek na odzialywania pomiedzy tancuchami polimerowymi i organizacj¢ struktury

hydrozelowej. Pecznienie i degradacja moga by¢ zatem regulowane poprzez zmiany zaro6wno

zawartosci biopolimerow, jak i dodatku nanoczgstek magnetycznych.
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Rysunek 80. (A) Stopien pecznienia (SR) hydrozeli po 24 godzinach inkubacji. (B) Zmiany masy pomigdzy
hydrozelem speczniatym (24 godziny w PBS) i suchym. Analizg statystyczna wykonano poprzez 0sobne
poréwnanie hydrozeli bez nanoczastek migdzy soba i hydrozeli magnetycznych migdzy soba. * oznacza
istotno$¢ statystyczng w porownaniu do Ch (p < 0,05), ** oznacza istotno$¢ statystyczng w pordwnaniu do
ColCh 25:75 (p < 0,05), # oznacza istotno$¢ statystyczng w porownaniu do Ch S1 (p < 0,05), ## oznacza
istotnos$¢ statystyczng w poréwnaniu do ColCh 25:75 S1 (p < 0,05). (C) Zmiany masy hydrozeli podczas 30 dni
inkubacji w PBS. Analize statystyczng wykonano poprzez poréwnanie miedzy sobg materiatéw o takim samym
sktadzie biopolimeréw w tym samym punkcie czasowym. * oznacza istotno$¢ statystyczng w porownaniu do
Ch S1 (p < 0,05), * oznacza istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu do ColCh 25:75 S1 (p < 0,05).

Liofilowos$¢
Okreslono liofilowos$¢ powierzchni hydrozeli bez oraz z dodatkiem nanoczastek SPION-CCh.
Zmierzone warto$ci katow zwilzania przedstawia Tabela 17. Wszystkie materiaty

charakteryzowaly si¢ warto$ciami katow zwilzania w zakresie 82 — 89 stopni, co oznacza

hydrofilowe wlasciwosci z tendencja w kierunku hydrofobowych, o czym $wiadczyta
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wzglednie duza spdjnos¢ kropli i katy zwilzania bliskie wartosci 90°, uznawanej za wartos$¢
graniczng pomiedzy hydrofilowoscia 1 hydrofobowoscig. Nie zaobserwowano istotnego

wptywu dodatku nanoczastek magnetycznych na wtasciwosci hydrofilowe hydrozeli.

Tabela 17. Wartos$ci katow zwilzania dla powierzchni badanych hydrozeli.

Materiat Kat zwilzania [°]
Ch 88,8 + 3,4
ChS1 82,3+1,8
ColCh 25:75 85,0+4,9
ColCh 25:75 S1 819+27
ColCh 50:50 83,1+2,2
ColCh 50:50 S1 87,3+1,9

Wiasciwosci reologiczne

Zbadano wlasciwosci reologiczne otrzymanych hydrozeli, warto$ci modutu zachowawczego
G’ zmierzone dla hydrozeli po 3 dniach od rozpoczecia procesu sieciowania przedstawia
Rysunek 81. Dodatek kolagenu do hydrozelowej matrycy powodowat zmniejszenie wartosci
G’. Wigksze warto$ci modulu G’ dla hydrozeli z wieksza zawartoscig chitozanu moga by¢
zwigzane z wigksza sztywno$cig 1 zwartg strukturg materiatdw hydrozelowych na bazie
chitozanu [292]. Zaobserwowano rowniez zmniejszenie modutu G’ dla hydrozeli
magnetycznych, zawierajacych nanoczgstki SPION-CCh. Ze wzgledu na pokrycie
nanoczastek SPION kationowa pochodng chitozanu dominujacymi odzialywaniami
w otrzymanych hydrozelach byly odziatywania polimer-polimer. Badania wykazaly, ze wraz
ze wzrostem zawartosci kolagenu w strukturze malal wplyw nanoczgstek SPION-CCh
na wartos¢ G’ hydrozeli magnetycznych w poréwnaniu do ich odpowiednikow bez dodatku
nanoczastek. Najwigksza roznice G’ uzyskano pomiedzy hydrozelami na bazie chitozanu - Ch
i Ch S1 (rdznica istotna statystycznie), co moze wskazywac na duzy wptyw oddzialywania
chitozanu z kationowa pochodng chitozanu z otoczek nanoczastek na wartos¢ G’. Dodatek
kolagenu mogt w pewien sposob neutralizowac¢ ten efekt, biorgc pod uwage wyniki badan
STEM 1 krzywych rozniczkowej podatnos$ci magnetycznej, wskazujacych na tendencje do

organizowania si¢ tancuchéw SPION-CCh wzdtuz wtokien kolagenowych.
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Rysunek 81. Warto$ci modutu zachowawczego G’ dla materiatow, osiagnigte po 3 dniach od rozpoczgcia
procesu sieciowania. * nad czarng linig oznacza istotno$¢ statystyczna pomigdzy wartosciami G’ materiatow
o takim samym sktadzie biopolimerow (p < 0,05), * oznacza istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu z ColCh 50
(p < 0,05), # oznacza istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu z ColCh 50 S1 (p < 0,05).

11.2.4. 'Wlasciwosci biologiczne in vitro

Zywotno$é komoérek

W celu weryfikacji biozgodno$ci otrzymanych materialow hydrozelowych 1 wplywu
nanoczastek SPION-CCh na zachowanie komoérek osteoblastopodobnych linii MG-63
wykonano test z uzyciem odczynnika Alamar Blue po 1 i 3 dniu hodowli komoérkowe;j
prowadzonej na powierzchni materiatow. Wyniki przedstawiono na Rysunku 82. Zaréwno po
1, jak i 3 dniu hodowli ilo$¢ komoérek na powierzchni hydrozeli bez nanoczastek
1 odpowiadajacym im hydrozeli magnetycznych byla na poréwnywalnym poziomie,
co oznacza, ze dodane nanoczastki magnetyczne nie wykazywaty negatywnego wptywu na
komorki MG-63. Ponadto dla wszystkich materialow ilo§¢ komoérek po 3 dniach
doswiadczenia byta znaczaco wyzsza (r6znice istotne statystycznie) niz po 1 dniu, wskazujac
na efektywne wsparcie proliferacji w badanym okresie czasu. Najwigkszy wzrost ilosci
komorek miedzy 1 i 3 dniem zaobserwowano dla hydrozelu magnetycznego ColCh 25:75 S1.
Badania zywotno$ci komérek MG-63 wykazatly zatem brak negatywnego wplywu hydrozeli
magnetycznych z nanoczastkami SPION-CCh na zachowanie tej linii komodrkowej

w porownaniu do hydrozeli bez nanoczastek w badanym czasie.
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Rysunek 82. Proliferacja komorek MG-63 po 1 i 3 dniu hodowli na powierzchni badanych materiatow. * nad
czarng linig oznacza istotno$¢ statystyczng pomiedzy dniem 1 i 3 dla tego samego rodzaju materiatu (p < 0.05).

Adhezja i morfologia komérek

Dokonano analizy adhezji i morfologii komorek MG-63 po 3 dniach hodowli na powierzchni
hydrozeli. Komoérki utrwalono i obrazowano przy uzyciu techniki SEM (Rysunek 83).
Wigkszos¢ komorek na hydrozelach przyjmowata kuliste ksztatty, niektore byly bardziej
wydtuzone. Nie obserwowano znaczacej roznicy w ksztattach komorek pomiedzy
hydrozelami bez nanoczastek magnetycznych i dla hydrozeli magnetycznych. Tendencja
do wystepowania komodrek o kulistych ksztattach wskazuje na stosunkowo migkkie podtoze,
podobne rezultaty obserwowano dla kontrolnych hydrozeli ColCh w poréwnaniu do hydrozeli
z dodatkiem kwasu hialuronowego (ColChHA), opisane w punkcie 7.2.3 (str. 79). Nalezy
zaznaczy¢ jednak, ze hydrozele z kwasem hialuronowym projektowano z mysla
0 zastosowaniu w formie wstrzykiwalnej, migkkos¢ hydrozeli ColCh opracowanych jako
matryce dla nanoczastek SPION-CCh wynikata z optymalizacji uzytego st¢zenia genipiny
w kierunku uzyskania usieciowanych materiatéw tatwo formowalnych i zdolnych do

dopasowania si¢ do ksztattu otoczenia.
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Rysunek 83. Mikrofotografie SEM powierzchni hydrozeli z komorkami MG-63 po 3 dniach hodowli.

Zywotno$é¢ komérek w polu magnetycznym

Wykonano badania zywotnosci komoérek MG-63 na powierzchni hydrozeli w obecnosci
umiarkowanego statycznego pola magnetycznego (SMF) o dwoch warto$ciach natezenia —
500 oraz 2000 Oe. Test zywotnosci z uzyciem odczynnika Alamar Blue prowadzono po 1, 3
oraz 7 dniu hodowli komorkowej pod wpltywem przylozonego pola magnetycznego.
Analogiczny eksperyment prowadzono bez obecnosci pola magnetycznego. Do
eksperymentow wybrano hydrozel ColCh 25:75 i1 odpowiadajacy mu hydrozel magnetyczny
ColCh 25:75 S1.

Wplyw pola magnetycznego na komorki na hydrozelach bez nanoczgstek magnetycznych

Proliferacja komorek na hydrozelach bez nanoczastek (ColCh 25:75) po 1, 3 oraz 7 dniu
hodowli bez obecnosci pola magnetycznego i w obecnosci pola o wartosciach 500 Oe oraz
2000 Oe jest przedstawiona na Rysunku 84A. Zaobserwowano podobng tendencj¢ wzrostu
liczby komoérek w badanym czasie w przypadku komorek hodowanych na materiatach bez
obecnosci pola i w polu o wartosci 500 Oe — stopniowy przyrost liczby komérek po 3 i 7 dniu
hodowli, co wskazuje, ze zastosowane pole o nizszej wartosci natezenia nie zmienia istotnie
proliferacji komorek w poréwnaniu do eksperymentu bez pola. Nieco inng tendencje

obserwowano w przypadku hodowli komodrkowej W obecnosci pola magnetycznego
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o natezeniu 2000 Oe. Pomig¢dzy dniem 1 i 3 nastgpit bardzo duzy przyrost liczby komorek,
natomiast pomig¢dzy dniem 3 i 7 proliferacja zostata zahamowana. Jednakze réznice pomigdzy
liczbg komorek na materialach bez obecnosci pola i w polu w poszczegdlnych dniach nie sg

istotne statystycznie.

Wplyw pola magnetycznego na komorki na hydrozelach magnetycznych

Proliferacja komorek na hydrozelach magnetycznych (ColCh 25:75 S1) po 1, 3 oraz 7 dniu
hodowli bez obecnosci pola magnetycznego i pod wplywem pola o wartosciach 500 Oe oraz
2000 Oe jest przedstawiona na Rysunku 84B. W przypadku hodowli komoérkowej bez
obecnos$ci pola magnetycznego liczba komorek po wzroscie w poczatkowej fazie (migdzy 1
i 3 dniem) zmniejszyta si¢ migdzy dniem 3 i 7 (roznice istotne statystycznie). Wynik ten
wskazuje na wptyw samych nanoczastek SPION-CCh na proliferacje komoérek MG-63
w badanym okresie, takiej tendencji nie obserwowano w analogicznym eksperymencie dla
hydrozeli bez nanoczastek (Rysunek 84A). Podobna redukcja liczby komorek migdzy dniem
3 1 7 hodowli nastgpowala w przypadku hydrozeli magnetycznych poddanych dziataniu
wyzszego pola magnetycznego (2000 Oe). Mniejsze pole (500 Oe) nie powodowato
zmniejszenia a zahamowanie proliferacji komorek na hydrozelach magnetycznych miedzy
dniem 3 i 7 (liczby komodrek na podobnym poziomie, brak roznicy istotnej statystycznie).
Badania zywotnosci komoérek na hydrozelach magnetycznych w okresie 7 dni wykazaty,
ze zarowno same nanoczastki SPION-CCh, jak i ich synergia z polem magnetycznym miaty
wplyw na proliferacj¢ komorek. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze redukcja liczby
komoérek w eksperymentach magnetycznych moze wynika¢ ze zwigkszonej aktywnosci
komorek osteoblastopodobnych linii MG-63 w kierunku réznicowania. Przy zmniejszonej
proliferacji wykazano istotnie wyzszy poziom aktywnosci fosfatazy alkalicznej, osteokalcyny
oraz depozycji fazy mineralnej dla komorek wysianych na materiatach magnetycznych
i stymulowanych umiarkowanym polem SMF w poréwnaniu do hodowli bez obecnosci pola
magnetycznego [293]. Dlatego tez w przypadku badanych hydrozeli magnetycznych ColCh
25:75 S1 nalezy wykona¢ dalsze badania weryfikujace ich potencjat w kierunku réznicowania

si¢ komorek pod wpltywem przytozonego pola magnetycznego.
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Rysunek 84. (A) Proliferacja komérek MG-63 hodowanych na powierzchni hydrozeli ColCh 25:75 po 1, 3i 7
dniu hodowli bez pola magnetycznego oraz w obecnoéci pola o wartosciach 500 Oe oraz 2000 Oe. * oznacza
istotno$¢ statystyczng w pordéwnaniu do ColCh 25:75 w 1 dniu bez pola (p < 0,05), # oznacza istotno$¢
statystyczng w porownaniu do ColCh 25:75 w 1 dniu przy 500 Oe (p < 0,05), * oznacza istotno$¢ statystyczng
w poréownaniu do ColCh 25:75 w 1 dniu przy 2000 Oe (p < 0,05). (B) Proliferacja komoérek MG-63 hodowanych
na powierzchni hydrozeli magnetycznych ColCh 25:75 S1 po 1, 3 i 7 dniu hodowli bez pola magnetycznego oraz
w obecno$ci pola o wartosciach 500 Oe oraz 2000 Oe. * nad czarng linia oznacza istotno$¢ statystyczna

pomigdzy dniem 1, 3 i 7 dla danej wartosci przytozonego pola, * oznacza istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu
do ColCh 25:75 S1 w 1 dniu przy 500 Oe (p < 0,05).

11.3. Podsumowanie

Otrzymano i scharakteryzowano stabilne strukturalnie hydrozele magnetyczne, mogace
znalez¢ potencjalne zastosowanie w inzynierii tkankowej kos$ci. Hydrozelowa matryca
wytworzona zostata z dwoch biopolimerow — kolagenu i chitozanu, sieciowanych chemicznie
geniping. Sklad hydrozeli i stezenie czynnika sieciujagcego optymalizowano pod katem
otrzymania materialu mogacego dostosowac si¢ do ksztaltu ubytku bez utraty swojej
integralnosci. Strukture sieci polimerowej oraz proces sieciowania analizowano metodami
NMR. Wiasciwosci magnetyczne hydrozeli uzyskano poprzez dodatek
superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza, ktore byly dodatkowo pokrywane
kationowa pochodng chitozanu (SPION-CCh). Polimerowe otoczki zapewnily kowalencyjne
wbudowanie si¢ nanoczastek magnetycznych w strukturg¢ hydrozeli podczas sieciowania
geniping. Zastosowana metoda pozwolita na otrzymanie stabilnych hydrozeli magnetycznych,
bez separacji fazowej czy agregacji nanoczastek w polimerowej sieci, co potwierdzity badania
z wykorzystaniem urzadzenia Turbiscan. Pomiary VSM dowiodly, ze SPION-CCh
wbudowane w strukture hydrozeli zachowaty swoje superparamagnetyczne wilasciwosci
(w temperaturach powyzej 200 K), co jest korzystne z punktu widzenia zastosowan

biomedycznych. Ponadto nanoczastki SPION-CCh umieszczone w hydrozelach przechodzity
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W superparamagnetyczny stan w nizszych temperaturach w porownaniu z samymi SPION-
CCh. Wilasciwosci magnetyczne hydrozeli zostaty potwierdzone réwniez w analizie MFM,
ktora wykazata rozmieszczenie nanoczastek magnetycznych w catej objetosci hydrozeli.
Badania mikrostrukturalne i rézniczkowej podatno$ci magnetycznej wskazaty na tendencje
nanoczgstek magnetycznych do uktadania si¢ w niewielkie tancuchy wzdhuz widkien
kolagenowych, co mogloby zosta¢ potencjalnie wykorzystane do wiekszej kontroli nad
utozeniem nanoczastek w zalezno$ci od skladu hydrozelu i wzmocnienia ich dzialania
pod wptywem przytozonego pola magnetycznego. Dodatek nanoczastek magnetycznych oraz
zmiana zawarto$ci kolagenu oraz chitozanu w hydrozelach wptywala takze na takie
wiasciwosci fizykochemiczne jak pecznienie i wnikanie wody do wngtrza hydrozeli, szybko$¢
procesu degradacji czy wlasciwosci reologiczne. Wstepne badania biologiczne in vitro
przeprowadzone na komorkach osteoblastopodobnych MG-63 wykazaly, ze po 3 dniach
hodowli wsparcie proliferacji komoérek na hydrozelach magnetycznych jest na podobnym
poziomie jak dla hydrozeli bez nanoczastek magnetycznych. Eksperyment 7-dniowy
z wykorzystaniem statycznego pola magnetycznego o umiarkowanym nate¢zeniu (500 Oe oraz
2000 Oe) wykazal, ze zardwno obecno$¢ w strukturze hydrozeli SPION-CCh, jak
i przytozenie zewnetrznego pola magnetycznego miato wpltyw na proliferacje komorek — po 7
dniach hodowli obserwowano redukcje¢ liczby komoérek lub zahamowanie ich wzrostu. Efekt
ten powinien by¢ zweryfikowany w przyszltych badaniach zdolnosci do réznicowania si¢
komorek hodowanych na otrzymanych hydrozelach magnetycznych w obecnosci pola

magnetycznego.

Przeprowadzone badania wykazaty zatem, ze zaproponowana prosta metoda otrzymywania
hydrozeli magnetycznych pozwala na uzyskanie stabilnych strukturalnie materiatow
z wytworzeniem silnych wigzan kowalencyjnych pomigdzy wszystkimi komponentami
I zachowaniem pozadanych superparamagnetycznych wlasciwosci. Tym samym procedura ta
pozwala zminimalizowa¢ ograniczenia innych powszechnie stosowanych metod
otrzymywania hydrozeli magnetycznych. Z tego wzgledu otrzymane hydrozele magnetyczne
stanowig atrakcyjny material do dalszych badan, skupiajacych si¢ na aspekcie biologicznym
1 potencjale do przyspieszenia proceséw regeneracyjnych, dzieki wykorzystaniu pola

magnetycznego.
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IV. Nanokompozyty otrzymywane metodq druku 3D

Wprowadzenie

Ostatnim etapem badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej bylo
zweryfikowanie potencjalu opracowanych wczesniej komponentow nanokompozytéw do
zastosowania w charakterze atramentéow w metodzie druku 3D, pozwalajgcej na uzyskanie

rusztowan 3D wedtug zaprojektowanego wczesniej modelu.

Opisane w tym rozdziale badania zostaly wykonane w The Centre for Translational Bone,
Joint and Soft Tissue Research, nalezacego do Uniwersytetu Technicznego w Dreznie (TU
Dresden, Niemcy) w ramach 4-miesi¢cznego stazu naukowego Autorki, finansowanego
ze $rodkow przyznanego grantu NCN ETIUDA 8 (UMO-2020/36/T/ST5/00184, okres
realizacji: 01.10.2020 — 30.09.2021). Staz odbyto pod naukowsg opicka kierownika instytutu
prof. Michaela Gelinsky’ego przy wspotpracy z dr Tilmanem Ahlfeldem. Projekt zaktadat
przetestowanie opracowanych w ramach pracy doktorskiej czastek krzemionki SiO2,
czastek krzemionkowo-apatytowych SiO2-Ap oraz nanoczgstek magnetycznych
powlekanych kationowa pochodng chitozanu SPION-CCh jako nieorganicznych
komponentéw polimerowych rusztowan, mozliwych do otrzymania technika druku 3D
metoda ekstruzji. Metoda ta pozwala na prowadzenie eksperymentu w tagodnych warunkach
bez konieczno$ci podgrzewania, dzigki czemu chronione sg wrazliwe na temperature
sktadniki rusztowania. Wytworzenie tym sposobem rusztowan otwieratoby perspektywe ich
dalszego rozwoju w kierunku opracowania bioatramentow, pozwalajacych na otrzymanie
struktur 3D zasiedlonych komorkami, mogacych spetnia¢ role sztucznych tkanek
czy organéw. W ramach stazu opracowywano atramenty w postaci lepkich past na bazie
réznych kombinacji polimerow uzywanych w ramach pracy doktorskiej — kolagenu, chitozanu
oraz kwasu hialuronowego. Do zwigkszenia lepko$ci mieszanin wykorzystywano
metylocelulozg. Nastgpnie optymalizowano parametry drukowania oraz sposOb sieciowania
rusztowan z wykorzystaniem genipiny oraz TPP. Po wykonaniu wstepnych badan stabilno$ci
otrzymywanych rusztowan 3D wybrano najbardziej obiecujace atramenty, do ktorych
w kolejnym etapie dodawano komponenty nieorganiczne - SiO2, SiO2-Ap oraz SPION-CCh
1 analizowano ich wplyw na podstawowe wlasciwosci rusztowan, jak stabilno$¢, pecznienie,
degradacj¢ czy mikrostrukturg. Finalnym punktem bylo podjecie proby badan biologicznych
z wykorzystaniem mezenchymalnych komoérek macierzystych.
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12. Otrzymywanie i scharakteryzowanie rusztowan 3D na bazie

wybranych polimerow i komponentéw nieorganicznych
12.1. Materialy i metody
12.1.1. Materialy

Oprécz odczynnikéw wymienionych w rozdziale 7 (punkt 7.1.1, str. 71) uzyto réwniez:
kolagen typu I, z ogona szczurzego (3,1 mg/ml w 0,02N kwasie octowym, Corning), kwas
hialuronowy modyfikowany lizyng HAmod (stopien podstawienia ok. 25%), czastki
krzemionki SiO2, czastki krzemionkowo-apatytowe SiO2-Ap, nanoczgstki magnetyczne
SPION-CCh, metyloceluloza (4,000 cP, Sigma Aldrich), tripolifosforan sodu (TPP, Sigma
Aldrich), symulowane sztuczne osocze HPLM (Gibco), zbalansowany roztwor soli Hank’a
HBSS (HyClone), zestaw do oceny zywotnosci komoérek LIVE/DEAD kit (Thermo Fisher),
unie$miertelnione mezenchymalne komorki macierzyste z reekspresja ludzkiej telomerazy

hTERT-MSC zapewnione przez Szpital Uniwersytecki w Monachium.
12.1.2. Otrzymywanie rusztowan 3D

Otrzymywano trzy rodzaje biopolimerowych mieszanin na bazie kolagenu (Col), chitozanu
(Ch), kwasu hialuronowego (HA) oraz modyfikowanego lizyng kwasu hialuronowego
(HAmod) wedtug procedur opisanych wezesniej: CoOIChHA 4/1 (rozdziat 7), ColChHAmod 2/3
(rozdziat 9) i ColCh 25:75 (rozdzial 11). Analogicznie przygotowywano mieszaniny
zawierajagce komponenty nieorganiczne: na etapie dodawania kolejnych biopolimerow
dodawano rowniez SiO2 i SiO2-Ap w dwoch stezeniach C1 (zawiesina wodna, 16,6 mg/ml)
i C2 (zawiesina wodna, 8,3 mg/ml) oraz SPION-CCh o stezeniu S1 (zawiesina wodna,
zawarto$¢ zelaza 235 pg/ml). Nastepnie do biopolimerowych mieszanin wprowadzano
geniping (Gp) o stezeniu 2 mM (w 10x buforze PBS) oraz metyloceluloze (MC) w postaci
proszku o dwoéch stezeniach — 3 1 9% (w/v) i pozostawiano do wstgpnego usieciowania
w 37 °C. Tak otrzymane lepkie pasty umieszczano w jednostce dozujacej drukarki 3D
BioScaffolder 3.1 (GeSiM, Niemcy) z wykorzystaniem igiet stozkowych (Globaco, Niemcy)
o $rednicy wewngtrznej 410 um. Parametry drukowania metodg ekstruzji (ciSnienie oraz
predkos¢ wytlaczania) dostosowywano w zaleznos$ci od sktadu drukowanej pasty,
do wigkszosci analiz drukowano rusztowania sktadajace si¢ z 4 warstw materialu. Testowano

takze drukowanie past bez wstgpnego sieciowania z uzyciem genipiny. Bezposrednio
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po wydrukowaniu rusztowania obrazowano za pomocg mikroskopu stereoskopowego (Leica
M205 C wyposazony w kamer¢ DFC295) oraz poddawano koncowemu sieciowaniu poprzez
zanurzanie w roztworach genipiny o stgzeniu 20 mM (w 10x buforze PBS) lub TPP o stezeniu

10% (w/v, w wodzie dejonizowanej) na 20 minut lub 24 godziny.
12.1.3. Scharakteryzowanie rusztowan 3D

Badania stabilnoSci

Stabilnos¢ wydrukowanych i usieciowanych rusztowan (4 warstwy materialu) byta testowana
poprzez inkubacje w 37 °C w roznych mediach: PBS, HPLM, DMEM oraz w pozywce
hodowlanej (DMEM suplementowane 1% roztworu antybiotykow i 10% FBS). W tym celu
rusztowania przenoszono do ptytek hodowlanych (6- lub 12-dotkowych) i zalewano
odpowiednim medium w takiej objetosci, aby rusztowanie bylo catkowicie zanurzone
w ptynie. Prowadzono badania zarowno w krotkich (3 dni), jak i dluzszych (21 dni) okresach
czasu. W ustalonych punktach czasowych badania obrazowano strukture rusztowan
za pomocg mikroskopu stereoskopowego (Leica M205 C wyposazony w kamere DFC295).

Uzyskane fotografie analizowano z uzyciem programu ImagelJ.

Badanie wlasciwosci reologicznych

W celu weryfikacji zjawiska rozrzedzania $cinaniem (ang. shear thinning) wykonano badania
zaleznosci lepkosci od szybkosci $cinania na reometrze MCR 301 (Anton Paar) w geometrii
ptytka-plytka z odlegloscia pomiedzy ptytkami rownag 0,5 mm. Do badania na reometrze

przygotowywano wstepnie usieciowane pasty (po trzy probki z kazdego rodzaju materiatu).

Test wlasciwosci mechanicznych

Wiasciwosci mechaniczne rusztowan 3D byly badane poprzez przeprowadzenie statycznej
proby jednoosiowego $ciskania na uniwersalnej maszynie wytrzymato$ciowej Zwick Roell
Z010. W tym celu drukowano rusztowania sktadajace si¢ z 12 warstw materialu (po trzy
probki z kazdego rodzaju materialu) 1 poddano koncowemu sieciowaniu. Z otrzymanych

z testu zaleznosci odksztatcenia od napr¢zenia wyznaczano modut Younga.

Badania pe¢cznienia i degradacji

Zdolnos¢ do pecznienia, a nastgpnie proces degradacji wydrukowanych rusztowan
(4 warstwy) byly monitorowane przez 21 dni poprzez inkubacje w medium HPLM
(symulowane sztuczne osocze) w 37 °C. W tym celu wydrukowane i usieciowane rusztowania

zwazono (Mo), umieszczono w plytkach 12-dotkowych i przeptukano PBS (30 minut
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inkubacji), a nastepnie zalano HPLM (po trzy probki dla kazdego rodzaju materiatu).
Materialy ponownie wazono po 1, 7, 14 oraz 21 dniach inkubacji w HPLM (M;). Medium
w plytce z materiatami wymieniano na §wieze co 3 dni. Zmiany masy w trakcie eksperymentu

obliczano, korzystajagc ze wzoru (4)

Badanie mikrostruktury
Mikrostrukture wydrukowanych rusztowan analizowano z wykorzystaniem mikroskopu SEM
(Philips XL 30/ESEM). W tym celu rusztowania po wydrukowaniu i usieciowaniu

zliofilizowano, a bezposrednio przed badaniem napylano ztotem.

Badania biologiczne in vitro

Do badan biologicznych in vitro wykorzystano unie$miertelnione mezenchymalne komorki
macierzyste hTERT-MSC. Hodowlg prowadzono w pozywce, ktora sktadata si¢ z medium
hodowlanego (DMEM), suplementowanego antybiotykami (roztwor — penicylina/
streptomycyna) w ilosci 1% (obj.) oraz ptodowej surowicy bydlgcej (FBS), ktéra stanowita

10% (obj.) catkowitej ilosci pozywki. Pozywke wymieniano co 2-3 dni hodowli.

Otrzymywanie bioatramentow

W celu otrzymania bioatramentow przygotowano wstepnie usieciowane pasty (po 3 ml
z kazdego rodzaju materiatu), a nastepnie poddano sterylizacji promieniowaniem UV przez
okoto 40 minut. W kolejnym kroku do past dodano po 250 ul zawiesiny komodrkowej
w pozywce (3-:10° komoérek na 1 gram materiatu) i wymieszano szpatulka. Gotowe
bioatramenty przektadano do jednostki dozujacej drukarki 3D i drukowano rusztowania
(4 warstwy). Wydrukowane rusztowania poddawano koncowemu  sieciowaniu
z wykorzystaniem TPP o stezeniu 10% przez 20 minut. Nastepnie zalewano rusztowania
z komorkami pozywka 1 wkladano do inkubatora przeznaczonego do hodowli komorkowych.
W alternatywnym podej$ciu rusztowania z komoérkami do hodowli zalewano pozywka
suplementowang 1% TPP. Zywotno$¢ komoérek w rusztowaniach weryfikowano poprzez
barwienie — kalceina AM zostalta wykorzystana do oznaczania zywych komorek,
a homodimer-1 etydyny do oznaczania martwych komorek. Obrazowanie wykonywano przy
uzyciu mikroskopu konfokalnego (Leica TCS SP5).

Wysiewanie komorek na wydrukowane rusztowania
Drugim podejsciem bylo wysiewanie komorek na gotowe, wydrukowane rusztowania
I prowadzenie hodowli 3D. W tym celu wydrukowane i usieciowane materialy przeptukano

PBS i zliofilizowano. Nastgpnie poddano je sterylizacji promieniowaniem UV przez 40 minut
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1 przeniesiono do plytek hodowlanych z umieszczonymi na dnie dotkow wykrojonymi
plasterkami parafilmu, na ktorym komorki nie adherujg. Przed wysiewaniem zalano
rusztowania pozywka i pozostawiono w inkubatorze hodowlanym na 24 godziny. Komorki
wysiewano na materiaty w ilosci 2-10° komorek/dotek. Zywotno$¢ komorek testowano

poprzez barwienie analogicznie jak w przypadku bioatramentow.
12.2. Wyniki i dyskusja
12.2.1. Otrzymywanie rusztowan 3D

Kluczowym etapem i zarazem jednym z najbardziej czasochtonnych byta optymalizacja
sktadu 1 metody otrzymywania stabilnych rusztowan 3D na bazie komponentow
opracowanych w ramach pracy doktorskiej, otrzymywanych metodg ekstruzji. Pierwszym
krokiem byto zwigkszenie lepkosci mieszanin kolagenu, chitozanu i kwasu hialuronowego
poprzez dodatek metylocelulozy (MC) — nietoksycznego biopolimeru posiadajacego zdolnosé
do tworzenia mieszanin o wysokiej lepkosci, odpowiedniej do procesu drukowania.
Testowano dodatek MC w dwoch st¢zeniach — 3 oraz 9% wybrane na podstawie
wczesniejszych doswiadczen prowadzonych w instytucie, gdzie odbywano staz. Dodatkowo
optymalizacji podlegal sposdb sieciowania rusztowan — glownymi podejsciami bylo
sieciowanie dwuetapowe (wstepne przed drukowaniem oraz koncowe po drukowaniu) oraz
sieciowanie jednoetapowe po wydrukowaniu rusztowan. W ramach etapu wstepnego
sieciowania wykorzystywano geniping o stezeniu 2 mM. Na podstawie wstepnych prob
drukowania najbardziej obiecujaca metoda otrzymywania lepkich past wydawato si¢
podejscie z dodatkiem 9% MC do mieszanin biopolimeréw oraz z zastosowaniem wstepnego
sieciowania 2 mM geniping. Kolejnym krokiem byt wybor metody Sieciowania koncowego
(po wydrukowaniu rusztowan). W tym celu testowano dwa czynniki sieciujagce — geniping
o stezeniu 20 mM (sieciowanie chemiczne) oraz TPP o stgezeniu 10% (sieciowanie fizyczne).
Po pozostawieniu wydrukowanych rusztowan zanurzonych w roztworach tych dwoch
czynnikow sieCiujacych na 24 godziny w ogdlnosci nie zaobserwowano istotnych rdznic
w wytrzymato$ci rusztowan (wstepnie sprawdzano integralno$¢ materiatu podczas prostych
prob przenoszenia materialow 1 podatnos¢ na uszkodzenia mechaniczne wywolane
traktowaniem szpatutkg). Widoczng roznicg byta zmiana koloru rusztowan sieciowanych
geniping z bialego na z0lty, podczas gdy rusztowania sieciowane TPP pozostawatly
w niezmienionym kolorze od momentu wydrukowania (Rysunek 85). Zdecydowano,
ze do dalszych badan czynnikiem sieciujacym wykorzystywanym do sieciowania koncowego
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bedzie TPP. Ustalono wigc dwuetapowy sposOb sieciowania — wstepne sieciowanie
chemiczne 2 mM geniping oraz koncowe sieciowanie fizyczne 10% TPP. Warto podkresli¢,

iz doniesienia literaturowe wskazuja na pozytywne efekty takiego protokotu [227][228].

genipina (20 mM)

0l TPP (10%)

Rysunek 85. Zdjecia wydrukowanych rusztowan po sieciowaniu koncowym z uzyciem genipiny oraz TPP.

Schemat opisujacy wybrany sposéb otrzymywania rusztowan 3D metoda ekstruzyjna
przedstawia Rysunek 86. Wybrana metoda pozwalata na bardzo dobrg drukowalnosé¢
z wiernym zachowaniem struktury wedlug zaprojektowanych modeli 3D. Zestawienie
wszystkich rodzajéw materiatow wraz z parametrami drukowania sa zamieszczone w Tabeli
18. Po przeprowadzeniu wstgpnych badan stabilno$ci wydrukowanych rusztowan wybrano
najlepsze sktady mieszanin biopolimerowych dla procesu drukowania i dodawano do nich
opracowane w ramach pracy doktorskiej komponenty nieorganiczne: SiOz i SiO2-Ap
w stezeniach C1 1 C2 oraz SPION-CCh w stezeniu S1.

biopolimerowy
zol

wstgphe koricowe

sieclowanie  § 4 drukowanie3D L4 sieciowanieTer [ 3

geniping (10 %)

(2 mM)
metyloceluloza
(MC) 9%

Rysunek 86. Schemat otrzymywania rusztowan 3D.
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Tabela 18. Zestawienie otrzymywanych rusztowan biopolimerowych oraz parametry drukowania.

. Predkos¢
] CiSnienie .
Material ; drukowania
drukowania [kPa]
[mm/s]
ColChHA 4/1 MC9
70+ 10
ColChHAmod 2/3 MC9 9-10
ColCh 25:75 MC9 200+ 10

12.2.2. Scharakteryzowanie rusztowan 3D

Stabilnos$¢ (3 dni)

Okreslono wstepna stabilno$¢ wydrukowanych i1 usieciowanych rusztowan 3D poprzez
inkubacj¢ w trzech r6znych mediach — PBS, DMEM i HPLM. Inkubacje prowadzono w 37 °C
w krotkim okresie po wydrukowaniu (przez 3 dni). Wyniki przedstawiono w Tabeli 19.
Materiat na bazie kolagenu, chitozanu oraz kwasu hialuronowego (ColChHA 4/1) okazat si¢
niestabilny 1 tracil integralno$¢, calkowicie rozpuszczajac si¢ we wszystkich trzech
testowanych mediach po 1 dniu inkubacji. Nieznaczng poprawe stabilnosci uzyskano dla
materiatu z dodatkiem modyfikowanego lizyng kwasu hialuronowego (ColChHAmod 2/3) —
material byt stabilny w pierwszych dniach w buforze PBS, jednak podobnie jak ColChHA 4/1
catkowicie tracil integralnos¢ w DMEM 1 HPLM. Stabilnos¢ we wszystkich mediach

zachowywal material na bazie kolagenu 1 chitozanu (ColCh 25:75).

Tabela 19. Stabilnos¢ wydrukowanych i usieciowanych rusztowan przez pierwsze dni po wydrukowaniu
w roznych mediach- PBS, DMEM i HPLM, — oznacza niestabilno$¢, + oznacza stabilno$¢.

Stabilnos$¢ (3 dni inkubacji)

Material
PBS DMEM HPLM
ColChHA 4/1 MC9 - - -
ColChHAmed 2/3 MC9 + - -
ColCh 25:75 MC9 + + +

Wstepne badania stabilnosci wykazaty, ze w zastosowanych warunkach i metodzie
otrzymywania najlepsza stabilno$cig charakteryzowat si¢ materiat ColCh 25:75 MC9,

w ktérym poza MC gléwnym sktadnikiem byt chitozan i to ten polimer wydawat si¢ mie¢
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najwieksze znaczenie dla integralnoSci rusztowania. Rusztowania ColCh 25:75 MC9
po krotkoterminowych inkubacjach w r6znych mediach miaty zwartg i elastyczng strukture
oraz byly tatwe do przenoszenia bez utraty integralno$ci. Zauwazono takze nieznaczny efekt
skurczenia rusztowania po koncowym usieciowaniu TPP w poréwnaniu do rozmiaru
rusztowania zaraz po wydrukowaniu, co wida¢ takze na fotografiach mikroskopowych
(Rysunek 87A). W przypadku materiatow ColChHA 4/1 MC9 i ColChHAmed 2/3 MC9 lepkie
pasty na ich bazie charakteryzowaly si¢ bardzo dobra drukowalnos$cia przy zastosowaniu
znacznie nizszego cisnienia (okoto 70 kPa) w porownaniu do ColCh 25:75 MC9 (okoto 200
kPa), co ma znaczenie w konteksScie potencjalnego tworzenia bioatramentow z komorkami —
nizsze cisnienie drukowania moze sprzyja¢ wyzszej przezywalnosci drukowanych komorek.
Jednakze materialy z dodatkiem HA lub HAmog okazaly si¢ zbyt delikatne i szybko ulegaty
catkowitej dezintegracji podczas inkubacji w testowanych mediach. Zastosowanie HAmod
nieznacznie poprawito wytrzymatos¢ materiatu ColChHAmod 2/3 MC9 (obserwowang
w buforze PBS) dzigki funkcjonalizacji tego polimeru grupami aminowymi i mozliwoscig
tworzenia wigzan kowalencyjnych razem z kolagenem i chitozanem podczas wstgpnego
sieciowania past geniping. Jednakze nie bylo to wystarczajace do uzyskania optymalnej
stabilno$ci, struktura ColChHAmed 2/3 MC9 byta bardzo podatna na mechaniczne
uszkodzenia. Ponadto obserwowano widoczne jej pgcznienie w buforze PBS (Rysunek 87B),
co odrdzniato te materiaty od ColCh 25:75 MC9.

A

ColCh 25:75 MC9

po wydrukowaniu po 1 dniu w PBS

ColChHA,,,, 2/3 MC9

| /. z
!
7

po 1 dniu w PBS

po wyukowaniu

Rysunek 87. Struktura rusztowan ColCh 25:75 MC9 (A) oraz ColChHAm.« 2/3 MC9 (B) zaraz po
wydrukowaniu i po 1 dniu inkubacji w PBS.
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Czynnikiem wplywajacym na niestabilno$¢ materiatéw na bazie ColChHA i ColChHAmod
mogta by¢ obecnos$¢ nie tylko kwasu hialuronowego, ale rowniez kolagenu, ktory stanowit
w tych sktadach 50% (wagowo). Podczas stazu uzywano kolagenu o st¢zeniu 3,1 mg/ml
(wedlug deklaracji producenta Corning) i1 bylo to nizsze stezenie w porOwnaniu
do uzywanego dla otrzymywania hydrozeli 1 materialow hybrydowych opisanych
we wczesniejszych rozdziatach (glownie 3,5, ale tez 4,1 mg/ml). Badania reologiczne
prowadzone na réznych etapach pracy doktorskiej wskazywaty, ze nizsze st¢zenia kolagenu
moga mieé wptyw na obnizenie modutu zachowawczego G'. W celu poprawy stabilnosci tych
rusztowan testowano rozne podejScia — m.in. zmiany skladu czy modyfikacja procesu
sieciowania, jednak nie uzyskano zadowalajacych efektow w ramach przeznaczonego na ten
etap czasu stazu. Zdecydowano ostatecznie na kontynuowanie badan z wykorzystaniem past
do otrzymania stabilnych rusztowan ColCh 25:75 MC, ktoére stanowily matryce dla
komponentow nieorganicznych SiO2 i SiO2-Ap w stgzeniach C1 i C2 oraz SPION-CCh

w stezeniu S1.

Wiasciwosci reologiczne

Lepko$¢ jest jednym z najwazniejszych parametrow materiatow opracowywanych jako
atramenty do drukowania 3D. Atramenty takie wykazuja wilasciwosci typowe dla cieczy
nienewtonowskich - ich lepkos¢ maleje wraz ze wzrostem szybkosci $cianania, co okresla si¢
mianem rozrzedzania $cinaniem (ang. shear thinning). Zjawisko to utatwia wytlaczanie
materialu przez igle, ktory po przeptynieciu przez nig powraca do swojego stanu
poczatkowego [206]. Zaleznosci lepkosci od szybkosci $cinania uzyskane dla
opracowywanych past na bazie ColCh 25:75 MC9 zarowno samych, jak i z dodatkiem
komponentow nieorganicznych SiO2 i SiO2-Ap w stezeniach C1 i C2 oraz SPION-CCh
w stezeniu S1 przedstawiono na Rysunku 88. Wyniki badan potwierdzity, ze wszystkie
otrzymywane pasty charakteryzowaty si¢ witasciwosciami pozadanymi dla efektywnego
procesu drukowania metodg ekstruzyjng — ich lepkos¢ malata wraz ze wzrostem szybkosci
$cinania. W przypadku pasty zawierajacej SPION-CCh (A) zaobserwowano nieznaczne
obnizenie lepkosci w porownaniu do pasty bez nanoczastek, co jest zwigzane ze stosunkowo
niewielkim stezeniem SPION-CCh wprowadzanych do matrycy, ale w zawiesinie wodnej,
ktora mogta wptynaé na rozrzedzenie konsystencji pasty. W przypadku czastek krzemionki
(SiO2 1 SiO2-Ap), ktore wprowadzane byly w stezeniach znacznie wyzszych w porownaniu

do SPION-CCh, nie zauwazono jednoznacznego trendu przebiegu krzywych lepkosci
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w zaleznoS$ci od st¢zenia czastek (B). Wszystkie otrzymane krzywe byty do siebie zblizone,

tacznie zZ krzywa uzyskang dla pasty bez czastek.
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Rysunek 88. Krzywe lepkosci w zaleznosci od szybkosci $cinania dla past na bazie materiatow ColCh 25:75
MC9 z dodatkiem SPION-CCh (A) oraz z dodatkiem SiO; i SiO2-Ap w stezeniach C1 i C2 (B).

Wplyw czasu sieciowania na wlasciwosci mechaniczne rusztowan

Optymalizacja czasu sieciowania rusztowan po wydrukowaniu jest istotna przy
opracowywaniu bioatramentow. Krotki czas wymagany do efektywnego usieciowania
wydrukowanych rusztowan pozwala na szybsze zapewnienie wydrukowanym komoérkom
wiasciwych warunkéw hodowli, sprzyjajacym ich aktywnosci. W tym celu wykonano badania
wlasciwosci mechanicznych z wykorzystaniem statycznej proby jednoosiowego Sciskania
wydrukowanego rusztowania ColCh 25:75 MC9 po 20 minutach oraz po 24 godzinach
sieciowania koncowego z uzyciem 10% TPP. Uzyskane wartosci moduiu Younga
przedstawiono na Rysunku 89. Badanie $ciskania wykazalo, ze rusztowanie ColCh 25:75
MC9 charakteryzowato si¢ podobnymi wiasciwosciami mechanicznymi po 20 minutach oraz
po 24 godzinach sieciowania. Wartos¢ modutu Younga rusztowania sieciowanego przez
24 godziny byta nieznacznie wyzsza w poréwnaniu do materialu sieciowanego przez
20 minut (r6znice nieistotne statystycznie). Test potwierdzit zatem, Ze sieciowanie 10% TPP
byto efektywne juz po 20 minutach i w przypadku pracy z komdrkami powinien to by¢
wystarczajacy czas, aby ustabilizowac struktur¢ rusztowania z komorkami i jednoczesnie

zminimalizowa¢ czas przebywania komorek poza inkubatorem hodowlanym.
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Rysunek 89. Warto$ci modutu Younga dla rusztowania ColCh 25:75 MC9 po 20 minutach i 24 godzinach
sieciowania koncowego z uzyciem 10% TPP.

Stabilnos¢ (21 dni)

Zbadano stabilno$¢ wydrukowanych rusztowan ColCh 25:75 MC9 bez oraz z dodatkiem
badanych komponentéw nieorganicznych poprzez inkubacje¢ w symulowanym sztucznym
osoczu (HPLM) w 37 °C przez 21 dni. Zmiany strukturalne monitorowano poprzez
obrazowanie mikroskopem stereoskopowym zaraz po wydrukowaniu oraz po 1, 7, 14 i 21
dniach inkubacji w HPLM. Fotografie struktury z wybranych dni oraz zmiany szerokosci
pasm rusztowania w trakcie badania sg przedstawione na Rysunku 90. Nalezy zaznaczyc,
ze dodatek komponentéw nieorganicznych SiOz i SiO2-Ap oraz SPION-CCh do past ColCh
25:75 MC9 nie utrudnil procesu wytlaczania przez igl¢. Drukowane rusztowania z ich
dodatkiem zachowywaty forme i ksztalt pozadanych modeli 3D tak samo jak rusztowania bez
dodatku komponentéw nieorganicznych, co jest widoczne na fotografiach wykonanych zaraz
po wydrukowaniu. Mozliwe bylo takze wydrukowanie rusztowania sktadajacego sig¢
z 30 warstw (Rysunek 91). W kolejnych dniach inkubacji w HPLM (Rysunek 90A)
obserwowano stopniowe uwalnianie z rusztowan metylocelulozy, ktorej gtéwna funkcja byto
dostosowanie lepkosci past do procesu drukowania, natomiast nie brata ona udzialu
w procesie sieciowania. Pomimo stopniowej utraty MC ze struktury, rusztowania na bazie
ColCh 25:75 zachowaly integralnosc¢ 1 stabilnos¢ do konca eksperymentu (21 dni) — zarowno
bez dodatku oraz z dodatkiem wszystkich rodzajow uzytych komponentéw nieorganicznych.
Zmiany objetosciowe rusztowan w trakcie badania wyrazono poprzez pomiar szerokos$ci
pasm rusztowan w programie Image] (Rysunek 90B). Wyniki nie pokazaty znaczacych

odchylen w szerokosci pasm w okresie 21 dni — szerokos¢ pasm dla wszystkich materiatow
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zawierata si¢ glownie w zakresie 400 — 500 um. Zaobserwowano jedynie tendencje do
wystepowania najwiekszych szeroko$ci pasm gtéwnie 7 dnia badania, co bylo zwigzane

ze wzmozonym wydzielaniem MC z rusztowan.
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Rysunek 90. Fotografie struktury rusztowan 3D (A) oraz zmiany szerokosci pasm rusztowan (B) w trakcie
inkubacji HPLM przez 21 dni.

202



Rysunek 91. Rusztowanie ColCh 25:75 MC9 S1 sktadajace si¢ z 30 warstw.

Pecznienie i degradacja

Zdolno$¢ do pecznienia oraz proces degradacji analizowano poprzez inkubacje rusztowan
w HPLM przez 21 dni. Zmiany masy w trakcie inkubacji przedstawiono na Rysunku 92.
Wszystkie badane rusztowania byly zdolne do pecznienia w poczatkowym etapie
eksperymentu, ich masa zwigkszyta si¢ po 1 dniu, osiagajac wartosci w zakresie 350 — 485%
masy poczatkowej. W kolejnych punktach czasowych obserwowano stopniowy spadek masy
rusztowan, jednak na koniec eksperymentu (po 21 dniach) masy byly niewiele nizsze lub
nawet wyzsze od mas poczatkowych (traktowanych jako 100%). Najwigkszy ubytek masy
wystapit dla rusztowan bez dodatku komponentéw nieorganicznych ColCh 25:75 MC9 —
masa pozostata wyniosta okolo 78%. Nieco wigksza masg pozostala (okoto 95%)
charakteryzowato si¢ rusztowanie z dodatkiem SPION-CCh (ColCh 25:75 MC9 S1), jednakze
réznice nie sg istotne statystycznie. Najwicksze masy po 21 dniach obserwowano dla
wszystkich rusztowan z czgstkami SiOz i SiO2-Ap w dwoch stgzeniach (C1 i C2), miescily sie
one w zakresie 153 - 183% masy poczatkowej. Obecnos¢ komponentéw nieorganicznych
wplywata zatem na wolniejszg utratg masy speczniatych rusztowan. Wyniki tego
eksperymentu oraz analiza stabilnosci opisana we wczesniejszym punkcie $wiadcza o tym,
ze gldownym czynnikiem powodujacym spadek masy rusztowan byto uwalnianie ze struktury
metylocelulozy, a nie degradacja wtasciwych rusztowan, zachowujgcych integralnos¢ podczas

catego okresu badania.
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Rysunek 92. Zmiany masy rusztowan 3D bazie materialow ColCh 25:75 MC9 z dodatkiem SPION-CCh (A)
oraz z dodatkiem SiO; i SiO2-Ap w stezeniach C1 i C2 (B) podczas inkubacji w HPLM przez 21 dni. * nad
czarng linig oznacza istotno$¢ statystyczna pomigdzy materiatami w tym samym dniu (p < 0,05), * oznacza
istotno$¢ statystyczng w porownaniu z ColCh 25:75 MC9 SiO2-Ap C2 w dniu 1 (p < 0,05), # oznacza istotnosc¢
statystyczng w poréwnaniu z ColCh 25:75 MC9 w dniu 7 (p < 0,05), % oznacza istotno$¢ statystyczna
w poréwnaniu z ColCh 25:75 MC9 w dniu 14 (p < 0,05), & oznacza istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu
z ColCh 25:75 MC9 w dniu 21 (p < 0,05).

Mikrostruktura

Mikrostrukture otrzymywanych rusztowan analizowano z wykorzystaniem mikroskopu SEM,
mikrofotografie przedstawiono na Rysunku 93. Wszystkie opracowane rusztowania
charakteryzowaty si¢ podobng wysokoporowatg struktura, z mozliwoscig wystapienia takze
bardziej zwartych czesci (widoczne na mikrofotografiach ColCh 25:75 MC9 SiO, C2 oraz
ColCh 25:75 MC9 SiO2-Ap C1). Taka porowatos¢ jest wynikiem dziatania procesu liofilizacji
oraz metylocelulozy, ktéra moze zwigksza¢ mikroporowato$¢. Nalezy zaznaczyd,
ze mikrostruktura rusztowah na bazie mieszaniny ColCh 25:75 byla catkowicie inna niz
mikrostruktura hydrozeli ColCh 25:75 (punkt 11.2.3, str. 175) — hydrozele charakteryzowaty

si¢ gtownie gladka i zwarta powierzchnig.
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Rysunek 93. Mikrofotografie SEM otrzymanych rusztowan 3D.

Wstepne badania biologiczne in vitro

Przeprowadzono probe hodowli komoérek hTERT-MSC, wykorzystujac dwa podejscia:
(i) otrzymanie bioatramentéw i wytlaczania komorek razem z biopolimerowa pasta oraz
(i) wysianie komorek na gotowe rusztowania 3D. W ramach pierwszego podejscia testowano
takze stabilno$¢ rusztowan w standardowej pozywce (zawierajacej antybiotyki stanowigce 1%
i FBS stanowiacy 10%) oraz w pozywce suplementowanej dodatkowo TPP w ilosci 1%,
jednak nie zaobserwowano istotnych roéznic w integralnosci materiatdow. W obu podejsciach
duzym wyzwaniem byl proces przygotowania probek do obrazowania metoda barwienia
— W trakcie wykonywania kolejnych etapdw procedury rusztowania byly podatne
na mechaniczne uszkodzenia w trakcie przenoszenia ich na kolejne podtoza i ptytki, czesto
uniemozliwiajgc obrazowanie. Dodatkowo analiza komorek zywych i1 martwych byta
utrudniona ze wzgledu na to, ze sygnat pochodzit nie tylko od komorek, ale od catej struktury.
Genipina uzyta do wstgpnego sieciowania, reagujac z biopolimerami takimi jak kolagen

czy chitozan, ma rowniez zdolno$¢ do fluorescencji [292]. Na Rysunku 94 przedstawiono
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przyktadowe obrazy z mikroskopu konfokalnego otrzymane dla podej$cia z drukowaniem
mieszaniny komorek i pasty biopolimerowej (A) oraz dla podejscia wysiewania komorek
na gotowe rusztowania (B). Dla podejscia pierwszego byto mozliwe znalezienie jedynie
pojedynczych i stabo widocznych komoérek, na Rysunku 94A zaznaczono zielonymi
strzatkami kilka zidentyfikowanych zywych komorek. Zdecydowanie wigcej mozna bylo
zidentyfikowa¢ w przypadku podejécia z wysiewaniem na gotowe rusztowanie (Rysunek
94B), zarbwno zywe (zielone punkty), jak i martwe komorki (czerwone punkty) sg widoczne
na przyktadowym obrazie mikroskopowym. W tym podejséciu jednak wystgpowaty wicksze
problemy z zachowaniem integralnosci probek w trakcie procedury barwienia. Wstepne
badania biologiczne wskazaty, ze opracowane rusztowania wydaja si¢ mie¢ wigkszy potencjat
w metodzie wysiewania komorek na wydrukowane rusztowania niz jako bioatramenty.
Jednakze, aby to potwierdzi¢ koniecznym jest powtdrzenie eksperymentow oraz

optymalizacja metody oznaczania zywotnosci komorek w takich rusztowaniach.

Rysunek 94. Obrazy z mikroskopu konfokalnego rusztowan ColCh 25:75 MC9 S1 z komérkami hTERT-MSC —
14 dzien hodowli komorkowej na rusztowaniu, ktore powstato przez drukowanie mieszaniny komorek
Z biopolimerowg pastg (A), 3 dzien hodowli komoérek wysianych na gotowe rusztowanie (B). Kanat zielony —
komorki zywe, kanat czerwony — komorki martwe.

12.3. Podsumowanie

Otrzymano 1 wstepnie scharakteryzowano rusztowania 3D oparte na biopolimerach
I komponentach nieorganicznych, ktore zostaty opracowane w ramach wczesniejszych etapow
pracy doktorskiej. Rusztowania 3D otrzymywano metoda ekstruzji, wytltaczanie pasm
materialu bylo mozliwe dzigki zastosowaniu kontrolowanego ci$nienia. Zoptymalizowano

metode otrzymywania lepkich past biopolimerowych, stuzacych jako atramenty do druku 3D,
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wykorzystujac metyloceluloze jako S$rodek zwickszajacy lepkos¢ biopolimerowych
mieszanin. Badania wlasciwosci reologicznych potwierdzily, ze otrzymywane pasty
wykazywaty zjawisko rozrzedzania $cinaniem, co umozliwiato efektywny proces drukowania.
Do stabilizacji struktury rusztowan wykorzystano dwuetapowg metode sieciowania — wstgpne
sieciowanie chemiczne z uzyciem genipiny o stezeniu 2 mM (przed drukowaniem) oraz
koncowe sieciowanie fizyczne z uzyciem TPP o stezeniu 10% (po drukowaniu). Testy
sciskania na maszynie wytrzymalosciowej wykazaly, ze rusztowania sieciowane koncowo
przez 20 minut charakteryzowaly si¢ podobnymi wlasciwosciami mechanicznymi
do rusztowan sieciowanych przez 24 godziny. Przeprowadzone badania stabilnosci
otrzymanych rusztowan 3D w réznych mediach (PBS, DMEM, HPLM) wskazaly,
ze najbardziej stabilng struktur¢ wykazywaty rusztowania na bazie mieszaniny kolagenu
i chitozanu ColCh 25:75 z dodatkiem 9% metylocelulozy. Pasty z wigksza iloscig kolagenu
1 dodatkiem kwasu hialuronowego charakteryzowaly si¢ bardzo dobra drukowalnos$cia, jednak
uzyskiwane z nich rusztowania ulegaty dezintegracji w badanych warunkach. W kolejnym
kroku otrzymywano atramenty na bazie wybranej pasty ColCh 25:75 MC9 oraz dodatku
komponentow nieorganicznych: SiO2, SiO2-Ap oraz SPION-CCh. Badania wykazaty,
ze dodatek komponentow nieorganicznych do biopolimerowych past nie wptywal negatywnie
na proces drukowania, pasty takie charakteryzowaly si¢ bardzo dobrg drukowalnos$cig.
Ponadto obecnos$¢ komponentéw nieorganicznych nie zaburzata bardzo dobrej integralnosci
strukturalnej rusztowan i1 powodowata wolniejsze ubytki masy spegcznialych rusztowan
podczas 21 dni inkubacji w symulowanym sztucznym osoczu (HPLM). Przeprowadzone
wstepne badania biologiczne z wykorzystaniem komoérek hTERT-MSC wykazaly,
ze powodzenie w otrzymywaniu bioatramentéw oraz prowadzeniu hodowli komoérkowych 3D
zalezy od wielu czynnikow, wymagajacych optymalizacji. Na podstawie wstepnej oceny
zywotnosci komorek rusztowania na bazie ColCh 25:75 wydawaty si¢ mie¢ wiekszy potencjat

jako podtoza 3D do wysiewania na nich komorek niz tworzenia bioatramentow.

Otrzymywanie efektywnych bioatramentéw wymaga balansu migdzy wlasciwosciami
strukturalnymi a biologicznymi rusztowania. Rusztowania na bazie ColCh charakteryzowaty
si¢ bardzo dobrymi wlasciwosciami strukturalnymi — stabilnoScig 1 integralno$cig
w warunkach eksperymentalnych. Z drugiej strony wczesniej prowadzone badania w ramach
pracy doktorskiej wskazywaty, ze materialty z dodatkiem kwasu hialuronowego (ColChHA
lub ColChHAmod) wptywaly znaczaco na adhezj¢ komorek, wspierajac ich rozptaszczenie

na powierzchni i dlatego mozna przypuszczaé, ze materialy takie moglyby pozytywnie
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oddziatywa¢ z komorkami na etapie tworzenia bioatramentow. Jednakze rusztowania 3D
na ich bazie ulegaly dezintegracji w badanych warunkach. Wydaje si¢ wiec, ze ,,0kno

biofabrykacji” znajduje si¢ pomigdzy materiatlem ColCh a ColChHA (lub ColChHAmod),

co moze stanowi¢ kierunek przysztych badan.
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Podsumowanie rozprawy i wnioski

W ramach interdyscyplinarnej pracy doktorskiej otrzymano i scharakteryzowano
nanokompozyty, potencjalnie przydatne jako rusztowania komdrkowe dla potrzeb inzynierii
tkankowej, w szczegdlnosci do regeneracji tkanki kostnej. Inzynieria tkankowa kosci ma
na celu opracowanie materiatow, ktore umozliwityby efektywna odbudowe tkanki kostne;j,
mimimalizujgc przy tym badz nawet catkowicie eliminujagc powszechnie wystepujace
problemy 1 ograniczenia tradycyjnych przeszczepow kostnych. W niniejszej rozprawie
skupiono si¢ na rozwoju kierunkéw badawczych, ktore naleza do grupy najbardziej
obiecujacych w kontekscie projektowania rusztowan komoérkowych do regeneracji tkanki
kostnej w XXI wieku. Sa nimi otrzymywanie organiczno-nieorganicznych materiatow
hybrydowych oraz wykorzystanie metody druku 3D do wytwarzania rusztowan o pozadanej
i stabilnej tréjwymiarowej  strukturze. Opracowane nanokompozyty bazowaly
na biopolimerowych matrycach hydrozelowych oraz komponentach nieorganicznych
w postaci czastek krzemionki lub nanoczastek magnetycznych. Uzyskano w ten sposob
wielofunkcyjne materialy, ktére moga znalez¢ zastosowanie w regeneracji tkanki kostnej.
Otrzymane nanokompozyty charakteryzowano pod katem wtasciwosci fizykochemicznych
i biologicznych istotnych z punktu widzenia inzynierii tkankowej — m.in. zdolnosci
do pecznienia 1 degradacji w warunkach fizjologicznych, bioaktywnos$ci, wlasciwosci
reologicznych, stabilno$ci w czasie, porowatos$ci czy potencjatu rusztowan do wsparcia

aktywnosci komorek — ich adhezji, proliferacji i roznicowania.

W | czgsci badan otrzymano i scharakteryzowano nanokompozyty oparte na hydrozelowej
matrycy i czastkach krzemionki, umozliwiajace aplikacj¢ w formie wstrzykiwalnej. Matryca
hydrozelowa sktadata si¢ z trzech biopolimerow - kolagenu, chitozanu i kwasu
hialuronowego, sieciowanych geniping (ColChHA). Wykazano, ze zar6wno sktad hydrozelu,
jak 1 uzyte stezenie substancji sieciujgcej (genipiny) majg wplyw na wlasciwosci
fizykochemiczne 1 biologiczne rusztowania. Szczeg6lnie wazng role¢ w badanych ukladach
odgrywal kwas hialuronowy - jego dodatek do hydrozeli istotnie wptywal na adhezje
komorek na powierzchni materiatow. Najbardziej optymalnym materialem sposrod
wszystkich badanych przez Autorke okazal si¢ hydrozel o stosunku wagowym
biopolimerow Col:Ch:HA = 50:40:10, sieciowany genipina o st¢zeniu 20 mM (ColChHA
4/1 20). Postuzyl on jako matryca dla czastek krzemionki funkcjonalizowanych grupami
aminowymi, tworzac w ten sposéb stabilny material hybrydowy. Czastki krzemionki

stanowily faze bioaktywng w badanych uktadach — nowa faza mineralna na powierzchni
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materiatlow tworzyta si¢ po 7 dniach inkubacji w symulowanym sztucznym osoczu (SBF).
Jednocze$nie zastosowany komponent nieorganiczny nie obnizal biokompatybilno$ci

opracowanych materiatow hybrydowych w warunkach in vitro.

W 1l czg$ci badan otrzymano i scharakteryzowano nanokompozyty oparte na hydrozelowe;j
matrycy 1 czastkach  krzemionkowo-apatytowych  z  przylaczonym  lekiem
przeciwosteoporotycznym — alendronianem sodu, ktore moga by¢ potencjalnie przydatne
w regeneracji 1 leczeniu niewielkich ubytkow kostnych spowodowanych np. osteoporoza.
Do otrzymania matrycy hydrozelowej wykorzystano kolagen, chitozan oraz
funkcjonalizowany grupami aminowymi kwas hialuronowy, dzigki czemu wszystkie
biopolimery mogly bra¢ udzial w chemicznym sieciowaniu geniping (ColChHAmoq).
Przeprowadzone badania reologiczne potwierdzity nie tylko wstrzykiwalny charakter
uzyskanych hydrozeli, ale rowniez zasadnos¢ funkcjonalizacji kwasu hialuronowego grupami
aminowymi. Najlepszym uktadem sposrod badanych okazal si¢ hydrozel z najwicksza
zawartoscig modyfikowanego kwasu hialuronowego, sieciowany geniping o st¢zeniu 20 mM
(ColChHAmod 2/3 20). Hydrozel ten wykorzystano jako matryce dla czastek krzemionkowo-
apatytowych, stanowiacych nosnik dla alendronianu sodu. Obecno$¢ w polimerowej sieci
nos$nika leku istotnie wplynela na wzmocnienie witasciwosci mechanicznych materiatéw
hybrydowych w poréwnaniu do samej matrycy hydrozelowej. Potwierdzono, ze material
z najwyzsza zawartoscia nosnika (ColChHAmod 2/3 Al) jest biozgodny i zdolny
do stopniowej degradacji zarowno w warunkach in vitro, jak i in vivo. Dodatkowo
wstepne badania in vitro wykazaly, ze material ten charakteryzuje si¢ potencjalem
terapeutycznym — obserwowano zahamowanie proliferacji komorek osteoklastopodobnych

podczas 7 dni prowadzenia hodowli.

W 111 czg$ci badan otrzymano 1 scharakteryzowano nanokompozyty oparte na hydrozelowe;j
matrycy 1 nanoczastkach magnetycznych, uzyskujac hydrozele magnetyczne z mozliwoscia
wykorzystania zewngtrznego pola magnetycznego do przyspieszenia regeneracji kosci.
Matryce chitozanowe (Ch) i kolagenowo-chitozanowe (ColCh) sieciowane geniping
optymalizowano w kierunku ich aplikacji w formie usieciowanego rusztowania z mozliwoscia
fatwego dopasowania si¢ do miejsca ubytku. Proces sieciowania oraz wplyw skladu
biopolimerow na otrzymywane hydrozele §ledzono, wykorzystujac analiz¢ NMR. Natepnie
w matrycach hydrozelowych rozpraszano superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza,
pokrywane kationowg pochodng chitozanu (SPION-CCh), nadajgc otrzymanym materiatom

hybrydowym wtasciwosci magnetyczne. Polimerowe otoczki pozwolity na wbudowanie si¢
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nanoczgstek w strukture hydrozeli, zapobiegajac zjawiskom agregacji i separacji fazowe;,
co wykazano w badaniach stabilnosci. Jednocze$nie zachowany zostal superparamagnetyczny
charakter nanoczatek w matrycach, jak pokazaty pomiary VSM. Wstepne badania
biologiczne w warunkach in vitro wykazaly, ze zaréwno obecno$¢ nanoczastek
magnetycznych, jak i zewnetrznego pola magnetycznego ma wplyw na proliferacje
komorek na materialach, co moze by¢ przeslanka do dalszego rozwoju otrzymanych

hydrozeli magnetycznych.

W 1V, ostatniej czg¢sci badan otrzymano metodg ekstruzji i poddano wstgpnym badaniom
rusztowania 3D. W celu otrzymania lepkich past stanowigcych atramenty do drukowania 3D,
przetestowano biopolimery uzywane we wczesniejszych czesciach pracy — kolagen, chitozan,
kwas hialuronowy oraz kwas hialuronowy funkcjonalizowany grupami aminowymi.
Dla poprawy lepkos$ci past zastosowano metyloceluloze (MC), a do stabilizacji rusztowan
wykorzystano dwuetapowe sieciowanie geniping i TPP. Najbardziej stabilnymi
rusztowaniami 3D w badanych warunkach eksperymentalnych okazaty si¢ by¢ te oparte
na kolagenie i chitozanie o stosunku obje¢tos§ciowym Col:Ch = 25:75 (ColCh 25:75 MC9).
Nastepnie takie rusztowania wzbogacono poprzez dodatek do biopolimerowych past
komponentow nieorganicznych — czastek krzemionki SiO2, czastek krzemionkowo-
apatytowych SiO2-Ap oraz nanoczgstek magnetycznych SPION-CCh. Wykazano,
ze w przypadku kazdego rodzaju uzywanych komponentow nieorganicznych mozliwe
bylo efektywne drukowanie trojwymiarowych struktur wedlug wczesniej

zaprojektowanego modelu.

Otrzymane w ramach pracy doktorskiej wyniki badan wykazaly, ze opracowane
nanokompozyty posiadaja obiecujace wlasciwoSci jako materialy przydatne
do tworzenia rusztowan komoérkowych dla potrzeb inzynierii tkankowej KkoSci.
Dodatkowo, nieskomplikowane metody ich otrzymywania zwi¢kszaja ich potencjal

komercjalizacyjny.
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Dorobek naukowy Autorki rozprawy

Publikacje powstale w ramach pracy doktorskiej

1.

Fiejdasz, S., Gilarska, A., Straczek, T., Nowakowska, M., Kapusta, C. (2021). Magnetic
Properties of Collagen—Chitosan Hybrid Materials with Immobilized Superparamagnetic
Iron Oxide Nanoparticles (SPIONSs). Materials, 14(24), 7652. doi: 10.3390/mal4247652,
IF=3,623, punktacja MEIN: 140.

Gilarska, A., Hinz, A., Bzowska, M., Dyduch, G., Kaminski, K., Nowakowska, M.,
Lewandowska-Lancucka, J. (2021). Addressing the Osteoporosis Problem—
Multifunctional Injectable Hybrid Materials for Controlling Local Bone Tissue
Remodeling. ACS Applied Materials & Interfaces, 13(42), 49762-49779. doi:
10.1021/acsami.1c17472, 1F=9,229, punktacja MEIN: 200.

Fiejdasz, S., Gilarska, A., Horak, W., Radziszewska, A., Straczek, T., Szuwarzynski, M.,
Nowakowska, M., Kapusta, C. (2021). Structurally stable hybrid magnetic materials based
on natural polymers—preparation and characterization. Journal of Materials Research and
Technology, 15, 3149-3160. doi: 10.1016/j.jmrt.2021.09.124, 1F=5,039, punktacja
MEiN: 100.

Gilarska, A., Lewandowska-Lancucka, J., Guzdek-Zajac, K., Karewicz, A., Horak, W.,
Lach, R., Wojcik, K., Nowakowska, M. (2020). Bioactive yet antimicrobial structurally
stable collagen/chitosan/lysine functionalized hyaluronic acid—based injectable hydrogels
for potential bone tissue engineering applications. International journal of biological
macromolecules, 155, 938-950. doi: 10.1016/j.ijbiomac.2019.11.052, 1F=6,953,
punktacja MEIN: 100.

Lewandowska-Lancucka, J., Gilarska, A., Buta, A., Horak, W., Latkiewicz, A.,
Nowakowska, M. (2019). Genipin crosslinked bioactive collagen/chitosan/hyaluronic acid
injectable hydrogels structurally amended via covalent attachment of surface-modified
silica particles. International journal of biological macromolecules, 136, 1196-1208. doi:
10.1016/j.ijbiomac.2019.06.184, 1F=6,953, punktacja MEIN: 100.

Gilarska, A., Lewandowska-Lancucka, J., Horak, W., Nowakowska, M. (2018).
Collagen/chitosan/hyaluronic acid—based injectable hydrogels for tissue engineering
applications—design, physicochemical and biological characterization. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 170, 152-162. doi: 10.1016/j.colsurfb.2018.06.004, 1F=5,268,
punktacja MEIN: 100.

Publikacja w przygotowaniu

Gilarska, A., Fiejdasz, S., Radziszewska, A., Habina-Skrzyniarz, 1., Krzyzak, A.,
Nowakowska, M., Kapusta, C., Hybrid magnetic materials- promising scaffolds for bone
tissue engineering.
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Publikacje powstale w ramach pracy magisterskiej i licencjackiej

1.

Filipowska, J., Lewandowska-Lancucka, J., Gilarska, A., Niedzwiedzki, L.,
Nowakowska, M. (2018). In vitro osteogenic potential of collagen/chitosan-based
hydrogels-silica particles hybrids in human bone marrow-derived mesenchymal stromal
cell cultures. International journal of biological macromolecules, 113, 692-700. doi:
10.1016/j.ijbiomac.2018.02.161, 1F=6,953, punktacja MEiN: 100.

Lewandowska-Lancucka, J., Mystek, K., Gilarska, A., Kaminski, K., Romek, M.,
Sulikowski, B., Nowakowska, M. (2016). Silicone-stabilized liposomes as a possible
novel nanostructural drug carrier. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 143, 359-370.
doi: 10.1016/j.colsurfb.2016.03.057, 1F=5,268, punktacja MEIN: 100.

Patent krajowy

Nowakowska, M., Lewandowska-tancucka, J., Gilarska, A., patent polski nr 239179,
do zgloszenia patentowego nr P.428993 (21.02.2019), Hydrozelowy materiat hybrydowy,
sposob jego otrzymywania i zastosowanie, wlasciciel: UJ, data wydania decyzji
0 udzieleniu patentu 21.07.2021, data uzyskania (opublikowania) patentu: 08.11.2021.

Zgloszenia patentowe

1.

Lewandowska-tancucka, J., Nowakowska, M., Gilarska, A., migdzynarodowe zgloszenie
patentowe nr PCT/PL2021/050060, Multifunctional, hydrogel hybrid material, the method
of its preparation and the use in the treatment of bone losses, 26.08.2021.

Nowakowska, M., Lewandowska-Lancucka, J., Gilarska, A., zgloszenie patentowe
w Stanach Zjednoczonych nr US 17/426,629 (28.07.2021), Hydrogel hybrid material,
method of its preparation and application, opublikowane 17.02.2022 pod numerem US
2022/0047776 Al.

Lewandowska-Lancucka, J., Nowakowska, M., Gilarska, A., polskie zgloszenie
patentowe nr P.435104, Wielofunkcyjny, hydrozelowy materiat hybrydowy, sposob jego
otrzymywania oraz zastosowanie w leczeniu ubytkow kostnych, 26.08.2020.

Nowakowska, M., Lewandowska-Lancucka, J., Gilarska, A., migdzynarodowe zgtoszenie
patentowe nr PCT/PL2020/050019 (21.02.2020), Hydrogel hybrid material, method of its
preparation and application, wejscie w faze regionalng EPO, data zgloszenia w EPO:
21.09.2021, numer zgtoszenia: EP 20754841.3.

Publikacje promujace wynalazki chronione patentem i zgloszeniami patentowymi

1. Artykut pt. Hydrozele leczg osteoporoze opublikowany na platformie Innowacyjny Start

powstatej z inicjatywy Urzedu Marszalkowskiego Wojewodztwa Malopolskiego
w periodyku Innowacyjny Start nr 1 (51) lipiec 2021, ISSN 1898-5009 oraz online
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(15.10.2021) na stronie  https://www.innowacyjnystart.pl/index.php/inspiracje/307-
hydrozele-lecza-osteoporoze.

2. Artykut pt. Szpachlowka do zebow promujacy wynalazek Hydrozelowy material
hybrydowy, sposob jego otrzymywania i zastosowanie opublikowany w gazecie Dziennik
Gazeta Prawna (DGP i e-DGP), wydanie 44, 05.03.2021, w ramach 6smej edycji
konkursu Eureka! DGP — odkrywamy polskie wynalazki, dostep online na stronie
https://biznes.gazetaprawna.pl/artykuly/8112538,szpachlowka-do-zebow-eureka-dgp.html
i https://gospodarka.dziennik.pl/news/artykuly/8112536,hydrozel-eureka-dgp-naukowcy-
uniwersytet-jagiellonski.html.

3. Film promujacy wynalazek Wielofunkcyjny hydrozel do leczenia ubytkow kostnych
z udzialem dr hab. Joanny Lewandowskiej-Lancuckiej i mgr Adriany Gilarskiej,
zrealizowany na potrzeby Malopolskiego Festiwalu Innowacji (19-25.10.2020), dostgpny
na kanale Innowacyjna Matopolska na platformie YouTube
https://www.youtube.com/watch?v=NKFOPIHjGKA&feature=emb_imp_woyt oraz na
stronie https://innowacyjna.malopolska.pl/malopolski-festiwal-innowacji/mfi-2020/strefa-

wynalazkows/.

4. Animacja i artykul o wynalazku pt. Hydrozelowy materiat hybrydowy do odbudowy
ubytkow  kostnych zrealizowane w ramach projektu Nauka dla spoleczenstwa
dofinansowanego przez MNiSW, animacja dostepna na stronie
https://naukadlaspoleczenstwa.com/portfolio/nauka-dla-zdrowia/ oraz  na  kanale
ImpactCEE na platformie  YouTube https://www.youtube.com/watch?v=Pgk95-
SmS7Y &t=2s, artykut dostepny na stronie
https://naukadlaspoleczenstwa.com/hydrozelowy-material-hybrydowy-do-odbudowy-
ubytkow-kostnych/ oraz https://300gospodarka.pl/material-partnera/hydrozelowy-
material-hybrydowy-do-odbudowy-ubytkow-kostnych-material-partnera.

5. Prezentacje wynalazkéw przez przedstawicieli CTT CITTRU UJ firmom
farmaceutycznym podczas nast¢pujacych wydarzen: BioEurope Spring 2020, BioEurope
Fall 2020, China Bio 2020, BioFit 2020, Biolnvestors Forum 2020, Life Science Open
Space 2020.

Udzial w projektach badawczych

1. Projekt Bioaktywne nanokompozyty dla potrzeb inZynierii tkankowej realizowany
w ramach grantu ETIUDA 8 finansowanego przez NCN, UMO-2020/36/T/ST5/00184,
okres realizacji: 01.10.2020 — 30.09.2021, pozycja: kierownik.

2. Projekt Wielofunkcyjne hydrozelowe materialy hybrydowe do zastosowan w leczeniu
ubytkow kostnych - badania in vivo realizowany w ramach prac przedwdrozeniowych dla
Innowacji UJ finansowanego ze S$rodkéw CTT CITTRU, Dec: 30.621.8.2020, okres
realizacji: 03.2020 — 12.2020, pozycja: wykonawca.
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https://300gospodarka.pl/material-partnera/hydrozelowy-material-hybrydowy-do-odbudowy-ubytkow-kostnych-material-partnera
https://300gospodarka.pl/material-partnera/hydrozelowy-material-hybrydowy-do-odbudowy-ubytkow-kostnych-material-partnera

3. Projekt Biomimetyczne hydrozelowe materiaty hybrydowe dla potrzeb inZynierii
tkankowe] — mozliwosé odbudowy ubytkow kostnych realizowany w ramach grantu
SONATA 11 finansowanego przez NCN, UMO-2016/21/D/ST5/01635, okres realizacji:
2017 - 2019, pozycja: wykonawca.

Odbyte staze naukowe

1. The Centre for Translational Bone, Joint and Soft Tissue Research, TU Dresden, Drezno,
Niemcy, staz naukowy pod kierunkiem prof. Michaela Gelinsky’ego zrealizowany
w ramach grantu NCN ETIUDA 8, okres realizacji stazu: 01.06.2021 — 30.09.2021.

2. Institute of Nanoscience of Aragon, University of Zaragoza, Saragossa, Hiszpania, staz
naukowy pod kierunkiem prof. Manuela Ricardo Ibarry zrealizowany w ramach Programu
Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwdj, nr projektu POWR.03.02.00-00-1004/16,
wspotfinansowanego ze Srodkow Unii Europejskiej, okres realizacji stazu: 08.07.2019 -
30.07.20109.

3. Instytut Fizyki Jadrowej im. Henryka Niewodniczanskiego Polskiej Akademii Nauk
w Krakowie, staz naukowy pod kierunkiem dr hab. Matgorzaty Kac zrealizowany
w ramach programu studiow ,kierunkéw zamawianych” finansowanego z europejskiego
Programu Operacyjnego Kapital Ludzki, okres realizacji stazu: 15.07.2014 — 31.08.2014.

Wystapienia konferencyjne

Wspoétautorstwo 19  prezentacji posterowych i/lub ustnych podczas konferencji
mi¢dzynarodowych 1 12 prezentacji posterowych i/lub ustnych podczas konferencji
krajowych, w tym odpowiednio 9 i 7 jako autor prezentujacy (pierwszy wspoétautor jest
autorem prezentujgcym):

Konferencje migdzynarodowe
Prezentacje ustne:

1. A. Gilarska, M. Nowakowska, J. Lewandowska-Lancucka, Multifunctional hydrogel-
based hybrid materials for bone repair therapy, CEBioForum, R&D Biomedical Projects
Arising from Polish Universities, BioTech Week 2021, 27.09.2021, konferencja online.

2. J. Lewandowska-Lancucka, A. Gilarska, A. Buta, W. Horak, A. Latkiewicz, M.
Nowakowska, Bioactive Multicomponent Injectable Hybrids — Structural Stabilization Via
Attachment of Inorganic Particles to the Biopolymeric Network, 30th Annual Conference
of the European Society for Biomaterials, 09-13.09.2019, Drezno, Niemcy.

3. S. Fiejdasz, A. Gilarska, W. Prendota, K. Goc, T. Straczek, J. Przewoznik, C. Kapusta, S.
Zapotoczny, M. Nowakowska, Systems containing magnetic nanoparticles for biomedical
applications, Innovative technologies in biomedicine, 22-24.10.2018, Krakow.

4. J. Lewandowska-tancucka, J. Filipowska, A. Gilarska, T. Niedzwiedzki, M.
Nowakowska, In Vitro Osteogenic Potential of Biopolymeric Hydrogels-silica Particles
Hybrids in Human Bone Marrow-derived Mesenchymal Stromal Cell (hBMSCs) Cultures,
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5.

9th International Workshop on Interfaces: New Frontiers in Biomaterials, 16-18.04.2018,
Santiago de Compostela, Hiszpania.

J. Lewandowska-t.ancucka, A. Gilarska, J. Filipowska, L. Rodzik, S. Fiejdasz, M.
Nowakowska, Biomimetic hybrid materials for tissue engineering applications,
International Conference & Exhibition on Advanced & Nano Materials ICANM 2017,
7-9.08.2017, Toronto, Kanada.

Prezentacje posterowe

1.

10.

A. Gilarska, S. Fiejdasz, S. Zapotoczny, M. Nowakowska, C. Kapusta, Magnetic
nanoparticles as inorganic components of hybrid materials for tissue regeneration,
InterNano Poland 2019, 16-17.10.2019, Katowice.

S. Fiejdasz, A. Gilarska, S. Zapotoczny, M. Nowakowska, C. Kapusta, Hydrogel-based
hybrid magnetic scaffolds for tissue engineering applications, 30th Annual Conference of
the European Society for Biomaterials, 9-13.09.2019, Drezno, Niemcy.

A. Gilarska, S. Fiejdasz, S. Zapotoczny, M. Nowakowska, C. Kapusta, Magnetic
nanoparticles as inorganic components of hybrid materials for tissue regeneration,
XXXVIIth Biennial Meeting of the Spanish Royal Society of Physics, 15-17.
07.2019, Saragossa, Hiszpania.

A. Gilarska, J. Lewandowska-Lancucka, W. Horak, M. Nowakowska, Biopolymeric
hydrogels as injectable scaffold materials for tissue regeneration, Innovative technologies
in biomedicine, 22-24.10.2018, Krakow.

A. Gilarska, S. Fiejdasz, C. Kapusta, M. Nowakowska, S. Zapotoczny, Characterization
of magnetic nanoparticles coated with chitosan derivatives for tissue engineering
application, NanoBio - International Conference on Nanotechnologies and
Bionanoscience, 24-28.09.2018, Heraklion, Kreta, Grecja.

A. Gilarska, J. Lewandowska-Lancucka, M. Nowakowska, Physicochemical and
biological properties of biomimetic hydrogel materials for tissue engineering application,
4th International Conference on Biomedical Polymers & Polymeric Biomaterials, 15-18.
07.2018, Krakow.

A. Gilarska, S. Fiejdasz, C. Kapusta, M. Nowakowska, S. Zapotoczny, Chitosan and its
derivatives as biocompatible coatings and scaffold materials, 4th International
Conference on Biomedical Polymers & Polymeric Biomaterials, 15-18.07.2018, Krakow,
poster.

S. Fiejdasz, A. Gilarska, J. Lewandowska-Lancucka, S. Zapotoczny, M. Nowakowska, C.
Kapusta, Nanoparticles as building blocks for tissue engineering scaffolds, 9th
International Workshop on Interfaces: New Frontiers in Biomaterials, 16-18.04.2018,
Santiago de Compostela, Hiszpania.

A. Bula, A. Gilarska, J. Lewandowska-Lancucka, A. Latkiewicz, M. Nowakowska,
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