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Problem regeneracji tkanki kostnej jest powaznym wyzwaniem zaréwno dla
praktykow, lekarzy ortopedow i traumatologéw jaki i dla specjalistow prowadzacych szeroko
zakrojone, interdyscyplinarne badania naukowe dotyczace tego zagadnienia. Urazy i
choroby, takie jak np. osteoporoza, choroby zwyrodnieniowe stawow, wrodzona tamliwo$¢
kosci czy choroba Pageta, uposledzaja normalne funkcje kosci, prowadza do ich zlaman
uniemozliwiajgc lub utrudniajgc poruszanie, niejednokrotnie powodujac silny bol i kalectwo.
W zwigzku z tym znaczaco wzrosta konieczno$¢ wykonywania operacji wszczepiania
implantéw kostnych. Naturalng koleja rzeczy byl wiec rozwoj nowych materiatow

implantacyjnych i metod ich produkcji.

Glownym celem badan realizowanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej byto
otrzymanie funkcjonalnych uktadow hybrydowych zbudowanych z matrycy polimerowej z
rozproszonymi w nich nanoczgstkami hydroksyapatytu oplaszczonymi polimerem oraz
nano/mikro czastkami polimerowymi zawierajagcymi inkorporowane substancje biologicznie
aktywne, potencjalnie przydatnych w terapii regeneracyjnej tkanki kostnej. W pierwszym
etapie badan podje¢to prace zmierzajace do opracowania dobrze zdefiniowanych nanoczastek
hydroksyapatytu, ktorych wiasciwosci pozwolityby na zastosowanie ich jako stabilnego
dodatku do rusztowan przeznaczonych do hodowli komoérek w regeneracyjnej terapii
ortopedycznej. W kolejnym etapie skoncentrowano si¢ na otrzymaniu polimerowych
no$nikéw substancji biologicznie aktywnych. Zdecydowano, ze funkcje te peli¢ beda
mikrosfery otrzymane na bazie alginianu i1 hydroksypropylocelulozy, lub samoorganizujace
si¢ nanoczastki modyfikowanego chitozan i siarczanu chondroityny. W kolejnym kroku
skupiono si¢ na syntezie rusztowan komorkowych na bazie naturalnego polisacharydu, jakim
jest chitozan, sieciowanego geniping. W ostatnim etapie otrzymano hybrydowe rusztowania
polimerowe zawierajace zarowno stabilne czastki nanohydroksyapatytu jak i nano/mikrosfery
z fosfataza alkaliczg. Takie materialy przebadano pod katem ich aktywnos$ci biologiczne; w
kierunku mineralizacji. Wszystkie uzyskane materialy byly poddane testom pozwalajagcym

okresli¢ ich cytotoksycznos$c¢.



Czastki hydroksyapatytu sg niestabilne w roztworach wodnych 1 ulegaja agregacji.
Podobne zjawisko mozna zaobserwowaé po wprowadzeniu takiego materialu do matryc
polimerowych. Z czasem czastki ulegaja separacji fazowej, co jest zjawiskiem wysoce
niepozadanym. Podczas projektowania $ciezki syntezy stabilnych nanoczastek zatozono ich
stabilizacje przy uzyciu glownie pochodnych naturalnych polisacharydéw. Obecnie na duzg
skale stosuje si¢ niemodyfikowane polisacharydy, zaréwno jako matryce polimerowa
tworzaca rusztowanie komorkowe, jak 1 srodowisko syntezy nanoczastek hydroksyapatytu.
Rozwigzanie to jest jednak niezadowalajace, poniewaz polimery niecobdarzone trwatlym
fadunkiem nie wykazuja interakcji na nieorganicznymi czastkami w dluzszej skali czasowe;.
Zdecydowano zatem o zastosowaniu bardziej innowacyjnego uktadu, ktérego podstawg jest
zastosowanie pochodnych jonowych polisacharydéw posiadajacych trwaty tadunek w
szerokim przedziale pH. W niniejszej pracy modyfikacje te objely wprowadzenie ugrupowan

jonowych do naturalnych polisacharydow tj. chitozanu, hydroksypropylocelulozy.

Nanostrukturalny hydroksyapatyt otrzymano stosujac standardowa metode syntezy
polegajaca na wspoélstrgcaniu jonéw wapnia i fosforanu w srodowisku zasadowym. W celu
zapewnienia stabilnosci wodnej dyspersji nanoczastek w tym uktadzie, na etapie tworzenia do
uktadu wprowadzono kationowg pochodng chitozanu. Pochodna chitozanu pozwolita na
uzyskanie = warstwy oplaszczajacej powierzchni¢ HAp, silnie z nig zwigzanej, dzigki
wystepowaniu wigzan wodorowych 1 koordynacyjnych pomigdzy grupami aminowymi
chitozanu a jonami wapnia nanoczastki. Oddziatywania elektrostatyczne optaszczonych
nanoczgstek przeciwdzialajg ich agregacji. W ten sposob otrzymano stabilng, jak pokazatly
pomiary zeta-potencjatu, zawiesing CKHAp o tadunku powierzchniowym dodatnim. W celu
otrzymania nanoczastek o tadunku powierzchniowym ujemnym, zastosowano technike
,warstwa po warstwie” (LbL) 1 zaadsorbowano warstwg anionowej pochodnej chitozanu na
powierzchni HAp o tadunku dodatnim. Adsorpcje anionowej pochodnej réwniez
potwierdzono pomiarami zeta-potencjatu, z ktorych wynika, iz otrzymana zawiesina
nanoczastek jest stabilna, a uklad wciaz charakteryzuje si¢ nanometrycznymi rozmiarami.
Podobne zaleznoS$ci zaobserwowano przy zastosowaniu pochodnych

hydroksypropylocelulozy do optaszczania nanoczastek.

W celu zwigkszenia bioaktywnos$ci rusztowan polimerowych wprowadzono do ich
matrycy mikrosfery zawierajace fosfatazg alkaliczng lub insuling. Fosfataza alkaliczna to
biatko uczestniczace w procesie mineralizacji ko$ci. Insulina za$§ synergicznie z biatkiem

morfogenetycznym reguluje procesy réznicowania komorek. Kluczowym zatem bylo



stworzenie dobrze zdefiniowanych nosnikow tych bitek, a nastepnie sprawdzenie procesu ich
uwalniania po umieszczeniu w matrycy chitozanowej sieciowanej geniping. Takie
dostarczenie leku w materiale implantacyjnym gwarantuje nie tylko dostarczenie biatka w
okreslonym przedziale czasu poprzez dyfuzje z wnetrza nos$nika, ale i w pdzniejszym czasie,
w trakcie procesu degradacji calej matrycy. Do syntezy mikrosfer polimerowych

wykorzystano technike emulsyjna.

Rusztowania polimerowe byly wytwarzane technika liofilizacji hydrozeli
chitozanowych sieciowanych genipina. Proces ten pozwolit uzyska¢ sztywny materiat o duzej
liczbie otwartych poréw, co zapewnia swobodny doptyw substancji odzywczych do komoérek
hodowanych na takim podtozu. Ponadto materiat hydrozelowy stanowi idealne srodowisko do
hodowli komoérek ze wzgledu na swoje wlasciwosci takie jak: zwilzalno$¢, stopien
pecznienia, antybakteryjnos$¢ i nietoksycznosé. Podstawowy material zostal zmodyfikowany
poprzez wprowadzenie do jego skladu trzech substancji: pektyny, hydroksypropylocelulozy
lub kolagenu. Ponadto na powierzchni rusztowania osadzono polisacharydy odpowiedzialne
za procesy réznicowania i proliferacji komorek. Wszystkie przebadane rusztowania sa

nietoksyczne 1 z powodzeniem mogg znalez¢ zastosowanie biomedyczne.

W ostatnim etapie sprawdzono czy otrzymane materialy hybrydowe, zawierajace
nanoczastki hydroksyapatytu i nano/mikrosfery z inkorporowanymi biatkami, sprzyjaja
mineralizacji takiego ukladu. W tym celu materiaty inkubowano w sztucznym osoczu ( SBF)
a proces mineralizacji obserwowano wykorzystujac techniki mikroskopowe, gtownie SEM.
Obserwacje potwierdzaja pozytywny wplyw dodatku fozfatazy, na oroces mineralizacji

badanych uktadow.

Zrealizowano zatozone cele pracy, a otrzymane materialy posiadaja  potencjat

biomedyczny.



