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Hydrozele chitozanowe, wzbogacone nanostrukturalnymi...

W ostatnim czasie istotnego znaczenia nabieraja prace podejmowane w zakresie
inzynierii tkankowej zmierzajace do wprowadzenia do praktyki klinicznej innowacyjnych,
w pelni biozgodnych z ludzkim organizmem, rozwigzan pozwalajacych na regeneracjg
uszkodzonych struktur tkankowych. Jest to podyktowane wcigz wzrastajacg liczba
0s6b, ktéorym uszkodzenia tkanek, pochodzenia pourazowego lub spowodowane procesem
chorobowym, utrudniaja, a niejednokrotnie uniemozliwiaja normalne funkcjonowanie.

Jedna z dynamicznie rozwijajacych sie strategii terapeutycznych inzynierii tkankowej
jest zastosowanie termowrazliwych hydrozeli, formujacych sig in situ. Zaleta takich uktadow
jest mozliwo$¢ wprowadzenia ich prekursorow (zoli) w miejsce docelowej implantacji metoda
matoinwazyjna, poprzez iniekcje. Dodatkowym atutem rozwiazan jest ich zdolnosc
do idealnego, szczelnego wypelnienia miejsca uszkodzenia.

Szczegolnie interesujaca grupg hydrozeli wrazliwych na wzrost temperatury stanowia
termowrazliwe ukfady chitozanowe, co wynika z unikalnych wlasciwosci, zwlaszcza
biologicznych, polimeru. Do tej pory hydrozele te wytwarzane byly glownie z roztworow
chlorku chitozanu z zastosowaniem soli disodowe] B-glicerofosforanu, jako substancji
sieciujacej i/lub regulujacej pH.

Naukowey od kilku lat wykazuja takze duze zainteresowanie modyfikowanymi
ukladami chitozanowymi, wzbogaconymi nanostrukturalnymi materialami  weglowymi
m.in. tlenkiem grafenu. Zaréwno doskonate whasciwosci  poszezegdlnych skiadnikow
nanokompozytow, jak 1 ich efekt synergiczny pozwalaja na otrzymanic materialow
o znakomitych wlasciwosciach.

Celem badan wiasnych prezentowanych w ramach rozprawy doktorskiej bylo
wytworzenie nowych struktur chitozanowych, w postaci termowrazliwych hydrozeli,
formujacych si¢ w temperaturze zblizonej do fizjologicznej temperatury ciata ludzkiego,
przeznaczonych do potencjalnego zastosowania w inzynierii tkankowej jako scaffoldy
do hodowli komoérkowych. Uklady te sporzadzono z roztworéw mleczanu oraz chlorku
chitozanu z zastosowaniem, jako $rodka wspierajacego sieciowanie, soli nukleotydu
pirymidynowego — s6l disodowa 5°-monofosforanu urydyny (UMP), ktéra wykazuje dziatanie
neuroprotekcyjne i neuroregeneracyjne. Rozwiazanie to zostalo objgte ochrong patentows.
Dodatkowo dokonano modyfikacji opracowanych hydrozeli o wprowadzenie do matrycy
polimerowej nanonapetniacza w postaci tlenku grafenu.

Wykonano badania poréwnawcze znanych z literatury przedmiotu hydrozeli
zawierajacych pigciowodna sol disodowa B-glicerofosforanu (B-GP) z opracowanymi nowymi

uktadami chitozanowymi z UMP.
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W' ramach przeprowadzonych prac dokonano charakterystyki fizykochemicznej
wytworzonych ukladéw chitozanowych, zaproponowano mechanizmy formowania hydrozeli
oraz wykonano biologiczne badania biozgodnosci biomateriatéw w warunkach in vitro.

W celu dokonania charakterystyki fizykochemicznej hydrozeli, w pierwszej kolejnosci,
okreslono temperatur¢ przemiany zol-zel ukladéw koloidalnych w oparciu o pomiary
reologiczne i eksperymenty z zastosowaniem spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR). Hydrozele analizowano stosujgc takze: spektroskopic w podczerwieni
z transformacja Fouriera (FTIR), dyfrakcje promieniowania rentgenowskiego (XRD),
skaningowa mikroskopig clektronowa (SEM) oraz roznicowg kalorymetrie skaningowg (DSC),

W ramach badan biologicznych oceniono cytotoksyczno$é (test redukcji resazuryny)
oraz genotoksycznos¢ (alkaliczna wersja testu kometowego) hydrozeli wobec ludzkiej linii
komoérkowej gruczolakoraka okreznicy HT-29 oraz prawidlowej ludzkiej linii fibroblastéw BJ.

Wykazano, ze istnieje mozliwosé wytworzenia, z niskostezonych koloidalnych
roztworow soli chitozanu, termowrazliwych hydrozeli z zastosowaniem solj disodowej 5°-
monofosforanu urydyny.

Przeprowadzone badania pozwolily stwierdzi¢, iz dla uktadéw chitozanowych z f-GP
zachodzi przemiana zol-zel, natomiast dla koloidow z UMP — przemiana zel-zol-zel.
Mikroobrazy SEM wykazaly, iz rodzaj zastosowanego Srodka wspierajacego sieciowanie
wywiera znacznie wigkszy wplyw na strukture ukladéw chitozanowych niz rodzaj uzytego
rozpuszczalnika. Scaffoldy z UMP cechowaly sie wysoce porowata, wzajemnie potaczong
struktura w poréwnaniu z uktadami z B-GP. Rodzaj uzytego $rodka wspierajacego sieciowanie
wplyngt takze na ksztah termograméw DSC pierwszego grzania oraz liczbe pikow o
charakterze endotermicznym.

Analiza widm FTIR oraz dyfraktograméow  XRD hydrozeli poddanych
kondycjonowaniu w wodzie dejonizowanej wykazala, ze wraz z wydtuzeniem czasu
kondycjonowania pojawiaja si¢ zmiany w strukturze uktadéw. Ksztalt widm oraz
dyfraktograméw upodobnit si¢ do widma oraz dyfraktogramu proszku chitozanowego, co
swiadezy o uwolnieniu B-GP, jak i UMP ze struktury biomaterialow. Poréwnujac jednak
dynamike obserwowanych zmian, stwierdzono, iz uklady z UMP szybciej uwalnialy $rodek
wspierajacy sieciowanie niz hydrozele z B-GP.

Na  podstawie dokonanej interpretacji  wynikow przeprowadzonych badan
Zaproponowano autorskie mechanizmy formowania termowrazliwych hydrozeli.

Badania biologiczne wykazaly, iz opracowane hydrozele z sola disodowa 5°-

monofosforanu urydyny mogg stanowi¢, pod wzgledem biozgodnosci, rozwigzanie
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konkurencyjne dla klasycznych uktadéw z pieciowodng solg disodowa B-glicerofosforanu.
Zaden z rozpatrywanych wariantow hydrozeli nie indukowal bowiem dziatania cyto-
1 genotoksycznego wobec komorek obu linii, a uklad sporzadzony z roztworu mleczanu
chitozanu z UMP wykazywat nawet efekt profibroblastyczny.

Z kolei wprowadzenie do matrycy polimerowej nanonapetniacza w postaci tlenku
grafenu spowodowato obniZenie temperatury przemiany zol-zel koloidéw chitozanowych,
wplywajac przy tym na poprawe wiasciwosci mechanicznych uktadéw. Struktura scaffoldéw
z B-GP z dodatkiem tlenku grafenu cechowata si¢ wieksza porowatoscig niz hydrozeli
bez nanonapelniacza, a dla uktadéw modyfikowanych z UMP nie odnotowano znaczacych
zmian.

Zastosowanie niskich stgzen tlenku grafenu, w przypadku uktadéw sporzadzonych
z roztworéw mleczanu chitozanu z $-GP oraz UMP, promowalo przezywalnosé¢ komorek linii
BJ na poziomie powyzej 100%, nie indukujac przy tym dziatania genotoksycznego.

Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, iz obrany kierunek badan jest obiecujacy,
a opracowane hydrozele chitozanowe stanowia atrakcyjny materiat rokujacy szanse

zastosowania jako scaffoldy w inzynierii tkankowe;j.



