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STRESZCZENIE

Choroby kosci stanowig istotne wyzwanie zdrowotne o zasiggu globalnym,
dotykajac osoby w roznym wieku i obu pici. U os6b powyzej 50. roku zycia odpowiadajg
za okoto potoweg wszystkich schorzen przewleklych. Do najczestszych naleza choroba
zwyrodnieniowa stawow 1 osteoporoza, ktore dotykaja odpowiednio okoto 7,6% 1 2,5%
populacji §wiatowe;.

Tkanka kostna ulega ciagtej przebudowie dzigki aktywnosci komorek kostnych,
jednak w przypadku zlaman patologicznych lub duzych ubytkéw jej zdolnos¢ do
regeneracji bywa niewystarczajaca. Proces ten dodatkowo utrudniaja choroby
ogolnoustrojowe, infekcje oraz niedostateczne unaczynienie. Cho¢ przeszczepy
autologiczne sg uznawane za ,,ztoty standard”, ich stosowanie wiaze si¢ z ograniczeniami,
a alternatywne metody nie zawsze zapewniaja skuteczng regeneracje.

W odpowiedzi na wyzwania wspdlczesnej medycyny regeneracyjnej, w swojej
pracy doktorskiej podjetam si¢ zaprojektowania 1 wytworzenia koniugatow
przeznaczonych do zastosowania jako skladniki implantu zastepujacego ubytki kostne.
Kompozyty te miaty peli¢ rolg tymczasowej matrycy komorkowej oraz wspomagaé
regeneracje uszkodzonej tkanki.

Celem mojej pracy byto opracowanie innowacyjnych materiatow o wlasciwosciach
proregeneracyjnych, przeznaczonych do zastosowan w inzynierii tkanki kostnej. W tym
celu zaprojektowatam, zsyntezowatam i scharakteryzowatam trzy typy koniugatow, ktore
sktadaty si¢ z chitozanu, maleimidoaminokwasu oraz wyselekcjonowanych peptydow
stanowigcych fragmenty czynnikOw wzrostu, roznily si¢ sposobem integracji peptydow z
matrycg chitozanowa oraz mechanizmem ich uwalniania.

Pierwszy typ koniugatu zawieral chitozan z kowalencyjnie przylaczonym,
biologicznie aktywnym peptydem ug4. Do jego sprzezenia z chitozanem zastosowalam
facznik maleimidowy. Drugi typ stanowila mieszanina chitozanu z wolnym peptydem
ug51, ktory ulegal powolnej autohydrolizie, stopniowo uwalniajac aktywne sekwencje do
srodowiska tkanki kostnej. Trzeci typ koniugatu zawierat chitozan z fibrylami
peptydowymi ug52, cechujgcymi si¢ wysoka stabilnos$cig i kontrolowanym, dlugotrwatym
uwalnianiem peptydoéw, co czyni je obiecujgcym materiatem o przedluzonym dziataniu

terapeutycznym. Zaprojektowane przeze mnie peptydy zawieralty dodatkowo sekwencje



rozpoznawane przez metaloproteinaze macierzy zewnatrzkomorkowej 7 (MMP-7), co
umozliwiato ich enzymatyczne, kontrolowane uwalnianie w warunkach fizjologicznych,
bezposrednio w miejscu implantacji. Stabilno$¢ peptydow w wodzie i medium
hodowlanym oraz miejsce degradacji enzymatycznej przez MMP-7 analizowatam za
pomocg chromatografii cieczowej 1 spektrometrii mas.

Badania biologiczne, obejmujace ocen¢ cytotoksycznosci 1 proliferacji
osteoblastow w kontakcie z badanymi zwigzkami, przeprowadzitam we wspolpracy z
Instytutem Biotechnologii i Medycyny Molekularnej w Gdansku. Na podstawie wynikow
biologicznych 1 analizy ekonomicznej wybratam peptyd wykazujacy najwyzsza
aktywno$¢, dla ktorego opracowatam i1 zoptymalizowatam procedure syntezy w skali
pottechniczne;.

Przeprowadzitam syntez¢ aktywnego estru maleimidoglicyny oraz opracowatam
metod¢ funkcjonalizacji chitozanu poprzez przylaczenie maleimidoaminokwasu. Stopien
podstawienia analizowatam metoda HPLC po uprzedniej optymalizacji warunkow
chromatograficznych i doborze wzorca zewnetrznego. Na tej podstawie zaprojektowatam
i zoptymalizowatam synteze koniugatu peptyd—chitozan, uzyskanego na drodze
kowalencyjnego sprz¢zenia wybranego peptydu z sfunkcjonalizowanym chitozanem.
Skuteczno$¢ sprze¢zenia oceniatam metoda HPLC, uwzgledniajac walidacje warunkow
analitycznych 1 dobor wzorca kalibracyjnego.

Uzupehieniem pracy bylo otrzymanie fibryli peptydowych o witasciwosciach
proregeneracyjnych oraz ich szczegoétowa charakterystyka fizykochemiczna, obejmujaca
testy agregacyjne, spektroskopi¢ dichroizmu kotowego (CD), barwienie tioflawing T oraz
transmisyjng mikroskopie elektronowa (TEM).

Podsumowujac, przeprowadzitam optymalizacj¢ procesu syntezy peptydow,
funkcjonalizacj¢ chitozanu oraz analiz¢ fizykochemicznych i biologicznych wtasciwos$ci
otrzymanych koniugatow 1 struktur fibrylarnych. Opracowane przeze mnie koniugaty
miaty na celu stworzenie bioaktywnego Srodowiska wspierajacego proces regeneracji
tkanki kostnej oraz kontrolowang prezentacj¢ bioaktywnych komponentow. Krazki
kompozytowe zostaty przygotowane we wspotpracy z Instytutem Ceramiki i Materialow
Budowlanych w Warszawie, Sie¢ Badawcza Lukasiewicz. Opracowane materiaty zostaty
scharakteryzowane pod katem wlasciwosci fizykochemicznych oraz aktywnosci
biologicznej. Dla kompozytu wykazujacego najlepsze wilasciwosci proregeneracyjne
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przeprowadzono badania implantacyjne w Centrum Badan Przedklinicznych Uniwersytetu
Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu, oceniajace toksyczno$é ostra oraz
miejscowg reakcj¢ tkanki kostnej po wszczepieniu biomaterialu. Badania przedstawione w
niniejszej dysertacji majg charakter interdyscyplinarny, uzyskane wyniki poszerzaja

wiedze Swiatowa w zakresie materiatéw kompozytowych do wypetnien kosci.



ABSTRACT

Bone diseases represent a major global health challenge, affecting individuals
across all age groups and genders. Among people over the age of 50, these conditions
account for nearly half of all chronic illnesses. The most prevalent bone disorders—
osteoarthritis and osteoporosis—affect approximately 7.6% and 2.5% of the global
population, respectively.

Bone tissue undergoes continuous remodelling driven by the coordinated activity
of bone cells. However, in cases of pathological fractures or extensive bone defects, the
intrinsic regenerative capacity of bone may be insufficient. This regenerative potential is
further compromised by systemic diseases, infections, or poor vascularization. Although
autologous bone grafts remain the clinical “gold standard” for bone repair, their use is
limited, and alternative methods often fail to ensure predictable and effective regeneration.

In response to these challenges, my doctoral research focused on the design and
development of composite materials intended for use in implants for bone defect repair.
These composites were engineered to function as temporary cellular scaffolds and to
promote the regeneration of damaged bone tissue.

The primary aim of the study was to develop innovative composite materials with
pro—regenerative properties for applications in bone tissue engineering. To achieve this, I
designed, synthesized, and characterized three types of composites composed of chitosan,
a 2-Maleimido acetic acid, and selected peptides derived from growth factor sequences.
The composites differed in the mode of peptide integration into the chitosan matrix and in
their peptide release mechanisms.

The first composite type consisted of chitosan covalently conjugated with the
biologically active peptide ug4 via a maleimide linker. The second was a physical mixture
of chitosan and free peptide ug51, which underwent slow autohydrolysis, gradually
releasing active sequences into the bone tissue environment. The third composite
incorporated chitosan and peptide fibrils of ug52, which exhibited high stability and
enabled controlled, sustained peptide release, making them a promising platform for long—
term therapeutic application.

The designed peptides included sequences recognized by matrix metalloproteinase—

7 (MMP-7), enabling enzymatically controlled release under physiological conditions



directly at the site of implantation. Peptide stability in aqueous and culture media, as well
as enzymatic cleavage sites, were investigated using liquid chromatography and mass
spectrometry.

Biological evaluation—including cytotoxicity assays and osteoblast proliferation
studies in the presence of the developed materials—was carried out in collaboration with the
Institute of Biotechnology and Molecular Medicine in Gdansk. Based on the biological
activity and cost—effectiveness analysis, the most promising peptide was selected, and a
pilot—scale synthesis procedure was developed and optimized.

I synthesized an active ester of maleimidoglycine and established a method for
chitosan functionalization via conjugation with a maleimidoamino acid. The degree of
substitution was quantified using high—performance liquid chromatography (HPLC),
following optimization of chromatographic conditions and selection of an external
calibration standard. These results enabled the design and optimization of the peptide—
chitosan conjugate via covalent coupling. The efficiency of peptide conjugation was
assessed by HPLC under validated analytical conditions.

The project also included the fabrication and detailed physicochemical
characterization of pro-regenerative peptide fibrils. This characterization involved
aggregation assays, circular dichroism (CD) spectroscopy, thioflavin T staining, and
transmission electron microscopy (TEM).

In summary, the work optimized synthetic procedures for bioactive peptides,
established a method for chitosan functionalization, and comprehensively evaluated the
physicochemical and biological properties of the resulting peptide—chitosan conjugates and
fibrillar structures. The developed composites were designed to provide a bioactive
environment conducive to bone tissue regeneration and to facilitate the controlled release
of therapeutic agents.

Composite discs were prepared in collaboration with the Institute of Ceramics and
Building Materials in Warsaw, a member of the Lukasiewicz Research Network. The
materials were analysed for their physicochemical and biological properties. For the
composite exhibiting the highest regenerative potential, implantation studies were
conducted at the Centre for Preclinical Research of the Wroclaw Medical University,

assessing acute toxicity and local tissue response following bone implantation.
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This dissertation presents an interdisciplinary research approach and contributes
novel findings to the global body of knowledge in the field of bioactive bone—filling

composite materials.
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do chitozanu

— bioszkto PS5 domieszkowane ZnO + chitozan + CH-m4.4—ug4,
peptyd ugd4 przylaczony kowalencyjnie w ilosci 3,4% wagowych
do chitozanu

— bioszklo P5 domieszkowane SrO + chitozan + CH-m4.4—ug4,
peptyd ugd przylaczony kowalencyjnie w ilosci 1,6% wagowych
do chitozanu

— bioszkto P5 domieszkowane ZnO + chitozan + CH-m4.4—ug4 + peptyd
ug46, peptyd ugd przylaczony kowalencyjnie w ilosci 3,4% wagowych
do chitozanu, ug46 zaadsorbowany na kompozycie w stgzeniu 29 ng
peptydu na 1 krazek

— bioszklo P5 domieszkowane ZnO + chitozan + peptyd ug51
zaadsorbowany na kompozycie w stgzeniu 10ug peptydu na 1 krazek

— bioszkto PS5 domieszkowane SrO + chitozan + peptyd ug5l
zaadsorbowany na kompozycie w stgzeniu 10ug peptydu na 1 krazek

— bioszkto PS5 domieszkowane SrO + chitozan + peptyd ug52 (liofilizat)
zaadsorbowany na kompozycie w st¢zeniu 100ug peptydu na 1 krazek

— bioszkto PS5 domieszkowane ZnO + chitozan + peptyd ug52 w formie
fibryli peptydowych zaadsorbowany na kompozycie w stezeniu 100 pg na
1 krazek
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I. WPROWADZENIE

Choroby kosci stanowig powazny, globalny problem zdrowotny, dotykajacy ludzi
we wszystkich grupach wiekowych 1 niezaleznie od plci. Najpowszechniejsza chorobg
zapalng kosci jest choroba zwyrodnieniowa stawow, ktéra w 2020 roku dotykata okoto 595
milionow pacjentéw na catym $wiecie, co stanowito okoto 7,6% $wiatowej populacji [1].
Inng chorobg kosci jest osteoporoza, ktora dotyka 200 milionéw ludzi na catym $wiecie
[2]. Charakteryzuje si¢ uktadowym uposledzeniem masy kostnej i mikroarchitektury kosci,
co prowadzi do ztaman z powodu kruchos$ci kosci [3]. Szacuje si¢, ze osteoporoza jest
przyczyna ponad 8,9 miliona zlaman rocznie, co oznacza, ze co 3 sekundy dochodzi do
ztamania osteoporotycznego [4]. Stosunek ztaman osteoporotycznych u kobiet do
mezczyzn wynosi okoto 2 : 1. Oznacza to, Ze kobiety stanowig wigkszo$¢ pacjentow z tego
typu ztamaniami. Szacuje si¢, ze 80% ztaman przedramienia, 75% ztaman kos$ci ramiennej,
70% ztaman biodra oraz 58% ztaman kregostupa dotyczy kobiet. W okresie menopauzy
spadek estrogenu ma wigksze skutki u kobiet niz u mezczyzn w podobnym wieku.
Dodatkowo, wczes$niejsze ztamanie wigze si¢ z ponad 80% wzrostem ryzyka wystapienia
kolejnego ztamania [5]. Jedna na trzy kobiety i co najmniej jeden na sze$ciu mezczyzn
dozna ztamania osteoporotycznego w swoim zyciu. Co minut¢ w Unii Europejskiej pojawia
si¢ osiem nowych przypadkow ztamania. Szacuje si¢, ze ponad 23 miliony mezczyzn 1
kobiet w Unii Europejskiej jest narazonych na wysokie ryzyko zlaman osteoporotycznych.
Ponadto osteoporoza stanowi znaczne obcigzenie dla systemow opieki zdrowotnej,
wyczerpujac wazne zasoby ekonomiczne 1 ludzkie. Roczny koszt leczenia osteoporozy
szacuje si¢ na 57 miliardow euro w krajach Unii Europejskiej oraz w Wielkiej Brytanii 1
Szwajcarii [6]. Catkowita globalna czesto$¢ wystgpowania osteoporozy ma 0siggnac
szacunkowo 263,2 miliona miedzy rokiem 2030 a 2034 [1].

Na tle tych danych warto réwniez zwrdci¢ uwage na inne, cho¢ znacznie rzadsze,
schorzenia ukladu kostnego, ktére mimo nizszej czgstosci wystepowania majg istotne
implikacje kliniczne. Nowotwory pierwotne kosci stanowig mniej niz 1% wszystkich
nowotworow, jednak zlosliwe nowotwory kosci stanowia okoto 6% wszystkich
nowotworOw u dzieci. Do najczestszych podtypdw nowotworow kosci naleza
kostniakomigsak 1 migsak Ewinga [7]. Istotnym problemem klinicznym pozostaja
przerzuty do tkanek kostnych, ktore sa jednymi z najczgstszych miejsc przerzutdow w

organizmie. Kos¢ jest dotknigta przerzutami w ponad 70% przypadkéw u pacjentéw z
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przerzutowym rakiem piersi oraz w okolo 30%-40% przypadkéw u pacjentow z
zaawansowanym rakiem ptuc. W Stanach Zjednoczonych okoto 350 000 oso6b rocznie
umiera z powodu przerzutow do kosci. Mimo postepu w leczeniu nowotworow
pierwotnych, wskaznik przezycia pacjentow z przerzutami do ko$ci pozostaje niski, a
sytuacja ta nie ulegta poprawie w ciggu ostatnich dwoch dekad [8].

Choroby uktadu kostnego stanowig potowe chorob przewlektych u oséb powyzej
50. roku zycia. Starzenie si¢ spoleczenstw prowadzi do wyraznego wzrostu liczby
zwigzanych z wiekiem uszkodzen kosci — prognozy dla Standéw Zjednoczonych wskazuja
na wzrost tych przypadkéw z 2,1 miliona w 2005 roku do 3 milionéw w roku 2025 [9].
Podobny trend obserwuje si¢ w Europie, gdzie przewiduje si¢ wzrost liczby ztaman o okoto
28% w okresie 2010-2025, co wigze si¢ z rosngcym odsetkiem 0s6b w podesztym wieku
[4, 10, 11].

Wobec rosngcej czestosci schorzen kostnych coraz wigkszego znaczenia nabiera
zrozumienie biologicznych witasciwosci tkanki kostnej, w tym jej unikalnej zdolnosci do
samoregeneracji. Kos¢ jest jedng z nielicznych tkanek w organizmie ludzkim, ktéra potrafi
odtworzy¢ swoja strukture i funkcje dzigki skoordynowanym mechanizmom naprawy
komorkowej [9]. W przypadku niewielkich ubytkow kostnych naturalne procesy
regeneracyjne sa zazwyczaj wystarczajagce 1 nie wymagaja interwencji medyczne;j.
Jednakze zdolno$¢ regeneracyjna kosci ma swoje ograniczenia, szczegolnie gdy ubytek
przekracza tzw. prog wielkosci krytycznej (CSD — ang. critical size defect), definiowany
jako dlugos¢ powyzej okoto 2 cm lub brak obejmujacy ponad 50% obwodu kosci (Rysunek
1) [12]. W takich sytuacjach mechanizmy endogenne okazuja si¢ niewystarczajace, a
prawidtowy zrost nie zachodzi samoistnie. Ztozone i rozlegle ubytki kostne moga wynikac
nie tylko z procesu starzenia czy osteoporozy, ale rOwniez z urazoOw komunikacyjnych badz
konieczno$ci chirurgicznej resekcji guzow kosci. Tego typu przypadki czesto
charakteryzuja si¢ zaburzeniami w przebiegu procesu gojenia, co skutkuje niepetng lub
niefunkcjonalng odbudowg struktury kostnej. Dodatkowe czynniki, takie jak utrata
miejscowego unaczynienia czy obecno$¢ infekcji, mogg dodatkowo komplikowac
regeneracje, prowadzac do opdznienia zrostu, jego nieprawidlowego przebiegu, a w

skrajnych przypadkach do catkowitego braku zrostu [10, 13, 14].
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Rysunek 1. Ko$¢ posiada zdolno$¢ do regeneracji ubytkow mniejszych niz CSD. Jednak w przypadku, gdy
ubytek przekracza ten rozmiar objetosciowy, proces gojenia prowadzi gtdéwnie do zwldknienia, a nie do

wlasciwej regeneracji tkanki kostnej poprzez osteogenezg. Opracowanie wlasne na podstawie [12].

Autologiczne przeszczepy kostne pozostaja tzw. ,,ztotym standardem” w leczeniu
ubytkéw kostnych, jednak ich zastosowanie wigze si¢ z istotnymi ograniczeniami. Do
najczestszych naleza: ryzyko wtérnego uszkodzenia, mozliwos¢ infekcji w miejscu
pobrania, konieczno$¢ precyzyjnego dopasowania ksztattu przeszczepianej koSci oraz
potencjalna niewydolno$¢ przeszczepu wynikajaca z ograniczen biologicznych materialu
autogennego [13]. Alternatywa sa przeszczepy allogeniczne i1 heterogeniczne, ktérych
efektywnos¢ ogranicza jednak niedostateczna integracja oraz stabe unaczynienie w miejscu
ubytku. Dodatkowo ich stosowanie obarczone jest ryzykiem immunologicznego odrzutu
oraz mozliwo$cig transmisji patogendw. W leczeniu rozlegtych lub zakazonych ubytkow
kostnych, zwtaszcza w obrgbie konczyn dolnych 1 w urazach powstatych w wyniku
dzialania znacznych sit mechanicznych, stosuje si¢ takze technike Ilizarowa oraz technike
Masqueleta. Metoda Ilizarowa polega na zastosowaniu zewngtrznego stabilizatora w
postaci systemu pierscieni 1 drutéw [10, 15] natomiast technika Masqueleta wykorzystuje
tymczasowy cementowy dystanser z polimetakrylanu metylu (PMMA) oraz stabilizacje
zewngetrzng [11, 15, 16].

W odpowiedzi na ograniczenia tradycyjnych metod coraz wigksze zainteresowanie

budza syntetyczne substytuty kosci. Nalezy jednak podkresli¢, ze ich zastosowanie —
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zarbwno w przypadku materialéw biologicznych, jak i1 syntetycznych — powinno by¢

indywidualnie dostosowane do charakterystyki ubytku [17].

1. Hierarchiczna anatomia kosci
Kos$¢ jest wysoce unaczyniong, dynamiczng tkanka podlegajaca nieustannej
przebudowie. Cechuje si¢ sztywnos$cig, twardoscig oraz wyjatkowa zdolnoscig do naprawy
1 regeneracji. W organizmie peni liczne funkcje [13, 18, 19]:
e mechaniczne — ochrona narzagdoéw, nadawanie ksztattu, umozliwienie ruchu,
e syntetyczne — udziat w hematopoezie (syntezie komorek krwi),
e metaboliczne — magazynowanie mineralow, regulacja poziomu wapnia i
fosforanow, a takze gromadzenie thuszczu.
Struktura kosci jest wysoce zorganizowana 1 hierarchiczna. Obejmuje ona:
o makrostrukture — ztozong z kosci beleczkowatej (gabczastej) i zbitej (korowe;j),
e mikrostrukture — obejmujaca kanaly Haversa, osteony i blaszki,
e nanostrukture — sktadajaca si¢ z mineralow i kolagenu.

Schemat hierarchicznej budowy kosci przedstawitam na Rysunku 2.

Mikro Nano
krysztaty
hydroksyapatytu  potréjna helisa
. kanaly Dkolagenu
i | Haversa
osteon k 0
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i i | . NCPs (np.GAGs)
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kos¢ zbita  kos¢ ggbczasta osteoklast

Rysunek 2. Hierarchiczna struktura kosci dtugiej. Opracowanie wtasne na podstawie [20].

wtdkna
kolagenowe

enty tkanki IV — Elementy strukturalne V — Sktadniki
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1.1 Makrostruktura (koSci zbite i gabczaste)

W ujeciu makroskopowym ko$¢ dzieli si¢ na dwa podstawowe typy: gesta 1 zwartg
ko$¢ zbitg (korowa) oraz bardziej porowata ko$¢ gabczasta (beleczkowa) (Rysunek 3).
Réznig si¢ one nie tylko stopniem porowatosci, ale rowniez lokalizacja w organizmie 1

pelnionymi funkcjami.

kos¢ gabczasta

kos¢ zbita

Rysunek 3. Budowa wewnetrzna kosci dhlugiej; widoczna jest ko$¢ gabczasta — tkanka o strukturze
beleczkowatej, dobrze unaczyniona, obecna gléwnie w nasadach — oraz ko$¢ zbita, czyli warstwa zewngtrzna
zbudowana z osteonow, nadajaca wytrzymato§¢ mechaniczng. Rysunek wlasny z wykorzystaniem programu

BioRender.

Kos¢ zbita stanowi gtowny sktadnik trzonow kosci dtugich 1 krotkich konczyn.
Obecna jest takze w obrebie trzonow kregow, koncoéw kosci dlugich, grzebienia
biodrowego oraz czaszki, gdzie otacza ko$¢ gabczasta. Porowato$¢ tej tkanki, wynikajaca
z obecnosci kanatow Haversa, wynosi okoto 3-5% 1 wzrasta wraz z wiekiem oraz
postepujacymi zmianami osteoporotycznymi [2, 20].

Kos$¢ gabczasta wystepuje gtdéwnie w nasadach kosci dtugich, kregdéw, zeber i
grzebieniu biodrowym. Tworzy przestrzenng, porowata sie¢ o wyzszym stosunku
powierzchni do objetosci w poréwnaniu do kosci zbitej [21] 1 charakteryzuje si¢ strukturg
przypominajacg gabke [22]. Zbudowana jest z plytek 1 precikdéw kostnych (Rysunek 4), z
ktorych kazdy osigga grubo$¢ okoto 200 um. Lacznie stanowig one 25-30% objetosci

tkanki, pozostatg cze$¢ zajmuje przestrzen szpikowa. W przebiegu osteoporozy dochodzi
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do degradacji ptytek i ich przeksztalcenia w strukture przypominajgcg prety beleczkowe
[23].

przestrzen
szpikowa

beleczki kostne

ptytki kostne

A n

Rysunek 4. Ko$¢ gabczasta sktada si¢ z szerszych ptytek i cienszych beleczek [24].

Na poziomie makroskopowym ko$¢ moze by¢ postrzegana jako kompozyt, w
ktorym gesta kos¢ zbita tworzy zewngtrzng powloke, a kos¢ gabczasta znajduje si¢ w jamie
szpikowej. Jej funkcja jest tlumienie obcigzen mechanicznych oraz efektywne

przenoszenie sil na bardziej wytrzymalg ko$¢ zbita [24].

1.2  Mikrostruktura

Tkanka kostna grubowtoknista (ko$¢ splotowata) zawiera przypadkowo utozone
wlokna kolagenowe typu I, ktore szybko ulegaja mineralizacji. Charakteryzuje si¢ wysoka
liczba osteoblastow i1 komorek osteoprogenitorowych oraz wigksza gestoscig komorek w
porownaniu do tkanki kostnej drobnowtodknistej [20, 24]. Cho¢ stanowi dominujaca forme
tkanki kostnej u rozwijajacego si¢ ptodu, obszary kosci splotowatej wystepuja rOwniez u
dorostych, szczegdlnie w miejscach intensywnej przebudowy. Pelni réwniez funkcje
naprawczg — tworzy kalus kostny (pierwotng strukture tacznotkankowsa i kostng), ktory
tymczasowo wypelnia przestrzen zlamania. Ko$¢ splotowata jest takze obserwowana w
zgbodotach, miejscach przyczepdw Sciggien oraz w przebiegu zapalenia kosci 1 szpiku [25,
26].

Tkanka kostna drobnowtdknista (ko$¢ blaszkowata) stanowi dojrzalg posta¢ tkanki

kostnej i dominuje w szkielecie osoéb dorostych. Powstaje na drodze remodelowania z
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tkanki grubowloknistej, przy udziale komorek kosciogubnych (osteoklastow) i
kosciotworczych (osteoblastow). Zbudowana jest z blaszek kostnych, zawierajacych
regularnie rozmieszczone widkna kolagenowe typu I. Stanowi glowny sktadnik zaréwno
kosci zbitej, jak 1 gabczastej (Rysunek 5) Blaszki w tej tkance moga tworzy¢ dwa
podstawowe uktady przestrzenne: okrezny oraz rurkowy. Ten drugi tworzy osteony, czyli
systemy Haversa, w ktorych centralng czgs¢ stanowi kanal Haversa otoczony przez 5 do
15 koncentrycznych blaszek. Kazda z nich ma grubo$¢ kilku mikrometrow, a kolagenowe
wiokna sg ulozone spiralnie wokot kanatu. W kanatach Haversa obecne sg naczynia
wlosowate, naczynia limfatyczne, drobne zyiki oraz luzna tkanka tgczna zawierajgca
komorki osteoprogenitorowe. Poszczegdlne kanaly Haversa sa ze soba polaczone
naczyniami poprzecznymi — kanatami Volkmanna — ktére dodatkowo tacza uktad Haversa

z naczyniami krwiono$nymi biegnacymi w okostnej [25, 26].

naczynia
krwionosne

spiralne utozenie ——|

widkien kolagenowyc osteon

wewnetrzne
blaszki
okalajace

zewnetrzne blaszki
okalajgce

kanaty
Volkmanna

érédkostna g kanaty Haversa

Rysunek 5. Szczegétowa budowa tkanki kostnej drobnowtdknistej z zaznaczonymi kanalami Haversa i

kanatami Volkmanna. Opracowanie wiasne na podstawie [27].
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Podsumowujac, kos¢ grubowtoknista cechuje si¢ nieuporzadkowanym uktadem
warstwowym wynikajacym z przypadkowego przebiegu widkien kolagenowych. Komorki
kostne, takie jak osteoblasty i osteocyty, rozmieszczone s3 nieregularnie. W
przeciwienstwie do niej, w kosci drobnowtdknistej komorki te sa uporzadkowane

koncentrycznie, co odzwierciedla strukture osteonéw w systemie Haversa (Rysunek 6)

b)

& e
T A

Rysunek 6. Przekr6j histologiczny ukazujacy szczegdly: a) kosci drobnowloknistej (blaszkowata)
zorganizowanej koncentrycznie oraz b) kosci grubowtoknistej (splotowatej) wspotwystepujacej z tkankg

chrzestng i jej zwapniala postacia [28].

1.3 Nanostruktura

Masa kosci sktada si¢ w okoto 65% z mineraldow nieorganicznych, glownie
hydroksyapatytu, ktory odpowiada za twardo$¢ i1 wytrzymato§¢ mechaniczng tkanki
kostnej. Mineraty te tworza sztywna, odporng na $ciskanie matrycg, stanowigcg podstawe
dla prawidlowego funkcjonowania szkieletu. Okoto 20-25% masy kos$ci stanowi
komponent organiczny, ktorego dominujacym sktadnikiem jest kolagen typu I (ok. 90%).
Kolagen ten tworzy trojwymiarowa sie¢ widkienek, ktore nadaja kosci elastycznos$é i
odpornos$¢ na rozcigganie oraz zginanie. Pozostalg cze$¢ stanowig biatka niekolagenowe
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(NCP - ang. non—collagenous proteins), takie jak osteokalcyna, osteopontyna,
sialoproteiny kostne czy proteoglikany, ktore peilnig kluczowe role w procesach
mineralizacji, przebudowy i regulacji aktywnosci komorek kostnych. Okoto 10% masy
kosci to woda, ktéra wystepuje zarowno w postaci wolnej, jak i zwigzanej z macierza
organiczng 1 mineralng, wptywajac na wilasciwosci mechaniczne i transport substancji
odzywczych. Dojrzata mineralna matryca kostna zbudowana jest z wydtuzonych, cienkich
nanokrysztatéw weglanowo—fosforanowych, ktére lokalizujg si¢ w szczelinach migdzy
wiokienkami kolagenu typu I, szczegélnie wzdluz ich osi. Na wczesnym etapie
mineralizacji osadza si¢ amorficzny fosforan wapnia zawierajgcy znaczne ilo$ci weglanu
wapnia. W miar¢ dojrzewania tkanki krysztaly ulegaja reorganizacji—traca cze$¢ weglanu,
rosng bocznie i ustawiajg si¢ rownolegle do widkien kolagenowych. Typowa grubosé¢
pojedynczego krysztalu nie przekracza 10 nanometréw, natomiast dtugo$¢ waha si¢ od
kilkunastu do kilkudziesi¢gciu nanometrow [29-31]. W kolejnych etapach rozwoju
struktury te tacza sie, tworzac wicksze polikrystaliczne agregaty, ktore moga przekraczac
szeroko$¢ pojedynczego wtokna kolagenowego. Proces ten zachodzi przez cate zycie, a
wraz z wiekiem krysztaly ulegaja dalszemu wzrostowi na skutek substytucji jonowych 1
zmian w ich stechiometrii [21]. Warto podkresli¢, Zze biologiczny minerat kostny, choé¢
zblizony skladem do syntetycznego hydroksyapatytu, rézni si¢ od niego nieregularng
strukturg 1 sktadem chemicznym. Jest niestechiometryczny, zawiera domieszki roznych
jonéw kationowych (np. Na*, Mg**, K*) oraz anionowych (np. HPO.*", COs*, CI, F),
ktoére cze$ciowo zastepuja fosforany (PO+*") i grupy hydroksylowe (OH") w sieci
krystalicznej. Przyktadowo, jony weglanowe (COs?") moga stanowi¢ nawet 5-9% masy
mineralnej 1 zajmowac pozycje zarowno aniondw fosforanowych jak 1 hydroksylowych
(Rysunek 7). Takie podstawienia jonowe wptywaja na rozpuszczalnos¢, wytrzymatos¢ oraz

wlasciwosci biologiczne mineratu kostnego. [30].
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Rysunek 7. Mineralizacja kosci, strzalkami zaznaczono miejsca osadzania si¢ mineratow. Rysunek wlasny z

wykorzystaniem programu BioRender.

Okoto 89% czg$ci organicznej macierzy kostnej stanowi kolagen typu I, bedacy
glownym biatkiem strukturalnym, ktore nadaje kosci wytrzymato$¢ na rozciaganie i
elastycznos¢. Kolageny typu III i V wystepuja w znacznie mniejszych ilosciach (okoto
1%), jednak odgrywaja wazna rol¢ w regulacji organizacji wtokien kolagenowych oraz w
procesach naprawczych i przebudowie tkanki. Pozostale 10% to NCP, ktore pelnig
kluczowe funkcje w regulacji fibrylogenezy kolagenu, procesach mineralizacji, adhezji
komoérek oraz odpornosci na mikropekniecia. Sposréd nich okoto 85% wystepuje w
przestrzeni pozakomorkowej, a pozostala czes¢ w komodrkach kostnych. Na poziomie
nanostrukturalnym ko$¢ zbudowana jest z wtokien kolagenowych wplecionych w ptytki
mineralne. Taka organizacja zapewnia ko$ci optymalne potaczenie wytrzymatosci i
elastycznosci — wiokna kolagenowe pochianiajg energie i przeciwdziataja propagacji
mikropeknie¢, natomiast ptytki mineralne odpowiadaja za sztywno$¢ i odpornos$¢ na
Sciskanie. Czasteczka kolagenu typu I sktada sie z dwoch tancuchéw al i jednego tancucha
a2 — [al(D)]02(D)], ktére zwijaja si¢ w stabilng potrojna helis¢ kolagenowa. Kazdy tancuch
zawiera okoto 1000 aminokwasow, w tym liczne powtorzenia motywu —Gly—X-Y—, w
ktorym X 1 Y najczesciej stanowig prolina i hydroksyprolina. Glicyna, jako najmniejszy
aminokwas, umozliwia ciasne upakowanie helisy, a hydroksyprolina stabilizuje ja poprzez
tworzenie wigzan wodorowych z woda i innymi resztami bocznymi. Czasteczki wody

tworzg réwniez otoczke hydratacyjna, ktora stabilizuje strukture potrojnej helisy [23].
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Kolagenowa potrojna helisa ma strukture superskrecong — poszczegdlne tancuchy
tworzg strukture lewoskretnej helisy typu poliproliny II, ktére wspdlnie formuja
prawoskretng superhelise kolagenowa. Taka organizacja nadaje czasteczce wyjatkowa
odporno$¢ mechaniczng 1 elastyczno$¢ — pozwalajaca na wytrzymanie obcigzen
wielokrotnie przewyzszajacych jej wtasng mas¢. Podczas biosyntezy kolagenu, jego konce
zawieraja niehelikalne propeptydy (N— 1 C—propeptyd), ktéore umozliwiajg tworzenie
poprzecznych wigzan (tzw. cross—links) — najczeSciej przez reszty cysteinowe. Taka
struktura to prokolagen. Po enzymatycznym usuni¢ciu propeptydéw powstaje
tropokolagen — podstawowa jednostka wtokien kolagenowych. Tropokolagen agreguje w
mikrofibryle w sposob przesunicty, tzw. ,,glowa do ogona”, pozostawiajac miedzy
czasteczkami charakterystyczne przerwy o dlugosci okoto 41 nm — tzw. ,,dziury” — begdace
miejscem inicjacji mineralizacji. Ostateczne widkna kolagenowe stabilizowane sg przez
poprzeczne wigzania, ktoére maja kluczowy wptyw na wlasciwosci mechaniczne 1 starzenie

si¢ tkanki (Rysunek 8) [27].
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A N’/;“ o0 MY ' <
e L LW WS N b W e b e 08 w i 01 \
T  He R 7Y if) e 2B G TR [ N l
R 0 MRS

\ / / Trzy lewoskretne

glicyna X: prolina Y: hydroksyprolina tancuchy a
Struktura widkien kolagenu typu | ‘

| : 300 nm |

Prawoskretna potrojna helisa o
kolagenowa
a R e D
%< Z Mikrofibryla
2 a (41 2 u‘b a = D

— 1 A —————
prazkowanie D ~67nm Wiékno kolagenowe
typu |

Rysunek 8. Fibryle kolagenowe zbudowane sg z wielu czasteczek kolagenu typu I, z ktorych kazda ma
dtugos¢ okoto 300 nm i $rednice 1,5 nm. Czasteczki te uktadaja si¢ wzdtuz osi fibryli w charakterystyczny
sposob przesunigty o jedng czwarta dlugosci (tzw. ,,quarter— staggered” arrangement). Taki uktad
powoduje powstanie naprzemiennych stref gestszych i mniej gestych widocznych jako prazkowanie D o
okresowosci ~67 nm. Miedzy czasteczkami wystepuja réwniez boczne przestrzenie, zwane porami.

Opracowanie wlasne na podstawie [23].

NCP obecne w macierzy kostnej odgrywaja kluczowa rol¢ w jej organizacji i
homeostazie. Uczestnicza w embriogenezie, regulacji formowania i rozmiaru widkien
kolagenowych, kontroli procesu mineralizacji oraz w komunikacji migdzykomorkowe;j
poprzez tworzenie kanaléw sygnatowych [32].

Na podstawie ich funkcji i struktury, NCP dzieli si¢ na kilka gtéwnych klas, m.in.:
1. proteoglikany 1 glikozaminoglikany (np. siarczan heparyny, hialuronian) —
odpowiadajg za utrzymanie uwodnienia macierzy i regulacj¢ mineralizacji
2. glikoproteiny (np. fosfataza alkaliczna (ALP — ang. alkaline phosphatase),
fibronektyna) — biorg udziat w adhezji komorek, organizacji wtokien kolagenowych

oraz procesie mineralizacj,

26



3. biatka z rodziny matych ligandow wigzacych integryny N—glikoprotein (SIBLING),
ktore sg zwigzane z mineralizacjg kosci (fosfoproteina macierzy zebiny (DMP-1),
osteopontyna (OPN — ang. osteopontin) — odgrywaja istotng rol¢ w mineralizacji i
sygnalizacji komorkowe;,

4. osteokalcyna (OCN — ang. osteocalcin) uczestniczy w regulacji gospodarki
wapniowo—fosforanowej oraz mineralizacji kosci,

5. osteonektyna wigze kolagen i hydroksyapatyt, posredniczac w mineralizacji [23,
32].

Woda w tkance kostnej wystepuje zaroOwno w formie zwigzanej — tworzac
interakcje z wtoknami kolagenowo—mineralnymi — jak i w formie niezwigzanej, swobodnie
przemieszczajacej sic w obrgbie systemu porowatego kosci. Jej zawartos¢ jest dynamicznie
regulowana i wykazuje niemal liniowg zalezno$¢ odwrotng wzgledem mineralizacji: im
wyzszy stopien mineralizacji, tym mniejsza ilo§¢ wody 1 odwrotnie. Zwigkszona
mineralizacja zwigksza sztywnos$¢ kos$ci, jednak nadmierna utrata wody prowadzi do
obnizenia jej elastycznos$ci, co skutkuje wieksza kruchos$cig i podatnoscig na ztamania. w
tkance kostnej jest zwigzana z widoknem kolagenowo—mineralnym ale réwniez wystepuje

W postaci niezwigzanej, ktora swobodnie przeptywa przez kanaty w kosci [23].

2.  Typy komorek kostnych i ich rola w przebudowie oraz homeostazie tkanki

kostnej

Komorki kostne odgrywaja kluczowa role w przebudowie, utrzymaniu homeostazy
oraz organizacji architektury kosci. Wyroznia si¢ cztery gtowne typy komorek: osteoblasty,
osteocyty, komorki wyscietajace oraz osteoklasty (Rysunek 9). Osteoblasty to komorki
odpowiedzialne za wzrost i przebudowg kosci. Ich gtowng funkcjg jest synteza, odktadanie
1 mineralizacja macierzy kostnej. Produkuja kolagen typu I oraz proteoglikany i
glikozaminoglikany, ktore stanowig podstawowy sktadnik organiczny kosci — tzw. osteoid.
Osteoblasty s3 komorkami jednojadrzastymi, wykazujacymi wysoka aktywnos$¢
metaboliczng. Po zakonczeniu funkcji wydzielniczej cze$¢ z nich ulega apoptozie, czgsé
przeksztatca sie w komorki wyScielajace, a czg$¢ zostaje otoczona przez macierz i réznicuje
si¢ w osteocyty. Osteocyty to najliczniejsze komorki tkanki kostnej, stanowigce nawet 90—

95% wszystkich komoérek kosci. Powstaja z osteoblastow, ktore zostaly uwiezione w
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zmineralizowanej macierzy. Pelnig wazng funkcj¢ w komunikacji wewnatrz tkanki kostne;j
oraz w regulacji homeostazy wapnia i1 fosforanow. Komérki wyscielajace kos$¢ to rowniez
nieaktywne osteoblasty, znajdujace si¢ na powierzchni kosci. Uczestnicza w procesach
resorpcji i tworzenia kosci, biorg udzial w regulacji gospodarki wapniowej oraz
roznicowaniu osteoklastow. Dodatkowo tworzg barier¢ chronigcg macierz kostng przed
bezposrednim dziataniem osteoklastow. Osteoklasty to duze komorki wielojadrowe,
ktorych zadaniem jest resorpcja kosci. Dzialajg poprzez wydzielanie enzymow 1 kwasow,
ktore rozpuszczaja mineraly i trawig macierz kostng. Odgrywaja wazna role w przebudowie
uszkodzonych obszaré6w ko$ci oraz tworzeniu przestrzeni dla naczyn krwionosnych 1

nerwow [33].

mezenchymalne
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Rysunek 9. Rodzaje komorek tkanki kostnej. Opracowanie wtasne na podstawie [33].

3.  Proces odbudowy i gojenia si¢ kosci

Proces leczenia zlaman i urazéw jest wielofazowym procesem, ktory mozna

podzieli¢ na cztery gtéwne fazy (Rysunek 10).
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Rysunek 10. Fazy procesu odbudowy kos$ci po ztamaniu.

Bezposrednio po ztamaniu kosci dochodzi do wuszkodzenia lokalnych naczyn
krwionosnych, co prowadzi do powstania krwiaka lub zakrzepu krwi. Krwiak zawiera
produkty krwiopochodne, takie jak plytki krwi, leukocyty, makrofagi, fibryng, czynniki
wzrostu i cytokiny. Pierwsza faza leczenia, zwana faza destrukcyjna, trwa okoto trzech dni
1 charakteryzuje si¢ stanem zapalnym oraz miejscowym niedotlenieniem (Rysunek 11).
Pierwszymi komorkami, ktore pojawiajg si¢ w miejscu urazu, sg neutrofile, a nast¢pnie
makrofagi 1 limfocyty. Makrofagi nie tylko fagocytuja martwicze tkanki, ale rowniez
wydzielaja czynniki wzrostu i cytokiny inicjujace proces gojenia. Kolejnym etapem jest
faza regeneracyjna, ktorej kluczowym elementem jest angiogeneza — tworzenie nowych
naczyn krwiono$nych wskutek migracji komorek $rdédblonka. Niedotlenienie obecne w
fazie destrukcyjnej stymuluje ten proces. Nowo powstate naczynia umozliwiaja naplyw
mezenchymalnych komorek macierzystych (MSCs — ang. mesenchymal stem cells), ktore
roznicujg si¢ w chondrocyty i1 osteoblasty. Chondrocyty tworzg macierz chrzastki, a
osteoblasty syntetyzuja nowa kos¢ [34, 35]. Rownolegle zachodzi sprz¢zona aktywnos¢
osteoklastow 1 osteoblastow, umozliwiajaca przebudowe kosci. Powstaje tzw. kalus migkki
— ziarninowa struktura sktadajgca si¢ z chrzastki 1 kosci grubowlidknistej, o wiekszym
przekroju poprzecznym niz pierwotna kos¢, co kompensuje nizszg sztywnos¢ tych tkanek.
Kalus ten stabilizuje miejsce ztamania i stanowi rusztowanie dla mineralizacji. W dalszym
etapie chondrocyty ulegaja apoptozie, a osteoblasty zastepuja kalus migkki nowa tkanka
kostng — odkladajac osteoid. W kolejnym etapie, procesie kostnienia §rdédchrzestnego,
chondrocyty ulegaja apoptozie, a osteoblasty zastepuja kalus miekki nowg tkanka kostng
poprzez odktadanie osteoidu. Dochodzi do procesu kostnienia §rodchrzestnego, w ktérym
chrzastka zostaje stopniowo zastgpiona przez ko$¢, a tkanka grubowldknista

przebudowywana jest do dojrzatej kosci blaszkowatej.Faza przebudowy (remodellingu)
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moze trwa¢ miesigce lub lata 1 przywraca fizjologiczng strukture kosci. Osteoklasty
resorbujg nowo utworzong ko$¢ pod wptywem cytokin oraz czynnikéw wzrostu, ktore
indukuja osteoklastogeneze. Osteoblasty kontynuuja odktadanie osteoidu i fosforanu
wapnia, zwigkszajac gestos¢ mineralng nowej kosci. Procesy biologiczne i biomechaniczne
lezace u podstaw regeneracji kostnej sg niezwykle ztozone 1 wcigz nie sg w pelni poznane.
Interakcje miedzy wieloma typami komorek (m.in. komorkami uktadu odpornosciowego,
komorkami $roédbtonka, osteoblastami, osteoklastami, osteocytami) i licznymi sygnatami
molekularnymi pozostaja w duzej mierze niewyjasnione. Najwickszym wyzwaniem dla

inzynierii tkankowej jest skuteczna regeneracja ubytkow przekraczajacych tzw. rozmiar

krytyczny [35-39].
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Rysunek 11. Etapy gojenia ztamania kosci. Etapy gojenia ztamania kosSci przebiegaja w czterech fazach: faza zapalna (dzien 1) — aktywacja ptytek i komoérek zapalnych

oraz rekrutacja MSCs i osteoprogenitorow; faza proliferacji (dzien 7) — r6znicowanie MSCs, proliferacja komorek osteogennych i angiogeneza (FGF, VEGF); formowanie

kalusa (dzien 14) — kostnienie $rodchrzgstne i $Srodbtonowe (BMP, IGF—1, TGF—-f); faza przebudowy (dzien 28) — mineralizacja i dojrzewanie nowej kosci z udziatem

osteocytow. Opracowanie wlasne na podstawie [39].
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4.  Czynniki wzrostu i Sciezki sygnalowe w komorkach kosci

Homeostaza tkanki kostnej zalezy od rownowagi pomig¢dzy osteoblastyczng synteza
macierzy pozakomoérkowej a jej osteoklastyczng resorpcjag. Dwa gtowne mechanizmy
regulujace procesy kosciotworcze 1 przebudowe to: regulacja hormonalna (gtownie za
posrednictwem kalcytoniny 1 parathormonu) oraz wplyw lokalnych 1 systemowych
czynnikow wzrostu (GF — ang. growth factors) [37, 40]. Miejscowe (regionalne) czynniki
wzrostu wptywaja na molekularne i komdrkowe szlaki odpowiedzialne za utrzymanie masy
kostnej zarowno w warunkach fizjologicznych, jak i w przebiegu chorob (np. osteoporozy)
oraz podczas procesu gojenia ztaman [41]. Dziatanie GF moze przyjmowac forme:

e autokrynng — czynnik oddzialuje na komorke, ktora go wytworzyta,
e parakrynng — dziata na pobliskie komorki innego typu,
e endokrynng — wplywa na komorki w odlegtych miejscach organizmu.
Pojedynczy GF moze wykazywac plejotropowe (wielokierunkowe) dziatanie, wptywajac
narozne typy komorek 1 wywotujac rézne odpowiedzi biologiczne. Wigkszo$¢ GF to biatka
lub polipeptydy, ktore oddziatuja poprzez receptory transbtonowe, aktywujace specyficzne
szlaki sygnalizacyjne [42]. Do najwazniejszych GF zwigzanych z metabolizmem ko$ci
naleza:
e bialka morfogenetyczne kosci (BMP — ang. bone morphogenetic proteins ),
e transformujacy czynnik wzrostu B (TGF— — ang. transforming growth factor — 3 ),
e czynniki wzrostu fibroblastow (FGF — ang. fibroblast growth factors),
e czynnik wzrostu pochodzacy z plytek krwi (PDGF — ang. platelet—derived
growth factor),
e czynnik wzrostu $rodblonka naczyniowego (VEGF — ang. vascular endothelial
growth factor),
e insulinopodobne czynniki wzrostu (IGF — ang. insulin—like growth factors )

(Tabela 1).
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Tabela 1. Charakterystyka glownych czynnikow wzrostu zaangazowanych w regeneracj¢ kosci — pochodzenie i mechanizm dziatania [42—46].

Czynniki wzrostu

Pochodzenie

Dzialanie na kos$¢

BMP

komérki osteoprogenitorowe, osteoblasty,
chondrocyt, komorki srédbtonka (BMP-2).
skoncentrowane w macierzy organicznej kosci,
uwalniane po ztamaniu lub podczas resorpcji
kosci.

migracja osteoprogenitorow,

indukcja proliferacji,

roéznicowanie i synteza macierzy kostnej

BMP-2 promuje ekspresj¢ Runx2 w mezenchymalnych osteoprogenitorach i komorkach
osteoblastycznych oraz ekspresje Osx (osterix) w komorkach osteoblastycznych

TGF- ptytki krwi, osteoblasty, szpik kostny, niezréznicowana proliferacja komorek mezenchymalnych,
chondrocyty, komoérka srodbtonka, rekrutacja prekursoréw osteoblastow i osteoklastow;
fibroblast, makrofagi réznicowanie osteoblastow i chondrocytéw (ale hamowanie réznicowania koncowego),
réznicowanie i synteza macierzy zewnatrzkomorkowej
dziatanie autokrynne na osteoblasty
FGF makrofagi, monocyty, szpik kostny, dojrzewanie chondrocytow (FGF-1)
chondrocyty, osteoblasty, komorki srodbtonka proliferacja i r6znicowanie osteoblastow,
hamowanie apoptozy niedojrzatych osteoblastow,
indukcja apoptozy dojrzatych osteocytow,
resorpcja kosci (FGF-2)
PDGF ptytki krwi, osteoblasty, komorki srodbtonka, migracja, proliferacja i réznicowanie osteoprogenitorow
monocyty, makrofagi
syntetyzowany przez megakariocyty,
transportowany we krwi przez plytki krwi
VEGF osteoblasty, ptytki krwi, pelni swoja role w kluczowy sktadnik szlaku przezycia chondrocytow,
kostnieniu $rodchrzgstnym przeksztatcenie chrzastki w ko$¢,
poprzez ekspresj¢ i uwalnianie przez proliferacja i rozroznianie osteoblastow
hipertroficzne chondrocyty reguluje unaczynienie rozwijajacych si¢ kosci i aktywnos$¢ osteoklastow,
uczestniczy w naprawie kosci, kontrola aktywnos$¢ osteoblastow
IGF osteoblasty, chondrocyty, hepatocyty, komorki proliferacja osteoblastow i synteza macierzy kostnej, resorpcja kosci.

srodbtonka

IGF 1 pobudza proliferacj¢ osteoblastow, zwicksza syntezg kolagenu i zmniejsza degradacje
kolagenu w kosciach.

IGF-1 i IGF-2 promujg ekspresje Osx w komodrkach osteoblastycznych, powodujg indukcje
osteoblastow i przejsciowy wzrost masy kostnej in vivo.
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Procesy réznicowania komoérek mezenchymalnych w osteoblasty oraz formowania
nowej tkanki kostnej sg $cisle regulowane przez skomplikowane mechanizmy sygnalizacji
komorkowej. Wsérdd nich szezegdlng rolg odgrywa szlak sygnatowy Wnt, ktory stanowi
kluczowy regulator osteogenezy. W klasycznej, kanonicznej wersji tego szlaku ligandy
Whnt (takie jak Wntl, Wnt3a, Wnt10) wigzg si¢ z receptorami Frizzled (FZD) oraz biatkami
LRP5/6, co prowadzi do akumulacji f—kateniny w cytoplazmie i jej translokacji do jadra
komoérkowego. Tam P—katenina aktywuje ekspresje gendw takich jak Runx2, Axin2 i
Osterix, odpowiedzialnych za inicjacje 1 progresj¢ roznicowania osteoblastow [44, 47, 48].

Szlak niekanoniczny Wnt dziala niezaleznie od P—kateniny — aktywuje m.in. biatka
GTPaz (Rho, Rac), kinaz¢ JNK oraz szlak wapniowy Wnt/Ca*, wplywajac na
reorganizacj¢ cytoszkieletu i polaryzacje komorek. Obie wersje szlaku Wnt majg istotny
wplyw na homeostazg szkieletowsg i regeneracj¢ kosci [44, 48].

Drugim kluczowym szlakiem jest 0§ TGF—3/BMP. Ligandy BMP (np. BMP-2, BMP—
4, BMP-7) oraz TGF— wiaza si¢ z receptorami typu I i II na powierzchni komorki,
aktywujac wewnatrzkomorkowe biatka SMAD. Biatka z rodziny BMP sa gltéwnymi
czasteczkami osteoindukcyjnymi u ssakéw — sposréd ponad 20 zidentyfikowanych BMP,
wlasciwosci osteogenne wykazuja m.in. BMP-2, BMP—4, BMP—6, BMP-7 oraz BMP-9.
Szlak TGF—/BMP moze rowniez aktywowac niekanoniczne (SMAD-niezalezne) $ciezki
sygnatowe, takie jak MAPK, PI3K/AKT i mTOR, co rozszerza spektrum jego dziatania na
komorki kostne [47, 49, 50].

Oprocz szlakow Wnt i BMP, w osteogenezie uczestniczy wiele innych regulatoréw,
takich jak: parathormon (PTH), aktywujacy szlak cAMP/PKA i czynnik transkrypcyjny
CREB, IGF, aktywujacy PI3K/AKT; IGF-1, aktywujacy PI3K/AKT; szlak Notch (geny
HES 1 HEY); szlak Hedgehog (Glil/2/3), szlak Hippo (TAZ/YAP);, oraz
mechanosensoryczne biatka Piezol/2 (Rysunek 12). Wszystkie te szlaki dzialaja
synergistycznie, aby wspiera¢ procesy wzrostu, rozwoju oraz funkcjonowania komorek
kos$ci, reagujac na zmiany w $rodowisku komoérkowym, w tym sygnaty mechaniczne 1

hormonalne [47, 48].
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Rysunek 12. Kluczowe szlaki sygnalizacyjne (Wnt/B—katenina, BMP, TGF—, Notch, Hippo) oraz czynniki transkrypcyjne (Runx2, Osx, ATF4, SATB2), ktore reguluja
réznicowanie mezenchymalnych komorek macierzystych (MSC) do osteoblastow i tworzenie tkanki kostnej. Szlaki te aktywuja ekspresj¢ gendw osteogennych (m.in.
Runx2, Osx, Ocn), promujac progresj¢ MSC przez stadia posrednie az do dojrzatych osteoblastow. Integracja sygnalow umozliwia precyzyjne sterowanie osteogeneza i

rownowazy ja wzgledem adipogenezy. Opracowanie wlasne na podstawie [47].
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5.  Czynniki bioaktywne wspomagajace regeneracj¢ kosci — rola peptydow

Bioaktywne czasteczki to szeroka i zr6znicowana grupa zwiazkéw, ktore odgrywaja
kluczowa role w regulacji procesow biologicznych zachodzacych w tkance kostne;j.
Obejmujg one zaréwno czynniki wzrostu, peptydy, hormony, kwasy nukleinowe (np.
mRNA i siRNA),oligosacharydy, jony metali, jak i inne zwigzki, ktore moduluja
aktywno$¢ komorek. Ich dziatanie polega na stymulacji roznicowania osteogennego oraz
proliferacji komoérkowej poprzez aktywacje kaskad sygnatowych odpowiedzialnych za
osteogeneze 1 angiogeneze.

Terapie oparte na czynnikach wzrostu, mimo wysokiej skuteczno$ci, sg kosztowne i
obarczone ryzykiem dziatan niepozadanych — od tagodnych, jak seroma (nagromadzenie
ptynu surowiczego), po powazniejsze powiktania, takie jak obrzgk szyjnego odcinka
kregostupa [51]. Szczeg6lne kontrowersje budzi stosowanie bialek morfogenetycznych
kosci (BMP), ktore — poza stymulacjg osteogenezy — moga wptywaé na proliferacje i
inwazje komodrek nowotworowych [52]. U pacjentéw leczonych rekombinowanym
ludzkim BMP-2 (th-BMP-2 — ang. recombinant human bone morphogenetic protein—2)
stwierdzono znacznie wyzszy odsetek ektopowego tworzenia kosci (70,1%) w poréwnaniu
z grupg kontrolng (12,9%) [51, 53].

Alternatywa dla GF sa bioaktywne peptydy, projektowane czesto na podstawie
aktywnych sekwencji regulatorowej. Sa latwiejsze i tansze w syntezie, stabilniejsze oraz
wykazuja znacznie nizszg immunogenno$¢ niz pelne biatka [54]. Peptydy stosowane w
inzynierii tkanki kostnej dzieli si¢ ze wzgledu na petniong funkcje:

e peptydy adhezyjne (wspomagajace przyczepianie si¢ komorek) [55],
e peptydy osteoindukcyjne (indukujace roznicowanie osteoblastow) [56],

e peptydy angiogenne (promujace neowaskularyzacje) [57].

5.1 Peptydy ulatwiajgce adhezj¢ komorek

Adhezja komorek do biomateriatu jest kluczowym etapem regeneracji tkanek,
warunkujagcym przezycie, proliferacj¢ 1 réznicowanie komoérek. Peptydy adhezyjne,
najczesciej wywodzace si¢ z sekwencji biatek macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM — ang.
extracellular matrix), umozliwiaja specyficzne wigzanie z receptorami komoérkowymi,

poprawiajac integracje komorek z rusztowaniem [58]. Czasteczki tworzace macierz
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zewnatrzkomorkowa 1 ich przestrzenna organizacja sg istotne w regulacji aktywnosci
komorek kostnych. Frakcje organiczng ECM stanowi gldwnie kolagen, podczas gdy okoto
5% sktadu to biatka niekolagenowe: takie jak osteopontyna, osteokalcyna, osteonektyna,
witronektyna, fibronektyna czy dekoryna [59]. Bialka te, poprzez domeny wiazace
komorki, przylaczaja si¢ do powierzchniowych receptorow komorkowych (gléwnie
integryn). Aktywuja szlaki sygnatowe kierujace przezyciem osteoblastow, progresja cyklu
komorkowego, ekspresja gendw czy mineralizacja macierzy. [60].

Najczesciej badanym i stosowany do funkcjonalizacji biomaterialdéw peptydem, o
wlasciwosciach adhezyjnych jest tripeptyd o sekwencji RGD. Wiaze si¢ on z integrynami,
stymulujac adhezj¢ 1 roznicowanie komorek [61]. Motyw RGD jest obecny w sekwencji
wielu biatek ECM np. w fibronektynie, witronektynie, fibrynogenie, osteopontynie czy
sialoproteinie kosci [62]. Peptyd ten znaczaco zwigksza przyleganie komorek
osteoprogenitorowych, ich réznicowanie oraz proliferacj¢ w biomateriatach optaszczonych
peptydami RGD [63, 64].

Jednym z niekolagenowych biatek ECM jest osteopontyna (OPN), ktéra bierze udziat
w mineralizacji kos$ci 1 adhezji komorek kostnych. OPN w swojej budowie zawiera regiony
wigzace wapn 1 heparyn¢ oraz motyw adhezji komoérkowej (Rysunek 13) [65]. Petni role
kotwiczaca osteoklasty do powierzchni kosci, gdzie jej wlasciwosci wigzace mineraly
immobilizujg biatko, umozliwiajac oddzialywanie motywu RGD z integrynami dla
migracji 1 przyczepnosci komorek.

Miejsce trawienia
trombiny

Peptyd Domena
sygnatowy wigzgca wapn

m B coor

Don'"lejna SVVYGLR Domena wigzaca
asparaginianowa heparyne

Miejsce
trawienia MMP

Rysunek 13. Struktura domenowa ludzkiej OPN — biatka adhezyjnego i regulatorowego, zaangazowanego w

procesy zapalne, przebudowe tkanek oraz migracje komoérek. Opracowanie wtasne na podstawie [66].

Motyw DGR (DGRGDSVVYG), znajduje si¢ w sekwencji ludzkiego biatka OPN 1
obejmuje fragment domeny asparaginowej, sekwencje RGD 1 SVVYG. (Rysunek 13).
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Odgrywa istotng role w adhezji komodrkowej, dzigki wigzaniu si¢ z integrynami, czyli
receptorami obecnymi na powierzchni komoérek. Ta interakcja z integrynami umozliwia
przyleganie komorek do podloza lub rusztowania, co z kolei sprzyja wielu procesom
biologicznym, takim jak proliferacja (namnazanie si¢ komorek) oraz réznicowanie
komorek, w tym osteogenne, czyli w kierunku komorek kosciotworczych. Co istotne,
motyw DGR jest konserwowany ewolucyjnie i wystepuje u wielu gatunkow, co swiadczy
o jego fundamentalnej roli w regulacji interakcji komorka—macierz zewnatrzkomérkowa
[66, 67]. W badaniach wykorzystano peptyd zawierajacy motyw DGR (jedng z reszt waliny
zastgpiong alaning — DGRGDSVAYG) 1 sprzezono go z samoskladajagcymi si¢
peptydowymi rusztowaniami, takimi jak RADA16 (Ac-cRADARADARADARADA) [67]
lub ELKS8 (Ac-LELELKLK) [68]. Oba te rusztowania tworzg nanowtokna, ktore moga
pelni¢ funkcje biomimetycznych no$nikéw — imitujacych naturalng macierz
zewnatrzkomoérkowa — wspierajac przyczepno$¢ komorek oraz ich dalszy rozwdj i
specjalizacje, np. w kierunku tworzenia tkanki kostne;j.

Alternatywnym  peptydem  adhezyjnym  jest P-15 o  sekwencji
GTPGPQGIAGQRGVYV, stanowiacy syntetyczny 15—aminokwasowy fragment kolagenu
typu L. Jest to sekwencja odpowiadajaca regionowi kolagenu wigzacemu integryny na
powierzchni komorek. Peptyd P—15 promuje przyleganie komoérek do biomateriatéw 1
stymuluje produkcj¢ macierzy zewnatrzkomoérkowej. W badaniach wykazano, ze dodanie
P-15 do rusztowan znaczgco zwigksza aktywnos¢ ALP oraz ekspresje gendéw BMP-2 1
BMP-7, kluczowych dla osteogenezy [69]. W testach in vitro implanty zmodyfikowane
peptydem P—15 wykazywaly wyzszg mineralizacj¢ i1 lepsza osteointegracj¢ w porownaniu
z kontrolg [69, 70]. Peptyd P—15 jest sktadnikiem preparatu i—Factor™, zatwierdzonego
przez Agencje Zywnoéci i Lekow (FDA — ang. Food and Drug Administration) do
zastosowania klinicznego. Produkt sktada si¢ z peptydu P—15, zaadsorbowanego na
mineralnym  no$niku  (fosforan  wapnia), zawieszonym w  hydrozelu z
karboksymetylocelulozy sodowej (NaCMC) w roztworze glicerolu i wody. W badaniach
klinicznych preparat i—Factor™ wykazywat poréwnywalng skuteczno$¢ do autologicznych

przeszczepow kosci w regeneracji ubytkow kostnych [71-74].
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5.2 Peptydy stymulujgce osteoindukcje

Osteoindukcja to proces inicjowania roznicowania niedojrzatych komorek w
kierunku linii osteoblastycznej. Peptydy osteoindukcyjne nasladuja dziatanie biatek
morfogenetycznych kosci (BMP) lub innych czynnikow wzrostu, aktywujac kluczowe
szlaki sygnatowe 1 wspierajac tworzenie nowej tkanki kostnej. Sg obiecujgcg alternatywa
dla pelnych biatek w inzynierii tkanki kostnej [75].

Peptyd P4 (KIPKASSVPTELSAISTLYL) stanowi jedng z pierwszych sekwencji
wywodzacych si¢ z epitopu BMP-2, dla ktérych wykazano zdolno$¢ indukowania
réznicowania osteogennego. Peptyd ten wywodzi si¢ z tzw. regionu ,.knuckle" BMP-2,
ktoéry wiagze si¢ z receptorem BMP typu II. Wlaczenie peptydu P4 do rusztowania
biomateriatow biatkowych, takich jak kolagen, moze aktywowac receptory BMP na
powierzchni komérek mezenchymalnych, co prowadzi do przyspieszenia ich réznicowania
osteogenicznego. Peptydy kowalencyjnie zwigzane z hydrozelem alginianowym
inicjowaly szlak sygnalowy BMP—-Smad1/5/8, zwigkszaty ekspresje osteopontyny (OPN)
oraz promowaly mineralizacje¢ macierzy pozakomorkowej w  komodrkach
mezenchymalnych [76, 77]. W celu zwickszenia aktywnosci osteoindukcyjnej peptydu P4
zaprojektowano sekwencje P24 (S[POs]KIPKASSVPTELSAISTLYLDDD), zawierajaca
fosforylowang seryne na N-koncu oraz trzy dodatkowe reszty kwasu asparaginowego na
C—koncu. Peptyd ten wykorzystano do funkcjonalizacji kompozytowego rusztowania
chitozanowo—hydroksyapatytowego (CH/HA). P24 zostat sprzezony z tiolowang forma
chitozanu — chemicznie zmodyfikowanym chitozanem zawierajagcym grupy tiolowe (—SH).
Badania in vivo w szczurzym modelu ubytku kostnego wykazaly, ze kompozyt
funkcjonalizowany peptydem efektywniej wspieral regeneracj¢ kosci w miejscu ubytku niz
analogiczny materiat pozbawiony peptydu [78, 79]. W kolejnych badaniach opracowano
peptyd P28 — rozszerzong wersje peptydu P4, wzbogacong na N-koncu o fosforylowang
seryn¢ oraz siedem reszt kwasu asparaginowego (S[PO4]-DDDDDDD-
KIPKASSVPTELSAISTLYL). Taka modyfikacja znaczaco zwigkszyta powinowactwo
peptydu do hydroksyapatytu dzieki nasladowaniu naturalnych bialek wigzacych mineraty.
Rusztowania z nanokrystalicznym hydroksyapatytem (nano-HA), w  ktérych
unieruchomiono peptyd P28, indukowaly efektywniejsza regeneracj¢ krytycznych
ubytkoéw kostnych czaszki szczura po 6 1 12 tygodniach od implantacji, osiagajac lepsze

rezultaty niz rusztowania zawierajagce BMP-2 [80].
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Osteogenny peptyd wzrostu (OGP — ang. Osteogenic Growth Peptide) to
endogenny peptyd pochodzacy z C—konca histonu H4, o sekwencji ALKRQGRTLYGFGG
(14 aminokwasow) [81]. Jego krotszy, proteolityczny fragment — OGP(10-14) (YGFGG)
— zachowuje aktywno$¢ osteoindukcyjng i1 dziala jako silny stymulator osteogenezy.
Mechanizm dzialania OGP(10-14) obejmuje aktywacje szlaku MAPK (ang. mitogen—
activated protein kinase) poprzez interakcje z receptorami blonowymi, co prowadzi do
fosforylacji kaskady kinaz i1 ekspresji gendw odpowiedzialnych za réznicowanie
osteoblastow. Zaréwno OGP, jak i OGP(10-14) wspomagaja proliferacje, syntezg
macierzy pozakomorkowej oraz mineralizacje komorek kosciotworczych. W modelach
zwierzecych (krolik, szczur) wykazano, ze OGP(10-14) zwigksza tempo tworzenia i
mineralng ggsto$¢ kosci [82, 83].

Zastosowano takze system dostarczania OGP oparty na supramolekularnym
hydrozelu NapFFY (kwas naftalenooctowy—Phe—Phe-Tyr—OH). Funkcjonalizacja tego
hydrozelu peptydem OGP (NapFFY—OGP) pozwalata na jego kontrolowane uwalnianie
przez okoto dwa tygodnie. W badaniach in vivo na szczurzym modelu regeneracji kosci,
hydrozel zawierajacy OGP zwigkszat wskaznik regeneracji tkanki kostnej o 12% w
porownaniu do nos$nika niezawierajacego peptydu [84].

Copine—7 (Cpne7) to biatko pochodzace z nabtonka zeba, nalezace do rodziny
kopin — bialek zaleznych od jonéw wapnia (Ca?"), uczestniczacych w wigzaniu
fosfolipidow blonowych w sposéb zalezny od wapnia [85]. W badaniach in vitro Cpne7
wykazywato wlasciwosci osteoindukcyjne, promujac rdéznicowanie osteoblastow. Na
podstawie jego sekwencji zaprojektowano peptyd CDP4 (VNPKYKQKRR), ktory
zachowuje aktywnos$¢ osteogenng 1 wykazuje zdolnos¢ penetracji komorkowej. W modelu
ubytku kosci u myszy zastosowano kolagenowy hydrozel zawierajacy CDP4. W grupie
kontrolnej (bez leczenia) obserwowano jedynie obecno$¢ cienkiej tkanki wioknistej i
minimalng mineralizacj¢. Natomiast implantacja zelu z CDP4 skutkowata znacznym
tworzeniem nowej tkanki kostnej. Co istotne, efekt ten byt silniejszy niz w przypadku
podania pelnej formy biatka Cpne7, a takze rekombinowanego BMP-2, co sugeruje
potencjat peptydow jako skutecznych i1 bezpieczniejszych alternatyw dla drogich biatek
rekombinowanych [86].

Teriparatyd (PTH1-34) byl pierwszym peptydowym lekiem zatwierdzonym przez
FDA oraz Europejska Agencje Lekéw (EMA — ang. European Medicines Agency) do
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leczenia osteoporozy. Stanowi on 34—aminokwasowy fragment N-koncowy ludzkiego
parathormonu (PTH) (SVSEIQLMHNLGKHLNSMERVEWLRKKLQDVHNF),
obejmujacy jego aktywng domeng¢ biologiczng. Teriparatyd wykazuje dziatanie
anaboliczne wobec komorek linii osteoblastycznej — od mezenchymalnych komorek
progenitorowych po osteoblasty i1 osteocyty. Peptyd aktywuje szlak sygnalizacyjny
cAMP/PKA oraz szlak Wnt/B—kateniny, prowadzac do wzrostu ekspresji genow
osteogennych, zwiekszonej produkcji macierzy kostnej oraz zahamowania apoptozy
osteoblastow. Ponadto, teriparatyd moze reaktywowac spoczynkowe komorki wyscielajace
powierzchni¢ kosci (lining cells), konwertujac je w aktywne osteoblasty. Dzigki tym

mechanizmom lek skutecznie stymuluje tworzenie nowej tkanki kostnej [87].

5.3 Peptydy stymulujgce angiogeneze

Angiogeneza, czyli tworzenie nowych naczyn krwiono$nych, odgrywa kluczowa
role w naprawie tkanek. Naczynia dostarczajg tlen, sktadniki odzywcze 1 jony mineralne, a
takze wspierajg roéznicowanie komoérek macierzystych. Niedostateczne unaczynienie
prowadzi do niedotlenienia biomateriatu i ogranicza obecno$¢ osteoprogenitoréw oraz
czynnikow wzrostu niezbednych do regeneracji kosci. Dlatego taczenie czynnikow
proangiogennych z osteoindukcyjnymi uznaje si¢ za obiecujacag strategie w inzynierii
tkanki kostnej [88].

Peptyd QK (Ac—KLTWQELYQLKYKGI) to syntetyczny peptyd proangiogenny,
zaprojektowany na podstawie struktury krystalograficzne; kompleksu czynnika VEGF z
jego receptorem VEGFR2 [89]. Sekwencja QK nasladuje region oddziatujacy z receptorem
VEGFR2, co umozliwia aktywacj¢ szlaku sygnalizacyjnego promujacego proliferacje
komorek $rodblonka 1 neowaskularyzacje. Potencjat angiogenny peptydu QK jest
poréwnywalny z natywnym VEGF [90].

Innym przykladem jest TP508 (AGYKPDEGKRGDACEGDSGGPFV), znany
réwniez jako Chrysalin® [91] — fragment sekwencji receptora trombiny. Poczatkowo
stosowany w leczeniu ran skory, wykazuje takze dzialanie angiogenne w kontekscie
regeneracji tkanki kostnej. TP508 wspomaga tworzenie naczyn krwiono$nych, poprawia

angiogenez¢ indukowang przez VEGF 1 ogranicza skutki niedotlenienia tkanek [92, 93].
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Dodatkowo, peptyd KGHK [94], wywodzacy si¢ z biatka macierzy
zewnatrzkomorkowej SPARC, stymuluje angiogeneze 1 przyspiesza gojenie ubytkow

kostnych poprzez aktywacj¢ komoérek srédbtonka i wzrost ekspresji VEGF [95].

6.  Inzynieria tkanki kostnej i substytuty tkanki kostnej

Inzynieria tkankowa i medycyna regeneracyjna to interdyscyplinarne dziedziny,
ktorych celem jest przywracanie struktury i1 funkcji tkanek uszkodzonych w wyniku
urazéw, chordéb lub wad wrodzonych. W kontekscie tkanki kostnej szczegdlnym
wyzwaniem s3 defekty o rozmiarze krytycznym — czyli takie ubytki, ktore nie ulegaja
spontanicznemu wygojeniu bez interwencji terapeutycznej. Moga one wynikac z urazow,
rozleglych resekcji chirurgicznych lub zaburzen rozwojowych. Od ponad trzech dekad
problem regeneracji duzych ubytkéw kostnych stanowi inspiracje dla badan nad nowymi
strategiami terapii. Fundamentem nowoczesnych podej$¢ inzynierii tkankowej jest tzw.
triada: komorki (np. MSCs), czynniki sygnatowe (np. peptydy, cytokiny, czynniki wzrostu)
oraz rusztowania (biomaterialy wspierajace adhezje 1 réznicowanie komoérek) (Rysunek

14) [96].
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Rysunek 14. Triada inzynierii tkankowe — trzy podstawowe filary regeneracji tkanek:

(1) Komorki — w tym komorki macierzyste, progenitorowe, zréznicowane, genetycznie modyfikowane oraz
hodowane w uktadach ko—kultury; (2) Rusztowania — takie jak nanowtdkna, porowate rusztowania, hydrozele
i mikrosfery, ktore zapewniaja mechaniczng podpore i $rodowisko do wzrostu komorek; (3) Sygnaty
stymulujace — obejmujace czynniki sygnatowe (np. cytokiny, peptydy, czynniki wzrostu), a takze bodzce
mechaniczne i elektryczne, ktore wspierajg roznicowanie i funkcje komorek. Opracowanie wlasne na

podstawie [97].

Dotychczasowe proby jednoczesnego zastosowania komorek, czynnikdw wzrostu i
rusztowan nie przetozyly si¢ jeszcze na jednoznaczny sukces kliniczny, mimo
obiecujacych wynikow badan przedklinicznych. Skuteczna regeneracja tkanek wymaga
precyzyjnego doboru odpowiednich typow komorek, czasteczek sygnatowych oraz
komponentéw macierzy zewnatrzkomorkowe;j, a takze okreslenia ich optymalnych dawek
i rozkladu czasowo—przestrzennego. Kluczowe znaczenie ma takze zrozumienie i
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modulacja szlakéw sygnatowych regulujacych procesy regeneracyjne w warunkach
fizjologicznych 1 patologicznych. Realizacja tych zatozeh wymaga prowadzenia
interdyscyplinarnych badan na styku biologii komorki, inzynierii biomaterialéw, chemii,
biofizyki oraz nauk klinicznych. Niezbgdna jest rowniez $cista koordynacja interakcji
miedzy komodrkami, rusztowaniem a czgsteczkami sygnalowymi w celu odtworzenia
ztozonego, dynamicznego mikrosrodowiska niszy kostnej [97, 98].

Biomaterialy stosowane w inzynierii tkanki kostnej moga mie¢ pochodzenie
naturalne lub syntetyczne. Zgodnie z definicjag National Institute of Biomedical Imaging
and Bioengineering (NIBIB), sa to materialy, powierzchnie lub struktury zdolne do
interakcji z systemami biologicznymi [99]. Wsrdd najczgsciej stosowanych materialow
rusztowaniowych wyrdznia si¢ bioceramike (np. hydroksyapatyt, P—trojwapniowy
fosforan, bioszkto), polimery (np. polikaprolakton, polilaktyd, chitozan), metale (np. tytan,
stopy tytanu Ti—6Al-4V czy Ti—6Al-4V ELI) oraz kompozyty bedace ich kombinacja
[100]. Przeglad wlasciwos$ci tych materiatéw, ich zalet 1 ograniczen przedstawiono w

Tabeli 2 [13, 98—-100].
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Tabela 2. Zalety, ograniczenia i przyklady biomateriatow stosowanych jako substytuty tkanki kostne;j.

Rodzaj materialu

Glowne zalety

Gléwne wady

Przyklady

metale

biokompatybilnos¢, nietoksycznos¢,
odpornos¢ na korozje

nie biodegradowalne

tytan i stopy tytanu [101-103]

biodegradowalne metale

wysoka wytrzymato$¢ na $ciskanie

szybka korozja — ryzyko toksycznosci
spowodowane przez wyptukiwanie
jonow lub czastek

magnez i jego stopy [104, 105]

polimery naturalne

biomimetyczne,
biodegradowalne

stabe wlasciwo$ci mechaniczne,
potencjalna immunogennos$¢,
zmiennos$¢ migdzy partiami

kolagen [106, 107]
chitozan [108]

zelatyna [109]

jedwab [110]

alginian [111]

kwas hialuronowy [112]

polimery syntetyczne

szeroka gama sktadow i wlasciwosci;
fatwos¢ modyfikacji

mozliwe niekorzystne reakcje
tkankowe spowodowane degradacja

poli(kwas mlekowy—ko—glikolowy)
[113]

kwasowa poli(fumaran propylenu) [114]
poli(e— kaprolakton) [115]
poliuretan [116]
bioceramika wysoki modut sprezystosci, kruchos¢ hydroksyapatyt [117]

zdolno$¢ do dostarczania
jonow bioaktywnych

B—fosforan trojwapniowy [118]
szklo bioaktywne (np. sktad 45s5) [119]

nanomateriaty na bazie wegla

wysoka wytrzymato$¢ na rozciaganie;
fatwos$¢ funkcjonalizacji za pomoca
grup powierzchniowych

ograniczona biodegradowalnosc;
potencjalna cytotoksycznos$¢

nanorurki weglowe [120]
grafen lub tlenek grafenu [121]
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Potencjalne substytuty kosci powinny wykazywaé szereg wlasciwosci
fizykochemicznych 1 biologicznych, ktére umozliwig skuteczne wsparcie procesu
regeneracji. Do najwazniejszych naleza: biokompatybilno$¢, odpowiednie wihasciwosci
mechaniczne i powierzchniowe, biodegradowalno$é, bioaktywno$¢ oraz zdolnos¢ do
osteointegracji.

Kluczowym warunkiem bezpieczenstwa materiatu jest jego biokompatybilnos¢,
czyli zdolno$¢ do pehlienia funkcji terapeutycznej bez wywolywania miejscowych lub
ogolnoustrojowych reakcji niepozadanych w otaczajacych tkankach. Ograniczeniem w
doborze biomateriatbw mogg by¢ niekorzystne efekty, takie jak reakcje zapalne,
przedwczesna degradacja materialu czy ryzyko onkogennosci [122]. Wigkszos¢
biomateriatéw stosowanych obecnie w inzynierii tkanki kostnej wykazuje wystarczajaca
biokompatybilno$¢ do wspomagania proceséw naprawczych [123].

Jednym z gtéwnych zadan tkanki kostnej jest zapewnianie wsparcia strukturalnego
dla tkanek migkkich, dlatego biomimetyczne implanty kostne muszg cechowaé sig
wytrzymato$ciag na $ciskanie rzgdu 20200 MPa oraz modutem sprezystosci zblizonym do
kosci korowej (~20 GPa). Implanty powinny efektywnie przenosi¢ obcigzenia
mechaniczne i przeciwdziala¢ zapadaniu si¢ regenerujacej si¢ tkanki. Optymalnie ich
wytrzymato$§¢ powinna nieznacznie przewyzsza¢ wytrzymato$¢ tkanki natywnej, by
unikng¢ zjawiska ekranowania napr¢zen (ang. stress shielding), prowadzacego do zaniku
kosci wokot implantu wskutek zmniejszenia bodzcéw mechanicznych [124].

Implanty metalowe, takie jak stopy tytanu, spelniaja wymogi mechaniczne, jednak
ich zbyt wysoki modut sprezystosci wzgledem kosci czesto skutkuje osteopenia i
poluzowaniem implantu (ang. implant loosening) [122, 124]. Z kolei czyste ceramiki sg
kruche, lecz domieszkowanie ich jonami osteopromotorycznymi (np. Sr**) poprawia ich
wlasciwo$ci mechaniczne i1 biologiczne. Ostateczny dobor materiatu zalezy od wskazan
klinicznych 1 wymaga kompromisu pomigdzy wytrzymatosciag, bioaktywnos$cia i

kontrolowang degradacja [125].
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Biodegradowalno$¢ jest jedng =z kluczowych wlasciwosci biomateriatow
stosowanych w inzynierii tkanki kostnej. Wszczepiony material powinien ulegac
kontrolowanej degradacji, umozliwiajgc stopniowe zastegpowanie przez nowo tworzaca si¢
tkanke kostng. Tempo degradacji musi by¢ $cisle dopasowane do tempa regeneracji kosci,
ktore zalezy od lokalizacji ubytku, wieku pacjenta oraz typu tkanki (gabczasta vs. korowa)
1 zwykle miesci si¢ w przedziale 6-24 miesi¢ecy. Zbyt wolna degradacja moze ograniczac
integracje materiatu z otaczajaca ko$cig i utrudniaé jej wrastanie. W miar¢ postepujacej
degradacji implantu jego wytrzymato$¢ mechaniczna ulega obnizeniu, podczas gdy
rownolegle wzrasta odpornos¢ mechaniczna odbudowujace;j si¢ kosci. Optymalnie, implant
powinien ulec catkowitej resorpcji po zakonczeniu funkcjonalnej regeneracji tkanek, nie
p6zniej niz sze$¢ miesigcy po ustabilizowaniu struktury nowo utworzonej kosci [126, 127]

Produkty degradacji musza by¢ w pelni biokompatybilne — nie moga wywotywac
cytotoksycznosci, przewlektego stanu zapalnego ani zaburzaé procesO6w naprawczych. Na
Rysunku 15 przedstawiono koncepcyjny model dynamicznej interakcji miedzy materiatem
implantacyjnym a regenerujaca si¢ koscig, ilustrujacy zmiany ich wlasciwosci

mechanicznych w czasie [126].
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Rysunek 15. Model dynamicznej interakcji migdzy biodegradowalnym implantem a odbudowujaca si¢
koscia, przedstawiajacy zmiany wytrzymatosci obu komponentéw oraz stopien degradacji implantu w czasie.
Ilustracja podkresla konieczno$¢ synchronizacji degradacji materiatu z postgpujaca regeneracja tkanki
kostnej, aby zachowa¢ ciggto$¢ funkcji mechanicznej. Opracowanie wlasne na podstawie [126].
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Bioaktywno$¢ to jedna z kluczowych cech nowoczesnych biomaterialow
stosowanych w inzynierii tkanki kostnej. Oznacza zdolno$¢ materiatu do aktywnego
oddziatywania z otaczajaca tkanka, w tym inicjowania oraz wspierania procesow
biologicznych prowadzacych do tworzenia nowej kosci. W konteksécie substytutéw
kostnych bioaktywno$¢ moze manifestowac si¢ poprzez zmiany powierzchni biomateriatu
sprzyjajace adhezji komorek, ich proliferacji i r6znicowaniu osteogennemu [128].

Wyrdznia si¢ trzy kluczowe procesy zwigzane z bioaktywnos$cia biomateriatow
kostnych:

* Osteokondukcja — zdolno$¢ materiatu do wspierania wzrostu kosci poprzez
tworzenie fizycznego rusztowania umozliwiajacego migracj¢ komorek kostnych i naczyn
krwiono$nych. Sam biomateriat nie inicjuje tworzenia kosci, ale zapewnia sprzyjajace
srodowisko regeneracyjne. Przyktadami materialdéw o wysokiej osteokondukcyjnosci sa
fosforany wapnia (np. hydroksyapatyt, B—TCP) oraz bioszkta [99, 126, 129]

* Osteoindukcja — zdolno$¢ materiatu do indukowania roznicowania
niezréznicowanych komoérek mezenchymalnych w osteoblasty. Materialy osteoindukcyjne
moga stymulowac¢ tworzenie tkanki kostnej nawet w lokalizacjach, gdzie naturalnie nie
wystepuje kos¢ (np. w tkankach migkkich). Whasciwos¢ ta wstepnie oceniana jest in vitro,
lecz pelna kwalifikacja wymaga potwierdzenia w modelach ektopowych in vivo.
Osteoindukcje wykazuja m.in. materiaty zawierajace peptydy sygnatowe, czynniki wzrostu
(np. BMP-2) lub zmodyfikowane powierzchnie biomateriatoéw [130].

* Osteointegracja — proces biologicznego, bezposredniego potaczenia powierzchni
implantu z nowo formowang koscia, bez posrednictwa tkanki wtoknistej. Jest warunkiem
dtugoterminowe;j stabilnos$ci wszczepu i zalezy od wtasciwosci chemicznych, topografii i
biozgodnosci powierzchni materiatu [123, 130].

Istotng cecha bioaktywnego implantu kostnego jest jego zdolno$¢ do indukowania
tworzenia warstwy apatytu na powierzchni, strukturalnie zblizonej do hydroksyapatytu
naturalnie wystepujacego w tkance kostnej. Powstata warstwa sprzyja adhezji komorek,
wspomaga osteogeneze i istotnie wptywa na proces osteointegracji [128].

Zdolno$¢ materialu do nukleacji apatytu moze by¢ oceniana in vitro, bez
koniecznosci stosowania modeli zwierzgcych, poprzez inkubacje w symulowanym ptynie

ustrojowym (SBF — ang. simulated body fluid) — roztworze o sktadzie jonowym zblizonym
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do ludzkiego osocza. Tabela 3 przedstawia porownanie stezen gtéwnych jonéw w SBF 1
osoczu krwi.

W 2007 roku Miedzynarodowa Organizacja Normalizacyjna (ISO 23317 [131])
opracowata standard dotyczacy oceny bioaktywno$ci implantow na podstawie ich
zdolnosci do indukowania powstawania apatytu. Norma ta okresla sktad SBF oraz warunki
prowadzenia testu, takie jak temperatura (37°C), czas inkubacji (zwykle 7-28 dni) i metody
oceny warstwy apatytu, np. skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM — ang. Scanning
Electron Microscope), spektroskopia dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego
(EDS — ang. Energy Dispersive Spectroscopy) czy dyfrakcja rentgenowska (XRD) [128].

Obecnos¢ 1 morfologia utworzonej warstwy apatytowej sa uznawane za wskazniki

bioaktywnosci i potencjalu osteointegracyjnego biomateriatu.

Tabela 3. Sktad jonowy SBF i osocza krwi wedhug normy ISO 23317 (pH 7,2-7,4) [131].

Stezenie (10~ mol)
Jon
SBF (pH 7.4) osocze krwi (pH~ 7,2-7,4)
Na* 142,0 142,0
K* 5,0 5,0
Mg? 1,5 1,5
Ca?* 2,5 2,5
Cr 147,8 103,0
HCOs3~ 4,2 27,0
HPO4> 1,0 1,0
SO4* 0,5 0,5

W zastosowaniach klinicznych, poza wymaganiami materiatlowymi, kluczowe
znaczenie ma zapobieganie kolonizacji implantow kostnych przez drobnoustroje. Infekcje
bakteryjne sg jedng z glownych przyczyn niepowodzenia leczenia implantologicznego,
prowadzac do rozwoju przewleklego stanu zapalnego i1 konieczno$ci usunigcia implantu
[132].

W przebiegu zakazenia dochodzi czesto do powstania biofilmu — zlozone;,
adhezyjnej struktury mikroorganizméw otoczonych macierzg polimerowa, ktora chroni je
przed dzialaniem antybiotykéw i1 ukladu odpornosciowego. Biofilm znaczaco utrudnia

gojenie si¢ tkanek i hamuje regeneracj¢ kosci. Dodatkowo, kwasne s$rodowisko,
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towarzyszace infekcji, obniza zZywotno$¢ osteoblastow, co dodatkowo pogarsza efekty
leczenia [133, 134].

Aby przeciwdziala¢ zakazeniom po implantacji, opracowano réznorodne strategie
przeciwdrobnoustrojowe, ktore moga by¢ stosowane indywidualnie lub w kombinacji:

e Powierzchnie antyadhezyjne — powloki hydrofilowe (np. polimery, hydrozele),
ktore ograniczajg przyczepnos¢ bakterii do implantu i utrudniajg tworzenie biofilmu
[135],

e Antybiotykowe modyfikacje kompozytow — np. wprowadzenie gentamycyny
umozliwia miejscowe, kontrolowane uwalnianie antybiotyku, zwigkszajac
skutecznos$¢ przeciwdrobnoustrojowa i ograniczajac dzialania niepozadane [136],

e Modyfikacje jonami metali — np. jony srebra, miedzi lub cynku wykazujace trwale
dzialanie przeciwdrobnoustrojowe na powierzchni biomateriatu [137],

e Nanostruktury mechaniczne — takie jak nanofilary (np. na powierzchni
poli(diakrylanu glikolu etylenowego), plaDA), ktore fizycznie utrudniajg adhezje
bakterii, nie zaburzajac jednoczes$nie integracji z ko$cig [138],

e Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMPs) — np. Dhvar5
(LLLFLLKKRKKRKY), ktore moga by¢ immobilizowane na powierzchni
implantu, zapewniajac selektywna ochrong¢ przeciwbakteryjng bez toksycznosci

wobec komorek gospodarza [139].

6.1 Polimery w inZynierii tkankowej kosci i implantacji

Polimery to zwiazki organiczne zbudowane z dlugich tancuchéw monomerow
potaczonych wigzaniami kowalencyjnymi. W inzynierii tkanki kostnej stosuje si¢ zar6wno
polimery naturalne (biopolimery), jak 1 polimery syntetyczne, roznigce si¢ pochodzeniem,
wlasciwos$ciami oraz potencjalem aplikacyjnym.

Biopolimery, takie jak polisacharydy (np. chityna, chitozan, pochodne kwasu
hialuronowego) 1 biatka (np. kolagen, elastyna), charakteryzuja si¢ wysoka
biokompatybilnoscig, dobrg biodegradowalnos$cia 1 niskg toksycznos$cia. Ich istotng zaletg
jest zdolno$¢ do resorpcji w organizmie i rozktadu na nieszkodliwe metabolity, takie jak
woda 1 dwutlenek wegla. Dzigki chemicznemu podobienstwu do macierzy

zewnatrzkomoérkowej (ECM), biopolimery doskonale sprawdzaja si¢ jako materiaty
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rusztowaniowe w medycynie regeneracyjnej, zwlaszcza w postaci tréjwymiarowych
rusztowan [138, 139].

Ograniczeniami polimerdéw naturalnych sa m.in.: szybki rozktad w $rodowisku
biologicznym, ograniczona wytrzymato$¢ mechaniczna oraz ryzyko zanieczyszczen
mikrobiologicznych (bakterie, grzyby). Ponadto biopolimery pochodzenia zwierzecego
moga wywotywac reakcje alergiczne u niektorych pacjentow. Pomimo tych wad, wiele
materialdow dostgpnych komercyjnie opiera si¢ na naturalnych polimerach, takich jak
kolagen, chitozan czy jedwab. W ramach niniejszej pracy zastosowano chitozan, ktorego
wlasciwosci zostaly opisane w dalszej czg$ci rozdziatu [140].

Polimery syntetyczne, takie jak polilaktyd (PLA), poliglikolid (PGA), ich
kopolimery = (PLGA), polikaprolakton  (PCL), polihydroksymaslan  (PHB),
polidimetylosiloksan (PDMS) czy polipropylenowy fumaran (PPF), cechuja si¢ niska
immunogennos$cig 1 nie indukujg przewlektych reakcji zapalnych. Dzigki szerokiemu

zakresowi wlasciwosci mechanicznych — od elastycznych elastomeréw po sztywne
tworzywa termoplastyczne — moga by¢ dostosowywane do konkretnych potrzeb
klinicznych. Ich struktura chemiczna podlega modyfikacjom, a proces syntezy jest
stosunkowo prosty i pozwala na uzyskiwanie materiatow o $ci§le kontrolowanych
parametrach fizykochemicznych [141].

Zaréwno naturalne, jak 1 syntetyczne polimery s3a dostepne w réznych formach:
folii, rusztowan 3D, hydrozeli oraz implantow wytwarzanych metodg druku 3D.
Dodatkowo mogg by¢ funkcjonalizowane aktywnymi czasteczkami, takimi jak peptydy,
leki czy czynniki wzrostu, co znaczaco zwigksza ich wartos$¢ aplikacyjng w regeneracji
tkanek. Dzigki swojej wszechstronnosci, polimery stanowig jeden z najwazniejszych

materiatlow w inzynierii tkanki kostnej [140].

6.2 Chitozan

Chitozan (CH - ang. chitosan) to naturalny, poétkrystaliczny polisacharyd
wykorzystywany w inzynierii tkanki kostnej ze wzgledu na swoja biozgodnose,
biodegradowalno$¢ oraz aktywnos$¢ biologiczng. Jest zbudowany z powtarzajacych sie
jednostek D-glukozaminy i N-acetylo-D—glukozaminy polaczonych wigzaniami B-

(1—4)—glikozydowymi [142].
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Chitozan posiada charakter kationowy wynikajacy z obecnosci wolnych grup
aminowych (-NH:), co odr6znia go od wielu innych naturalnych polimeréw o
wlasciwos$ciach obojetnych lub anionowych [143]. CH otrzymuje si¢ poprzez deacetylacje
chityny — naturalnego polisacharydu wystepujacego m.in. w egzoszkieletach skorupiakdw,
owadow oraz Scianach komorkowych grzybow [144]. Chityna zbudowana jest gléwnie z

jednostek N—acetyloglukozaminy (Rysunek 16).
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Rysunek 16. Deacetylacja chityny do chitozanu. Po lewej stronie: chityna — wysoki stopien acetylacji
(gtownie jednostki N—acetyloglukozaminy, zaznaczone na niebiesko); po prawej stronie: chitozan — wysoki
stopien deacetylacji (przewaga jednostek glukozaminy, zaznaczone na czerwono). Niebieskim kolorem

zaznaczono grupy acetylowe (—COCHs), a czerwonym — wolne grupy aminowe (—NH>).

Proces deacetylacji polega na usunigciu grup acetylowych, co prowadzi do
zwigkszenia udzialu wolnych grup aminowych i przeksztalcenia chityny w chitozan.
Najczegsciej stosuje sie w tym celu gorace roztwory alkaliczne (np. NaOH) [145], jednak
opracowano réwniez metody alternatywne, takie jak enzymatyczna deacetylacja [146] czy
eksplozja parowa (steam explosion) [145, 146]. Kluczowym parametrem opisujacym
chitozan jest stopien deacetylacji (DDA — ang. degree of deacetylation), ktory okresla
procentowy udziat jednostek glukozaminy w tancuchu polimerowym. Przyjmuje sie, ze:

e chityna to polimer o DDA < 50%,
e chitozan to polimer o DDA > 50%.

W praktyce chitozan uzyskuje si¢ w szerokim zakresie DDA — od 50% do nawet 95%, przy
masie czasteczkowej od okoto 300 do ponad 1000 kDa, w zaleznosci od Zrodta surowca 1
metody produkcji.

Chitozan (CH) jest nierozpuszczalny w wodnych roztworach o pH obojetnym i
zasadowym. W §rodowisku kwasnym (pH < 6,0) dochodzi do protonowania wolnych grup
aminowych jednostek glukozaminowych, co umozliwia rozpuszczanie si¢ polimeru

poprzez powstawanie kationow (Rysunek 17) [147].
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Rysunek 17. Wpltyw pH na stan jonizacji grup aminowych C i jego rozpuszczalnos$¢: przejscie. pomigdzy
nierozpuszczalng forma zasadowa a rozpuszczalng forma kwasna.

Wiasciwosci funkcjonalne chitozanu — takie jak zdolno$¢ do tworzenia filmow,
hydrozeli, mikrosfer, a takze jego aktywnos¢ przeciwbakteryjna — sg silnie zalezne od masy
czasteczkowej 1 stopnia deacetylacji . Chitozan o nizszej masie czasteczkowej wykazuje
nizsza lepko$¢, natomiast silniejsze dziatanie przeciwdrobnoustrojowe obserwuje si¢ dla
polimeréw o masie powyzej 100 kDa i wysokim DDA [142, 148].

Dzigki swojemu polikationowemu charakterowi, kontrolowanej
biodegradowalnos$ci, biokompatybilnosci, nietoksyczno$ci oraz zdolnosci do bioresorpcji,

chitozan znalazt szerokie zastosowanie w medycynie (Tabela 4).
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Tabela 4. Zestawienie wlasciwosci biologicznych, fizycznych i chemicznych chitozanu istotnych dla jego
zastosowan biomedycznych [149].

Wiasciwosci biologiczne Wilasciwosci fizyczne Wlasciwosci chemiczne
— biokompatybilno$¢ — naturalny polimer — liniowy polisacharyd
— biodegradowalnosé¢ — bialy proszek aminowy
— niska toksycznos$¢ —  dobor procentu deacetylacji imasy |— reaktywne grupy
— mukoadhezja czasteczkowej chitozanu wptywa hydroksylowe i aminowe
—  zdolno$¢ wigzania na jego wlasciwosci —  zdolno$¢ do tworzenia
kwasow zétciowych fizykochemiczne, takie jak wigzan wodorowych
—  zdolnoé¢ wiazania rozpuszczalno$¢, lepkosé, —  slaba zasada (silny
wapnia/kobaltu interakcje 1 wytrzymato$é nukleofil, pKa ~ 6,3)
—  cytokompatybilnos¢ mechaniczng. —  przewodnictwo jonowe
—  stymmulacja — nierozpuszczalny w wodzie i —  biopolimer kationowy
angiogeneze rozpuszczalnikach organicznych —  zdolnos¢ filmotworcza
—  osteoindukeyjnosé — rozpuszczalny w rozcienczonych
—  whasciwosci gojace kwasnych roztworach
rany — mierzalny wskaznik
krystalicznosci
—  charakter hydrofilowy

6.3 Wybrane metody koniugacji chitozanu z peptydami

Jedng z najczesciej stosowanych metod sprzegania peptydow z chitozanem (CH) jest
chemia karbodiimidu, wykorzystujaca 1—etylo—3—(3—dimetyloaminopropyl)karbodiimid
(EDC) w obecnosci N-hydroksysukcynimidu (NHS). W tym procesie grupa karboksylowa
peptydu reaguje z EDC, tworzac niestabilny intermediat, ktory w obecnosci NHS
przeksztatca si¢ w bardziej trwaly ester NHS. Nastepnie ten potstabilny zwigzek reaguje z
wolng grupa aminowg CH, tworzac trwate wigzanie amidowe (Rysunek 18). NHS pelni w
tym ukltadzie rol¢ grupy opuszczajacej, ulatwiajac przebieg reakcji (NHS jest bardzo dobra
grupa opuszczajaca) [150].

Przyktadem zastosowania tej technologii jest chitozan modyfikowany oktaargining
(Rs—CH), opracowany jako nos$nik do transferu gendéw. Wykorzystanie sekwencji Rs
umozliwia  poprawe  penetracji  komoérkowej 1 zwigkszenie  efektywnosci

wewnatrzkomoérkowej dostawy materiatu genetycznego [151].
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Rysunek 18. Schemat syntezy modyfikowanego chitozanu Rs—CH. Symbol M oznacza $rednig liczbe
jednostek powtarzalnych CH, N — zaprojektowany molowy stosunek oktargininy (Rs) do CH, natomiast n —
rzeczywisty molowy stosunek Rs do CH w produkcie koncowym po zakonczonej reakcji sprzegania.
Modyfikacja przeprowadzana byta z uzyciem uktadu EDC/NHS w temperaturze 25 °C przez 24 godziny.

Opracowanie wlasne na podstawie [151].

Innym  przykltadem koniugacji z uzyciem chemii EDC/NHS jest
karboksymetylotrimetylochitozan (CM-TM—-CH) sprzgzony z peptydem adhezyjnym
GRGDS. Otrzymany koniugat znalazt zastosowanie w produkcji tréjwymiarowych
rusztowan do hodowli komorek i regeneracji tkanek. Badania in vitro z udzialem ludzkich
fibroblastow skornych (HDF) wykazaty, ze modyfikowane rusztowania znaczaco
poprawialy adhezje, proliferacje i roznicowanie komorek [152].

Kolejng metoda sprzegania peptyddéw z chitozanem (CH) jest reakcja addycji grup
tiolowych do podstawnikéw maleimidowych. W tym podejsciu peptyd, ktory ma zostaé
przytaczony do CH, jest wcze$niej modyfikowany poprzez wprowadzenie wolnej grupy
tiolowej (—SH) — zwykle poprzez podstawienie cysteing. Nastepnie tiolowany peptyd
reaguje z grupa maleimidowa, najczesciej w formie NHS—PEG-maleimid, w ktorej
fragment PEG (glikol polietylenowy) petni funkcj¢ dystansujaca, a NHS umozliwia
wigzanie z grupami aminowymi CH [153].

Przyktadem tej strategii jest cysteinylowany peptyd TAT, ktory zostat przytaczony
do czg$ci grup aminowych chitozanu za pomocg uktadu NHS—PEG-—maleimid (Rysunek
19) [154]. Otrzymane koniugaty wykorzystano do tworzenia nanoczasteczek do
wewnatrzkomorkowego dostarczania siRNA. W badaniach in vifro na komodrkach

neuroblastomy myszy wykazano, ze koniugacja znaczaco zwigkszyla efektywnos$¢
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transportu siRNA do wnetrza komodrek, nie wpltywajac jednocze$nie na ich zywotno$¢

[154].
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Rysunek 19. Schemat syntezy kopolimeru chitozanu z glikolem polietylenowym (PEG) oraz peptydem TAT.
Proces obejmuje kolejno: sprzgzenie PEG-maleimidu z chitozanem oraz modyfikacj¢ peptydem TAT

zawierajacym reszte cysteiny na N—koncu. Opracowanie wlasne na podstawie [154].

Innym odczynnikiem stosowanym do sprzegania peptydow z chitozanem (CH) jest
N—-sukcynimidylo—3—(2—pirydyloditio)propionian  (SPDP) — bifunkcyjny reagent
umozliwiajacy tacznik pomigdzy grupami aminowymi a tiolowymi. SPDP zawiera
reaktywng grupe NHS—estrowa, ktéra reaguje z aminami (np. na chitozanie), oraz grupe
pirydyloditiolowa, ktora tworzy kowalencyzne wigzanie z wolnym tiolem peptydu. Wang

1 wspOtpracownicy opracowali system dostarczania lekow oparty na tlenku grafenu i
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chitozanie zmodyfikowanym cyklicznym peptydem RGD (cRGD), majacym na celu
zwigkszenie  specyficzno$ci  ukierunkowanego transportu leku do komorek
nowotworowych [155]. Do koniugacji cRGD z CH wykorzystano reakcje tiolowania z
udziatem SPDP jako odczynnika sieciujacego (Rysunek 20). Otrzymany system
nanonos$nika wykazywal zdolno$¢ do enkapsulacji doksorubicyny, a takze zwigkszone
uwalnianie leku w kwasnym pH, charakterystycznym dla mikrosrodowiska guza. Wyniki
te wskazuja na potencjat koniugatéw chitozanu z peptydami w celowanym dostarczaniu

lekow przeciwnowotworowych [155].

o 377

cRGD

Rysunek 20. Schemat syntezy chitozanu modyfikowanego peptydem cRGD z wykorzystaniem linkera SPDP.

Opracowanie wlasne na podstawie [155].

Stosowanie opisanych wcze$niej metod koniugacji napotyka ograniczenia, gdy
chitozan (CH) wykorzystywany jest do tworzenia mikro— lub nanono$nikéw do
dostarczania lekéw lub gendéw. W takich uktadach protonowane grupy aminowe CH sa
niezbedne do tworzenia kompleksow z ujemnie natadowanymi polimerami (np.
alginianem), dlatego tylko ich cz¢§¢ moze by¢ uzyta do sprzegania z peptydami.
Alternatywnie, mozliwe jest wykorzystanie grup hydroksylowych CH.

W tym celu stosuje si¢ $wiatloczuty bifunkcyjny odczynnik Sulfo-SANPAH,
zawierajacy z jednej strony grupe N-hydroksysukcynimidu (NHS) —umozliwiajaca reakcje
z aminowg grupa peptydu — a z drugiej fotoreaktywna grup¢ arylazydowa, aktywowanag
promieniowaniem UV [156].

Yang 1 wspolpracownicy wykorzystali Sulfo-SANPAH do koniugacji peptydu
adhezyjnego GRGDY z chitozanem. Najpierw peptyd sprzezono z Sulfo-SANPAH
poprzez reakcje grupy NHS z aming peptydu, tworzac wigzanie amidowe. Nastepnie
powstaty zwigzek GRGDY-SANPAH aktywowano $wiattem UV w obecnosci CH, co

umozliwilo wigzanie przez grupy hydroksylowe chitozanu (Rysunek 21) [157].
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Rysunek 21. Proces jednorodnej syntezy GRGDY—-SANPAH—chitozan obejmowat dwa etapy reakcji. a) W
pierwszym etapie fotoreaktywny czynnik sieciujacy Sulfo-SANPAH zostat sprzezony z peptydem GRGDY
w roztworze wodno—etanolowym, prowadzac do powstania pochodnej GRGDY-SANPAH. b) w drugim

etapie, otrzymany zwiazek zostat przytaczony do chitozanu poprzez naswietlanie promieniowaniem UV, co

umozliwilo reakcje grupy arylazydowej z powierzchnig polimeru. Opracowanie wlasne na podstawie [157].

6.4 Lgczniki maleimidowe — zastosowanie w koniugacji polimerow 7 peptydami i
biatkami

Jedna z powszechnie stosowanych metod koniugacji peptydow z chitozanem (CH)
jest wykorzystanie tacznikow maleimidowych. W niniejszej pracy rowniez zastosowano t¢
metode do funkcjonalizacji CH peptydem, ze wzgledu na jej wysoka specyficznose,
selektywnos$¢ oraz efektywnos¢ reakcji.

Maleimidy i ich pochodne stanowig istotng klas¢ zwigzkow chemicznych, ktore od
lat znajduja szerokie zastosowanie w chemii 1 biologii molekularnej [158]. Maleimid (1H—
pirol-2,5—dion) to zwigzek chemiczny o wzorze sumarycznym C.H2(CO):NH, zawierajacy
reaktywny pierscien z dwoma grupami karbonylowymi, ktéry peini istotng role jako

reagent w syntezie organicznej (Rysunek 22).
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Rysunek 22. Wzér strukturalny maleimidu (1H—pirol-2,5—dion).

W chemii organicznej maleimidy sg wykorzystywane m.in. jako dienofile w
reakcjach cykloaddycji oraz jako zwiazki akceptorowe w reakcji addycji Michaela [159].
W zastosowaniach biologicznych, ich szybka i selektywna reakcja z wolnymi grupami
tiolowymi (—SH), zwlaszcza w resztach cysteinowych, znajduje zastosowanie w
sondowaniu struktury bialek, stabilizacji struktur przestrzennych oraz w tworzeniu
biokoniugatow [160].

Pochodne maleimidéw — w tym N—maleimidoaminokwasy — sg szeroko stosowane
w wytwarzaniu nowoczesnych materialow, takich jak polimery funkcjonalne [161],
powloki bioaktywne [162] czy systemy dostarczania lekow [163, 164].

Addycja tioli do wigzania podwojnego uktadu maleimidowego (reakcja Michaela)
nalezy do klasycznych reakcji ,.click chemistry” — jest szybka, wydajna, przebiega

bezproduktowo i moze by¢ prowadzona w §rodowisku wodnym (Rysunek 23).
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Rysunek 23. Reakcja ,,click” maleimidu z tiolami prowadzaca do powstania koniugatéw tioeterowych.

Maleimidy nalezg do najczesciej wykorzystywanych reagentow do selektywnej
modyfikacji reszt cysteinowych w biatkach. Ich warto$¢ syntetyczna zostata szeroko
potwierdzona w zastosowaniach klinicznych 1 przedklinicznych, szczegdlnie w
koniugatach typu przeciwciato—lek (ADC — ang. antibody—drug conjugates). Brentuximab
vedotin [165] oraz trastuzumab emtansine (KADCYLA) [166] to dwa pionierskie
przyktady lekow ADC drugiej generacji, w ktorych zastosowano chemi¢ maleimidowg. W

obu przypadkach modyfikacja reszt cysteiny przebiega szybko i niemal ilo§ciowo w
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warunkach fizjologicznych, co umozliwia skuteczne wigzanie tadunku cytotoksycznego z

przeciwciatem i1 poprawia efektywnos¢ terapeutyczng [164].

W ramach wlasnych badan zastosowatam jedng z podstawowych pochodnych
maleimidu — kwas 2-maleimidooctowy (2—(2,5—diokso—2,5—dihydro—1H-pirol-1—
yl)octowy), dalej okreslany jako maleimidoglicyna (Mal-Gly) (Rysunek 24).

OH

Rysunek 24. Wz6r strukturalny kwasu 2—maleimidooctowego (maleimidoglicyny; Mal-Gly).

Wiekszo$¢ metod otrzymywania pochodnych maleimidu opiera si¢ na reakcji amin
z bezwodnikiem maleinowym, a nast¢gpnie kwasowo katalizowanej (np. przez kwasy
Lewisa) dehydratacji powstatego kwasu maleamowego. Reakcja ta, prowadzona w
podwyzszonej  temperaturze, prowadzi do cyklizacji 1  utworzenia  N—
maleimidoaminokwasu [167]. Alternatywa jest bezposrednie N—alkilowanie maleimidu
alkoholami w warunkach reakcji Mitsunobu [158].

Obie metody maja jednak istotne ograniczenia — niska wydajno$¢, obecnos¢
produktéw ubocznych oraz ograniczong liczbe akceptowalnych substratow. Zarowno
bezposrednia kondensacja, jak 1 cyklizacja kwasu maleamowego czesto prowadza do
niskich uzyskoéw, a modyfikacje warunkow (np. zmiana polarno$ci rozpuszczalnika) nie
przynosza istotnej poprawy, niezaleznie od uzycia rozpuszczalnikow polarnych (np. kwas
octowy, woda) lub niepolarnych (np. toluen, ksylen).

Zastosowanie technik alternatywnych, takich jak synteza mikrofalowa w
warunkach bezrozpuszczalnikowych, réwniez nie jest optymalne — czgsto skutkuje
powstawaniem mieszaniny niepozadanych produktéw polimeryzacji [158].

Dostepne w literaturze metody syntezy chemicznej maleimidoglicyny (znanej
rowniez jako kwas 2—maleimidooctowy) rowniez cechujg si¢ istotnymi wadami: wymagaja

60



uzycia toksycznych reagentéw, prowadzone sg w trudnych warunkach technologicznych,
daja niska wydajnos¢, a otrzymany produkt czesto zanieczyszczony jest znaczng iloscig

kwasu maleamidowego jako produktu ubocznego [168].

6.5 Zastosowanie chitozanu w wyrobach medycznych i preparatach terapeutycznych

Chitozan, dzigki wysokiej biokompatybilnosci, niskiej toksycznos$ci oraz dobre;j
biozgodnosci, sprzyja gojeniu si¢ ran [169]. Jest powszechnie wykorzystywany w wielu
komercyjnych opatrunkach hemostatycznych, stosowanych m.in. w medycynie ratunkowe;j
1 chirurgii. Do najpopularniejszych produktow nalezg: ChitoSam™ (Sammedic),
ChitoGauze XR Pro (North American Rescue), ChitoFlex® (HMT Inc.), Axiostat®
(AXIO), KytoCel® (Aspen Medical) [170].

Poza opatrunkami, chitozan znalazt zastosowanie takze w produktach
przeznaczonych do regeneracji chrzastki, takich jak BST-CarGel® (Piramal Healthcare) i
JointRep™ (Medicwave), a takze w produkcji chitozanowych rurek do regeneracji nerwow
(np. Reaxon® firmy Medovent) [171].

W literaturze naukowej opisano liczne zastosowania chitozanu (CH) w medycynie
regeneracyjnej. W niniejszej pracy skoncentrowano si¢ na formach CH stosowanych w
leczeniu uszkodzen tkanki kostnej. Najczesciej wykorzystywane formy obejmuja m.in.

rusztowania, sfery, powtoki, zawiesiny oraz wtokna (Rysunek 25).
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Rysunek 25. Przyktadowe formy CH wykorzystywane w zastosowaniach. biomedycznych i inzynierii
biomateriatow: sfery, widkna, zawiesiny, powtoki, rusztowania. Rdéznorodno$é¢ fizykochemicznych postaci
umozliwia szerokie zastosowanie CH jako nosnika lekow, biomateriatu do regeneracji tkanek, systemu do
kontrolowanego uwalniania substancji aktywnych oraz biokompatybilnych powtok ochronnych. Rysunek

wlasny z wykorzystaniem programu BioRender.

Biokompozyty iniekcyjne. Firma C.D.G. Abueva opracowala iniekcyjny
biokompozyt w postaci kriozelu, powstajacego przez zamrazanie roztworu (z chitozanem
glukonowym) w temperaturze ponizej punktu zamarzania, lecz powyzej temperatury
eutektycznej ukladu. Kriozel zawiera chitozanowa macierz oraz dwufazowy fosforan
wapnia (HA + B-TCP). Preparat byt biozgodny, tatwo przechodzil przez cienka igle i
zachowywal integralno$¢ strukturalng po aplikacji. Jego sieci polimerowe skutecznie
ograniczaty dyfuzje fosforanu wapnia, co czynilo go skutecznym wypetliaczem do
ubytkow kostnych [142, 170, 171].

Chen Zhao 1 wsp. opracowali hydrozelowy uktad iniekcyjny reagujacy na zmiany

pH, ztoZzony z karboksymetylochitozanu i amorficznego fosforanu wapnia (CMCh—ACP).
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Hydrozel wykazal dobra biozgodnos$¢, zwickszong ekspresj¢ markeréw osteogennych
(osteokalcyna, osteopontyna) oraz stymulowal proliferacje i adhezje MSCs [172].

Inng grupe stanowia hydrozele termowrazliwe, ktére sg ciekle w temperaturze
pokojowej, lecz zeluja w temperaturze ciala. Przyktadem jest uktad oparty na chitozanie 1
a,B—glicerofosforanie (a,p—GP), zawierajacy nanoczastki chitozanu (CHn — ang. chitosan
nanoparticles) potaczone z plazmidowym DNA kodujgcym biatko morfogenetyczne
kosci—2 (pDNA-BMP-2). Preparat CH/CHn(pDNA-BMP-2)-GP przyspieszal gojenie
ubytkéw kostnych u szczurdéw i pséw rasy beagle [173-176].

Pomimo licznych zalet, wcigz istniejg wyzwania zwigzane z optymalizacjg
wlasciwosci mechanicznych, kontrola tempa biodegradacji oraz zapewnieniem
dlugoterminowego bezpieczenstwa stosowania. Wiele z opisywanych systemow znajduje
si¢ na etapie badan przedklinicznych, a ich translacja do praktyki klinicznej wymaga
dalszych, szeroko zakrojonych badan. Podsumowujac polimery iniekcyjne, w tym
chitozanowe, zyskuja coraz wigksze znaczenie w medycynie regeneracyjnej kosci,
umozliwiajagc dostarczanie lekow, komorek, czynnikéw wzrostu lub nanoczastek

bezposrednio do miejsca uszkodzenia (Rysunek 26).
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Rysunek 26. Hydrozele jako systemy lokalnego dostarczania bioaktywnych komponentow. Hydrozel moze
by¢ uzyty jako nos$nik do kontrolowanego uwalniania lekow, komorek, czynnikéw wzrostu oraz nanoczastek
bezposrednio w miejsce uszkodzenia tkanek, np. w obrebie stawu. Taka forma aplikacji wspiera regeneracje

i odbudowe uszkodzonych struktur. Opracowanie wlasne na podstawie [175].

Inng forma aplikacyjng chitozanu (CH) sa biodegradowalne i bioaktywne implanty,
petiace funkcje trojwymiarowych rusztowan dla regeneracji tkanek. Porowata struktura
(zwykle 60—-90%) umozliwia adhezj¢ 1 migracj¢ komorek, dyfuzj¢ substancji biologicznie
czynnych, unaczynienie 1 formowanie nowej tkanki kostnej. Wysoka porowatos¢ poprawia
wlasciwos$ci biologiczne, ale obniza wytrzymato§¢ mechaniczng (czgsto <I MPa dla
samych biopolimerow), dlatego w celu jej poprawy stosuje si¢ kompozyty CH z innymi
materiatami [177, 178].

Przyktadowo, pianki CH z dodatkiem bioaktywnego szkta (BG — ang. bioglass)
osiggaja porowatos$¢ ok. 85% 1 wytrzymato$¢ na $ciskanie rzedu 0,3—0,6 MPa, wykazujac
lepsza strukture poréw i sztywno$¢ w poréwnaniu do czystego CH [179]. Innym
przyktadem s3 rusztowania z dodatkiem mezoporowatego krzemianu cynku (mZS), ktére
poprawiaja porowato$¢, szybko$¢ degradacji, wlasciwosci antybakteryjne oraz

wspomagaja mineralizacje [180].
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Stopy tytanu (np. Ti—-6Al1-4V) maja modut sprezystosci ok. 110 GPa, znacznie
wyzszy niz naturalna kos$¢ (15-25 GPa), co sprzyja zjawisku stress shielding.
Wprowadzenie porowatej struktury (np. 50-70%) i pokrycie implantdw bioaktywna
powloka z krzemianu wapnia, magnezu i CH moze poprawi¢ ich integracje z koscia,
adhezje 1 roznicowanie komorek oraz wspomoc osteogeneze [181].

Nanowtokna chitozanowe 1 ich kompozyty z hydroksyapatytem poprawiaja
wlasciwo$ci rusztowan — zwlaszcza adhezje, proliferacje 1 ekspresj¢ osteogennych
markeréw (np. ALP, OCN) [182]. Widkna takie zwykle maja srednice 100—400 nm i duza
powierzchni¢ wlasciwa, sprzyjajaca interakcji z komorkami.

Mikrosfery chitozanowe 1 kompozytowe (np. HA/SA/CH) umozliwiaja
kontrolowane uwalnianie lekéw 1 sprzyjaja kolonizacji przez osteoblasty. Mikrosfery
HA/SA/CH wykazywaly najlepsza zdolno$¢ adhezji i proliferacji komorek, a ich
porowato$¢ wynosita ok. 70-80%, z rozktadem poréw sprzyjajacym migracji komorek

[183].

6.6 Wykorzgystanie koniugatow chitozanu z peptydami w biomedycynie i inZynierii
tkankowej

Obecne trendy w chemii biomateriatow przesuwaja si¢ w stron¢ projektowania
materialow, ktore efektywnie integruja si¢ z biologicznymi sieciami sygnalowymi.
Koniugaty biatko/peptyd—polimer stajg si¢ nowa generacja materiatow hybrydowych,
taczac zalety obu klas zwigzkéw — bioaktywnos$¢ peptydéw oraz funkcjonalnos$¢ i
podatno$¢ na modyfikacje polimeréw [184]. Koniugaty chitozanu (CH) z peptydami lub
biatkami wykazuja niska immunogenno$¢, stosunkowo latwa syntezg, korzystne koszty
produkcji oraz duzg elastycznos¢ w dostosowywaniu wlasciwosci. Stosowane sg m.in. w
systemach dostarczania lekow 1 genow, diagnostyce, obrazowaniu oraz inzynierii

tkankowej (Rysunek 27) [185].
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Rysunek 27. Schemat zastosowan koniugatéw chitozan—peptyd w biomedycynie: systemy dostarczania

lekow i gendw, obrazowanie medyczne oraz inzynieria tkankowa. Opracowanie wlasne na podstawie [185].

Przykladem takiego systemu moze by¢ peptyd o sekwencji CRGDKGPDC, znany
jako zinternalizowany RGD (iRGD). Zawiera on motyw RGD, ktéory umozliwia
specyficzne wigzanie z receptorami integryn na powierzchni komoérek nowotworowych, a
nastepnie przenikanie przez barier¢ §rodmiazszowa. Ulatwia to precyzyjne dostarczanie
lekow hydrofilowych, takich jak doksorubicyna. Chen i wspotpracownicy przeprowadzili
badanie, w ktorym iRGD zostat skoniugowany ze zmodyfikowanym chitozanem—PLA
(kwas polimlekowy), z wykorzystaniem tacznika sulfosukcynimidylo—1,4—(N-
maleimidometylo)cykloheksano—1—karboksylanu (Sulfo-SMCC). Otrzymane koniugaty
tworzyly kompleksy amfifilowe zdolne do enkapsulacji doksorubicyny i jej selektywnego
dostarczania do komoérek docelowych [186].

Innym przyktadem s3 nanoczastki tiolowanego chitozanu koniugowanego z
teriparatydem (PTH 1-34) czyli rekombinowanym fragmentem parathormonu stosowanym
w leczeniu osteoporozy. Celem bylo zwigkszenie biodostgpnosci leku po podaniu
doustnym. Otrzymany system (PEG—CH-PTHNP) -charakteryzowal si¢ znaczaco
wydtuzonym okresem poéltrwania oraz wyzsza biodostepnoscia w porownaniu z wolnym
peptydem. Badania in vivo na modelu szczurzym potwierdzity skuteczng ochrone
substancji czynnej oraz jej efektywne dostarczenie w przewodzie pokarmowym [144, 187].

W  obrazowaniu medycznym koniugaty chitozan—peptyd rowniez znajduja

zastosowanie. Przykladem sg magnetofluorescencyjne nanoczastki wykorzystywane do
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obrazowania raka prostaty in vivo. Glikolowany chitozan (GCH) zostat zmodyfikowany
chemicznie N—acetylohistydyng (NAHis), a nastgpnie sprzezony z peptydem bombezyny
(BBN), ktory wykazuje wysokie powinowactwo do receptorow GRPR,
nadekspresjonowanych w nowotworach prostaty. Koniugacja BBN zwickszyta akumulacje
nanoczgstek w obrgbie guza u myszy, co wskazuje na potencjalng przydatnos¢ tych

systemOw w obrazowaniu nowotworow [188, 189].

Yu i wspotpracownicy opisali biomimetyczny koniugat chitozanu do zastosowania
w inzynierii 1 przebudowie tkanki kostnej. Kompozytowe rusztowanie
chitozan/hydroksyapatyt (CH/HA) zostalo funkcjonalizowane peptydem P24,
pochodzacym z biatka morfogenetycznego kosci BMP-2. Chitozan zmodyfikowano
tiolowo za pomoca 2-iminotiolanu, a peptyd P24 =zakonczono reszta cysteiny,
umozliwiajac tworzenie mostkow disiarczkowych. Tak uzyskany system umozliwiat

kontrolowane uwalnianie P24 i wspomagat osteogeneze [78].
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II. CEL PRACY

Tkanka kostna podlega ciaglej przebudowie, bedacej wynikiem skoordynowanego
dziatania komorek kostnych, obejmujacych procesy resorpcji, tworzenia, przebudowy i
mineralizacji. Proces ten jest precyzyjnie kontrolowany przez czynniki lokalne (czynniki
wzrostu 1 cytokiny) oraz czynniki ogdlnoustrojowe (kalcytonina i estrogeny), co zapewnia
homeostaze kosci. W przypadku patologicznych ztaman lub duzych ubytkow kostnych (>2
cm?), naturalny proces gojenia jest zaburzony, a ko$¢ wymaga dodatkowej odbudowy.
Czynniki takie jak niedostateczne ukrwienie, infekcje kosci lub otaczajacych tkanek, a
takze choroby ogodlnoustrojowe, takie jak osteoporoza, nowotwory czy cukrzyca, moga
znacznie utrudni¢ lub uniemozliwi¢ regeneracje tkanki kostnej [17]. Mimo duzej liczby
dostepnych biomaterialdéw przeznaczonych do leczenia ubytkdéw kosci, tylko niewielka
cz¢$¢ z nich znalazta zastosowanie w praktyce klinicznej. Gldéwne ograniczenia obejmuja
opozniong osteointegracj¢ oraz niekontrolowane uwalnianie bioaktywnych czasteczek,
prowadzace do krotkotrwatego dziatania terapeutycznego i efektow ubocznych [19].

W odpowiedzi na te wyzwania, gldwnym celem niniejszej pracy doktorskiej byto
opracowanie innowacyjnych materiatow kompozytowych do zastosowan w regeneracji
tkanki kostnej. Cel ten postanowilam osiagnaé poprzez synteze i charakterystyke peptydow
oraz fibryli peptydowych o wlasciwosciach proregeneracyjnych, ich integracje z
chitozanem oraz ocen¢ stabilno$ci, struktury i mechanizmu kontrolowanego uwalniania
bioaktywnych peptydow.

Do osiggnigcia celu ogdlnego rozprawy doktorskiej wyznaczytam nastgpujace cele
szczegblowe:

1. Zaprojektowanie 1 synteza peptydow o potencjalnych  wilasciwos$ciach
proregeneracyjnych, zawierajacych sekwencje rozpoznawane przez metaloproteinaze
7, oraz selekcja peptydu wykazujacego najwyzsza aktywno$¢ biologiczng. Dla
wybranego zwiazku: opracowanie 1 optymalizacja warunkéw jego syntezy w skali
pottechniczne;.

2. Synteza N-hydroksysukcynimidowego estru maleimidoglicyny (Mal-Gly—NHS) oraz
opracowanie 1 optymalizacja metody jego przylaczenia do chitozanu oraz analiza
stopnia podstawienia z wykorzystaniem techniki HPLC. Dodatkowo: optymalizacja

warunkow chromatograficznych i1 dobér odpowiedniego wzorca zewnetrznego.
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3. Zaprojektowanie oraz optymalizacja warunkoéw syntezy koniugatu maleimidochitozan
— (CH-Mal-Gly)—peptyd, poprzez kowalencyjne przytaczenie wybranego peptydu do
chitozanu zmodyfikowanego pochodng maleimidoglicyny (Rysunek 29). Ocena
skuteczno$ci sprz¢zenia metoda HPLC wraz z walidacja warunkow analizy z wyborem

wzorca kalibracyjnego.
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Rysunek 28. Schemat koniugatu chitozanu z peptydem ug4, przytaczonym kowalencyjnie za pomocg mostka
tioeterowego utworzonego w reakcji grupy tiolowej cysteiny z pierscieniem maleimidowym. Peptyd zawiera
sekwencje rozpoznawana 1 specyficznie rozszczepiang przez metaloproteinazy (sekwencja
CPLG|LYGFGG), nastgpnie po stronie C-koncowej znajduje si¢ zmodyfikowany fragment czynnika

wzrostu. Mal-Gly stanowi element taczacy peptyd z chitozanem poprzez wigzanie amidowe.

4. Opracowanie peptydu proregeneracyjnego zdolnego do samorzutnego tworzenia
fibryli, ktore moga petni¢ funkcj¢ no$nikow bioaktywnych w inzynierii tkankowe;.
Otrzymanie struktur stanowiacych rezerwuar aktywnych peptydow, uwalnianych pod
wplywem enzymow proteolitycznych. Zaproponowane fibryle peptydowe w zalozeniu
powinny umozliwi¢ osiggniecie dlugotrwatego efektu terapeutycznego bez

koniecznosci integracji z matrycg chitozanowa. Przeprowadzenie charakterystyki



fizykochemicznej otrzymanych fibryli, obejmujacej testy agregacyjne oraz analizy

strukturalne i mikroskopowe.

Opracowanie trzech typéw koniugatow skladajacych si¢ z chitozanu, pochodne;j

maleimidoaminokwasu oraz wyselekcjonowanych peptydow (Rysunek 29).
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Rysunek 29. Schematy pogladowe przygotowanych przeze mnie koniugatow: 1. chitozan z kowalencyjnie
przytaczonym peptydem ug4, II. chitozan wymieszany z peptydem ug5S1, III. chitozan z fibrylami
peptydowymi ug52

6. Charakterystyka fizykochemiczna 1 biologiczna kompozytéw chitozanowo—
bioszklanych (1-9) o wlasciwosciach proregeneracyjnych, przeznaczonych do
odbudowy tkanki kostnej wraz z badaniami nad uwalnianiem aktywnego peptydu z

macierzy kompozytowe;.
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III. MATERIALY I METODY

1.  Synteza peptydow
1.1 Synteza peptydow przy uZyciu automatycznego syntezatora

Synteze peptydow przeprowadzitam na nos$niku stalym, stosujac metodologie
syntezy peptydow na nosniku statym (SPPS — ang. Solid Phase Peptide Synthesis) z

wykorzystaniem strategii Fmoc (Rysunek 30).

Zywica

Deprotekcja

Aminokwasy
Cykl
Odszczepienie Syntezy
peptydow

Aktywacja

Sprzeganie
Peptyd

Rysunek 30. Schemat syntezy peptydow na nosniku statym. Proces syntezy przebiega cyklicznie i obejmuje
deprotekcje, aktywacje, sprzeganie oraz koncowe odszczepienie peptydu od zywicy. Deprotekcja usuwa
grupe ochronng z wolnej grupy aminowej, aktywacja przygotowuje kolejny aminokwas do reakcji, a
sprzgganie umozliwia utworzenie wigzania peptydowego. Po zakonczeniu cyklu syntezy peptyd jest

odtaczany od no$nika.

Do realizacji procesu uzytam automatycznego syntezatora mikrofalowego Liberty
Blue (CEM Corporation), pracujacego w atmosferze azotu, co umozliwialo ciagly
przeplyw reagentéw i zapewnialo optymalne warunki reakcyjne. Standardowe sprzeganie
prowadzitam uzywajac 4 eq Fmoc—aminokwasu, 4 eq DIC oraz 4 eq Oxyma pure w
stosunku do stopnia modyfikacji no$nika statego. Standardowo stosowatam pojedyncze

sprzeganie, jednak podczas dotaczania Fmoc—Arg(Pbf)-OH zastosowatam podwodjne
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sprzeganie, aby zwigkszy¢ efektywnos$¢ reakcji. W  przypadku sekwencji
aminokwasowych, dla ktorych uzyskiwatam niskg wydajnos$¢, wprowadzitam dodatkowe
cykle sprzggania, polegajace na podwodjnym sprzeganiu kazdego aminokwasu. Do
deprotekcji stosowatam 20% roztwor piperydyny w DMF.

Synteze prowadzitam w trzech skalach reakcyjnych: 0,1 mmol, 0,25 mmol oraz 1,0
mmol. Do syntez na matg skalg (0,1 mmol) wykorzystywatam zywice Rink Amide ProTide
Resin o stopniu modyfikacji 0,21 mmol/g, natomiast do syntez na wigkszg skale (0,25
mmol i 1,0 mmol) stosowatam zywicg¢ Rink Amide ProTide Resin o wyzszym stopniu
modyfikacji, wynoszacym 0,59 mmol/g. Przy przejsciu do wigkszej skali syntezy (1,0
mmol) dostosowywalam takze objetos¢ naczynka reakcyjnego w syntezatorze Liberty
Blue, stosujac wiekszy reaktor (125 ml).

Proces syntezy przebiegat cyklicznie, w nastepujacych etapach. W ramach kazdego
cyklu najpierw nastepowata deprotekcja grupy Fmoc z grupy aminowej na nos$niku statym,
z wykorzystaniem 20% roztworu piperydyny w DMF, wspomagana promieniowaniem
mikrofalowym. Po zakonczeniu tego etapu zywica byla automatycznie odsaczana i
czterokrotnie przemywana DMF. W kolejnym kroku urzadzenie przeprowadzalo reakcje
sprzggania, podczas ktorej dofaczano kolejne N—chronione aminokwasy uzywajac DIC
jako czynnika aktywujacego oraz Oxyma Pure jako dodatku zapobiegajacego racemizacji.
Ilos¢ kazdego aminokwasu stosowalam w czterokrotnym nadmiarze wzgledem stopnia
modyfikacji zywicy. Caty cykl sprzegania byl rowniez wspomagany promieniowaniem
mikrofalowym, co znaczaco zwigkszato efektywnos¢ reakcji oraz skracalo jej czas trwania.

Dodatkowo wprowadzalam przerywany strumien gazu obojetnego (azotu) do
komory reakcyjnej, ktoérego interwaty (np. 6 sekund wiaczony / 2 sekundy wytaczony)
dostosowywatam do skali syntezy. Dzialanie to petnito funkcje wspomagajaca:

e Faza przeplywu gazu (ON): wprowadzenie strumienia azotu ulatwiato
roOwnomierne mieszanie reagentow, zwigkszato dostepnos¢ aktywnego czynnika
sprzggajacego oraz ograniczato ryzyko racemizacji.

e Faza bez przeptywu gazu (OFF): wstrzymanie przeplywu pozwalato na
stabilizacj¢ warunkoéw reakcyjnych, kontrol¢ ci$nienia w komorze oraz

koncentracj¢ reagentdw w miejscu reakcji.
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Po zakonczeniu kazdego cyklu sprzegania syntezator automatycznie odsaczal
peptydylozywice i inicjowat kolejny etap deprotekcji grupy Fmoc, wykorzystujac te same
warunki mikrofalowe co wcze$niej. Parametry poszczegdlnych etapéw syntezy, takie jak
czas reakcji, temperatura oraz czas przeptywu gazu obojetnego, byty dostosowywane do
skali syntezy i zostaly zestawione w Tabeli 5.

Po zakonczeniu syntezy przenositam peptydylozywice na lejek Schotta, a nast¢pnie
przemywatam ja czterokrotnie DMF i trzykrotnie metanolem w celu usunigcia pozostatosci

reagentOw i rozpuszczalnikow.
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Tabela 5. Warunki zastosowane w poszczeg6lnych etapach z podzialem na skale syntezy.

Skala Sprzeganie Deprotekcja Przemywanie
. DIC 0,5M
= 20% roztwor
& Oxyma Pure 1M i DMF
s piperydyny w DMF
& Aminokwasy 0,2M
Standardowe:
o1 175W/15sek w 75°C
’ | 30W/230sek w 90°C 4—krotne
= 150W/35sek w 70°C )
2 Przeptyw gazu ON 2sek/ OFF 3sek przemywanie
< ) 30W/90sek w 89°C )
= Reszty cysteiny: nosnika statego
0W/120sek w 25°C
24W/480sek w 50°C
- DIC 0,5M
= 20% roztwor
@ Oxyma Pure IM ) DMF
s piperydyny w DMF
~ Aminokwasy 0,2M
175W/15sek w 75°C
0,25 30W/230sek w 90°C
- 4—krotne
= Przeptyw gazu ON 2sek/ OFF 3sek 150W/35sek w 70°C )
E . przemywanie
S Reszty cysteiny: 30W/90sek w 89°C )
= no$nika statego
0W/120sek w 25°C
24W/480sek w 50°C
- DIC IM
= 20% roztwor
9@ Oxyma Pure IM ) DMF
s piperydyny w DMF
~ Aminokwasy 0,4M
150W/25sek w 70°C )
przemywanie
1,0 30W/575sek w 90°C )
— catego kolektora i
= Przeptyw gazu ON 6sek/ OFF 2sek 155W/25sek w 70°C
E 4—krotne
S Reszty cysteiny: 30W/245sek w 90°C )
= przemywanie
0W/120sek w 25°C )
nosnika statego
80W/900sek w 50°C

1.2 Odszczepianie peptydow od nosnika

Po zakonczeniu syntezy przeprowadzitam reakcje odszczepienia peptydu od nosnika,

polaczong z usunigciem grup ochronnych z fancuchéw bocznych aminokwasow.

Mieszanina reakcyjna skladata si¢ z kwasu trifluorooctowego (TFA), fenolu, wody, 1,2—

74



etanoditiolu (EDT) oraz triizopropylosilanu (TIPS) w proporcjach 91,5:5:5:2,5:1
(v:viviviv). Na 1 g zywicy uzytam 10 ml tej mieszaniny. Otrzymang zawiesing wytrzgsatam
przez 3 godziny, a nastepnie odsaczatam zywice od roztworu przy uzyciu lejka Schotta pod
zmniejszonym ci$nieniem. Peptyd wytracalam eterem dietylowym i wirowatam przez 15
minut w temperaturze 4°C przy predkosci 4000 rpm. Po tym czasie, peptyd oddzielatam od
fazy eterowej poprzez dekantacje. Osad peptydu ponownie zawieszalam w eterze i
wirowatam, aby usung¢ pozostale zanieczyszczenia. Czynnos¢ t¢ powtarzatam trzykrotnie
dla kazdego z peptydéw. Po odparowaniu resztek eteru, peptyd rozpuszczatam w wodzie 1

zliofilizowatam, uzyskujac suchy produkt koncowy.

2. Oczyszczanie peptydow

Dla kazdego z peptydéw dobralam warunki oczyszczania (warunki izokratyczne
dobieralam zawezajac gradient az do konkretnego stezenia), wykorzystujac
wysokosprawng chromatografie cieczowa w uktadzie faz odwréconych (RP-HPLC — ang.
Reversed—Phase High—Performance Liquid Chromatography) z detektorem rozproszenia
swiatta ELSD (ang. Evaporative Light Scattering Detector) LTIl (Shimadzu). W analizach
stosowatam kolumne analityczng Kromasil C8 (Nouryon) 5 um, 100 A, 4,6 mm x 250 mm
(Zatacznik 1 — Warunki chromatograficzne 1).

Proces zasadniczego oczyszczania peptydéw przeprowadzitam metoda RP-HPLC,
wykorzystujac uktad potpreparatywny ztozony z dwdoch pomp (K1001), detektora UV (K-
2001) sprzgzonego z kolektorem frakcji firmy Gilson, wyposazony w kolumne Jupiter
Proteo C8 (Phenomenex), 4 pm, 90 A, 21,2 mm x 250 mm. Rozdziat chromatograficzny
prowadzitam w gradiencie liniowym lub w uktadzie izokratycznym, przy zastosowaniu
uktadu fazy ruchomej: A = 0,1M kwas octowy, 0,1M octan amonu w wodzie; B = 65%
acetonitryl w 0,1M kwasie octowym 1 0,1M octanie amonu w wodzie (v:v). Przeptyw fazy
ruchomej wynosit 1,0 ml/min. Detekcje prowadzitam z wykorzystaniem detektora UV przy
dhugosci fali A = 223 nm. (Zatacznik 1 — Warunki chromatograficzne 2).

Do oznaczenia czysto$ci oczyszczonego peptydu wykorzystatam RP-HPLC (Nexera
X2, Shimadzu), stosujac analityczng kolumne Kinetex C8 (Phenomenex), 2,6 um, 100 A,

2,1 mm x 100 mm. Objetosciowe nat¢zenie przeptywu wynosito 0,5 ml/min. Eluenty: A =
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0,1% kwas trifluorooctowy w wodzie (v:v); B = 80% acetonitryl w 0,1% kwasie
trifluorooctowym w wodzie (v:v) (Zatgcznik 1 — Warunki chromatograficzne 3).

W celu potwierdzenia masy czasteczkowej otrzymanego peptydu wykonatam analizg
spektrometrii mas widma masowego MALDI-TOF (ang. Matrix—Assisted Laser
Desorption/lonization Time—of—Flight) przy uzyciu spektrometru Bruker Briflex III
MALDI-TOF (Bruker Daltonics).

3.  Badanie stabilnosci peptydow

W celu oceny stabilnosci peptydow zaréwno podczas badan ich wiasciwosci
biologicznych, jak 1 w trakcie procesow produkcyjnych docelowych kompozytow,
przeprowadzitam szereg eksperymentow w réznych warunkach srodowiskowych. Analiza
stabilnos$ci peptydow pozwolita na okreslenie ich trwatos$ci oraz przydatnosci do dalszych

zastosowan w badanych kompozytach.

3.1 Badanie stabilnosci peptydow w wodzie

Badania stabilnosci peptydow w wodzie polegaty na inkubacji peptydu o stezeniu
100 uM przez 24 godziny w temperaturze 37°C, przy cigglym mieszaniu orbitalnym (300
rpm). Stabilno$¢ peptydéw badatam w nastgpujacych punktach czasowych 0, 1, 2, 3, 6, 24
godziny
w trzech powtorzeniach biologicznych.

Analiz¢ iloSciowg przeprowadzatam za pomocg systemu HPLC (Zatacznik 1 —
Warunki chromatograficzne 1, Eluenty II). Na podstawie chromatogramoéw uzyskanych
w poszczegolnych punktach czasowych, odczytatam pole powierzchni pod odpowiednim
pikiem, reprezentujace ilo$¢ peptydu w probce w danym czasie. Wartosci powierzchni
zostaly znormalizowane wzgledem wartosci poczatkowej (t = 0 h), ktorg przyjetam jako
100%. Takie podejscie pozwolilo na monitorowanie zmian w ilo$ci peptydu w trakcie
trwania eksperymentu. Wyniki przedstawitam w formie wykresow stupkowych,

obrazujacych zaleznos$¢ pozostatej ilosci peptydu [%] od czasu inkubacji [h].

3.2 Badanie stabilnosci peptydow w poZywce

W celu oceny stabilno$ci peptydow w srodowisku hodowlanym, roztwér peptydu o
stezeniu 100 pM inkubowalam w pozywce DMEM /F-12 (ang. Dulbecco’s Modified

Eagle’s Medium/Ham's F—12 Nutrient Mixture) z dodatkiem 10% ptodowej surowicy
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bydlecej FBS (ang. Fetal Bovine Serum) przez 24 godziny, w prébowkach typu Eppendorf,
w temperaturze 37 °C, przy ciggtym mieszaniu orbitalnym (300 rpm). Stabilno$¢ peptydow
badatam w nastepujacych punktach czasowych: 0, 1, 2, 3, 6 1 24 godziny.

Po zakonczeniu inkubacji probki przenositam do zamrazarki o temperaturze —90 °C.
Nastepnie rozmrazatam je w kontrolowanych warunkach, umieszczajgc kazda probke na
lodzie na 1 godzing. Po rozmrozeniu do kazdej z probek dodatam 1 ml etanolu i doktadnie
mieszatam zawarto$¢ (vortexowanie). Probki wirowalam przez 20 minut (18000 rpm) w
temperaturze 4 °C. Zebrany supernatant przenositam do nowych probowek wiro6wkowych
1 odparowywatam w koncentratorze prozniowym SpeedVac, az do catkowitego usunig¢cia
rozpuszczalnika.

Skoncentrowane probki rozpuszczatam w 200 pl fazy A (0,1% kwas trifluorooctowy
w wodzie) oraz 50 pl fazy B (0,1% kwas trifluorooctowy w 80% acetonitrylu w wodzie;
v/v). Tak przygotowane probki przenositam do wialek chromatograficznych i
analizowatam za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej (Zatacznik 1 —
Warunki chromatograficzne 1, Eluenty II). Dla uzyskanych wynikéw w poszczegélnych
punktach czasowych zmierzytam powierzchni¢ pod pikami chromatograficznymi,
odpowiadajacg ilosci pozostatego peptydu. Wyniki przedstawitam w formie wykresow
stupkowych, ktore ilustrujg zalezno$¢ zawarto$ci pozostalego peptydu [%] od czasu

inkubacji [h].

4. Trawienie enzymatyczne peptydow z wykorzystaniem metaloproteinazy
macierzy zewnatrzkomorkowej 7 (MMP-7)

Pierwszym etapem eksperymentu bylo wyznaczenie odpowiedniej ilosci enzymu,
ktora nalezy uzy¢, aby peptyd ulegal skutecznemu trawieniu enzymatycznemu. Peptydy
zawieraly sekwencje specyficzng dla MMP-7. W tym celu przeprowadzitam szereg
do$wiadczen wykorzystujac komercyjnie zakupiony substrat o stezeniu 0,1 mg/ml (MCA—
Pro—Leu—Gly-Leu—Dpa—Ala—Arg—NH, - TFA, M = 1093.15, Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA).

Substrat inkubowatam z dodatkiem enzymu w objetosciach 1,0 ul; 0,5 pl; 0,25 pl
oraz 0,125, ul w temperaturze 37°C przez 15, 30, 45 oraz 60 minut. Na podstawie kinetyki
hydrolizy wyznaczytam molowy stosunek enzymu do substratu (1:365,6), przy ktérym
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zachodzi specyficzne degradacja enzymatyczna wigzania peptydowego miedzy resztami
glicyny (G) 1 leucyny (L) w sekwencji PLGL.

Nastegpnie peptydy ug4, ug51 i ug52 poddatam inkubacji w obecno$ci enzymu
MMP-7, W eksperymencie wykorzystalam stosunek molowy enzym: substrat wynoszacy
1:365,6. Proces inkubacji prowadzitam przez godzing w temperaturze 37°C, przy ciaggtym
mieszaniu orbitalnym (300 rpm). Prébki pobieratam w nast¢pujacych punktach czasowych
0, 15, 30, 60 minut. Do kazdej z pobranych probek, w celu zatrzymania reakcji
enzymatycznej, dodawatam 10% roztwor kwasu trifluorooctowego (tak, aby koncowe
stezenie TFA w probce wynosito 0,2%).

Wyniki eksperymentu analizowatam z zastosowaniem RP-HPLC (Zalacznik 1 —
Warunki chromatograficzne 3). Dodatkowo probki analizowatam z uzyciem spektrometru

masowego MALDI-TOF Bruker Bruker Daltonics (model Bruker Briflex III).

5.  Synteza estru aktywnego maleimidoglicyny (ester N-hydroksysukcynimidowy
kwasu aminooctowego)

Synteze estru aktywnego maleimidoglicyny (Mal-Gly—NHS) z wykorzystaniem N—
hydroksysukcynimidu (NHS) 1 N,N’—dicykloheksylokarbodimidu (DCC), wykonatam
metoda karbodiimidowa, zgodnie z procedurg zawarta w publikacji O. Nielsen 1 O.
Buchardt [190]. Do kolby reakcyjnej (250 ml) odwazylam maleimidoglicyne (2,0 g, 12,97
mmol) oraz NHS (1,56 g, 13,55 mmol), po czym dodatam 20 ml acetonitrylu (ACN).
Mieszaning schtodzitam do temperatury 0—4°C, po czym porcjami dodawatam DCC (2,6
g, ok. 12,6 mmol) przez okoto 3—4 godziny. Po catkowitym dodaniu DCC, kontynuowatam
reakcje w temperaturze pokojowej przez kolejne 24 godziny.

Po zakonczeniu reakcji odsaczytam powstaty osad (dicykloheksylomocznik) na
lejku Schotta 1 pozostawitam go do wyschnigcia na powietrzu. Ze wzgledu na mozliwos¢
obecnosci produktu w przesaczu, przeprowadzitam proces zat¢zania przesgczu 1 wytracenia
osadu za pomoca eteru dietylowego. Otrzymany drugi osad rowniez odsgczytam i
pozostawitam do wyschnigcia.

Identyfikacj¢ otrzymanego produktu przeprowadzitam z wykorzystaniem
spektroskopii fourierowskiej w podczerwieni (FTIR — ang. Fourier—Transform Infrared
Spectroscopy) za pomoca spektrometru FTIR Jasco 4700 w zakresie 4000-500 cm™ z

wykorzystaniem przystawki ATR z krysztatem diamentowym oraz metoda spektroskopii
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protonowego rezonansu magnetycznego (‘H NMR — ang. Proton Nuclear Magnetic
Resonance), rejestrujagc widmo w DMSO-ds (99.9% D) w temperaturze 30 °C na
spektrometrze Bruker AVANCE III (500 MHz). Czysto$¢ i wydajno$¢ otrzymanego estru

ocenilam za pomocg HPLC (Zaltacznik 1 — Warunki chromatograficzne 3).

6. Modyfikacja chitozanu przy uzyciu estru N-hydroksysukcynimidowego
maleimidoglicyny (Mal-Gly—-NHS)

Celem przeprowadzonych eksperymentow bylo kowalencyjne przytaczenie
maleimidoglicyny do chitozanu poprzez reakcje grup aminowych z aktywowanym estrem
N-hydroksysukcynimidowym (Rysunek 31).

Do syntezy wybratam chitozan 95/2000 firmy HMC+ (Heppe Medical Chitosan),
charakteryzujacy sie stopniem deacetylacji powyzej 92,6% (DD > 92,6%) oraz lepkoscia
dynamiczng mieszczaca si¢ w przedziale 2000 (1751-2250 mPas) Chitozan zawiesitam w
gorgcej wodzie 1 mieszalam przy uzyciu mieszadta magnetycznego lub sonikacji, az
mieszanina osiggneta temperatur¢ pokojowa i1 uzyskalam konsystencj¢ jednorodnej
zawiesiny.

Nastepnie, przygotowatam do reakcji ester aktywny maleimidoglicyny (Mal-Gly—
OSu - aktywny ester N-hydroksysukcynimidowy). Zwigzek ten zawiesitam w
tetrahydrofuranie (THF) poddatam 15-minutowej sonikacji, aby ulatwi¢ jego
rozpuszczenie. Po tym czasie dodatam wod¢ w proporcji THF:H>O = 3:2, tak aby koncowe
stezenie THF w mieszaninie reakcyjnej wynosito 10% (v:v).

Gotowy roztwor estru aktywnego dodatam do zawiesiny chitozanu. Catg
mieszaning intensywnie mieszalam przez 20 minut, stosujagc mieszadlo magnetyczne lub
sonikacj¢. Nastepnie doprowadzitam pH do wartosci 8,5, dodajac wodoroweglan sodu
(NaHCO3). Mieszaning pozostawitlam na 24 godziny w temperaturze pokojowej, przy
cigglym mieszaniu.

Po zakonczeniu reakcji modyfikowany chitozan odsaczytam na lejku Schotta lub z
uzyciem zestawu do s3czenia pod zmniejszonym ci$nieniem z wymiennymi filtrami.
Nastepnie, material przemytam bardzo zimna woda, uzywajac okoto 1000 ml wodyna 1 g
chitozanu, w celu usunigcia nieprzereagowanych reagentéw. Oczyszczony materiat

poddatam liofilizacji.
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Metoda ta byla wielokrotnie optymalizowana — testowatam rozne proporcje
reagentow oraz warunki reakcji. Szczegdly procesu optymalizacji zostaty opisane w czesci
doswiadczalnej, Rozdziat IV.I.11 oraz w Zalaczniku 2. Probki oznaczono wedtug
schematu: CH-m X.Y, gdzie: CH — chitozan, m — symbol wskazujacy na fakt, ze material
zostal zmodyfikowany (przez przytaczenie kwasu 2-maleimidooctowego), X — numer
procedury modyfikacji (okreslonej zestawem warunkéw reakcyjnych), Y — numer kolejne;j
syntezy wykonanej z uzyciem danej procedury. Na przyktad probka oznaczona jako CH—
m 2.2 odnosi si¢ do drugiej syntezy wykonanej zgodnie z procedurg nr 2 modyfikacji

chitozanu kwasem 2—maleimidooctowym.
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Rysunek 31. Reakcja chemicznej modyfikacji chitozanu z wykorzystaniem aktywowanego estru
maleimidoglicyny ~ (Mal-Gly—OSu).  Grupy aminowe chitozanu reaguja =z estrem N—
hydroksysukcynimidowym, prowadzac do kowalencyjnego przylaczenia reszty maleimidoglicyny do

tancucha polimerowego oraz uwolnienia N—hydroksysukcynamidu jako produktu ubocznego.

7.  Modyfikacja chitozanu z uzyciem peptydu ug4

7.1  Modyfikacja chitozanu CH-m4.1 poprzez sprzeganie 7 peptydem ug4

200 mg chitozanu CH-m4.1 (chitozan modyfikowany zgodnie z procedura 4, synteza
1 — doktadne wyjasnienie oznaczenia CH-m4.1 znajduje si¢ w rozdziale Badania Wtasne

IV.I.11), zmodyfikowanego w okoto 10% grupami pochodnej maleimidoglicyny,
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umiescitam w kolbie okragltodennej (250 ml), po czym dodalam 75 ml wody
dejonizowane;.

W osobnej probowce typu Falcon odwazytam 190 mg peptydu ug4 i rozpuscitam go
w 20 ml wody dejonizowanej. Nastgpnie roztwér peptydu dodawatam stopniowo do
zawiesiny zmodyfikowanego chitozanu, kontrolujagc pH mieszaniny i doprowadzajac je do
wartosci okoto 8,0 za pomocg roztworu wodorowegglanu sodu (NaHCO:3).

Po ustabilizowaniu pH, w celu zminimalizowania utleniania wolnej grupy tiolowej
cysteiny, zabezpieczylam kolbe¢ balonem wypelionym argonem. Reakcje prowadzitam
przez 24 godziny w warunkach nieprzerwanego mieszania magnetycznego.

Powstaty produkt — koniugat CH-m4.1-ugd — oddzielitam metoda filtracji
prézniowej na lejku Schotta z sgczkiem (ilo§ciowy $redni), dodatkowo wykorzystatam
metod¢ wirowania. Mieszaning reakcyjng wirowalam pieciokrotnie w probowkach Falcon
(100 ml) w temperaturze 4 °C, przy predkosci 9000 rpm. Po kazdym wirowaniu usuwatam
supernatant i uzupelialam woda dejonizowang, celem oczyszczenia produktu z
pozostatlos$ci niezwigzanego peptydu i reagentow. Oczyszczony material poddatam

procesowi liofilizacji

7.2 Modyfikacja chitozanu CH-m4.4 poprzez sprzeganie 7 peptydem ug4

Zwazytam 3,2g chitozanu CH-m4.4 (chitozan modyfikowany zgodnie z procedura
4, synteza 4 — Rozdziat Badania Wtasne IV.I.11), o stopniu modyfikacji pochodng
maleimidoglicyny wynoszacym okoto 10% 1 przeniostam do kolby okraglodennej o
pojemnosci 2 litréw, po czym dodatam 850 ml wody dejonizowanej. W osobnej kolbie
przygotowatam roztwor 3,0 g peptydu ug4 w 200 ml wody dejonizowanej. Otrzymany
roztwor dodawatam powoli do zawiesiny zmodyfikowanego chitozanu, kontrolujac odczyn
pH 1 doprowadzajac mieszaning do wartosci okoto 8,0 przy uzyciu roztworu
wodoroweglanu sodu (NaHCO:s). Po ustabilizowaniu pH zalozytam na szyjke kolby balon
wypetniony argonem, w celu zabezpieczenia reakcji przed utlenianiem wolnych grup
tiolowych cysteiny. Reakcje prowadzitam przez 24 godziny w temperaturze pokojowej,
pod stalym mieszaniem magnetycznym.

Po 24 godzinach odsaczylam produkt reakcji uzywajac zestawu do filtracji
prézniowej z sagczkiem membranowym (Millipore, PES, porowatos$¢ 0,22 pm). Nastepnie,
modyfikowany chitozan przemylam zimng wodg, uzywajac okoto 1000 ml wody na 1 g
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modyfikowanego chitozanu — w celu usunigcia nieprzereagowanych reagentow.

Oczyszczony materiat poddatam procesowi liofilizacji.

8.  Analiza aminokwasow metoda chromatograficzng z derywatyzacja
przedanalityczng

Aminokwasy nalezg do grupy zwiazkow silnie polarnych, co uniemozliwia ich
skuteczng separacj¢ przy uzyciu konwencjonalnych technik wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) lub chromatografii gazowej (GC), bez uprzedniej
modyfikacji chemicznej.

Ze wzgledu na niskg lotno$¢ oraz brak naturalnych chromoforow, ich bezposrednia
detekcja jest znacznie utrudniona. W zwigzku z tym najcze$ciej stosowang strategia
analityczng jest derywatyzacja przedanalityczna, ktora zwigksza lotno$¢, hydrofobowos¢
oraz wlasciwosci spektroskopowe analizowanych czasteczek. W wigkszo$ci przypadkow
stosowane odczynniki derywatyzujace reaguja z grupami aminowymi aminokwasow,

umozliwiajac ich efektywna separacje i detekcje metodami chromatograficznymi.

8.1 Przygotowanie probki do analizy aminokwasowej — hydroliza kwasowa

W celu wykonania analizy aminokwasowej przeprowadzitam hydroliz¢ kwasowa
probki modyfikowanego chitozanu. Okolo 5 mg probki umiescitam w naczyniu do
hydrolizy prozniowej Schlenka (Thermo Scientific Pierce Vacuum Hydrolysis Tube, 1 ml).

W kolbie miarowej przygotowatam roztwdr wzorca wewngtrznego, przygotowu;jac
0,1 M roztwor norleucyny (Nle) w 6 M roztworze HCI. Do probki chitozanu CH-Mal-Gly
dodatam 1 ml 6 M HCI oraz odpowiednig ilo$¢ roztworu Nle, obliczong tak, aby zawarta
w niej masa norleucyny odpowiadata przewidywanej zawartosci glicyny (Gly) w
analizowanej probce.

Tak przygotowang probke poddatam hydrolizie w temperaturze 120 °C przez 24
godziny, prowadzonej w termobloku. Po zakonczeniu hydrolizy, przy uzyciu szklanej
pipety Pasteura, przeniostam probke do kolby sercowej o pojemnosci 25 ml. Nastgpnie
dodatam niewielka ilo$¢ toluenu i usungtam nadmiar kwasu solnego poprzez odparowanie

w warunkach prézniowych przy uzyciu wyparki rotacyjnej (Rysunek 32).
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Rysunek 32. Schematyczny przebieg hydrolizy kwasowej probki modyfikowanego chitozanu (CH-Mal—

Gly): zakwaszenie, inkubacja, usuni¢cie nadmiaru HCl w wyparce rotacyjne;j.

8.2 Derywatyzacja

Chromatografia cieczowa sprz¢zona z detekcja optyczng stanowi powszechnie
wykorzystywang technik¢ w oznaczaniu aminokwasoéw. W praktyce analitycznej stosuje
si¢ dwa glowne podejscia: (1) chromatografie jonowymienng z pokolumnowa
derywatyzacja oraz (2) derywatyzacj¢ przedkolumnowa, po ktdrej nastepuje rozdzial w
uktadzie RP—-HPLC.

Jednym z najczgsciej stosowanych odczynnikow derywatyzacyjnych jest aldehyd
ortoftalowy (OPA), ktéory =znajduje zastosowanie zarowno w konfiguracjach
pokolumnowych (po chromatografii kationowymiennej), jak 1 przedkolumnowych (przed
analiza RP-HPLC). OPA reaguje ze zwigzkami zawierajacymi grupy aminowe w
obecnos$ci zwigzkéw tiolowych, takich jak p-merkaptoetanol lub kwas 3—
merkaptopropionowy (3—MPA), prowadzac do powstania fluorescencyjnych pochodnych
izoindolowych. Produkty reakcji moga by¢ wykrywane spektrofotometrycznie (A = 340
nm), fluorometrycznie (Aex = 340 nm, Aem = 450 nm) lub za pomoca metod
elektrochemicznych (np. amperometrii w przypadku stabo fluorescencyjnych pochodnych)
[19, 189]. Derywatyzacj¢ przeprowadzilam na podstawie warunkéw opisanych w
literaturze [191, 192]. Jako rozpuszczalnik aminokwasdéw zastosowatam roztwor 0,2 M
tetraboranu sodu (Na2B4O7) w 80% metanolu. Roztwor ten przygotowaltam, rozpuszczajac

378,3 mg Na:BsO- w 50 ml wody dejonizowanej (pH 9,5), a nastgpnie zmieszatam 40 ml
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roztworu buforowego z 160 ml metanolu i mieszatam przez 10 minut w temperaturze
pokojowe;.

Roztwdr OPA przygotowalam do stezenia 8 mM, rozpuszczajac 1,07 mg OPA w 1
ml wody dejonizowanej i poddajac roztwor krotkiej sonikacji. Do tej samej probowki
dodatam 2,5 mg kwasu 3—merkaptopropionowego (stezenie koncowe 24 mM). Roztwor
OPA/3-MPA przygotowywatam $§wiezo kazdego dnia, bezposrednio przed analiza, w celu
zachowania pelnej reaktywnosci reagentow.

Optymalizacj¢ warunkow reakcji przeprowadzitam, testujagc rdzne proporcje
sktadnikow derywatyzujacych, jak przedstawitam w Tabeli 6. Koncowe pH prébek po
derywatyzacji wynosito 7,0. Wyniki analizowalam za pomoca chromatografii cieczowe;j
RP-HPLC, stosujac dlugos¢ fali detekcji 340 nm (Zalagcznik 1 — Warunki
chromatograficzne 3). Stosowane uktady fazy ruchome;j (eluenty):

1. A =0,1% kwas trifluorooctowy w wodzie (v:v), B = 80% acetonitryl w 0,1% kwasie
trifluorooctowym w wodzie (v:v);

2. A=0,1M kwas octowy, 0,1M octan amonu w wodzie, B = 65% metanol w 0,1 M kwasie
octowym, 0.1M octan amonu w wodzie;

3. A=0,1M kwas octowy, 0,1M octan amonu w wodzie, B =45% metanol w 0,1M kwasie

octowym, 0,1M octanie amonu w wodzie

Tabela 6. Zestawienie warunkow derywatyzacji glicyny i standardow aminokwasowych z zastosowaniem
OPA i 3-MPA.

Lp. Stezenie derywatyzowanej prébki Stezenie OPA Stezenie 3-MPA
1. 20-100 pmol Gly 4 mmol 12 mmol 3-MPA
2. 200-1000 pmol Gly 4 mmol OPA 12 mmol 3-MPA
3. 200-1000 pmol Gly 40 mmol OPA 120 mmol 3-MPA
4. 0,25 umol Gly 4 mmol OPA 12 mmol 3-MPA
5. 0,45 pmol standardu aminokwasowego 7,2 mmol OPA 14,4 mmol 3-MPA
6. 4,5 pmol standardu aminokwasowego 7,2 mmol OPA 14,4 mmol 3-MPA

Po zoptymalizowaniu proporcji reagentow w procedurze derywatyzacji przystapitam

do oznaczenia produktow hydrolizy chitozanu zmodyfikowanego pochodng
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maleimidoglicyny (CH-Mal-Gly). Jako wzorzec wewnetrzny zastosowalam norleucyne, a
samg hydroliz¢ przeprowadzitam zgodnie z opisem przedstawionym w punkcie 8.1. Po
zakonczeniu etapu odparowania kwasu solnego, do suchej probki dodatam okoto 1 ml
buforu zawierajacego tetraboran sodu (Na:B4O-) w celu ustabilizowania pH na poziomie
7,0 (koncowe warunki derywatyzacj). Nastepnie probke sonikowatam przez 2 minuty, aby

zapewni¢ jednorodno$¢ mieszaniny przed dalszg analiza.

8.3 Zastosowanie chromatografii HILIC w analizie stopnia modyfikacji chitozanu

Chromatografia oddziatywan hydrofilowych (HILIC — ang. Hydrophilic Interaction
Liquid Chromatography) opiera si¢ na zastosowaniu polarnej fazy stacjonarnej, takiej jak
krzemionka, fazy amidowe, hydroksylowe, cyjanoaminowe lub jonowymienne, w
potaczeniu z rozpuszczalnikami typowymi dla chromatografii w uktadzie faz odwroconych
(RP-HPLC). Technika ta umozliwia skuteczny rozdziat zwigzkéw o wysokiej polarnosci.
Elucje prowadzi si¢ w ukladzie gradientowym, rozpoczynajac od wysokiego udziatu
rozpuszczalnika organicznego (najczgsciej acetonitrylu), a nastepnie zwigkszajac udziat
frakcji wodnej w fazie ruchomej, co prowadzi do wymywania zatrzymanych analitow.
Langrock 1 wspotautorzy  opracowali metode umozliwiajaca separacje 16
aminokwasow proteinogennych w czasie 25 minut, z wykorzystaniem kolumny amidowe;j
sprzezonej z detekcja w uktadzie spektrometrii mas z jonizacjg elektrosprejem 1 tandemowa
analiza mas (ESI-MS/MS). Detekcja opierala si¢ na monitorowaniu neutralnej utraty
czasteczki kwasu mrowkowego [193].
Zastosowana metoda umozliwila rozdziat wszystkich izomeréw hydroksyproliny
obecnych w hydrolizatach kolagenu, przy granicach wykrywalno$ci ponizej 50 pmol.
Chromatografie HILIC wykorzystatam do oceny stopnia modyfikacji chitozanu pochodna

maleimidoaminokwasu oraz sprz¢zonym peptydem.

8.3.1 Analiza stopnia podstawienia chitozanu pochodng maleimidoaminokwasu
metodg chromatografii HILIC

W celu potwierdzenia stopnia podstawienia chitozanu pochodng maleimidowa,
przeprowadzitam reakcje hydrolizy probki modyfikowanego chitozanu, zgodnie z

procedurg w punkcie 8.1. Otrzymang probke, odparowang do sucha, rozpuscitam w 1 ml
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eluentu A: 0,5 M mréwczan amonu / 0,5 M kwas mréwkowy / 90% acetonitryl w wodzie
(1:1/ viv).

Analizy probek po hydrolizie przeprowadzitam za pomocg chromatografii cieczowe;j
RP-HPLC (Nexera X2, Shimadzu) z uzyciem kolumny bioZen Glycan (Phenomenex)
2,6 um, 100 A, 2,1 mm x 150 mm.

Objetosciowe natezenie przeptywu wynosito 0,25 ml/min. Zastosowane eluenty: A:
0,5 M mréwczan amonu, 0,5 M kwas mrowkowy, 90% acetonitryl w wodzie (v:v); B:
mréwczan amonu, 0,5M kwas mrowkowy, 75% acetonitryl w wodzie (Zalacznik 1 —
Warunki chromatograficzne 4). Do analizy zastosowalam liniowy gradient 0-100% B w
ciagu 45 minut. Hydrolizy wykonatam w trzech powtorzeniach technicznych (prébki po 5
mg chitozanu). Dla kazdej probki wykonatam trzy niezalezne analizy chromatograficzne.

Stosunek pdl powierzchni pod pikami glicyny (oznaczany aminokwas) i norleucyny
(wzorzec wewngtrzny) wyznaczalam na jednym wspolnym chromatogramie i
porownywalam z odpowiadajagcym mu stosunkiem uzyskanym z krzywej wzorcowej,

sporzadzonej w identycznych warunkach.
1. Obliczenie teoretycznej zawartosci glicyny (Gly) w Mal-Gly—OSu:

% Gly =x 100%
gdzie:
e Mgy ="T5g/mol
® Muar-Gr-osu = 261g/mol
czyli: % Gly = 28,7%
Jesli do syntezy uzyto masy muarGi-osu, to masa odpowiadajacej jej glicyny wynosi:

maiy = 20Gly X Myai-Giy-0Su

2. Przygotowanie probki do hydrolizy:

Dla kazdej probki chitozanu po syntezie oblicz:

MGly, hydroliza = teoretyczna zawarto$¢ Gly w probee = %G1y X Mpropki

Norleucyna (Nle) — wzorzec wewngtrzny: przygotowanie 0,1M roztwor stosujac 0,1312g
Nle w kolbie miarowej 10 ml

Do kazdej probki nalezy dodac ilos¢ Nle odpowiadajaca masie Gly w tej probce

MNle = MGly, hydroliza
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3. Obliczanie stopnia modyfikacji:
Stopien modyfikacji (%) =x 100%

Stosunki te wyznacza si¢ na podstawie powierzchni pod pikami na chromatogramach
HPLC.

8.3.2 Analiza stopnia podstawienia chitozanu peptydem

Dla prob chitozanu sprze¢zonego z peptydem zastosowatam analogiczng metode. Po
hydrolizie (zgodnie z pkt 8.1), prébke odparowang do sucha rozpuscitam w 1 ml eluentu A
(jak wyzej). Analizy prowadzono z identycznym gradientem i parametrami HPLC
(Zatacznik 1 — Warunki chromatograficzne 4).

Hydrolize wykonatam w trzech powtoérzeniach technicznych (prébki po 10 mg
chitozanu). Dla kazdej z probek wykonatam trzy niezalezne analizy chromatograficzne.
Jako aminokwas wskaznikowy postuzyta leucyna (obecna dwukrotnie w sekwencji
peptydu ug4), natomiast wzorcem wewnetrznym byta lizyna. Stosunek pola powierzchni
pod pikami leucyny i lizyna wyznaczalam na jednym wspolnym chromatogramie i
porownywatam z odpowiadajacym mu stosunkiem uzyskanym z krzywej wzorcowej,
sporzadzonej w identycznych warunkach chromatograficznych.

[lo$¢ wzorca wewnetrznego, przeliczalam tak, aby masa dodanej lizyny byta rowna
spodziewanej masie jednego z aminokwasOw zawartych w przylaczanym peptydzie
(leucyna) zawartym w probce.

Obliczenie teoretycznej zawarto$ci leucyny (Leu) w peptydzie ug4:

% Leu =% 100%
gdzie:

® M;ieu=131 g/mol
o Mygs=982g/mol

czyli: % Leu = 26,7%
Jesli do syntezy uzyto masy mugs, to masa odpowiadajacej jej leucyny wynosi:

MLey = %Leu X mug4

4. Przygotowanie probki do hydrolizy:
Dla kazdej probki chitozanu po syntezie oblicz:

MLeu, hydroliza = teoretyczna zawartos¢ Leu w probee = %oreu X Mprobi
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Lizyna (Lys) — wzorzec wewnetrzny: przygotowanie 0,1M roztwor stosujgc 0,1461 Lys w
kolbie miarowej 10 ml
Do kazdej probki nalezy doda¢ ilo$¢ Lys odpowiadajaca masie Leu w tej probce

MLys = MLeu, hydroliza

5. Obliczanie stopnia modyfikacji:
Stopien modyfikacji (%) =% 100%

Stosunki te wyznacza si¢ na podstawie powierzchni pod pikami na chromatogramach
HPLC.

9. Badania agregacyjne peptydow

W celu oceny wiasciwosci fibrylogennych peptydéw ug51, ugS52 oraz ugS3,
przeprowadzitam ich inkubacj¢ w buforze fosforanowym (PBS) o pH 7,4, w temperaturze
37°C, z cigglym mieszaniem w termobloku (300 rpm) przez 7 dni. St¢zenie peptydu
wynosito 1 mg/ml. Prébki byly pobierane co 24 godziny (0, 1, 2, 3, 6 dni). Tak
przygotowane roztwory wykorzystatam do analiz: dichroizmu kotowego, fluorescencji
tioflawiny T (ThT), obrazowania TEM (tylko dla ug52), oraz badania uwalniania peptydu
ugS2 z fibryli w obecnosci enzymu MMP-7.

9.1 Analiza konformacji peptydow metodq dichroizmu kolowego

Pomiary dichroizmu kotowego dla peptydéw ug51, ug52 i ug53 wykonano w
temperaturze pokojowej, w zakresie dtugosci fali 190-260 nm. Od kazdego widma odj¢to
widmo rozpuszczalnika. Wyniki przedstawitam w formie zaleznosci sredniej eliptycznosci
molowej na jedng reszte aminokwasowa (MRME — ang. mean residue molar ellipticity) od
dlugosci fali (nm), wyrazonej w jednostkach degxcm?xdmol™. Pomiary zostaly
przeprowadzone w Pracowni Dichroizmu Kotowego na Wydziale Chemii Uniwersytetu

Gdanskiego, przy uzyciu spektropolarymetru Jasco J-815.

9.2  Analiza agregacji fibryli peptydowych metodg fluorescencji tioflawiny T (ThT)

10 pl roztworu peptydu (1 mg/ml) po inkubacji w PBS wymieszalam z 10 pl
roztworu tioflawiny T (1,5 mM w wodzie) oraz 90 ul buforu PBS (pH 7,4). Kontrole

negatywng stanowila mieszanina ThT z buforem PBS i1 10 pl wody (bez peptydu).
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Wzbudzenie prowadzitam przy dtugosci fali 420 nm, a widmo emisyjne zarejestrowatam
w zakresie 455—-600 nm. Maksimum emisji uzyskalam przy 482 nm, co wskazuje na
obecno$¢ uporzadkowanych struktur fibrylowych. Uzyskane dane przedstawitam jako
zalezno$¢ intensywnosci fluorescencji od dlugosci fali. Formowanie si¢ fibryli
peptydowych przez peptydy ug51, ug52 1 ug53 ocenialam za pomocag tzw. testu
tioflawinowego (ThT) za pomoca spektrofluorymetru Infinite 200 Pro (Tecan), uzywajac

96—dotkowych ptytek.

9.3  Obrazowanie fibryli peptydu ug52 za pomocgq transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (TEM)

W celu wizualizacji fibryli peptydu ug52 za pomoca TEM, probki oczy$citam przez
trzykrotne wirowanie (18 000 rpm, 15 min). Po kazdym etapie wirowania usuwatam
supernatant i zawieszatam osad fibryli w wodzie dejonizowanej, co pozwolito na skuteczne
usunig¢cie pozostalo$ci buforu. Koncowe stezenie peptydu wynosito 0,001% (v:v). Na
siateczke miedziang pokryta weglem (400 mesh) nanoszono 5 pL probki. Po 1 minucie
adsorpcji, nadmiar cieczy usuwano, a siateczki barwiono 2% roztworem octanu uranylu
(v/v). Obrazowanie przeprowadzono za pomocg transmisyjnego mikroskopu elektronowego
Tecnai G2 Spirit BioTWIN (FEI Company, Hillsboro) przy napigciu przyspieszajacym 120
kV, w zakresie powigkszen od 11 500x do 39 000%. Badania wykonano w Laboratorium

Mikroskopii Elektronowej Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego.

9.4 Uwalnianie peptydu ugl z fibryli ug52 w obecnosci metaloproteinazy MMP-7

W celu zbadania podatnosci fibryli peptydowej ug52 na hydroliz¢ enzymatyczna,
zastosowatam metaloproteinaz¢ macierzy zewnatrzkomorkowej MMP—7 (matrylizyna—1).
Enzym ten wybratam ze wzgledu na jego szerokie spektrum substratowe oraz udziat w
przebudowie macierzy zewnatrzkomorkowej, procesach zapalnych i1 regeneracyjnych.

Do zawiesiny fibryli ug52 (1 mg/ml w PBS, pH 7,4) dodatam enzym MMP-7 w
stosunku molowym enzym:substrat réwnym 1:365,6 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Inkubacje prowadzitam przez 72 godziny w temperaturze 37°C, z zastosowaniem
ciggltego mieszania (300 rpm). Probki pobieratam w pigciu punktach czasowych: 0, 1, 3,
24 oraz 72 godziny. Aby zatrzymac aktywnos$¢ enzymu, do kazdej probki dodawatam 10%

roztwor kwasu trifluorooctowego (TFA, v:v). Analiz¢ produktéw degradacji
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przeprowadzitam z zastosowaniem spektrometru Bruker Autoflex III MALDI-TOF

(Bruker Daltonics, Niemcy).

10. Otrzymywanie kompozytow chitozanowo—bioszklanych zawierajacych
peptydy

Chociaz celem mojej pracy doktorskiej bylo opracowanie 1 charakterystyka
koniugatu chitozanowo—peptydowego, realizowane przeze mnie badania stanowily czgs¢
szerszego projektu badawczego GlassPoPep, ktory od poczatku zaktadal zastosowanie
bioszkta domieszkowanego jonami cynku i strontu jako nieorganicznego komponentu
kompozytéw. Za synteze i modyfikacje bioszkta odpowiadat wspotpracujacy zesp6t z Sieci
Badawczej Lukasiewicz — Instytutu Ceramiki i Materialdw Budowlanych w Warszawie,
natomiast moim zadaniem bylo =zaprojektowanie peptydow o wlasciwosciach
proregeneracyjnych, ich sprzezenie z chitozanem oraz szczegdtowa analiza otrzymanych
koniugatow 1 fibryli peptydowych.

Na koncowym etapie projektu opracowane przeze mnie komponenty organiczne
zostaty potaczone z bioszklem, tworzac kompletne materiaty kompozytowe przeznaczone
do dalszych analiz 1 badan biologicznych. Wszystkie badania fizykochemiczne, testy
uwalniania peptydow oraz analizy biologiczne prowadzone byly wylacznie dla gotowych
kompozytéw chitozanowo—bioszklanych zawierajacych zarowno chitozan (sprze¢zony lub
zmieszany z peptydami), jak 1 bioszklo domieszkowane jonami metali. Koniugaty bez
dodatku bioszkta nie byly poddawane tym analizom, poniewaz nie stanowity finalnej wersji
materialu projektowego.

Koncowe produkty kompozytowe otrzymano w zespole dr Moniki Biernat (Instytut
Ceramiki 1 Materialow Budowlanych, Sie¢ Badawcza Lukasiewicz, Warszawa). W
pierwszym etapie syntezy przygotowano bioszklo metoda zol—zel, wykorzystujac tlenek
krzemu (Si0:) jako sktadnik strukturotwodrczy oraz dodatki: CaO, P2Os, a takze SrO, ZnO,
CuO lub MgO — w zmiennych proporcjach typowych dla szkliw bioaktywnych. Po
zmieszaniu prekursorow prowadzono wygrzewanie w cieplarce (do 180°C), a nastgpnie
suszenie 1 wypalanie zelu w piecu (500-750°C). Uzyskany material rozdrabniano do
proszku o uziarnieniu <250 um i wykorzystywano jako faz¢ nieorganiczng kompozytow.
W przypadku kompozytu 5 zastosowano dodatkowy etap funkcjonalizacji powierzchni.

Przygotowano wodny roztwor peptydu ugd6 (zsyntezowanego przez dr Justyng Sawicka)
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o stezeniu 0,29 mg/ml [194, 195]. Porowate rusztowanie chitozan/bioszklo/peptyd ug4

zanurzono w przygotowanym roztworze peptydu, umozliwiajac jego adsorpcje na

powierzchni¢ materiatu. Zestawienie nazw i sktadow kompozytéw przedstawitam w Tabeli

7 oraz w Zalaczniku 4.

Tabela 7. Sktad i oznaczenia kompozytow chitozanowo-bioszklanych modyfikowanych ZnO (tlenkiem
cynku)/SrO (tlenkiem strontu) i peptydami ugd/ugd6/ug51/ug52 (Zatacznik 4). CH-m 4.4 odnosi si¢ do
czwartej syntezy wykonanej zgodnie z procedura nr 4 modyfikacji chitozanu kwasem 2—maleimidooctowym

(Rozdzial IV.I.11.2)

Numer Nazwa kompozytu Opis skladu kompozytu
bioszkto P5 (bioszklo o sktadzie: 70% SiO,, 25% CaO, 5% P»Os i
| P5Zn/CH-CH-m4.4— | granulacji < 1,0mm) domieszkowane ZnO + chitozan + CH-m4.4—ug4,
' ug4_0,8% peptyd ugd przylaczony kowalencyjnie w ilosci 0,8% wagowych do
chitozanu
. : " : n — —
PSZ1/CH-CH-md4 4— bioszkto P5 domieszkowane ZnQ . chlto’za.m CH-m4.4—ug4,
2. peptyd ug4 przylaczony kowalencyjnie w ilosci 1,6% wagowych do
ugd 1,6% .
chitozanu
ioszklo P ieszk V4 + chi + CH-m4.4-ug4
P5Zn/CH-CH-m4 4 bioszkto P5 domieszkowane nQ ' c ‘1to’z§n CH-m4.4—ug4,
3. peptyd ugd4 przylaczony kowalencyjnie w ilosci 3,4% wagowych do
ugd 3.4% .
chitozanu
i i + i + —m4.4-
PSSt/CH-CH-m4 4— bioszklo P5 domieszkowane SrO. . chllto,za.n CH-m4.4—ug4,
4. peptyd ug4 przylaczony kowalencyjnie w ilosci 1,6% wagowych do
ugd 3,4% .
chitozanu
bioszkto PS5 domieszkowane ZnO + chitozan + CH-m4.4—ug4 + peptyd
5 P5Zn/CH-CH-m4.4— | ug46, peptyd ugd4 przylaczony kowalencyjnie w ilosci 3,4% wagowych
' ug4 3,4% ugd6 do chitozanu, ug46 zaadsorbowany na kompozycie w stgzeniu 29 ug
peptydu na 1 krazek
bioszkto P5 domieszkowane ZnO + chitozan + peptyd ug51
6. P5Zn/CH-ug51 zaadsorbowany na kompozycie w st¢zeniu 10pug peptydu na 1 krazek
bioszklo P5 domieszkowane SrO + chitozan + peptyd ug51
7. P5Sr/CH-ug51 zaadsorbowany na kompozycie w stezeniu 10ug peptydu na 1 kragzek
bioszkto P5 domieszkowane SrO + chitozan + peptyd ug52 (liofilizat)
8. P5Sr/CH-ug52 zaadsorbowany na kompozycie w stezeniu 100ug peptydu na 1 krazek
bioszkto P5 domieszkowane ZnO + chitozan + peptyd ug52 w formie
9. P5Zn/CH—ug52(fibr) | fibryli peptydowych zaadsorbowany na kompozycie w stezeniu 100 pug na
1 krazek

11. Analiza struktury powierzchni i porowatosci kompozytow metoda SEM

Badania struktury powierzchni oraz rozkladu wielkosci poréw kompozytow

chitozanowo—bioszklanych zostaty przeprowadzone przez zespot dr Moniki Biernat z
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Instytutu Ceramiki 1 Materiatow Budowlanych Sieci Badawczej Lukasiewicz w
Warszawie.

Do analizy wykorzystano skaningowy mikroskop elektronowy (SEM) z emisja
polowa (Nova NanoSEM 200, FEI). Obrazowanie wykonano w niskiej proézni z uzyciem
detektora vCD przy napigciu przyspieszajacym 15 kV, na probkach niepokrywanych

przewodzaca warstwa.

12. Ocena bioaktywnosci powierzchniowej kompozytow w warunkach in vitro

Badania bioaktywnosci kompozytéw chitozanowo—bioszklanych przeprowadzono w
zespole dr Moniki Biernat w Instytucie Materialbw Budowlanych Sieci Badawczej
Lukasiewicz w Warszawie W ramach analizy oceniono zmiany na powierzchni probek po
czterotygodniowej inkubacji w symulowanym ptynie ustrojowym (SBF) w temperaturze
37°C. Charakterystyke chemiczng powierzchni wykonano w warunkach niskiej prézni, z
wykorzystaniem spektroskopii rentgenowskiej z dyspersja energii (EDS) z detektorem
SDD Apollo X (EDAX). Obrazowanie mikrostruktury przeprowadzono w warunkach
wysokiej prozni z uzyciem detektora Everharta—Thornleya (ETD) przy napigciu
przyspieszajacym 10 kV. Przed analizg probki pokrywano warstwa przewodzaca (filmem
zlota o grubosci 10 nm), nanoszonym przy uzyciu napylarki Leica EM SCDS500.

13. Analiza kinetyki uwalniania peptydu z kompozytu

W kazdej serii eksperymentalnej do badan uwalniania peptydow z kompozytéw
wykorzystalam dwa krazki kompozytowe o $rednicy 15 mm 1 grubosci 1 mm. Masa
pojedynczego krazka wynosita od 10 do 17 mg. Kazdy eksperyment przeprowadzitam
dwukrotnie, z zastosowaniem niezaleznych probek. W Tabeli 8 zestawilam masy

poszczeg6lnych krazkéw uzytych do analizy kinetyki uwalniania.
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Tabela 8. Masy probek kompozytow uzytych w badaniach uwalniania (I i II proba).

Masy kompozytow [mg]
Numer Nazwa kompozytu
I préba II préba
L. P5Zn/CH-CH-md.4—ugd 0,8% 32,95 23,47
2. P5Zn/CH-CH-m4.4—ugd 1,6% 26,39 24,11
3. P5Zn/CH-CH-md.4—ugd 3,4% 23,23 25,98
4. P5St/CH-CH-mé.4—ug4_3,4% 31,75 30,67
> P5Zn/CH-CH-m4.4-ugd 3,4% ugd6 20,33 21,56
6. P5Zn/CH-ug51 32,01 28,76
7. P5Sr/CH-ug51 22,29 26,30
8. P5Sr/CH-ug52 28,15 30,15
9. P5Zn/CH-ug52(fibr) 38,79 33,62

Badania kinetyki uwalniania peptydow z kompozytéw wykonatam na ptytkach 24
dotkowej w temperaturze 37°C, przy ciaglym wytrzasaniu. Krazki kompozytowe
umieszczalam we wglebieniach ptytek 24—dotkowych, po czym dodawatam 1 ml buforu
HEPES lub 1 ml wody dejonizowanej. Eksperymenty prowadzilam w obecnos$ci enzymu
MMP-7 (1 pl), jak 1 w warunkach — bez enzymu. W okreslonych punktach czasowych
pobieratam po 65 pl roztworu probki, a nast¢pnie uzupetniatam pobrang objetos¢ buforem
lub wodg dejonizowang (65 pl). Jako kontrole zastosowatam krazki zawierajace jedynie
bioszkto i1 chitozan. Eksperyment wykonalam w dwoch niezaleznych powtoérzeniach,
wykorzystujac po 2 krazki kompozytowe na kazde powtdrzenie. Szczegdlowy przebieg

eksperymentow przedstawitam w Zataczniku 3.

14. Analiza termograwimetryczna

Analiza termograwimetryczna (TGA — ang. Thermogravimetric Analysis) to technika
analityczna umozliwiajagca pomiar zmiany masy probki w funkcji temperatury lub czasu,
podczas gdy probka poddawana jest kontrolowanemu programowi grzewczemu Ww
okreslonej atmosferze gazowej [196]. Przeprowadzono analizy termograwimetryczne

zardwno dla niemodyfikowanego, jak 1 modyfikowanego chitozanu. Badania te zostaty
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wykonane na Politechnice Wroctawskiej przez dr Malgorzate Gazinska. Pomiary
termograwimetryczne przeprowadzono przy uzyciu termowagi TGA/DSC1 Mettler Toledo
(Greifensee). Probki ogrzewano z szybkoscig 10°C/min w zakresie temperatur od 25°C do

800°C, w atmosferze powietrza o przeptywie 60 ml/min.

15. Badania cytotoksycznosci i potencjalu proliferacyjnego peptydow wobec

komoérek hFOB

Eksperymenty przeprowadzono w Instytucie Biotechnologii i1 Medycyny
Molekularnej w Gdansku, w zespole kierowanym przez dr Beate Gromadzka. W dniu
poprzedzajacym eksperyment komorki linii ludzkiej linii ptodowych osteoblastow hFOB
(ang. human fetal osteoblast cell line) wysiewano na ptytki 96—dotkowe w ilosci 0,02 x 10¢
komorek na dotek. Komorki inkubowano 24h w temperaturze 34°C. Przed rozpoczgciem
eksperymentu przygotowywano rozcienczenia peptydow w pozywce hodowlanej o
stezeniach:100, 50, 25, 12,5 i 6,25 pg/ml. Rozcienczenia te nanoszono na hodowle
komoérkowa w objetosci 150 pl na dotek, w dwdch niezaleznych seriach, kazda w czterech
powtdrzeniach. Po 48 godzinach inkubacji w temperaturze 34°C przeprowadzono dalsze
analizy biologiczne. We wszystkich eksperymentach zastosowano odpowiednie kontrole

pozytywne i negatywne.

15.1 Test LDH — test do oceny uszkodzen blony komdrkowej

Test dehydrogenazy mleczanowej (LDH — ang. lactate dehydrogenase)) zostat
wykonany zgodnie z normg ISO10993-5 [197]. Komorki inkubowano przez 48 godzin w
obecnosci badanego peptydu w ptytkach 96-dotkowych. Jako kontrole pozytywna
zastosowano 1% roztwor Triton X—100. Po inkubacji dodano do dotkéw barwnika z
katalizatorem, przygotowany bezposrednio przed uzyciem. Plytki inkubowano w
ciemnosci przez 30 min. w temperaturze pokojowej, nastepnie zmierzono absorbancj¢ przy

dtugosci fali 490 nm oraz 690 nm za pomocg czytnika plytek.

15.2 Test WST-1 — ocena aktywnosci mitochondrialnej i proliferacji komaorek

Wplyw peptydoéw na proliferacj¢ komorek oceniono za pomocg testu (WST-1) na
linii komorkowej ludzkich ptodowych osteoblastow hFOB 1.19. Test WST—1 wykonano

zgodnie z normg ISO10993-5 [197]. Roztwor WST—1 (1 ml) ogrzewano w tazni wodnej w
94



temperaturze 34°C, a nastgpnie nanoszono do kazdego dotka plytki 96—dotkowe;j
zawierajacej hodowle komorek. Ptytki inkubowano przez 2 godziny w temperaturze 34°C.
Po zakonczeniu inkubacji reakcje zatrzymywano roztworem stop, a absorbancj¢ mierzono
przy dlugosci fali 450 nm (pomiar wiasciwy) 1 620 nm (korekta tta) za pomoca czytnika
mikroptytek.

16. Badania implantacyjne kompozytu chitozanowo—bioszklanego w modelu

Zwierzecym

Badania przedkliniczne przeprowadzono w Centrum Badan Przedklinicznych
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu, pod kierownictwem dr
hab. Bogustawy Zywickiej. Eksperymenty zrealizowano za zgoda Lokalnej Komisji
Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierz¢tach we Wroctawiu (uchwata nr 83/2019/P1 z dnia
15.01.2020 r.). Wszystkie probki kompozytu nr 5 dostarczone do badan poddano
sterylizacji radiacyjnej dawka ok. 30 kGy.

16.1 Badania toksycznosci uktadowej

Badania zaplanowano i przeprowadzono zgodnie z normg PN-EN ISO 10993-11
,Biologiczna ocena wyrobow medycznych — Cze$¢ 11: Badania toksycznosci
ogolnoustrojowej” oraz Farmakopea Polska VII (FP VII) [198, 199]. Test ostrej
toksyczno$ci wykonano na 10 dorostych albinotycznych myszach szczepu Swiss (Rysunek
33a), pochodzacych z certyfikowanej hodowli zwierzat laboratoryjnych. Zwierzgta losowo

podzielono na dwie grupy po 5 osobnikéw: badang 1 kontrolna.
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Rysunek 33. Zdjecia przedstawiaja : a) jedna z myszy szczepu Swiss biorgca udziat w badaniu b) probke badanego
biokompozytu uzyta do badan toksycznosci ostrej ¢) wyciagi wodne z badanego biokompozytu — przygotowanie
roztworow do wstrzykiwan, gdzie K — kontrola — roztwor soli fizjologicznej, B1— kompozyt 5. Fotografie
wykonane przez p. Krzysztofa Fabisia.

W trakcie 7-dniowego okresu przygotowawczego oraz calego eksperymentu
codziennie monitorowano mas¢ ciata, zachowanie, a takze spozycie paszy i wody. Po
okresie adaptacji myszom z grupy badanej podano dootrzewnowo wodny wyciag z
kompozytu 5, natomiast grupie kontrolnej — roztwor soli fizjologicznej. Rysunek 33b
przedstawia probke badanego biokompozytu, a Rysunek 33c¢ — przygotowany z niego
wycigg wodny.

Wyciag sporzadzono zgodnie z zaleceniami normy, stosujac proporcje 3 cm?
powierzchni probki na 1 ml roztworu soli fizjologicznej (Injectio Natrii Chlorati Isotonica,
Polpharma, 9 mg/ml). Inkubacje prowadzono przez 72 godziny w temperaturze 37°C,
réwnolegle przygotowujac probg kontrolng. Ekstraktow nie przesaczano i wykorzystano je
bezposrednio po przygotowaniu. Iniekcje wykonano dootrzewnowo w dawce 50 ml/kg
masy ciala — zgodnie z dopuszczalnym maksimum. Codziennie prowadzono obserwacj¢
kliniczng pod katem objawow toksycznych. Zwierzgta miaty nieograniczony dostep do
wody i paszy. Rejestrowano takze spozycie pokarmu i ptyndéw oraz zmiany masy ciata. Po
7 dniach wykonano eutanazj¢ poprzez dootrzewnowe podanie pentobarbitalu. Podczas
sekcji oceniano skorg, naturalne otwory ciata, stan mig$ni, uklad kostny oraz miejsca

iniekcji w jamie brzuszne;.
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16.2 Miejscowa reakcja po implantacji

Badania przeprowadzono zgodnie z normg PN-EN ISO 10993—6 ,.Biologiczna ocena
wyrobéw medycznych — Czg$¢ 6: Badania miejscowej reakcji po implantacji” [200].
Eksperymenty wykonano na krélikach rasy nowozelandzkiej, obu pitci, pochodzacych z
hodowli Instytutu Medycyny Pracy w Lodzi. Zwierzeta miaty nieograniczony dostgp do
wody 1 byly zywione standardowg granulowang pasza dla krolikow. Podzielono je na dwie
grupy: badang (z implantacja kompozytu) oraz kontrolng (z zabiegiem chirurgicznym bez
wszczepienia). Na kazdy zaplanowany termin sekcyjny przeznaczono co najmniej trzy
kroliki. Grupe kontrolng oceniano po 90 dniach od zabiegu. Wszystkie implanty
kompozytu 5 miaty ksztatt cylindryczny i wymiary 2 mm X 6 mm (Rysunek 34a). Po
uzyskaniu pelnej analgezji, na wysokosci stawu biodrowego odkazano skore 1
wykonywano cigcie skorne dlugosci 4-5 cm, przebiegajace wzdhuz nasady blizszej kosci
udowej. Nastgpnie poprzez nacigcie migsni odstaniano kretarze (Rysunek 34b), w ktorych

nawiercano otwor o $rednicy 3mm i dlugo$ci 6mm.

b)

kretacze kosci udowej -
_ miejsce wszczepienia
7 kompozytu

Rysunek 34. a) probka badanego kompozytu 5 (ksztalt cylindryczny, dtugo$¢ ok. 6 mm, $rednica 2 mm)
uzyta w badaniach miejscowej reakcji tkanek po implantacji u krolikow nowozelandzkich. Fotografia

wykonana przez Krzysztofa Fabisia, b) pogladowe miejsce wszczepienia kompozytu do kosci krélika, na

podstawie rysunku [201].

W tak wykonanych operacyjnych ubytkach kostnych umieszczano badane probki
kompozytu. W 30., 60. 1 90. dniu po implantacji przeprowadzano eutanazj¢ krolikow przez
dozylne podanie pentobarbitalu. Przed zabiegiem oceniano og6lny stan zdrowia zwierzat.
Podczas sekcji makroskopowo oceniano ran¢ pooperacyjng, miejsce implantacji oraz

wybrane narzady wewnetrzne. Nastepnie pobierano kosci udowe z implantami do dalszych
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analiz histologicznych 1 radiologicznych. Tkanki utrwalano przez 72 godziny w 10%
zobojetnionym formaldehydzie w buforze fosforanowym, odwapniano w mieszaninie
kwasow, a nastgpnie odwadniano i zatapiano w parafinie. Z zatopionych fragmentéw kosci
wykonywano przekroje podluzne i1 poprzeczne. Skrawki (ok. 4 um) barwiono
hematoksyling i eozyng (HE) oraz metodg Van Gieson (VG), po czym zamykano w
balsamie kanadyjskim. Preparaty oceniano pod mikroskopem $wietlnym (Olympus BX43),

a dokumentacj¢ obrazowa wykonano za pomocg oprogramowania cellSens Standard.
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IV. BADANIA WLASNE

CZESC I - Modyfikacja chitozanu pochodna maleimidoaminokwasu i
jego kowalencyjna koniugacja z bioaktywnym peptydem

1.  Projektowanie peptydow o wlasciwosciach proregeneracyjnych

Pierwszym etapem badan bylo zaprojektowanie peptydow o potencjalnych
wlasciwosciach proregeneracyjnych kosci. Po dokonaniu przegladu literaturowego
wybralam pie¢ peptydow, ktére biorg udziat w procesach regeneracyjnych tkanki kostne;j.
Sa one fragmentami nastgpujacych czynnikoéw wzrostu: BMP-2, BMP-4, OGP, DGR,
CDP-4. Peptydy te zostaly dokladnie opisane w czgéci teoretycznej mojej pracy w
rozdziale zatytulowanym ,,Czynniki bioaktywne wspomagajace regeneracj¢ kosci — rola
peptydow” (Rozdziat 1.5).

Kazda sekwencje aktywna wzbogacitam o fragment rozpoznawany przez
metaloproteinaze 7 (MMP-7), ktory ulega hydrolizie w srodowisku bogatym w enzym, co
umozliwia kontrolowane, miejscowe uwalnianie bioaktywnego peptydu. Na N-koncu
kazdej sekwencji umiescitam reszte cysteiny z nieostonieta grupa tiolowa, co pozwala na
kowalencyjne sprzezenie z no$nikiem polimerowym, jakim jest chitozan (Rysunek 35). Dla
peptydow, ktore zawieraty reszte cysteiny w swojej sekwencji, aby unikna¢ tworzenia
niepozadanych mostkow disiarczkowych, zastosowatam substytucj¢ cysteiny kwasem o—
aminomastowym (Aib), oznaczonym literg X. Jest on izosterem cysteiny, ale nie posiada

reaktywnej grupy tiolowej.
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dla MMP-7

Rysunek 35. Schemat projektowania sekwencji peptydow zawierajacych reszte cysteiny, fragment
specyficzny dla MMP-7 oraz sekwencj¢ aktywng o dzialaniu proregeneracyjnym — przeznaczonych do

modyfikacji chitozanu.

W celu oceny proliferacyjnego potencjatu zaprojektowanych sekwencji peptydow
wobec osteoblastéw w warunkach degradacji enzymatycznej, zaprojektowane peptydy
zawieraly zaro6wno fragment aktywny, jak 1 fragment substratowy dla MMP-7,
umozliwiajacy enzymatyczne uwalnianie aktywnego peptydu w miejscu docelowym

(Rysunek 36).

| /” verea (06P) N

) DGRGDSVAYG (DGR)

J;: FG + AKHKQRKRLKSSXKRHP (BMP-2)

i RKKNKNXRRH (BMP-4)

LEA \_ NPKYKQKRR (CDP-4) Y.
fragment sekwencji sekwencja aktywna

specyficznej dla MMP-7

Rysunek 36. Zaprojektowane sekwencje peptydow zawierajace fragment rozpoznawany przez MMP—-7 oraz

sekwencje aktywna, zastosowane w badaniach biologicznych.

2.  Synteza i analiza peptydow proregeneracyjnych

Do syntezy peptydow wykorzystatam automatyczny syntezator mikrofalowy firmy

CEM Corporation. Proces przeprowadzitam stosujac metodologi¢ Fmoc na zywicy Rink
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Amide ProTide Resin, zgodnie z metodologig syntezy na no$niku stalym (SPPS). W
wyniku przeprowadzonych syntez otrzymalam 16 peptydoéw, ktérych zestawienie
przedstawilam w Tabeli 9.

Najwieksze trudnosci syntetyczne wystapity w przypadku peptydow zawierajacych
fragmenty czynnikow wzrostu BMP-2 (ugl3, ugl4, ugl5S) oraz BMP—4 (ug20, ug2l,
ug22). Produkty te wykazywaty liczne delecje, szczeg6lnie reszt lizyny i argininy. Aby
poprawi¢ wydajno$¢ syntez, zastosowatam podwdjne sprzeganie aminokwasow oraz
dodatkowy etap mycia po kazdym cyklu sprzegania i deprotekcji.

Dla peptydu ug13 uzyskatam produkt o zadowalajacej wydajnosci (~80%), peptydy
ug8 i ug9 uzyskatam z wydajnoscia okoto 50%, natomiast peptyd ug20 otrzymatam z
bardzo niewielkag wydajnoscia (~30%). Peptydy ugl4, ugl5, ug2l i ug22 uzyskatam z
bardzo niskg wydajnoscig (~5%), mimo zastosowania modyfikowanej procedury.

Czystos¢ peptydow ocenitam metoda HPLC (Zalacznik 1 — Warunki
chromatograficzne 3), natomiast mas¢ czasteczkowa potwierdzitam technika spektrometrii

mas z jonizacja laserowa wspomagang matrycg w czasie przelotu (MALDI-TOF).
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Tabela 9. Nazwy i sekwencje syntetyzowanych peptydow, ich pochodzenie biologiczne oraz podstawowe parametry syntezy. W peptydach ugl3—ug22 —X oznacza kwas
4—aminomastowy.

T ey ey | e e el | v
ugl H-LYGFGG-NH, 0.1 0.476 % 8,13

0,25 0,424 146 95,41
ug2 H-FFGYGFGG-NH, 0,25 0,424 202 95,00
ug3 H-LEAYGFGG-NH, OGP 0,25 0,424 195 96,01

0,1 0,476 80 94,73
ugd H-CPLGLYGFGG-NH, 0,25 0,424 243 93,61

1,0 1,69 920 97,01
ug? H-LDGRGDSVAYG-NH, 0,1 0,476 101 91,18
ug8 H-FFGDGRGDSVAYG-NH, DGR 0,1 0,476 67 49,78
ug9 H-LEADGRGDSVAYG-NH, 0,1 0,476 63 48,17
ugl3 H-LAKHKQRKRLKSSXKRHP-NH, 0.1 0.476 180 51,83

0,25 0,424 354 64,30
ugl4 H-FFGAKHKQRKRLKSSXKRHP-NH, BMP-2 0,1 0,476 12 4,92
ugls H-LEAAKHKQRKRLKSSXKRHP-NH, 0,1 0,476 15 6,25
ug20 H-LRKKNKNXRRH-NH, 0,1 0,476 51 35,14
ug21 H-FFGRKKNKNXRRH-NH, BMP-4 0,1 0,476 10 5,92
ug22 H-LEARKKNKNXRRH-NH, 0,1 0,476 14 8,48
ug26 H-LVNPKYKQKRR-NH, 0,25 0,424 323 90,37
ug27* | H-FFGVNPKYKQKRR-NH, CPD4 0,25 0,424 278 67,12
ug28* | H-LEAVNPKYKQKRR-NH, 0,25 0,424 331 81,01

*syntezy wykonane przez panig Patrycje Zelechowska w ramach jej pracy licencjackiej pt. "Synteza fragmentéw biatka Copine—7, wydtuzonych o sekwencje
specyficzng dla metaloproteinaz, jako potencjalnych sktadnikow kompozytéw implantéw chitozanowych kosci" — promotor dr Marta Orlikowska
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Peptydy poddatam procesowi oczyszczania metodg odwrdconej chromatografii
cieczcowej (RP-HPLC). Rozdziat chromatograficzny przeprowadzalam zaréwno w
gradiencie liniowym, jak i w warunkach izokratycznych (Zatacznik 1 — Warunki
chromatograficzne 2). Dla kazdego z peptydow opracowatam indywidualne warunki
rozdzialu (Zatacznik 1 — Warunki chromatograficzne 1, Eluenty I).

Czystos¢ uzyskanych peptydow oceniatam takze za pomocag RP-HPLC (Zatacznik
1 — Warunki chromatograficzne 3). W celu potwierdzenia mas czasteczkowych
otrzymanych peptydéw, wykonalam analizy spektrometrii masowej technika MALDI-
TOF.

Najwieksze trudnosci w procesie oczyszczania wystapily w przypadku peptydow
ug2 i ug3, ktore wykazywaly nizsza rozpuszczalno$¢ w wodzie w poréwnaniu do
pozostalych zwigzkéw. W celu poprawy ich rozpuszczalnosci do wodnych roztworow
peptydéw dodawatam 5% roztwor kwasu octowego (v:v). Utrudniona rozpuszczalnosé
peptydéw ug2 i ug3 wynikala najprawdopodobniej z obecnosci hydrofobowych reszt
fenyloalaniny i1 tyrozyny w ich sekwencjach aminokwasowych. Na Rysunku 37
przedstawilam przyktadowe chromatogramy peptydu ugl przed i po oczyszczaniu. Dobor

gradientu, czas retencji oraz masy oczyszczonych peptydoéw zestawitam w Tabeli 10.

uv
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|
|
|

500000+

077— f—] - L::hromatogram ug1 przed oczyszczaniem

*chromatogram ug1 po oczyszczaniu

min

Rysunek 37. Chromatogram peptydu ugl przed (kolor czarny) i po (kolor niebieski) oczyszczaniu metoda

RP-HPLC.
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Ponizej przedstawitam przyktadowe widmo MS MALDI-TOF (Rysunek 38) dla peptydu
ugl.

%
=1
n

812.279

Intans. [a.u.]

634,272

650,251

05

554.980 598.788 | \!‘ 668,220 738398 771252
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Rysunek 38. Widmo masowe MALDI-TOF peptydu ugl. Zaobserwowane piki: (m/z) [M+H]" = 612,279,
(m/z) [M+Na]" = 634,272, (m/z) [M+K]" = 650,251.

Syntezowane peptydy proregeneracyjne, stanowigce pierwszy etap opracowania
kompozytéw, musialy charakteryzowaé si¢ odpowiednia wydajno$cia, warunkujaca
potencjalng optacalnos$¢ dalszych prac. Z tego wzgledu peptydy ugl4, ugls, ug20, ug21
oraz ug22, ktérych wydajno$¢ syntezy nie przekroczyta 40%, zostaly wykluczone z

dalszych analiz i nie zostaty uwzglednione w Tabeli 10.
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Tabela 10. Charakterystyka procesu oczyszczania peptydow proregeneracyjnych z okreslaniem fazy ruchomej stosowanej podczas oczyszczania, czasu retencji oraz masy
czasteczkowej peptydow.

Czas retencji

Czas retencji

Masa obliczona

Masa obserwowana

. . oo
Peptyd Sklad fazy ruchomej B (min) — octany S[HI;IX) 0,1% (g/mol) (m/z)
ugl izokratycznie 24% 25,75 4,62 611,699 611,279
ug?2 izokratycznie 30% 31,8 5,88 849,944 850,083
ug3 izokratycznie 20% 24,32 4,56 811,893 812,112
ug4 izokratycznie 34% 34,6 5,92 982,172 982,367
ug7 10-20% 13,518 3,75 1108,180 1107,469
ug8 15-25% 21,998 3,48 1346,420 1345,798
ug9 5-15% 14,033 4,16 1308,370 1307,596
ugl3 0-5% 13,099 0,64 2182,653 2181,428
ug20 0-5% 11,025 0,61 1433,729 1433,327
ug26 0-10% 7,79 2,95 1428,750 1429,289
ug27* 10-30% 20,27 4,29 1666,991 1666,94
ug28* 0-20% 12,67 3,17 1628,949 1628,94

*oczyszczanie peptydow wykonane przez panig Patrycje Zelechowska w ramach jej pracy licencjackiej pt. "Synteza fragmentéw biatka Copine—7, wydhizonych o
sekwencje specyficzng dla metaloproteinaz, jako potencjalnych sktadnikow kompozytéw implantéw chitozanowych kosci" — promotor dr Marta Orlikowska
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3.  Stabilnos¢ peptydow proregeneracyjnych w wodzie i pozywce hodowlanej

Istotnym  parametrem niezbednym do  zaprojektowania eksperymentow
biologicznych dla zsyntetyzowanych peptydow jest ocena ich trwatosci w warunkach
prowadzenia doswiadczen. Dlatego tez przeprowadzitam analiz¢ stabilno$ci peptydow w
wodzie oraz w pozywce hodowlanej, stosowanej w testach biologicznych.

Badanie stabilnosci przeprowadzitam w wodzie oraz w pozywce (DMEM/F-12 z
dodatkiem 10% FBS), zgodnie z procedurg opisang w Rozdziale III.3. Analizy
przeprowadzono technikg RP-HPLC (Zatacznik 1 — Warunki chromatograficzne 1,
Eluenty II). Wyniki dotyczace procentowej zawartosci peptydu po 24 godzinach

przedstawitlam w Tabeli 11 oraz na wykresach na Rysunku 39.

Tabela 11. Procentowa pozostato$é peptydu po 24 h inkubacji peptydéw w wodzie i w pozywce.

nazwa peptydu % pozostalego peptydu w wodzie % pozostalego peptydu w pozywce
ugl 37,22% 6,10%
ug2 86,98% 10,66%
ug3 99,21% 0,13%
ug? 85,64% 0,40%
ugl3 99,77% 41,01%
ug26 95,79% 60,00%

Najwyzsza stabilno$cig charakteryzowaty si¢ peptydy o najdtuzszych sekwencjach
aminokwasowych: ugl13 i ug26, ktére wykazywaty ponad 95% stabilnosci w wodzie oraz
40-60% w pozywce. Wysoka stabilnos¢ moze wynika¢ z ich dlugiej sekwencji
aminokwasowej oraz obecnosci modyfikacji strukturalnych. Peptyd ugl3 zawiera w swojej
sekwencji niestandardowa reszte kwasu aminomastowego (Aib), co czyni go
nienaturalnym peptydem 1 potencjalnie zwigksza jego odporno$¢ na degradacje
enzymatyczna.

Peptydy ug2, ug3 i ug7 rowniez wykazywaty wysoka stabilnos¢ w wodzie (ponad
80%), jednak ich trwato$¢ w pozywce byta bardzo niska. Mozliwg przyczyng tej szybkiej
degradacji jest ich krotka sekwencja oraz brak strukturalnych modyfikacji chroniacych

przed dzialaniem enzymow proteolitycznych. Peptydy ug2 i ug3 posiadaja ograniczong
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rozpuszczalnos¢ w wodzie, co moze $wiadczy¢ o ich hydrofobowym charakterze i
sugerowac rowniez mozliwos¢ adsorpcji do plastiku lub interakcji z komponentami FBS.

Szczegodlne miejsce zajmuje peptyd ugl, ktory charakteryzuje si¢ najnizsza
stabilno$cia w wodzie (~37%), a takze relatywnie niskg stabilno$ciag w pozywce (~6%).
Mimo to, peptyd ten w dalszych badaniach wykazywal bardzo wysoka aktywno$¢
biologiczng, co sugeruje, ze niski poziom detekcji moze nie wynika¢ z degradacji, lecz np.

z sorpcji do naczyn, wytracania si¢ z roztworu lub tworzenia niewykrywalnych agregatow.
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Rysunek 39. Wykresy stabilnosci peptydow w wodzie i w pozywce dla peptydow: a) ugl, b) ug2, c) ug3, d)
ug7, ) ugl3, f) ug26. Na wykresach przedstawiono $rednie warto$ci = odchylenia standardowe (SD) z trzech

niezaleznych pomiarow.
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4. Badania biologiczne peptydéw proregeneracyjnych

Badania biologiczne peptydow zostaty wykonane przez zespot dr Beaty Gromadzkiej
w Instytucie Biotechnologii i Medycyny Molekularnej w Gdansku, zgodnie z procedurami

opisanymi w rozdziale IIIL.15.

4.1 Ocena cytotoksycznosci peptydow wobec komorek ludzkich ptodowych
osteoblastow hFOB 1.19

Dla zsyntezowanych 1 oczyszczonych peptydow przeprowadzono badania
cytotoksycznosci wobec komorek ludzkich ptodowych osteoblastow hFOB 1.19. Peptydy
ug2 i ug3 nie zostalty wlaczone do testow biologicznych ze wzgledu na ich bardzo niska
rozpuszczalno$¢ w wodzie, co uniemozliwilo przygotowanie stabilnych roztworéw. Test
zostat wykonany zgodnie z procedura opisang w Rozdziale II1.15.1, zgodnie z norma
ISO10993-5 [197]. Zakres stezen peptydow wynosit 6,25-100 pg/ml. Czas inkubacji
peptydow z komorkami hFOB 1.19 wynosit 48 h, co miato na celu uwzglednienie pelnego
cyklu podziatowego tych komorek, ktorego czas generacji wynosi okoto 36 godzin.

Potwierdzono, ze badane peptydy, w testowanym zakresie stezen, nie wykazuja
dziatania cytotoksycznego wobec komoérek hFOB 1.19. Zgodnie z normg ISO10993-5
efekt cytotoksyczny definiuje si¢ jako spadek zywotnosci komoérek ponizej 70% warto$ci
kontrolnej (cytotoksyczno$¢ > 30%). Wszystkie analizowane peptydy spelnily bardziej
rygorystyczne kryterium braku cytotoksycznosci (<10% cytotoksycznosci) (Rysunek 40).
Co wigcej, dla czesci peptydow (szczegdlnie ug9 1 ug26) posiadajg ujemne wartosci
cytotoksycznos$ci, co sugeruje zwigkszong integralno$¢ btony komoérkowej lub wplyw

ochronny wzgledem uszkodzen.
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Rysunek 40. Cytotoksycznos$¢ peptydow ugl, ug7, ug8, ug9, ugl3 oraz ug26 oceniona testem LDH po 48

godzinach inkubacji z komdrkami hFOB 1.19. Wyniki przedstawiono jako procent w stosunku do kontroli.

4.2  Ocena wplywu peptydow na proliferacje komorek ludzkich plodowych

osteoblastow hFOB 1.19.

W celu okreslenia wptywu peptydow na proliferacje komorek kosci wykonano test
WST-1 na linii komoérkowej hFOB 1.19, zgodnie z procedurg opisang w Rozdziale I11.15.2
1 normg [SO10993-5 [197]. Zakres testowanych stezen wynosit 6,25-100 pg/ml.

Uzyskane wyniki pokazuja, ze peptyd ugl stymulowat proliferacj¢ osteoblastow w
zakresie 5—15% wzgledem kontroli w stezeniach 6,25-50 pg/ml, osiagajac najwyzszy efekt
proliferacyjny przy najnizszym stezeniu (6,25 pg/ml). Peptydy ug8 1 ug9 wykazaty
najwyzszy potencjal proliferacyjny, ze wzrostem liczby komorek odpowiednio do 123,5%
(ug8) przy 6,25 pg/ml oraz 126,5% (ug9) przy 25 pg/ml. Peptyd ug26 wykazat
umiarkowany efekt proliferacyjny (1-8% wzrost liczby komorek), natomiast peptydy ug7
1 ugl3 nie wykazaly dziatania stymulujacego proliferacje — liczba komorek byta nizsza niz
w probie kontrolnej (Rysunek 41).

Test WST-1 dla peptydow zawierajacych identyczny fragment aktywny
DGRGDSVAYG (ug7, ug8, ug9) wskazuje, ze dodatkowe reszty aminokwasowe maja
wpltyw na aktywno$¢ biologiczng. Peptyd ug7 (LDGRGDSVAYG) nie powodowat
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wzrostu liczby komorek, natomiast ug9 (LEADGRGDSVAYG) — wykazat najwyzszy
potencjat proliferacyjny sposrod wszystkich badanych peptydow.

Warto podkresli¢, ze peptyd ugl, mimo najkrotszej sekwencji (5 reszt
aminokwasowych), wykazywatl porownywalng aktywno$¢ proliferacyjng do ug8 i ug9 przy
najnizszych testowanych stezeniach, co wskazuje na jego wysoka bioaktywno$¢ mimo
niskiej stabilnos$ci chemicznej. Wynik ten moze wskazywac na jego wysoka aktywnos¢

receptorowg lub efektywne przenikanie do komorek.
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Rysunek 41. Ocena wptywu peptydow ugl, ug7, ug8, ug9, ugl3 i ug26 na proliferacj¢ komérek hFOB 1.19
po 48—godzinnej inkubacji, z wykorzystaniem testu WST—1. Wyniki przedstawiono jako procent w stosunku

do kontroli.

5.  Wybdr optymalnego peptydu proregeneracyjnego do dalszych badan
funkcjonalnych
W badaniach oceniajagcych potencjat proliferacyjny wobec komorek ludzkich
ptodowych osteoblastow hFOB 1.19 najlepsze wlasciwosci wykazaty peptydy ugl, ug8
oraz ug9. Ze wzgledu na istotne znaczenie aspektow ekonomicznych w syntezie peptydow
na skale przemystowa, a takze w kontekScie potencjalnej komercjalizacji projektu
GlassPoPep, przeprowadzono analiz¢ kosztow syntezy wspomnianych peptydow (Tabela

12).
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Najwyzszy koszt jednostkowy syntezy oszacowatam dla peptydu ug26, ktory sktada
si¢ z 11 reszt aminokwasowych. Sekwencja tego peptydu zawiera dwie reszty argininy,
ktérych pochodne Fmoc naleza do jednych z najdrozszych odczynnikdw.

Peptydy ug8 i ug9, mimo ze wykazaty wysoka aktywno$¢ biologiczng, zawieraja po
13 reszt aminokwasowych, a ich synteza charakteryzowala si¢ niskag wydajnoscia,
wynoszaca okoto 50%. Sredni koszt pojedynczej syntezy tych peptydéw wynosit okoto 130
zt, jednak uwzgledniajac niska wydajnosé, w celu uzyskania wymaganej ilosci produktu
nalezaloby przeprowadzi¢ co najmniej podwdjng synteze, co znaczaco zwigksza koszty.

Zdecydowanie  najkorzystniejszym pod wzgledem ekonomicznym oraz
syntetycznym okazat si¢ peptyd ugl. Sktada si¢ on z 6 reszt aminokwasowych, a jego
synteza przebiegata z bardzo wysoka wydajnoscia (okoto 98%).

Uwzgledniajac wysoka aktywno$¢ biologiczng przy niskim koszcie syntezy oraz
prosta, krotka sekwencje, peptyd ugl zostat wybrany jako optymalny kandydat do dalszych
badan funkcjonalnych oraz modyfikacji chitozanu. Cho¢ jego stabilno§¢ chemiczna w
srodowisku wodnym i pozywce byla ograniczona, nie byla ona czynnikiem
dyskwalifikujacym. W kontek$cie zastosowan biomedycznych kluczowe znaczenie ma
skuteczno$¢ dzialania biologicznego, a niekiedy juz krotki impuls sygnalowy wystarcza do
inicjacji procesu regeneracji. Z tego wzgledu peptyd ugl zostal wykorzystany do dalszych

eksperymentéw, w ktorych zostat kowalencyjnie sprzgzony z chitozanem.

Tabela 12. Poréwnanie kosztow syntezy peptydow ugl, ug8, ug9 i ug26 (0,1 mmol; stan na 05.07.2024).

Koszty [z1]

Odczynniki

ugl ug8 ug9 ug26
Aminokwasy (Iris Biotech) 6.94 3631 3574 5735
Reagenty (Iris Biotech) 4.45 9.45 9.45 8.97
DMF (POCH) 21,61 41,02 41,02 37,45
Zywica (CEM Corporation) 47,63 47,63 47.63 47.63
Sredni koszt syntezy peptydu

80,63 134,40 133,84 151,40
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6.  Analiza miejsca ci¢cia enzymatycznego peptydu ug4 przez metaloproteinaze 7
(MMP-7)

Peptyd zawierajacy sekwencje aktywng peptydu ugl (LYGFGG) oraz sekwencje
specyficzng dla enzymu MMP-7 (PLGL), z dodatkow3 reszta cysteiny (Cys) z wolng grupa
tiolowa na N—koncu, zostal oznaczony jako ug4 (CPLGLYGFGG) (Rysunek 42). Dzigki
dodatkowej cysteinie mozliwe byto jego pozniejsze kowalencyjne polaczenie z tacznikiem

maleimidowym.

ugl FRAGMENT SEKWENCJI SEKWENCJA
SPECYFICZNEJ DLA ENZYMU AKTYWNA

|
LYGFFG

1
dk
Ug4 FRAGMENT SEKWENCJI SEKWENCJA

SPECYFICZNEJ DLA ENZYMU AKTYWNA
I

I
CPLGLYGFFG
X

Rysunek 42. Poréwnanie sekwencji peptydéw ugl i ug4 z zaznaczonym miejscem hydrolizy wiazania

peptydowego przez enzym MMP-7.

Celem kolejnego etapu badan byto okreslenie doktadnego miejsca rozszczepienia
peptydu ug4 i potwierdzenie, czy w wyniku dziatania enzymu uwalniana jest sekwencja
aktywna odpowiadajaca peptydowi ugl. W tym celu peptyd ug4 zostat poddany inkubacji
z enzymem MMP-7 w roztworze wodnym, zgodnie z opisem w rozdziale I11.4.

Analiza préb za pomocg techniki RP-HPLC (Zalgcznik 1 — Warunki
chromatograficzne 3) wykazala, Ze po 15, 30 1 60 minutach inkubacji z enzymem pojawia
si¢ dodatkowy pik odpowiadajacy czasowi retencji peptydu ugl, przy jednoczesnym

spadku intensywnosci piku ug4 (Rysunek 43).
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Rysunek 43. Chromatogram RP-HPLC prébek peptydu ugd po inkubacji z MMP-7 w czasie: 0 min (czarny),

15 min (niebieski), 30 min (czerwony), 60 min (zielony). Obserwowano stopniowy zanik sygnatu peptydu
ugd oraz pojawienie sie piku odpowiadajacego peptydowi ugl, co wskazuje na postepujace trawienie
enzymatyczne.

Dodatkowo, analiza spektrometrii mas (MALDI-TOF) potwierdzita obecnos¢
produktu rozszczepienia o masie odpowiadajacej peptydowi ugl. W probce O—minutowe;
widoczne byty jedynie sygnaly charakterystyczne dla peptydu ugd ((m/z) [M+H]" =
982,764; (m/z) [M+Na]" = 1004,727) (Rysunek 44a). Po 15 minutach pojawil sie
dodatkowy pik odpowiadajacy peptydowi ugl ((m/z) [M+H]" = 612,507) (Rysunek 44b),
a po 60 minutach zaobserwowatam jedynie sygnaty odpowiadajace peptydowi ugl ((m/z)
[M+H]" = 612,279; (m/z) [M+Na]" = 634,272; (m/z) [M+K]" = 650,251) (Rysunek 44c).

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze enzymatyczna hydroliza peptydu ug4
przez MMP-7 zachodzi w miejscu zgodnym z przewidywana specyficznoscia enzymu,
prowadzac do uwolnienia aktywnego peptydu ugl. To potwierdza prawidtowos¢ projektu
konstrukcji peptydu ug4 jako nosnika z kontrolowanym uwalnianiem aktywnego

fragmentu w odpowiedzi na dziatanie enzymu.
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Rysunek 44. Widmo masowe MALDI-TOF peptydu ug4 po inkubacji z enzymem MMP-7: a) 0 min b) 15 min ¢) 60 min.
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7.  Synteza estru N-hydroksysukcynimidowego kwasu 2—maleimidooctowego
(estru aktywnego maleimidoglicyny — Mal-Gly—-OSu)

W kolejnym etapie mojej pracy doktorskiej zsyntezowatam ester aktywny kwasu
2-maleimidooctowego (Mal-Gly—OSu). Zwigzek ten byl potrzebny do koniugacji
maleimidoglicyny z chitozanem.

Reakcje syntezy Mal-Gly—OSu przeprowadzitam poprzez kondensacj¢ kwasu 2—
maleimidooctowego (1) z N-hydroksysukcynimidem (2) w obecnosci N,N—
dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) (Rysunek 45). Nawazki substratow rozpuscitam w
acetonitrylu (ACN) w kolbie okraglodennej, a nastgpnie prowadzitam reakcje z
mieszaniem magnetycznym. DCC dodawalam porcjami przez okolo 3-4 godziny,
utrzymujac kolbe w chtodzeniu (A|), a nast¢pnie kontynuowalam reakcje przez kolejne 24
godziny w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu reakcji, powstaly osad
dicykloheksylomocznika odsaczytam na lejku Schotta. Z przesaczu, zawierajacego produkt
reakcji, wytracitam osad za pomocg eteru dietylowego. Uzyskany produkt — ester N—
hydroksysukcynimidowy kwasu

2—maleimidooctowego (3) (Mal-Gly—OSu) — odsaczytam i wysuszytam na powietrzu.

| A i/éw °
\ N——>:O +  Lo—n jﬁﬁr’ \ N g O\N
Y " o ) /

e} (2) 3
Rysunek 45. Schemat reakcji syntezy estru N-hydroksysukcynimidowego kwasu 2—maleimidooctowego
(Mal-Gly—OSu) z wykorzystaniem kwasu 2—maleimidooctowego, N—hydroksysukcynimidu i DCC jako

czynnika kondensujacego.

Kontrolg przebiegu reakcji 1 czystosci produktu przeprowadzilam metoda
chromatografii cieczowej (RP-HPLC) (Zatacznik 1 — Warunki chromatograficzne 3) —
retencja t= 1,6 min (Rysunek 46). Struktur¢ zwigzku potwierdzitam za pomoca
spektroskopii FTIR oraz "H NMR.

Widmo IR zwigzku Mal-Gly—-OSu potwierdza jego strukturg: obecne s3
charakterystyczne pasma C=0 estru 1 pier§cieni imidowych (1716 1 1691 cm™), pasmo
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C=C uktadu maleimidowego (1584 cm™), pasma C—O—-C (1232-1222 cm™') oraz pasma
deformacyjne C-H 1 pierScieniowe (989-887 cm™). Dodatkowo zaobserwowalam
szerokie, §rednio intensywne pasmo przy 3311 cm™ (mozliwe $lady wilgoci lub grup
OH/NH) oraz ostre, stabe pasmo przy 2942 cm™ (rozciagajace C—H grup alifatycznych)
(Rysunek 47). Widmo 'H NMR (DMSO-ds) zwigzku Mal-Gly—OSu potwierdza jego
strukturg: obserwowane sygnaly odpowiadajg protonom uktadu maleimidowego (o 7,2
ppm, s, CH=CH), grupie metylowej przy wigzaniu estrowym (5 4,72 ppm, s, CHz) oraz
protonom pierscienia bursztynimidowego (6 2,81 ppm, s, CHz). Sygnat przy 6 = 3,3 ppm
prawdopodobnie odpowiada §ladowym ilo$cig wody pochodzacym z DMSO (Rysunek 48).
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Rysunek 46. Chromatogram RP-HPLC estru N-hydroksysukcynimidowego kwasu 2—maleimidooctowego
(Mal-Gly—OSu). Czas retencji produktu gtownego: t= 1,6 min.
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Rysunek 47. Widmo transmisyjne w podczerwieni (FTIR) estru N-hydroksysukcynimidowego kwasu
2-maleimidooctowego (Mal-Gly—OSu) z charakterystycznymi pasmami C=0 (1716, 1691 cm™), C=C
(1584 cm™), C-O—C (1232-1222 cm™"), pasmami deformacyjnymi C—H i pierscieniowymi (989—887 cm™)

oraz sygnatami przy 331112942 cm™.
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Rysunek 48. Widmo 'H NMR estru N-hydroksysukcynimidowego kwasu 2—maleimidooctowego (Mal-Gly—

OSu) w DMSO-ds, z przypisaniem sygnatow: & = 7,2 ppm (s, CH=CH), § = 4,72 ppm, (s, CHz2), 8 = 3,3 ppm
(sygnat od §ladowej wody w DMSO), 6 = 2,81 ppm (s, CH: z pier§cienia bursztynimidowego).
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8.  Modyfikacja chemiczna chitozanu estrem aktywnym kwasu 2—
maleimidooctowego

Kolejnym etapem moich badan byla kowalencyjna modyfikacja chitozanu z
wykorzystaniem lacznika maleimidowego, tj. estru aktywnego kwasu 2-
maleimidooctowego, w celu otrzymania maleimidochitozanu (CH-Mal-Gly) (Rysunek
49). Do syntezy wybratam chitozan 95/2000, charakteryzujacy si¢ wysokim stopniem
deacetylacji (DD > 92,6%) oraz lepkoscia dynamiczng w zakresie 1751-2250 mPa-s,
podawang przez producenta dla 1% roztworu w 20°C.

Pierwotnie rozwazano zastosowanie chitozanu 75/500, jednak jego nizszy stopien
deacetylacji ograniczal aktywnos$¢ biologiczng, zwlaszcza przeciwbakteryjng. Zmiana na
chitozan 95/2000 zostala podyktowana wynikami badan zespolu dr Moniki Biernat z
Instytutu Ceramiki i Materialdéw Budowlanych w Warszawie, Sie¢ Badawcza Lukasiewicz,
ktory wykazat, ze chitozan o wyzszym DD i $redniej lepkosci (2000 mPa-s) cechuje si¢
korzystniejszymi wtasciwosciami aplikacyjnymi — szczego6lnie w zakresie bioaktywnosci 1
stabilnosci sieciowania. Wybor tej konkretnej wersji umozliwit takze uzyskanie chitozanu
o odpowiedniej rozpuszczalnosci i reologii, istotnej dla dalszej modyfikacji.

Reakcje syntezy chitozanu (4) z estrem aktywnym N-hydroksysukcynimidowym
kwasu 2-maleimidooctowego (3) przeprowadzilam zgodnie ze schematem
przedstawionym na Rysunku 49. W wyniku reakcji otrzymatam produkt modyfikowany —

chitozan zmodyfikowany pochodna maleimidoglicyny (5).
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Rysunek 49. Modyfikacja chitozanu poprzez amidowanie z estrem N-hydroksysukcynimidowym kwasu

10%THF w H,0

2-maleimidooctowego, prowadzaca do otrzymania CH-Mal-Gly.

9.  Analiza stopnia modyfikacji chitozanu maleimidoglicyng (Mal-Gly) metoda
posrednia
W celu okreslenia efektywnosci modyfikacji chemicznej chitozanu oraz oszacowania
stopnia podstawienia, opracowalam metod¢ analityczng opartg na ilo§ciowym oznaczaniu
glicyny — fragmentu strukturalnego tacznika maleimidoglicynowego — po uprzedniej
hydrolizie probki. Metoda ta pozwalata na posrednie wyznaczenie ilo$ci przytaczonego
kwasu
2—maleimidooctowego poprzez analiz¢ obecnosci glicyny jako markera modyfikacji.
Pierwsza wykorzystang przeze mnie metoda do oceny ilosciowej glicyny w
zmodyfikowanym chitozanie byta hydroliza probki, a nastepnie jej derywatyzacja. Na
Rysunku 50 przedstawitam kolejne etapy postepowania w oznaczaniu zawartosci glicyny

w CH-Mal-Gly.
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Rysunek 50. Kolejne etapy postgpowania podczas iloSciowego oznaczania glicyny w CH-Mal-Gly z
wykorzystaniem derywatyzacji.

Hydrolizg probki przeprowadzitam zgodnie z procedurg opisang w rozdziale I11.8.1
(Rysunek 51). Jako wzorzec wewngtrzny zastosowalam roztwor norleucyny. Po
zakonczonej hydrolizie probke rozpuscitam w buforze Na.B4O- 1 dodatam odczynniki
derywatyzujace zgodnie z proporcjami zestawionymi w Tabeli 13. Analiz¢ produktow
derywatyzacji przeprowadzitam metoda RP—HPLC (warunki chromatograficzne zawartam
w Zalaczniku 1 — Warunki chromatograficzne 3), rejestrujac chromatogramy przy dtugosci

fali 334 nm (szczegoty w rozdziale I11.8.2).
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Rysunek 51. Schemat hydrolizy chitozanu zmodyfikowanego pochodng maleimidoglicyny w warunkach

kwasnych (6 M HCI, 120°C, 24 h) wraz z produktami reakcji.

W celu opracowania odpowiednich warunkéw derywatyzacji przeprowadzitam
walidacj¢ metody oznaczania glicyny, wykorzystujac kwas 3—merkaptopropanowy (3—
MPA) oraz aldehyd o—ftalowy (OPA). Analiz¢ przeprowadzitam w oparciu o wyniki

przedstawione przez zespol H. Cuchiaro [202], co zilustrowatam na Rysunku 52.

derywatyzacja

Rysunek 52. Kolejne etapy postepowania podczas ilosciowego oznaczania aminokwaséw z wykorzystaniem

metody derywatyzacji.
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Ponizej przedstawitam ogolng reakcje derywatyzacji aminokwaséw z udzialem

OPA i 3-MPA (Rysunek 53).

Io S—R'

HS— R’ —
+ HN—R ——

0]
Rysunek 53. Ogoélny schemat reakcji derywatyzacji zwigzkow ftalimidowych.

W ramach walidacji modyfikowatam ilo$ci 1 stosunki odczynnikdw reakcji, testujac

rézne warianty przedstawione w Tabeli 13.

Tabela 13. Dobdr ilosci reagentow do walidacji metody derywatyazacji.

Nr. IloSci reagentow

I. 20-100 pmol Gly : 4 mmol OPA : 12 mmol 3-MPA

2. 200-1000 pmol Gly : 4 mmol OPA : 12 mmol 3-MPA

3. 200-1000 pmol Gly : 40 mmol OPA : 120 mmol 3-MPA

4. 0,25 pmol Gly : 4 mmol OPA : 12 mmol 3-MPA

5. 0.25 pmol standardu 4 mmol OPA © 12 mmol 3-MPA
aminokwasowego

6. 25 mo! standardu 4 mmol OPA : 12 mmol 3-MPA
aminokwasowego

Schemat reakcji derywatyzacji glicyny z wykorzystaniem MPA 1 OPA przedstawitam na

Rysunku 54.
o)

|o 0 SA)J\OH
Na,B,0, —
+ HzN/YO + HS/\/U\OHW N o T 2HO
) — -\f
OH
| OH
0

Rysunek 54. Reakcja derywatyzacji glicyny z wykorzystaniem kwasu 3—merkaptopropanowego (MPA) i
aldehydu o—ftalowego (OPA).

Reakcje oznaczone jako 1-3 okazaly si¢ nieskuteczne — nie zaobserwowatam

sygnatu pochodzacego od zderywatyzowanej glicyny, jedynie sygnaly od wolnych
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reagentow (OPA 1 3-MPA). Dopiero przy zastosowaniu warunkow z wariantu 4 uzyskatam
wyrazny sygnat od glicyny. Nastepnie zderywatyzowatam norleucyn¢ jako wzorzec
wewnetrzny, zachowujac identyczne proporcje reagentow.

Kolejnym etapem bylo oznaczenie produktow hydrolizy chitozanu
zmodyfikowanego maleimidoglicyng. Aby przygotowac probke, obliczytam ilos¢ glicyny
spodziewang po hydrolizie na podstawie iloSci przylagczonego kwasu 2—
maleimidooctowego (zalozytam stechiometryczny stosunek 1:1 dla chitozanu i Mal-Gly).
Do kazdej probki dodatam norleucyne w tej samej ilosci. Po hydrolizie przeprowadzitam
derywatyzacje, stosujac
wariant 4 z Tabeli 13.

Zaobserwowalam jednak, ze fragmenty glukozaminowe pochodzace z chitozanu
rowniez ulegaly derywatyzacji, generujac intensywne sygnaty w chromatogramie. Sygnaty
te czeSciowo naktadaly sie na sygnat glicyny. Na Rysunku 55 przedstawitam poréwnanie
chromatogramow probki hydrolizowanego CH-Mal-Gly (czarny) oraz wzorcow glicyny i
norleucyny (niebieski). Czas retencji sygnalow glukozaminowych wynosit 2,5-5,5 min,

natomiast glicyna pojawiata si¢ przy 5,1 min.
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Rysunek 55. Chromatogram probek CH-Mal-Gly (czarny) i aminokwaséw glicyny i norleucyny (niebieski)
poddanych derywatyzacji.

Rozcienczenie probki oraz modyfikacja warunkow chromatograficznych nie
pozwolily na rozdzielenie sygnatu glicyny od pozostatych. W zwiazku z tym podj¢tam

decyzje o poszukiwaniu alternatywnej metody oznaczania stopnia podstawienia chitozanu.

10. Oznaczanie stopnia podstawienia chitozanu pochodng maleimidoglicyny (Mal-
Gly) metoda bezposrednia z wykorzystaniem chromatografii HILIC

Zastosowana metoda posrednia, oparta na derywatyzacji glicyny, pozwolita na
oszacowanie przyblizonego stopnia modyfikacji chitozanu. Jednak ze wzgledu na istotne
ograniczenia — przede wszystkim interferencj¢ zderywatyzowanych fragmentow
glukozaminowych — konieczne byto opracowanie alternatywnego podejscia analitycznego.
W kolejnym etapie badan skupitam si¢ na opracowaniu metody bezposredniego oznaczania
glicyny w probkach chitozanu, z pomini¢ciem etapu derywatyzacji.

Chromatografia oddziatywan hydrofilowych (ang. Hydrophilic Interaction Liquid

Chromatography — HILIC) to technika umozliwiajgca rozdziat polarnych zwiazkoéw, w tym
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stabych kwaséw 1 zasad [203]. Metoda ta okazata si¢ uzyteczna w analizie aminokwasow
bez potrzeby ich derywatyzacji, dlatego wykorzystatam jga do oceny stopnia modyfikacji
chitozanu pochodng maleimidoglicyny.

Opartam si¢ na metodzie opisanej przez Socia [204], ktéra zakladata rozdziat
mieszaniny aminokwaséw w czasie 18 minut oraz ich iloSciowe oznaczenie w
hydrolizatach biatkowych. Zastosowano w niej chromatografiec UHPLC z detektorem
wyladowan koronowych (CAD), amidowa faz¢ stacjonarng i fazg ruchoma oparta na
buforze mrowczanowym i acetonitrylu.

W celu odtworzenia tych warunkéw zastosowatam system HPLC z detektorami
ELSD i PDA oraz kolumne bioZen Glycan (Phenomenex) o parametrach 2,6 um, 100 A,
2,1 x 150 mm. Zmodyfikowalam jednak warunki mobilnej fazy — zamiast zmiennego
gradientu st¢zenia buforu, uzytam statego st¢zenia soli i jednakowego sktadu buforu w obu
eluentach. Sktad fazy mobilnej byl nastgpujacy: A: 0,5 M mrowczan amonu, 0,5 M kwas
mrowkowy, 90% ACN w wodzie; B: 0,5 M mrowczan amonu, 0,5 M kwas mrowkowy,
75% ACN w wodzie

Natezenie przeplywu wynosito 0,25 ml/min, a czas analizy — 45 minut (szczegoty:
Zalacznik 1 — Warunki chromatograficzne 4). Tak zoptymalizowane warunki pozwolily na
uzyskanie stabilnej linii podstawowej oraz dobrego rozdziatu aminokwaséw w szerokim
zakresie. Na Rysunku 56 przedstawitam procedurg ilosciowego oznaczania glicyny w CH—

Mal-Gly metoda bezposrednia.

odparowanie i HILIC

A et o . .
2& - chitozan modyfikowany maleimidoglicyna  ~ - wzorzec zewnetrzny (S’;:’;E - maleimidoaminokwas + wzorzec po hydrolizie

Rysunek 56. Schemat procedury bezposredniego oznaczania glicyny w CH-Mal-Gly przy uzyciu

chromatografii HILIC, bez konieczno$ci derywatyzacji probki.
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Na Rysunku 57a przedstawitam chromatogram rozdziatu komercyjnego standardu
aminokwasowego (2,5 pumol/ml w 0,1 N HCI, ThermoFisher), ktory umozliwia
identyfikacj¢ 1 przypisanie czasow retencji poszczegolnych aminokwasow. Natomiast na
Rysunku 57b zaprezentowalam chromatogramy pojedynczych probek aminokwasowych,

co umozliwito jednoznaczng identyfikacje¢ glicyny 1 norleucyny.

a) uv
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Rysunek 57. Chromatogramy uzyskane w analizie HILIC: a) rozdzial mieszaniny komercyjnego standardu
aminokwasowego (2,5 umol/ml, 0,1 N HCI), b) rozdzial pojedynczych aminokwaséw umozliwiajacy

identyfikacj¢ czasu retencji glicyny i wzorca wewngtrznego — norleucyny (Nle).
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11. Optymalizacja procesu modyfikacji chitozanu pochodng maleimidoglicyny

11.1 Wprowadzenie i zaloienia optymalizacji

Zaimplementowana metoda oznaczania glicyny z wykorzystaniem chromatografii
HILIC pozwolita mi na wiarygodne i powtarzalne okreslenie stopnia modyfikacji
pochodnej maleimidoglicyny na chitozanie, bez koniecznosci stosowania derywatyzacji.
Dzigki temu narzedziu analitycznemu mozliwe bylo przystapienie do kolejnego etapu
badan, ktérego celem byla optymalizacja warunkéw reakcji modyfikacji chitozanu.
Szczegdlng uwage poswigcitam wplywowi ilosci estru Mal-Gly—OSu oraz warunkéw
reakcji na efektywno$¢ sprzggania i uzyskany stopien modyfikacji.

W celu opracowania powtarzalnej 1 wydajnej procedury modyfikacji
przeprowadzitam seri¢ reakcji, zmieniajac stosunek molowy estru do chitozanu oraz
objetos¢ mieszaniny reakcyjnej. Zestawienie warunkéw przedstawitam w Tabeli 14.
Nazewnictwo probek zostalo opracowane w sposob systematyczny, pozwalajacy na
jednoznaczng identyfikacje zarowno zastosowanej procedury modyfikacji, jak 1 numeru

syntezy.

Tabela 14. Warunki przeprowadzonych procedur reakcji przytaczania kwasu 2—maleimidooctowego do

chitozanu.

Zakladany Stosunek

g molowy Masa Objetosé Wydajnos$é
Nr stopien Masa . . Nazwa o
. CH: . Mal-Gly— | mieszaniny - reakceji

procedury | modyfikacji Mal-Gly— chitozanu OSu reakeyjnej probki sprzegania

CH
OSu

1. ~50% 1:0,5 100 mg 75,6 mg 5ml CH-ml 88,27%
CH-m2.1 78,14%
o ) CH-m 2.2 81,05%
2. ~25% 1:0,25 50 mg 19,2 mg 35ml CH-m2 3 72.30%
CH-m2.4 73,80%
CH-m3.1 22,98%
3. ~15 1:0,15 500 mg 113 mg 150 ml CH-m3.2 38,51%
CH-m3.3 24,41%
200 mg 30,8 mg 65 ml CH-m4.1 76,66%
500 mg 77 mg 160 ml CH-m4.2 87,52%
lg 154 mg 315 ml CH-m4.3 86,66%
4. ~10% 1:0,1 32¢g 493 mg 1000 ml CH-m4.4 89,36%
2,59 ¢ 400 810 ml CH-m4.5 83,61%
12¢g 185 375 ml CH-m4.6 79,43%
lg 154 315 ml CH-m4.7 84,06%
N ) 200 mg 15,4 mg 60 ml, CH-m5.1 83,57%
> 5% 1:0,05 lg 77 mg 300 ml CH-m5.2 84,96%
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Szczegbdtowy przebieg procesu optymalizacji oraz opis reakcji prowadzonych
zgodnie z procedurami 1, 2, 3 1 5 zawarto w Zataczniku 2. Sposrdd nich, procedura nr 4
wykazata najwyzsza efektywno$¢ oraz najwigksza powtarzalnos¢, dlatego zostata
szczegdtowo opisana w dalszej cz¢$ci rozdziatu. Uzyskany w jej wyniku produkt CH-Mal—

Gly postuzyt jako substrat do kolejnej modyfikacji z uzyciem peptydu ug4.

11.2 Procedura nr 4 — zakladana modyfikacja 10% (optymalna)

Czwarte podejscie polegato na zmodyfikowaniu chitozanu zgodnie z procedurg nr
4 opisang w Tabeli 14, zakladajaca modyfikacje na poziomie 10%. Do tego etapu
przystapitam po uzyskaniu satysfakcjonujacych wynikow w poprzednim eksperymencie —
dla probki CH-m3.2 — gdzie stopien modyfikacji byt zblizony do zatozonego.

W ramach optymalizacji warunkéw zmienitam stosunek reagentow, przy
zachowaniu statych parametréw reakcji, takich jak: mieszanie przy uzyciu mieszadta
magnetycznego, niskie stezenie chitozanu (w celu redukcji lepko$ci roztworu) oraz
zastosowanie duzej ilosci wody do odmywania produktu reakcji. W celu ograniczenia strat
produktu, wynikajacych z jego przenikania przez saczek lejka Schotta, zastosowalam
dodatkowo saczek iloSciowy.

Pierwsza reakcje w tych warunkach przeprowadzitam dla 200 mg chitozanu. Po
analizie ilosciowej ustalitam, Zze $redni stopien modyfikacji chitozanu wynosit 11,3%. Do
odsgczania produktu od roztworu ponownie uzytam lejka Schotta, tym razem z
dodatkowym saczkiem ilo§ciowym o $redniej porowatosci. Zabieg ten znaczaco poprawit
wydajnos¢ reakcji, ktora wyniosta ponad 75%, oraz zredukowat ilo$¢ produktu traconego
podczas filtracji. Wada zastosowanego rozwigzania okazalo si¢ jednak szybkie zuzycie
saczkow, zwlaszcza przy wigkszych probkach.

Ze wzgledu na wysokg efektywno$¢ 1 powtarzalno$¢ procedury nr 4,
przeprowadzitam seri¢ powtdrzen z uzyciem réznych ilosci polimeru — od 500 mg do ponad
3 g (Tabela 14). W celu dalszego usprawnienia procesu, zastosowalam saczenie pod
zmniejszonym cisnieniem, wykorzystujac zestaw z wymiennymi filtrami o porowatosci
0,45 um. Rozwigzanie to znaczgco ultatwito proces odmywania (okoto 1 1 wody na 0,5 g
chitozanu uzytego w reakcji), poprawito catkowita wydajno$¢ oraz zmniejszyto straty

probki.
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze przy zastosowanym stosunku molowym CH : Mal—
Gly—OSu réwnym 1:0,1, modyfikacja chitozanu zachodzila w sposdb zdecydowanie
bardziej rownomierny (Tabela 18), wigkszo§¢ oznaczen stopnia modyfikacji migdzy 8—
12% (CH-—m4.3 zostat wykluczony z dalszych badan). Na Rysunku 58 przedstawilam
chromatogram jednej z probek CH-Mal-Gly (CH-m4.4) po hydrolizie.

Tabela 18. Stopien modyfikacji dla CH-m4.1 — CH-m4.7

Nazwa probki Obliczony stopien Sredni stopien modyfikacji [%]
modyfikacji [%] (Srednia z trzech oznaczonych probek

8,47
CH-m4.1 16,30 11,30+ 3,55
9,13

8,26
CH-m4.2 12,92
10,52

10,57 £ 1,90

20,43
CH-m4.3 11,27 15,88 £3,74
15,95

8,55
CH-m4.4 13,81 10,32 2,47
8,61

16,98
CH-m4.5 12,70 12,21 +4,12
6,93

7,61
CH-m4.6 12,37 9,10 +2,32
7,31

8,35
CH-m4.7 6,76 8,60 + 1,62
10,70
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Rysunek 58. Chromatogram probki CH-m4.4 (Tabela 14, nr.4) po hydrolizie (CH: tr=10,138 / Nle: tr=14,391

/ Gly: tr=24,447).
Analiza FTIR potwierdzita modyfikacje — w widmie zmodyfikowanego chitozanu
charakterystyczne dla grup

pojawily sie pasma w zakresie 1600-1720 cm™,

karbonylowych maleimidu (Rysunek 59).
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Rysunek 59. Widmo transmisyjne w podczerwieni (FTIR) chitozanu (granatowy)

zmodyfikowanego pochodna maleimidoglicyny z charakterystycznymi pasmami C=0 (1621 cm™).
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Sposrdéd  wszystkich testowanych warunkow, procedura nr 4 okazata si¢
najefektywniejsza i najbardziej powtarzalna. Uzyskalam stopnie modyfikacji najblizsze
zalozonym warto$ciom oraz wysoka wydajnos¢ reakcji. Zoptymalizowane parametry
filtracji i odmywania odegraty kluczowa role w sukcesie tej procedury.

Do dalszych badan — obejmujacych sprzgganie chitozanu z peptydami
proregeneracyjnymi — wybratam produkty CH-m4.1 1 CH-m4.4 (Tabela 18), jako

reprezentatywne i najlepiej scharakteryzowane pod wzgledem chemicznym.

12. Modyfikacja maleimidochitozanu (CH-Mal-Gly) peptydem ug4

W celu modyfikacji CH-Mal-Gly peptydem ug4 wykorzystatam reakcj¢ tiolowej addycji
Michaela (Rysunek 60). Wybrany peptyd ug4 zawierat reszte Cys z nieostonieta grupa —
SH na N-koncu. Dzigki dodatkowej cysteinie mozliwe bylo w kolejnym etapie

przytaczenie peptydu do tagcznika maleimidowego.

\

\ N—R 4+ HS—R PH79 \ N—R

O]
Rysunek 60. Ogoélna reakcja addycji Michaela z udziatem tiolu.

Modyfikacji peptydem poddatam chitozan CH-m4.1. Reakcje przeprowadzitam, uzywajac
200 mg chitozanu CH-m4.1 i 190 mg peptydu ug4 (Rysunek 61).

o CPLGLYGFGG
| o)
S
NH—- CHITOZAN
H,O, nadmiar peptydu NH-CHITOZAN
\ N/Y . X e g ptydu N/Y (CHITOZAN]
pH~8,
o (@]
O
(0]

Rysunek 61. Reakcja addycji peptydu z grupa tiolowa (ug4) do chitozanu zmodyfikowanego pochodna
maleimidoglicyny (CH-m4.1).

Teoretycznie, do chitozanu powinno przytaczy¢ si¢ okoto 115 mg peptydu. Ze

wzgledu na mozliwos¢ szybkiego utlenienia wolnej grupy tiolowej cysteiny, zastosowatam
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nadmiar peptydu. Reakcj¢ przeprowadzitam w 75 ml wodnego roztworu. Proba odsaczenia
produktu CH-m4.1-ug4 przy uzyciu lejka Schotta z saczkiem zakonczyla sie¢
niepowodzeniem — produkt przedostawal si¢ do odbieralnika. Najprawdopodobniej
modyfikacja chitozanu wptyngta na wlasciwosci fizykochemiczne materiatu,
uniemozliwiajgc klasyczne odsaczanie. Zdecydowatam si¢ zatem na zastosowanie
wirowania jako metody oddzielenia produktu. Procedur¢ wirowania powtarzatam
pigciokrotnie w probowkach typu Falcon (100 mL, 4°C, 9000 rpm), kazdorazowo
uzupehiajac wodg dejonizowang. Procedura ta spowodowata znaczne straty produktu, a
wydajno$¢ reakcji wyniosta jedynie 37%.

W dalszym etapie przeprowadzitam analize stopnia modyfikacji CH-Mal-Gly
peptydem ug4 zgodnie z procedurg opisang w punkcie II1.8.3. Niestety, podczas analizy
napotkatam trudnosci: intensywno$¢ sygnatéw Leu (z peptydu) oraz Lys (wzorzec
wewnetrzny) byla bardzo niska. Ze wzgledu na ograniczenia aparatury, nie bylo
mozliwosci wykonania wigkszego nastrzyku. Podjelam prébe zatgzenia probki po
hydrolizie — uzyskane probki poddatam analizie aminokwasowej. Na podstawie dwoch
chromatograméw (Rysunek 622) ustalitam, ze stosunek Leu do Lys wskazuje na
czterokrotnie wyzsza ilo§¢ peptydu niz zakladano. Prawdopodobnie czg$¢
nieprzereagowanego peptydu pozostala nieodmyta w produkcie ze wzgledu na
niedoskonatg procedur¢ wirowania. [lo§¢ materiatu byta zbyt mata, by wykona¢ analize

powtorna.
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Rysunek 62. Chromatogram przedstawiajacy chitozan zmodyfikowany pochodna maleimidoglicyny (CH-—
m4.1 — kolor niebieski) oraz pochodna maleimidoglicyny i peptydem ugd (CH-m4.1-ug4 — kolor czarny).

Kolejno w celu optymalizacji procedury modyfikacji maleimidochitozanu
peptydem ug4, modyfikacji peptydem poddatam chitozan CH-m4.4. 3,2 g chitozanu
zawiesitam w 850 ml wody, natomiast 3g peptydu ug4 rozpuscitam w 200 ml wody
dejonizowane;.

W celu optymalizacji reakcji powtorzylam procedur¢ z uzyciem
maleimidochitozanu CH-m4.4 (CH4.1 bardzo mata ilo$¢ zuzyta do poprzedniego
eksperymentu, wykorzystany do badan TGA 1 FTIR, CH4.3 wykluczony z dalszych
badan). W tym celu 3,2 g chitozanu CH-m4.4 zawiesitam w 850 ml wody, a 3 g peptydu
ug4 rozpuscitam w 200 ml wody. Rozpuszczony peptyd ug4 dodalam do wodnego
roztworu modyfikowanego chitozanu CH-m4.4 1 doprowadzatam mieszaning do pH~8,0
(NaHCO3). Po 24 godzinach produkt odsgczylam za pomocg zestawu do filtracji
prézniowej z sgczkiem nylonowym o $rednicy porow 0,45 pm, a nastepnie poddatam go
liofilizacji. Wydajno$¢ reakcji wzrosta do 65%. Stopien modyfikacji (analiza wg I11.8.3)
byt bardzo wysoki a peptyd zostat przytaczony niemal w 100% (Tabela 19). Przyktadowy

chromatogram przedstawitam na Rysunku 63.
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Tabela 19. Stopien modyfikacji modyfikowanego chitozanu peptydem ug4 (zawiera stosunek pola
powierzchni pod pikiem Leu do Lys).

. Sredni stopien modyfikacji [%]
Nazwa probki Stosunek Leu do Lys chitozanu peptydem ug4
CH-m4.4—ugd4 — 1 0,818345 100,54
CH-m4.4—ug4 - 11 0,720802 88,55 100.26 + 9.44
CH-m4.4—ugd4 — 111 0,909041 111,68
uV
| H ‘
l‘l, ( leu |
! | o ‘\
L ‘I | a V'n, “ I Lys
| \ | i
) N L“AL \ I\.LLJ 1___.__,.}\&____;&_\___ — J -
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min

Rysunek 63. Chromatogram przedstawiajacy hydrolizat probki chitozanu CH-m4.4—ug4 oraz wzorzec

Leu/Lys w stosunku masowym 1:1, uzyty do wyznaczenia stopnia modyfikacji probki.

Podczas iloSciowego oznaczania modyfikacji CH-Mal-Gly z wykorzystaniem
peptydu ug4 wystapity liczne trudnosci analityczne. Mimo wielokrotnych préb hydrolizy 1
analiz produktu koncowego, wyniki byly w wigkszo$ci przypadkow niejednorodne i
niepowtarzalne. Gtéwnym Zrédlem probleméw byla zbyt duza ilo$¢ chitozanu obecna w
probkach. Aby umozliwi¢ detekcje aminokwasow, konieczne byto znaczne zwigkszenie
jego stezenia w mieszaninie reakcyjnej. Prowadzilo to do zakldcen rozdziatu, takich jak
naktadanie si¢ sygnaldw chromatograficznych lub ich nieregularne przesunigcia, co

uniemozliwialo jednoznaczng interpretacje chromatogramow.
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W celu potwierdzenia kowalencyjnego przytaczenia pochodnej Mal-Gly do
chitozanu oraz peptydu do CH-Mal-Gly, zbadano mechanizm degradacji produktow
reakcji metodg analizy termograwimetrycznej (TGA). Analizy zostaty przeprowadzone
przez dr inz. Malgorzatg Gazinska z Politechniki Wroctawskiej.

W przypadku chitozanu z przytagczonym peptydem ugd4 krzywa TGA byla zbyt
nieregularna i1 nieczytelna, prawdopodobnie z powodu niskiej zawartosci przytaczonego
peptydu, bo wynoszacej jedynie 1,3% masy (peptyd stanowi 35,7 % masy
modyfikowanego chitozanu). Pomimo dostarczenia §wiezego materiatu, nie udato si¢
uzyska¢ powtarzalnych wynikow.

Zmierzone krzywe TGA oraz przebiegi pierwszych pochodnych masy wzgledem
temperatury (dm/dT = f(T)) przedstawitam na Rysunku 64b. Degradacja CH-Mal-Gly oraz
chitozanu (CH) przebiega etapowo.

Pierwszy etap ubytku masy zwiazany jest z utrata wody i zachodzi w zakresie do
160°C, z najwieksza szybko$cig, wyznaczong z potozenia piku pierwszej pochodnej
(dm/dT = f(T)), w temperaturze 78°C dla CH i 80°C dla CH-Mal-Gly (Rysunek 64).
Ubytek wody wynosi 8,67% 1 9,57% odpowiednio dla chitozanu i chitozanu z pochodng
maleimidoglicyny [205].

Drugi etap ubytku masy dla CH rozpoczyna si¢ w temperaturze 293°C (Tonset) 1
zachodzi z najwigkszg szybkoscig w 312°C. Powyzej 340°C ubytek masy zachodzi wolniej,
na co wskazuje zmiana nachylenia krzywej TGA na mniejsze. Ubytek masy w zakresie
160—600°C wynosi 55,03%. Jest to etap, ktory zgodnie z literaturg identyfikowany jest jako
pirolityczna degradacja chitozanu [206]. Powyzej 600°C do 800°C ubytek masy wynosi
dodatkowo 3,23% wag.

Mechanizm degradacji CH-Mal-Gly powyzej 160°C rozni si¢ od CH. Przed
gléwnym etapem degradacji obserwuje si¢ dodatkowy etap rozktadu, ktéry rozpoczyna sie
w temperaturze 236,5°C (Tonset) 1 zachodzi z najwigksza szybkoscig w 258°C, naktadajac
si¢ czesciowo na gtowny etap degradacji CH. Etap ten przypisywany jest degradacji
fragmentéw pochodzacych od Mal-Gly. Dla poréwnania, czysta Mal-Gly degraduje z
maksimum przy 242°C. Wystepowanie dodatkowego etapu w probce zmodyfikowanej, z
przesuni¢gciem maksimum piku pochodnej w strong wyzszych temperatur, wskazuje na

zwigkszong stabilnos$¢ termiczng Mal-Gly po jej kowalencyjnym potaczeniu z CH [205].

136



a) b)
100 200 300 400 500 600 700 800
T T T T T T T T
100
% —— CH
—— CH-Mal-Gly
80+ —— Mal-Gly
704 5)
c  60- |°':
S 50- 5
[}
2 40 °
30 -
20 -
10
T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800

Temperatura, T[°C]

400 500 600 700 800

— CH
—— CH-Mal-Gly
— Mal-Gly

0.2%/°C

100 200 300 400 500 600 700 800

Temperatura, T[°C]

Rysunek 64. a) Krzywe termograwimetryczne (TGA) chitozanu (CH), chitozanu modyfikowanego

pochodng maleimidoglicyny (CH-Mal-Gly) oraz czystej maleimidoglicyny (Mal-Gly); b) Pierwsze

pochodne przebiegu degradacji termicznej (dm/dT=f(T)) badanych probek.
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CZESC II - Projektowanie peptydow fibrylogennych oraz ich
zastosowanie w kompozytach chitozanowo-bioszklanych

Druga czes$¢ mojej pracy doktorskiej dotyczyta znalezienia peptydow, ktore
posiadatyby wlasciwos$ci proregeneracyjne 1 jednocze$nie moglyby tworzy¢ fibryle

peptydowe.
1.  Projektowanie peptydow o wlasciwosciach fibrylogennych

Pierwszym etapem drugiej czg¢sci badan bylo zaprojektowanie peptydow o
potencjalnych wlasciwosciach fibrylogennych (Rysunek 65). kazdy z peptydow sktadat si¢
z trzech funkcjonalnych segmentow. Pierwsza cze$¢ to sekwencja aminokwasowa
QAGIVYV, ktoéra posiada potwierdzone wlasciwosci fibrylogenne [207]. Druga czg$¢ to
sekwencja PLGL, specyficzna dla cigcia przez metaloproteinaze—7. Trzecia cze$¢
zawierala sekwencje biologicznie aktywne peptydow ugl i1 ug26, ktore w badaniach

biologicznych wykazywaly zdolno$¢ do stymulacji proliferacji osteoblastow.

! YGFGG (OGP)
QAGIW | + | PLGL | +
VNPKYKQKRR (CDP-4)

sekwencja sekwencja specyficzna sekwencja aktywna
fibrylogenna dla MMP-7

Rysunek 65. Zaprojektowane peptydy o potencjale fibrylogennym i proregeneracyjnycm (strzatkg oznaczono

miejsce rozszczepienia sekwencji peptydowej przez enzym).

2.  Synteza i oczyszczanie peptydow

Do syntezy peptydow wykorzystalam automatyczny syntezator mikrofalowy firmy
CEM Corporation. Synteze peptydow przeprowadzitam stosujagc metodologiec Fmoc z
uzyciem zywicy Rink Amide ProTide Resin (CEM Corporation). Po zakonczeniu syntezy
peptydy ug52 i ug53 poddalam acylowaniu z wykorzystaniem N-acetyloimidazolu, a
nastepnie oba peptydy Sciggatam z nos$nika przy uzyciu mieszaniny $ciggajace;.

Peptydy zsyntezowatam z wydajnoscig 70-80%. Pierwszym zsyntezowanym
przeze mnie peptydem o potencjale fibrylogennym i proregeneracyjnym byl peptyd ug51
o sekwencji podanej w Tabeli 20. Okazato si¢ jednak, ze peptyd ten nie tworzyl fibryli
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peptydowych (szczegdly w rozdziale IV.IL.5) dlatego zdecydowatam si¢ zsyntezowac
peptyd ugS2 z grupg acetylowg na N-koncu. Prawdopodobnie obecnos$¢ tej grupy
stabilizowata strukture fibryli sprzyjala w jej formowaniu. W przypadku ug51 brak
acetylacji skutkowat obecnoscig dodatnio naladowanej grupy aminowej na N—koncu w pH
obojetnym, co mogto prowadzi¢ do odpychania elektrostatycznego N—koncéw i braku
formowania fibryli. Dodatkowo zsyntezowatam peptyd ugS3 rowniez z grupg acetylowa
na N-koncu, ktoérego sekwencja aktywna pochodzita z CPD4. Peptydy ugS1 i ug52
zawieraly sekwencj¢ aktywng bedaca fragmentem OGP. Wszystkie sekwencje zostaty
podane w Tabeli 20.

Tabela 20. Nazwy i sekwencje syntetyzowanych peptydoéw, ich pochodzenie biologiczne oraz podstawowe
parametry syntezy.

Otrzymana .
.| Skala | Tlos¢ ilosé Wydajn
. . Pochodzenie Lo 0s¢
Peptyd Sekwencja aminokwasowa eptvdu syntezy | zywicy | surowego svntez
pepty [mmol] [g] produktu ¥ o y
[%o]
[mg]
H-QAGIVVPLGLYGFGG- 0.25 | 0.424 31 85,93
ug5sl1 NH,
OGP 1,0 1,690 1132 78,47
ugs2 IéI;I_ QAGIVVPLGLYGFGG- 0,25 0,424 308 82,70
2
Ac—
ugs3 QAGIVVPLGLVNPKYKQK CPD4 0,1 0,476 163 70,72
RR-NH;

Peptydy poddatam procesowi oczyszczania przy uzyciu techniki RP-HPLC. Rozdziat
chromatograficzny przeprowadzitam w gradiencie liniowym (Zalacznik 1 — Warunki
chromatograficzne 2). Dla kazdego peptydu opracowalam specyficzne warunki rozdziatu
(Zatacznik 1 — Warunki chromatograficzne 1, Eluenty ). Czysto$¢ peptydow rowniez
ocenialam za pomocg RP-HPLC (Zatacznik 1 — Warunki chromatograficzne 3). W celu
potwierdzenia masy czasteczkowej otrzymanego peptydu wykonano widma masowe za
pomoca spektrometru MALDI-TOF firmy Bruker Daltonics (Rysunek 66). Dobor
gradientu elucji do oczyszczania, czas retencji oraz mas¢ oczyszczonych peptydoéw
przedstawilam w Tabeli 21. Na Rysunku 67 przedstawitam przyktadowy chromatogram

0CZYySZCZOonego peptydu ugsl1.
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Tabela 21. Charakterystyka procesu oczyszczania peptydow o potencjale agregacyjnym, z okreslaniem fazy
ruchome;j stosowanej podczas oczyszczania, czasu retencji oraz masy czasteczkowej peptydow.

Masa Masa
. Czas retencji
Peptyd | Elucja ukladu B Czas retencji obliczona obserwowana
(min) octany (min) TFA
(g/mol) (m/z)
ug51 35-42% 34,196 8,66 1446,71 1446,763
ugs2 20-40% 35,69 9,52 1488,75 1487,996
ugs3 25-45% 29,21 5,39 2305,77 2305,20
S %105
5, 1468.704
E 1446.763
30
25
20
15
1.0
05
879.383 1373.706
1005.491 1104.550 1503 g14 1316688 \ || 1530.781
%00 T 000 ;ml)u oo ilz'tl)d o 136& .Mli:u:ﬁil'r 'I.;iaot;l- 1600

miz

Rysunek 66. Widmo masowe MALDI-TOF peptydu ug51. Zaobserwowane piki: (m/z) [M+H]" = 1446,763,
(m/z) [M+Na]" = 1468,704.
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Rysunek 67. Chromatogram peptydu ug51 (t=38,66).

3.  Stabilnos¢ peptydow o potencjale fibrylogennym w wodzie i pozywce

hodowlanej

W celu oceny stabilno$ci peptydow zaro6wno podczas badan ich witasciwosci
biologicznych, jak i1 w trakcie procesow produkcyjnych docelowych kompozytow,
przeprowadzitam szereg eksperymentéw inkubacji peptydow w roznych warunkach
srodowiskowych. Analiza stabilnosci peptydow pozwolita na okreslenie ich trwatosci oraz
przydatnosci do dalszych zastosowan w badanych kompozytach. Badanie stabilnoSci
peptydow ug51, ugS2 1 ug53 przeprowadzitam w wodzie oraz w pozywce (DMEM/F-12
z 10% FBS), badania byly przeprowadzone analogicznie jak w przypadku peptydow
proregeneracyjnych, zgodnie z procedura zawartag w rozdziale I11.3. Wyniki procentowe]

zawartos$ci peptydu po 24 godzinach przedstawitam w Tabeli 22.

Tabela 22. Procentowa pozostato$¢ peptydu po 24 h inkubacji peptydéw w wodzie i w pozywce.

Nazwa peptydu % pozostalego peptydu w wodzie % pozostalego peptydu w pozywce
ugs1 44,00% 42,10%
ugs2 98,69% 87,15%
ugs3 72,56% 59,93%

Najwyzsza stabilno$cig sposréd analizowanych peptydow charakteryzowat sie

peptyd ugs2, ktéry wykazywal ponad 98% stabilno$ci w wodzie oraz 87% stabilnosci w
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pozywce hodowlanej. Peptyd ug53 wykazat si¢ nieco nizszg stabilnos$cig, wynoszacg okoto
70% stabilnosci w wodzie 1 60% w pozywce. Najmniej stabilny sposrdéd badanych byt
peptyd ug51, ktorego stabilnos¢ wynosita jedynie 40% zarowno w wodzie jak i w pozywce
hodowlane;j.

Podczas analizy HPLC zaobserwowatam rowniez, ze peptyd ug51 rozpada si¢ na
dwa inne fragmenty, ktore przez dalszy czas eksperymentu byly stabilne. Wykresy
obrazujace spadek stabilnosci peptydéw w czasie przedstawitam na Rysunku 68.

a) b)

100 100

50 50

% pozostatego peptydu
% pozostatego peptydu

Oh 1h 2h 3h 6h 24h Oh 1h 2h 3h 6h 24h
Czas [h] Czas [h]

Bl stabilnosc w wodzie

100
[ stabilnosc w pozywce

50

% pozostatego peptydu

Czas [h]

Rysunek 68. Wykresy stabilno$ci peptydow w wodzie i w pozywce dla peptydow: a) ug51, b) ug52, c) ug53.
Na wykresach przedstawiono $rednie wartosci = odchylenia standardowe (SD) z trzech niezaleznych

pomiarow.
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4.  Analiza rozpadu peptydu ug51 w wodzie

Podczas badan stabilnosci peptydoéw ustalitam, ze peptyd ug51 wykazuje niska
stabilno§¢ w wodzie. W wyniku inkubacji dochodzito do jego rozpadu na dwa gléwne
fragmenty, ktore zostaly zidentyfikowane na podstawie czasu retencji wynoszacego
odpowiednio 9,32 min 1 9,56 min (Rysunek 69). W celu ich identyfikacji wykonatam
rozdzial chromatograficzny probki peptydu ug51 inkubowanej przez 48 godzin (Rysunek
69) oraz przez 7 dni (Rysunek 70), a nastepnie przeprowadzitam analiz¢ masowg technikg

MALDI-TOF MS.
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Rysunek 69. Chromatogram peptydu ug51 w wodzie po 48 h, a: t=9,17 min, [M]=1446,7; b: t=9,32 min,
[M]=879; c: t=9,56 min, [M]=567,7.
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Rysunek 70. Chromatogram peptydu ug51 w wodzie po 7dniach, ¢: t=7,12 min, [M]=611,9 b: t=9,15 min,
[M]=1446,7; c: t=9,34 min, [M]=879; d: t=9,52 min, [M]=567,7.

Peptyd ug51 (QAGIVVPLGLYGFGG) po 48h inkubacji rozpadt si¢ na dwa
gléwne fragmenty: fibrylogenny (QAGIVYV) oraz fragment odpowiadajacy sekwencji
PLGL potaczonej z czescig aktywna ugl (PLGLYGFGG). Dhuzsza inkubacja peptydu
ug51 (7 dni) skutkowata pojawieniem si¢ dodatkowego sygnatu, ktoéry odpowiadat

143




sekwencji aktywnej LYGFGG, odpowiadajacej fragmentowi peptydu ugl. Na Rysunku 71
przedstawitam sekwencje peptydu ugS1 z podziatem na produkty jego spontanicznego

rozpadu.

Q AGIVVPLGLYGTFGG

= N
Y Y

(m/z) [M+H]* = 568,736 (m/z) [M+H]" = 612,712

’ (m/z) [M+K]* = 650,340

h'd
(m/z) [M+H]* = 880,063

N
(m/z) [MHH]" =1447,158

Rysunek 71. Sekwencja aminokwasowa peptydu ugSl (QAGIVVPLGLYGFGG) z zaznaczonymi
fragmentami spontanicznego rozpadu wykrytymi technika MALDI-MS. Po 48 h obserwowano powstanie
fragmentow QAGIVV ((m/z) [M+H]" = 568,736) oraz PLGLYGFGG ((m/z) [M+H]" = 880,063). Po 7 dniach
dodatkowo wykryto peptyd LYGFGG ((m/z) [M+H]" = 612,712, (m/z) [M+K]" = 650,340), odpowiadajacy
aktywnej sekwencji ugl.

Dodatkowo zbadatam spadek stezenia peptydu ug51 oraz przyrost jego produktéw
w czasie 48 godzin inkubacji w wodzie w temperaturze 37°C przy cigglym mieszaniu
orbitalnym (300 rpm). Analiz¢ iloSciowa przeprowadzatam za pomocg systemu HPLC
(Zalacznik 1 — Warunki chromatograficzne 3). Na podstawie chromatogramow uzyskanych
w poszczegolnych punktach czasowych, odczytatam pole powierzchni pod odpowiednim
sygnatem reprezentujace ilo$¢ peptydu ug51 (sygnat gtéwny) oraz produktéw rozpadu
(pozostate sygnaly) w probce w danym czasie. Wartosci powierzchni zostaly
znormalizowane wzgledem wartosci poczatkowej (t = 0 h), ktora przyjetam jako 100%.
Wyniki przedstawitam w formie wykreséw shupkowych, obrazujacych zaleznosé
pozostatej ilosci peptydu [%] od czasu inkubacji [h]. Eksperyment wykonatam w jednym
powtorzeniu.

Peptyd byt stabilny do okoto 4. godziny, po czym nastgpowal jego stopniowy
rozpad. Po 12 godzinach inkubacji steZenie peptydu ug51 byto poréwnywalne ze st¢zeniem
powstatych produktéw degradacji. Po 48 godzinach w probcee pozostato jedynie okoto 10%
poczatkowego stezenia peptydu ug51 (Rysunek 72).
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Rysunek 72. Rozpad peptydu ug51 podczas inkubacji w wodzie w czasie 48h, analiza wykonana za pomoca

systemu HPLC (Zatacznik 1 — Warunki chromatograficzne 3).

W  kontekécie potencjalnego zastosowania peptydu ugS1 w kompozytach
zidentyfikowatam produkty rozpadu : peptyd o sekwencji QAGIVV (ug54) oraz
PLGLYGFGG (ug55). Oba peptydy zsyntezowatam w celu oceny ich aktywnosci
biologicznej i weryfikacji, czy wlasciwos$ci proregeneracyjne sg unikalne dla peptydu ug51,
czy rébwniez obecne w jego fragmentach.

Peptydy ugS54 i ug5ss zsyntezowatam zgodnie z procedurg opisang w rozdziale I11.1.
Wydajnos¢ ich syntezy wynosita odpowiednio 76,99% 1 96,74% (Tabela 23). Oba peptydy

zostaly poddane oczyszczaniu zgodnie z opisem zawartym w rozdziale I11.2 (Tabela 24).

Tabela 23. Nazwy i sekwencje syntetyzowanych peptydow, ich pochodzenie biologiczne oraz podstawowe
parametry syntezy.

Sekwencja Pochodzenie

Peptyd aminokwasowa peptydu

syntezy zywicy | ilo$¢ surowego | syntezy
[mmol] lg] produktu [mg] | [%]

Skala Hosé Otrzymana Wydajnos$é

scruble peptyd
ugs54 H-QAGIVV-NH, fragmentu 55— 0,11 0,476 45 76,99

60 hCC [208]
ugss E;ELGLYGFGG’ OGP 011 | 0476 85 96,74
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Tabela 24. Charakterystyka procesu oczyszczania peptydow proregeneracyjnych, z okres§laniem fazy
ruchome;j stosowanej podczas oczyszczania, czasu retencji oraz masy czasteczkowej peptydow.

Masa Masa
. Czas retencji
Peptyd | Elucja ukladu B Czas retencji obliczona obserwowana
(min) octany (min) TFA
(g/mol) (m/z)
ugs4 10-20% 18,208 4,138 584,7168 584,562
ugs5s 25-35% 28,52 6,929 879,0268 878,849

5.  Charakterystyka fizykochemiczna peptydow o potencjale fibrylogennym

5.1 Analiza struktur drugorzedowych peptydow ug51, ug52, ug53 metodg dichroizmu
kotowego (CD)

W celu identyfikacji struktur drugorzedowych w peptydach ug51, ug52 i ugs3
przeprowadzitam analiz¢ widm dichroizmu kotowego (CD). Peptydy ug51, ug52 oraz
ug53 inkubowatam w buforze fosforanowym (pH 7,4) w temperaturze 37°C. Widma CD
zostaty zarejestrowane w dniach inkubacji: 0, 1, 3 1 6 — zgodnie z procedurg opisang w
Rozdziale 2.1.

Peptydy ugS51 oraz ug53 wykazywaly widma typowe dla struktur
nieuporzadkowanych (~200 nm) zaréwno bezposrednio po rozpuszczeniu, jak i w
kolejnych dniach inkubacji. Widma cechuja si¢ niewielkimi zmianami eliptycznosci
molowej w calym badanym zakresie dlugosci fali (200-260 nm) podczas 6—dniowej
inkubacji. Krzywe CD dla wszystkich punktow czasowych (0d, 1d, 3d 1 6d) sg niemal
natozone, z bardzo subtelnymi ro6znicami (Rysunek 74a 1 74c). Widma CD wskazuja, ze
peptydy nie ulegaly fibrylizacji ani istotnej reorganizacji konformacyjne;.

Widma CD peptydu ug52 pokazuja, ze bezposrednio po rozpuszczeniu wykazywat
podwojne minimum eliptyczno$ci molowej w rejonie ~208 1 ~222 nm, co sugeruje
obecnos¢ struktury nieuporzadkowanej 1 o—helikalnej. Po jednym dniu inkubacji minimum
przy ~208 nm przesungto si¢ w kierunku kroétszych fal (~200 nm), co wskazuje na
zwigkszenie udziatu struktur nieuporzadkowanych w konformacji peptydu ug52.
Minimum w okolicach 200 nm utrzymywato si¢ az do 6. dnia inkubacji, co potwierdza
utrate struktury helikalnej. Widma cechujg si¢ wyraznymi zmianami eliptyczno$ci molowe;j
w calym badanym zakresie dlugosci fali (200-260 nm) podczas inkubacji, co moze
wskazywaé, ze peptyd ulegt fibrylizacji 1 osadzaniu si¢ nierozpuszczalnych form, co

skutkuje zmniejszeniem stezenia rozpuszczonego peptydu w roztworze (Rysunek 74b).
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Rysunek 73. Widma dichroizmu kotowego dla peptydow a) ug51, b) ugs2, c) ugS3 wykonane w 0, 1, 3

oraz 6 dniu inkubacji w PBS w temperaturze 37°C z zastosowaniem ciaglego wytrzasania.

5.2 Analiza fibrylizacji peptydow przy uzyciu tioflawiny T

Przeprowadzitam eksperyment, podczas ktorego wykonatam pomiary fluorescencji
probek inkubowanych przez rézny czas z zastosowaniem barwnika fluorescencyjnego —
tioflawiny T (ThT). Celem analizy byto potwierdzenie obecnosci struktur B tworzacych

kompleks z tioflawing T w probkach peptydow ugS1, ug52 i ug53. Tioflawina T w
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obecnosci uporzadkowanych struktur B tworzy kompleksy, ktorych widmo emisji
charakteryzuje si¢ maksimum przy dtugosci fali 482 nm.

W trakcie eksperymentu analizowalam probki pobierane w réznych punktach
czasowych inkubacji. Dla peptydéw ug51 1 ugS53 nie zaobserwowalam wzrostu
intensywnosci fluorescencji ThT, co wskazuje na brak obecnosci struktur  oraz brak
zdolnosci tych peptydéow do tworzenia fibryli peptydowych w badanych warunkach
(Rysunek 76a i 76¢).

Najbardziej wyrazne zmiany zaobserwowatam dla peptydu ug52, ktory wykazat
znaczny wzrost intensywnosci emisji ThT, sugerujac inicjacj¢ procesu fibrylizacji, juz po
jednym dniu inkubacji. Intensywnos$¢ fluorescencji rosta wraz z wydluzeniem czasu
inkubacji, osiggajac maksimum po 6 dniach (Rysunek 76b). Przedstawione wyniki

potwierdzity, ze peptyd ug52 wykazuje zdolnos¢ do tworzenia fibryli peptydowych.
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Rysunek 74. Wykres zaleznosci intensywnosci fluorescencji kompleksu peptyd—tioflawina T od czasu
inkubacji wzgledem kontroli (roztwér PBS) dla peptydow a) ug51, b) ug52, c) ugS3. Na wykresach

przedstawiono $rednie warto$ci = odchylenia standardowe (SD) z trzech niezaleznych pomiarow.

5.3 Badanie morfologii fibryli peptydowych metodq transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (TEM)
Przeprowadzone analizy dichroizmu kolowego i testu z uzyciem tioflawiny T (ThT)
potwierdzity brak obecnosci P struktur w peptydach ug51 i ug53. Peptydy te nie tworzyly
fibryli peptydowych, dlatego wykluczylam je z dalszej analizy morfologii fibryli z

wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowe;.
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W  celu okreslenia morfologii widokien peptydowych dla peptydu ug52
przeprowadzitam 6 dniowa inkubacj¢ peptydu w roztworze PBS, a nast¢pnie przekazatam
probki pobrane w punktach czasowych 0, 1, 2, 3, 4, 6 dni do wykonania zdjec¢
mikroskopowych, zgodnie z procedurg zawartg w rozdziale I11.8.3.

Zdjecia przedstawione na Rysunku 77, wskazuja, ze proces fibrylizacji peptydu
ugS2 rozpoczal si¢ bezposrednio po rozpuszczeniu w buforze PBS. Juz w dniu 0 widoczne
sa pierwsze struktury przypominajace fibryle. W kolejnych dniach inkubacji
zaobserwowatam postgpujacy przyrost dlugosci i liczby wiokien. Juz od 2. dnia inkubacji
widoczne byty dobrze wyksztatcone fibryle, o zroznicowanej dtugosci — od ok. 50 nm do
1,2 pm — oraz grubo$ci ok. 6 nm. Na obrazach z dnia 3 1 4 widoczna jest g¢sta, rozgatgziona
sie¢ fibryli, natomiast w dniu 6 zaobserwowatam bardziej rozproszony uktad struktur,
sugerujacy mozliwe przeorganizowanie sieci.

Niektore wlokna wykazuja miejscowe skrecenia, jednak regularne tzw. ,twisting”
o skoku co 250 nm nie zostal jednoznacznie potwierdzony na dostgpnych obrazach.
Ogodlnie, uzyskane wyniki wskazuja na wysoka zdolno$¢ peptydu ug52 do tworzenia
stabilnych.
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Rysunek 75. Obrazy transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) przedstawiajace morfologi¢ fibryli
peptydu ug52 po 0, 1, 2, 3, 4 1 6 dniach inkubacji w buforze PBS.
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5.4 Badanie enzymatycznego uwalniania peptydu o sekwencji aktywnej 7 fibryli
peptydowej ug52

W celu oceny podatnosci fibryli peptydowych ug52 na rozszczepienie w miejscu
sekwencji wrazliwej na dzialanie metaloproteinazy 7, przeprowadzitam inkubacje fibryli
w obecno$ci enzymu MMP—-7 przez 72h w temperaturze 37°C, przy ciaglym mieszaniu,
zgodnie z procedurg opisang w rozdziale I11.9.4. Prébki do analiz pobieralam w punktach
czasowych 0, 1, 3, 24 oraz 72 godziny.

Analiza mas fragmentoéw uzyskanych po rozszczepieniu przez enzym wykazata, ze
po 1 godzinie inkubacji (Rysunek 78b) pod wplywem enzymu MMP—7 uwolniony zostat
peptyd o sekwencji aktywnej ugl ((m/z) [M+H]" = 612,526, (m/z) [M+Na]" = 634,489).

Sygnal odpowiadajgcy substratowi — peptydu ug52 ((m/z) [M+Na]" = 1511,092)
byt obecny na widmach na poczatku i po godzinie trwania eksperymentu, natomiast
zaniknal po 24 godzinach (Rysunek 78a—78c). Rozszczepienie enzymatyczne nastapito w
przewidywanym miejscu, tj. pomiedzy resztami glicyny i leucyny w sekwencji peptydu
ugs2.

W widmach masowych (Rysunek 77b—77d) zaobserwowatam produkty hydrolizy
enzymatycznej zawierajacy fragment specyficzny dla enzymu (PLG) oraz fragment
obejmujacy sekwencje fibrylogenng (QAGIVV), tj. peptyd QAGIVVPLG — o maise (m/z)
[M+Na]"=917,5.
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Rysunek 76. Widma masowe MALDI-TOF probek peptydéw po inkubacji z metaloproteinazg 7,
zaobserwowane piki dla ug52: a) w czasie poczatkowym reakcji — ug52 — (m/z) [M+Na]* = 1511,092, b)
po 1h —ug52 — (m/z) [M+Na]* = 1511,185, ugl — (m/z) [M+H]* = 612,526, (m/z) [M+Na]" = 634,489, c)
po 24 h —ugl — (m/z) [M+H]" = 612,526, d) po 3 dniach —ugl — (m/z) [M+H]" = 612,526, (m/z) [M+Na]*
=634,489.
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6. Badania biologiczne peptydéw o potencjale fibrylogennym

Badania biologiczne peptydow zostaly wykonane przez zespot dr Beaty Gromadzkiej
w Instytucie Biotechnologii i Medycyny Molekularnej w Gdansku, zgodnie z procedurami

zawartymi w rozdziale II1.15.

6.1 Ocena cytotoksycznosci peptydow wobec komorek ludzkich osteoblastow

plodowych hFOB 1.19

Dla zsyntezowanych i oczyszczonych peptydéw ugS1 — ugS5 przeprowadzono
badania cytotoksyczno$ci wobec komoérek ludzkich ptodowych osteoblastéw hFOB 1.19.
Test LDH zostal wykonany zgodnie z procedurg opisang w rozdziale I11.15.1 dla peptydow
w zakresie stezen 6,25 — 100 pg/ml, zgodnie z normg ISO10993-5.

Ze wzgledu na fakt, ze komorki hFOB 1.19 dzielg si¢ co okoto 36 godzin, wybrano
dhuzszy czas inkubacji (48 godzin) z peptydami, aby umozliwi¢ komorkom przejscie
podzialu komorkowego. Potwierdzono, ze badane peptydy w catym zakresie stezen 6,25 —
100 png/ml nie wykazuja dziatania cytotoksycznego.

Zgodnie z norma, efekt cytotoksyczny zachodzi jesli zywotno$¢ komorek jest
zmniejszona do < 70% $lepej proby (cytotoksycznosé > 30%). Zaden z badanych peptydow
nie przekroczyt tego progu. Co wigcej, peptydy ug53 i ugS5 osiggnety bardziej
rygorystyczny poziom bezpieczenstwa, odpowiadajacy >90% zywotno$ci komorek

(cytotoksycznos¢ < 10%) (Rysunek 79).
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Rysunek 77. Cytotoksyczno$é peptydow ug51, ug52, ug53, ugs4, ugs5 badana testem LDH po 48 h

inkubacji wobec komérek hFOB 1.19, wykresy przedstawiaja srednig + SD z trzech powtdrzen technicznych.

6.2 Ocena wplywu peptydow na proliferacje komorek ludzkich osteoblastow
plodowych hFOB 1.19

W celu okreslenia wptywu peptydow ugS51—ug55 na proliferacje komorek kosci,
wykonano test WST—1 na linii komdrkowej ludzkich osteoblastow ptodowych hFOB 1.19.
Test przeprowadzono zgodnie z procedura opisang w rozdziale I11.15.2 dla peptydéw w
zakresie st¢zen 6,25-100 pg/ml, zgodnie z norma ISO10993-5.

Uzyskane wyniki, przedstawiane na Rysunku 79, wskazuja, ze peptydy ug51, ugs2,
1 ug54 nie wykazujg dzialania proliferacyjnego wzgledem komoérek hFOB 1.19
(proliferacja < 100% w poréwnaniu do kontroli). Dla peptydu ug53 mozna zaobserwowac
wzrost liczby komodrek o 8-18% w stezeniach: 6,25-100 pg/ml, natomiast peptyd ug55
wykazuje najwyzszy potencjatl proliferacyjny, powodujac wzrost proliferacji o 20—45% w
zakresie 12,5-50 pg/ml, z maksimum (ok. 45%) przy stezeniu 12,5 pg/ml. Peptyd ugs1
ulega rozpadowi na dwa gtowne fragmenty: ugS54 (fragment fibrylogenny) oraz ugS5
(fragment aktywny z sekwencja specyficzng dla enzymu). Mozna zatem uzna¢, ze ugS1

peini funkcje rezerwuaru peptydu ugss.
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Rysunek 78. Wptyw peptydow ug51, ug52, ugs3, ug54, ugs5 badanych testem WST—1 po 48 h inkubacji

wobec komoérek hFOB 1.19, wykresy przedstawiajg $rednig + SD z trzech powtdrzen technicznych.

Najwyzszy potencjat proliferacyjny wobec komorek osteoblastow hFOB 1.19 wykazywaty
peptydy ugs3 i ug55. Jednak jak juz wspomniatam, peptyd ugS51 moze pehic¢ funkcje
rezerwuaru peptydu ug55, co sugeruje mozliwos¢ jego powolnego uwalniania do
srodowiska 1 przedtuzonego dziatania. Z kolei peptyd ug52, mimo braku aktywnos$ci
proliferacyjnej, tworzy stabilne fibryle i stanowi rezerwuar peptydu ugl, ktory — jak
wczesnie] wykazatam — posiada wysoki potencjat proliferacyjny. Z tego powodu, do

dalszych badan wybratam peptydy ugS1 1 ugs2.
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CZESC III — Charakterystyka fizykochemiczna oraz ocena
bioaktywnosci in vitro i in vivo kompozytow chitozanowo—bioszklanych
Trzecia czg¢$¢ mojej pracy dotyczy analizy fizykochemicznej oraz aktywnosci

biologicznej kompozytow sktadajacych si¢ z wykonanych przeze mnie komponentow.

1. Analiza wlasciwosci fizykochemicznych kompozytéw chitozanowo—

bioszklanych

Chitozan modyfikowany peptydem ug4 (CH-m4.4—ugd4, CH-m4.4—ug4), peptydy
ugS1 i ugS2 oraz fibryle peptydowe ug52 zostaty przekazane zespotowi dr Moniki Biernat
z Instytutu Ceramiki 1 Materialow Budowlanych w Warszawie, Sie¢ Badawcza
Lukasiewicz. Zespot ten przygotowat kompozyty w formie krazkow, zgodnie z procedura
opisang w Rozdziale III.10. Przygotowane zostaly cztery grupy kompozytdw,
przedstawione na Rysunek 80, a ich dokladne sklady przedstawitam w Tabeli 25.

Zespot dr Moniki Biernat przeprowadzit analize wielkosci poréw, oceng

bioaktywnosci kompozytow oraz wykonat zdjecia SEM kompozytow.

kompozyty z peptydem kompozyty z peptydem

wymieszanym
z chitozanem

przytaczonym kowalencyjnie
do chitozanu

1. P5Zn/CH-CH-m4.4-s1_0,8% 6. P5Zn/CH-ugb1
2.P5Zn/CH-CH-m4.4-s1_1,6% 7. P5Sr/CH-ugb1
3.P5Zn/CH-CH-m4.4-s4_3,4% 8. P5Sr/CH-ugh2
4. P5Sr/CH-CH-m4.4-s4_3,4%

/

kompozyty z peptydem

o kompozyty z peptydem w
przytaczonym kowalencyjnie

formie fibryli wymieszanym

oraz z peptydem wymieszanym S rEeE e

do/z chitozanem

5. P5Zn/CH-CH-m4.4-s4_3,4%_ug46 9. P5Sr/CH-ug52 (fibr)

Rysunek 79. Podzial wykonanych kompozytow chitozanowo—bioszklanych z peptydami na podstawie
sposobu integracji peptydéw z matryca.

Pierwsza grupa (1-4) stanowiag kompozyty z kowalencyjnie przylagczonym
peptydem ug4, ktoéry pod wptywem enzymow zawartych w §rodowisku tkanki kostnej

powinien ulega¢ hydrolizie, uwalniajac peptyd ugl. Takie rozwigzanie umozliwia
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kontrolowane, stopniowe uwalnianie peptydu o aktywnosci biologicznej, co moze sprzyjac
dhugofalowemu efektowi terapeutycznemu.

Kompozyt oznaczony numerem 5 zawiera zardbwno kowalencyjnie przytaczony
peptyd ugd, jak i peptyd ugd6 o dziataniu antybakteryjnym. Potaczenie tych dwoch
sktadnikow umozliwia uzyskanie efektu synergicznego: szybkie uwolnienie peptydu ug46
zapewnia natychmiastowa ochron¢ przeciwdrobnoustrojowa, podczas gdy stopniowa
hydroliza peptydu ug4 prowadzi do dtugotrwalego dziatania proregeneracyjnego.

Kolejna grupa (kompozyty nr 6-8) zawiera peptydy ug51 i ug52 wymieszane z
chitozanem. W takich uktadach zaktada si¢ znacznie szybsze uwalnianie peptydow z
matrycy, co moze by¢ korzystne, gdy wymagany jest szybki efekt biologiczny. Warto
podkresli¢, ze badania stabilnosci peptydu ug51 wykazaty, iz petni on funkcj¢ rezerwuaru
peptydu ugs4. Co wiecej, ug54 wykazuje silniejsze wlasciwosci proregeneracyjne niz sam
ug51, co moze zwigksza¢ skuteczno$¢ terapeutyczng kompozytu.

Ostatni z kompozytow (nr 9) zawiera peptyd ug52 w formie fibryli wymieszanych
z chitozanem. Zastosowanie struktury fibrylarnej umozliwia zmagazynowanie aktywnych
peptydéw w postaci uporzadkowanej oraz ich kontrolowane, stopniowe uwalnianie pod
wpltywem bodzcow Srodowiskowych lub enzymatycznych. Taki mechanizm moze

zapewni¢ dlugotrwate i ukierunkowane dziatanie terapeutyczne.

158



Tabela 25. Numery, nazwy i opisy badanych kompozytéw oraz wielkosci porow (wyznaczona na podstawie zdje¢ SEM).

Nr. kompozytu

Nazwa kompozytu

Opis sktadu kompozytu

Wielko$¢ porow [pm]

P5Zn/CH-CH-m4.4—

chitozan/bioszkto domieszkowane ZnO/CH—m4.4—ug4,

L. ugd 0,8% peptyd ugd przytaczony kowalencyjnie w ilosci 0,8% wagowych do chitozanu 43,36-121,97
P5Zn/CH-CH-m4.4— chitozan/bioszklo domieszkowane ZnO/CH—m4.4—ug4,
2. ugd 1,6% peptyd ugd przytaczony kowalencyjnie w ilosci 1,6% wagowych do chitozanu 70,9-130,12
P5Zn/CH-CH-m4.4— chitozan/bioszklo domieszkowane ZnO/CH-m4.4—ug4,
3. ugd 3,4% peptyd ug4 przylaczony kowalencyjnie w ilosci 3,4% wagowych do chitozanu 73,4-161,29
P5St/CH-CH-m4.4— chitozan/bioszklo domieszkowane SrO/CH-m4.4-ug4,
4. ugd 3,4% peptyd ug4 przylaczony kowalencyjnie w ilosci 3,4% wagowych do chitozanu 38,96-107,24
P5Zn/CH-CH-m4 4 chitozan/bioszkto domieszkowane Z'n'()/CI.{—1’11fl.4—ug4/peptyd ug46 .
5. ued 3.4% uod6 peptyd ugd przytaczony kowalencyjnie w ilosci 3,4% wagowych do chitozanu, ug46 53,63-131,98
g2t 18 zaadsorbowany na kompozycie w stgzeniu 29 pg peptydu na 1 krazek
chitozan/ bioszkto domieszkowane ZnO/peptyd ug51 zaadsorbowany na kompozycie w
6. P5Zn/CH—-ug51 stezeniu 10pug peptydu na 1 krazek 109,3-334,69
chitozan/ bioszkto domieszkowane SrO/peptyd ug51 zaadsorbowany na kompozycie w
7. P5Sr/CH—ug51 stezeniu 10pg peptydu na 1 krazek 59,83-120,49
chitozan/ bioszkto domieszkowane SrO/peptyd ug52 (liofilizat) zaadsorbowany na
8. P5Sr/CH-ug52 kompozycie w stezeniu 100ug peptydu na 1 krazek 43,75-96,22
chitozan/ bioszkto domieszkowane ZnO, peptyd ug52 w formie fibryli peptydowych
9. P5Zn/CH-ug52(fibr) 44,79-119,29

zaadsorbowany na kompozycie w stezeniu 100 pg na 1 krazek
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2.  Badania struktury powierzchni oraz wielkosci porow kompozytow

Po wszczepieniu biomaterialu do organizmu, jego powierzchnia jako pierwsza
wchodzi w kontakt z ptynami ustrojowymi i komoérkami, co inicjuje dalsze reakcje
biologiczne, takie jak adsorpcja bialek czy adhezja komorek [209]. Z tego wzgledu analiza
cech powierzchniowych biomaterialu, w tym struktury i porowatosci, jest kluczowa dla
oceny jego biofunkcjonalnosci.

W celu oceny tych parametrow zastosowano skaningowy mikroskop elektronowy
(SEM). Obrazowanie probek nienapylonych przeprowadzono w warunkach niskiej prozni,
z uzyciem detektora vCD.

Jak przedstawitam na Rysunkach 81-84, wszystkie kompozyty wykazuja
jednorodna, porowata strukture, przerywang obecnoscig krysztatkow bioszkta. Srednice
porow w analizowanych kompozytach wynosza od 30 do 330 um (Tabela 22), co miesci
si¢ w zakresie odpowiednim do wzrostu komoérek kostnych — osteoblasty maja $rednice
okoto 20-50 um [210].

Kompozyty (Tabela 22) zawierajace peptyd ugd4 przylaczony kowalencyjnie
charakteryzujg si¢ $rednicg poréw od 38 pm (kompozyt 4) do 161 pum (kompozyt 3).
Kompozyt 5, z dodatkiem peptydu ug46 wymieszanego z chitozanem, wykazuje podobna
wielko$¢ poréw. Kompozyty z peptydem ugS51/ug52 lub ug52 w formie fibryli (kompozyty
7-9) posiadaja pory o $rednicy od 44 do 120 um. Jedynie kompozyt 6 wyrdznia si¢ porami
o wigkszej $rednicy — 109-335 pm.

Kompozyty wykazuja zblizong strukture powierzchniowg oraz poréwnywalny
rozktad i1 rozmiar poréw. Na Rysunkach 82 i 84 (kompozyty 3 i 5) zaobserwowano
niewielkie krysztaty bioszkla osadzone na §cianach poréw. Z kolei na Rysunkach 83 i 85
(kompozyty 6 1 9) widoczne s3 wigksze agregaty bioszkta o $rednicy okoto 50-70 pm.
Wszystkie pory majg charakter otwarty, co sprzyja infiltracji materiatu przez komorki.

Na zdjeciach SEM kompozytu 9 nie udato si¢ zaobserwowaé obecnosci fibryli
peptydowych ug52 w obrebie wnetrza materiatu. Prawdopodobng przyczyna byt bardzo
maly rozmiar fibryli wzgledem skali zastosowanej podczas obrazowania SEM (fibryle: 50—

200 nm vs skala SEM: 100 pm).
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Rysunek 80. Struktura przekroju kompozytu 3 (P5Zn/CH-CH-m4.4—ug4 3,4%). Na zdjeciu po prawej
stronie widoczne sg fragmenty bioszkla osadzone w porowatej strukturze materiatu, zaznaczone zoita

strzatka.

mag H\ spot \ t | mode
100x 10.0kV | 4.0 |58 mm [ETD| SE

Rysunek 81. Struktura przekroju kompozytu 5 (P5Zn/CH-CH-m4.4—ug4 3,4% ug46). Na zdj¢ciu po
prawej stronie widoczne sa fragmenty bioszkla osadzone w porowatej strukturze materialu, zaznaczone

701tg strzatka.
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Rysunek 82. Struktura przekroju kompozytu 6 (P5Zn/CH—ug51). Na zdjeciu po prawej stronie widoczne

sa fragmenty bioszkta osadzone w porowatej strukturze materiatu, zaznaczone zo6tta strzatka.
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Rysunek 83. Struktura kompozytu 9 (P5Zn/CH—ug52(fibr). Na zdjeciu po prawej stronie widoczne sg

fragmenty bioszkta osadzone w porowatej strukturze materiatu, zaznaczone z61ta strzatka.

3. Badania bioaktywnos$ci kompozytow

Jedng z kluczowych cech implantu jest jego bioaktywno$¢, rozumiana jako
zdolno$¢ materialu do indukowania tworzenia warstwy ko$ciopodobnego hydroksyapatytu
(wigcej informacji w czg$ci teoretycznej pracy — rozdziat 1.6) [128]. Parametr ten mozna
oceni¢ poprzez inkubacje materiatu w symulowanym plynie ustrojowym (SBF), ktory

nasladuje sktad jonowy osocza krwi.
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Badania bioaktywno$ci kompozytow  chitozanowo-bioszklanych  zostaly
przeprowadzone przez zespot dr Moniki Biernat z Instytutu Ceramiki i Materiatow
Budowlanych w Warszawie (Sie¢ Badawcza Lukasiewicz). Analizie poddano proces
narastania warstwy apatytowej na powierzchni kompozytow po inkubacji w SBF w
temperaturze 37 °C przez okres od 1 do 3 tygodni. Ocen¢ prowadzono przy uzyciu
spektroskopii EDS oraz obrazowania SEM.

Dla kompozytu 3, po 3 tygodniach inkubacji w SBF, analiza EDS (Rysunek 86a)
wykazata obecno$¢ intensywnych sygnatéw pochodzacych od jonow Ca(Il) i P(V).
Oznacza to, ze na powierzchni materialu powstala warstwa fosforanu wapnia, co
potwierdza jego bioaktywno$¢. Na obrazie SEM (Rysunek 86b) widoczne sa
charakterystyczne wysepki hydroksyapatytowe, oznaczone z6ttg strzatka.

a)

Pep_\3 tyg SBF12_952000_CH95_2000_f10_ug4_s4_P5Zn2Il_1-1_(~3,4%)_A_3tygSBF004_01.spc
<Pt. 1 Spot> LSecs: 10

1,5 P

0.9 Ha

KCni

0.6

Cl
0,3 -

=
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100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1
Energy - keV

Rysunek 84. a) Widmo EDS powierzchni kompozytu 3 po 3 tygodniach inkubacji w SBF (37 °C); b) obraz
SEM przedstawiajacy obecno$¢ wysepek hydroksyapatytowych (zaznaczonych zo6tta strzatka).

W przypadku kompozytu 6, juz po tygodniu inkubacji w SBF (Rysunek 87a) uzyskano
silne sygnaty Ca i P w analizie EDS, co rowniez $§wiadczy o tworzeniu si¢ mineralnej
warstwy apatytowej. Obraz SEM (Rysunek 87b) wujawnia wyrazne wysepki

hydroksyapatytowe na powierzchni kompozytu.
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Rysunek 85. a) Widmo EDS powierzchni kompozytu 6 po tygodniu inkubacji w SBF (37 °C); b) obraz

SEM przedstawiajacy obecnos¢ wysepek hydroksyapatytowych, zaznaczonych z6tta strzatka.

Dla kompozytu 9, inkubowanego w SBF przez 2 tygodnie, analiza EDS (Rysunek 88a)

wykazala obecno$¢ wapnia i fosforu, co — zgodnie z obserwacja SEM (Rysunek 88b) —

wskazuje na tworzenie si¢ mineralnej warstwy apatytowej. Oznacza to, ze juz po dwoch

tygodniach kompozyt wykazuje wyrazng bioaktywnos¢.
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Rysunek 86. a) Widmo EDS powierzchni kompozytu 9 po 2 tygodniach inkubacji w SBF (37 °C); b) obraz

SEM przedstawiajacy obecno$¢ wysepek hydroksyapatytowych, zaznaczonych z6tg strzatka.

4.

Analiza profilu uwalniania peptydu z kompozytu

W celu oceny uwalniania peptydow z kompozytow przeprowadzitam eksperymenty,

ktore miaty wykazaé, czy, w jakim zakresie i czasie dochodzi do ich uwolnienia do

srodowiska wodnego.
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Uwalnianie z kompozytow zawierajacych peptydy przytaczone kowalencyjnie oraz
w postaci fibryli przeprowadzalam w obecnos$ci komercyjnie dostepnego enzymu MMP—
7, ktéry hydrolizuje wigzanie peptydowe migdzy resztami glicyny i leucyny w sekwencji
PLGL. Weryfikacje aktywnoS$ci enzymu potwierdzitam przy uzyciu substratu kontrolnego:
(7—metoksykumaryna—4—ylo)acetylo—Pro—Leu—Gly—Leu—[N3—(2,4—dinitrofenylo)-L—
2,3—diamino—propionylo]-Ala—Arg—-NH> (MOCAc-PLGL(Dpa)AR) [211].

Dodatek enzymu miat na celu symulacje¢ srodowiska degradacyjnego i wymuszenie
uwalniania fragmentu aktywnego (np. peptydu ugl) ze struktury kompozytu. Z kolei w
przypadku kompozytow, w ktorych peptydy byly wymieszane fizycznie z chitozanem (a
nie przytaczone kowalencyjnie), badania prowadzono bez udziatu enzymu, w celu oceny
spontanicznego uwalniania.

Do kazdego eksperymentu uzywatam po dwa krazki kompozytowe o srednicy 15 mm
1 grubo$ci 1 mm, przy czym masa pojedynczego krazka wynosita 10-17 mg. Kazdy
eksperyment przeprowadzalam w dwoch probach, wykorzystujac pare krazkow, co
pozwalalo na uzyskanie wyzszych stezen peptydu w roztworze i zwigkszenie czuto$ci
oznaczenia. Analiz¢ uwalniania peptydow z kompozytoéw z wyznaczeniem st¢zenia
uwolnionego peptydu wykonatam za pomoca systemu HPLC (Zalacznik 1 — Warunki
chromatograficzne 3).

Na Rysunku 88 przedstawitam przykladowe krazki kompozytowe uzyte w
eksperymencie. Szczegdétowe dane dotyczace ich mas oraz szacowanych ilo$ci peptydu

mozliwego do uwolnienia przedstawiono w Tabeli 23.

Rysunek 87. Zdjgcia przyktadowych krazkow kompozytowych (na przyktadzie kompozytu 6) uzywanych

w badaniach profilu uwalniania. Zdjg¢cie wtasne.
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Tabela 23. Masy kompozytow uzytych w eksperymentach oraz szacowane ilo§ci uwalnianych peptydow.

Numer | Nazwa kompozytu ilo§¢ uwolnionego
I. | P5Zn/CH-CH-m44-ug4 0,8% 32,95 2347 ugl 3.83
2. | P5Zn/CH-CH-m4 4-ugd 1,6% 26,39 24,11 ugl 7,65
3. P5Zn/CH-CH-m4.4—ug4 3,4% 23,23 25,98 ugl 15,3
4. P5Sr/CH-CH-m4.4—ug4 3,4% 31,75 30,67 ugl 15,3

ugl 153
5. | PSZn/CH-CH-m4.4—ugd 3.4% ug46 20,33 21,56

ugd6 58
6. P5Zn/CH-ug51 32,01 28,76 ug51 20
7. P5Sr/CH—ug51 22,29 26,30 ug51 20
8. P5Sr/CH-ug52 28,15 30,15 ug52 200
9 P5Zn/CH—ug52(fibr) 38,79 33,62 ugl 82

4.1 Uwalnianie peptydu ug4 z kompozytow 1-5

Przeprowadzitam analiz¢ uwalniania peptydu ug4 z kompozytow 1-5 (Zatacznik
3), zgodnie z procedura opisang w Zataczniku 3. Celem badania byto okreslenie, czy i w
jakim stopniu dochodzi do uwolnienia sekwencji aktywnej — peptydu ugl — z ugd4 w
wyniku dziatania enzymu MMP-7.

Na Rysunku 90 przedstawitam przyktadowe chromatogramy prébek pobranych po
24 godzinach inkubacji w buforze HEPES. Kolorem niebieskim oznaczylam probke
kompozytu 3, kolorem czerwonym — kontrole (bioszkto/chitozan), a kolorem zielonym —
standard peptydu ugl. Na chromatogramie dla kompozytu 3 pojawit si¢ staby pik o czasie
retencji ok. 7 minut, odpowiadajacy peptydowi ugl. Jednak jego intensywnos$¢ byta bardzo
niska, a dodatkowo obecnych byto wiele sygnatow tta, najprawdopodobniej pochodzacych
od chitozanu lub sktadnikow buforu.

Wszystkie  probki  kompozytow 1-5 wykazywaly podobny przebieg
chromatogramoéw — brakowato jednoznacznego, silnego sygnatu charakterystycznego dla

uwolnionego peptydu ugl.
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Rysunek 88. Chromatogramy HPLC probek pobranych po 24h inkubacji w buforze HEPES dla: krazkow
kompozytowych 3 (niebieski) i krazkéw kontroli chitozan/bioszklo (czerwony) zestawiony z chromatogram
peptydu ugl (zielony).

Aby zweryfikowa¢ obecno$¢ peptydu ugl, przeprowadzilam roéwniez analizy
masowe (MS) probek pobranych po 0, 4, 24 1 48 godzinach inkubacji. Rysunek 91
przedstawia widma MS dla probek pobranych po 24 godzinach: a) probka po inkubacji
kompozytu 3,b) probka kontroli (bioszklo/chitozan), c) probka kontrolna — bufor HEPES.

Na wszystkich widmach zarejestrowalam sygnat o wartosci m/z = 650,0,
odpowiadajacy jonowi [M + K]*. Jednak poniewaz pik ten byt obecny réwniez w obu
kontrolach, uznatam, ze pochodzi on najprawdopodobniej z tla — zanieczyszczen buforu

lub resztek peptyddéw o zblizonej masie.
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Rysunek 89. Widma spektrometrii mas probek pobranych po 24 h inkubacji w buforze HEPES: a)
kompozyt 3, b) kontrola (bioszkto/chitozan), c) bufor kontrolny.

Ze wzgledu na bardzo niskie stezenia oraz brak jednoznacznych sygnalow
degradacji enzymatycznej, nie bylam w stanie wiarygodnie okresli¢ profilu uwalniania
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peptydu ugl z kompozytéw 1-5. Szacunkowe ilosci ugl mozliwe do uwolnienia (Tabela
23) miescity si¢ w zakresie od 3,83 pg (kompozyt 1) do 15,3 pg (kompozyty 3—5) — sg to
warto$ci bardzo niskie, zblizone do granicy wykrywalno$ci metod HPLC i MS, co mogto

réwniez wptyna¢ na trudnosci w jednoznacznej interpretacji wynikow.

4.2  Uwalnianie peptydu ug4 z koniugtu CH-m4.4-ug4

Ze wzgledu na to, ze nie udato mi si¢ jednoznacznie potwierdzi¢ uwalniania
peptydu ugl z krazkow kompozytowych 1-5 (Zalacznik 3), przeprowadzitam osobng
analiz¢ z wykorzystaniem koniugatu CH-m4.4—ug4. Eksperyment wykonatam w wodzie,
poniewaz wczesniejsze doswiadczenia z wykorzystaniem buforu HEPES wskazywaty na
jego interferencje — generowal on sygnaly o czasie retencji i masie podobnej do
analizowanego peptydu, co utrudniato jednoznaczng identyfikacje ugl.

Zgodnie z zalozeniem, do roztworu wodnego powinno zosta¢ uwolnione ok. 0,7 mg
peptydu ugl. Wyniki eksperymentu, przedstawione na Rysunku 91, pokazuja, ze proces
uwalniania przebiegat powoli i stopniowo. W ciggu pierwszych 48 godzin uwolnito si¢
okoto 50 pg peptydu (ok. 7%), a po 7 dniach — ponad 90 pg (13%). Do 21. dnia ilo$¢ ugl
w roztworze wzrosta do ok. 15,5%.

Zdecydowatam si¢ przedluzy¢ inkubacje do 42 dni. Po 21. dniu obserwowatam
spadek stezenia uwolnionego peptydu, co mogto wynika¢ ze zmniejszenia tempa hydrolizy,
ale takze z rozpadu samego peptydu. Bioragc pod uwagg, ze peptyd ugl charakteryzuje si¢
ograniczong stabilnoscig w srodowisku wodnym (por. rozdziat IV.1.3), uwazam, ze jego
degradacja cze$ciowo maskowata dalsze uwalnianie — mimo to, obecno$¢ ugl

potwierdzitam nawet po 42 dniach inkubacji.
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Rysunek 90. Profil uwalniania peptydu ugl z koniugatu CH-m4.4—ug4 w obecnosci enzymu MMP-7.
Kropkami oznaczono punkty pomiarowe, linig przerywana — oszacowany przebieg uwalniania (wykonany

zostal jeden pomiar w kazdym punkcie czasu).ugl

Przykladowe chromatogramy HPLC probek inkubowanych z enzymem
przedstawilam na Rysunku 92, natomiast widma spektrometrii masowej (MS) probek
zebranych po 24 h, 7, 28 1 42 dniach inkubacji — na Rysunku 93. W kazdej z prébek udato
mi si¢ zarejestrowac sygnaty odpowiadajace peptydowi ugl. Obserwowane masy: [M+H]*
=612,3, [M+Na]" = 634,2 / 634,5, [M+K]" = 650,3, byly zgodne z masg teoretyczng ugl
(611,7 Da).
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Rysunek 91. Chromatogramy HPLC probek koniugatu CH-m4.4—ug4 po inkubacji z enzymem MMP-7 w
czasie: 0 h (zielony), 4 h (czerwony), 9 h (niebieski), 12 h (czarny).
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Rysunek 92. Widma spektrometrii mas probek zawierajacych uwolniony peptyd ugl po inkubacji CH—
m4.4—ugd w wodzie z enzymem MMP—7:a) 24 h, b) 7 dni, c¢) 28 dni, d) 42 dni.ugl

Zgodnie z moimi wczesniejszymi badaniami stabilno$ci (rozdz. IV.1.3), w

warunkach wodnych przy 37°C po 24 godzinach w roztworze pozostaje zaledwie ok. 37%
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nienaruszonego peptydu ugl. Obecnos¢ jego sygnatdéw w probece po 42 dniach stanowi
wiec mocny dowdd na dtugotrwate, kontrolowane uwalnianie z koniugatu.

Zarowno w analizach HPLC, jak i MS, zarejestrowalam rowniez dodatkowe
sygnaly — najprawdopodobniej pochodzace od chitooligomeréw uwalnianych z
degradowanego chitozanu. W celu ich identyfikacji przeprowadzitam osobne
doswiadczenie: inkubacj¢ samego chitozanu w wodzie w temperaturze 37°C. Widma MS
probek pobranych po 4 h i 24 h, przedstawione na Rysunku 94, wykazaly obecnos¢
szerokiego spektrum produktow degradacji chitozanu, co potwierdza przypuszczenie, ze

obserwowane wczesniej sygnaty nie pochodzily od peptydu.
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Rysunek 93. Widma spektrometrii mas chitozanu inkubowanego w wodzie w temperaturze 37 °C: a) po 4

h, b) po 24 h.

4.3 Uwalnianie peptydu ug51 7 kompozytow

W kolejnym etapie badah wyznaczylam profil uwalniania peptydu ugS51 z
kompozytow 6 1 7, w ktorych peptyd ugS1 zostal zmieszany z chitozanem 1 bioszkltem
(Zaltacznik 4). Eksperyment przeprowadzitam zgodnie z procedura opisang w Zataczniku
3. Na podstawie danych teoretycznych, z kazdego krazka kompozytu do roztworu powinno

si¢ uwolni¢ okoto 20 pg peptydu (Tabela 23).
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W obu przypadkach — kompozytow 6 1 7 — zaobserwowatam szybki wyrzut peptydu
ug51, ktory trwat do okoto 3 godzin inkubacji. Po tym czasie, do roztworu uwolnito si¢ ok.
5 ng peptydu, a nastepnie jego stezenie stopniowo spadato, co wskazuje na degradacje, a
nie dalsze uwalnianie. To zmniejszenie moze by¢ zwigzane z hydroliza peptydu ug51 do
fragmentow ugs4 i ugss, co szczegoétowo opisatam w Rozdziale IV.1.14.

Dla kompozytu 6, maksymalng ilo§¢ uwolnionego peptydu (ponad 6 pug)
odnotowatam po 2 godzinach. Po tym czasie st¢zenie utrzymywato si¢ na poziomie 3—4
ng. Dla kompozytu 7, najwyzsze stezenie (okoto 5 pg) wystapito po 1 godzinie, po czym
—juz po 3 godzinach — ilo$¢ peptydu w roztworze spadta do okoto 3 pg, a po 12 godzinach
ustabilizowala si¢ na poziomie okoto 2 pg, ktory utrzymat si¢ do konca eksperymentu (48
godzin). Oba profile sg zblizone, jednak kompozyt 6 wykazywatl nieco wyzsze 1 bardziej

stabilne uwalnianie.

81

ilos¢ peptydu ug51 uwolniona
z 2 krazkéw do 1 ml roztworu [pg]

S
2..
----- kompozyt 6
----- kompozyt 7
0 T T T T T T T 1
0 6 12 18 24 30 36 42 48

Czas [h]

Rysunek 94. Profil uwalniania peptydu ug51 (ilos¢ w [ug]) z kompozytow 6 (kolor czerwony) i 7 (kolor
niebieski) w trakcie 48—godzinnej inkubacji. Na wykresie przedstawiono $rednig ilos¢ peptydu ugS1

uwolniong z kragzkéw kompozytowych do 1 ml roztworu w funkcji czasu.

Aby potwierdzi¢ obecnos¢ uwolnionego peptydu ugS51, wykonalam analizg
chromatograficzng HPLC oraz spektrometri¢ mas w réznych punktach czasowych

(Rysunki 96 1 97). Zidentyfikowatam peptyd o masie teoretycznej [M] = 1446,7 Da.
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Zaobserwowane sygnaly obejmowaly m/z [M+H]+ = 1447,158 oraz [M+H]+ = 1447,109,

co jednoznacznie wskazuje na obecnos¢ peptydu ugS1 w roztworze
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Rysunek 95. Chromatogramy HPLC prébek peptydu ug51 uwolnionego z kompozytu 6 po inkubacji w
wodzie przez Omin, 15min, 6h oraz 24h.
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Rysunek 96. Widma spektrometrii mas dla probek uwolnionego peptydu ug51 pobieranych podczas 45—

minutowej inkubacji wodzie dla kompozytow a) 6 oraz b) 7.

W kolejnej analizie — przy uzyciu spektrometrii mas — zidentyfikowatam takze
dodatkowy sygnal o masie 879 Da, odpowiadajacy peptydowi ug55. Potwierdza to
czgsciowa hydrolize peptydu ugS1, co szczegblowo opisalam w Rozdziale IV.IL.3.
Oznacza to, ze zmniejszona ilo$¢ peptydu w roztworze moze by¢ bezposrednio zwigzana z

jego rozpadem.

4.4 Uwalnianie peptydu ug52 7 kompozytow chitozanowo—bioszklanych

Przeprowadzitam analiz¢ uwalniania peptydu ug52 z kompozytu 8 1 9 zgodnie z procedurg

zawartg w Zataczniku 3.

4.4.1 Uwalnianie peptydu ug52 z kompozytu §

Kompozyt 8 zawieral peptyd ug52 zmieszany z chitozanem 1 bioszklem (Zatacznik 4).
Zgodnie z obliczeniami teoretycznymi, do roztworu powinno uwolni¢ si¢ okoto 200 pg
ugS2 (Tabela 23). W przeprowadzonym eksperymencie zaobserwowalam bardzo szybki
wyrzut peptydu, trwajacy do okoto 1 godziny i 15 minut. W tym czasie uwolnito si¢ niemal
cala przewidywana ilos¢ peptydu (okoto 200ug, co stanowi blisko 100% zaktadanej ilosci).

Na wykresie profilu uwalniania (Rysunek 98) widoczne jest wyrazne plateau, ktore
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potwierdza zakonczenie procesu uwalniania juz w tym czasie. Po 6h inkubacji

odnotowatam spadek ilo$¢ peptydu w roztworze, ktory najprawdopodobniej byt wynikiem

czesciowej degradacji peptydu w warunkach inkubacji.

Uwalnianie peptydu ug52 z kompozytow
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Rysunek 97. Profil uwalniania peptydu ug52 z kompozytu 8 w ciagu 24 godzin inkubacji. Przedstawiono

srednig ilo$¢ peptydu ug52 uwolniong z pojedynczego krazka kompozytu do 1 ml roztworu w funkcji czasu.

W celu potwierdzenia obecnosci peptydu ugS2 w roztworze, wykonatlam analize¢

chromatograficzng HPLC oraz spektrometri¢ mas w wybranych punktach czasowych

(Rysunki 99 1 100). Zidentyfikowatam sygnaly odpowiadajace peptydowi ug52, zgodne z

jego teoretyczng masg molowa [M] = 1488,75 Da. Zaobserwowane jony odpowiadaja:

[M+Na]+=1510,8 oraz [M+K]+=1526,8, co jednoznacznie potwierdza obecnos¢ peptydu

ugsS2 w roztworze.
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min

Rysunek 98. Chromatogramy HPLC prébek peptydu ug52 uwolnionego z kompozytu 8 po inkubacji w
wodzie przez 0 min, 15 min, 6 hi 24 h.
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Rysunek 100. Widmo spektrometrii mas dla probki peptydu ug52 pobranej po 30 minutach inkubacji wodne;j
dla kompozytu 8.
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4.4.2 Uwalnianie peptydu ug52 z kompozytu 9

Kompozyt 9 (Zatacznik 4) zawieral peptyd ug52 w formie fibryli, zmieszany z
matrycg kompozytowa. Zgodnie z obliczeniami teoretycznymi, z probki powinno si¢
uwolni¢ okoto 200 pg peptydu ugl, ktéry byt zawarty w fibrylach ug52 (Tabela 23).

W przeprowadzonym eksperymencie nie udato mi si¢ zarejestrowaé sygnatow
chromatograficznych (HPLC) umozliwiajacych ilosciowe oznaczenie peptydu ug5s2, a co
za tym idzie — nie bylam w stanie wyznaczy¢ profilu jego uwalniania. Fibryla peptydowa
ugS2 pehita role rezerwuaru peptydu ugl, dlatego brak detekcji oznacza réwniez brak
uwalniania peptydu ugl z kompozytu.

Wykonatam analize jakosciowa wszystkich probek metoda MALDI-TOF MS,
ktéra nie potwierdzita obecnos$ci peptydu ugl w roztworze. Na tej podstawie stwierdzam,
ze nie nastgpito jego uwolnienie z kompozytu. Prawdopodobng przyczyng braku
uwalniania mogto by¢ to, ze fibryle zostaly zmieszane z kompozytem — co skutkowato ich

ograniczong dostgpnoscig dla enzymu.

5. Badania biologiczne kompozytow

W celu wybrania kompozytu o najlepszych wtasciwosciach proregeneracyjnych
przeprowadzono badania biologiczne przygotowanych krazkow kompozytowych.
Eksperymenty zostaly przeprowadzone w Instytucie Biotechnologii 1 Medycyny
Molekularnej w zespole dr Beaty Gromadzkiej, zgodnie z procedura zawartag w rozdziale
1.16.

Dla przygotowanych krazkéw kompozytowych przeprowadzono badania
cytotoksycznosci wobec komorek ludzkich ptodowych osteoblastow hFOB 1.19. Test LDH
zostal wykonany zgodnie z procedura opisang w rozdziale III.16 zgodnie z norma
ISO10993-5. Badanie zostalo wykonane metoda posrednia, w tym celu przygotowano
ekstrakty z 3 kragzkow o Srednicy 1 cm dla kazdego z kompozytow poprzez zalanie ich
pozywka DMEM/F—-12 inkubacje przez 24h.

Z uwagi na fakt, ze komorki hFOB 1.19 dzielg si¢ co okoto 36 godzin, czas
inkubacji z ekstraktami kompozytéw zostat wydluzony do 48 godzin, aby umozliwi¢

komorkom przejscie pelnego cyklu podziatlowego.
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Potwierdzono, ze badane kompozyty nie wykazujg efektu cytotoksycznego.
Wszystkie przebadane probki (Rysunek 101a i 101b) osiggnely bardziej rygorystyczny
prog 90% zywotnosci komorek (cytotoksyczno$é <10%), co oznacza, ze spelniaja
wymagania normy ISO 10993-5 dla materiatow niecytotoksycznych.

a) b)

cytotoksycznosé [% kontroli]
F—
cytotoksycznosé [% kontroli]
N
o
1 1 l

Rysunek 99. Cytotoksyczno$¢ kompozytow z bioszklem a) wzbogaconym Zn b) wzbogaconym Sr, badana

testem LDH po 48 h inkubacji z komorkami hFOB 1.19

W celu okreslenia wptywu krazkéw kompozytowych na procesy proregeneracyjne
komorek kosci wykonano test WST—1 na linii komoérkowej ludzkich plodowych
osteoblastow hFOB 1.19. Test przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang w Rozdziale
111.16.2.

Wyniki testu wykazaly, Zze krazki wykonane z samego chitozanu stymuluja
proliferacje osteoblastow hFOB 1.19 wzgledem kontroli na poziomie 128%. Dodatek
bioszkta domieszkowanego tlenkiem cynku do kompozytu nieznacznie zwigkszyt
proliferacje¢ do poziomu 131%.

Sposréd kompozytdw domieszkowanych Zn z kowalencyjnie przytaczonym

peptydem ug4, najsilniej stymulowat proliferacje kompozyt 3 (P5Zn/CH—CH-m4.4—
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ug4 3,4%) — 187% wzgledem kontroli. Nieco nizsza, ale nadal wysoka stymulacje
proliferacji wykazal kompozyt 5 — 178%.

Z kolei kompozyty 1 (ugd 0,8%) i 2 (ugd4 1,6%) wykazaly nizszy potencjat
proliferacyjny, osiagajac odpowiednio 120% i 116% wzgledem kontroli (Rysunek 102a).

Nastepnie przebadano kompozyty domieszkowane tlenkiem strontu. Chitozan, jako
kontrola, wykazywatl stymulacje proliferacji na poziomie 138%. Zastosowanie bioszkla
domieszkowanego Sr w matrycy kompozytowej spowodowato nieznaczne obnizenie
aktywnosci proliferacyjnej do 131%.

Kompozyty modyfikowane peptydem (ug4/Sr) charakteryzowaly sie nizsza
stymulacjg proliferacji — w zakresie 95-105% wzglgedem kontroli (Rysunek 102b).
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Rysunek 100. Wplyw kompozytdéw z peptydem ug4 domieszkowanych a) tlenkiem cynku b) tlenkiem strontu
adanych testem WST—1 po 48 h inkubacji na proliferacj¢ komérek hFOB 1.19.
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Przebadane zostaty rowniez kompozyty 6, 7, 8 1 9. Kompozyt 9 wykazat wysoka
stymulacj¢ proliferacji osteoblastow — 152% wzgledem kontroli. Kompozyt 6 —
umiarkowang, na poziomie 120%. Kompozyty 7 i 8 — znaczaco nizszg proliferacje (93—
108%), co sugeruje ich ograniczong skuteczno$¢ w stymulacji wzrostu komorek (Rysunek

103).
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Rysunek 101. Wplyw kompozytow z peptydem ug51/ug52 domieszkowanych: a) tlenkiem cynku b) tlenkiem
strontu badanych testem WST—1 po 48 h inkubacji na proliferacje komorek hFOB 1.19.

6. Badania implantacyjne

Badania przedkliniczne przeprowadzono w Centrum Badan Przedklinicznych
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu, pod kierownictwem dr
hab. Bogustawy Zywickiej. Wszystkie probki kompozytu nr 5 dostarczone do badan
poddano sterylizacji radiacyjnej dawka ok. 30 kGy.
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6.1 Toksycznosé ostra

Celem przeprowadzonych badan byta ocena ostrej toksycznosci ogolnoustrojowej
biokompozytu 5 (P5Zn/CH-CH-m4.4—ug4 3,4%) po jednorazowym, dotrzewnowym
podaniu wyciggu wodnego z materialu. Test wykonano na myszach laboratoryjnych, a
obserwacje prowadzono przez 7 dni.

Monitorowano stan ogdlny zwierzat, zachowanie, wyglad, spozycie paszy 1 wody,
przyrost masy ciata oraz ewentualne zmiany makroskopowe narzadow wewnetrznych.

W trakcie catego eksperymentu nie zaobserwowano zadnych objawoéw wskazujacych
na toksycznos$¢: wszystkie zwierzeta przezyty, nie stwierdzono zmian w miejscu iniekc;ji,
zaburzen funkcjonowania ani istotnych réznic w przyro$cie masy ciata pomiedzy grupa
badang i1 kontrolng. Spozycie paszy 1 wody pozostawato na poréwnywalnym poziomie w
obu grupach.

Na podstawie wynikow stwierdzono, ze biokompozyt 5 nie wykazuje dziatania

toksycznego w ostrej ekspozycji ogodlnoustrojowe;.

6.2 Badania miejscowej reakcji tkanki kostnej po implantacji biokompozytu

W celu oceny reakcji tkanki kostnej po implantacji, cylindryczne implanty (2 x 6
mm) umieszczono w kretarzach kosci udowych krolikow. Analize przeprowadzono po 30,
60 1 90 dniach, stosujac metody makroskopowe, histologiczne i radiologiczne.

Wszystkie rany goity si¢ prawidlowo, a otaczajace tkanki migkkie nie wykazywaty
zmian patologicznych. Makroskopowo stwierdzono obecnos$¢ implantdéw otoczonych
kostning.

e Po 30 dniach implanty byly otoczone pasmem tkanki tacznej, obserwowano
ogniska mineralizacji oraz kolonizacj¢ przez komorki szpiku (Rysunek 104a).

e Po 60 dniach widoczna byta deformacja implantu, obecna byta reakcja zapalna oraz
postepujace kostnienie wewnatrz implantu (Rysunek 104b).

e Po 90 dniach implanty ulegly dalszej degradacji i integracji z otaczajaca tkanka
kostng; obserwowano takze zmniejszenie szerokoSci pasma tkanki I3cznej
(Rysunek 104c).

W grupie kontrolnej (bez implantu), po 90 dniach, w miejscu ubytku obecna byta
gabczasta tkanka kostna z nielicznymi beleczkami kostnymi oraz dominujacym szpikiem

kostnym i tkankg thuszczowa (Rysunek 104d).
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Rysunek 102. Obraz oloiczy tkaki kostnej w miejscu implantacji biokompozytu 5 (P5Zn/CH-CH-
m4.4-ugd 3,4%) w kretarzu kosci udowej krolika po: a) 30 dniach, b) 60 dniach, c¢) 90 dniach od zabiegu. d)
Obraz tkanki w grupie kontrolnej (bez implantu) po 90 dniach. Barwienie: H+E, powigkszenia 50x i 200x.
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V. DYSKUSJA WYNIKOW

W ostatnich latach medycyna regeneracyjna poczynila postgpy w regeneracji kosci,
rozwigzujac cze$¢ problemow zwiazanych z utratg tkanki kostnej na skutek urazow, chorob
degeneracyjnych czy starzenia si¢ populacji. Inzynieria tkankowa, wykorzystujaca
naturalne zdolno$ci regeneracyjne organizmu, stosuje zaawansowane biomateriaty i
bioaktywne substancje do odbudowy tkanek oraz przywracania ich funkcji. Chitozan jest
jednym z powszechnie wykorzystywanych materialtbw w medycynie regeneracyjnej,
mogacym wystepowac¢ w réznych formach, takich jak folia, hydrozel, gabka czy matryca
nanowlokienna. Rusztowania kompozytowe na bazie chitozanu s3 szczegdlnie
odpowiednie do zastosowan w inzynierii tkanki kostnej ze wzgledu na ich optymalng
otwartg porowato$¢ i rozmiar poréw (100400 pm), ktére umozliwiajg migracje komorek
oraz dobrg wymiang sktadnikow odzywczych [212, 213]. Skuteczng strategia w regeneracji
tkanki kostnej jest integracja rusztowan z bioaktywnymi peptydami (Rozdzial 1.5) [214].
Peptydy te poprawiaja adhezje komorek, stymuluja réznicowanie osteoblastow oraz
przyspieszaja mineralizacj¢. Charakteryzuja si¢ wysoka specyficzno$cia, stabilnoscig i
niska toksycznoscia, a ich synteza jest stosunkowo tatwa i ekonomiczna [215]. Szczego6lng
uwage zwraca si¢ na peptydy rozpoznawane przez enzymy proteolityczne w miejscu
uszkodzenia, co umozliwia ich aktywacje¢ w zalezno$ci od $rodowiska. Réwnolegle
rozwijane sg sekwencje peptydowe o wlasciwosciach fibrylogennych, wspierajace adhezje
komorek 1 tworzenie struktur macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM) [216]. Dodatkowo
peptydy taczone z rusztowaniami i komodrkami inicjuja procesy adhezji, proliferacji,
migracji i biomineralizacji [214]. Kowalencyjne sprz¢zenie peptyddéw z nosnikiem pozwala
na precyzyjne kontrolowanie ich st¢zenia oraz konformacji, co wplywa na interakcje z
komorkami [75]. Moje badania wpisuja si¢ w rosngce zainteresowanie nowoczesnymi
strategiami terapeutycznymi w medycynie regeneracyjnej, ktorej celem jest nie tylko
leczenie, ale takze przywracanie struktury i funkcji uszkodzonych tkanek, w tym kosci.

Celem mojej pracy doktorskiej byto opracowanie i kompleksowa ocena materiatow
kompozytowych o wtasciwosciach proregeneracyjnych, dedykowanych do zastosowan w
inzynierii tkanki kostnej. W mojej pracy opracowalam trzy rozne typy koniugatow
zawierajacych peptydy proregeneracyjne, rdéznigce si¢ sposobem integracji peptydu z

matryca. Takie podej$cie umozliwito ocene, jak forma zwigzania — kowalencyjna, fizyczna

185



lub oparta na strukturach fibrylarnych — wptywa na bioaktywno$¢, stabilno$¢ 1 profil

uwalniania.

Koniugat I zawieral chitozan kowalencyjnie zmodyfikowany biologicznie
aktywnym peptydem. Peptyd zostal trwale przytaczony do polimeru z
wykorzystaniem pochodnej maleimidoaminokwasu, ktora umozliwia selektywne i
trwale potaczenie czasteczki peptydu z matryca chitozanowg. Takie rozwigzanie —
zgodnie z danymi literaturowymi — pozwala na precyzyjne okreslenie ilosci
unieruchomionego peptydu, a takze na kontrole jego dostepnosci dla komoérek oraz
enzymoOw obecnych w srodowisku regenerowanej tkanki [217].

Kompozyt II stanowil mieszaning chitozanu z peptydem bez wigzania
kowalencyjnego z peptydem. W tym przypadku nie dochodzilo do trwalego
wigzania z polimerem, co skutkowalo szybszym 1 bardziej bezposrednim
uwalnianiem peptydu do $rodowiska. Taki mechanizm moze by¢ szczegdlnie
korzystny w poczatkowych fazach regeneracji, gdy wskazane jest szybkie
pobudzenie procesoOw naprawczych. Taki mechanizm dziatania, zgodnie z
literaturg, moze by¢ korzystny w fazie inicjalnej regeneracji, gdzie obecnos¢
wysokiego stezenia sygnaléw biologicznych pobudza migracje 1 proliferacje
komorek [218].

Kompozyt III skiadat si¢ z chitozanu oraz fibryli peptydowej, petnigcej role
rezerwuaru bioaktywnego peptydu. Peptyd moégt by¢ stopniowo uwalniany w
wyniku dziatania enzymow proteolitycznych. Takie podejscie umozliwia uzyskanie
wydtuzonego efektu terapeutycznego, istotnego w kontekscie diugoterminowej

regeneracji [207].

Pierwszym zadaniem mojej pracy bylo zaprojektowanie 1 zsyntezowanie

biologicznych aktywnych peptydow o dziataniu proregeneracyjnym, wyselekcjonowanych

na podstawie literatury. Zaprojektowane peptydy podzielitam na trzy grupy:

Grupa 1: peptydy przeznaczone do koniugacji z chitozanem zawierajgce sekwencje
biologicznie aktywna, z sekwencj¢ specyficzng dla MMP-7 a takze koncowa reszte
cysteiny, ktora umozliwiata tworzenie trwalego wigzania kowalencyjnego z grupa

maleimidowg zakotwiczong na chitozanie.
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e Grupa 2: peptydy zawierajace sekwencje aktywng biologicznie oraz fragment
sekwencji specyficznej dla MMP-7, ktory moze by¢ enzymatycznie uwalniany w
wyniku obecnosci enzymu w miejscu uszkodzenia.

e Grupa 3: peptydy o potencjale fibrylogennym, zbudowane z sekwencji
samoorganizujacej si¢ QAGIVV, sekwencji specyficznej rozpoznawanej przez

MMP-7 oraz biologicznie aktywnego motywu.

Wszystkie peptydy szczegdtowo scharakteryzowatam pod wzgledem wiasciwosci
fizykochemicznych, takich jak masa czasteczkowa oraz czysto$¢, wykorzystujac
odpowiednie techniki analityczne, takie jak spektrometria mas czy chromatografia HPLC.
Z zaprojektowanych peptydow grupy 1 zsyntezowalam peptyd ugd, ktéry ulegat bardzo
szybkiej dimeryzacji, co uniemozliwilo przeprowadzenie oceny stabilnosci oraz badan
biologicznych (poniewaz trawienie enzymatyczne prowadzito do uwolnienia peptydu ugl).

Dla peptydow grupy 2 (ugl, ug2, ug3, ug7, ug8, ug9, ugl3,ug26) oraz 3 (ugsl,
ugs52, ugs3) przeprowadzitam oceng ich stabilno$ci w wodzie oraz w pozywce hodowlane;j,
a takze eksperymenty biologiczne in vitro. Wyniki tych badan pozwolity mi ocenié
potencjat proliferacyjny peptydow w warunkach zblizonych do §rodowiska kostnego oraz
wytypowaé sekwencje o najkorzystniejszych wlasciwosciach.

Dodatkowo dla peptydow z grupy 3, sprawdzitam ich zdolno$¢ do tworzenia
uporzadkowanych  struktur supramolekularnych, wykorzystujac m.in.  techniki
mikroskopowe oraz spektroskopowe. Kompleksowa charakterystyka tej grupy peptydow
umozliwita ocen¢ ich przydatnosci jako sktadnikdéw rusztowan wspierajacych regeneracje
tkanki oraz rezerwuaréw bioaktywnych sekwencji, ktore moga by¢ uwalniane w
odpowiedzi na bodzce srodowiskowe lub enzymatyczne.

Kolejnym zadaniem badawczym mojej pracy doktorskiej byto opracowanie metody
chemicznej] modyfikacji chitozanu poprzez wprowadzenie grupy maleimidowe;j
umozliwiajacej kowalencyjne przylaczenie peptydu ug4. Proces modyfikacji chitozanu
poprzedzata synteza aktywnego estru N-hydroksysukcynimidowego, ktory nastepnie
wykorzystalam w etapie sprzegania z chitozanem. Efektywno$¢ sprzegania
monitorowatam poprzez ocen¢ stopnia podstawienia grup maleimidowych na chitozanie.

Nastepnie do tak przygotowanego polimeru przylaczylam peptyd proregeneracyjny, a
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wszystkie etapy reakcji poddatam analizie stopnia modyfikacji, co pozwolito
zweryfikowac¢ skuteczno$¢ immobilizacji peptydu na chitozanie.

Ostatnim etapem moich badan byla analiza fizykochemiczna i biologiczna
charakterystyka otrzymanych kompozytow, obejmujaca analiz¢ bioaktywnos$ci, analizg
struktury powierzchni 1 wielko$ci poréw kompozytow, a takze profil uwalniania peptydow
z kompozytu. Dodatkowo przeprowadzono ocen¢ aktywnos$ci biologicznej w tym badania
cytotoksycznosci i proliferacji wobec komorek ludzkich ptodowych osteoblastow hFOB
1.19. Kompozyty ztozone byly z komponentdw chitozan, peptydy, bioszklo, z ktérych
chitozan zmodyfikowany peptydem oraz peptydy zostaly przeze mnie opracowane. Na
podstawie wynikéw badan biologicznych oraz profili uwalniania peptydow wybrane
zostaty kompozyty o najlepszych wtasciwosciach, ktore nastepnie zostaty poddane ocenie

in vivo w modelu kostnym w badaniach implantacyjnych.
Peptydy proregeneracyjne

Synteza peptydow ugl, ug2, ug3, ug4, ug7, ug26 i ugsSs przebiegata z wysoka
wydajnoscig, na poziomie 90-98%. Z nieco stabsza wydajnoscig otrzymatam peptydy
ugl3, ug27, ug28, ugsl, ugs2, ugs53 i ug54 okoto 65-80%. Najnizsza wydajnosé, na
poziomie 5-10% uzyskatam dla peptydow ugl4, ugl$s, ug21 i ug22.

Produkty syntezy o niskiej wydajnosci posiadaty duza ilo§¢ delecji, ktore
najczesciej dotyczyly reszt lizyny 1 argininy. Cho¢ trudno jednoznacznie wskazac
przyczyne obnizonej wydajnosci, prawdopodobne jest, ze duza liczba zasadowych reszt
sprzyjata tworzeniu struktur drugorzedowych juz na etapie elongacji tancucha, co z kolei
mogto utrudnia¢ dostep reagentow do miejsc reaktywnych [219]. Aby zminimalizowaé
delecje, zastosowatam podwoOjne sprzeganie wszystkich aminokwaséw, co jest
rekomendowang strategiag w przypadku problematycznych sekwencji [220, 221]. Niestety,
zabieg ten nie doprowadzil do zauwazalnej poprawy wydajnosci w przypadku sekwencji z
grupy o najnizszej efektywnosci.

Dodatkowo, by unikng¢ negatywnego wplywu zanieczyszczen zawierajacych
aminy na reakcje sprzegania, uzywalam oczyszczonego DMF przechowywanego nad
sitami molekularnymi 4A, co zgodnie z danymi literaturowymi zmniejsza ryzyko
powstawania produktow ubocznych i1 ogranicza niepelne sprzgganie [222]. W moich

doswiadczeniach zastosowanie S$wiezo oczyszczonego rozpuszczalnika pozwolito
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ograniczy¢ ilos¢ delecji, jednak w przypadku trudnych sekwencji nie wyeliminowato
catkowicie probleméw z wydajnoscia.

W celu uzyskania odpowiedniej ilosci peptydu ugd, niezbednej do dalszych etapow
modyfikacji chitozanu, przeprowadzitam jego synteze w trzech r6znych skalach: 0,1 mmol,
0,25 mmol oraz 1,0 mmol. Ze wzgledu na wysokie zapotrzebowanie iloSciowe oraz
wymagang wysoka czysto$¢ peptydu konieczna byta optymalizacja warunkow syntezy.
Najkorzystniejsze rezultaty uzyskatam przy syntezie w skali 1,0 mmol, ktéra
charakteryzowata si¢ najwyzsza wydajno$cig oraz pozwolita na otrzymanie peptydu o
czystosci przekraczajacej 95%. Wynik ten jest zgodny z danymi literaturowymi, ktore
wskazuja, ze syntezy peptyddéw zawierajacych cysteing lub grupy reaktywne (np. tiolowe)
sg bardziej efektywne w wigkszych skalach, co ogranicza wplyw niepozadanych reakcji
bocznych oraz strat zwigzanych z adsorpcja na podtozu [223]. Z uwagi na koniecznos$¢
oceny nie tylko wydajnosci, ale rowniez efektywnosci ekonomicznej poszczegdlnych
peptydow, przeprowadzitam rowniez analize kosztow ich syntezy. Najbardziej korzystnym
pod wzgledem kosztow okazat si¢ peptyd wugl, zawierajacy jedynie 6 reszt
aminokwasowych i charakteryzujacy si¢ wysoka wydajno$cig syntezy. Z kolei peptydy ug8
1 ug9, mimo wykazywanej aktywnosci biologicznej, generowaly znacznie wyzsze koszty
— wynikalo to z dlugosci ich sekwencji (13 reszt) oraz niskiej wydajnosci procesu (~50%),
co wymuszato powtarzanie syntezy.

Dla zsyntezowanych peptydow z 2 i 3 grupy przeprowadzitam badania stabilno$ci
w warunkach wodnych oraz w pozywce hodowlanej (uzywanej przez zespot
przeprowadzajacy badania biologiczne). Najwyzsza stabilno$¢ wykazaly peptydy o
najdtuzszych sekwencjach aminokwasowych: ug13, ug26, ug52 i ugs53. Charakteryzowaty
si¢ one ponad 95% stabilnos$cig w wodzie oraz 40—60% stabilno$cig w pozywce.

W szczeg6lnosci  peptyd ugl3, ktéry =zawieral niestandardowa reszte
aminokwasowa (kwas aminomastowy), wyroznial si¢ wyjatkowa odpornoscia na
degradacj¢ enzymatyczng.-Zastosowanie aminokwasOw nienaturalnych w projektowaniu
peptydow bioaktywnych jest dobrze udokumentowang strategig poprawy ich stabilnosci i
trwato$ci w §rodowisku biologicznym [224, 225]. Modyfikacje takie moga prowadzi¢ do
ograniczenia rozpoznawania przez proteazy, co tlumaczy wyniki uzyskane dla ugl3.
Zgodnie z literatura, jednymi z najczesciej stosowanych modyfikacji stabilizujacych sa
podstawienia L—aminokwaséw ich enancjomerami D, lub uzycie aminokwasow
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nienaturalnych, takich jak D-lizyna, D—arginina, kwas 2,4—diaminobutanowy (Dab) czy
kwas 4—aminomastowy (Aib) [226] Tego rodzaju podstawienia, mimo Zze znaczaco
zwigkszaja oporno$¢ na proteolizg, moga wplywa¢ na konformacje peptydu, jego
aktywno$¢ biologiczng, a takze generowaé ryzyko zwigkszonej cytotoksycznosci lub
immunogennosci — co powinno by¢ kazdorazowo eksperymentalnie weryfikowane [227].

Z kolei peptydy ugl, ug2, ug3 i ug7 wykazywaty niskg stabilnos¢ w medium
hodowlanym. Dodatkowo peptydy ug2 i ug3d wykazywaty niska rozpuszczalno$¢ w
wodzie, co moglo utrudnia¢ ich dalsze zastosowania. Zgodnie z doniesieniami
literaturowymi, obnizenia stabilno$¢ peptydu w medium moze wynikac z efektu wysalania
lub tworzenia kompleksow ze sktadnikami pozywki, co negatywnie wplywa na ich
dostepnos¢ 1 aktywno$¢ biologiczng. [228]. Zgodnie z doniesieniami literaturowymi,
obnizona stabilno$¢ peptydéw w pozywkach hodowlanych moze wynika¢ z efektow
wysalania (salting—out), denaturacji indukowanej jonami lub interakcji ze sktadnikami
pozywki (np. albuming lub metalami przej§ciowymi), co prowadzi do agregacji i obnizenia
aktywnosci biologicznej [229, 230].

Testy stabilnosci peptydow stanowig istotny etap w charakterystyce bioaktywnych
sekwencji, zwlaszcza w kontekScie ich dalszego =zastosowania w $rodowisku
biologicznym. W literaturze opisano wiele roznych protokoléw do badania stabilnosci,
roznigcych si¢ migdzy innymi warunkami inkubacji, typem matrycy, technikami ekstrakcji
1 metodami analitycznymi [231, 232]. Jednym z kluczowych problemow, z ktorym
rowniez zetknetam si¢ w trakcie badan, byla utrata cze$ci peptydu podczas
przygotowywania probki — gtdéwnie na etapie oddzielania supernatantu od osadu. Peptydy
moga adsorbowac si¢ na powierzchni denaturowanych biatek lub zageszczac si¢ w osadzie,
co skutkuje zanizonym stezeniem analizowanej probki 1 ograniczong wykrywalnoscig
produktéw degradacji. Zjawisko to zostato opisane m.in. w badaniach nad odzyskiem
peptydow z osocza, gdzie wskazano, ze transfer probki znad osadu moze prowadzi¢ do
strat rzgdu 20—40% [233].

Przyktad stanowi peptyd ugl, ktéory — pomimo wyraznie niskiej stabilno$ci
chemicznej oznaczonej w wodzie (37%) 1 pozywce hodowlanej (6%) wykazywat bardzo
dobre wlasciwosci proregeneracyjne w badaniach in vitro. Dysproporcja ta sugeruje, ze
dane uzyskane w testach stabilnosci nie muszg w petni oddawac rzeczywistej aktywnosci
biologicznej peptydu, zwlaszcza jesli dojdzie do czeSciowej utraty probki lub bledow
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kwantyfikacji. Podobne obserwacje raportowano dla innych peptydéw terapeutycznych,
gdzie wykrywalno$¢ produktow degradacji byta silnie zalezna od protokotu przygotowania
probki, a nie samego tempa rozktadu [231].

W literaturze opisano szereg metod stracania bialek w ramach przygotowania
probek do oznaczania stabilnos$ci peptydéw w osoczu lub innych plynach biologicznych.
Wytracanie biatek jest krokiem krytycznym, poniewaz chroni probke przed dalsza
proteolizg i umozliwia oceng rzeczywistego stezenia analitu. Do najczesciej stosowanych
metod nalezg: 1) wytragcanie mieszaning acetonitryl/etanol (1:1), 2) samym acetonitrylem
(ACN), 3) ACN schtodzonym do —20 °C oraz 4) 1% kwasem trichlorooctowym (TCA). W
badaniach poréwnawczych wykazano, Zze dla tego samego peptydu uzycie TCA
skutkowato zmniejszeniem wykrywanego stezenia do okoto 25% wartos$ci referencyjnej,
podczas gdy mieszanina ACN/EtOH zachowata nawet 75% ilosci peptydu. Rozne peptydy
wykazuja odmienng wrazliwo$¢ na uzyty odczynnik stragceniowy, jednak w kazdym
przypadku miat on istotny wplyw na koncowy wynik
analizy [231].

Whioski z tych obserwacji sugeruja, ze protokoly testow stabilnosci peptydéw
powinny by¢ kazdorazowo dostosowywane do ich wiasciwosci fizykochemicznych, a dane
ilosSciowe nalezy interpretowa¢ z uwzglednieniem mozliwych strat na etapie
przygotowania probki. W przypadku peptydow terapeutycznych o krotkim czasie
pottrwania lub wysokim potencjale biologicznym, nieprecyzyjny odzysk moze prowadzi¢
do zanizenia ich rzeczywistego dziatania.

Peptyd ug51 charakteryzowal si¢ niska stabilno$cig zar6wno w wodzie, jak i w
pozywce hodowlanej — poziom stabilnosci wynosil okoto 40%, co wskazuje na jego
podatnos¢ na rozpad w warunkach fizjologicznych. Podczas analizy HPLC
zaobserwowalam, ze peptyd ten ulegat rozktadowi na dwa wyraznie widoczne, stabilne
fragmenty: sekwencje¢ fibrylogenng QAGIVYV oraz fragment PLGLY GFGG. Oznacza to,
ze autohydroliza zachodzita poprzez degradacje wigzania peptydowego pomiedzy waling
a proling (Val-Pro).

Hydroliza wigzania Val-Pro jest rzadziej obserwowana w warunkach
nieenzymatycznych, mozliwe, ze specyficzne mikrosrodowisko utworzone przez sasiednie
aminokwasy — izoleucyne, waline, leucyne oraz glicyne — zwigkszato dostepnos$¢ wigzania
Val-Pro dla czasteczki wody, prowadzac do jego hydrolizy. Zarowno prolina, jak i glicyna
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sg aminokwasami, ktore zaburzajg strukture o—helikalng, sprzyjajac powstawaniu zagiec¢
lub petli w strukturze wtérnej. Takie lokalne znieksztalcenia mogg wystawia¢ okreslone
wigzania peptydowe na atak nukleofilowy czasteczek wody, co moglto mie¢ miejsce w
przypadku ug51 [234, 235].

Dla poréwnania, peptyd ug52, ktory roznil si¢ od ugS51 obecno$cig grupy
acetylowej na N—koncu, wykazywat bardzo wysokg stabilnos¢ — 98% w wodzie 1 87% w
pozywce. Nie zaobserwowano zadnych produktéw degradacji, w tym rozszczepienia
wigzania Val-Pro. Wyniki te wskazuja jednoznacznie na ochronng rol¢ acetylacji.
Modyfikacje N— i C—koncow peptydoéw sa znang strategig zwickszania ich stabilnosci
wobec enzymow 1 degradacji chemicznej. Acetylacja konca aminowego moze ograniczaé
rozpoznawanie przez aminopeptydazy oraz stabilizowa¢ konformacj¢ peptydu [236]. W
badaniu D'Accolti i wsp. acetylacja N—konca peptydu kalcyterminy skutkowala ponad
siedmiokrotnym wydtuzeniem jego okresu pottrwania w osoczu. Podobny efekt mozna
zaobserwowaé w przypadku ugS2, co sugeruje, ze modyfikacje koncowe moga rowniez
zabezpieczaé wewnetrzne wigzania peptydowe, prawdopodobnie poprzez stabilizacje
struktury przestrzennej i ograniczenie ekspozycji wrazliwych miejsc [237].

W S$wietle powyzszych obserwacji, zastosowanie acetylacji jako prostego i
niedrogiego narzedzia poprawy stabilnosci peptydéw moze mieé istotne znaczenie w
projektowaniu materiatdéw opartych na peptydach proregeneracyjnych. Niemniej jednak,
kazda modytikacja koncowa powinna by¢ oceniana indywidualnie pod katem wplywu na

aktywnos¢ biologiczna.
Badania biologiczne peptydow proregeneracjnych

Wyniki przeprowadzonych testow cytotoksycznosci oraz analiz potencjatu
proliferacyjnego stanowig istotny element walidacji bezpieczefstwa 1 aktywnosci
biologicznej badanych sekwencji peptydowych. Ocena wptywu zwiazkéw bioaktywnych
na przezywalno$¢ i proliferacje komoérek docelowych jest kluczowa dla ich dalszego
rozwoju jako komponentdw terapii regeneracyjnych. Analizy te umozliwiajg wstepng
selekcje sekwencji, ktore nie wykazuja dziatania toksycznego, a jednoczes$nie moga
aktywowac¢ komorki do podziatéw 1 wspiera¢ procesy naprawcze.

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze zastosowane peptydy 2 i 3 grupy — a takze
fragmenty rozpadu peptydu ug51 (ug54 i ug55) — sg dobrze tolerowane przez ludzkie
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osteoblasty hFOB 1.19 w badanym zakresie st¢zen (6,25—-100 pg/ml). Badania umozliwity
poréwnanie aktywnos$ci roznych sekwencji i oceny ich wptywu na analizowane parametry
biologiczne.

W pierwszym etapie eksperymentéw skupiono si¢ na analizie cytotoksycznosci,
ktorej celem bylo zweryfikowanie bezpieczenstwa biologicznego testowanych peptydow.
Zastosowany test WST—1 pozwolit oceni¢ zywotnos¢ komoérek po ekspozycji na peptydy,
a wyniki wskazaty, ze zadna z testowanych sekwencji nie indukowata istotnego spadku
przezywalnos$ci. Brak efektu cytotoksycznego w badanym zakresie stezen sugeruje, ze
peptydy te spetniajg podstawowe kryterium bezpieczenstwa wymagane dla dalszych analiz
funkcjonalnych [197].

Kolejny etap obejmowat ocen¢ wplywu wybranych peptydow na proliferacje
komorek osteoblastow. Najwyzszy potencjal proliferacyjny wykazaty peptydy ugl, ug8
oraz ug9, dla ktorych zaobserwowano wzrost proliferacji komorek w zakresie od 5 do 25%
w zalezno$ci od zastosowanego stezenia. Dla najnizszego st¢zenia (6,25 png/ml) wzrost
wzgledem kontroli wynosit 13% dla ugl, 23% dla ug8 i 16% dla ug9. Tego rodzaju
umiarkowana stymulacja proliferacji moze $wiadczy¢ o synergistycznym dziataniu
sekwencji peptydowej z czynnikami obecnymi w mikrosrodowisku komérkowym, np.
poprzez aktywacje receptoréw integrynowych lub lokalne modyfikowanie sygnalizacji
MAPK/ERK [238].

W przypadku peptydow ug2 i ug3 nie udato si¢ przeprowadzi¢ analizy biologicznej
ze wzgledu na ich bardzo niska rozpuszczalno$¢ w pozywce hodowlanej, co skutkowato
wytrgcaniem si¢ zwigzkéw 1 uniemozliwialo rzetelng ocen¢ ich wplywu na komorki.
Zjawisko to moze wynika¢ ze sktadu aminokwasowego peptyddéw, obecnosci sekwencji
hydrofobowych oraz braku modyfikacji koncow, co wplywa na rozpuszczalno$¢ i
stabilno$¢ w srodowisku wodnym. Podobne problemy zgtaszane sa w literaturze przy pracy
z krotkimi peptydami o duzej zawartosci reszt hydrofobowych [239, 240]. Potencjalnym
rozwigzaniem mogloby by¢ zastosowanie niewielkich 1iloSci rozpuszczalnikow
organicznych, takich jak DMSO, co pozwala na zwigkszenie rozpuszczalno$ci bez
istotnego wptywu na zywotno$¢ komorek . Niestety, ze wzgledu na ograniczenia czasowe
oraz budzetowe projektu, nie bylo mozliwe wprowadzenie takich modyfikacji w trakcie

realizacji badan.

193



Druga grupe doswiadczalng stanowily peptydy oznaczone jako ugS1-ugss5. W
analizowanym zakresie stezen nie stwierdzono dziatania cytotoksycznego wobec komorek
osteoblastow linii hFOB 1.19, co potwierdza bezpieczenstwo tych zwiazkéw w warunkach
in vitro. W tescie WST—1 najwyzszy potencjat proliferacyjny wykazywal peptyd ug5s,
ktory zwiekszal proliferacj¢ komorek hFOB 1.19 w sposob zalezny od st¢zenia, osiggajac
wzrost o ok. 45% wzgledem kontroli przy dawce 12,5 pg/ml.

Analiza sekwencji wykazata, ze peptyd ug55 stanowi fragment rozpadowy peptydu
ugS1. Mozna wigc przypuszczaé, ze ugS1 petni role ,,rezerwuaru” — prekursora powolnego
uwalniania aktywnego fragmentu ugS5. Takie podej$cie znajduje liczne analogie w
literaturze, gdzie wykorzystanie wigkszych czasteczek jako zrodet bioaktywnych
peptydéw jest elementem strategii kontrolowanego uwalniania [241]. Mechanizm ten
wpisuje si¢ w aktualne trendy w medycynie regeneracyjnej, w ktorej rosngce znaczenie
majg systemy dostarczania lekéw o kontrolowanym profilu uwalniania.

Zastosowanie peptydu macierzystego jako nosnika aktywnego fragmentu, jak w
przypadku ug51—ug55, moze mie¢ kluczowe znaczenie dla zapewnienia odpowiedniego
tempa uwalniania, co minimalizuje ryzyko wystapienia efektow niepozadanych
wynikajacych z naglego lub nadmiernego podania substancji aktywnej. Klasycznym
przykladem problemow wynikajacych z niekontrolowanego uwalniania substancji
bioaktywnych jest rekombinowane biatko morfogenetyczne kosci 2 (BMP-2), szeroko
stosowane klinicznie w leczeniu ubytkow kostnych 1 w chirurgii kregostupa.
Retrospektywne badania wykazaly, ze ekspozycja na wysokie dawki BMP-2 moze
prowadzi¢ do powaznych powiktan, takich jak patologiczna angiogeneza, obrzek tkanek
miegkkich czy resorpcja kosci przez nadmierng aktywacje osteoklastow. Gtowne przyczyny
tych dziatan ubocznych upatruje si¢ w braku kontroli nad uwalnianiem BMP-2 w miejscu
aplikacji oraz w nieodpowiednim jego dawkowaniu [242, 243]. W tym kontekscie,
koncepcja ,,propeptydu” petnigcego funkcje zrodta aktywnego fragmentu, jak ug51 dla
ugsSS, moze stanowi¢ bezpieczniejsza alternatywe dla rekombinowanych czynnikow
wzrostu.

Peptyd ugS2 nie wykazywat istotnego efektu proliferacyjnego wzgledem komorek
osteoblastow linii hFOB 1.19, osiagajac warto$ci na poziomie kontroli. Oznacza to, Ze nie
stwierdzono wyraznej stymulacji wzrostu komoérek w obecnos$ci tego zwigzku, cho¢ nie
zaobserwowano takze dzialania cytotoksycznego. Pomimo braku efektu mitogennego,
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peptyd ugs2 zasluguje na szczeg6lng uwage z uwagi na swojg budowe jako rezerwuar
peptydowy. Zawiera on takze w swojej sekwencji fragment rozpoznawany przez
metaloproteinaze¢ macierzy pozakomorkowej 7 (MMP-7). Obecno$¢ tego motywu
umozliwia potencjalne, enzymatycznie kontrolowane uwalnianie bioaktywnych sekwencji
peptydowych w srodowisku bogatym w metaloproteinazy, jak ma to miejsce w obrgbie
uszkodzonej lub przebudowywanej tkanki. Strategie wykorzystujace enzymatyczne
uwalnianie lekow lub czasteczek sygnatowych sg coraz czesciej opisywane w literaturze
jako sposob na osiagniecie selektywnego dzialania terapeutycznego [244].
Metaloproteinazy, w tym MMP-7, s3 obecne w ogniskach zapalnych, urazach i
srodowiskach nowotworowych, co czyni je atrakcyjnym ,,wyzwalaczem” do aktywacji
ukrytych funkcjonalnie peptydow.

Dodatkowo, peptydy ug51, ug52 oraz ugS53 zostaly zaprojektowane jako
potencjalne fibryle peptydowe — zdolne do samoorganizacji i tworzenia uporzadkowanych
struktur wtoknistych. Proces fibrylacji, cho¢ kojarzony z patologicznymi zlogami
amyloidowymi, jest takze coraz czg$ciej wykorzystywany w biomateriatach, jako sposéb
na tworzenie funkcjonalnych scaffoldow o wlasciwosciach mechanicznych i bioaktywnych
[245]. Fibryle peptydowe moga peic rolg rusztowan sprzyjajacych adhez;ji i proliferacji
komorek, wspierajac procesy regeneracyjne oraz odtwarzanie trojwymiarowej architektury
tkanek [246].

Wykazano, ze kontrolowana fibrylacja pozwala uzyska¢ struktury
supramolekularne o duzej przewidywalnos$ci i stabilnosci, ktére moga by¢ dodatkowo
funkcjonalizowane biologicznie, np. poprzez wbudowanie sekwencji sygnatowych typu
RGD czy enzymatycznie rozktadalnych domen [247, 248]. Z tego wzgledu projektowanie
peptydow zdolnych do tworzenia fibryli staje si¢ waznym kierunkiem w rozwoju

nowoczesnych materiatdéw biomedycznych dedykowanych regeneracji tkanek.
Peptydy fibrylogenne — charakterystyka fizykochemiczna

Peptydy ug51, ug52 i ug53 poddano analizie konformacyjnej z wykorzystaniem
techniki spektroskopii dichroizmu kotowego (CD) w celu oceny ich zdolnosci do tworzenia
uporzadkowanych struktur drugorzedowych. Metoda CD pozwala na detekcje
charakterystycznych sygnatow, takich jak minimum w zakresie 215-218 nm, ktore

wskazuja na obecno$¢ struktur f—kartek — typowego motywu strukturalnego w fibrylach
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amyloidowych [249, 250]. W przypadku wszystkich trzech badanych peptydéw nie
zaobserwowatam obecnosci charakterystycznego minimum w widmie CD przypisywanego
strukturze P—kartki, co moze wskazywaé, ze poczatkowo dominuja nieuporzadkowane
konformacje (tzw. random coil), ktore moga z czasem przeksztatca¢ si¢ w bardziej
uporzadkowane struktury B w miar¢ postepu procesu samoorganizacji [250, 251]. Mozliwe
jest rowniez, ze jedynie fragment sekwencji o charakterze fibrylogennym uczestniczy w
tworzeniu jader agregacji, podczas gdy pozostata czgs¢ czasteczki pozostaje rozpuszczona
1 nieprzestrzennie uporzadkowana. Taka dominacja sygnatu od czeéci nieuporzadkowane;j
moze maskowac¢ obecnos¢ struktur f—kartek w widmie dichroizmu kotowego [252, 253].

Aby zweryfikowac obecnos¢ agregatow f—kartek, przeprowadzitam dodatkowo test
z uzyciem tioflawiny T — barwnika fluorescencyjnego selektywnie wigzacego si¢ do
struktur amyloidowych i umozliwiajacego ich detekcje w warunkach in vitro [254, 255].
Wyniki testu potwierdzity brak powstawania fibryli dla peptydow ugS1 i ug53. Odmienny
rezultat uzyskalam natomiast dla peptydu ug52, w przypadku ktérego zaobserwowatam
szybki wzrost fluorescencji tioflawiny T po rozpuszczeniu probki w buforze
fosforanowym, co jednoznacznie wskazuje na spontaniczne tworzenie struktur
fibrylarnych.

Obserwacje te zostaly potwierdzone za pomoca transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (TEM), ktéra dostarczyta bezposrednich danych morfologicznych. Juz
bezposrednio po rozpuszczeniu peptydu ugS2 widoczne byty inicjalne formy fibryli.
Dalsza inkubacja przez 6 dni w roztworze PBS pozwolita zaobserwowaé dynamiczne
zmiany morfologii — po pierwszym dniu pojawily si¢ skrecone struktury wiokniste o
regularnym splocie co okoto 250 nm. Peptyd ug52 tworzyt fibryle o dtugosci 50 nm do 1
um oraz $rednicy okolo 6 nm, co jest zgodne z morfologig fibryli peptydowych
opisywanych w literaturze [256, 257].

Zauwazalna regularno$¢ 1 wysoki stopien organizacji struktury ug52 wskazuja na
jego zdolnos¢ do tworzenia stabilnych supramolekularnych ukladow witoknistych. Co
istotne, morfologia ug52 byla zblizona do wczesniej opisywanych fibryli zawierajacych
motyw QAGIVV — znany ze swojej zdolnosci do tworzenia trwalych agregatow
amyloidowych [207]. Takie wtasciwos$ci czynig peptyd ug52 potencjalnym kandydatem do
zastosowania jako samoorganizujagcy si¢ komponent biomaterialdow — zaroéwno jako
struktura no$nikowa, jak i scaffold wspomagajacy regeneracje¢ tkanek [258].
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Jak wspomniatam wcze$niej, peptydy ugS1 1 ug52 roznig si¢ obecnoscia grupy
acetylowej na koncu N—terminalnym — obecnej w peptydzie ug52, a niecobecnej w ugs1.
Analiza ich wlasciwosci fibrylogennych, ktorg przeprowadzitam, wykazata, ze ta z pozoru
drobna modyfikacja ma istotny wplyw na zdolno$¢ czasteczek do tworzenia
uporzadkowanych struktur witoknistych. Obecnos$¢ grupy acetylowej moze wptywac na
dynamike samoorganizacji i1 stabilno$¢ formowanych witokien poprzez zmiang lokalnego
rozktadu tadunku, hydrofobowosci oraz oddziatywan miedzyczasteczkowych [236].

Na podstawie dostgpnych danych literaturowych wiadomo, ze wptyw acetylacji
konca N-terminalnego jest zlozony i1 zalezy od specyficznej sekwencji peptydu oraz
warunkow Srodowiskowych, takich jak pH, temperatura czy sktad buforu. Modyfikacja ta
moze zar6wno przyspieszaé, jak i opdzniaé proces agregacji. Przyktadem jest a—synukleina
— biatko zwigzane z patogeneza choroby Parkinsona — dla ktérego wykazano, ze acetylacja
konca N-terminalnego (Ac—aSyn) spowalnia proces fibrylizacji w poréwnaniu z
nieacetylowang formg (NHs3;—aSyn), a takze zmniejsza zdolno$¢ wigzania tioflawiny T
[259].

Sadzg, ze podobne zjawisko moze zachodzi¢ w przypadku badanych przeze mnie
peptydow ugS51 1 ug52. W moich eksperymentach tylko ugS52 — zawierajacy grupe
acetylowa — wykazywat zdolno$¢ do tworzenia uporzadkowanych widkien, podczas gdy
ugS51, pozbawiony tej modyfikacji, nie tworzyl widocznych struktur fibrylarnych.
Acetylacja moze sprzyja¢ nukleacji 1 stabilizacji powstajacych agregatéw, zmieniajac
wlasciwos$ci powierzchniowe peptydu 1 torujac droge do samoorganizacji w
supramolekularne wtokna. Wyniki moich badan potwierdzaja, ze nawet drobne chemiczne
modyfikacje, takie jak acetylacja konca tancucha, mogg istotnie wptywaé na morfologie¢

oraz kinetyke tworzenia wtdkien peptydowych.
Wybor peptydow do opracowania kompozytow

Zgodnie z zalozeniami mojej pracy badawczej, moim gltéwnym celem bylo
zaprojektowanie 1 przygotowanie komponentow do trzech typoéw koniugatow o
potencjalnym zastosowaniu w inzynierii tkanki kostnej: (I) koiugat z peptydem
przytaczonym kowalencyjnie do chitozanu, (II) koniugat z peptydem fizycznie
wymieszanym z chitozanem oraz (III) koniugat zawierajacego fibryle peptydowa.

Zatozytam, ze kazdy z tych systemow umozliwi kontrolowane uwalnianie peptydu do
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mikrosrodowiska ko$ci w miejscu uszkodzenia, wspierajgc regeneracje poprzez stymulacje
proliferacji 1 roznicowania komorek, jak rowniez przez modulacje aktywnosci enzymow
proteolitycznych — w tym metaloproteinaz macierzy (MMP), ktdre sg istotnym czynnikiem
regulujacym przebudowe¢ macierzy zewnatrzkomoérkowej [260].

W procesie wyboru peptydow kierowatam si¢ nie tylko ich wlasciwosciami
biologicznymi, takimi jak aktywno$¢ proregeneracyjna, zdolno$¢ do tworzenia struktur
fibrylarnych czy podatno$¢ na enzymatyczne uwalnianie, lecz rowniez aspektami
praktycznymi, w tym wydajnoscia syntezy i kosztami produkcji. Uwazam, ze
uwzglednienie tych czynnikow zwigksza szanse translacji opracowanych systemoéw do
zastosowan przedklinicznych i przemystowych [261].

Do pierwszego typu koniugatu (I) — opartego na kowalencyjnym sprzezeniu
peptydu z chitozanem — wybratam krotki peptyd ugl. Aby umozliwi¢ jego trwale
polaczenie z polimerem, zaprojektowalam i1 zsyntezowatam peptyd ugd4, zawierajacy
sekwencj¢ aktywna peptydu ugl (LY GFGQG), fragment rozpoznawany przez enzym MMP—
7 (PLGL) oraz resztg cysteiny na konicu N—terminalnym. Dzigki obecno$ci wolnej grupy
tiolowej, mozliwe bylo efektywne sprzegnigcie peptydu z chitozanem przy uzyciu tacznika
zawierajacego ugrupowanie maleimidowe — strategii czgsto stosowanej w systemach
dostarczania lekow [152, 153].

W przypadku drugiego (II) typu koniugatu, opartego na fizycznym wymieszaniu
sktadnikow, zdecydowatam si¢ na zastosowanie peptydu ugS1, ktory w moich badaniach
pelni funkcje rezerwuaru dla aktywnego fragmentu ug5S. To podejscie miato na celu
uzyskanie kontrolowanego, dlugofalowego uwalniania aktywnego peptydu, co moze
zwigksza¢ skuteczno$¢ dziatania terapeutycznego, a jednocze$nie ogranicza¢ ryzyko
wystgpienia dziatan niepozadanych wynikajacych z nagltego przekroczenia stezenia
progowego. Mechanizm ten, oparty na rozktadzie peptydu prekursorowego, jest zbiezny z
aktualnymi trendami projektowania inteligentnych no$nikoéw peptydowych [262, 263].

Do trzeciego (III) typu koniugatu wybralam peptyd ugS2, ktéry — jako jedyny
sposrdd badanych — wykazal zdolno$¢ do samoorganizacji w stabilne fibryle. Fibryla ta
pelita podwdjna funkcje: byta zardwno rusztowaniem, jak i nos$nikiem dla aktywnego
peptydu ugl. Uzyskany system opieral si¢ na koncepcji biodegradowalnej matrycy, w
ktorej degradacja chitozanu in vivo odstania struktury fibrylarne, umozliwiajac stopniowe
uwalnianie aktywnego komponentu. Konstrukcja ta ma =za zadanie stworzy¢
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mikrosrodowisko wspierajace adhezje i proliferacje komorek, a jednoczesnie oferujace
precyzyjng kontrole nad dostepnoscia sygnatow biologicznych.

W kazdym z opracowanych kompozytéw wykorzystatam chitozan jako matryce, ze
wzgledu na jego znang biozgodnos¢, podatnosé na biodegradacje, zdolnos¢ do tworzenia
hydrozeli oraz silne wtasciwosci adhezyjne wobec komorek kostnych [149]. Zastosowanie
chitozanu w polaczeniu z peptydami — zaréwno w formie sprz¢zonej, jak i enkapsulowanej
— stanowi efektywng strategi¢ ochrony przed ich przedwczesng degradacja enzymatyczna,

a zarazem umozliwia uzyskanie systemow o regulowanym profilu dziatania.

Enzymatyczne uwalnianie aktywnego peptydu z prekursoréw i fibryli — analiza
miejsc ci¢cia

W ramach moich badan przeprowadzilam analiz¢ miejsc degradacji wigzan
peptydowych przez metaloproteinaze macierzy MMP-7 dla wybranych peptydow, ktore
zaprojektowatam jako rezerwuary dla fragmentdéw bioaktywnych. Kazdy z tych peptydow
zawieral w swojej sekwencji motyw PLGL, ktory — zgodnie z danymi literaturowymi — jest
jednym z preferowanych miejsc rozpoznawanych i cigtych przez MMP-7 [264].
Sekwencja ta zostata celowo umieszczona migdzy fragmentem nosnikowym a cze$cia
aktywna, aby umozliwi¢ selektywne i sSrodowiskowo kontrolowane uwalnianie.

Aby zweryfikowaé skuteczno$¢ tego podejscia, przeprowadzitam badania
enzymatycznego rozszczepienia dla peptydéw ugd i ug52. Oba zostaly zaprojektowane tak,
aby w wyniku dziatania MMP-7 dochodzito do uwolnienia aktywnej sekwencji
odpowiadajacej peptydowi ugl (LYGFGG). Analiza produktéw degradacji jednoznacznie
potwierdzita, ze cigcie enzymatyczne zachodzi w przewidywanym miejscu — pomiedzy
resztami glicyny 1 leucyny w obrgbie sekwencji PLGL. Uzyskane wyniki sg zgodne z
wczesniejszymi doniesieniami dotyczacymi specyficznosci substratowej MMP-7, ktora
preferuje hydrofobowe reszty aminokwasowe (z preferencja leucyny) w pozycji P1' [265,
266].

Whioskuje na tej podstawie, ze zarowno ug4, jak 1 ug52, skutecznie petnia funkcje
swoistych ,,magazynow” peptydu ugl, umozliwiajac jego kontrolowane 1 enzymatycznie
indukowane uwalnianie w odpowiedzi na obecno§¢ MMP-7 w mikro$rodowisku
uszkodzonej lub przebudowujacej si¢ tkanki. Mechanizm ten moze by¢ szczegélnie

korzystny w kontekscie biomateriatow stosowanych w regeneracji kosci, gdzie aktywnos$¢
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enzymatyczna MMP jest istotnym markerem przebudowy macierzy pozakomodrkowe;j
[260].

W badaniach nie uwzglednitam peptydu ugS1, poniewaz wstepne eksperymenty
wykazaly jego podatno$¢ na autohydrolizg, niezaleznie od obecno$ci enzymu. W zwigzku
z tym jego zachowanie nie pozwalalo na jednoznaczng interpretacje mechanizmu

enzymatycznego rozszczepienia i zostal wykluczony z testow uwalniania.
Modyfikacja chitozanu metoda maleimid—tiol i ocena stopnia sprz¢zenia

W ramach realizacji zalozen mojej pracy doktorskiej przeprowadzitam modyfikacje
chitozanu z wykorzystaniem reakcji sprzegania tiolu z maleimidem. W tym celu
zastosowatam chemicznie aktywowang koniugacje o wysokiej selektywnosci, polegajaca
na wprowadzeniu grupy maleimidowej do chitozanu i jej dalszym sprzegnigciu z peptydem
zawierajacym wolng grupe¢ tiolowa. Metody oparte na chemii maleimid-tiol, szczeg6lnie
przy uzyciu odczynnikéw N-hydroksysukcynimidowych (NHS), s szeroko opisywane w
literaturze jako jedne z najbardziej selektywnych i efektywnych metod sprzggania
biomolekut z polimerami naturalnymi [152, 153].

Pierwszym etapem mojej procedury bylo podstawienie grup maleimidowych do
fancucha chitozanu za pomoca estru NHS kwasu aminooctowego (Rysunek 105a). Dzigki
tej modyfikacji chitozan uzyskat zdolnos¢ selektywnego reagowania z grupami tiolowymi
obecnymi w peptydach. W kolejnym kroku przeprowadzitam sprzeganie chitozanu z
tiolowanym peptydem — w moim przypadku zawierajagcym cysteing na koncu N—
terminalnym. Reakcja ta przebiegata zgodnie z mechanizmem klasycznej addycji Michaela
— wolna grupa tiolowa peptydu atakowata wigzanie podwojne w pierScieniu
maleimidowym, co prowadzito do utworzenia trwatego wigzania tioeterowego (—S—C-).

Rozwazalam rowniez alternatywne strategie modyfikacji, takie jak odwrocone
sprzgzenie — polegajace na modyfikacji chitozanu grupa tiolowa 1 sprze¢ganiu go z
peptydem zawierajacym maleimid (Rysunek 105b). Tego typu podejscie mozna
zrealizowa¢ m.in. z wykorzystaniem reagenta Traut’a (2—iminotiolan) [267]. Ostatecznie
jednak zdecydowatam si¢ na klasyczne rozwigzanie z maleimidem w polimerze, poniewaz
umozliwia ono uproszczenie syntezy i wysoka wydajno$¢ przy minimalnej liczbie etapow.
Dodatkowo, przeanalizowatam mozliwo$¢ zastosowania mostkow disiarczkowych (—S—S—

) jako alternatywnej formy sprzggania (Rysunek 105c), jednak potencjalna niestabilnos¢
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takich wigzan w S$rodowisku redukujagcym mogtaby prowadzi¢ do przedwczesnego
uwolnienia peptydu z matrycy [268]. W zwigzku z tym uznatam wigzanie tioeterowe za
stabilniejsze i bardziej odpowiednie dla zamierzonego zastosowania implantologicznego.

Sposrod dostepnych metod koniugacji [150—156] (m.in. SPDP, Sulfo-SANPAH,
karboimidy) wybralam maleimid-tiol ze wzgledu na jej uniwersalno$¢, kompatybilnos¢ z
peptydami wrazliwymi na pH, dostepno$¢ odczynnikow oraz mozliwo$¢ prowadzenia
reakcji w wodzie w tagodnych warunkach (pH 6,5-7,5), co minimalizuje ryzyko

denaturacji struktury peptydowej [269, 270].
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Rysunek 103. Warianty wykorzystania metody potaczenia peptydu z chitozanem za pomoca maleimidu i

tiolu/wiazania disiarczkowego.

Jednym z istotnych wyzwan w realizacji mojej pracy doktorskiej byta ocena stopnia
modyfikacji chitozanu na kolejnych etapach procesu: poczatkowo przylaczenia
maleimidoglicyny, a nastgpnie sprzgzenia peptydu. W literaturze najczg$ciej stosowang
metoda do oceny stopnia modyfikacji chitozanu jest spektroskopia jadrowego rezonansu
magnetycznego protonéw ('"H NMR), ktéra umozliwia identyfikacje oraz ilo§ciowa analize
sygnatow protonowych charakterystycznych dla grup funkcyjnych obecnych w

zmodyfikowanym polimerze [271]. W przypadku chitozanu modyfikowanego
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maleimidoglicyng spodziewanymi sygnatami sg protony pierscienia maleimidowego (2H)
oraz sygnaty pochodzace od glukozaminy — powtarzalnej jednostki chitozanu (ok. 7H).
[272]. W ramach mojej pracy podjetam probe zastosowania tej techniki, jednak nie udato
mi si¢ uzyska¢ widm NMR, ktore pozwalalyby na jednoznaczng analize¢ ilo$ciows.
Uwazam, ze trudnos$ci te mogly wynika¢ z ograniczonej rozpuszczalnosci chitozanu w
typowych rozpuszczalnikach NMR, naktadania si¢ sygnatow oraz niskiej czutosci techniki
wzgledem niektorych fragmentéw polimeru, co jest zreszta zjawiskiem czesto
raportowanym w badaniach nad chitozanem i jego pochodnymi [273, 274].

Do oceny stopnia modyfikacji zastosowatam wigc alternatywne podejscie:
wykorzystalam maleimidoglicyne jako tacznik, umozliwiajacy posrednig analize
modyfikacji poprzez oznaczenie ilo$ci przylaczonej glicyny. Poczatkowo prébowalam
zastosowa¢ klasyczng metode derywatyzacji z uzyciem aldehydu o—ftalowego (OPA),
jednak analiza probki okazala si¢ problematyczna — czas retencji derywatyzowanych reszt
glukozaminowych pokrywal si¢ z czasem retencji glicyny, co uniemozliwialo
jednoznaczng identyfikacje sygnatow i wiarygodne oznaczenie ilo$ciowe.

W zwiazku z tym zdecydowalam si¢ na analiz¢ aminokwasowg z wykorzystaniem
techniki chromatografii cieczowej w fazie hydrofilowej (HILIC), zgodnie z procedura
opisang przez Socia et al. [204]. Zastosowanie tej metody pozwolito mi skutecznie
wyniki byly powtarzalne 1 wiarygodne, co pozwolito mi na ocen¢ efektywnosci
podstawienia grup maleimidowych w strukturze chitozanu.

W dalszym etapie, podczas analizy stopnia sprz¢zenia zmodyfikowanego chitozanu
(CH-Mal-Gly) z peptydem ug4, napotkalam kolejne trudnosci analityczne. Wysoka
zawarto$¢ chitozanu w probkach, konieczna do detekcji aminokwasow, zaktocata rozdziat
chromatograficzny, co utrudnialo zaréwno interpretacje wynikow, jak i oznaczenie ilosci
przylaczonego peptydu.

Przy ponownej probie oznaczenia planowatabym zmniejszy¢ ilo§¢ chitozanu w
prébee po hydrolizie, co mogtoby poprawi¢ jako$¢ rozdziatu. Potencjalnym rozwigzaniem
mogtaby by¢ ultrafiltracja — z wykorzystaniem filtrow o granicy odcigcia 3 kDa (lub, jesli
dostepne, 500 Da) [275]. Warto jednak pamigtac, Ze podczas silnej hydrolizy kwasnej
chitozan moze degradowac¢ nawet do pojedynczych reszt glukozaminy (fragmenty o masie
czasteczkowej ok. 170 Da) [276], co moze utrudnia¢ ich efektywne oddzielenie.
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W przysztych badaniach rozwazylabym rowniez wykorzystanie elementarnej
analizy CHNS jako metody komplementarnej — oznaczanie zawartosci siarki mogloby
pozwoli¢ na okreslenie stopnia podstawienia peptydu zawierajacego cysteing,
stanowigcego zrodio tego pierwiastka. Metoda ta znajduje zastosowanie w analizie
tiolowanych polisacharydow 1 moze by¢ potencjalnie uzyteczna do badania koniugatow
zawierajacych wigzania tioeterowe, szczegolnie w przypadkach, gdy standardowe metody

chromatograficzne okazuja si¢ niewystarczajace [277].
Analiza wlasciwosci kompozytow do zastosowania w regeneracji tkanki kostnej

Kos¢ zbita charakteryzuje si¢ gesto upakowang strukturg z systemem Haversa,
ktorego kanaty o $rednicy 20-100 pm umozliwiajg transport sktadnikéw odzywczych 1
gazow. Z kolei ko$¢ gabczasta posiada beleczki kostne oddzielone porami o wielkosci 300—
600 um, ktore zapewniajg wymiang metaboliczng 1 sprzyjaja regeneracji [212, 278].
Zgodnie z aktualnymi doniesieniami, optymalne rusztowania (scaffoldy) dla inzynierii
tkanki kostnej powinny zawiera¢ pory o zréznicowanej wielkosci — mniejsze (50—100 pm),
ktore sprzyjaja adhezji i proliferacji komorek, oraz wigksze (200400 pm), umozliwiajace
angiogeneze 1 transport substancji odzywczych [212]. Stosowanie poréw przekraczajacych
400 um nie wykazuje istotnych, udokumentowanych korzysci biologicznych, a nadmierna
porowato$¢ moze prowadzi¢ do pogorszenia wlasciwosci mechanicznych materialu [279,
280].

W przeprowadzonych analizach mikroskopowych, badane kompozyty wykazywaty
porowato$¢ w zakresie 30-330 um (Tabela 22). W ich strukturze obecne byty zaréwno
mniejsze pory (50-100 pm), wspierajace zasiedlanie przez komorki osteoblastow i ich
proliferacje, jak 1 wigksze (200400 pum), sprzyjajace tworzeniu naczyn krwionosnych.
Taka organizacja przestrzenna porow stanowi korzystny kompromis migdzy
wlasciwosciami biologicznymi a mechanicznymi 1 moze wspiera¢ dlugoterminowe
przezycie oraz funkcjonalno$¢ odtwarzanej tkanki kostne;.

Istotng cechg projektowanych kompozytow byta ich bioaktywnos¢, rozumiana jako
zdolno$¢ do indukowania tworzenia apatytu o sktadzie zblizonym do hydroksyapatytu
kostnego po inkubacji w symulowanym ptynie ustrojowym (SBF). Przeprowadzone
zostaly eksperymenty, w ktorych kompozyty bytly inkubowane w SBF przez okres 2-3

tygodni. Na ich powierzchni pojawily si¢ wyrazne wysepki apatytowe, co $wiadczy o
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zdolnosci materiatow do inicjowania mineralizacji w warunkach fizjologicznych. Jak
podaje literatura, tempo formowania apatytu jest $cisle powigzane z obecnos$cig
funkcjonalnych grup chemicznych (np. —OH, —NH:) oraz mikrostrukturg powierzchni,
ktore wspierajg adsorpcje jonéw wapniowych i fosforanowych [281].

W kolejnym etapie pracy przeprowadzilam badania uwalniania peptydow z
przygotowanych kompozytow. W przypadku probek oznaczonych numerami 1-5 nie udato
mi si¢ uzyska¢ wiarygodnych profili uwalniania, co wynikato z bardzo niskiej zawartosci
peptydu — stezenia byly ponizej granicy detekcji zastosowanych metod analitycznych,
uniemozliwiajac ilosciowq analize.

Aby lepiej zrozumie¢ przebieg procesu uwalniania, przeprowadzitam eksperyment
dla koniugatu CH-m4.4—ug4 zawierajacego peptyd ugl sprzgzony za posrednictwem
polaczenia maleimid—tiol. Eksperyment trwat 42 dni. W ciggu pierwszych 21 dni
obserwowalam sukcesywny wzrost ilosci uwalnianego peptydu, ktdry po tym czasie zaczat
si¢ stabilizowa¢ 1 wykazywat tendencje spadkowa, cho¢ peptyd nadal byl wykrywalny w
roztworze. Catkowity poziom uwolnienia peptydu ugl wynidst okoto 15,5%. Uwazam
jednak, ze rzeczywista ilo$¢ mogta by¢ wyzsza, poniewaz ugl — jako krotki peptyd —
wykazuje ograniczong stabilno$¢ w $rodowisku wodnym, co mogto prowadzi¢ do jego
degradacji w trakcie inkubac;ji.

Mimo tych ograniczen, uzyskane wyniki jednoznacznie potwierdzaja pozadany
efekt stopniowego, wydtuzonego w czasie uwalniania bioaktywnego peptydu, co jest
kluczowe dla zapewnienia jego dzialania w dluzszej perspektywie terapeutyczne;.

Kompozyty oznaczone numerami 6-8, w ktorych peptydy zostaty fizycznie
wymieszane z bioszktem i chitozanem, wykazywaly charakterystyczny profil uwalniania,
z bardzo szybkim wyrzutem juz w pierwszej godzinie eksperymentu. Dla peptydu ug51
obecnego w kompozytach 6 1 7 zaobserwowatam uwolnienie okoto 30% peptydu w tym
czasie. Warto zaznaczy¢, ze wyjSciowe stezenie peptydu w tych kompozytach byto
stosunkowo niskie, co moglo mie¢ wpltyw na wiarygodno$¢ oznaczen iloSciowych,
szczegblnie przy zastosowaniu metody HPLC. Dodatkowo, peptyd ug51 wykazuje
ograniczong stabilno$§¢ w warunkach wodnych, co mogto prowadzi¢ do jego czgsciowe;j
degradacji w trakcie trwania eksperymentu. W efekcie uzyskana warto$§¢ 30% moze by¢

zanizona wzgledem faktycznej ilosci uwolnionego peptydu.
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Dla peptydu ug52, zawartego w kompozycie nr 8, zarejestrowatam catkowite
(100%) uwolnienie si¢ zwigzku juz w ciggu pierwszej godziny eksperymentu. Wynik ten
jednoznacznie wskazuje, ze w przypadku braku zastosowania metod unieruchamiania (np.
wigzania kowalencyjnego lub enkapsulacji), peptydy moga by¢ bardzo szybko uwalniane
z matrycy. Tak gwaltowny wyrzut substancji czynnej moze prowadzi¢ do przekroczenia
lokalnego stezenia progowego, a nastepnie do jego szybkiego spadku ponizej poziomu
terapeutycznego, co moze istotnie ogranicza¢ skuteczno$¢ dziatania kompozytu w
dhuzszym okresie [262, 263].

Dla kompozytu 9 nie udato mi si¢ zarejestrowaé uwolnionego peptydu. Mozliwg
przyczyna mogto by¢ takie potaczenie fibryli z kompozytem, ktdre uniemozliwito dostep
enzymu do fibryli. Nalezy jednak uwzgledni¢, ze w tym kompozycie fibryla peptydowa
zostata zmieszana z chitozanem, ktory w $rodowisku implantacyjnym ulega stopniowe;j
biodegradacji enzymatycznej i hydrolitycznej. Proces ten prowadzi do sukcesywnego
odstaniania uwigzionych wewnatrz kompozytu fibryli peptydowych, ktoére poczatkowo
moga by¢ fizycznie niedostepne dla enzymu. Dopiero po czgsciowej degradacji chitozanu
enzymy, takie jak
MMP-7, moga dotrze¢ do ukrytych w rdzeniu kompozytu struktur fibrylarnych i
przeprowadzi¢ selektywne cigcie, prowadzac do uwolnienia bioaktywnego fragmentu
peptydu ugl. Taki mechanizm kontrolowanego odstaniania 1 pdzniejszego
enzymatycznego uwalniania jest zgodny z koncepcjg inteligentnych biomateriatow, ktore
reaguja na zmieniajace si¢ mikrosrodowisko tkankowe i pozwalaja na przestrzennie i
czasowo zrdznicowane uwalnianie substancji czynnych [233].

Dostepne dane literaturowe wyraznie wskazuja, iz systemy o przedtuzonym,
kontrolowanym profilu uwalniania wykazuja wigksza skuteczno$¢ w regeneracji kosci w
poréwnaniu do ukladéw z szybkim uwalnianiem — glownie dzigki utrzymywaniu
stabilnego st¢zenia terapeutycznego i lepszemu dopasowaniu do dynamicznego procesu

przebudowy tkanki [262, 263].
Badania biologiczne i implantacyjne

Dla przygotowanych krazkow kompozytowych przeprowadzono badania
cytotoksycznosci wobec ludzkich ptodowych osteoblastow linii hFOB 1.19. Wszystkie

testowane kompozyty, oznaczone numerami od 1 do 9, charakteryzowaly si¢ niska

205



cytotoksycznos$cig — ponizej 10%, co pozwala uzna¢ je za materiaty biozgodne, zgodnie z
normami [SO 10993-5.

Dodatkowo oceniono ich wpltyw na zdolno$¢ stymulacji proliferacji komorek
kostnych. Kompozytem, ktéry wykazat najsilniejsze wlasciwosci proregeneracyjne, byt
kompozyt nr 3 (P5Zn/CH-CH-m4.4—ug4 3,4%), ktory powodowat 187% wzrost liczby
komorek w stosunku do kontroli. Wysoka aktywno$¢ proliferacyjng wykazat rowniez
kompozyt nr 5 (P5Zn/CH-CH-m4.4—ug4 3,4%) — na poziomie 178%. R6znica pomiedzy
nimi polegata na tym, ze kompozyt 5 =zawieral dodatkowo peptyd ugd6 o
udokumentowanych wtasciwosciach przeciwbakteryjnych i przeciwzapalnych [194]. Ze
wzgledu na jego dodatkowe wiasciwosci biologiczne, to kompozyt 5 zostat wybrany do
dalszych badan implantacyjnych in vivo.

Kompozyty 6-8, zawierajace fizycznie wymieszany peptyd ug51, wykazywaty
poziom proliferacji komorek zblizony do kontroli. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze peptyd
ugS1 zostal wykorzystany przez dr inz. Matgorzat¢ Gazinska w niezaleznej serii badan
syntezy kompozytu na bazie poliadypinianu glicerolu [282, 283]. Materiat ten wykazywat
bardzo dobre wlasciwosci proregeneracyjne wobec komorek kostnych w badaniach in vivo,
jednak dane te nie zostaty ujete w niniejszej dysertacji.

Dla kompozytu nr 5 przeprowadzone zostaty badania in vivo w modelu uszkodzenia
kretacza kosci udowej krolika. Wyniki eksperymentu wykazaty, ze po implantacji tego
kompozytu nastepuje szybsze zasiedlenie miejsca ubytku przez osteocyty w poréwnaniu
do kontroli (grupe kontrolng stanowilty zwierzgta z wykonang operacja bez wszczepienia
po 90 dniach). Kompozyt pelit funkcje skutecznego rusztowania dla komorek szpiku
kostnego. W jego obrebie zaobserwowatam pojedyncze ogniska mineralizacji oraz
tworzenia si¢ nowej tkanki kostnej. Wokot implantu zgodnie z fizjologicznym procesem
regeneracyjnym uformowata si¢ tkanka taczna, jednak jej resorpcja przebiegata wolnie;j,
niz pierwotnie zaktadano.

W trakcie trwania eksperymentu kompozyt zachowal trojwymiarowa strukture
przestrzenng, zapobiegajac zapadaniu si¢ ubytku, a jednoczesnie ulegal powolnej
biodegradacji. Jednocze$nie nie zaobserwowano oznak przewlektego stanu zapalnego ani

ogolnoustrojowych dziatah niepozadanych, co wskazuje na dobra biokompatybilnos¢
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procesu osteogenezy, co potwierdza funkcjonalno$¢ struktury porowatej jako
mikrosrodowiska sprzyjajacego regeneracji [212, 284].

Kompozyt 5 spelnia podstawowe kryteria skutecznego implantu do regeneracji
tkanki kostnej: jest biozgodny, strukturalnie stabilny, biodegradowalny i wykazuje
aktywnos$¢ biologiczng. W dalszych etapach badan nalezatoby skupi¢ si¢ na poprawie
stopnia osteointegracji oraz przeprowadzeniu dlugoterminowych badan in vivo
obrazujacych peten przebieg degradacji kompozytu oraz remodeling tkanki kostne;.

Uzyskane wyniki dotyczace dziatania peptydu ug4 oraz kompozytu 5 zostaly objete
zgloszeniem patentowym UPRP (P.442881, data zgloszenia: 18.11.2022) pt.
,»Wielofunkcyjne kompozyty o dziataniu proregeneracyjnym do wypetlien ubytkow
kostnych 1 regeneracji tkanki kostnej i sposob otrzymywania wielofunkcyjnych
kompozytdéw o dziataniu proregeneracyjnym do wypetnien ubytkéw kostnych i regeneracji
tkanki kostnej” oraz odpowiednikiem europejskim EP23174685.0 (data zgloszenia:
22.05.2023), ktorych jestem wspdtautorka.

Zaprojektowane kompozyty, dzigki zdolnosci do stopniowego uwalniania peptydow
bioaktywnych oraz mozliwosci dostosowywania ich wilasciwosci fizykochemicznych,
moga stanowi¢ nowoczesng alternatywe dla obecnie stosowanych implantow na bazie
hydroksyapatytu. Elastyczno$¢ w konstrukcji rusztowan oraz potencjat do precyzyjnego
sterowania odpowiedzig biologiczng czyni je szczegodlnie interesujacymi dla zastosowan w

inzynierii tkanki kostne;.
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INTARG (Ztoty Medal) za ,,Wielofunkcyjny elastomerowy biokompozyt do
regeneracji tkanki kostnej”, Nagroda Polskiej 1zby Rzecznikow Patentowych za
wynalazek ,,Wielofunkcyjny kompozytowy materiat implantacyjny do wypetnien
ubytkow kostnych i regeneracji tkanki kostnej”
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Targi GLOBAL INDUSTRIE w Paryzu (25-28.03.2024), prezentacja wynikoéw w
formie plakatow ,,Multifunctional elastomeric biocomposite implant material for bone
tissue regeneration” i ,,Multifunctional composite implant material for bone defects
filling and for bone tissue regeneration”

Targi ceramitec w Monachium (9-12.04.2024), prezentacja w formie plakatow
,Multifunctional elastomeric biocomposite implant material for bone tissue
regeneration” i ,,Multifunctional composite implant material for bone defects filling
and for bone tissue regeneration”

ZGLOSZENIA PATENTOWE:

1.

Zgloszenie patentowe UPRP ,Biokompozyty polimerowo—ceramiczne o
wlasciwosciach przeciwbakteryjnych do wypelniania ubytkow kostnych i regeneracji
tkanki kostnej oraz sposob ich otrzymywania”, Matgorzata Gazinska, Anna Krokos,
Ewelina Ortyl, Michat Grzymajto, Konrad Szustakiewicz, Magdalena Kobielarz,
Katarzyna Chyzy, Agnieszka Kubi$, Natalia Karska, Justyna Sawicka, Sylwia
Rodziewicz—Motowidlo, Lidia Ciotek, Monika Biernat, Piotr Szterner, Anna Wozniak,
Zbigniew Jaegermann, Karolina Rudnicka, Przemystaw Plocinski, Aleksandra
Szwed—Georgiou, Marcin Wlodarczyk, numer zgtoszenia: P.442875, data zgtoszenia:
18.11.2022 r.

Zgloszenie patentowe UPRP , Biokompozyty polimerowo—ceramiczne zawierajace
peptyd o wiasciwosciach przeciwzapalnych do wypetiania ubytkéw kostnych i
regeneracji tkanki kostnej oraz sposob otrzymywania biokompozytow”, Malgorzata
Gazinska, Anna Krokos, Ewelina Ortyl, Michal Grzymajto, Konrad Szustakiewicz,
Magdalena Kobielarz, Katarzyna Chyzy, Agnieszka Kubis, Natalia Karska, Justyna
Sawicka, Sylwia Rodziewicz—Motowidlo, Lidia Ciolek, Monika Biernat, Piotr
Szterner, Anna Wozniak, Zbigniew Jaegermann, Milena Chraniuk, Beata Gromadzka,
Mirostawa Panasiuk, Piotr Bollin, numer zgloszenia: P.442876, data zgloszenia:
18.11.2022 r.

Zgloszenie patentowe UPRP ,Biokompozyty polimerowo—ceramiczne o
wlasciwosciach proregeneracyjnych do wypetniania ubytkow kostnych 1 regeneracji
tkanki kostnej oraz sposob ich otrzymywania”, Matgorzata Gazinska, Anna Krokos,
Ewelina Ortyl, Michat Grzymajto, Konrad Szustakiewicz, Magdalena Kobielarz,
Katarzyna Chyzy, Agnieszka Kubi$, Natalia Karska, Justyna Sawicka, Sylwia
Rodziewicz—Motowidlo, Lidia Ciotek, Monika Biernat, Piotr Szterner, Anna Wozniak,
Zbigniew Jaegermann, Karolina Rudnicka, Przemystaw Plocinski, Aleksandra
Szwed—Georgiou, Marcin Wlodarczyk, numer zgtoszenia: P.442877, data zgtoszenia:
18.11.2022 r.

Zgloszenie patentowe UPRP ,,Wielofunkcyjny kompozyt chitozanowy do wypetnien
ubytkéw kostnych 1 regeneracji tkanki kostnej 1 sposob otrzymywania
wielofunkcyjnego kompozytu chitozanowego do wypelnien ubytkow kostnych i
regeneracji tkanki kostnej”, Monika Biernat, Lidia Ciotek, Anna WozZniak, Zbigniew
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10.

Jaegermann, Agnieszka Kubi$, Natalia Karska, Justyna Sawicka, Sylwia
Rodziewicz—Motowidlo, Milena Chraniuk, Beata Gromadzka, Mirostawa Panasiuk,
Piotr Bollin, numer zgtoszenia: P.442878, data zgtoszenia: 18.11.2022 r.

Zgloszenie patentowe UPRP ,,Wielofunkcyjne kompozyty chitozanowe o dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym do wypelnien ubytkéw kostnych i regeneracji tkanki
kostnej 1 sposéb otrzymywania wielofunkcyjnych kompozytéw chitozanowych o
dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym do wypelien ubytkow kostnych i regeneracji
tkanki kostnej”, Monika Biernat, Lidia Ciotek, Anna Wozniak, Zbigniew Jaegermann,
Agnieszka Kubis, Natalia Karska, Justyna Sawicka, Sylwia Rodziewicz—Motowidto,
Milena Chraniuk, Beata Gromadzka, Mirostawa Panasiuk, Piotr Bollin, numer
zgloszenia: P.442879, data zgloszenia: 18.11.2022 r.

Zgloszenie patentowe UPRP  Wielofunkcyjne kompozyty o dzialaniu
przeciwdrobnoustrojowym 1 przeciwzapalnym do wypelien ubytkow kostnych i
regeneracji tkanki kostnej 1 sposéb otrzymywania wielofunkcyjnych kompozytow o
dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym 1 przeciwzapalnym do wypeklien ubytkow
kostnych 1 regeneracji tkanki kostnej”, Monika Biernat, Lidia Ciotek, Anna WoZniak,
Zbigniew Jaegermann, Agnieszka Kubis$, Natalia Karska, Justyna Sawicka, Sylwia
Rodziewicz—Motowidlo, Milena Chraniuk, Beata Gromadzka, Mirostawa Panasiuk,
Piotr Bollin, numer zgloszenia: P.442880, data zgtoszenia: 18.11.2022 r.

Zgloszenie patentowe UPRP ,Wielofunkcyjne kompozyty o dzialaniu pro—
regeneracyjnym do wypehien ubytkoéw kostnych i regeneracji tkanki kostnej i sposob
otrzymywania wielofunkcyjnych kompozytow o dziataniu pro-regeneracyjnym do
wypehlien ubytkéw kostnych i regeneracji tkanki kostnej”, Monika Biernat, Lidia
Ciotek, Anna Wozniak, Zbigniew Jaegermann, Agnieszka Kubi$, Natalia Karska,
Justyna Sawicka, Sylwia Rodziewicz-Motowidlo, Milena Chraniuk, Beata
Gromadzka, Mirostawa Panasiuk, Piotr Bollin, numer zgloszenia: P.442881, data
zgloszenia: 18.11.2022 r.

Zgloszenie patentowe UPRP ,,Sposob otrzymywania N-maleimidoglicyny, sposéb
otrzymywania zmodyfikowanego N—maleimidoglicyng chitozanu oraz sposob analizy
ilosciowej przylaczonej N-maleimidoglicyny do chitozanu, Natalia Karska,
Agnieszka Kubis, Matgorzata Gazinska, Franciszek Kasprzykowski, Sylwia
Rodziewicz—Motowidto, numer zgtoszenia P.443979, data zgloszenia: 4.03.2023 r.
Zgloszenie patentowe EPO “Multifunctional chitosan composite for bone defect filling
and bone tissue regeneration and how to obtain multifunctional chitosan composite for
bone defect filling and bone tissue regeneration”, Monika Biernat, Lidia Ciotek, Anna
Wozniak, Zbigniew Jaegermann, Agnieszka Kubis$, Natalia Karska, Justyna Sawicka,
Sylwia Rodziewicz—Motowidlo, Milena Chraniuk, Beata Gromadzka, Mirostawa
Panasiuk, Piotr Bollin, numer zgloszenia: EP23174685.0, data zgloszenia 22.05.2023
Zgloszenie patentowe EPO “Polymer—ceramic biocomposites with pro—regenerative
properties for filling bone defects and regenerating bone tissue and how to produce
them”, Malgorzata Gazinska, Anna Krokos, Ewelina Ortyl, Michal Grzymajto, Konrad
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Szustakiewicz, Magdalena Kobielarz, Katarzyna Chyzy, Agnieszka Kubi$, Natalia
Karska, Justyna Sawicka, Sylwia Rodziewicz—Motowidto, Lidia Ciotek, Monika
Biernat, Piotr Szterner, Anna Wozniak, Zbigniew Jaegermann, Karolina Rudnicka,
Przemystaw Plocinski, Aleksandra Szwed—Georgiou, Marcin Wlodarczyk, numer
zgloszenia: EP23174684.3, data zgtoszenia 22.05.2023
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Zalacznik 1

Tabela 1z. Warunki chromatograficzne.

Warunki chromatograficzne 1

Warunki chromatograficzne 2

Warunki chromatograficzne 3

Warunki chromatograficzne 4

Aparatura | RP-HPLC na systemie LC-20A (Shimadzu) z | RP-HPLC — uktad RP-HPLC (Nexera X2, RP-HPLC (Nexera X2,
detektorem rozproszenia $wiatta ELSD (ang. polpreparatywny ztozony z dwoch | Shimadzu) ztozony z: dwdch Shimadzu) ztozony z: dwdch
Evaporative Light Scattering Detector) LTII pomp (K1001), detektora UV (K- | pomp (LC 30AD), detektora pomp (LC 30AD), detektora
(Shimadzu). 2001) sprzezonego z kolektorem ELSD LTII oraz detektora SPD— ELSD LTII oraz detektora SPD—
frakcji firmy Gilson, M20A, M20A,
Kolumna Kromasil C8 (Nouryon) 5 um, 100 A, 4,6 mm | Jupiter Proteo C8 (Phenomenex), | Kinetex C8 (Phenomenex), bioZen Glycan (Phenomenex)
x 250 mm. 4um, 90 A, 21,2 mm x 250 mm. 2,6 um, 100 A, 2,1 mm x 100 mm. | 2,6 um, 100 A, 2,1 mm x 150 mm.
Przeptyw fazy ruchomej wynosit 1,0 ml/min Przeptyw fazy ruchomej wynosit Przeptyw fazy ruchomej wynosit Przeptyw fazy ruchomej wynosit
5,0 ml/min. 0,5 ml/min. 0,25 ml/min.
Eluenty Eluenty I: A =0,1M kwas octowy, 0,1M A =0,1% kwas trifluorooctowy w | A =0,5M mréwczan amonu, 0,5M

A =0,IM kwas octowy, 0,1 M octan amonu w
wodzie;

B = 65% acetonitryl w 0,1M kwasie octowym
1 0,1M octanie amonu w wodzie (v:v).
Eluenty II:

A =0,1% kwas trifluorooctowy w wodzie,

B =0,1% kwas trifluorooctowy w 80%
acetonitrylu w wodzie (v:v).

octan amonu w wodzie;

B = 65% acetonitryl w 0,1M
kwasie octowym i 0,1M octanie
amonu w wodzie (v:v).

233

wodzie (v:v);
B = 80% acetonitryl w 0,1%
kwasie trifluorooctowym w
wodzie (v:v).

kwas mréwkowy, 90% acetonitryl
w wodzie (v:v);

B: 0,5M mrowczan amonu, 0,5M
kwas mrowkowy, 75% acetonitryl
w wodzie.



Zalacznik 2

Tabela 2z. Warunki przeprowadzonych procedur reakcji przylaczania kwasu 2—-maleimidooctowego do
chitozanu. Prébki oznaczono wedhug schematu: CH-m X.Y, gdzie: CH — chitozan, m — symbol wskazujacy
na fakt, ze material zostal zmodyfikowany (przez przylaczenie kwasu 2—maleimidooctowego), X — numer
procedury modyfikacji (okre$lonej zestawem warunkow reakcyjnych), Y — numer kolejnej syntezy
wykonanej z uzyciem danej procedury. Na przyktad probka oznaczona jako CH-m 2.2 odnosi si¢ do drugiej
syntezy wykonanej zgodnie z procedura nr 2 modyfikacji chitozanu kwasem 2—-maleimidooctowym.

Zakladany Stosunek

. molowy Masa Objetos¢ Wydajnos$é
Nr stopien Masa . . Nazwa .
.. CH: . Mal-Gly- | mieszaniny 1. reakcji

procedury | modyfikacji Mal-Gly— chitozanu OSu reakeyjnej probki sprzegania

CH
OSu

1. ~50% 1:0,5 100 mg 75,6 mg 5ml CH-ml 88,27%
CH-m2.1 78,14%
o i CH-m 2.2 81,05%
2. ~25% 1:0,25 50 mg 19,2 mg 35ml CHom? 3 72.30%
CH-m2.4 73,80%
CH-m3.1 22,98%
3. ~15 1:0,15 500 mg 113 mg 150 ml CH-m3.2 38,51%
CH-m3.3 24,41%
200 mg 30,8 mg 65 ml CH-m4.1 76,66%
500 mg 77 mg 160 ml CH-m4.2 87,52%
lg 154 mg 315 ml CH-m4.3 86,66%
4. ~10% 1:0,1 32¢g 493 mg 1000 ml CH-m4.4 89,36%
2,59¢ 400 810 ml CH-m4.5 83,61%
12 ¢g 185 375 ml CH-m4.6 79,43%
lg 154 315 ml CH-m4.7 84,06%
N ) 200 mg 15,4 mg 60 ml, CH-m5.1 83,57%
> 5% 1:0,05 lg 77 mg 300 ml CH-m5.2 84,96%

Procedura nr 1 — zaktadana modyfikacja 50%

W pierwszym eksperymencie zastosowatam stosunek molowy chitozan : Mal-Gly—
OSu rowny 1:0,5. Reakcje przeprowadzitam w niewielkiej ilosci wody, co spowodowato
zelowanie roztworu chitozanu. Po zakonczeniu reakcji produkt odsaczylam, przemyltam
wodg 1 poddatam liofilizacji.

Probke poddatam hydrolizie, a nastgpnie przeprowadzitam ilosciowa analize
glicyny za pomocg kolumny HILIC (Rysunek 1z) (procedura opisana w Rozdziale 8.2).
Zmodyfikowatam niewielka ilo§¢ chitozan pierwsza procedura w jednej styntezie,
otrzymujac maleimidoaminokwas CH-m1 (Tabela 3z). Otrzymany wynik wskazal na
ponad 100% stopien modyfikacji, co sugerowato nieréwnomierne przytaczenie kwasu 2—
maleimidooctowego do chitozanu. Najprawdopodobniej bylo to wynikiem zbyt malej
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ilosci rozpuszczalnika 1 silnie lepkiego, zelowego uktadu reakcyjnego (Tabela 2z Warunki

przeprowadzonych procedur reakcji przylagczania kwasu 2-maleimidooctowego do

chitozanu).
mv
3 ] AD2
1 —]V. s}
1000 2 &
750-
] g
500 “
250-
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LT LA P E LT FELFD B RS B RS BE LT R Ed &% )
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Rysunek 1z. Chromatogram CH-m1 (Tabela 14, nr.1) po hydrolizie (CH: t~=10,458 / Nle: t=13,139 / Gly:
t—=23,595).

Tabela 3z. Stopien modyfikacji dla CH-m1.

Nazwa probki Obliczony stopien modyfikacji (procedura rozdziat 8.2)

CH-ml | 126.7%

Procedura nr 2 — zaktadana modyfikacja 25%

W kolejnym eksperymencie, zgodnie z procedurg nr 2 przedstawiong w Tabeli 2z,
przeprowadzitam modyfikacje chitozanu, wykorzystujac stosunek molowy chitozan : ester
kwasu 2—maleimidooctowego wynoszacy 1:0,25, co odpowiadato zakladanemu stopniowi
modyfikacji polimeru na poziomie 25% Mal-Gly. W celu poprawy jednorodnosci reakcji
zwigkszytam siedmiokrotnie objetos¢ rozpuszczalnika przypadajacg na 1 gram chitozanu
w poréwnaniu z procedurg nr 1, aby zapewni¢ bardziej rOwnomierne warunki sprzegania.
Dodatkowo, w celu zbadania wptywu techniki mieszania na efektywno$¢ reakc;ji,

zastosowatam dwa podej$cia: pierwsze — z uzyciem mieszadla magnetycznego (CH-m2.1
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1 CH-m2.2) oraz drugie — z wykorzystaniem sonikacji (CH-m2.3 i CH-m2.4). Po
zakonczeniu reakcji produkty odsaczytam, przemytam wodg i poddatam liofilizacji.

Probki CH-m2.1-CH-m2.4 poddatam analizie ilo§ciowej zgodnie z procedura
opisang w rozdziale II1.8.3.1. Niestety, uzyskane wyniki wykazywaty istotng zmiennos¢
pomiedzy probkami. Nie stwierdzitam znaczacych roznic w stopniu modyfikacji w
zaleznosci od zastosowanej techniki mieszania, dlatego w kolejnych procedurach
zdecydowatam si¢ na wykorzystanie wylacznie mieszadet magnetycznych.

Uzyskane wartosci stopnia modyfikacji chitozanu (48—62%) byly znacznie wyzsze
niz zakladane 25% (Tabela 4z). Prawdopodobnym powodem zawyzonych wynikéw bylo
niedostateczne odmywanie produktu woda — uzyto jedynie 200 ml, co mogto byc¢
niewystarczajace do usunig¢cia wolnego, nieprzereagowanego estru z probki. Mozliwa jest
réwniez fizyczna adsorpcja czasteczek Mal-Gly na powierzchni chitozanu, a nie ich
kowalencyjne przylaczenie, szczegdlnie w warunkach zelowych.

Dodatkowo, niedostateczne wymieszanie w trakcie reakcji oraz ograniczona
skuteczno$¢ mieszania, szczegdlnie w przypadku lepkich, gestych roztworéw, mogtly
skutkowaé¢ niejednorodnym dostepem reagentow do grup aminowych chitozanu,
prowadzac do lokalnie nadmiernej modyfikacji. Na Rysunku 2z przedstawitam

chromatogram jednej z probek CH-Mal-Gly (CH-m2.2) po hydrolizie.

Tabela 4z. Sredni stopien modyfikacji dla CH-m2.1 — CH-m2.4.

Nazwa probki Obliczony stopien Sredni stopien modyfikacji [%]
modyfikacji [%] ($rednia z czterech oznaczonych probek
CH-m2.1 52,80
CH-m2.2 62,09 54.11 45,05
CH-m2.3 48,11
CH-m2.4 53,44
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Rysunek 2z. Chromatogram probki CH-m2.2 (Tabela 2z, nr.2) po hydrolizie (CH: t=10,357 min/ Nle:
t=14,132 min/ Gly: t~=23,595 min).

Procedura nr 3 — zakltadana modyfikacja 15%

Podjetam kolejng probe modyfikacji chitozanu, zgodnie z procedurg nr 3
przedstawiong w Tabeli 2z, zakladajac modyfikacje polimeru na poziomie 15%. W tym
celu przeprowadzitam trzy rownolegle eksperymenty (CH-m3.1, CH-m3.2, CH-m3.3). Po
zakonczeniu reakcji kazdy z produktow (CH-Mal-Gly) odmytam duzg iloscig bardzo
zimnej wody dejonizowanej (okoto 1 1 na 0,5 g chitozanu uzytego do reakcji).

W dotychczasowych doswiadczeniach do odsaczania produktow stosowatam lejki
Schotta. Zaobserwowatam, ze podczas dlugiego przemywania cz¢$¢ produktu przedostaje
si¢ przez saczek, co znaczaco wplynegto na koncowa wydajnos¢ reakcji, wynoszacg w tym
przypadku jedynie 20—40%.

Wyniki przedstawione w Tabeli 5z pokazaly, ze stopien modyfikacji polimeru
miedcit sie¢ w szerokim przedziale — od okoto 6% do 25%, w zalezno$ci od proby.
Zaktadany poziom modyfikacji (ok. 15%) udato mi si¢ osiggnaé jedynie w przypadku
probki CH-m3.2 (14,56%). Niestety, probki CH-m3.1 1 CH-m3.3 charakteryzowaty si¢
odpowiednio nizszym i wyzszym stopniem modyfikacji w stosunku do zatozen.

Dodatkowo zauwazytam, Zze probki pobrane do analizy z jednej reakcji (np. CH—
m3.3) wykazywaly znaczng rozbieznos¢ w wynikach — od 19% do 36%. Tego rodzaju
zmienno$¢ mogla by¢ spowodowana stratg produktu podczas intensywnego ptukania —

przenikanie materiatu przez saczek lejka Schotta prowadzito do czgsciowej utraty probki,
237



co moglo skutkowac jej niejednorodnoscia i w efekcie wptywa¢ na wynik oznaczenia
stopnia modyfikacji.

Ponadto, nieregularno$ci w strukturze samego chitozanu, takie jak zmienny stopien
deacetylacji lub zréznicowana dhugos¢ tancuchow polimerowych, mogly prowadzi¢ do
roznej dostgpnosci grup aminowych, a tym samym wplywaé¢ na efektywnos¢ reakcji
sprzegania.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze przy zastosowanym stosunku molowym CH : Mal—
Gly-OSu réwnym 1:0,15, modyfikacja chitozanu nadal zachodzita w sposob
nieréwnomierny (Tabela 5z).

Na Rysunku 3z przedstawitam chromatogram jednej z probek CH-Mal-Gly (CH-
m3.2) po hydrolizie.

Tabela 5z. Sredni stopien modyfikacji CH-m3.1 — CH-m3.3

Nazwa prébid oty 6] | (redni nsechcomacnonyeh probeld

7,22

CH-m3.1 5,86 6,17 +0,77
5,42
20,38

CH-m3.2 12,08 14,56 + 4,13
11,21
36,61

CH-m3.3 20,60 25,53 £7,85
19,40
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Rysunek 3z. Chromatogram probki CH-m3.2 (Tabela 2z, nr.3) po hydrolizie (CH: t=10,008 / Nle: t=13,986
/ Gly: t=24,040).

Procedura nr 5 — zaktadana modyfikacja 5%

Podjetam kolejng probe modyfikacji chitozanu, tym razem zgodnie z procedura nr
5 przedstawiona w Tabeli 2z, zaktadajaca modyfikacje na poziomie 5%. Do reakcji
zastosowatam mieszadla magnetyczne, odpowiednig ilo$¢ roztworu oraz duza objetosé
wody do odmywania produktu — analogicznie jak w procedurze 4.

Pomimo zachowania zoptymalizowanych warunkéw, uzyskane wyniki dotyczace
stopnia modyfikacji byly niewiarygodne i obarczone duza niepewnoscig. Glownym
problemem okazata si¢ zbyt niska czulo$¢ aparatury HPLC, ktora uniemozliwiala
jednoznaczne wykrycie niewielkiej ilosci glicyny obecnej w probkach. W wigkszosci
analiz sygnat glicyny znajdowal si¢ na granicy szumu tla, co uniemozliwito doktadne
oszacowanie stopnia modyfikacji.

Na podstawie tych obserwacji uznatam, ze przy tak niskim zatozonym poziomie
modyfikacji (5%) metoda analizy ilosciowej glicyny z zastosowaniem HILIC nie jest

wystarczajgco czuta i nie pozwala na wiarygodng oceng efektywnosci reakcji.
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Zalacznik 3

Uwalnianie peptydu ug4 z kompozytow

Uwalnianie peptydu ug4 7 kompozytu 1-5

Badania kinetyki uwalniania peptydu ug4 z kompozytow 1-5, w ktérych peptyd byt

kowalencyjnie przylaczony do chitozanu, przeprowadzilam, umieszczajac krazki

kompozytowe w ptytce 24—dotkowej (zgodnie z uktadem przedstawionym na Rysunku 4z).

Plytke inkubowatam w termobloku w temperaturze 37°C z zastosowaniem ciaglego

mieszania (300 rpm), w obecnosci 1 ml buforu HEPES oraz 1 ul enzymu MMP-7.

Inkubacje prowadzitam przy cigglym wytrzasaniu.

Jako kontrole zastosowatam krazki kompozytowe zawierajace wytacznie chitozan

1 bioszktlo, a takze sam bufor HEPES bez kompozytu. Prébki do analizy HPLC pobieratam
w kolejnych punktach czasowych: 0 min, 30 min, 1h, 1h 30 min, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 12h,

24h, 48h.
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Rysunek 4z. Schemat rozmieszczenia krazkow kompozytowych w ptytce 24-dotkowej uzytej w

eksperymencie uwalniania peptydu. Numery w dotkach oznaczaja identyfikatory kompozytow.

W kazdym punkcie czasowym pobieratam po 65 ul roztworu probki, a nastepnie

uzupelniatam ubytek, dodajac réwnowazng objetos¢ (65 ul) wody dejonizowane;.
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Eksperyment przeprowadzitam w dwdch powtdrzeniach obejmujacych przedzial czasowy

0-48 h.

Uwalnianie peptydu ug4 z koniugatu chitozanowego CH—-CH-m4.4—s4

Eksperymenty dotyczace uwalniania peptydu ug4 z liofilizatu, w ktorym peptyd byt
kowalencyjnie sprz¢zony z chitozanem, przeprowadzilam w wodzie dejonizowanej, w
obecnosci 4 ul enzymu MMP-7. Eksperyment prowadzitam w proboéwkach typu
Eppendorf (zgodnie z ukladem przedstawionym na Rysunku 5z), w termobloku
utrzymujacym temperature 37°C, przy ciagglym wytrzasaniu (300 rpm).

W okreslonych punktach czasowych pobieralam po 65 ul roztworu, a nastepnie
uzupetnialam ubytek, dodajac taka sama objetos¢ wody dejonizowanej. Eksperyment
przeprowadzitam w jednym powtérzeniu obejmujacym okres do 2 miesiecy. Probki

analizowatam za pomoca HPLC. Masa zastosowanego liofilizatu wynosita 31,63 mg.

I'\.. j:il. I i ofi I i Zat

Rysunek 5z. Schemat eksperymentu uwalniania peptydu z koniugatu chitozanowego CH-CH—m4.4—s4.

Uwalnianie peptydu ug51 z kompozytow 6i 7

Badania kinetyki uwalniania peptydu ug51 z kompozytéw 6 1 7 wykonatam na plytce
24 dotkowej] w temperaturze 37°C, przy ciaglym wytrzasaniu (300 rpm), zgodnie z
Rysunkiem 6z. Krazki umiescitam w dotkach 24—dotkowej ptytki, a nastepnie dodatam 1
ml wody dejonizowane;.

W kazdym punkcie czasowym pobieratam po 65 pl roztworu probki, a nastgpnie
uzupelnialam pobrang objetos¢ 65 ul wody dejonizowanej. W eksperymencie uzytam jako
kontroli krazkow bioszkto/chitozan. Eksperyment przeprowadzitam w dwoch niezaleznych

powtdrzeniach, w przedziale czasowym 0-48h. Probki do analizy HPLC pobieralam w
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kolejnych punktach czasowych : 0 min, 15 min, 30 min, 45 min, 1h, 1h 15 min 1h 30 min,
1h 45 min, 2h, 2h 15 min, 2h 30 min, 2h 45 min, 3h, 3h 30 min,4h, 4h 30 min, 5h, 6h, 12h,
24h, 36h, 48h. Do jednego powtorzenia eksperymentu uzywatam 2 krazkow.
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Rysunek 6z. Schemat eksperymentu uwalniania peptydu z krazkéw kompozytowych 61 7.

Uwalnianie peptydu ug52 kompozytow 8

Badania kinetyki uwalniania peptydu ug52 z kompozytu 8 wykonatam na ptytce 24
dotkowej w temperaturze 37°C przy ciaglym wytrzasaniem (300 rpm), zgodnie z
Rysunkiem 7z. Krazki umies$citam we wialach 24—dotkowej plytki, a nastgpnie dodatam
Iml wody dejonizowane;.

W kazdym punkcie czasowym pobieralam po 65 pl roztworu probki, a nastgpnie
uzupetnialam pobrang objetos¢ 65 ul wody dejonizowanej. Eksperyment przeprowadzitam
w dwoch niezaleznych powtdrzeniach, w przedziale czasowym od 0 do 24 godzin. Probki
pobieratam w odstepach: 0 min, 15 min, 30 min, 45 min, 1h, 1h 15 min, 1h 30 min, 1h 45
min, 2h, 2h 15 min, 2h 30 min, 2h 45 min, 3h, 3h 30 min,4h, 4h 30 min,5h, 6h, 12h, 24h.

Do jednego powtdrzenia eksperymentu uzywatam 2 krazki.
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Rysunek 7z.. Schemat eksperymentu uwalniania peptydu z krazkéw kompozytowych 8.

——

Uwalnianie peptydu ug52 kompozytow 9

Badania kinetyki uwalniania peptydu ug52 z kompozytu 9 wykonatam na ptytce 24
dotkowej w temperaturze 37°C przy ciaglym wytrzasaniem (300 rpm), zgodnie z
Rysunkiem 8z. Krazki umiescitam we wialach 24—dotkowej ptytki do hodowli
komorkowej, a nastgpnie dodatam 1ml wody dejonizowanej 1 2 ul enzymu MMP-7.

W kazdym punkcie czasowym pobieratam po 65 ul roztworu probki, a nastgpnie
uzupelniatam pobrang objetos¢ 65 pl wody dejonizowanej. Eksperyment przeprowadzitam
w dwoch niezaleznych powtdrzeniach, w przedziale czasowym 0-24h. Probki do analizy
HPLC pobieratam w kolejnych punktach czasowych : 0 min, 15 min, 30 min, 45 min, 1h,
1h 15 min 1h 30 min, 1h 45 min, 2h, 2h 15 min, 2h 30 min, 2h 45 min, 3h, 3h 30 min,4h,
4h 30 min, 5h, 6h, 12h, 24h. Do jednego powtdrzenia eksperymentu uzywalam 2 krazkow.

Do jednego powtorzenia eksperymentu uzywatam 2 krazkow.
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Rysunek 8z. Schemat eksperymentu uwalniania peptydu z krazkéw kompozytowych 9.
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Zalacznik 4

Tabela 6z. Sktad i oznaczenia kompozytéw chitozanowo—bioszklanych modyfikowanych ZnO/SrO i
peptydami ugd/ugd6/ug51/ugs2.

Numer Nazwa kompozytu Opis skladu kompozytu
: : " : " — —
P5Zn/CH-CH-m4 4 bioszkto P5 domieszkowane ZnQ . chltngn CH-m4.4—ug4,
1. peptyd ugd4 przylaczony kowalencyjnie w ilosci 0,8% wagowych do
ug4 0,8% .
chitozanu
PSZn/CH-CH-m4 .4 bioszkto P5 domieszkowane an .+ cll.it()’22}n + CH-m4.4—ug4,
2. peptyd ugd przylaczony kowalencyjnie w ilosci 1,6% wagowych do
ug4 1,6% .
chitozanu
i i + i + —m4.4-1
PSZ1/CH-CH-md4 4— bioszkto P5 domieszkowane ZnQ . chlto,za.ln CH-m4.4—ug4,
3. peptyd ug4 przylaczony kowalencyjnie w ilosci 3,4% wagowych do
ugd 3,4% .
chitozanu
ioszklo P ieszk + chi + H-m4.4—ug4
P5St/CH_CH-md.4— bioszkto PS5 domieszkowane SrO' ' c ‘1to’za’n CH-—m4.4—ug4,
4, peptyd ugd4 przylaczony kowalencyjnie w ilosci 1,6% wagowych do
ugd 3.4% .
chitozanu
bioszkto PS5 domieszkowane ZnO + chitozan + CH-m4.4—ug4 + peptyd
5 P5Zn/CH-CH-m4.4— | ug46, peptyd ug4 przylaczony kowalencyjnie w ilosci 3,4% wagowych
' ug4 3,4% ugd6 do chitozanu, ug46 zaadsorbowany na kompozycie w stezeniu 29 pg
peptydu na 1 krazek
bioszklo P5 domieszkowane ZnO + chitozan + peptyd ug51
6. P5Zn/CH-ug51 zaadsorbowany na kompozycie w stezeniu 10ug peptydu na 1 kragzek
bioszklo P5 domieszkowane SrO + chitozan + peptyd ug5l
7. P5Sr/CH-ug51 zaadsorbowany na kompozycie w st¢zeniu 10pug peptydu na 1 krazek
bioszkto P5 domieszkowane SrO + chitozan + peptyd ugS2 (liofilizat)
8. P5Sr/CH-ugs2 zaadsorbowany na kompozycie w stezeniu 100ug peptydu na 1 krazek
bioszkto P5 domieszkowane ZnO + chitozan + peptyd ug52 w formie
9. P5Zn/CH—ug52(fibr) | fibryli peptydowych zaadsorbowany na kompozycie w stgzeniu 100 pg na

1 krazek
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