STRESZCZENIE

Choroby kosci stanowig istotne wyzwanie zdrowotne o zasiegu globalnym, dotykajac
osoby w roznym wieku i obu ptci. U os6b powyzej 50. roku zycia odpowiadajg za okoto potowe
wszystkich schorzen przewlektych. Do najczgstszych naleza choroba zwyrodnieniowa stawow
1 osteoporoza, ktore dotykaja odpowiednio okoto 7,6% i 2,5% populacji §wiatowej.

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

W odpowiedzi na wyzwania wspolczesnej medycyny regeneracyjnej, w swojej pracy
doktorskiej podjetam si¢ zaprojektowania i wytworzenia koniugatoéw przeznaczonych do
zastosowania jako sktadniki implantu zastepujacego ubytki kostne. Kompozyty te mialty petnic¢
role tymczasowej matrycy komorkowej oraz wspomagac regeneracje uszkodzonej tkanki.

Celem mojej pracy bylo opracowanie innowacyjnych materiatow o wiasciwosciach
proregeneracyjnych, przeznaczonych do zastosowan w inzynierii tkanki kostnej. W tym celu
zaprojektowatam, zsyntezowatam 1 scharakteryzowatam trzy typy koniugatow, ktore sktadaty
si¢ z chitozanu, maleimidoaminokwasu oraz wyselekcjonowanych peptydoéw stanowigcych
fragmenty czynnikdw wzrostu, roznity si¢ sposobem integracji peptydow z matryca
chitozanowg oraz mechanizmem ich uwalniania.

Pierwszy typ koniugatu zawieral chitozan z kowalencyjnie przytaczonym, biologicznie
aktywnym peptydem ug4. Do jego sprz¢zenia z chitozanem zastosowalam lacznik
maleimidowy. Drugi typ stanowita mieszanina chitozanu z wolnym peptydem ug51, ktory
ulegat powolnej autohydrolizie, stopniowo uwalniajgc aktywne sekwencje do srodowiska
tkanki kostnej. Trzeci typ koniugatu zawieral chitozan z fibrylami peptydowymi ug52,
cechujacymi si¢ wysoka stabilno$cia 1 kontrolowanym, dtugotrwatym uwalnianiem peptydow,
co czyni je obiecujacym materiatem o przedluzonym dziataniu terapeutycznym.
Zaprojektowane przeze mnie peptydy zawieraly dodatkowo sekwencje rozpoznawane przez
metaloproteinaz¢ macierzy zewnatrzkomorkowej 7 (MMP-7), co umozliwiato ich
enzymatyczne, kontrolowane uwalnianie w warunkach fizjologicznych, bezposrednio w

miejscu implantacji. Stabilno$¢ peptydow w wodzie 1 medium hodowlanym oraz miejsce



degradacji enzymatycznej przez MMP—-7 analizowatam za pomocg chromatografii cieczowej i
spektrometrii mas.

Badania biologiczne, obejmujace oceng cytotoksycznosci i proliferacji osteoblastow w
kontakcie z badanymi zwigzkami, przeprowadzilam we wspotpracy z Instytutem
Biotechnologii i Medycyny Molekularnej w Gdansku. Na podstawie wynikow biologicznych i
analizy ekonomicznej wybralam peptyd wykazujacy najwyzsza aktywnos$é, dla ktérego
opracowatam i zoptymalizowatam procedurg syntezy w skali pottechniczne;.

Przeprowadzitam syntezg aktywnego estru maleimidoglicyny oraz opracowalam
metode funkcjonalizacji chitozanu poprzez przylaczenie maleimidoaminokwasu. Stopien
podstawienia analizowalam metoda HPLC po uprzedniej optymalizacji warunkéw
chromatograficznych i doborze wzorca zewngtrznego. Na tej podstawie zaprojektowalam i
zoptymalizowatam synteze koniugatu peptyd—chitozan, uzyskanego na drodze kowalencyjnego
sprzezenia wybranego peptydu z sfunkcjonalizowanym chitozanem. Skuteczno$¢ sprzezenia
oceniatam metodg HPLC, uwzgledniajac walidacje warunkow analitycznych i dobdr wzorca
kalibracyjnego.

Uzupetnieniem pracy bylo otrzymanie fibryli peptydowych o wlasciwos$ciach
proregeneracyjnych oraz ich szczegdtowa charakterystyka fizykochemiczna, obejmujaca testy
agregacyjne, spektroskopie dichroizmu kotowego (CD), barwienie tioflawing T oraz
transmisyjng mikroskopie elektronowa (TEM).

Podsumowujac, przeprowadzitam optymalizacj¢ procesu syntezy peptydow,
funkcjonalizacj¢ chitozanu oraz analiz¢ fizykochemicznych i1 biologicznych wlasciwosci
otrzymanych koniugatow i 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 wspolpracy z Instytutem Ceramiki i Materiatéw Budowlanych w Warszawie,
Sie¢ Badawcza Lukasiewicz. Opracowane materialy zostaly scharakteryzowane pod katem
wlasciwosci fizykochemicznych oraz aktywnosci biologicznej. Dla kompozytu wykazujacego
najlepsze wlasciwosci proregeneracyjne przeprowadzono badania implantacyjne w Centrum
Badan Przedklinicznych Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu,
oceniajace toksyczno$¢ ostrg oraz miejscowa reakcje tkanki kostnej po wszczepieniu
biomateriatu. Badania przedstawione w niniejszej dysertacji majg charakter interdyscyplinarny,
uzyskane wyniki poszerzaja wiedz¢ Swiatowa w zakresie materiatdw kompozytowych do

wypeien kosci.



