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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy dziedziny inzynierii materiatowej, a doktadniej stabilnych strukturalnie bioak-
tywnych wstrzykiwalnych hydrozelowych materiatdw hybrydowych nadajgcych sie do zastosowan
w inzynierii tkankowe.

Otrzymywanie nowych biomateriatdw projektowanych celowo dla potrzeb inzynierii tkankowej
ukierunkowanej na odbudowe tkanki kostnej stanowi wcigz istotne wyzwanie dla medycyny regenera-
cyjnej [1, 2]. Badania, ktérych celem jest opracowanie i wytworzenie bioaktywnych rusztowan komor-
kowych sg szczegdlnie wazne z uwagi na mozliwosci wykorzystania potencjatu terapeutycznego tych
materiatéw w rekonstrukcji ubytkéw kostnych spowodowanych wypadkami, chorobami kosci, jak row-
niez zmianami w tkance kostnej powodowanymi procesem starzenia [3]. Wstrzykiwalne hydrozele
biopolimerowe sg niezwykle obiecujgcymi kandydatami do zastosowan jako rusztowania ze wzgledu
na szereg wyrézniajgcych je wtasciwosci [4, 5].

Z publikacji A. Gilarska, J. Lewandowska-tancucka, W. Horak, M. Nowakowska: Colla-
gen/chitosan/hyaluronic acid — based injectable hydrogels for tissue engineering applications — design,
physicochemical and biological characterization; Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 170 (2018),
str. 152-162 znany jest hydrozelowy material hybrydowy do wstrzykiwan do odbudowy tkanki kostnej
stanowigcy mieszanine kolagenu, chitozanu i kwasu hialuronowego sieciowang geniping. Materiat nie
zawiera zawieszonych czgsteczek krzemionkowych.

Z chinskiej publikacji patentowej CN 102188746 B (2013-08-14) znany jest hydrozel do regene-
racji tkanki zawierajgcy sieciowang mieszanine kolagenu, chitozanu i kwasu hialuronowego. Substan-
Cjg sieciujgcg moze by¢ geniping. Publikacja nie ujawnia zawieszonych czgsteczek krzemionkowych.

Z publikacji Joanna Filipowska, Joanna Lewandowska-tancucka, Adriana Gilarska, tu-
kasz Niedzwiedzki, Maria Nowakowska, ,In vitro osteogenic potential of collagen/chitosan-based
hydrogels-silica particles hybrids in human bone marrow-derived mesenchymal stromal cell cultures”;
International Journal of Biological Macromolecules, Vol. 113, 2018, str. 692—-700, (abstrakt) znany jest
hydrozelowy material hybrydowy do odbudowy tkanek kostnych stanowigcy mieszanine kolagenu
i chitozanu sieciowang geniping. Materiat zawiera zawieszone czgsteczki krzemionkowe, ale nie sg
one sfunkcjonalizowane grupami aminowymi. Materiat nie zawiera kwasu hialuronowego.

Z publikacji Sionkowska A, Kaczmarek B. Preparation and characterization of composites
based on the blends of collagen, chitosan and hyaluronic acid with nano-hydroxyapatite. Int J Biol
Macromol. 2017 Sep; 102: str. 658—-666 znany jest hydrozelowy material hybrydowy do odbudowy
tkanki kostnej stanowigcy mieszanine kolagenu, chitozanu i kwasu hialuronowego. Materiat zawie-
ra zawieszone czgsteczki hydroksyapatytu. Materiat nie jest sieciowany.

Z publikacji Kyoung-Ku Kang, Hyun-Seok Oh, Dong-Young Kim, Gyurak Shim, Chang-Soo Lee,
Synthesis of silica nanoparticles using biomimetic mineralization with polyallylamine hydrochloride,
Journal of Colloid and Interface Science, Volume 507, 2017, str. 145-153 specjalista wie, ze funkjona-
lizowanie czgsteczek krzemionkowych grupami aminowymi sprzyja osteoindukcji.

Celem wynalazku jest dostarczenie biodegradowalnego materiatu biopolimerowego, ktéry na-
dawatyby sie szczegdlnie dobrze do stosowania w medycynie regeneracyjnej, zwtaszcza w odbudo-
wie tkanki kostnej. Szczegdlnie pozadane jest, aby nowy materiat zapewniat przyspieszenie procesu
mineralizacji oraz stanowit dogodng biomatryce dla zasiedlania jej przez komérki osteoblastyczne.

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania hydrozelowego materiatu hybrydowego cha-
rakteryzujgcy sie tym, ze obejmuje nastepujgce etapy:

a) metodg zol-zel otrzymuje sie czastki krzemionkowe sfunkcjonalizowane grupami ami-
nowymi,

b) czastki krzemionkowe sfunkcjonalizowane grupami aminowymi otrzymane w etapie a)
zawiesza sie w zolu zawierajgcym mieszanine roztworéw kolagenu, chitozanu i kwasu
hialuronowego, korzystnie w stosunku wagowym kolagen : chitozan : kwas hialuronowy
wynoszacym 50 : 40 : 10, przy czym korzystnie zawarto$¢ sfunkcjonalizowanych czg-
steczek krzemionkowych w zolu wynosi nie mniej niz 1,9 mg/ml zolu, korzystnie
od 1,9 do 3,8 mg/ ml zolu.

c) uzyskang w etapie b) zawiesine poddaje sie reakcji sieciowania geniping.

Korzystnie, w etapie a) prowadzi sie reakcje tetraetoksy silanu z aminopropylotrietoksysila-
nem w obecnos$ci wody i etanolu, przy czym reakcje prowadzi sie w nadmiarze tetraetoksy silanu,
korzystnie w stosunku objetosciowym tetraetoksy silanu : aminopropylotrietoksy silanem wynoszg-
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cym 10 : 1, a nastepnie otrzymany materiat oddziela sie, i ewentualnie ptucze oraz poddaje susze-
niu otrzymujac biaty proszek.

Korzystnie, w etapie b) zol otrzymuje sie poprzez zmieszanie:

— od 12 do 13 objetosci roztworu kolagenu w kwasie solnym o stezeniu z zakresu
od 3,5 do 4,1 mg/ml,

— okolo 4 objetosci roztworu chitozanu o stezeniu 1% wag. w 1% kwasie octowym,

— okoto 1 objetosci roztworu kwasu hialuronowego o stezeniu 1% wag. w 10x buforze fos-
foranowym PBS.

Korzystnie, w etapie b) otrzymany zol miesza sie z wodng zawiesing czgstek krzemionkowych
sfunkcjonalizowanych grupami aminowymi, korzystnie w ilosci prowadzacej do uzyskania ich stezenia
w zolu wynoszgcego nie mniej niz 1,9 mg/ml, korzystnie od 1,9 do 3,8 mg/ml zolu.

Korzystnie, w etapie c) uzyskang w etapie b) zawiesine miesza sie z roztworem genipiny
w 10 x PBS, korzystnie w ilosci prowadzacej do uzyskania jej stezenia w zawiesinie wynoszacego
nie mniej niz 0,6 mg/ml zawiesiny.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest hydrozelowy materiat hybrydowy, charakteryzujgcy sie
tym, ze zawiera hydrozel stanowigcy mieszanine kolagenu, chitozanu i kwasu hialuronowego siecio-
wang geniping wraz z zawieszonymi w niej czastkami krzemionkowymi sfunkcjonalizowanymi grupami
aminowymi, przy czym zawarto$¢ sfunkcjonalizowanych czgstek krzemionkowych wynosi nie mniej niz
1,9 mg/ml, korzystnie od 1,9 do 3,8 mg/ml kohcowego zolu, przy czym czgstki krzemionkowe sfunk-
cjonalizowane grupami aminowymi sg zwigzane kowalencyjnie z polimerami tworzacymi hydrozel.

Korzystnie, hydrozel stanowi mieszanine roztworéw kolagenu, chitozanu i kwasu hialuronowego
w stosunku wagowym kolagen : chitozan : kwas hialuronowy wynoszgcym 50 : 40 : 10.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest hydrozelowy materiat hybrydowy wediug wynalazku lub
otrzymany sposobem wedtug wynalazku, zdefiniowane powyzej, do stosowania w medycynie regene-
racyjnej, zwtaszcza w odbudowie tkanki kostnej.

Realizacje wynalazku prezentowanego w ramach niniejszego zgtoszenia stanowi produkt w po-
staci hydrozel owego materialu hybrydowego charakteryzujgcy sie tym, ze otrzymano go w wyniku
jednoczesnego sieciowania biozgodnym czynnikiem sieciujgcym jakim jest geniping biopolimerowe;j
matrycy hydrozel owej zlozonej z kolagenu, chitozanu i kwasu hialuronowego oraz rozproszonych
w niej celowo powierzchniowo modyfikowanych grupami aminowymi czgstek krzemionkowych. Funk-
cjonalizacja powierzchni czgstek krzemionkowych grupami aminowymi umozliwita ich kowalencyjne
zwigzanie z hydrozel owg siecig polimerowg w trakcie sieciowania geniping — czynnikiem zdolnym
do sieciowania w wyniku tworzenia wigzan kowalencyjnych z pierwszorzedowymi grupami aminowymi.

Otrzymany nowy materiat bioaktywny jest homogenicznym materiatem hybrydowym, w ktérym
bioaktywne czgstki krzemionkowe sg trwale zwigzane z matrycg biopolimerowg. Zwigzanie kowalen-
cyjne nanoczastek krzemionkowych z matrycg eliminuje powazny problem jakim jest separacja fazowa
czastek i ich niekontrolowana dyfuzja do tkanek w warunkach zastosowania in vivo w sytuacji bra-
ku ich immobilizacji w matrycy.

Materiat hybrydowy wedtug wynalazku moze by¢ wykorzystany do odbudowy ubytkéw kostnych
ortopedycznych, stomatologicznych. Moze by¢ wprowadzany do ubytku w sposéb mato inwazyjny
(iniekcja) i zelowany w sposéb kontrolowany, a po spetnieniu swej funkcji terapeutycznej ulegnie de-
gradacji enzymatycznej (co wykazano) z utworzeniem produktéw biozgodnych.

Nieoczekiwanie materiat wedtug wynalazku zapewnia przyspieszenie procesu mineralizacji oraz
stanowi dogodng biomatryce dla zasiedlania jej przez komorki osteoblastyczne. W przeprowadzonych
testach biologicznych hydrozelowego materiatu hybrydowego wedtug wynalazku stwierdzono zacho-
wanie jego biokompatybilnosci, a takze zdolnosci do wspierania adhezji, proliferacji oraz utrzymania
fenotypu komérek osteoblastycznych (MG-63).

Ponizej przedstawiono przyktady wykonania wynalazku.

Przyktad 1 Otrzymywanie hydrozelowego materiatu hybrydowego.

Wytwarzanie hydrozelowego materiatu hybrydowego wedtug wynalazku sktada sie z dwéch za-
sadniczych etapéw opisanych szczegdtowo ponizej w pkt 1 i pkt 2.

1. Otrzymywanie sfunkcjonalizowanych grupami aminowymi czgstek krzemionkowych. Sfunk-

cjonalizowane grupami aminowymi czastki krzemionkowe otrzymano metodg zol-Zel.
Do mieszaniny skfadajgcej sie z etanolu (5,1 ml) i wody (5 ml) wprowadzono kolejno 1,0 ml
tetraetoksysilanu (TEOS) i 0,1 ml aminopropylotrietoksysilanu (APTES). Uzyskang w ten
spos6b mieszanine mieszano przy uzyciu mieszadta magnetycznego przez 30 min w tempe-
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raturze pokojowej. Otrzymany materiat poddano procesowi wirowania a nastepnie oczysz-
czono przeptukujac etanolem i wirujgc. Cykl ptukania w etanolu/wirowania powtérzono czte-
rokrotnie. Materiat suszono w piecu prézniowym w temperaturze 60°C. Po oczyszczeniu
uzyskano biaty proszek.

2. Otrzymywanie materiatu hybrydowego

Materiat hybrydowy otrzymano w wyniku jednoczesnego sieciowania geniping mieszani-
ny biopolimeréw (kolagenu, chitozanu i kwasu hialuronowego) i powierzchniowo modyfi-
kowanych czgstek krzemionkowych. Zmieszano odpowiednie objetosci roztworéw biopo-
limeréw:590 ul roztworu kolagenu (Kol) (roztwér w kwasie solnym o stezeniu z zakresu
3,5-4,1 mg/ml — posta¢ dostarczona przez producenta BD Biosciences) z 193 ul roztwo-
ru chitozanu (Ch) (roztwor 1%/wag w 1% kwasie octowym) z 48 ul roztworu kwasu hialuro-
nowego (HA) (roztwér 1%/wag w 10x buforze fosforanowym (PBS) (o skfadzie:
NaCl (c = 1,37 M), KCI (c =27 mM), NazHPO4 (c =43 mM), KH2PO4 (c = 14 mM), pH usta-
wione do wartosci 7,4 stezonym (c = 35%) roztworem kwasu solnego HCI). Otrzymany zol
poddano energicznemu wytrzgsaniu a nastepnie dodano 0,3 ml wodnej zawiesiny sfunkcjo-
nalizowanych czgstek krzemionkowych o odpowiednim stezeniu (S1=16,6 mg/ml,
S2 =8,3mg/ml, S3 =1,7 mg/ml). Mieszanine ponownie wytrzgsano a nastepnie dodawa-
no 169 pl roztworu genipiny (roztwér o stezeniu 20 mM, sporzgdzony w 10 x PBS) i inku-
bowano w temperaturze 37°C az do catkowitego usieciowania. Otrzymany materiat ma
postaé hydrozelu. Stosunek wagowy biopolimeréw w otrzymanym materiale wynidst:
Kol:Ch:HA — 50:40:10. Stosujac trzy rézne stezenia zawiesin/dyspersji czgstek krzemion-
kowych otrzymano trzy rodzaje materiatéw hybrydowych: KolChHA S1, KolChHA S2
i KolIChHA S3. Jako materiat kontrolny otrzymano hydrozel o analogicznym sktadzie bio-
polimerdw ale bez dodatku czgstek krzemionkowych (KolChHA).

Przyktad 2 Wiasciwosci fizykochemiczne otrzymanego hydrozelowego materiatu hybrydo-
wego oraz substratéw wykorzystywanych do jego otrzymywania.

1) Wiasciwosci fizykochemiczne sfunkcjonalizowanych grupami aminowymi czgstek krzemionkowych

Na Figurze 1 przedstawiony zostat schemat otrzymywania sfunkcjonalizowanych grupami ami-
nowymi czgstek krzemionkowych.

Otrzymanie funkcjonalizowanych czgstek krzemionkowych potwierdzono metodami spektrosko-
powymi, okreslono réwniez ich morfologie i parametry porozymetryczne. Na Figurze 2 przedstawiono
zestawienie widm FTIR i XPS uzyskanych dla zsyntetyzowanego materiatu. Widoczne na widmie FTIR
(/Fig. 2A) pasma potwierdzajg obecnos¢ zaréwno grup silanolowych jak i grup aminowych. Intensyw-
ne waskie pasmo przy 1027 cm pochodzi od drgan zginajgcych Si-O, a pik przy 779 cm od drgan
rozciggajgcych Si-O-Si, obydwa charakterystyczne dla krzemionki. Pasmo przy 942 cm- mozna przy-
pisac¢ grupie Si-OH, podczas gdy pik przy 1523 cm! pochodzi od grup NH2-. Pasmo przy 1626 cm
mozna przypisa¢ do zaadsorbowanej H20, natomiast szerokie rozlegte pasmo pojawiajgce sie w za-
kresie 2600-3650 cm jest zlozeniem pasm pochodzgcych od zaadsorbowanych czgsteczek wody,
grup OH- obecnych na powierzchni prébki i grup aminowych.

W celu petniejszej analizy sktadu powierzchniowego otrzymanego materiatu wykonano analize
z uzyciem spektroskopii fotoelektronéw (XPS). Na Figurze 2B przedstawiono otrzymane widmo, obec-
ne na nim piki mozna przypisa¢ do O 1s (531,1 eV), N 1s (402,6 eV), C 1s (286,5 eV), Si 2s
(155,1eV) i Si 2p (103,5). Sygnaty pochodzace od N 1s i C 1s mozna uznaé¢ za diagnostyczne
dla powierzchniowej funkcjonalizacji przy pomocy APTES, poniewaz czgstki krzemionki otrzymane
z TEOS nie zawierajg tych pierwiastkéw. Analiza sktadu powierzchni materiatu przedstawiona w Tabe-
li 1 wykazata otrzymanie struktur SiCON o sktadzie atomowym odpowiednio 78%, 3%, 7% i 12% dla
O, N, C i Si. Teoretyczny skfad atomowy obliczono zakfadajgc strukture chemiczng funkcjonalizowa-
nych czgstek krzemionkowych wynikajgca z zastosowanego w syntezie stosunku molowego TEOS:
APTES (10:1). Poréwnujac dane eksperymentalne i teoretyczne mozna zauwazy¢ wyzszg zawartosc
tlenu, co moze wynikaé¢ z obecnosci eksponowanych na powierzchni grup silanolowych utworzonych
w wyniku czesciowej polikondensacji uzytych prekursoréw.

Na Figurze 2 zaprezentowano zestawienie widm FTIR (A) i XPS (B) otrzymanych dla sfunkcjo-
nalizowanych grupami aminowymi czgstek krzemionkowych.
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Tabelal

Wyniki XPS pierwiastkowego sktadu powierzchni (%) dla sfunkcjonalizowanych
grupami aminowymi czgstek krzemionkowych.

Pierwiastkowy sklad
powierzchni (%)

O1s Nis Cls Si2p
Dane eksperymentalne 78 3 7 12
Dane teoretyczne 49 2 5 44

Wyznaczono réwniez $rednice hydrodynamiczne a takze potencjat powierzchniowy (zeta) otrzy-
manych czastek. Otrzymane dane zebrano w Tabeli 2. Srednia $rednica hydrodynamiczna czgstek uzy-
skanych z pomiaréw DLS wynosi okoto 607 nm przy wspoétczynniku dyspersji, DI = 0,3. Potencjat zeta
otrzymanych czastek przyjat wartos¢ dodatnig (35 mV) wynikajgcg z protonowania grup aminowych
obecnych w szkielecie APTES, co jest kolejnym wynikiem potwierdzajgcym efektywng funkcjonalizacje.

Tabela 2

Zestawienie danych otrzymanych dla sfunkcjonalizowanych czgstek krzemionkowych: $rednica
hydrodynamiczna (dz), wspotczynnik dyspersji (DI), potencjat zeta () a takze parametry porozymetryczna w tym:
powierzchnia catkowita(Seer), objeto$¢ (Vmes) i Srednica (Dmes) mezopordw.

d; [nm] DI g [mV] Sser [m¥/g] Vines (BJH) Dues (BJH)
[em¥/g] [nm]
607+23 0.3 35+1 24 0.14 23

Morfologie otrzymanego materiatu okreslono wykorzystujgc technike skaningowej mikroskopii
elektronowej (SEM). Na Figurze 3 przedstawione zostaty otrzymane mikrofotografie sfunkcjonalizowa-
nych czastek krzemionkowych, na ktérych mozna zauwazy¢ dwie populacje czastek. Wigksze z nich
majg $rednice okoto 400 nm, podczas gdy mniejsze czgstki majg okoto 100 nm. Mniejsze czastki
(oznaczone strzatkami na Fig. 3B) wykazujg tendencje do agregowania wokot wiekszych obiektéw.

W oparciu o pomiary izotermy adsorpcji azotu okreslono parametry charakteryzujgce porowa-
tos¢ otrzymanych czgstek (Tabela 2). Oznaczono powierzchnie wiasciwg (Seer) W oparciu o model
Brunauer-Emmett-Teller (BET) a takze rozmiary i objetos¢ poréw. Stwierdzono, iz sfunkcjonalizowne
czastki krzemionkowe charakteryzujg sie powierzchnig wtasciwg 24 m?/g a takze wykazujg znacznag
mezoporowatos¢ (0,14 cm?/g).

2) Wiasciwosci fizykochemiczne materiatu hybrydowego

Na Figurze 4 zaprezentowano schemat otrzymywania materiatu hybrydowego. Stosujac trzy
rézne stezenia dyspersji czgstek krzemionkowych otrzymano trzy rodzaje materiatéw hybrydowych:
KolChHA S1, KolChHA S2 i KolChHA S3, ich sktady zaprezentowano w Tabeli 3.

Tabela 3

Zestawienie sktadu otrzymanych materiatow hybrydowych
(Kol — kolagen, Ch — chitozan, HA — kwas hialuronowy).

Stosunek wagowy Stezenie sfunkcjonalizowanych
Typ materialu
Kol:Ch:HA czastek krzemionkowych [mg/ml]
KolChHA S1 50:40:10 16,6
KolChHA S2 50:40:10 8.3

KolChHA S3 50:40:10 1.7
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Wykorzystujac technike SEM scharakteryzowano mikrostrukture otrzymanych uktadéw hybry-
dowych. Analizujgc otrzymane mikrofotografie (Fig. 5) mozna zauwazy¢ obecno$¢ czastek krzemion-
kowych w kazdym z otrzymanych uktadéw.

Na Figurze 5 przedstawione zostaty mikrofotografie SEM uzyskane dla otrzymanych materiatow
hybrydowych, materiat KoIChHA S1(A), materiat KolChHA S2 (B) i materiat KolChHA S3 (C).

Zbadano liofilowo$¢ powierzchni otrzymanych materiatdw w oparciu o wyniki pomiaréw katow
zwilzania. Uzyskane wyniki zestawiono w Tabeli 4. Analizujgc otrzymane dane mozna stwier-
dzi¢, iz wprowadzenie do matrycy polimerowej sfunkcjonalizowanych czgstek krzemionkowych powodu-
je, ze powierzchnia materiatéw staje sie bardziej hydrofilowa, o czym $wiadczg nizsze wartosci ka-
ta zwilzania w poréwnaniu z materialtem nie zawierajacym czastek krzemionki (KolChHA). Materiat
0 najwyzszym stezeniu czgstek krzemionki (KolChHA S1) charakteryzuje sie najbardziej hydrofilo-
wa powierzchnig. Powierzchnie materiatdbw o mniejszej zawartosci czgstek krzemionki (KolChHA S2
i KolChHA S3) wykazujg zwilzalnos¢ na podobnym poziomie. Poprawe hydrofilowosci mozna wyjasnic
obecnoscig na powierzchni materiatdw hybrydowych sfunkcjonalizowanych czgstek krzemionkowych
zawierajgcych eksponowane powierzchniowo hydrofilowe grupy aminowe (co potwierdzita analiza XPS).

Tabela 4

Wartosci kagtoéw zwilzania dla otrzymanych materiatow.

Typ materialu Wartosci kata zwilzania [°]
KolChHA 872425
KolChHA S1 686+ 1,6
KolChHA S2 76,9+2.4
KolChHA S3 76,5+ 1,7

Okreslono réwniez stopieh pecznienia (SP) dla otrzymanych materiatéw hybrydowych. Ekspe-
ryment prowadzono w warunkach fizjologicznych (pH = 7,4; temp = 37°C), wyniki przedstawiono
na Figurze 6. Mozna zauwazyg, iz stezenie sfunkcjonalizowanych czastek krzemionkowych ma istotny
wptyw na wiasciwosci pecznienia badanych materiatdbw — SP maleje wraz ze wzrostem ich stezenia.
W przypadku materiatu o najwyzszym stezeniu czgstek (KolChHA S1) stopien pecznienia jest znacz-
nie nizszy w poréwnaniu z materiatem kontrolnym (KolChHA). Wynik ten wskazuje, ze czastki krze-
mionki wptywajg na sztywnos¢ struktury hydrozelu. Ponadto funkcjonalizacja czastek krzemionkowych
umozliwiajgca ich kowalencyjne przytagczenie do sieci polimerowej przyczynia sie do zwiekszania ge-
stosci sieci w materiatach hybrydowych i tym samym powoduje obnizenie SP. W przypadku materia-
téw KolChHA S2 i KolChHA S3 nie zaobserwowano znaczgcej zmiany wtadciwosci pecznienia w po-
réwnaniu z hydrozelem KolChHA. Na Figurze 6 przedstawiony zostat stopien pecznienia w warunkach
fizjologicznych dla otrzymanych materiatow.

Przyktad 3 Kontrolowane zelowanie zolu otrzymanego z mieszaniny biopolimeréw i sfunk-
cjonalizowanych powierzchniowo czgstek krzemionki.

W celu potwierdzenia mozliwosci wykorzystania opracowanych uktadéw hybrydowych jako ma-
teriatdbw wstrzykiwalnych przeprowadzono pomiary reologiczne, ktére poprzez $ledzenie w cza-
sie zmian modutu sprezystosci (G’) pozwolity zweryfikowac przejscie od stanu zolu do Zelu. Warto-
8ci G' zmierzone po 10, 30 i 60 minutach eksperymentu przedstawione na Figurze 8 (eksperyment
prowadzono w temperaturze 37°C, po dodaniu do zolu roztworu genipiny, jak opisano powyzej).
Na poczatku procesu Zelowania (po 10 minutach) wartosci G dla wszystkich materiatéw sg na niskim
poziomie (w zakresie 2-5 Pa) potwierdzajgc ich lepko-sprezysty stan i postaé wstrzykiwang. Warto-
8ci G' znacznie wzrastajg po 30 minutach i osiggajg warto$¢ maksymalng w ciggu 60 minut od rozpo-
czecia procesu sieciowania (tworzenie zelu). Tym samym poréwnanie warto$ci G na poczgtku (zol)
i na konhcu (zel) doswiadczenia reologicznego dowodzi, ze opracowane materiaty mogg petié funkcje
materiatéw wstrzykiwalnych. Jednocze$nie mozna stwierdzi¢, iz obecno$¢ sfunkcjonalizowanych cza-
stek krzemionkowych z powierzchniowymi grupami, ktére umozliwiajg ich wbudowywanie poprzez
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sieciowanie w strukture hydrozelu nie utrudnia procesu tworzenia zelu. Otrzymane dane wykazaty
potencjat iniekcyjny opracowanych materiatéw hybrydowych, co jest szczegdlnie istotne biorgc pod
uwage fatwosci ich implantacji w potencjalnych zastosowaniach w inzynierii tkankowe;j.

Przyktad 4. Wiasciwosci bioaktywne otrzymanych materiatéw hybrydowych.

Biorgc pod uwage potencjalne zastosowanie otrzymanych materiatow hybrydowych jako rusz-
towan w inzynierii tkanki kostnej zbadano ich wiasciwos$ci bioaktywne. W tym celu przeprowadzono eks-
peryment biomineralizacji in vitro w warunkach symulowanego sztucznego osocza (z ang. Simulated
Body Fluid, SBF). Dane literaturowe pokazujg, iz materiaty zdolne do wytwarzania na ich powierzchni
warstwy apatytu w warunkach SBF bedg rowniez ulega¢ biomineralizacji w zywym organizmie zapew-
niajgc tym samym efektywng integracje rusztowania z naturalng koscig. Zdolno$¢ opracowanych ma-
teriatbw do inicjowania procesu nukleacji apatytu zostata zbadana w eksperymencie obejmujgcym
ich 7-dniowg inkubacje w SBF w 37°C. Nastepnie materiaty zostaty poddane badaniom przy uzyciu
dwoch technik: SEM i EDS. Na Figurze 9 przedstawiono uzyskane mikrofotografie SEM, a w Tabeli 5
zestawiono wyznaczony technikg EDS stosunek wapnia do fosforu (Ca/P) dla fazy mineralnej utwo-
rzonej na powierzchni materiatow.

Tabela s

Stosunek Ca/P wyznaczony technikg EDS dla fazy mineralnej utworzonej
na powierzchni materiatéw po 7-dniowej inkubacji w SBF.

Typ materialu Stosunek Ca/P
KolChHA -

KolChHA S1 1.29+0.03
KolChHA S2 1.29 £ 0.08
ColChHA S3 -

Otrzymane wyniki jasno wskazujag, iz sfunkcjonalizowane czastki krzemionkowe nadajg bioaktyw-
nos¢ otrzymanym materiatom hybrydowym KolChHA S1 i KolChHA S2. Tylko w przypadku tych materia-
téw mozna zaobserwowac¢ biomineralizacje objawiajgca sie tworzeniem nowej fazy mineralnej o struktu-
rze i stosunku Ca/P typowych dla apatytu. Dla materiatu kontrolnego (KolChHA), a takze materiatu hy-
brydowego o najnizszym stezeniu czastek (KolChHa S3) nie dochodzi do biomineralizacji. MoZzna zatem
stwierdzi¢, iz materiaty hybrydowe KolChHA S1 i KolChHA S2 posiadajg wtasciwosci bioaktywne.

Przyktad 5 Witasciwosci biologiczne otrzymanych materiatéw hybrydowych.

Zbadano réwniez wiasciwosci biologiczne otrzymanych materiatéw hybrydowych, w tym okre-
Slono biokompatybilnos¢, zdolno$¢ do wspierania adhezji, proliferacji a takze aktywnos¢ fosfatazy
alkalicznej (ALP) dla komérek osteobastycznych MG-63 hodowanych na powierzchni materiatéw.

Na Figurze 10 przedstawiona zostata proliferacja komérek MG-63 po 1, 3 i 7 dniach hodowli
napowierzchni badanych materiatéw (A), aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej (ALP) komoérek MG-63
po 3i 7 dniach hodowli na powierzchni badanych materiatéw.

Wyniki testow na zywotno$é komorek (test Alamar Blue) przeprowadzone po 1, 3 i 7 dnia hodowli
(Figura 10A) wykazaty, iz obecnos¢ trwale zwigzanych z siecig polimerowg sfunkcjonalizowanych cza-
stek krzemionkowych nie obniza biokompatybilno$ci materiatéw hybrydowych a takze ich zdolnoSci
do wspierania proliferacji komoérek MG-63 w poréwnaniu do materiatu kontrolnego KolChHA.

Fosfataza alkaliczna (ALP) jest biatkiem kosciotwérczym bedacym markerem wczesnych eta-
poéw rdznicowania osteoblastow. Biorgc pod uwage funkcje fizjologiczng ALP petni réwniez role
znacznika potwierdzajgcego fenotyp i mineralizacje osteoblastéw. Aktywno$é ALP komérek MG-63
hodowanych na badanych materiatach okreslono w 3 i 7 dniu hodowli, wyniki przedstawiono na Figurze
10B. W przypadku wszystkich materiatdbw hybrydowych jak i materialu kontrolnego zaobserwowano
podobng tendencje, wzrost aktywnosci po 7 dniach eksperymentu. Ponadto poziom ALP zaréwno 3 jak
i 7 dnia hodowli byt istotnie wyzszy w poréwnaniu do aktywnos¢ ALP komérek na ptytce hodowlane;j.

Zbadano réwniez morfologie i adhezje komérek MG-63 po 3 dniach hodowli na powierzchni ma-
teriatdw. W tym celu komorki zostaty utrwalone i obrazowane przy uzyciu techniki SEM. Na Figurze 11
zestawiono mikrofotografie SEM (Fig. 11A) przedstawiajgce morfologie utrwalonych komoérek a takze
wykres przedstawiajgcy ich srednig powierzchnie (oszacowang w oparciu o uzyskane mikrofotografie
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SEM). W oparciu o analize mikrofotografii mozna stwierdzi¢, iz komérki przylegajg dobrze zaréwno
do powierzchni materiatdw hybrydowych jak i hydrozelu kontrolnego. Na wszystkich badanych po-
wierzchniach komorki majg wydtuzone ksztalty, co moze wskazywacé na zwartg i dobrze usieciowang
strukture badanych materiatéw. Oszacowana $rednia powierzchnia komaérek przyjmuje wartosci zbli-
zone dla wszystkich materiatéw, co w sposéb ilosciowy potwierdza, ze morfologia komoérek na bada-
nych materiatach jest podobna. Dane te dowodzg zatem, iz obecnos$¢ sfunkcjonalizowanych czgstek
krzemionkowych nie wptywa niekorzystnie na adhezje komoérek.

Przyktad 6. Degradacja enzymatyczna materiatu hybrydowego

Zbadano proces degradacji w warunkach PBS jak rowniez w obecnosci enzymu — kolagenazy.
Na Figurze 7 przedstawiono zmiany masy materiatébw podczas inkubacji w buforze PBS (Fig. 7A)
i w obecnosci kolagenazy (Fig. 7B). Najwiekszy ubytek masy nastepuje po pierwszym dniu degrada-
cji i dotyczy wszystkich badanych materiatdw. W kolejnych dniach obserwuje sie tylko nieznaczne
wahania masy. W przypadku materiatéw hybrydowych KolChHA S1 i KolChHA S2 przebieg procesu
degradacji przez caty czas trwania eksperymentu jest zblizony do degradacji dla materiatu kontrolnego
KolChHA (roznice sg statystycznie nieistotne). Oznacza to, ze obecnos¢ sfunkcjonalizowanych cza-
stek krzemionkowych przy najwyzszym (S1) i Srednim (S2) stezeniu nie wptywa na szybkosc¢ utraty
masy hydrozelu. Brak znaczgcych réznic w ubytku masy potwierdza rowniez efektywno$¢é wbudowa-
nia sfunkcjonalizowanych czastek krzemionki do sieci polimerowej poniewaz w przeciwnym razie ,wy-
ciekanie” krzemionki z sieci hydrozel owej powinno objawia¢ sie wiekszym spadkiem masy otrzyma-
nych uktadéw hybrydowych. Materiat o najnizszym stezeniu czastek krzemionki (KolChHA S3) przez
prawie caty czas trwania eksperymentu wykazuje relatywnie wiekszg utrate masy w poréwnaniu
z innymi badanymi materiatami. Po zakonczeniu eksperymentu (po 21 dniach) wartosci pozostatej
masy wszystkich materiatéw sg podobne, stopien degradacji probek wynosi od 37 do 48%.

Degradacje enzymatyczng badano przez 144 godziny, na Figurze 7B przedstawiono otrzymane
wyniki. Po 4 godzinach degradacji enzymatycznej ubytek masy wyniost okoto 35-50%. Nastepna,
istotna zmiana nastgpita po 24 godzinach, gdy materiaty utracity okoto 65-80% swojej masy poczat-
kowej. Wydtuzenie inkubacji materiatéw z kolagenazg do 144 godzin nie spowodowato dodatkowych
znaczacych zmian w ich masie. Analizujgc utrate masy wszystkich badanych materiatéw w danym
momencie trwania eksperymentu mozna zauwazy¢é mniejszy stopien degradacji materiatu o najwyz-
szym stezeniu czgstek krzemionki (KolChHA S3). Podobnie jak w przypadku degradacji w warunkach
PBS, nieznaczne réznice w przebiegu degradacji enzymatycznej pomiedzy materialem kontrolnym
(KolChHA) a materiatami hybrydowymi moze wskazywaé na efektywne unieruchomienie sfunkcjonali-
zowanych czgstek krzemionkowych w strukturze hydrozelu.

Whnioski:

W oparciu o przeprowadzone badania mozna wskazaé na nastepujgce nieoczekiwane zalety

otrzymanego materiatu hybrydowego:

a) Stabilnosé strukturalna materialdow hybrydowych przy jednoczesnym zachowaniu
wstrzykiwalnej postaci biopolimerowego zolu. Wykonane badania fizykochemiczne (sto-
pien pecznienia, zwilzalno$¢, degradacja) wykazaty efektywnos¢ wbudowywania sfunkcjona-
lizowanych powierzchniowo czgstek krzemionkowych w sie¢ biopolimerowg. Uzyskano
po raz pierwszy materiat hybrydowy, w ktérym z siecig biopolimerowg matrycy zostaty trwale
zwigzane czagstki krzemionkowe, co w istotny sposéb poprawia wiasciwosci uktadu,
w szczegolnosci eliminuje problem potencjalnej separacji fazowej czastek i ich niekontrolo-
wanej dyfuzji do tkanek w warunkach in vivo. Badania reologiczne potwierdzity, ze opraco-
wane materiaty hybrydowe mozna wytwarzaé w postaci zolu i po dodaniu czynnika sieciuja-
cego, genipiny i inkubacji w temperaturze 37°C przeksztatca¢ w Zel, co jest réwnoznaczne
z mozliwoscig ich zastosowania w postaci wstrzykiwanej w warunkach fizjologicznych. Fakt
ten ma bardzo duze znaczenie biorgc pod uwage potencjat aplikacyjny otrzymanych mate-
riatbw hybrydowych. Opracowane materiaty hybrydowe mogg stuzy¢ jako wstrzykiwalne
rusztowania, ktére po wprowadzeniu do ubytku w tkance w postaci lepkiego zolu bedg Zzelo-
wac tam in situ w warunkach fizjologicznych z szybkos$cig kontrolowang sktadem, w szcze-
golnosci iloscig dodanej genipiny.

b) Bioaktywnosé materiatéw hybrydowych. Badania przeprowadzone w warunkach symulujg-
cych ludzkie osocze (SBF z ang. Simulated Body Fluid) potwierdzity bioaktywnosé materiatow
hybrydowych: uktady KolChHA S1 i KolChHA S2. W oparciu o dane literaturowe mozna ocze-
kiwa¢ wtasciwosci bioaktywnych materiatéw zawierajgcych czastki krzemionkowe posiadajgce
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na swej powierzchni grupy silnolowe S-OH [(1) J. Lewandowska-tancucka, K. Mystek, A. Mi-
gnon, S. Van Vlierberghe, A. Latkiewicz, M. Nowakowska, Alginate-and gelatin-based bioactive
photocross-linkable hybrid materials for bone tissue engineering, Carbohydrate polymers,
(2017), 157, 1714-1722; (2) K. Li, H. Sun, H. Sui, Y. Zhang, H. Liang, X. Wu, Q. Zhao, Composite
mesoporous silica nanoparticle/chitosan nanofibers for bone tissue engineering, RSC Adv. 5
(23) (2015) 17541-17549; (3) L. Keller, A. Regiel-Futyra, M. Gimeno, S. Eap, G. Mendoza,
V. Andreu, Q. Wagner, A. Kyziot, V. Sebastian, G. Stochel, M. Arruebo and N. Benkirane-
-Jessel, Chitosan-based nanocomposites for the repair of bone defects, Nanomedicine 13
(7) (2017) 2231-2240], Nie jest zatem oczywistym, ze takie wtasciwosci bedg posiadaty ma-
teriaty hybrydowe, do ktérych wprowadzono czastki krzemionkowe sfunkcjonalizowane gru-
pami aminowymi. Co wiecej, nalezato sie obawia¢ czy zastgpienie grup silanolowych gru-
pami aminowymi nie ograniczy bioaktywnosci czgstek krzemionkowych.

Zaobserwowano znaczne przyspieszenie procesu biomineralizacji (do 7 dni) w porow-
naniu do prezentowanych uprzednio badan, w ktérych zastosowano niemodyfikowane
czastki krzemionkowe o analogicznym stezeniu. W publikacjach ((1) J. Lewandowska-
tancucka, S. Fiejdasz, L. Rodzik, M. Koziet, M. Nowakowska, Bioactive hydrogel-
-nanosilica hybrid materials: a potential injectable scaffold for bone tissue engineering, Bio-
medical Materials, (2015), 10(1), 015020; (2) J. Lewandowska-tancucka, S. Fiejdasz, t. Ro-
dzik, A. Latkiewicz, M. Nowakowska, Novel hybrid materials for preparation of bone tissue
engineering scaffolds, Journal of Materials Science: Materials in Medicine, (2015), 26(9),
231) zaobserwowano tworzenie fazy mineralnej dopiero po 21 dniach inkubacji w SBF.
Zachowanie biokompatybilnosci, a takze zdolnosci do wspierania adhezji, proliferacji
oraz utrzymania fenotypu komarek osteoblastycznych (MG-63). Przeprowadzone testy bio-
logiczne in vitro wykazaty, iz obecnos¢ trwale zwigzanych z siecig polimerowg sfunkcjonali-
zowanych czgstek krzemionkowych nie obniza biokompatybilno$ci materiatéw hybrydowych
(w poréwnaniu do materiatu kontrolnego KolChHA) a takze ich zdolnosci do wspierania ad-
hezji, proliferacji a takze utrzymania fenotypu komoérek osteoblastycznych (MG-63).

Odnosniki:

1.

2.

3.

R. Mishra, T. Bishop, I. L. Valerio, J. P. Fisher, D. Dean, The potential impact of bone tissue
engineering in the clinic, Regen. Med. 11 (6) (2016) 571-587.

M. Liu, X. Zeng, Ch. Ma, H. Yi, Z. Ali, X. Mou, S. Li, Y. Deng, N. He, Injectable hydrogels
for cartilage and bone tissue engineering, Bone Res. 5 (2017) 17014.

J. Nourmohammadi, F. Roshanfar, M. Farokhi, M. H. Nazarpak, Silk fibroin/kappa-carrageenan
composite scaffolds with enhanced biomimetic mineralization for bone regeneration applications,
Mater. Sci. Eng. C. 76 (2017) 951-958.

H. Tan, K. G. Marra, Injectable, biodegradable hydrogels for tissue engineering applications,
Materials 3 (3) (2010) 1746-1767.

K. Y. Lee, D. J. Mooney, Hydrogels for tissue engineering, Chem. Rev. 101 (7) (2001)
1869-1879.

Zastrzezenia patentowe

Sposoéb otrzymywania hydrozelowego materiatu hybrydowego, znamienny tym, ze obejmu-

je nastepujgce etapy:

a) metodg zol-zel otrzymuje sie czgstki krzemionkowe sfunkcjonalizowane grupami ami-
nowymi,

b) czastki krzemionkowe sfunkcjonalizowane grupami aminowymi otrzymane w etapie a)
zawiesza sie w zolu zawierajgcym mieszanine roztworow kolagenu, chitozanu i kwasu
hialuronowego, korzystnie w stosunku wagowym kolagen : chitozan : kwas hialuronowy
wynoszgcym 50 : 40 : 10, przy czym korzystnie zawarto$¢ sfunkcjonalizowanych czgste-
czek krzemionkowych w zolu wynosi nie mniej niz 1,9 mg/ml zolu, korzystnie od 1,9
do 3,8 mg/ml zolu.

¢) uzyskang w etapie b) zawiesine poddaje sie reakcji sieciowania genipina.
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. Sposoéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w etapie a) prowadzi sie reakcje tetraetoksysi-

lanu z aminopropylotrietoksysilanem w obecnosci wody i etanolu, przy czym reakcje prowa-
dzi sie w nadmiarze tetraetoksysilanu, korzystnie w stosunku objetosciowym tetraetoksysila-
nu : aminopropylotrietoksysilanem wynoszgcym 10 : 1, a nastepnie otrzymany materiat od-
dziela sie, i ewentualnie ptucze oraz poddaje suszeniu otrzymujgc biaty proszek.

. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w etapie b) zol otrzymuje sie poprzez

zmieszanie:

- od 12 do 13 objetosci roztworu kolagenu w kwasie solnym o stezeniu z zakresu od 3,5 do
4,1 mg/ml,

- okolo 4 objetosci roztworu chitozanu o stezeniu 1% wag. w 1% kwasie octowym,

- okoto 1 objetosci roztworu kwasu hialuronowego o stezeniu 1% wag. w 10x buforze fosfora-
nowym PBS.

. Sposoéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w etapie b) otrzymany zol miesza sie z wodng

zawiesing czgstek krzemionkowych sfunkcjonalizowanych grupami aminowymi, korzystnie
w ilosci prowadzacej do uzyskania ich stezenia w zolu wynoszgcego nie mniej niz 1,9 mg/ml,
korzystnie od 1,9 do 3,8 mg/ml zolu.

. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w etapie c) uzyskang w etapie b) zawiesine

miesza sie z roztworem genipiny w 10 x PBS, korzystnie w ilosci prowadzacej do uzyskania
jej stezenia w zawiesinie wynoszgcego nie mniej niz 0,6 mg/ml zawiesiny.

. Hydrozelowy materiat hybrydowy, znamienny tym, ze zawiera hydrozel stanowigcy miesza-

nine kolagenu, chitozanu i kwasu hialuronowego sieciowang geniping wraz z zawieszonymi
W niej czgstkami krzemionkowymi sfunkcjonalizowanymi grupami aminowymi, przy czym za-
warto$¢ sfunkcjonalizowanych czgstek krzemionkowych wynosi nie mniej niz 1,9 mg/ml, ko-
rzystnie od 1,9 do 3,8 mg/ml koncowego zolu, przy czym czastki krzemionkowe sfunkcjonali-
zowane grupami aminowymi sg zwigzane kowalencyjnie z polimerami tworzgcymi hydrozel.

. Hydrozelowy materiat hybrydowy wedtug zastrz. 6, znamienny tym, ze hydrozel stanowi

mieszanine roztworéw kolagenu, chitozanu i kwasu hialuronowego w stosunku wagowym
kolagen : chitozan : kwas hialuronowy wynoszgcym 50 : 40 : 10.

Hydrozelowy materiat hybrydowy wedtug zastrz. 6 lub 7 lub otrzymany sposobem wedtug
zastrz. 1-5 do stosowania w medycynie regeneracyjnej, zwtaszcza w odbudowie tkanki
kostnej.
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