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Streszczenie

Z punktu widzenia materialoznawcy: ko$é to materiat kompozytowy skladajacy si¢ z fazy organicznej i
nicorganicznej. Dokladniej méwige, wagowo okoto 70% kosci to materia nieorganiczna — ztozona ze specyficzngj
substancji krystalicznej zwanej hydroksyapatytem, ktéra jest impregnowana zanieczyszczeniami, oraz macierz
organiczna — ztozona z kolagenu typu I, ré:nych biatek niekolagenowych i komérek kostnych. Kogé ma wyjatkowa
zdolno$¢ do przeksztalcania sig, ktéra trwa przez cale zycie, aby dostosowad wihasciwosci materialu kosei do
stawianych jej wymagan mechanicznych oraz utrzymaé biomechaniczne parametry szkieletu poprzez zapobieganie
gromadzeniu si¢ uszkodzen zmgczeniowych a takze zapewni¢ skfadniki tkanki dostepne dla homeostazy mineralne;.
Jednak w przypadkach, gdy wystepuje duzy defekt kosci spowodowany powaznym urazem lub choroba
ogolnoustrojowa, zlamania patologiczne (jako konsekwencja przerzutéw lub jako cze$é pierwotnego nowotworu
zlosliwego), zakazenia kosci i/lub otaczajacych ja tkanek lub doptyw krwi, ta zdolnos¢ do odpowiedniej przebudowy
zawodzi. Moze to spowodowad trwate uszkodzenia tkanki kostnej , ktére moga prowadzi¢ do utraty jej
funkcjonalnosci u os6b dotknigtych chorobg. Obecnie podstawe leczenia klinicznego duzych ubytkéw kostnych
stanowig autologiczne przeszczepy kostne lub osteogeneza dystrakcyjna. Chociaz zalety biologiczne tych technik sa
liczne, nadal istnieja obawy co do dostepnosci przeszczepdw, wynikajace z ograniczonej ilosci tkanki i zZnacznego
ryzyka zachorowalnosci w miejscu pobrania, wydtuzonego czasu powrotu do zdrowia a takze wysokiego ryzyka
infekcji. W ostatnich dekadach, aby przezwyciezy¢ ograniczenia zwiazane z obecnymi podejéciem medycyny,
inZynieria biomedyczna zaproponowata zbadanie funkcjonalnych alternatyw majacych na celu wsparcie regeneracji
kosci w z krytycznymi defektami. Cel ten mial zostaé osiagniety poprzez produkcje rusztowan tkanki kostnej, ktére
taczg osteokondukgje i integracje, zapewniajg stabilnos¢ mechaniczng i w zaleznosei od potrzeby albo integruja sie
ze strukturg kosci, albo ulegaja roztozeniu i sa wydalane przez organizm.

Inzynieria tkankowa (TE) ma na celu stworzenie zlozonego $rodowiska o zblizonych wilasciwosciach do tych
wystgpujacych in vivo przy uzyciu zaawansowanych materialéow do rekapitulacji niszy tkankowej. Komérki,
trojwymiarowe rusztowania i czynniki sygnalizacyjne s3 trzema gléwnymi i niezbednymi skladnikami TE. Z
biegiem lat materialy i procesy stawaty si¢ coraz bardziej wyrafinowane, umozliwiajac naukowcom precyzyjne
dopasowanie koficowych cech chemicznych, mechanicznych, strukturalnych i biologicznych projektowanych
rusztowan. W pierwszym rozdziale chcialabym oméwi¢ cel, hipoteze, zakres i systematyke niniejszej rozprawy
doktorskiej. W drugim rozdziale zwrécitam uwage na dwie specyficzne klasy polimeréw pochodzenia naturalnego:
biatka widkniste i glikozaminoglikany (GAG). Materialy te s3 bardzo obiecujace dla postepéw w dziedzinie
medycyny regeneracyjnej, poniewaz 1) generalnie przechodza szybka przebudowe in vivo sprzyjajaca
neowaskularyzacji i funkcjonalnej organizacji komérek oraz 2) wywoluja znikomg reakcje immunologiczng
zapobiegajac cigzkiej odpowiedzi zapalnej, co jest niezwykle istotne dla pomyslnej integracji skonstruowanych
rusztowan z tkankg pacjenta. Oméwiono najnowsze osiggnigcia medycyny regeneracyjnej w zakresie uzycia bialek i
GAG, ich zalety i wady oraz biezace wyzwania zwiazane z przeniesieniem obecnie proponowanych rozwigzan na
praktyczne zastosowanie kliniczne. Dokladny przeglad literatury na temat polimeréw pochodzenia naturalnego:
biatek wioknistych i glikozaminoglikanéw (GAG) wykazal, ze hydrozele z metakrylanu zelatyny (GelMA) sg
Jjednym z najbardziej odpowiednich polimeréw majacych zastosowanie w inzynierii tkanek kostnych.

Metakrylan zelatyny (GelMA) to niedrogi, fotosieciowalny, reagujacy na komérki hydrozel, ktory przyciagnat
uwage w szerokim zakresie zastosowan w inzynierii tkankowej. GeIMA dzieki mozliwosci mody fikacii stezenia
polimeru, stopnia metakrylacji i intensywnosci aplikowanego $wiatta UV moze byé dostosowana do rdznych
zastosowan w TE. W trzecim rozdziale rozprawy przedstawilam wplyw stezenia polimeru w rusztowaniach GelMA
na réznicowanie osteogenne. W zwiazku z tym przygotowano rusztowania GelMA o steZeniu 5 i 10% polimeru i
scharakteryzowano je pod wzgledem porowatosci, wielkosci poréw, charakterystyki pecznienia i wiasciwosci
mechanicznych. Nastepnie, w celu ocenienia wplywu stezenia polimeru na wiasciwosci osteogenne komorek
hodowano na rusztowaniach GelMA zanurzonych w odpowiednich pozywkach o wilasciwoéciach osteogennych
szczurze mezenchymalne komérki macierzyste pochodzace ze szpiku kostnego (MSC). Po 7, 14, 21 i 28 dniach
hodowli oceniono zawartos¢ DNA, odktadanie si¢ wapnia i aktywno$é ALP przy pomocy analizy kolorymetryczne;j.
Dodatkowo, w celu oceny odkladania si¢ wapnia uzyto mikrotomografii komputerowej (uCT). Uzyskane dane
sugeruja, ze hydrozele GelMA przygotowane z 5% stezeniem polimeru sprzyjaja jednorodnemu Zwapnieniu
macierzy zewngtrzkomérkowej i sa doskonatym kandydatem do zastosowan w inzynierii tkanki kostnej.



Nastepnie biorac pod uwage wyniki pochodzace z eksperymentéw in vitro, opracowatam koncepcje druku
tréjwymiarowego (3D) nowych rusztowari z metakrylanu Zzelatyny w inzynierii tkanki kostnej, ktére moznaby
zastosowaé na etapie badan klinicznych. Przetozenie technologii z laboratorium do zastosowat klinicznych musi
przebiega¢ zgodnie z pewnymi krokami. Pierwszym krokiem jest opracowanie koncepcji weryfikacji tezy, ktéra
moze byé zastosowana na etapie badan klinicznych. Biorac pod uwage wymagania dobrej praktyki produkeyjnej
(GMP) i potencjalne przefozenie na grunt medyczny, rusztowania BTE (bone tissue engineering) powinny by¢
wytwarzane zgodnie z znormalizowanymi metodami, ktére to powinny by¢ polaczone z oceng po przeszczepie
przy uzyciu powszechnie stosowanych technologii obrazowania medycznego. W rozdziale czwartym
przedstawilam optymalizacje procesu druku 3D rusztowan z GeIMA, ktéry mozna pézniej przetozy¢ na GMP. Co
wiccej, wykazalam, ze po wszczepieniu in vivo, rusztowania z GelMa charakteryzuja sig wysoka
biokompatybilnosciag. W badaniach histologicznym nie zaobserwowatam oznak zwloknienia lub zahamowania
tworzenia sie kosci. Zintegrowane obrazowanie CT-MRI umozliwilo jednoczesne iloiciowe i jakosciowe
monitorowanie zaréwno tworzenia sie nowej kosci, jak i degradacji rusztowania. Podsumowujac, uzyskane
wyniki pokazujg wysoki potencjat rusztowan z GelMA w druku 3D i ich potencjalne zastosowanie w inzynierii
tkanki kostnej. W tym samym badaniu oceniono réwniez rusztowania GelMA, w ktérych komérki MSC zostaly
dodane do hydrozelu podczas drukowania 3D. Uzyskane wyniki wykazaly wysoka zywotno$¢ komoérek oraz duze
zwapnienie tkanki w poréwnaniu z rusztowaniami, do drukowania ktérych uzyto hydrozelu bez komérek. Tym
samym sugerujac, Zze rusztowania z GelMa moga réwniez by¢ wykorzystane do dostarczania komérek. W
koficowym etapie prac, aby uzyska¢ dodatkowe informacje o rusztowaniach poprzez obrazowanie CT, przed
procesem drukowania 3D wprowadzono do hydrozelu GelMa nanoczasteczki zlota (AuNP). Oceniono wptyw
dodatku AuNP na wzmocnienia tlumienia promieniowania rentgenowskiego bez zmiany wlasciwosci
fizykochemicznych drukowanych 3D rusztowan z GelMA.
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