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Streszczenie rozprawy w jezyku polskim:

Wspotczesna inzynieria tkankowa stawia na rozwdj biotuszy spetniajgcych wymagania
biokompatybilnosci i drukowalnosci. Celem rozprawy doktorskiej byto opracowanie
optymalnej kompozycji biotuszu komdérkowego na bazie chitozanu i agarozy, o prostym
mechanizmie zelowania i potencjalnym zastosowaniu w inzynierii tkankowej.
Jednym z aspektéow pracy byta redukcja zawartosci endotoksyn w hydrozelach
chitozanowych przy jednoczesnym zachowaniu ich stabilnych  witasciwosci
fizykochemicznych, takich jak masa czgsteczkowa i lepko$é, co ma kluczowe znaczenie dla
bezpieczenstwa biologicznego. Przeprowadzono analize wtasciwosci fizykochemicznych
i biologicznych chitozanu o réznych masach czgsteczkowych i stopniach deacetylacji,
oceniajac jego aktywnosé przeciwdrobnoustrojowg i cytotoksycznosc. Wyniki wykazaty ze
zmienne te majg niewielki wptyw na wtasciwosci biologiczne, co pozwolito zawezi¢ dalsze
badania do réznych mas czgsteczkowych. Oceniono takze wptyw agarozy jako srodka



zelujgcego, co doprowadzito do opracowania stabilnego hydrozelu, zelujgcego
w temperaturze zblizonej do fizjologicznej, bez potrzeby dodatkowych czynnikdéw
sieciujgcych. Wykazano wysokg drukowalnosc i stabilno$é biotuszu podczas wyttaczania,
a takze pozytywny wplyw kompozycji na cytotoksycznos¢, proliferacje, migracje
oraz przezywalno$¢ fibroblastéw i keratynocytéw. Testy in vivo na modelu CAM
potwierdzity brak negatywnego wptywu na angiogeneze, a badania na myszach wykazaty
zdolnos¢  kompozycji  polimerowych do stymulowania regeneracji tkanek.
Ostateczne wyniki potwierdzity, ze opracowany biotusz ma duzy potencjat w biodruku
oraz medycynie regeneracyjnej.

Streszczenie rozprawy w jezyku angielskim:

Contemporary tissue engineering focuses on the development of bioinks that meet
the requirements of biocompatibility and printability. The aim of the doctoral thesis
was to develop an optimal composition of cellular bioink based on chitosan and agarose,
with a simple gelation mechanism and potential application in tissue engineering.
A key aspect of the work involved reducing endotoxin levels in chitosan hydrogels while
maintaining stable physicochemical properties, such as molecular weight and viscosity,
which are crucial for biological safety. A detailed analysis of the physicochemical
and biological properties of chitosan with varying molecular weights and degrees
of deacetylation was conducted, with an assessment of its antimicrobial activity
and cytotoxicity. The results demonstrated that these variables had a minimal effect
on the biological properties, allowing further studies to focus on different molecular
weights. The impact of agarose as a gelling agent was also evaluated, leading
to the development of a stable hydrogel that gels at a temperature close to physiological
conditions without the need for additional crosslinking agents. High printability
and stability of the bioink during extrusion were demonstrated, along with a positive
impact of the composition on cytotoxicity, proliferation, migration, and survival
of fibroblasts and keratinocytes. In vivo tests using the CAM model confirmed no adverse
effects on angiogenesis, and studies in mice showed the potential of the polymer
compositions to stimulate tissue regeneration. These final results confirmed the bioink's
significant potential for applications in bioprinting and regenerative medicine.
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1 WPROWADZENIE

Rozwdj medycyny regeneracyjnej oraz inzynierii tkankowej to jeden z najbardziej
obiecujacych kierunkdw w poszukiwaniu rozwigzan w zakresie odbudowy uszkodzonych
tkanek i organdéw. Jednym z czynnikow, ktéry znaczaco wptynat na postep w tej dziedzinie,
byto zaadaptowanie do wytwarzania materiatéw sprzyjajgcych regeneracji tkankowej
technologii druku 3D. Dopiero po potaczeniu mozliwosci i wiedzy z zakresu wytwarzania
addytywnego, materiatoznawstwa i hodowli komodrkowej, inzynieria tkankowa
jest w stanie zrewolucjonizowa¢ wspotczesng medycyne [Ng i wsp., 2019;
Murphy i Atala, 2014]. Pomimo zdolnosci ludzkiego organizmu do regeneracji,
w wielu przypadkach np. oparzen skérnych, ze wzgledu na zbyt wolne tempo tego procesu
lub zbyt duzy poziom uszkodzen tkanki, jest to niemozliwe.
Obecnie, gtéwnym rozwigzaniem stosowanym w takich przypadkach s3 przeszczepy.
Jednakze ze wzgledu na znaczne ograniczenie liczby dawcow, sg one rzadko stosowane.
Co wiecej, nawet w przypadku znalezienia dawcy, ryzyko odrzucenia przeszczepu wciaz
pozostaje jednym z najczestszych probleméw. W zwigzku z powyzszym, tworzenie
zfozonych rusztowan przestrzennych, zdolnych do nasladowania wifasciwosci
biologicznych uszkodzonych tkanek oraz zgodnych z systemem immunologicznym
pacjenta wydaje sie by¢ obiecujgcym rozwigzaniem [Wang i wsp., 2024; He i wsp., 2018].
Mozliwos¢ szybkiego prototypowania, personalizacji rusztowania oraz precyzyjnego
osadzania komdrek w materiale sprawia, ze kluczowg technologig inzynierii tkankowej
jest biodruk 3D. Potencjat wykorzystania tej technologii oraz jej mozliwosci sg znacznie
szersze i nie koncentrujg sie tylko na drukowaniu rusztowan zawierajgcych komorki w celu
ich przeszczepiania. Drukowanie sztucznych tkanek, organdw lub narzadéw, organoidow
jako modeli w badaniach farmaceutycznych umozliwitoby testowanie skutecznosci
i bezpieczenstwa nowo opracowywanych i zsyntetyzowanych lekéw. Modele te
umozliwityby prowadzenie badan w celu zrozumienia mechanizméw i procesow
chorobotwdrczych, testowania terapii na miare indywidualnych potrzeb pacjenta,
a przede wszystkim statby sie alternatywa dla modeli zwierzecych [Huang i wsp., 2024;
Gao i wsp., 2021; Kacdarevic i wsp., 2018].

Pomimo duzego potencjatu biodruku 3D w inzynierii tkankowej, istnieje szereg
wyzwan technologicznych jak i naukowych, uniemozliwiajgcych jego praktyczne
zastosowanie. Dostepne na dzien dzisiejszy rozwigzania na rynku gotowych zestawoéw
do biodruku, w tym biodrukarek oraz dedykowanych do nich biotuszéw, nie zawsze
umozliwiajg ich bezpos$rednie zastosowanie w prowadzonych badaniach naukowych,
a tym bardziej w komercyjnym zastosowaniu medycznym. Problem ten wynika czesciowo
z ograniczen technologicznych wielu biodrukarek, w tym wahan temperatury w module
grzewczym oraz cisnienia gazu ttoczacego podczas procesu druku, a takze z braku
mozliwosci wspoétttoczenia sktadnikow biotuszu. Konsekwencjg tych ograniczen
jest opracowywanie przez wielu badaczy wtasnych urzadzen drukujgcych lub modyfikacja
tych dostepnych komercyjnie, w celu dostosowania ich do indywidualnych potrzeb.
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W przypadku biodruku znacznie fatwiejsze jest dostosowanie urzadzenia drukujgcego do
istniejgcego biotuszu, niz modyfikacja biotuszu do pracy urzadzenia. W zwigzku z tym,
kluczowe znaczenie na etapie planowania badan w zakresie biodruku, ma dokonanie
Swiadomego wyboru dotyczacego technologii druku, urzadzenia, biotuszu jak i okreslenie
docelowego zastosowania. Te elementy stanowig nierozerwalny zestaw, w ktérym zmiana
chociazby jednego z nich ma znaczacy wptyw na pozostate. Co wiecej, rozwazenie
powyzszych zmiennych na poczatkowym etapie prac decyduje o potencjalnym sukcesie
projektu badawczego, podkreslajagc zarazem koniecznos¢ holistycznego podejscia
do projektowania i realizacji badan w inzynierii tkankowej [A5].

Mimo znaczacych na przestrzeni ostatnich lat postepdw w zakresie biodruku
i inzynierii tkankowej, istotnym wyzwaniem nadal pozostaje opracowanie metod
umozliwiajgcych produkcje rusztowan o stabilnych wifasciwosciach mechanicznych,
ktore jednoczesnie zapewnig komdrkom wysoka przezywalnos$é w warunkach drukowania
oraz odpowiednie do ich proliferacji i réznicowania warunki w gotowych wydrukach.
W biodruku spetnienie obu tych kryteriow nazywane jest ,oknem biofabrykacji”.
Jest to kompromis pomiedzy uzyskaniem wysokiej przezywalnosci a zapewnieniem
drukowalnosci. W pracach badawczych okno biofabrykacji ma wydzwiek negatywny,
poniewaz na ten moment brak jest jakichkolwiek doniesien literaturowych opisujacych
jednoczesne uzyskanie wysokiej precyzji wydrukéw przy zachowaniu jak najwyzszej
przezywalnosci komoérek [Ouyang i wsp., 2022; Gao i wsp., 2021; Levato i wps., 2020].
Problem wynika z tego, ze wzrost lepkosci biotuszu, cho¢ zwieksza jego drukowalnos¢,
jednoczesnie negatywnie wptywa na przezywalnos¢ komoérek w nim zawartych, co jest
spowodowane  koniecznoscia  stosowania  wyziszego  cisnienia  wyttaczania
[Habib i Khoda, 2022]. W wielu pracach naukowych, przezwyciezenie ,,okna biofabrykac;ji”
to gtéwny cel, na ktédrym skupiajg sie badacze. Z drugiej strony, istnieje szereg tkanek,
miedzy innymi miekkich, takich jak skdra, dla ktérych uzyskanie parametru drukowalnos¢
na najwyzszym poziomie nie jest najwazniejszym kryterium. W kontekscie funkcjonalnosci
rusztowan, to zdolno$¢ komoérek do migracji w rusztowaniu, zdolnos¢ proliferacji
i réznicowania majg kluczowe znaczenie dla finalnej geometrii konstruktu. Bez watpienia,
geometryczna struktura rusztowania stanowi fundament dla samoorganizacji
komdrkowej. Jednakze, z uptywem czasu, od momentu wydrukowania, jej pierwszorzedna
rola zmniejsza sie w miare postepujacej biodegradacji materiatu, co umozliwia stopniowe
zastepowanie wydrukowanej struktury przez naturalng tkanke. Pomimo ze poprawa
drukowalnosci czesto wigze sie z obnizeniem przezywalnosci komérek po wyttoczeniu
biotuszu, wazne jest, aby pamietac, ze komérki zdolne sg do proliferacji po wydruku,
co prowadzi do zwiekszenia ich liczby z czasem. Wytwarzanie addytywne moze indukowac¢
stres komdrkowy, wynikajacy z sit scinajgcych wystepujgcych podczas wyttaczania
biotuszu przez dysze biodrukarki, jak podajg Xu i wspétpracownicy (2022). Inne kluczowe
czynniki wptywajace na przezywalnos¢ komorek obejmujg temperature dyszy, czas druku,
Srednice igly oraz natezenie przeptywu biotuszu [Deptuta i wsp., 2023;
Malekpour i Chen, 2022]. Z wielu prac naukowych wynika, ze poprawa drukowalnosci
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nawet kosztem poczatkowo nizszej zywotnosci komorek moze by¢ uzasadniona, poniewaz
po kilkudniowej inkubacji wydruku w medium hodowlanym obserwuje sie stopniowa
proliferacje i zwiekszong zywotno$é komorek. Najwazniejsze jest zapewnienie komérkom
biozgodnych warunkéw co obejmuje biologicznie bezpieczne, niecytotoksyczne
i bioaktywne rusztowania, ktore sg jednoczesnie przepuszczalne. Ponadto, odpowiednie
medium hodowlane oraz czynniki wspierajgce wzrost i proliferacje komodrek sg niezbedne,
aby umozliwi¢ im adaptacje do nowych warunkéw hodowlanych [A5]. Aby zapewnic
dalszy rozwdéj komorek w funkcjonalng tkanke, badania powinny koncentrowac sie
na szukaniu kompromisu pomiedzy fazg rozwoju komdérek, a degradacjg rusztowania.
Punktem wyjscia powinno by¢ ustalenie sktadu kompozycji stanowiacej baze biotuszu,
z uwzglednieniem w dalszym etapie doborze funkcjonalnych dodatkdw takich jak: czynniki
wzrostu czy peptydy petnigce role sygnalizacyjna, ktorych uwalnianie sie w czasie bedzie
wspierato adhezje, proliferacje i rdzinicowanie komodrek [Alhattab i wsp. 2023;
Cohen i wsp., 2023]. Takie podejscie moze nie tylko zwiekszy¢ przezywalno$¢ komorek
w czasie, ale réwniez przyspieszy¢ ich adaptacje do nowego otoczenia oraz pozwolic¢
na ich integracje z naturalnym S$rodowiskiem, do ktérego docelowo beda wtaczone.
Aby zapewni¢ skuteczng rekonstrukcje lub wymiane narzagdéw kluczowe jest réwniez
pobudzenie unaczynienia, w tym angiogenezy. Stymulowanie indukcji proangiogennych
szlakdw sygnatowych jest niezbedne dla prawidtowej aktywnosci komodrek zawartych
w rusztowaniu [Oropeza i wsp., 2022]. To z kolei pozwala na zintegrowanie
przeszczepionego rusztowania z tkankami biorcy oraz dzieki zachowaniu odpowiedniego
tempa angiogenezy, prawidtowego ukrwienia i dotlenienia zregenerowanej tkanki
[Saberianpour i wsp., 2018].

Podsumowanie podstawowych wymagan stawianych biotuszom juz na pierwszych
etapach ich projektowania, z uwzglednieniem podziatu na aspekty biologiczne
i fizykochemiczne, zostato przedstawione na Rysunku 1.
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Rysunek 1. Przeglad kluczowych wtasciwosci biotuszéw z uwzglednieniem
parametréw fizykochemicznych i biologicznych, ktére maja kluczowe znaczenie przy
projektowaniu biotuszéw w kontekscie inzynierii tkankowej i medycyny regeneracyjnej
[opracowano za pomocg narzedzia Biorender.com].

Gtéwny nurt badawczy zwigzany z projektowaniem funkcjonalnych materiatéw
dedykowanych biodrukowi skoncentrowany jest na wykorzystaniu hydrozeli tworzonych
na bazie surowcéw polimerowych, zwfaszcza tych pochodzenia naturalnego.
Podobnie do tkanek skfadajg sie one gtdwnie z wody, przez co zdolne sg do nasladowania
naturalnej macierzy zewnatrzkomérkowej [Fang i wsp., 2023; Das i Basu, 2019].
Podstawowym ograniczeniem wiekszosci komercyjnie dostepnych  biotuszow,
jest spetnienie tylko podstawowych wymagan, takich jak biokompatybilnos¢ oraz
zapewnienie przezywalnosci komérek po wydrukowaniu. Dalsze aspekty, przyktadowo
réznicowanie komdrek w czasie jest pomijane. Takie podejscie spowodowato, ze obecnie
na rynku dostepnych jest wiele uniwersalnych biotuszéw [Vijayavenkataraman, 2023]
producentéw takich jak Cellink i Allevi. Ich produkty, oparte gtdwnie na naturalnych
polimerach, s rekomendowane do szerokiego zastosowania w roéznych dziedzinach
inzynierii tkankowej, w tym w tworzeniu modeli réznych organdw, dzieki ich zdolnosci
do wspierania wzrostu i réznicowania wielu typéw komorek. Inne podejscie stosuje firma
Organovo, ktdéra oferuje swoim partnerom spersonalizowane ukfady. W ramach
wspotpracy z takimi firmami jak Merck czy L’Oréal wytwarzane sg modele m.in. tkanki
skornej w celu prowadzenia badan przesiewowych lekéw oraz kosmetykéw [Choudhury
i wsp., 2018]. Analiza danych literaturowych oraz przeglad komercyjnie dostepnych
biotuszéw wskazujg na najczestsze zastosowanie polimerdw takich jak: alginian, zelatyna
oraz kolagen, z czego dwa ostatnie sg przewaznie modyfikowane chemicznie do formy
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metakrylowanej. Powszechne stosowanie wyzej wymienionych polimeréw zaréwno
w pracach badawczych jak i dostepnych komercyjnie biotuszach wynika
z juz opracowanych, dobrze poznanych i efektywnych metod sieciowania.
W przypadku alginianu proces sieciowania polega na tworzeniu mostkéw
wapniowo-karboksylowych miedzy grupami karboksylowymi wystepujacymi w alginianie
a jonami wapnia, ktére dodawane s3 najczesciej w formie roztworu chlorku wapnia
wraz z przyrostem kolejnych warstw wydruku (Rys. 2A). W przypadku metakrylowanej
zelatyny lub kolagenu sieciowanie indukowane jest pod wptywem promieniowania UV,
co skutkuje utworzeniem trwatych wigzan kowalencyjnych miedzy grupami
metakrylowymi (Rys. 2B) [A5].
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Rysunek 2. Schemat sieciowania A) alginianu za pomocg jondw wapnia
oraz B) modyfikowanej zelatyny/kolagenu do metakrylowanych pochodnych
z wykorzystaniem inicjatora i Swiatfa UV
[opracowano za pomocg narzedzia Biorender.com]

W praktyce wybor metody sieciowania jest silnie uzalezniony od tego,
czy punktem wyijscia jest biodrukarka, czy biotusz o okreslonym sktadzie. W przypadku
niektdrych biodrukarek istnieje mozliwos¢ zastosowania réznych metod sieciowania,
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co daje wiekszg elastycznos¢ w projektowaniu biotuszéw. Ostateczny wybor moze by¢
determinowany przez okreslong specyfikacje urzadzenia, wynikajagca miedzy innymi
z obecnosci termostatowanego elementu umozliwiajgcego kontrolowanie temperatury
miejsca, w ktdrym umiejscowiony jest biotusz tzw. kartidz, czy stotu roboczego lub zrédfa
Swiatta UV. Mniejszg elastyczno$¢ w wyborze metody sieciowania oferuje z kolei sam
biotusz o okreslonym sktadzie. To wtasnie polimery uzyte do przygotowania bazy biotuszu,
majg gtowny wptyw na koniecznos¢ zastosowania okreslonej metody sieciowania.
To podkresla, jak kluczowg role odgrywa decyzja dotyczaca wyboru zaréwno biotuszu,
jak i biodrukarki na wczesnym etapie projektu [A5].

Kolejnym rozwigzaniem stosowanym przez badaczy w projektowaniu biotuszy,
jest tworzenie wielosktadnikowych uktadéw, czyli sktadajgcych sie z wiecej niz jednego
polimeru. Takie podejscie pozwala na wykorzystanie pozadanych cech wszystkich
wykorzystanych surowcéw w docelowym materiale, czesto z towarzyszagcym efektem
synergii. Jednakze podczas projektowania kompozycji polimerowych konieczne jest
doktadne wykluczenie potencjalnie niepozadanych interakcji miedzy sktadnikami, ktore
mogq ogranicza¢ stabilno$¢ materiatu oraz jego kompatybilnos¢ z warunkami
fizjologicznymi. Na przyktad chitozan otrzymywany metoda rozpuszczania w kwasnym
srodowisku, réznym od fizjologicznego pH, wykazuje wtasciwosci, ktére moga prowadzi¢
do niekorzystnych interakgji, takich jak zahamowanie procesu zelowania agarozy, co jest
krytyczne dla wfasciwego uformowania struktury biotuszu po wyttoczeniu.
Dlatego alternatywne techniki, jak metoda rozpuszczania chitozanu poprzez saturacje,
pozwalajg na wyeliminowanie tego efektu i uzyskanie materiatu o wifasciwosciach
synergicznych, w ktorym chitozan i agaroza zachowujg pozgdane wtasciwosci [A3].

Chociaz chityna jest drugim co do powszechnosci wystepowania polimerem,
to wiele badan skupia sie na wykorzystywaniu jej zdeacetylowanej pochodnej, czyli
chitozanu. Jest to polikationowy polimer, ktéry sktada sie z D-glukozaminy (70-90%)
i potgczonych z nig wigzaniem B-1,4-glikozydowm podjednostek N-acetylo-D-glukozaminy
(10-30%). To wtasnie stopien deacetylacji, czyli udziat jednostek D-glukozaminy
do N-acetylo-D-glukozaminy determinuje gtdéwnie rozpuszczalnos¢ chitozanu
w rozcienczonych roztworach kwaséw organicznych. Wraz ze wzrostem stopnia
deacetylacji, czyli liczby wolnych grup aminowych w strukturze chitozanu, zwieksza sie
jego rozpuszczalnos¢ [Weillpflog i wsp., 2021]. Wtasciwos¢ ta jest kluczowa, poniewaz
rozpuszczalno$¢ polimeru ma bezposredni wptyw na mozliwosci otrzymywania
materiatdow hydrozelowych. Wartos¢ pH roztwordw chitozanu otrzymywanych
klasycznymi metodami rozpuszczania tego polimeru w roztworach kwasu np. mlekowego
lub octowego, stanowi powazne ograniczenie z punktu widzenia biozgodnosci.
Zastosowanie hydrozeli o pH nizszym niz 7 wywotuje efekt cytotoksyczny wzgledem
komodrek i na wstepie wyklucza ich zastosowanie w biodruku. Jednakze obecnos¢ grup
aminowych oraz hydroksylowych w strukturze chitozanu umozliwia jego modyfikacje.
Wielu badaczy wykorzystuje te mozliwos¢, modyfikujgc chitozan do jego pochodnych,
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miedzy innymi do hydroksypropylo-chitozanu [Liu i wsp., 2021] lub karboksymetylo-
chitozanu (Rys. 3) [Butler i wsp., 2021; Gu i wsp., 2017].

Rysunek 3. Struktury chemiczne chitozanu oraz jego pochodnych
[opracowano za pomoca narzedzia Biorender.com]

Powyzsze modyfikacje, umozliwiajg poprawe rozpuszczalnosci chitozanu w wodzie
i tym samym mozliwos¢ otrzymywania roztworéw tego polimeru, gdy wartos¢ pH zblizona
jest do 7. Przyktadem innego rozwigzania rozszerzajacego aplikacyjnos¢ chitozanu
w branzy medycznej i kosmetycznej jest metoda opracowana przez Gorczyce
i wspotpracownikéw w Politechnice Gdanskiej. Metoda ta polega na otrzymywaniu
mikrokrystalicznej formy chitozanu z jego kwasnego roztworu w wyniku strgcenia
roztworem wodorotlenku sodu, a nastepnie ponownemu rozpuszczeniu doktadnie
wyptukanego osadu zawieszonego w odpowiedniej ilosci wody saturowanej ditlenkiem
wegla przy jednoczesnym wspomaganiu mieszaniem mechanicznym. W ten sposob
mozliwe jest uzyskanie roztworu chitozanu, ktérego warto$é pH wynosi okoto 6,8.
Wykazano, ze taka forma roztworu chitozanu jest niecytotoksyczna dla komorek,
co umozliwia zastosowanie go takze w inzynierii tkankowej [Gorczyca i wsp., 2014].
Pozostate wtasciwosci chitozanu, ktére sprawiajg, ze ma on potencjalne zastosowanie
w biodruku i inzynierii tkankowej, to biodegradowalnos¢, biokompatybilnos¢ oraz
wiasciwosci  przeciwdrobnoustrojowe wynikajagce z obecnosci grup aminowych.
Nadanie biomateriatom wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych stanowi kluczowy
postulat ze strony Srodowiska medycznego, odpowiadajac na pilng potrzebe minimalizacji
ryzyka zakazen szpitalnych i tym samym wspierajac bezpieczeristwo pacjentéw oraz
efektywnos$¢ procedur terapeutycznych [Ke i wsp., 2021]. Liczne badania wykazaty,
ze chitozan wspiera proces gojenia sie ran na poszczegdlnych etapach regeneracji
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tkankowej, takich jak inicjacja adhezji i agregacji ptytek krwi oraz stymulacja proliferacji
fibroblastéw [Feng i wsp., 2021]. Jednak gtdwnym wyzwaniem, ktére nalezy rozwigzac
przy zastosowaniu chitozanu jako hydrozelu w biodruku, jest jego staba drukowalnos¢
oraz ograniczone wiasciwosci mechaniczne [Sadeghianmaryan i wsp., 2020].

Decydujac sie na opracowanie biotuszu na bazie chitozanu, konieczne jest
wytypowanie innego polimeru, ktéry bedzie cechowac sie dobrg drukowalnoscia,
a wydruki na jego bazie bedg miaty dobre wtasciwosci mechaniczne. Inne polimery
pochodzenia naturalnego takie jak: alginian sodu, zelatyna, kolagen, celuloza, karagen
mogaq tworzyc¢ stabilne materiaty hydrozelowe, ale wymagaja do tego celu zastosowania
czynnika sieciujgcego lub modyfikacji chemicznej w celu zapewnienia szybkiej przemiany
fazowej zol-zel. Wyjatek stanowi agaroza, ktorej szybkie zelowanie silnie zalezy
od temperatury jej roztwordw [A5].

Agaroza otrzymywana jest z agaru w procesie ekstrakcji agaropektyny. Jest to
liniowy polimer sktadajacy sie z naprzemiennie utozonych podjednostek D-galaktozy i 3,6-
anhydro-L-galaktopyranozy potgczonych wigzaniami glikozydowymi a-(1->3) i B-(1->4)
[Salati i wsp., 2020]. Agaroza jest biologicznie obojetnym polimerem, niewywotujgcym
efektu cytotoksycznego, ale takze nieposiadajgcym zadnych wfasciwosci biologicznych,
takich jak promowanie adhezji komdrek [Seow i wsp., 2019]. Z perspektywy wymagan
stawianych materiatom stosowanym w biodruku, kluczowe kryteria obejmuja jej
drukowalnos¢, zdolno$é do formowania stabilnych rusztowan oraz brak cytotoksycznego
wptywu na komorki. Te wiasciwosci czynig agaroze optymalnym komponentem
strukturalnym w biodruku, umozliwiajgcym tworzenie trwatych, tréjwymiarowych
rusztowan komorkowych.

Proces zelowania agarozy przebiega w trzech etapach, czyli indukgcji, zelowania
oraz osiggniecia pseudoréwnowagi. W fazie pierwszej dochodzi do inicjacji formowania
struktury helikalnej na skutek utworzonych wigzan wodorowych oraz oddziatywan
elektrostatycznych pomiedzy czasteczkami agarozy, ktore w dalszych etapach zelowania
powodujg taczenie sie struktur helikalnych i tym samym tworzenie struktury zelowej.
Ostatecznie, w stanie pseudoréwnowagi, sie¢ ta stabilizuje sie, zachowujgc strukture
dzieki trwatym interakcjom molekularnym [Zarrintaji wsp., 2018]. Jedna z unikalnych cech
agarozy, szczegolnie cenng w biodruku, jest jej zdolnos$¢ do zelowania w temperaturze
bliskiej fizjologicznej, co pozwala na tworzenie stabilnych struktur bez ryzyka uszkodzenia
komodrek. Dodatkowo, proces odwrotny, czyli topnienie, zachodzi dopiero w znacznie
wyzszej temperaturze, przekraczajacej 85°C [Ghebremedhin i wsp., 2021]. Taka rdznica
w temperaturach zelowania i topnienia zapewnia materiatowi wyjgtkowga stabilnosc¢
termiczng, co jest kluczowe w projektowaniu rusztowan komoérkowych o wysokiej precyzji
i trwatosci. Zastosowanie tego rozwigzania pozwala wyeliminowa¢ koniecznos$¢
stosowania dodatkowych zwigzkdéw sieciujacych lub zelujgcych.

Jednakze, aby zapewni¢ komorkom odpowiednie warunki do proliferacji
i réznicowania konieczne jest zagwarantowanie im zarowno prawidtowego srodowiska
biologicznego jak i strukturalnego. Jednym z ograniczen agarozy jest brak mozliwosci

24



formowania zeli przy pH 3,5 [Toyama i wps., 2011]. Przyktadowo, uktady oparte
na chitozanie rozpuszczonym w kwasach organicznych, takich jak octowy, mlekowy czy
hydroksyoctowy, znaczgco ograniczajg mozliwo$¢ tworzenia stabilnych zeli w pofaczeniu
z agaroza. W kwasnym S$rodowisku dochodzi bowiem do zaktdcenia interakcji miedzy
polimerami, co uniemozliwia uzyskanie jednorodnej i trwatej struktury zelowej.
W zwigzku z tym, zastosowanie kwaséw do rozpuszczania chitozanu stanowi bariere dla
tworzenia kompozycji chitozanowo-agarozowych o optymalnych wtasciwosciach
mechanicznych i strukturalnych. Natomiast roztwér chitozanu o pH 6,8, przygotowany
metodq saturacji dwutlenkiem wegla, tworzy z agarozg stabilne uktady, ktére wykazuja
znaczny potencjat jako rusztowania komérkowe.

Gtéwnym utrudnieniem napotykanym w trakcie drukowania materiatami
hydrozelowymi, charakteryzujgcymi sie przejsciem fazowym pod wptywem obnizenia
temperatury, moze by¢ ich przedwczesne zelowanie, powodujgce zatykanie dyszy
i przewoddéw urzadzenia. Problem ten jest czesto spotykany, gdy temperatura dyszy
drukujacej jest zblizona do temperatury przejscia zol-zel i jednoczes$nie system ogrzewania
biotuszu i utrzymania temperatury w martwej przestrzeni biodrukarki nie pozwala na
utrzymanie odpowiednich warunkow termicznych. W biodruku kluczowe jest utrzymanie
stabilnych warunkdéw termicznych, poniewaz nawet niewielki wzrost temperatury moze
obnizy¢ zywotnos¢ komadrek, natomiast zbyt niska temperatura sprzyja przedwczesnemu
zelowaniu kompozycji polimerowej, uniemozliwiajagc jej precyzyjne wyttoczenie.
Wynika to z tego, ze wahania temperatury, rzedu jednego stopnia wptywajg
na charakterystyke ptyniecia biotuszu, co przektada sie na spadek jakosci procesu
drukowania. Problem z utrzymaniem Scisle okreslonej temperatury w biodrukarce i tym
samym biotuszu, jest konsekwencjg wad konstrukcyjnych biodrukarek, ktére wyposazone
zostaty w systemy ogrzewania, jednakze nie s3 one na tyle wydajne, aby zapobiec
ewentualnym wahaniom temperatury [A5].

Aby w petni zrozumie¢ specyfike procesu biodruku i wtasciwie wybraé
odpowiednie parametry dla konkretnych uktaddéw i potrzeb, warto przyjrze¢ sie
stosowanym technikom oraz ich unikalnym wymaganiom i ograniczeniom.
Podziat biodruku obejmuje zazwyczaj nastepujace techniki: biodruk atramentowy,
stereolitograficzny, wspomagany laserem oraz ekstruzyjny, z czego ta ostatnia metoda,
oparta na wyciskaniu materiatu przez dysze, jest najczesciej stosowana do hydrozeli.
Kazda z technik druku ma swoje wady i zalety oraz dedykowana jest do innych rozwigzan
materiatowych, roznigcych sie  wfasciwosciami  reologicznymi i sposobem
utwardzania/sieciowania [Deptuta i wsp., 2023]. Dla przyktadu, gtéwnym czynnikiem
determinujgcym wyboér pomiedzy drukiem atramentowym a ekstruzyjnym, jest lepkosc¢
biotuszu. Pierwsza metoda dedykowana jest do ptynéw o lepkosci w zakresie 3-30 mPa-s™
[Li i wsp., 2020], z kolei biodruk ekstruzyjny do roztworéw o lepkosci do 6 x 10’ mPa-s™!
[Ramesh i wsp., 2020]. Obie powyzisze metody oferujg szeroki zakres mozliwych
do zastosowania sposobow utwardzania/sieciowania. Dodatkowo, ze wzgledu na postepy
jakie odniesiono w zakresie druku ekstruzyjnego, takie parametry jak rozdzielczo$¢ druku
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oraz przezywalno$¢ komorek przestaty byé juz ich ograniczeniem [A5]. Kolejne dwie,
bardziej zaawansowane techniki to biodruk stereolitograficzny skupiajacy sie
na zastosowaniu fotopolimerowych zywic z fotoinicjatorem, ktére ulegajg utwardzeniu
pod wptywem Swiatta ultrafioletowego [Yang i wsp., 2020] oraz biodruk wspomagany
laserem polegajacy na precyzyjnym osadzaniu zywych komdrek poprzez wykorzystanie
impulséw laserowych do przenoszenia materiatu z nosnika donora na docelowe podtoze
[Agarwal i wsp., 2023]. Pomimo wysokiej precyzji obu wspomnianych technik,
ich zastosowanie ze wzgledu na problem utrzymania wysokiej przezywalnosci komaérek
jest utrudnione. Wymagania, ktére nalezy spetni¢ stosujac stereolitografie
lub biodruk wspomagany laserowo to koniecznos¢ stosowania niecytotoksycznych
fotoinicjatoréw, optymalizacja czasu naswietlania Swiattem UV lub lasera, ktore
przy nieodpowiednich parametrach mogtyby wptywa¢ negatywnie na komorki
oraz konieczno$¢ stosowania dodatkowych warstw ochronnych [A5].

Podsumowujac, biodruk reprezentuje nowatorska i intensywnie rozwijajaca sie
dziedzine o znaczacym potencjale wdrozeniowym, zwtaszcza w kontekscie medycyny
regeneracyjnej oraz inzynierii tkankowej. Pomimo licznych osiggnie¢, kluczowe elementy
technologiczne wymagajg dalszych usprawnien, aby umozliwi¢ petne wykorzystanie
tej metody w skali przemystowej. Rozwdj technologii addytywnego wytwarzania
i integracja polimeréw naturalnych stawiajg przed naukowcami wyzwania, ktdrych
przezwyciezenie jest warunkiem koniecznym dla szerokiej adaptacji tej technologii.
Kontynuacja prac badawczych bedzie miata decydujacy wptyw na przysztos¢ biodruku,
prowadzac do stworzenia biomateriatdw na masowa skale, co otworzy nowe mozliwosci
w medycynie, czyli od modeli badawczych, przez nowe struktury tkankowe i organoidy,
az po catkowicie funkcjonalne narzady.

2 TEZA, CELE | ZAKRES PRAC BADAWCZYCH

Problem badawczy w przedstawionej rozprawie doktorskiej koncentruje sie
na opracowaniu i charakterystyce innowacyjnego ukfadu hydrozelowego bazujacego
na polimerach naturalnych takich jak chitozan i agaroza. Wytypowane polimery maja
stanowic¢ baze biotuszu, posiadajacego zastosowanie w inzynierii tkankowej. Ten projekt
badawczy wyrdznia sie unikalnym potaczeniem chitozanu z agarozg bez koniecznosci
stosowania dodatkowych modyfikacji chemicznych polimeréw oraz czynnikéw
sieciujgcych lub Zelujacych. Jest to nowe podejscie zarowno w dziedzinie inzynierii
tkankowej, jak i biodruku, gdyz w literaturze naukowej brakuje badan dotyczgcych
hydrozeli opartych na agarozie i niemodyfikowanym chitozanie, ktére mogtyby stanowié
baze dla biotuszy komdrkowych. Dzieki zastosowaniu innowacyjnej metody saturacji
dwutlenkiem wegla mozliwe jest przezwyciezenie tego ograniczenia i tym samym
uzyskanie stabilnego hydrozelu chitozanowo-agarozowego, ktdry zeluje pod wptywem
zmiany temperatury. Innowacyjny charakter prowadzonych badan podkresla dodatkowo
fakt, ze oprdcz opracowywania bazy biotuszu, prace ukierunkowane zostaty réwniez
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na dostosowaniu specyfikacji technicznych drukarki 3D, aby uzyska¢ petna
kompatybilnos¢ z nowym materiatem.

Potwierdzeniem innowacyjnosci i potencjatu aplikacyjnego badan realizowanych
w ramach pracy doktorskiej jest zgtoszenie do ochrony patentowej rozwigzania
dotyczacego sktadu, zastosowania oraz sposobu wytwarzania kompozycji chitozanowo-
agarozowej jako gtéwnego sktadnika uniwersalnego biotuszu (P.443403 i EP.23460040).
Zgtoszenie patentowe nie tylko chroni nowatorskie podejscie do produkcji bazy
biotuszowej, ale réwniez podkresla potencjat komercyjny i naukowy wynikajacy
z mozliwosci jego zastosowania zarowno w medycynie i jak i w pracach badawczych.

Celem naukowym niniejszej pracy byt dobdr polimeréw stanowigcych baze
biotuszu oraz opracowanie metodologii ich utwardzania podczas wytwarzania
addytywnego. Ponadto, prace badawcze zostaty ukierunkowane na okreslenie
podstawowych wtasciwosci fizykochemicznych i biologicznych wytypowanych polimerow
oraz ich kompozycji, a takze parametréw reologicznych kluczowych dla potwierdzenia
drukowalnosci uktadu oraz jego bezpieczenstwa biologicznego.

Celem aplikacyjnym o potencjale wdrozeniowym byto wytworzenie rusztowania
komdrkowego mozliwego do zastosowania w inzynierii tkankowej, ktére zapewni
komdrkom odpowiednie warunki do proliferacji i réznicowania.

Oczekiwanym efektem koncowym przeprowadzonych prac badawczych
byto stworzenie innowacyjnego biotuszu z wykorzystaniem polimerow pochodzenia
naturalnego i prostej metody utwardzania roztworu hydrozelowego opartej na przejsciu
zol-zel pod wptywem temperatury, bliskiej tej fizjologicznej. Jednym z zatozen projektu
byto zastosowanie polimerdw bez koniecznosci ich modyfikacji chemicznej oraz
stosowania dodatku czynnikdw sprzegajgcych. Uzyskane wyniki miaty nie tylko
potwierdzi¢ potencjat aplikacyjny kompozycji chitozanowo-agarozowej, ale réwniez
mozliwos$¢ jej dalszej optymalizacji, zwtaszcza w kontekscie ukierunkowywania proliferacji
i réznicowania komérek w funkcjonalne i rézne tkanki poprzez dodanie czynnikoéw wzrostu
i bioaktywnych peptydow.

Przedstawiony projekt badawczy wpisuje sie w nowoczesne standardy inzynierii
tkankowej proponujac nie tylko rozwigzanie istotnego problemu medycznego, ale réwniez
otwierajgc nowe perspektywy dla przysztych badan naukowych i zastosowan w medycynie
regeneracyjnej oraz w badaniach farmaceutycznych i biologicznych.
Potwierdzenie aplikacyjnego potencjatu prowadzonych badan oraz dalsze prace
prowadzone nad optymalizacjg opracowanego ukfadu chitozanowo-agarozowego moga
przynie$¢ pozytywne efekty dla rozwoju nauki, umacniajac role biodruku jako kluczowej
technologii inzynierii tkankowe;.
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Zakres prac przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskie;j:

Przeglad literatury i wytypowanie polimeréw stanowigcych podstawe
opracowywanej bazy biotuszu jak rowniez okres$lenie stosowanej metody
sieciowania [A5].

Opracowanie metody usuwania endotoksyn z chitozanu w przypadku zagrozenia
ich zbyt wysokiego stezenia w surowcu [A1].

Ocena witasciwosci fizykochemicznych i biologicznych chitozanu [A2].

Ocena mozliwosci zastosowania chitozanu w ukfadzie z agarozg jako srodka
zelujgcego oraz okreslenie wptywu dodatku agarozy na witasciwosci
fizykochemiczne i biologiczne chitozanu oraz uktadu chitozan-agaroza [A3].
Ocena mozliwosci zastosowania kompozycji chitozanowo-agarozowej w biodruku
oraz jej aktywnosci biologicznej, obejmujacej biozgodnos¢, wptyw na proliferacje
i migracje komorek in vivo oraz regeneracje tkanek in vitro [A4].

Zakres prac przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej zostat

schematycznie przedstawiony na Rysunku 4. Podzielono go na cztery gtdwne bloki

badawcze. Realizacja zadan w ramach blokéw drugiego i trzeciego odbywata sie

réwnolegle, co wynikato z koniecznosci zapewnienia, ze opracowany biotusz tgczy w sobie

optymalne wtasciwosci fizykochemiczne oraz biologiczne.

Rysunek 4. Zarys struktury podziatu prac badawczych w ramach rozprawy doktorskiej,

z uwzglednieniem kluczowych etapéw badawczych
[opracowano za pomoca harzedzia Biorender.com]
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3 REZULTATY BADAN

3.1 [Al] Innowacyjna metoda usuwania endotoksyn z hydrozelu
chitozanowego jako potencjalnego sktadnika biotuszu otrzymywanego
przez nasycenie dwutlenkiem wegla.

Nadrzednym wymogiem stawianym surowcom wykorzystywanym w inzynierii
tkankowej jest zapewnienie bezpieczenstwa biologicznego materiatu.
Zastosowanie surowcow w sektorze medycznym wymaga bowiem spetnienia
rygorystycznych  miedzynarodowych i krajowych regulacji farmaceutycznych
[Sikora i wsp., 2021]. W literaturze naukowej czesto podkresla sie prostote i dostepnosc
surowcow odpadowych, co moze sugerowaC ich fatwe wdrozenie w praktyce
przemystowej. Jest to jednak nadmierne uproszczenie, pomijajgce ztozone wymagania
regulacyjne  dotyczace  bezpieczedstwa i jakosci  wyrobdéw  medycznych.
Surowce pochodzenia zwierzecego, w tym morskiego, nie mogg by¢ traktowane jako
odpady w kontekscie produkcji biomateriatow medycznych. Zgodnie z Rozporzadzeniem
(WE) nr 1069/2009 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 21 pazdziernika 2009 r.,
w wersji skonsolidowanej z dnia 14 grudnia 2019 r., produkty uboczne pochodzenia
zwierzecego sg klasyfikowane w trzech kategoriach pod wzgledem ryzyka dla zdrowia
ludzi i zwierzat. W zwigzku z tym, w kontekscie medycznym kluczowe jest ich prawidtowe
zakwalifikowanie. Tylko materiaty nalezgce do kategorii trzeciej mogg by¢ uzywane
w produkcji wyrobéw medycznych, farmaceutycznych i kosmetycznych, pod warunkiem
eliminacji  ryzyka  sanitarnego  poprzez  odpowiednie ich  przetworzenie.
Natomiast materiaty kategorii pierwszej, stanowigce najwyzsze ryzyko, s3 wykluczone
z takiego zastosowania. Hatadyj (2019) podkresla, ze istotne jest rozréznienie pojec
odpadu i pétproduktu. Otdz, odpady to substancje lub przedmioty, ktérych posiadacz
pozbywa sie lub jest zobowigzany sie pozbyé¢, zgodnie z Dyrektywg 2008/98/WE
Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 19 listopada 2008 r., ktérej aktualna wersja
skonsolidowana obowigzuje od 18 lutego 2024 r. Z kolei pdtprodukty to materiaty,
ktore po przetworzeniu moga by¢ uzyte w dalszej produkc;ji, np. wyrobéw medycznych.
W zwigzku z powyzszym surowce pochodzenia zwierzecego stosowane w medycynie
powinny byc¢ traktowane jako pétprodukty, ktére ponadto, muszg spetnia¢ rygorystyczne
wymagania dotyczace ich odpowiedniego przetworzenia i oczyszczenia. Procesy te musza
skutecznie eliminowa¢ potencjalne zagrozenia biologiczne, w tym wirusy, bakterie
i priony, co wymaga zaawansowanych technologii i doktadnej walidacji.
Witasnie dlatego Rozporzadzenie Komisji (UE) nr 722/2012 z dnia 8 sierpnia 2012 r.
naktada dodatkowe wymogi dla wyrobow medycznych wykorzystujgcych tkanki
pochodzenia zwierzecego, podkreslajgc koniecznosé¢ minimalizacji ryzyka przeniesienia
patogendw. Ponadto, nie tylko wyroby medyczne, ale i surowce oraz materiaty do nich
uzyte muszg by¢ kontrolowane zgodnie z aktualnymi normami, takimi jak ISO 10993
dotyczacg oceny biologicznej wyrobow medycznych. Normy te obejmujg
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m.in. ocene biokompatybilnosci, toksycznosci i ich pirogennosci. Przeprowadzenie takich
testow gwarantuje, ze surowce spetfniajg rygorystyczne standardy bezpieczenstwa
wymagane w medycynie. Ponadto, wyroby medyczne oraz materiaty i surowce
wykorzystywane do ich produkcji podlegaja szeregowi innych, szczegétowych regulacji,
majacych na celu zapewnienie bezpieczenstwa pacjentow oraz spetnienie
rygorystycznych  norm  rynkowych. Jednym z  kluczowych  dokumentow
jest Rozporzadzenie w sprawie wyrobéw medycznych (UE) 2017/745 MDR (Medical
Devices Regulation), ktére obowigzuje od maja 2021 roku i naktada na producentéw
obowigzek spetnienia zaostrzonych wymogoéw dotyczacych ich jakosci i bezpieczenstwa.
W szczegdlnosci MDR wymaga, aby materiaty stosowane w produkcji, w tym pochodzenia
zwierzecego, byly poddawane doktadnej analizie ryzyka oraz szczegdtowej ocenie
biokompatybilnosci, co komplikuje proces wprowadzania tych surowcow
do biomateriatow. Wymég petnej identyfikowalnosci wyrobow i ich sktadnikéw obejmuje
rowniez surowce pochodzenia zwierzecego, dla ktérych MDR wymaga najwyzsze] jakosci
i potwierdzonego bezpieczeristwa. Kompleksowe podejscie do spetnienia wymogow jest
zatem kluczowe, szczegdlnie w przypadku biomateriatéw, gdzie aspekty technologiczne
i regulacyjne musza by¢ w petni zharmonizowane, aby umozliwi¢ wdrozenie takich
surowcow na poziomie przemystowym.

Jedna z kluczowych kwestii standardéw medycznych jest koniecznosé zapewnienia
w surowcu odpowiednio niskiego stezenia endotoksyn, okreslanego czesto w specyfikacji
produktu jako ,,wolne od endotoksyn”. Chitozan na tle wiekszosci polimerdw cechuje sie
unikalng wtasciwoscig jaka jest wystepowanie w formie polikationu. Wykazuje wiec
tendencje do interakcji z ujemnie natadowanymi grupami fosforanowymi
w lipopolisacharydach, czyli endotoksynach [Lieder i wsp., 2013], ktére moga
przedostawac sie do roztworu réwniez podczas jego przygotowywania miedzy innymi
z wody lub ze Srodowiska. Lipopolisacharydy znajduja sie w zewnetrznej membranie
komdrkowej bakterii Gram-ujemnych, stanowigac jej integralng czes¢. W zwigzku z tym,
ze endotoksyny sg czasteczkami termostabilnymi sg trudne do usuniecia. Co wiecej,
w przypadku ich nadmiernego stezenia w krwiobiegu powodujg ciezkie zakazenia
bakteriami Gram-ujemnymi, posocznice, a nawet wstrzas septyczny. Smiertelno$é
pacjentdéw z zakazeniami endotoksynami waha sie w granicach 20-50% [Heine i wsp.,
2001]. Zgodnie ze standardami medycznymi w zaleznosci od zastosowania produktu
dopuszczalne sg dwa rézne limity ich wystepowania w produkcie medycznym, czyli
5,0 EU/kg masy ciata cztowieka dla wszystkich wyrobéw medycznych i farmaceutycznych
z wyjatkiem tych podawanych dootrzewnowo, dla ktérych limit wynosi odpowiednio
0,2 EU/kg masy ciata [Dawson, 2017]. Jednostka biologicznej aktywnosci endotoksyn (EU),
odnosi sie do okreslonej masy standardowej endotoksyny, ktéra w zaleznosci od jej zrédta
moze sie rézni¢. Przyktadowo, Amerykariska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw zdefiniowata te
jednostke jako aktywnos¢ biologiczna 0,2 ng referencyjnego standardu endotoksyny
EC-2, co odpowiada 5 EU/ng. Z kolei obecny przelicznik dla standardu EC-6 wynosi okoto
10 EU/ng. [Kimble i wsp., 2023] W zwigzku z powyzszym, za kryterium akceptacji
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pozwalajgce oceni¢ mozliwosci zastosowania chitozanu w inzynierii tkankowej
postawiono za cel opracowanie alternatywnej metody otrzymywania roztworu tego
polimeru z dodatkowym etapem usuwania obecnych w surowcach uzytych do jego
przygotowania  zanieczyszczenn, w tym  endotoksyn. Dodatkowym  celem
przeprowadzonych badan byto zbadanie, czy chitozany o réznych masach czasteczkowych
wykazujg zréznicowane powinowactwo do endotoksyn i jaka jest wydajnosc¢ ich usuwania
w zaleznosci od zmiennosci tego parametru.

Na podstawie dostepnych surowcow chitozanowych wytypowano te, dla ktérych
zawarto$¢ endotoksyn w 1% roztworach chitozanu o niskiej (LMW), sredniej (MMW)
i wysokiej (HMW) masie czgsteczkowej rozpuszczonych w 0,1M kwasie hydroksyoctowym
byta najwieksza. Dodatkowo na podstawie przegladu literaturowego zdefiniowano
kluczowe etapy pozwalajgce na redukcje stezenia endotoksyn. Przyktadowo Lebre i wsp.
(2019) uzyskali wolne od endotoksyn czasteczki chitozanu stosujgc kilkuetapowe
oczyszczanie surowca. W pierwszej kolejnosci, endotoksyny usuwano stosujac
1M roztwdr KOH. Nastepnie chitozan rozpuszczono w 1% roztworze kwasu octowego.
Oczyszczony surowiec strgcono roztworem NaOH i poddano liofilizacji. Po kazdym etapie
przemywania roztworem zasady, chitozan przemywano kilkukrotnie wodg wolng
od pirogendw. W innym badaniu wykazano, ze zastosowanie do ekstrakcji endotoksyn
chloroformu pozwala na usuniecie z roztwordw niekowalencyjnie zwigzanych lipidéw,
m.in. lipidu A, ktory jest sktadnikiem lipopolisacharydéw i ktéry stanowi toksyczny
element endotoksyn [Morrison i Leive, 1975]. Na tej podstawie, opracowano
dwie procedury redukcji stezenia endotoksyn, stanowigce zarazem modyfikacje metody
otrzymywania roztworéw chitozanu z wykorzystaniem saturacji dwutlenkiem wegla
[Gorczyca i wsp., 2014] i sprawdzono ich efektywnos¢. Kazda z metod zawierata te same
etapy oczyszczania, jednakze ich kolejnosé réznita sie. W pierwszym wariancie (Rys. 5A)
chitozan rozpuszczony w 0,1M kwasie hydroksyoctowym, zostat przemyty chloroformem
przed etapem jego stragcenia w 0,5M wodorotlenku sodu. W wariancie drugim (Rys. 5B),
chloroform zostat uzyty po etapie strgcenia chitozanu. Wszystkie osady,
zostaty wielokrotnie przemyte woda destylowang wolng od endotoksyn, zawieszone
w niej, zhomogenizowane, a nastepnie wysterylizowane w autoklawie w temperaturze
121°C w czasie 20 min. Kolejnym krokiem byfa saturacja zawiesiny dwutlenkiem wegla,
w celu rozpuszczenia chitozanu.
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Rysunek 5. Schemat oczyszczania hydrozelu chitozanu
przy uzyciu metod A) M1i B) M2
[opracowano z wykorzystaniem Biorender.com]

W celu zbadania wptywu zastosowanych metod oczyszczania roztwordéw
chitozanu i okreslenia w nich stezenia endotoksyn, do badan uzyto test PyroGene rFC
Enzymatic Cascade. Istotne jest, ze w przeciwienstwie do standardowego i powszechnie
stosowanego testu LAL, test rekombinowanego czynnika C (rFC) jest bardziej czuty,
powtarzalny i swoisty w oznaczaniu endotoksyn [Reich i Deutschmann, 2020].

Analiza wynikdw uzyskanych przy uzyciu powyzej opisanego testu rFC wykazata, ze
zawartos$¢ endotoksyn zmniejszyta sie o 87,9 do 97,6%, wzgledem wartosci poczgtkowej
mieszczacej sie w zakresie od 18,1 do 25,2 EU/mL (Rys. 6A). Wzrost wydajnosci usuwania
endotoksyn zaobserwowano wraz ze wzrostem masy czasteczkowej chitozanu.
Co wiecej metoda, w ktdrej zanieczyszczenia byty ekstrahowane z roztworu chitozanu byta
0 6-7% bardziej skuteczna, w poréwnaniu z metoda ekstrakcji zanieczyszczen z osadu
chitozanu po jego stragceniu. Obserwacja ta wynikata ze zwiekszonej powierzchni wymiany
masy, gdy ekstrakcja odbywata sie na granicy faz ciecz-ciecz. Metodg dodatku wzorca
potwierdzono takze wieksze powinowactwo endotoksyn do chitozanu LMW, ktére malato
ze wzrostem masy czasteczkowej tego polimeru.
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Rysunek 6. Poréwnanie A) zawartosci endotoksyn w hydrozelach chitozanowych (CS)
o réznych masach czgsteczkowych: niskiej (LMW), sredniej (MMW) i wysokiej (HMW),
oraz w standardowych roztworach endotoksyn (STANDARD) po kontakcie z CS o réznych
masach czasteczkowych, B) mas czasteczkowych chitozanu, oraz C) lepkosci hydrozeli
chitozanowych przed i po oczyszczeniu metodg M1 lub M2. Wyniki przedstawiono jako
$rednig * odchylenie standardowe (SD) na podstawie trzech powtdérzen (n = 3, p < 0,05).
Wartosci na wykresach B i C poréwnano wzgledem préb kontrolnych (przed
oczyszczeniem). Oznaczenia poziomow istotnosci statystycznej sg nastepujace:
ns (nieistotne statystycznie) p > 0,05, *p < 0,05, **p < 0,01.
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Opracowang metode oczyszczania chitozanu oceniono takze pod katem wptywu
na parametry fizykochemiczne takie jak masa czgsteczkowa (Rys. 6B) i lepkos¢ (Rys. 6C)
chitozanu. Lepkos$¢ dynamiczng roztwordw chitozanu o stezeniu 1% zmierzono za pomocg
wiskozymetru Brookfield Digital Model DVIII Ultra z termostatowang komorg pomiarowa.
Pomiary wykonano przy uzyciu wrzeciona SC4-27 i SC4-25 w temperaturze 25°C
i naprezeniu écinajagcym 22,0 1/s. Srednig mase czasteczkowa oznaczono wedtug metodyki
zaproponowanej przez Yacob i wsp. (2013) z wykorzystaniem wiskozymetru kapilarnego
Ubbelohde typ 531/10. Wykazano, ze metoda ekstrakcji chloroformem endotoksyn
z roztworu chitozanu nie tylko zwieksza efektywnos¢ usuwania tych zanieczyszczen, ale
rowniez powoduje najmniejsze zmiany w lepkosci roztworu chitozanu,
zaledwie o 3,6-4,7%. Z kolei druga z metod oczyszczania, cho¢ nie powodowata istotnych
zmian w masie czasteczkowej, to przyczyniata sie do zmiany lepkosci roztworéw nawet
0 29%. Tak znaczaca zmiana w lepkosci roztworu chitozanu, w przypadku przemywania
jego osadu chloroformem, wynika najprawdopodobniej z duzych strat chitozanu na tym
etapie, spowodowanych naruszeniem strgconego osadu.

W celu okreslenia bezpieczerstwa biologicznego zaproponowanej metody
usuwania endotoksyn przeprowadzono test MTT z wykorzystaniem linii L929 zgodnie
z normg ISO 10993-5:2009(E). Test ten przeprowadzono dla 1% roztwordéw chitozanu
MMW otrzymanych metodg rozpuszczenia w kwasie hydroksyoctowym, metoda saturacji
dwutlenkiem wegla z i bez uwzglednia w procedurze etapu przemywania chloroformem.
Wykazano, ze ekstrakty hydrozelu chitozanu rozpuszczonego w kwasie hydroksyoctowym
znaczgco zahamowaty wzrost komaérek juz przy najnizszym jego rozcieniczeniu, tj. 1:1, czyli
0,5% m/v chitozanu (okoto 20% przezywalnosci w poréwnaniu do kontroli).
Poréwnujac ekstrakty z hydrozelu chitozanu nasyconego dwutlenkiem wegla przed i po
etapie oczyszczania, zauwazono znaczgce roznice. Stwierdzono, ze ekstrakt
z oczyszczonego hydrozelu chitozanowego przy rozciericzeniu 1:1 (0,5% m/v) spowodowat
redukcje przezywalnosci komodrek 1929 o okoto 50% w stosunku do kontroli.
W przypadku pozostatych rozcienczen, tj. 1:3 i 1:6 (0,33-0,17% m/v chitozanu), zaden
z roztworow nie byt cytotoksyczny, utrzymujgc przezywalnos¢ komorek L929 na poziomie
ponad 70%. Z kolei ekstrakty z hydrozelu chitozanu rozpuszczonego metodg saturacji
dwutlenkiem wegla, nie poddane dodatkowemu etapowi oczyszczania chloroformem,
nie wykazywaty cytotoksycznosci wzgledem tej linii komérkowej przy zadnym
z zastosowanych rozcienczen, od 1:1 do 1:6 (0,5-0,17% m/v chitozanu).

W celu potwierdzenia potencjatu opracowanej metody usuwania endotoksyn
wykonano dodatkowo zdjecia mikroskopowe (Rys. 7) na podstawie ktérych
wywnioskowano, ze zwiekszenie ilosci usuwanego chloroformu na etapie ekstrakcji,
wydtuzenie czasu nasycania dwutlenkiem wegla albo ilos¢ wody ptuczacej osad, moze
przyczyni¢ sie do lepszego usuniecia pozostatosci chloroformu, ktéry moze by¢ gtéwna
przyczyng obnizenia zywotnosci komorek. Morfologia komérek po 24-godzinnym
kontakcie z badanym materiatem przy rozcienczeniu 1:3 (0,33 % m/v chitozanu)
potwierdzita, ze pomimo przezywalnosci fibroblastow powyzej 70% w obecnosci ekstraktu
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z roztworu chitozanu w kwasie hydroksyoctowym, komorki ulegty skurczeniu i utracity
swojg charakterystyczng morfologie. W przypadku pozostatych metod, obejmujacych
chitozan rozpuszczony metodg saturacji dwutlenkiem wegla bez dodatkowego etapu
oczyszczania oraz z uwzglednieniem etapu oczyszczania metoda M1, komorki L929
zachowaty typowy dla fibroblastow ksztatt.

Rysunek 7. Reprezentatywne obrazy (n = 4) morfologii komérek L929
traktowanych ekstraktami 1:3 rozpuszczonymi w pozywce komorkowej: chitozanu po
oczyszczeniu pierwszg metodga (M1), chitozanu rozpuszczonego metodg saturacji
dwutlenkiem wegla (COz) i chitozanu rozpuszczonego w kwasie hydroksyoctowym (HA)
przed oczyszczeniem. Skala wynosi 100 um.

Podsumowujgc, obnizona przezywalnos¢ komérek po kontakcie z materiatem
oczyszczconym metodg przemywania roztworu chitozanu chloroformem wynika
z niedostatecznego usuniecia jego pozostatosci, co moze by¢ skorygowane podczas
jednego z trzech etapow przygotowywania roztworu chitozanu tj. ekstrakcji i usuniecia
fazy nieorganicznej, etapu przemywania osadu woda wolng od endotoksyn oraz podczas
saturacji dwutlenkiem wegla. Duzg zaletg jest fakt, ze opracowana metoda nie powoduje
istotnych zmian we witasciwosciach fizykochemicznych chitozanu oraz nie powoduje
zmian w morfologii komadrek po ich 24-godzinnym kontakcie z ekstraktem przygotowanym
z tego materiatu przy rozcienczeniu 1:3 (0,33% m/v chitozanu). Przedstawione wyniki
badan dotyczg chitozandw, dla ktérych ilos¢ zawartych w nich endotoksyn na etapie
wytypowania surowcow byta najwieksza i tym samym mozliwe byto wykazanie
skutecznosci opracowanych metod ich usuwania. W zwigzku z tym, ze na rynku dostepne
sg surowce przygotowane zgodnie ze standardami pozwalajgcymi na zastosowanie
chitozanu w inzynierii tkankowej i ktore zostaty uzyte w dalszych badaniach, niniejsza
metoda stanowi jedynie alternatywe dla surowcdw nie spetniajacych standardy medyczne
z punktu widzenia zanieczyszczenia endotoksynami. Ma to szczegdlne znaczenia
w przypadku surowcow pochodzenia naturalnego, dla ktérych zmiennos¢ jest ich
standardowg cecha.
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3.2 [A2] Wptyw masy czasteczkowej i stopnia deacetylacji kserozeli
chitozanowych na ich aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa
i cytotoksycznos$é. Porownanie materiatéw chitozanowych otrzymanych
przy uzyciu kwasu mlekowego i nasycania CO,.

Kluczowg kwestig przed rozpoczeciem badan jest okreslenie podstawowych
parametrow uzywanych surowcdéw, ktére beda wptywaé na wiasciwosci biologiczne
jak i fizykochemiczne opracowywanych materiatdw. W przypadku kompozycji
chitozanowo-agarozowej, to wtasnie chitozan, a doktadniej jego parametry takie jak masa
czasteczkowa i stopien deacetylacji (DD), mogg wptywaé na biokompatybilnos¢ uktadu,
jego wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, cytotoksycznos¢, a takze na wifasciwosci
reologiczne, ktore bedg z kolei decydowac o drukowalnosci biotuszu. W zwigzku z tym,
ze w specyfikacji dostarczonej przez producenta, sg zawarte ogdlne informacje na temat
masy czasteczkowej chitozanu jak i jego DD, w pierwszej kolejnosci dokonano jego
szczegotowe] charakterystyki. Stosujgc metode miareczkowania potencjometrycznego
wyznaczono DD chitozandéw, czyli procentowy udziat wolnych grup aminowych
w odniesieniu do sumy obecnych w taficuchu polimerowym grup aminowych wolnych
i zdeacetylowanych. Zgodnie ze specyfikacjg chemiczng, DD chitozanow LMW, MMW
i HMW byty 275% i wynosity odpowiednio okoto 75,7 + 5,7%, 81,7 + 4,8%
i 78,8 £ 1,5 % nie réznigc sie w sposodb statystycznie istotny. Z kolei dla chitozanow HMW
otrzymywanych z pancerzy krewetek i krabéw DD wynosity 66,2 + 3,1% i 83,2 * 4,6%.
Srednie masy czasteczkowe chitozanéw oznaczono metoda posrednig na podstawie
pomiardw lepkosci dynamicznej, wykorzystujgc wiskozymetr Brookfield Digital Model
DVIII Ultra z termostatowang faznig. Wiskozymetr skalibrowano przy uzyciu wzorcowych
olejéw mineralnych o lepkosciach 10 mPas, 100 mPas i 12500 mPas dla wrzecion SC4-18,
SC4-27 i SC4-25, dostosowanych do zakresu lepkosci mierzonych roztwordw.
Lepkos¢ zmierzono dla 1% roztwordw chitozanu w 1% roztworze kwasu octowego
w temperaturze 25°C, stosujgc odpowiednie wrzeciono. Na podstawie zaleznosci miedzy
lepkoscia a masg czasteczkowg wyznaczono parametry chitozandw o nieznanych
wartosciach masy czasteczkowej, ktore wyniosty odpowiednio 89, 280, 592 kDa dla LMW,
MMW i HMW oraz 545 i 4000 kDa dla chitozanow HMW pozyskanych odpowiednio
z pancerzy krewetek oraz krabdw.

W dalszym kroku, okreslono aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa pieciu
testowanych chitozandéw oraz ich cytotoksycznos$¢ wzgledem linii komorkowej L929.
Bezpieczenstwo biologiczne jest kluczowym kryterium pozwalajgcym na zastosowanie
danego surowca w inzynierii tkankowej. Z kolei wykazanie dodatkowej wtasciwosci jaka
jest aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa, stanowi wartos¢ dodang, ktéra pozwala
na samozabezpieczenie materiatu przed namnazaniem niepozadanej mikroflory.
W zwigzku z tym, ze w literaturze dostepnych jest wiele informacji oraz badan
potwierdzajacych wptyw masy czasteczkowej i DD chitozanu na jego wtasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe [Chandrasekaran i wsp., 2020; Hosseinnejad i Jafari, 2016],
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postawiono za cel sprawdzenie jak powyzej okreslone parametry beda wptywad
na wiasciwosci biologiczne materiatéw chitozanowych otrzymanych zastosowana
w niniejszej rozprawie doktorskiej metoda jego rozpuszczenia w kwasie weglowym.
Ponadto, wtasciwosci biologiczne roztwordéw chitozanu otrzymanych powyzszg metoda
porownano z dziataniem chitozandw rozpuszczonych w 0,1M kwasie mlekowym.
Aktywnosc¢ przeciwdrobnoustrojowg oznaczono zmodyfikowang metodg ilosciowg ASTM
E2149 wobec bakterii z grupy Gram-dodatnich Staphylococcus aureus i Gram-ujemnych
Escherichia coli. W tym celu kserozelowe préby chitozandw inkubowano przez 24-godziny
z odpowiednio wczesniej przygotowanym inokulum, a nastepnie po wyekstrahowaniu
komodrek bakterii do roztworu PBS wykonano seryjne rozcieficzenia i posiewy metoda
zalewowa. Przeprowadzone doswiadczenie wykazato, ze metoda przygotowania roztworu
chitozanu w sposob istotny wptywa na jego aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa (Rys. 8).
Wszystkie préby chitozanu otrzymane poprzez jego rozpuszczenie w 0,1M kwasie
mlekowym charakteryzowaty sie wysokg aktywnoscig przeciwdrobnoustrojows,
nie réznigc sie w sposob statystycznie istotny pomiedzy poszczegdlnymi masami
czasteczkowymi i DD. Co wiecej, wykazano silny efekt bakteriobdjczy, o ktérym swiadczy
redukcja komoérek bakteryjnych wynoszaca ponad 5 rzedéow w skali logarytmicznej.
Tak wysoka aktywnos¢ jest wynikiem obecnosci pozostatosci kwasu mlekowego
w materiatach po ich liofilizacji, ktéry niezbedny jest do rozpuszczenia chitozanu
w klasycznych i dobrze poznanych metodach jego przetwarzania. Sprawdzajac kolejno pH
zawiesin kserozeli chitozanowych wykazano, ze wynosi ono okoto 3,5, potwierdzajac tym
samym obecnos¢ kwasu w materiatach, ktdéry przyczynit sie do degradacji bton
komdrkowych i wycieku sktadnikow wewnatrzkomoérkowych na zewnatrz komorki.
Zroznicowang aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa wykazano z kolei dla chitozanéw
otrzymanych metoda saturacji dwutlenkiem wegla. Dla préb chitozanu MMW i HMW
o DD 83%, otrzymanych z wykorzystaniem metody saturacji dwutlenkiem wegla, redukcja
liczby bakterii E. coli wyniosta okoto 1 rzedu logarytmicznego. W przypadku pozostatych
prob aktywnos¢ ta byta poréwnywalna z uzyskang dla chitozanu rozpuszczonego w kwasie
mlekowym. Redukcja liczby kolonii bakterii S. aureus przez materiaty chitozanowe,
uzyskane technika saturacji dwutlenkiem wegla, byta znacznie nizsza niz dla materiatow
z pozostatoscig kwasu mlekowego; np. 4,5 i 3 rzedy logarytmiczne redukcji stwierdzono
dla chitozanu LMW i HMW o DD 66.
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Rysunek 8. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec Escherichia coli

i Staphylococcus aureus dla chitozandéw o réznej masie czgsteczkowej: niskiej (LMW),
sredniej (MMW) i wysokiej (HMW) oraz chitozandw HMW o réznym stopniu deacetylacji
66, 79 i 83 rozpuszczonych w kwasie mlekowym (LA) oraz chitozandéw rozpuszczonych
metodg saturacji dwutlenkiem wegla (CS CO,). Wyniki przedstawiono jako $rednig

+ odchylenie standardowe (SD) na podstawie trzech powtdrzen (n = 3, p<0,05).

Istotnos$¢ statystyczng réznic miedzy poszczegdlnymi grupami oznaczono odpowiednio
jako: ns (nieistotne statystycznie) p > 0,05, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.

Brak S$cistego zwigzku pomiedzy masg czasteczkowg i DD a aktywnoscig
przeciwdrobnoustrojowg wynika nie tylko z rdéznic w budowie $cian bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, ale takze z réinych mechanizmdw, opisywanych
w literaturze dla chitozanéw rdznigcych sie wspomnianymi powyzej parametrami.
Chitozany o LMW, w przypadku bakterii Gram-ujemnych, zdolne sg przenikac przez ich
Sciane komoédrkowg, a chitozany o wiekszej masie czasteczkowej wykazujg tendencje
do tworzenia bfony polimerowej na powierzchni komaérek [Feng i wsp., 2021; Zheng i Zhu,
2003]. W przypadku DD, wraz z jego wzrostem, przy jednoczesnym spadku pH, poprawiajg
sie wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe. Jesli pH roztworu chitozanu jest ponizej jego
pKa, czyli 6,3, to sprotonowane grupy aminowe oddziatujg z ujemnie natadowanymi
btonami  komodrek  bakteryjnych  powodujac ich  destabilizacie i  $mier¢
[Helander i wsp., 2001]. W przypadku chitozanu otrzymanego z wykorzystaniem metody
nasycania dwutlenkiem wegla, dodatni tadunek na jego grupach jest znikomy, przez co
interakcje elektrostatyczne pomiedzy polimerem a btong s3 znacznie stabsze.
Prawdopodobny mechanizm aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej chitozanow
przetwarzanych z wykorzystaniem metody saturacji dwutlenkiem wegla, moze by¢
rezultatem zdolnosci do chelatowania jonéw metali zlokalizowanych na powierzchni
komorki. Mechanizm ten jest dodatkowo intensyfikowany, przy pH 6,5. Na tym etapie
nastepuje deprotonowanie grup aminowych, poprzez oddawanie wolnej pary
elektronowej zlokalizowanej na atomie azotu [Goy i wsp., 2006].
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Przeprowadzajgc dalsze badania nad wptywem MW i DD chitozandéw
na cytotoksycznos¢ wzgledem komorek L1929 wykazano, ze ekstrakty roztworow
chitozanu otrzymanych metoda ich rozpuszczania w 0,1M kwasie mlekowym,
przy rozcienczeniu 1:1 (0,5% m/v chitozanu) wykazujg silny efekt cytotoksyczny.
Rowniez morfologia komérek po 24-godzinnym kontakcie byfa nieprawidtowa, aich liczba
znacznie mniejsza w odniesieniu do kontroli, co wskazuje na zahamowanie ich proliferacji.
W przypadku préb chitozanéw otrzymanych metoda saturacji dwutlenkiem wegla przy
rozcienczeniu 1:1 (0,5% m/v chitozanu) réwniez stwierdzono obnizong przezywalnosc¢
komodrek L929. Sg to wyniki sprzeczne z danymi uzyskanymi podczas opracowywania
metody redukcji stezenia endotoksyn z roztwordw chitozanu. W tym badaniu wykazano,
ze przezywalnos¢ komoérek w obecnosci ekstraktow z roztworu chitozanu rozpuszczonego
w kwasie weglowym przy rozcienczeniu 1:1, co odpowiada 0,5% m/v chitozanu, wynosi
powyzej 80% [A2]. Analizujac doktadnie powyzsze wyniki oraz etapy otrzymywania
chitozanu metoda saturacji dwutlenkiem wegla jedynym powodem, ktéry mogt miec
wptyw na wywotanie efektu cytotoksycznego byta pozostatos¢ soli sodowej kwasu
hydroksyoctowego. Po etapie rozpuszczenia chitozanu w kwasie, polimer zostaje stragcony
wodorotlenkiem sodu, a nastepnie przemywany. Podczas usuwania endotoksyn
zwiekszono ilos¢ wody ptuczacej, celem wyptukania jak najwiekszej ilosci chloroformu,
stanowigcego potencjalne zanieczyszczenie. W zwigzku z tym, ze w zaleznosci od masy
czasteczkowej, struktura osadu rézni sie, mozliwe jest, ze réwniez w przypadku LMW
i HMW istnieje koniecznos¢ zwiekszenia ilosci wody ptuczacej, celem wyptukania
uwiezionych zanieczyszczen w formie resztek soli kwasu hydroksyoctowego.
W zwigzku z powyzszym przeprowadzono ponowng analize wptywu masy czasteczkowej
i DD na aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg chitozanu otrzymanego metoda saturacji
dwutlenkiem wegla, w kolejnej publikacji stanowigcej czes¢ cyklu publikacyjnego [A3].

Podsumowujac, nie stwierdzono scistego zwigzku miedzy aktywnoscig
przeciwdrobnoustrojowg chitozanu, a ich DD. Tylko w przypadku bakterii Gram-ujemnych
zaobserwowano malejgcy trend aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wraz ze wzrostem
DD. Interesujacy przyktad stanowi préba HMW o DD 66, ktéra wykazuje dwa rozne efekty
tj. bakteriobdjczy wobec E. coli i bakteriostatyczny wobec S. aureus. Wyniki te dowodza,
ze stopien oczyszczenia chitozanu z pozostatosci soli powstatych podczas jego stracania
w procedurze ma ogromne znaczenie. Przeprowadzone badania dowodzg, ze konieczne
jest zastosowanie nieznacznej modyfikacji opracowywanej metody otrzymywania
roztwordw chitozanu poprzez ich rozpuszczenie w kwasie weglowym, polegajacej
na zwiekszeniu ilosci wody pfuczacej osadu polimeru, tak aby méc uzyska¢ materiaty
o wysokim stopniu bezpieczenstwa biologicznego.
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3.3 [A3] Potencjat nowej, termoczutej kompozycji
przeciwdrobnoustrojowej na bazie agarozy i chitozanu nasyconego CO;
dla technologii biodruku.

Jednym z pierwszych, ale i zarazem gtéwnych wyzwan podczas prac badawczych
nad biodrukiem jest wytypowanie surowcéw stanowigcych baze biotuszu. Ich wtasciwosci
fizykochemiczne oraz biologiczne to giéwne czynniki warunkujgce ich witasciwosci
uzytkowe, m. in charakterystyke ptyniecia, czyli drukowalnos¢, a w konsekwencji teksture
wydrukéw, czy tez czas ich biodegradacji. Co wiecej, dobdr surowcéw bedzie
determinowat konieczno$¢ zastosowania odpowiedniego mechanizmu sieciowania
oraz ustalenia okreslonego zakresu parametréw procesu biodruku.

Pofaczenie dwdch lub wiekszej ilosci sktadnikow nie zawsze prowadzi do uzyskania
mieszaniny charakteryzujgcej sie wytacznie korzystnymi cechami potgczonych surowcow.
Zasada ta takze dotyczy materiatéw polimerowych, tgczonych w kompozycje podczas
otrzymywania biotuszy. Jednym z negatywnych skutkow tgczenia hydrozeli agarozy
i chitozanu jest pogorszenie zdolnosci zelowania w odniesieniu do czystego hydrozelu
agarozowego na skutek zaburzenia interakcji pomiedzy czasteczkami agarozy.
Efektem tego jest dituiszy czas zelowania i/lub obnizenie temperatury zelowania.
Kolejnym negatywnym aspektem jest mozliwos¢ uzyskania kompozycji pozbawionej
wiasciwosci  przeciwdrobnoustrojowych, pomimo obecnosci w niej chitozanu.
Wtasciwosé ta nie jest kluczowa i wymagana dla tego typu uktfadow, ale jest jednym
z powoddw, dla ktérych chitozan zostat wytypowany z szeregu innych polimeréw
naturalnych jako gtéwny sktadnik biotuszu. Witasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
biotuszu pozwalajg na ograniczenie ryzyka jego kontaminacji podczas przygotowywania,
drukowania oraz podczas inkubacji wydruku zasiedlonego komodrkami. Znajgc zalety
i wady stosowanych polimeréw oraz mozliwe zagrozenia i korzysci ptynace
z ich potaczenia, konieczne byto przeprowadzenie badan, ktére potwierdzg mozliwos¢
zastosowania kompozycji chitozanowo-agarozowej w biodruku oraz okreslenie
optymalnego udziatu obu polimeréw w niej zawartych. Proces przygotowania kompozycji
chitozanowo-agarozowej, jak rowniez schemat metody otrzymywania chitozanu metodg
saturacji dwutlenkiem wegla, zostat przedstawiony na Rysunku 9.
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Rysunek 9. Schemat przygotowania kompozycji chitozanowo-agarozowej
wraz z metoda otrzymywania chitozanu metoda saturacji dwutlenkiem wegla
[opracowano z wykorzystaniem Biorender.com]

W ramach prowadzonych badan scharakteryzowano kompozycje chitozanowo-
agarozowe rdznigce sie udziatem obu polimerdw oraz masami czgsteczkowymi uzytych do
ich wytworzenia chitozandw. Po przeprowadzeniu charakterystyki mas czgsteczkowych
oraz DD chitozanéw [A2] i stwierdzeniu, ze pozostatos¢ soli kwasu hydroksyoctowego
moze wptywaé na aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg chitozanu, zdecydowano
0 ponownym zbadaniu tej aktywnosci, ale juz tylko dla chitozanu rozpuszczonego
w kwasie weglowym. Wykazujac, ze DD nie ma istotnego wptywu na witasciwosci
biologiczne chitozanu, zdecydowano sie poming¢ ocene wptywu tego parametru na
wtasciwosci  kompozycji polimerowej w dalszych badaniach. Jednakze, pomiary
uwzgledniajace zmienno$¢ masy czasteczkowej zostaty przeprowadzone, majac
na uwadze, ze masa czasteczkowa stanowi kluczowy parametr wptywajacy na wtasciwosci
reologiczne roztwordw chitozanu, a tym samym na wtasciwosci kompozycji polimerowych
z agaroza. Ponadto, komercyjna dostepnos$¢ chitozandw spetniajgcych standardy
medyczne oraz dodatkowo réznigcych sie DD dla LMW i MMW jest znacznie ograniczona.
W zwigzku z tym, dalsze badania zostaty przeprowadzone tylko na chitozanach
o okreslonym DD.

W pierwszej kolejnosci przeprowadzono ponowng analize wptywu DD i masy
czasteczkowej na aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg (Rys. 10A) roztwordw chitozanu
otrzymanych metodg saturacji dwutlenkiem wegla oraz na ich cytotoksycznosc,
z t3 zmiang, ze osad przemywano do momentu uzyskania stabilnego pH przesgczu wody
pfuczacej. Ostateczne wyniki wykazaty, ze intensyfikacja procesu wyptukiwania prowadzi
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do istotnego spadku aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej chitozanu, co mozna przypisaé
redukcji pozostatosci soli w osadzie przed jego ponownym rozpuszczeniem. W przypadku
chitozanobw MMW aktywnos¢ ta nie zmienita sie w sposob istotny statystycznie.
Znacznemu obnizeniu redukgji liczby bakterii, do poziomu zblizonego dla chitozanu MMW
ulegty z kolei préby LMW. Réwniez aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa chitozanow
HMW, za wyjatkiem HMW o DD 66 wzgledem bakterii Gram-ujemnych, dla ktérego
redukcjia w skali log wynosita okoto 4 ulegta znacznemu obnizeniu.
Podsumowujac, wszystkie materiaty chitozanowe otrzymane metodg saturacji
dwutlenkiem  wegla z  wyjatkiem HMW  DD66  wykazaty  aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowg, ale nie wiekszg niz 2 rzedy log tj. 1,61-1,72 i znaczaco nizsza,
niz dla préb chitozandw rozpuszczonych w 1% kwasie mlekowym [A2]. W przypadku
bakterii Gram-dodatnich aktywnosc¢ ta byta mniejsza i dla chitozanéw LMW, MMW i HMW
ponizej 75% DD nie przekroczyta 1 rzedu log. Z kolei dla dwdch pozostatych chitozanow
HMW o DD 79 i 83 log rzad redukcji wynidst miedzy 1 a 2 dla dwéch badanych szczepow
bakterii. Wyzsza skutecznos¢ przeciwdrobnoustrojowa chitozanu o HMW i DD 66 moze
by¢ zwigzana z jego zwiekszong hydrofobowoscig wynikajaca z wyzszej zawartosci grup
acetylowych. Grupy te przyczyniajg sie do lepszej interakcji chitozanu z hydrofobowymi
obszarami btony komodrkowej bakterii Gram-ujemnych, ktéra jest bogata
w lipopolisacharydy. Interakcje hydrofobowe pomiedzy chitozanem HMW DD 66 a btona
bakterii Gram-ujemnych moga prowadzi¢ do zaburzenia integralnosci btony, zwiekszenia
jej przepuszczalnosci, a w konsekwencji do Smierci komdrek bakteryjnych [Yang & Yang,
2008].

Rysunek 10. Aktywnosc¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec Escherichia coli

i Staphylococcus aureus dla A) chitozandw o réznej masie czasteczkowej: niskiej (LMW),

sredniej (MMW) i wysokiej (HMW) oraz chitozandw HMW o réznym stopniu deacetylacji
66, 79 i 83 rozpuszczonych metodg saturacji dwutlenkiem wegla; B) kompozycji

chitozanowo-agarozowych. Wyniki przedstawiono jako $rednig £ odchylenie
standardowe (SD) na podstawie trzech powtdrzen (n =3, p < 0,05).
Istotnos$¢ statystyczng réznic miedzy poszczegdlnymi grupami oznaczono odpowiednio
jako: ns (nieistotne statystycznie) p > 0,05, *p < 0,05, ****p < 0,0001.
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Dodatkowo, ponownie zbadano wptyw ekstraktéw badanych materiatéw na ich
cytotoksyczny wptyw wzgledem komoérek L929, celem potwierdzenia wyciagnietej na
podstawie poprzednich badari hipotezy (Rys. 11). Zaden z badanych materiatéw, bez
wzgledu na mase czgsteczkowa i DD, nie wykazat efektu cytotoksycznego, a przezywalnosc
komdrek wyniosta powyzej 80% wzgledem kontroli. Brak cytotoksycznego efektu
potwierdzity réwniez zdjecia mikroskopowe wykonane po 24-godzinnym kontakcie
komadrek z ekstraktami badanych polimeréw. Morfologia komérek byta zachowana, a ich
liczba poréwnywalna, co wskazuje na brak zahamowanej proliferacji. Dodatkowo, w tym
samym badaniu okreslono réwniez bezpieczenstwo biologiczne agarozy. Na podstawie
przeprowadzonego testu MTT nie wykazano efektu cytotoksycznego ani nieprawidtowosci
w morfologii komdrek L929 po ich kontakcie z badanym materiatem.

Rysunek 11. Reprezentatywne obrazy (n = 4) morfologii komdrek L929
traktowanych rozpuszczonymi w pozywce komaérkowej przy rozcienczeniu 1:1
ekstraktami: agarozy, chitozanéw o réznej masie czasteczkowej: niskiej (LMW), sredniej
(MMW), wysokiej (HMW), oraz chitozandw HMW o réznym stopniu deacetylacji: 66, 79 i
83, rozpuszczonych metoda saturacji dwutlenkiem wegla. Zdjecia wykonano po
24-godzinnym kontakcie komoérek z ekstraktami w rozcieiczeniu 1:1.

Skala wynosi 50 um, powiekszenie 200x.

Jednym z analizowanych zagrozen byto pogorszenie wtasciwosci biologicznych
chitozanu wynikajace z faktu, ze do wytworzenia kompozycji polimerowej wykorzystana
zostata agaroza nie bedaca nosnikiem funkcji biologicznych. W celu zbadania wptywu
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udziatu agarozy na wybrane wtasciwosci biologiczne przeprowadzono ocene aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej materiatéw (Rys. 10B). W tym celu zastosowano procedure
ASTM E2149 z modyfikacjami. Zgodnie z danymi literaturowi wykazano, ze agaroza nie
wykazuje wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych [Jliang i wsp., 2023]. Co wiecej,
wraz ze wzrostem jej udziatu w kompozycji chitozanowo-agarozowej aktywnosc ta maleje.
Obserwowana zalezno$¢ wynika z malejacego stezenia chitozanu, ktéry posiada
aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg i co zostato wykazane w przeprowadzonych
badaniach. Zgodnie z wczes$niejszymi testami [A2] aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa
chitozanu MMW wzgledem bakterii Gram-ujemnych jest wieksza niz dla bakterii
Gram-dodatnich. W przypadku uktadéw zawierajacych 40 i 60% agarozy, wyniki redukcji
liczby bakterii w skali log nie réznig sie w sposdb istotny statystycznie wskazujac na efekt
bakteriostyatyczny, wynoszgcy okoto 95% dla E. colii 45% dla S. aureus.

W dalszej kolejnosci, aby zrozumiec interakcje jakie zachodza pomiedzy
chitozanem a agarozg przeprowadzono identyfikacje poszczegdlnych grup chemicznych
w polimerach jak réwniez w ich kompozycji polimerowej metoda spektroskopii
w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR). Na podstawie charakterystyki pasm przy
okreslonych liczbach falowych zbadano charakter oddziatywan miedzy chitozanem
a agarozg w ich kompozycji, zawierajacej ten sam utamek masowy obu polimerdéw.
Zaréowno w widmach chitozanu, agarozy, jaki i ich kompozycji wykryto pasma
charakterystyczne dla obu polimerdw, ktore rdznity sie intensywnosciami. Roznice te byty
wynikiem wymieszania obu polimerow. W widmach kompozycji polimerowej
nie zaobserwowano jakosciowych zmian w pasmach, stagd wniosek, ze kompozycje
chitozanowo-agarozowa jest wytacznie dwusktadnikowg, fizyczng mieszanina.
Uktad chitozanowo-agarozowy, pomimo mozliwosci tworzenia polielektrolitycznego
kompleksu wynikajgcego z obecnosci polikationowego polimeru, czyli chitozanu
i polianionowego agarozy, stanowi fizyczng mieszanine polimeréw o bardzo stabych
oddziatywaniach miedzyczasteczkowych. W przypadku tworzenia sie wigzan wodorowych
lub oddziatywan polielektrostatycznych miedzy chitozanem a agarozg, zaobserwowano by
zmiany w pasmach odpowiadajacych za rozcigganie O-H, N-H, C=0 oraz C-O-C.
Zmiany te obejmowatyby przesuniecie pasm w kierunku nizszych czestotliwosci, zmiany
ich intensywnosci oraz poszerzenia pasm.

Znajac interakcje zachodzace pomiedzy polimerami w badanym uktadzie,
w kolejnym kroku okreslono wptyw masy czasteczkowej chitozandw oraz ich udziatu
w kompozycji na proces zelowania w odniesieniu do charakterystyki zelowania agarozy,
jako jednego ze wskaznikéw drukowalnosci docelowego biotuszu. Pomiary wykonano
przy uzyciu wiskozymetru Brookfield Digital Model DVIII Ultra z termostatowang komora
pomiarowa, badajac zaréwno czas jak i temperature przejscia fazowego zol-zel (SGPT)
oraz wykonujgc pomiar krzywych ptyniecia (FC). Mierzac zmiany lepkosci dynamicznej
roztwordw w zakresie temperatur od 40 do 20°C, przy szybkosci chtodzenia 1°C mint
szybkosci $cinania 5 1/s, z wykorzystaniem wrzeciona SC4-25 wyznaczono SGPT dla 1%
roztworu agarozy, jak i dla kompozycji chitozanowo-agarozowych. Na podstawie
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uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze dodatek chitozanu do agarozy zmienia zaréwno
temperature jak i czas zelowania w poréwnaniu z czystg agaroza. Ponadto, wykazano,
ze masa czasteczkowa jak i udziat chitozanu znaczaco wptywa na SGPT. W przypadku 1%
roztworu agarozy, proces zelowania rozpoczyna sie w temperaturze 36,5°C i zachodzi
natychmiast, o czym Swiadczy niski kat nachylenia krzywej. Gwattowny wzrost lepkosci
w danej temperaturze, jest nastepstwem zelowania roztworu tego polimeru (Rys. 12 A).

Rysunek 12. Wtasciwosci reologiczne kompozycji chitozanowo-agarozowej
(CS/AG) dla CS o réznych masach czgsteczkowych: niskiej (LMW), $redniej (MMW)
i wysokiej (HMW). A) Charakterystyka reologiczna przejscia fazowego zol-zel oraz

B) krzywe ptyniecia kompozycji CS/AG (n = 3, p<0,05).
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Poréwnujgc krzywa uzyskang dla 1% roztworu agarozy, z krzywa kompozycji
polimerowych na bazie agarozy i chitozanu LMW zaobserwowano zblizong temperature
zelowania, z tg rdznicg, ze zakres temperatur ich przejscia fazowego byt znacznie szerszy
i wynosit od 3 do 5°C. Porédwnujac lepkosci préb przed catkowitym zzelowaniem,
to wraz ze wzrostem udziatlu LMW chitozanu w kompozycji parametr ten malat.
Catkowicie inng zaleznos¢ wykazywat chitozan HMW. W przypadku jego kompozycji
z agarozg stwierdzono, ze uzyskanie biotuszu o odpowiednich parametrach reologicznych
niezbednych do zastosowania w biodruku jest niemozliwe. Te kompozycje polimerowe
cechuje brak ostrego przejscia fazowego, za wyjgtkiem mieszaniny zawierajacej 80%
agarozy, ktéra wrecz odwrotnie, zzelowata natychmiast po zmieszaniu obu polimerdéw.
Brak obserwacji natychmiastowego lub bardzo szybkiego przejscia fazowego pod
wplywem  obnizania  temperatury  sugeruje bardzo niskg  drukowalnosc.
Kolejna obserwacja Swiadczaca o stabej drukowalnosci to nieznaczny wzrost lepkosci pod
wptywem obnizenia temperatury. W zwigzku z powyzszym, juz na tym etapie kompozycje
zawierajgce HMW chitozan zostaty wykluczone z dalszych badan. Chitozan MMW,
w przeciwienstwie do LMW i HMW, jako jedyny w kompozycji z agarozg cechowat sie SGPT
wskazujgcg na potencjalne zastosowanie w biodruku. Zwiekszenie udzialtu MMW
chitozanu w kompozycji nie wptyneto na wartos$é¢ lepkosci dynamicznej przed jego
zelowaniem, a jedynie na zmniejszenie zakresu temperatur, w ktérym ono zachodzito.
W poréwnaniu do 1% roztworu agarozy, zelujgcego natychmiast po obnizeniu
temperatury o 0,5°C w zakresie temperatur 36,0-36,5°C, zakres temperatur zelowania
kompozycji polimerowych na bazie chitozanu MMW wynosit od 26,5-33,1°C do
30,5-36,5°C. Tym samym, w celu osiagniecia petnego zzelowania tych kompozycji
polimerowych, konieczne byto obnizenie temperatury o dodatkowe 3,4-4,0°C. W zwigzku
z tym, ze mechanizm zelowania agarozy zaktada dwa gtdwne etapy, takie jak tworzenie
sie podwdjnych helis w temperaturze okoto 45°C, a nastepnie dalsze twardnienie na
skutek ich agregacji w temperaturze okoto 30°C zakfada sie, ze poszczegdlne masy
czasteczkowe chitozandw moga mie¢ znaczacy wptyw na proces zelowania agarozy.
Po pierwsze, obserwowane zmniejszenie lepkosci zolu chitozanowo-agarozowego przed
catkowitym Zzelowaniem kompozycji polimerowej wraz ze wzrostem udziatu LMW
chitozanu sugeruje, ze jego obecnos¢ moze zaktéca¢ formowanie helis agarozowych,
przez co proces ten jest wydtuzony w czasie. Z kolei, obecnos¢ w kompozycji chitozanu
HMW moze dodatkowo zaktécaé formowanie helis poprzez tworzenie przeszkod
sterycznych. W konsekwencji takie dziatanie moze przyczynic¢ sie do tego, ze przejscie
zol-zel nie jest obserwowane. W przypadku dodania MMW chitozanu do agarozy
nastepuje jedynie nieznaczne wydtuzenie czasu zelowania kompozycji oraz obnizenie
temperatury zelowania. Moze to wynika¢ z faktu, ze MMW chitozan wptywa
na organizacje czasteczek agarozowych w bardziej uporzadkowane helisy, opdzniajgc tym
samych ich pdZniejszg agregacje. Powyzisze przypuszczenia zdajg sie by¢ zgodne
z wnioskami wysunietymi przez Russ i wsp. (2013), ktérzy wykazali, ze zelowanie agarozy
zarébwno w obecnosci alginanu jak i ksantanu nastepuje w nizszych temperaturach.
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Wynika to, z obnizenia efektywnego stezenia agarozy, stanowigcej gtdwny czynnik
odpowiedzialny za tworzenie struktury zelowej oraz interakcji miedzy polimerami.
Jednakze w przypadku ksantanu, ktérego taiicuch polimerowy charakteryzuje sie wysoka
sztywnoscig wynikajagcg z ograniczonej elastycznosci molekularnej, tworzy sie ztozona
i heterogeniczna sie¢ polimerowa. Zjawisko to wynika z unieruchomienia segmentow
tancucha przy wyzszych temperaturach, jeszcze przed rozpoczeciem procesu zelowania
agarozy. To sprawia, ze dziata on jako fizyczna przeszkoda ograniczajac ruchliwos¢
tancuchdéw agarozy i utrudniajac ich agregacje w helisy uzyskujgc tym samym mniejsza
liczbe stref potaczen. Alginian bedacy elastycznym polimerem, dziata z kolei jako
wypetniacz, zwiekszajac elastycznos$é powstatego zelu i integrujac sie z siecig agarozy,
stabilizujgc  jej strukture. Chociaz badania te dotyczyty innych polimerdw,
mozna stwierdzié¢, ze chitozan LMW wykazuje zblizone dziatanie do alginianu, HMW
do ksantanu, a MMW najprawdopodobniej stabilizuje strukture zelu bez znaczacego
obnizenia temperatury zelowania. Pomimo tego, ze sg to tylko przypuszczenia
o mozliwych mechanizmach wptywu chitozandéw rdznigcych sie masg czasteczkowg
na proces zelowania agarozy tj. temperatury i czasu, to uzyskane wyniki wskazuja
na potencjalne zastosowanie chitozanéw LMW i MMW w biodruku.

Kolejnym istotnym parametrem reologicznym w ocenie drukowalnosci biotuszu,
jest okreslenie jego krzywej lepkosci, czyli zaleznosci lepkosci dynamicznej w funkcji
szybkosci scinania. Wyznaczenie tej zaleznosci w biodruku pozwala na okreslenie rodzaju
ptynu, wartosci lepkosci biotuszu w czasie, a takie jego stabilnosci przettaczania
w zmiennych warunkach dziatania naprezenia $cinajgcego [Habib i Khoda, 2022].
Pomiary krzywych lepkosci (FC) wykonano dla kompozycji chitozanowo-agarozowych
na bazie chitozanéw LMW i MMW z wykorzystaniem wrzeciona SC4-25, z szybkoscig
$cinania w zakresie od 0,1 s! do 250 s! w temperaturze 37°C (Rys. 12B).
Stwierdzono, ze lepko$¢ kompozycji chitozanowo-agarozowych maleje wraz ze wzrostem
szybkosci  Scinania, co potwierdza, e s3 to ptyny pseudoplastyczne.
Jednakze, w przypadku uktadéw na bazie LMW chitozanu, spadek lepkosci pod wptywem
naprezenia $cinajgcego byt mniejszy niz dla wariantu MMW. Dodatkowo, zaleznos$¢
ta malata wraz ze wzrostem zawartosci agarozy w kompozycji polimerowe;j.
Krzywe lepkosci charakteryzowaty sie statg wartoscia lepkosci po przekroczeniu wartosci
szybkosci $cinania rownej 3 1/s. Taka informacja wskazuje na mozliwos¢ stabilnego
przettaczania kompozycji polimerowej w szerokim zakresie szybkosci $cinania.

W ocenie drukowalnosci uktadéw chitozanowo-agarozowych uwzgledniono takze
inne parametry, takie jak: srednica dyszy ttoczgcej oraz temperatura elementu grzejnego
strzykawki z biotuszem, przeprowadzajgc empiryczny test symulacji ekstruzji (EFT)
imitujacego wyttaczanie biotuszu w trakcie drukowania (Rys. 13). W tym celu
zaadaptowano uniwersalng maszyne do testowania Instron 5543 z oprogramowaniem
"Merlin" V 4.42. Miedzy stolikiem a gtowicg urzadzenia zamocowano strzykawke owinietg
matg grzewcza, ktérej zadaniem byto utrzymanie statej temperatury kompozycji
polimerowej w strzykawce, wynoszgcej 37°C. W pierwszej kolejnosci przeprowadzono
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testy ekstruzji dla 1% roztworu agarozy z uzyciem wybranych srednic dysz wylotowych,
tj. 0,84, 0,58, 041 mm (Rys. 13A). Po napetnieniu strzykawki 30 mL badang kompozycja,
inkubowano jg w jej wnetrzu przez 10 min. Nastepnie ttok strzykawki byt przesuwany
w dot ze stata predkoscig przemieszczenia rowng 0,25 mm/s,
do catkowitego jej oprdznienia, w czasie okoto 3,5 min.

Rysunek 13. Wynik testu sity wyciskania dla A) 1% roztworu agarozy przy
Srednicy dyszy ttoczacej 0,41, 0,54 oraz 0,84 mm i B) kompozycji chitozanowo-
agarozowych CS/AG w temperaturze 37 °C przy srednicy dyszy ttoczacej 0,84 mm (n =3,
p<0,05)

W pierwszej kolejnosci, stosujagc wybrane S$rednice dysz, mozliwe byto
stwierdzenie, jaka sita potrzebna jest do zainicjowania przeptywu, czyli do rozrzedzenia
uktadu co jest typowe dla ptyndw pseudoplastycznych. Dla dysz o s$rednicy 0,84,
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0,580 i 0,41 mm sita ta wynosita odpowiednio 200 kPa, 250 kPa i 100 kPa.
Po osiggnieciu wartosci maksymalnej, sita ekstruzji gwattownie malata, a nastepnie
ulegata stabilizacji. Taka obserwacja wskazuje na osiggniecie rdwnowagi dynamicznej
w przeptywie, gdzie lepkos¢ materiatu przystosowuje sie do warunkdw przeptywu przez
dysze. W zwigzku z tym, ze najbardziej stabilny przeptyw zaobserwowano dla srednicy
0,84 mm, ktéra byta najwiekszg badang srednica, gdzie krzywa nie wykazywata zadnych
odchylen podczas testu, ta $rednica dyszy zostata wytypowana do dalszych badan jako
optymalna. Gdy podczas testu obserwowane byty fluktuacje, to dodatnie piki na wykresie
wskazywaty najprawdopodobniej na obecnos¢ lokalnie tworzgcych sie agregatow zelu
kompozycji polimerowej, natomiast ujemne na obecnos¢ pecherzykdéw powietrza, ktére
mogty zosta¢ zassane do strzykawki podczas jej napetniania. W przypadku kompozycji
chitozanowo-agarozowych (Rys. 13B) obecnos$¢ fluktuacji spowodowana byta takze
uwalnianiem sie z nich dwutlenku wegla wykorzystywanego do rozpuszczania chitozanu
i jego niestabilnosci w czasie. Na skutek uwalniania sie dwutlenku wegla tworzg sie
agregaty polimerowe w poblizu przejscia fazowego. Efekt ten jednak jest na tyle powolny,
ze nie stanowi ograniczenia w zastosowaniu kompozycji polimerowej jako potencjalnego
biotuszu. W przypadku uktadéw chitozanowo-agarozowych sita ekstruzji zmniejszata sie
wraz ze wzrostem udziatu agarozy w kompozycji, co wskazuje na nizszg lepkos¢ roztworu
agarozy w temperaturze pomiaru, a tym samym obnizanie przez agaroze sity potrzebnej
do ekstruzji materiatu w trakcie drukowania.

Poréwnujgc uktad LMW i MMW chitozanowo-agarozowy, wieksze fluktuacje sity
ekstruzji obserwuje sie w przypadku tego pierwszego, co moze wskazywac¢ na mniej
jednolity przeptyw materiatu przez dysze. Natomiast w przypadku kompozycji
z chitozanem MMW proces wyttaczania jest bardziej stabilny, co stanowi kolejny
argument za potencjalnym wykorzystaniem go w uktadzie z agaroza, zapewniajac lepszg
drukowalnos$¢ biotuszu. Przeprowadzone testy potwierdzity mozliwo$¢é uzyskania
kompozycji LMW i MMW chitozanowo-agarozowych charakteryzujgcych sie
odpowiednimi dla biodruku wtasciwosciami reologicznymi. Na dodatek, niewielka
szybkos¢ Scinania, wynoszaca 3 1/s, ktéra wprawia hydrozelowg mieszanine w stabilny
przeptyw, wskazuje nie tylko na fatwos¢ jego ekstruzji ze strzykawki, ale takze
na stworzenie warunkdéw zapewniajacych przezywalnos¢ komoérek na poziomie
uznawanym za akceptowalny, czyli powyzej 70% [Mohammadrezaei i wsp., 2024].
Ze wzgledu na najbardziej przewidywalny i najszybszy profil zelowania zdecydowano sie
na przeprowadzeniu dalszych badan nad uktadami MMW chitozanowo-agarozowymi,
rdéznigcymi sie proporcjg obu polimeréw. Badane byty uktady o zawartosci 100%, 80%,
60%, 40%, 20% chitozanu oraz 100% agarozy.

W kolejnym kroku okreslono takze wptyw kompozycji chitozanowo-agarozowych
na bezpieczenstwo biologiczne komodrek eukariotycznych, ktdére beda osadzane
w biotuszu. W testach wykorzystano skérne linie komorkowe, czyli fibroblasty 46Br.1N
oraz keratynocyty HaCaT (Rys. 14). W pierwszej kolejnosci wykonano oznaczenie wptywu
ekstraktéw badanych materiatéw, czyli agarozy, chitozanu oraz ich kompozycji
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zawierajacych oba polimery w stosunku masowym 1:1 na cytotoksycznosé (Rys. 14A)
i proliferacje (Rys. 14B) wzgledem komorek skéry. W celu okreslenia wptywu materiatéw
na proliferacje zbadano aktywno$¢ metaboliczng komérek poprzez test oznaczenia
zdolnosci zywych komédrek do redukgji soli tetrazolowej XTT do formazanu pod wptywem
obecnego w mitochondriach enzymu dehydrogenzay. Z kolei cytotoksycznos¢ zostata
okreslona poprzez wykonanie testu LDH i pomiarze ilosci uwolnionej dehydrogenazy
mleczanowej, na skutek uszkodzenia btony komérkowej. Tak jak w przypadku komérek
L929, nie wykazano, aby jakikolwiek z badanych materiatéw wykazat efekt cytotoksyczny.
Spadek przezywalnosci, wynoszacy jednak ponizej 10% wzgledem kontroli pozytywnej,
zostat zarejestrowany dla ekstraktow agarozowych i chitozanowych, dla ktérych stezenie
materiatu w trakcie ekstrakcji wynosito 100mg/mL, czyli dla ekstraktu 100%. W przypadku
komarek fibroblastow 46BR.1N, zaobserwowano ich zwiekszong proliferacje wzgledem
kontroli pozytywnej, w poréwnaniu z komérkami keratynocytow. Najwiekszy wzrost liczby
komodrek wzgledem kontroli, powyzej 30% odnotowano dla ekstraktéw chitozanowych
i agarozowych przy stezeniu 10mg/mL i 25mg/mL. Z kolei wszystkie ekstrakty
chitozanowo-agarozowe cechowata zdolnos¢ wzrostu liczby komérek o 20%, a przy
stezeniu 25mg/mL o 25% wieksza.
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Rysunek 14. Wptyw kserozeli chitozanowych (CS), agarozowych (AG) oraz ich kompozycji
(CS/AG) na komorki ludzkiej skory: keratynocyty HaCaT i fibroblasty 46BR.1 N, po 48
godzinach inkubacji. A) Oddziatywanie kserozeli na proliferacje komérek i B) analiza

cytotoksycznosci kserozeli. Wyniki przedstawiono jako $rednig £ odchylenie
standardowe (SD) na podstawie trzech powtdrzen (n = 3). Istotnos¢ statystyczng réznic
w poréwnaniu do kontroli oznaczono odpowiednio jako: *p < 0,05.

Badajagc wptyw chitozanu, agarozy oraz ich kompozycji na bezpieczenstwo
biologiczne wzgledem wymienionych wyzej linii komdrkowych przeprowadzono test
oceny przezywalnosci komérek po ich umieszczeniu w badanym materiale, wyttoczeniu
i inkubacji w medium hodowlanym przez 48 godz. Wykazano, ze zaréwno fibroblasty
46Br.1N jak i keratynocyty HaCaT charakteryzuje wysoka przezywalnos¢. W przypadku 1%
hydrozelu agarozowego, przezywalnos¢ obu linii komdrkowej wynosita ponad 80%, a dla
kompozycji chitozanowo-agarozowej zawierajgcego oba polimeru w stosunku masowym
1:1 ponad 90%. Tak wysokie wskazniki przezywalnosci po 48 godz. inkubacji potwierdzaja
pozytywng interakcje miedzy badanymi komadrkami a bazg docelowego biotuszu oraz brak
negatywnego wptywu temperatury wyttaczania na przezywalnos¢ komorek.
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W zwigzku z tym, kolejnym krokiem w przysztych badaniach nad oceng mozliwosci
wykorzystania kompozycji polimerowej w hodowli komdérkowej bedzie okreslenie
przezywalnosci komérkowej w dtuzszym przedziale czasu, w celu okre$lenia mozliwosci
badanych komdrek do dalszej proliferacji.

3.4 [A4] Od biotuszu do tkanki: Badanie kompozycji chitozanowo-
agarozowej w kontekscie drukowalnosci i aktywnosci biologicznej.

Analiza wtasciwosci reologicznych badanych kompozycji polimerowych jest
kluczowa podczas ich charakterystyki, poniewaz ma ona bezposredni wptyw nie tylko
na zachowanie biotuszu podczas wyttaczania, ale i na przezywalno$¢ komorek.
Symulacje warunkdéw ekstruzji kompozycji chitozanowo-agarozowej z gtowicy drukarki
w temperaturze 37°C przeprowadzono z wykorzystaniem trzyetapowego testu
tiksotropowego w wersji oscylacyjno-rotacyjno-oscylacyjnej. Dzieki temu mozliwa byta
ocena, w jaki sposdb kompozycja oraz poszczegdlne polimery reaguja na obcigzenie
dynamiczne i jak szybko odbudowujg swojg strukture. Na podstawie uzyskanych
zaleznosci zmian lepkosci zespolonej, ktora uwzglednia zaréwno wtasciwosci lepkosciowe
jak i sprezyste materiatu, oraz lepkosci dynamicznej, opisujgcej jedynie opor materiatu
wobec jednokierunkowegp ptyniecia, stwierdzono, ze procesy degradacji i regeneracji
struktury badanych uktadéw zachodzg i odgrywajg kluczowa role w ocenie
ich przydatnosci do biodruku (Rys. 15). Kompozycje polimerowe z 20% i 40% zawartoscig
chitozanu wykazaty najwiekszy potencjat, poniewaz po fazie rotacyjnej szybko
odbudowywaty swojg tréjwymiarowq strukture, co czyni je szczegdlnie obiecujgcymi
materiatami do biodruku, gdzie zdolnos¢ do regeneracji struktury jest kluczowa
wtasciwoscia dla stabilnosci wydrukowanych konstrukgji.

Rysunek 15. Poréwnanie lepkosci zespolonej oraz dynamicznej podczas testu
oscylacyjno-rotacyjno-oscylacyjnego (ORO) (n=3, p<0,05)
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Okreslajac dalsze mozliwosci aplikacyjne kompozycji chitozanowo-agarozowej,
poza weryfikacja podstawowych kryteriow akceptacji, takich jak brak efektu
cytotoksycznego oraz drukowalnosci, konieczna byfta weryfikacja przepuszczalnosci
modelowych zwigzkéw imitujgcych sktadniki odzywcze i metabolity wtorne komorek.
Jest to uzasadnione, poniewaz komoérki osadzone w hydrozelu znajdujg sie nie tylko
na jego powierzchni, ale takie wewnatrz kazdego wydrukowanego filamentu.
Dlatego efektywna dyfuzja sktadnikdw odzywczych i bioaktywnych molekut do wnetrza
rusztowania i hydrozelu jest kluczowa dla ich prawidtowego funkcjonowania. Do tego,
w kontekscie przysztej funkcjonalizacji biotuszu poprzez dodanie czynnikéw wzrostu
czy peptydow, istotne jest, aby te zwigzki mogty swobodnie przenikac przez strukture
hydrozelu. Na podstawie srednicy dyfuzji barwnikdw w czasie stwierdzono, ze zaréwno
proporcja chitozanu do agarozy, jak i masa czasteczkowa dyfundujacych substancji
znaczaco wplywaja na to zjawisko. Dyfuzja zachodzita szybciej w przypadku membran
agarozowych niz chitozanowych, co wynika z mniejszej gestosci usieciowania i wiekszej
porowatosci tych pierwszych. W przypadku kompozycji chitozanowo-agarozowych
zaobserwowano, ze wzrost udziatu chitozanu w membranie ogranicza szybkos$¢ dyfuzji,
a wzrost masy czasteczkowej dyfundujacej substancji dodatkowo zwiekszat ten efekt.
Zjawisko to mozna przypisac silniejszym wigzaniom miedzyczgsteczkowym chitozanu,
co z kolei wptywa na jego nizszg przepuszczalno$é. Poréwnujac wptyw masy czasteczkowej
barwnika na dyfuzje przez membrane agarozowg, stwierdzono, ze Srednica obszaru
dyfuzji byta 1,6 razy mniejsza dla nigrozyny o masie czgsteczkowej 616,49 g/mol niz dla
rezazuryny o masie czasteczkowej 251,17 g/mol. Kolejnym krokiem byta ocena szybkosci
dyfuzji modelowego sktadnika pokarmowego dla komdrek, czyli glukozy.
Badajac wszystkie opracowane warianty membran, nie stwierdzono, aby dyfuzja przez nie
glukozy o masie czgsteczkowej 180,17 g/mol znaczgco sie  roinita.
Zdolnos¢ do efektywnego transportu glukozy potwierdza mozliwo$¢ zastosowania
opracowanej kompozycji chitozanowo-agarozowej w inzynierii tkankowej, zwtaszcza
w obszarach wymagajacych precyzyjnego dostarczania sktadnikow odzywczych.
Na podstawie przeprowadzonych badan mozna réwniez wywnioskowac, ze zmieniajgc
udziaty poszczegdlnych polimeréw w biotuszu, mozna regulowac porowatos¢ i gestosé
usieciowania membran, pozwalajagc na modyfikacje szybkosci dyfuzji, bez wptywu
na przenikanie glukozy. Takie wfasciwosci membran otwierajg mozliwosci
ich zastosowania w wielu dziedzinach, od biotechnologii po medycyne regeneracyjng,
gdzie kontrola dyfuzji substancji przez membrany jest kluczowa.

W kontekscie potencjalnych zastosowan w medycynie regeneracyjnej, oprocz
optymalizacji parametrow dyfuzji przez dostosowanie porowatosci i gestosci usieciowania
membran, istotne jest takze zrozumienie wptywu opracowanych materiatéw na
zachowanie komodrek w ich otoczeniu. Jednym z kluczowych aspektéw tego oddziatywania
jest zdolnos¢ biotuszu do stymulacji migracji komoérek, co jest fundamentalne dla
procesOw regeneracyjnych i prawidtowego gojenia tkanek. W zwigzku z tym,
przeprowadzono testy migracji komodrek, wykorzystujgc test Ibidi wound healing,
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aby oceni¢ wptyw ekstraktow badanych materiatéw na zdolnos¢ komoérek do migracji
(Rys. 16). Test ten polega na stworzeniu kontrolowanej przerwy ,,rany” w monowarstwie
komadrek, co umozliwia analize tempa zamykania tej przerwy przez migrujgce komorki.
Wykazano znaczng migracje komorek HaCaT pod wptywem ekstraktdw chitozanowych
i chitozanowo-agarozowych. Takiej wfasciwosci nie potwierdzono dla ekstraktow
z materiatéw agarozowych. W przypadku komorek 46BR.1N, istotne statystycznie rdznice
w poréwnaniu do kontroli zaobserwowano tylko dla jednej proby kompozycji
chitozanowo-agarozowej, co wskazuje na umiarkowany efekt pro-migracyjny.
Brak stymulacji przez FBS sugeruje, ze te komdrki majg specyficzne wymagania
srodowiskowe.

Rysunek 16. Wptyw MMW chitozanu (CS), agarozy (AG) i ich kompozycji
na migracje A) fibroblastéw 46BR.1N i B) keratynocytéw HaCaT. Wyniki przedstawiono
jako srednig * odchylenie standardowe (SD) na podstawie co najmniej trzech powtdrzen
(n = 3). Istotnos¢ statystyczng réznic w poréwnaniu do kontroli (DMEM HG) oznaczono
odpowiednio jako: ns (nieistotne statystycznie) p > 0,05, *p < 0,05, **** p < 0,0001.

Zgodnie z wytycznymi dotyczacymi oceny wyrobow medycznych, przeprowadzone
badania obejmowaty ocene wptywu ekstraktdw z badanych materiatéw na proliferacje,
cytotoksycznos¢ oraz migracje komorek. Aby przeprowadzi¢ kompleksowa ocene
oddziatywania kompozycji polimerowej, przeanalizowano réwniez jej wptyw na komorki
bezposrednio umieszczone w hydrozelowym materiale. W zwigzku z tym oceniono
przezywalnos¢ komorek linii 46BR.1N oraz HaCaT podczas 14-dniowej inkubacji w 1%
hydrozelu agarozowym oraz w kompozycji 0,5% chitozanu i 0,5% agarozy, po ich
wyttoczeniu za pomocg strzykawki na ptytki wielodotkowe w formie rusztowania (Rys. 17).
Wysoki wskaznik przezywalnosci komorek w uktadzie chitozan-agaroza, wynoszacy okoto
100% drugiego dnia, od 70 do 78% siédmego dniaiod 117 do 129% czternastego dnia dla
kolejno 46BR.1IN i HaCaT potwierdzit brak efektu cytotoksycznego oraz wzmozonag
proliferacje komérek w czasie. W przypadku komdrek umieszczonych w agarozowym
hydrozelu réwniez nie stwierdzono efektu cytotoksycznego. Jednakze, po czternastu
dniach, liczebnos¢ zywych komodrek utrzymata sie na podobnym poziomie, a komorki
cechowata tendencja do gromadzenia sie poza obszarem rusztowania. Wyniki te s3
zgodne z danymi literaturowymi, ktére sugeruja, ze agaroza ma stabe witasciwosci
biologiczne wspierajace proliferacje komorek [Kim and Lee, 2016].

54



Rysunek 17. Zywotno$¢ fibroblastéw 46BR.1N i keratynocytéw HaCaT
osadzonych w kompozycji chitozanowo-agarozowej (CS/AG) i w samej agarozie (AG).
A) Rysunek przedstawia fluorescencyjne obrazy mikroskopowe pokazujgce barwienie

zywych i martwych komérek w rusztowaniach w dniach 2, 7 i 14-dniu hodowli.
Zywe komorki sg zabarwione na zielono kalceing, podczas gdy martwe komérki sa
zabarwione na czerwono jodkiem propidyny; pasek skali 250 um. B) Wykres zmian
wskaznikéw przezywalnosci obu linii komdérkowych w czasie. Wyniki przedstawiono jako
Srednig * odchylenie standardowe (SD) na podstawie trzech powtdrzen (n = 3, p < 0,05).
Wartosci na wykresie B poréwnano miedzy sobg. Oznaczenia poziomdw istotnosci
statystycznej s nastepujace: *p < 0,05, **p < 0,01.
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Na podstawie powyzszych wynikow dotyczacych przezywalnosci komorek
fibroblastéw i keratynocytéw w kompozycji chitozanowo-agarozowej i agarozie, uzyskano
cenne informacje na temat dfugoterminowego wptywu biotuszu na ich zywotnosc.
Aby jednak oceni¢ petne bezpieczenstwo biologiczne opracowanej kompozycji
polimerowej i potwierdzi¢ jej przydatnos¢ do zastosowan biomedycznych, wykonano
dodatkowe, szczegdtowe badania zgodne z wytycznymi dotyczagcymi oceny wyrobdéw
medycznych. W ramach tych dziatan przeprowadzono testy MTT, tym razem
z wykorzystaniem linii komérkowych dedykowanych do tego biotuszu, tj. fibroblastéw
46BR.1N oraz keratynocytéw HaCaT. Wysoka zywotnos¢ komodrek (85-112% dla linii
46.BR.IN i 90-137% dla linii HaCaT) po ich 24-godzinnym kontakcie z ekstraktami
badanych materiatéw (2,5% m/v) ponownie potwierdzita brak efektu cytotoksycznego
i bezpieczenstwo biologiczne dla wybranych komaérek.

Po uzyskaniu pozytywnych wynikéw dotyczacych biozgodnosci, w tym
bezpieczenstwa biologicznego badanej kompozycji chitozanowo-agarozowej, kolejnym
etapem byto przejscie do bardziej zaawansowanych metod badawczych, takich jak test
btony  kosmdéwkowo-omoczniowej CAM  (chorioallantoic  membrane  assay)
z wykorzystaniem zarodka jaja kurzego. Test CAM, rekomendowany przez FDA (Food and
Drug Administration), umozliwia m.in. ocene wptywu biomateriatdw na procesy
regeneracyjne, w tym rozwdj angiogenezy w warunkach in vivo. Proces angiogenezy,
czyli tworzenie nowych naczyn krwiono$nych z juz istniejacych, jest kluczowy
dla dostarczenia tlenu, sktadnikéw odzywczych oraz czynnikdéw wzrostu do regenerujacej
sie tkanki. Prawidtowa, szybko zachodzgca angiogeneza nie tylko wspiera proces gojenia,
lecz takze zapobiega martwicy, ktéra moze nastgpi¢ podczas regeneracji tkanki
[Guo et al., 2022]. Co istotne, w krajach europejskich, zgodnie z dyrektywa UE 2010/63,
oraz w USA, metoda CAM nie jest klasyfikowana jako eksperyment na zwierzetach,
poniewaz zarodek kurzy rozwija sie poza organizmem macierzystym, a test musi zostac
zakonczony do osiemnastego dnia inkubacji, zanim zarodek osiggnie petng zdolnosé
odczuwania bodzcéw bdlowych (nocycepcji). Test CAM wpisuje sie w zasady 3R (replace,
reduce, refine), ktére zmierzajg do ograniczenia eksperymentdw na zwierzetach. Jest to
kluczowy element etyki w przemysle biomedycznym i farmaceutycznym, a takze priorytet
dla organow regulacyjnych takich jak EMA i Komisja Europejska, ktére promuja metody
minimalizujace cierpienie zwierzat i zwiekszajace wartos¢ badan przedklinicznych [Fischer
i wsp., 2022]. W zwigzku z powyzszym, badajgc ilos¢ nowo powstatych rozgatezien naczyn
krwiono$nych, ich dtugos¢, grubos$¢ oraz catkowita powierzchnie stwierdzono,
ze tylko w przypadku uktadéw na bazie chitozanu oraz chitozanu i agarozy nastepuje
promowanie niewielkiego wzrostu powyzszych parametréw naczyniowych w poréwnaniu
z kontrolg, czyli obojetnym materiatem jakim jest zanurzona w 0,9% roztworze soli
fizjologicznej bibuta Whatmana (Rys. 18). Hydrozelowe membrany na bazie chitozanu
wykazaty najbardziej spdjne dziatanie proangiogenne, pod wzgledem dtugosci naczyn
i liczby rozgatezien, w przeciwienstwie do membrany agarozowe;j.
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Rysunek 18. Test angiogenezy CAM ex-ovo. A) Reprezentatywny obraz zarodka
jaja kurzego hodowanego ex-ovo z réznymi testowanymi materiatami w 9. dniu rozwoju
embrionalnego. Materiaty sg oznaczone w nastepujacy sposdb: 1 - agaroza + chitozan,
2 - chitozan, 3 - agaroza, 4 - bibufa filtracyjna Whatman. Pasek skali =5 mm.

B) Reprezentatywne obrazy mikroskopowe pokazujgce angiogeneze indukowang
materiatem po 24, 48 i 72 godzinach inkubacji. Pasek skali = 1 mm. Analiza zmian w sieci
naczyniowej, w tym liczba punktow rozgatezien naczyn (C), catkowita dtugos¢ naczyn (D),

Srednia grubos¢ naczyn (E) i catkowita powierzchnia naczyn (F), przedstawione jako
zmiany krotnosci w stosunku do 24-godzinnej inkubacji Wyniki przedstawiono jako
$rednig * odchylenie standardowe (SD) z co najmniej dwdch niezaleznych
eksperymentow.
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Po zakonczeniu badan w modelu CAM, ktére umozliwity szybka ocene pro-
regeneracyjnych witasciwosci badanych kompozycji polimerowych, kolejny etap prac
obejmowat zastosowanie modelu zwierzecego, stanowigcego bardziej ztozone
srodowisko biologiczne. W badaniach tych przeanalizowano wptyw opracowanego
rusztowania na proces gojenia sie ran, wykorzystujgc zwierzecy model rany u myszy.
Tego typu badania stanowig pierwszy krok umozliwiajacy przeprowadzenie badan
klinicznych, ktére decydujg o przydatnosci rusztowania w zastosowaniach medycznych.

Rysunek 19. Wptyw badanych hydrozeli na gojenie sie ran skéry u myszy.

A) przyktadowe zdjecie krazkdw hydrozelowych natozonych na rany skéry grzbietowej;
B) $redni procent zamkniecia rany; stupki btedéw reprezentujg SD, n = 12 - liczba ran
reprezentujgcych 6 myszy w kazdej grupie; istotnosc¢ statystyczng w stosunku do kontroli
woda z CO2 okreslono za pomoca dwustronnego testu Manna-Whitneya i oznaczono
gwiazdka ,,*” dla CS/AG i hasztagiem ,#” dla samego CS;

C) reprezentatywne obrazy ran w dniu (d) O, 7 i 14; D) reprezentatywne wycinki skory
pobrano w 14 dniu po urazie i wybarwiono trichromem Massona w celu wizualizacji
architektury tkanki: czerwony - miesnie i keratyna; niebieski - kolagen; rézowy -
cytoplazma; brazowy - jadra.
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W ramach badan nad wptywem hydrozelowych rusztowan w formie walca zastosowano
rézne uktady: kompozycje zawierajacg 0,5% chitozanu i 0,5% agarozy, 1% agarozy, 1%
roztworu chitozanu nasyconego dwutlenkiem wegla oraz kontrolny, czyli nasyconag
dwutlenkiem wegla wode destylowang. Wyniki wykazaty, ze metoda aplikacji materiatu
na rane ma istotny wptyw na proces gojenia (Rys. 19). Naniesienie ptynnej warstwy
hydrozelu chitozanu, spowodowato jej szybkie wyschniecie.
Kompozycja chitozanowo-agarozowa, pozwolita z kolei na dtuzsze utrzymanie wilgotnego
srodowiska, chronigc rane przed wyschnieciem. Udziat agarozy w materiale przyczynia sie
do tworzenia stabilnego i trwatego rusztowania, ktéore nasladuje naturalne srodowisko
tkankowe, sprzyjajgce procesowi gojenia sie ran. Po 7 dniach leczenia ran badanymi
kompozycjami chitozanowo-agarozowymi zaobserwowano zmniejszenie sie jej
powierzchni do 33%, co stanowito 40-50% szybsze gojenie sie ran niz w pozostatych
badanych grupach. Dodatkowo na podstawie badan histologicznych zauwazono
integracje chitozanu ze strukturg skory podczas regeneracji oraz znaczny wzrost liczby
keratynocytéw. Podsumowujac, wyniki te wskazujag na wyrazng przewage kompozycji
chitozanowo-agarozowej nad jej poszczegdlnymi sktadnikami z osobna oraz wodg
nasycong CO; w kontekscie wspomagania procesu gojenia ran. Potwierdzono pozytywny
wptyw kompozycji chitozanowo-agarozowegona kilka wybranych waznych dla proceséw
regeneracyjnych  parametréw  biologicznych,  otwierajgc nowe  mozliwosci
jej zastosowania w inzynierii tkankowej.
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4 PODSUMOWANIE

Przeprowadzone badania, integrujace wiedze z zakresu chemii, inzynierii
materiatowej oraz biologii medycznej, pozwolity na opracowanie biotuszu o unikalnych
wtasciwosciach aplikacyjnych, stanowigcego wktad w rozwdj technologii biodruku
oraz inzynierii tkankowej. Opracowana kompozycja hydrozelowa, bazujgca na chitozanie
otrzymanym metodg saturacji dwutlenkiem wegla, w potgczeniu z agaroza, posiada
optymalne wiasciwosci fizykochemiczne i biologiczne, spetniajac kluczowe kryteria
drukowalnosci oraz biozgodnosci. Te wtasciwosci czynig ten materiat szczegdlnie
przydatnym w regeneracji tkanki skérnej, co stanowi bezposrednia odpowiedz
na postawione cele badawcze i potwierdza jego szeroki potencjat aplikacyjny w medycynie
regeneracyjnej oraz technologiach inzynierii tkankowej.

Rozwigzanie problemu badawczego osiggnieto poprzez opracowanie kompozycji
chitozanowo-agarozowej o zdolnosci do natychmiastowego zelowania w warunkach
temperatury fizjologicznej, eliminujac tym samym konieczno$¢ stosowania dodatkowych
modyfikacji chemicznych oraz czynnikdw sieciujacych. Dzieki temu uzyskano materiat
o wysokim poziomie bezpieczedstwa biologicznego oraz prostocie zastosowania
w warunkach przemystowych. Unikalny charakter opracowanego biotuszu zostat
zabezpieczony zgtoszeniami patentowymi (P.443403 i EP.23460040).

Do gtownych dokonan badawczych niniejszej rozprawy naleza:

e Optymalizacja procesu usuwania endotoksyn z roztworow chitozanowych
bez wptywu na mase czgsteczkowa i stopien deacetylacji tego polimeru,
co jest kluczowe dla zachowania jego parametréw fizykochemicznych.

e Wykazanie, ze masa czasteczkowa i DD chitozanu nie miaty istotnego wptywu na
jego wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe ani cytotoksycznosé¢, pozwolito to
skupi¢ sie na ocenie wptywu masy czgsteczkowej na drukowalnos¢ oraz
wtasciwosci zelujgce kompozycji z agaroza.

e Opracowanie innowacyjnej metody wytwarzania termoczutej kompozycji
chitozanowo-agarozowej, ktora moze by¢ stosowana jako baza biotuszu.
Materiaf ten, zelujacy pod wptywem temperatury fizjologicznej, umozliwia szybkie
i skuteczne wytwarzanie rusztowan komodrkowych bez uzycia dodatkowych
czynnikow sieciujgcych.

e Spetnienie podstawowych kryteriow akceptacji, takich jak drukowalno$é
i biozgodnos¢. Witasciwosci reologiczne kompozycji polimerowej obejmujg
zdolnos¢ do odbudowy struktury po zadziataniu sit mechanicznych, jest to
niezbedne dla zachowania integralnosci geometrycznej w procesie druku
warstwowego. Dodatkowo, biozgodnos¢ kompozycji zostata zweryfikowana na
liniach komérkowych 1929, 46BR.1N oraz HaCaT, co potwierdza jej potencjalne
zastosowanie w inzynierii tkankowej i biomedycynie.
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e Ocena wplywu kompozycji chitozanowo-agarozowej wykazata, ze materiat
wspiera migracje, proliferacje i przezywalno$é komorek, co stanowi solidng
podstawe do potencjalnych zastosowan w inzynierii tkankowej. Wyniki sugeruja,
ze opracowana kompozycja moze efektywnie wspiera¢ procesy regeneracyjne
w uszkodzonych tkankach, sprzyjajac tworzeniu funkcjonalnych struktur
niezbednych do skutecznej regeneraciji.

e Brak negatywnego wptywu na angiogeneze i wspieranie procesu gojenia ran,
co stanowi podstawe do potencjalnych zastosowan w inzynierii tkankowe;j.
Stwierdzono, ze kompozycja moze wspiera¢ procesy regeneracyjne
w uszkodzonych tkankach.

Podsumowujac, opracowana kompozycja chitozanowo-agarozowa stanowi istotny
postep w dziedzinie biodruku i inzynierii tkankowej. Eliminujgc konieczno$¢ stosowania
dodatkowych czynnikéw sieciujacych, znaczaco upraszcza proces produkcji i zwieksza
bezpieczenstwo aplikacyjne. Materiat ten zachowuje kluczowe wtasciwosci, takie jak
drukowalno$é, biozgodnos¢ oraz wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, ktore s3
odpowiedzig na specyficzne wymagania sektora medycznego, szczegdlnie w kontekscie
zastosowan klinicznych i biomedycznych.

Kolejne etapy badan beda koncentrowac¢ sie nie tylko na biologicznych
wtasciwosciach materiatu, ale takze na kompleksowym opracowaniu i optymalizacji
catego procesu biodruku, z uwzglednieniem jego réznych wariantow. Planowane jest
rowniez skupienie sie na druku robotycznym, co pozwoli na uzyskanie jeszcze bardziej
precyzyjnych struktur tréjwymiarowych, o zoptymalizowanych parametrach, kluczowych
dla efektywnej regeneracji tkankowej. Dodatkowo, istotng role odegraja technologie
sztucznej inteligencji, ktore bedg wykorzystane do szczegdtowej analizy parametréw
reologicznych i strukturalnych kompozycji, jak rowniez do modelowania, przewidywania
zachowania materiatu w trakcie procesu biodruku, a takze w badaniach biologicznych,
takich jak ocena efektéw proangiogennych w modelu CAM. Optymalizacja procesu
biodruku bedzie obejmowata badania nad kluczowymi parametrami technologicznymi,
uwzgledniajacymi aspekty takie jak przeptyw materiatu, gradient cisnienia oraz warunki
termiczne wptywajace na proces zelowania, szczegdlnie w kontekscie porowatosci,
drukowalnosci oraz metod osadzania materiatu. Wykorzystanie algorytmoéw uczenia
maszynowego umozliwi symulacje procesu biodruku oraz precyzyjne dostosowanie
wtasciwosci biotuszu do specyficznych wymagan medycznych. Wprowadzenie peptydéw
proangiogennych w celu zwiekszenia bioaktywnosci kompozycji bedzie kolejnym istotnym
krokiem w rozwoju kompozycji polimerowych, zwfaszcza w kontekscie wspierania
procesow angiogenezy, ktore sg kluczowe dla regeneracji tkankowej.

Przyszte badania beda skoncentrowane na dalszej optymalizacji opracowanej
kompozycji polimerowej, ktéra juz spetnia wysokie wymagania inzynierii tkankowej, lecz
wcigz kryje w sobie ogromny potencjat rozwoju. Celem jest dostosowanie jej do
specyficznych zastosowan. Pozwoli to na poszerzenie jej funkcjonalnosci i efektywnosci
w zrdznicowanych obszarach medycyny regeneracyjnej, farmacji i biologii.
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6 TRESC ARTYKULOW Z OPISEM WKtADU PRACY DOKTORANTA

6.1 [A1] A Novel Method of Endotoxins Removal from Chitosan Hydrogel
as a Potential Bioink Component Obtained by CO, Saturation.
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Bytam jedng z kluczowych oséb odpowiedzialnych za opracowanie koncepcji
badan, ktére stanowig podstawe niniejszej pracy. Wspodlnie z pozostatymi autorami
zaprojektowatam oraz przeprowadzitam eksperymenty. Moim zadaniem byfo
opracowanie metody usuwania endotoksyn, oznaczenia ich stezenia, przeprowadzenie
badan czystosci mikrobiologicznej, jak réwniez przygotowanie prob do dalszych testow
z wykorzystaniem tej metody. Bratam aktywny udziat w badaniach nad lepkoscig oraz
oznaczaniu masy czasteczkowej analizowanych préb. Wspédlnie z gtdwnymi autorami
petnitam funkcje zarzadzajaca projektem, nadzorujac jego realizacje i koordynujac prace
zespotu. Bytam odpowiedzialna za opracowanie wstepnych wersji manuskryptu oraz
bratam aktywny udziat w jego edycji. Ponadto koordynowatam przygotowanie odpowiedzi
na recenzje, a takze finalizacje ostatecznej wersji manuskryptu do publikacji.
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W ramach wspoétautorstwa tej publikacji bytam zaangazowana w kluczowe etapy realizacji
badan naukowych. Wspdlnie z pozostatymi autorami uczestniczytam w opracowywaniu
metodologii oraz zarzadzaniu danymi, co obejmowato ich zbieranie, organizacje
oraz przygotowanie do analizy. W ramach badan eksperymentalnych bratam udziat w ocenie
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej oraz przygotowaniu prob do dalszych testéw.
Wspieratam zarzgdzanie zasobami projektu, w tym organizacje niezbednych materiatéw i narzedzi
badawczych. Bratam udziat w walidacji wynikéw, a takze wspéttworzytam wstepng wersje
manuskryptu, aktywnie uczestniczac w jego dalszej edycji.
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ABSTRACT
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This paper presents a comparison of the antimicrobial activity and cytotoxicity against L929 cells of chitosan
xerogels prepared by dissolving the polymer in a solution of lactic acid (LA) or carbonic acid (CO,) and then
freeze-drying. There was no simple relationship between the antimicrobial activity and cytotoxicity of the
samples obtained using both techniques (LA and CO3). Chitosan materials obtained by the LA method in a 1:1
dilution were characterized by the highest cytotoxicity against L929 cells (~20%). For the same diluted samples
prepared using the CO; saturation method, the viability of L929 cells was approximately 2.5 times greater. Some
of the tested chitosan materials obtained by the innovative method were characterized by significantly lower
antimicrobial activity, for example, reduction of E. coli bacteria for MMW-LA and MMW-CO, samples by 6.00 and
0.75 logarithmic order, respectively. This clearly indicates that in many applications, the presence of the acid
necessary to dissolve chitosan is responsible for the antimicrobial activity of the polymer solution and its

products.

1. Introduction

Chitosan is a natural polysaccharide with a positive charge, and is a
derivative of chitin. It consists of the monomers N-acetyl-p-glucosamine
and p-glucosamine linked by f-1,4-glycosidic bonds [1]. Chitosan occurs
sporadic in the biosphere, therefore this polymer is obtained from chitin,
which is one of the main components of the exoskeletons of arthropods
such as shrimp, crabs, lobsters and arachnids [2]. The most common
method for obtaining chitosan is the deacetylation of chitin, which is a
two-stage nucleophilic substitution reaction that takes place in an
alkaline solution. Depending on the origin of chitin and parameters of
the deacetylation process, chitosan can be obtained with different mo-
lecular weights (MW) and degrees of deacetylation (DD). These pa-
rameters affect the physicochemical and biological properties of
biopolymer-based materials based on this biopolymer [1-4].

The properties of chitosan, such as biocompatibility,

* Corresponding author.

biodegradability, non-toxicity, antimicrobial activity, hemostatic prop-
erties, and ability to accelerate wound healing, make it an object of
research and application in designing dressing materials [5], scaffolds
[6], and carriers for the controlled release of drugs and other biologi-
cally active pathways [7]. Chitosan can also be used as a component of
food packaging or as a food additive, inhibiting the development of
microorganisms and thus prolonging the freshness of the product u [8].

One of the most significant features of the potential action of chito-
san is the antimicrobial activity of the polymer, which is the result of
many different factors, including DD and MW [9]. Zheng and Zhu [9]
and Tavaria et al. [10] reported an increase in the antimicrobial activity
of chitosan against Staph. aureus bacteria with increasing MW [9,10].
Despite the relatively well-determined effect of the MW of chitosan on
its antimicrobial activity against Gram-positive bacteria, many incon-
sistent results of its activity against Gram-negative bacteria can be found
[11]. Some studies on E. coli and Salmonella have indicated an increase
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6.3 [A3] Thermosensitive composite based on agarose and chitosan
saturated with carbon dioxide. Preliminary study of requirements
for production of new CSAG bioink.

6.3.1 Wktad pracy doktoranta

Tytut: Thermosensitive composite based on agarose and chitosan saturated with carbon
dioxide. Preliminary study of requirements for production of new CSAG bioink.

Autorzy: Adrianna Banach-Kope¢, Szymon Mania, Robert Tylingo, Agata Wawrzynowicz,
Monika Pawtowska, Katarzyna Czerwiec, Milena Deptuta, Michat Pikuta

Czasopismo: CARBOHYDRATE POLYMERS

Rok wydania: 2024

Impact factor: 11,2 (2022)

Liczba punktow wg MNiSW: 140

DOI: 10.1016/j.carbpol.2024.122120

Procentowy wktad pracy doktoranta: 27%

Moje zaangazowanie w przygotowanie tego artykutu polegato na petnieniu roli
jednego z gtéwnych tworcow koncepcji i planu badawczego, ktére byty fundamentem
projektu, oraz na organizacji zasobow niezbednych do jego realizacji.
Aktywnie uczestniczytam w przeprowadzaniu badan eksperymentalnych, w tym
w przygotowywaniu prob do dalszej analizy. Samodzielnie przeprowadzitam badania
oceny wtasciwosci reologicznych badanych kompozycji oraz ich aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej. Bratam udziat w badaniach nad oceng sit wyttaczania
kompozycji chitozanowo-agarozowych oraz w eksperymentach oceny Zzywotnosci
komdrek w wyttoczonych kompozycjach polimerowych, jak réwniez w procesie ich
drukowania. Przygotowatam préby do testéw biologicznych oceniajgcych biozgodnosé
kompozycji polimerowych. Moje obowigzki obejmowaty takze zarzgdzanie danymi (ich
zbieranie, organizacje oraz przygotowanie do analizy) oraz formalng analize wiekszosci
wynikow. Odpowiadatam za przygotowanie wiekszosci wykresdw oraz walidacje
wynikow. Bytam réwniez zaangazowana w przygotowanie pierwszej wersji manuskryptu,
jego edycje oraz przygotowanie odpowiedzi dla recenzentéw.
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M¢j udziat w przygotowaniu tego artykutu obejmowat petnienie roli jednej
z gtdwnych osob odpowiedzialnych za opracowanie koncepcji i planu badawczego, ktére
stanowity fundament projektu, a takze organizacje zasobdéw niezbednych do jego
realizacji. Ponadto  aktywnie uczestniczytam w  przeprowadzaniu  badan
eksperymentalnych, w tym w przygotowywaniu prébek do dalszej analizy.
Samodzielnie przeprowadzitam badania oceny stopnia dyfuzji i przepuszczalnosci
oraz wspotpracowatam przy badaniach oceny witasciwosci reologicznych, ocenie
przezywalnosci komoérek w kompozycjach polimerowych, a takze w ocenie stopnia
angiogenezy. Przygotowatam rowniez wszystkie proby do testow biologicznych
oceniajgcych biozgodnosc badanych uktadéw, w tym testow przeprowadzonych z uzyciem
zwierzat. Moje obowigzki obejmowaty takie zarzadzanie danymi (ich zbieranie,
organizacje oraz przygotowanie do analizy) oraz formalng analize wiekszosci wynikdw.
Dokonatam analizy wiekszosci uzyskanych wynikdéw przeprowadzonych badan.
Odpowiadatam za przygotowanie wiekszosci wykresow oraz walidacje wynikéw.
Bytam gtéwng osobg odpowiedzialng za przygotowanie pierwszej wersji manuskryptu
oraz jego dalszg edycje. Petnitam role autora korespondencyjnego oraz bytam gtéwng
osobg zajmujaca sie przygotowaniem odpowiedzi na recenzje.
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6.5 [A5] Marine polymers in tissue bioprinting: Current achievements
and challenges.

6.5.1 Wktad pracy doktoranta

Tytut: Marine polymers in tissue bioprinting: Current achievements and challenges.
Autorzy: Adrianna Banach-Kope¢, Szymon Mania, Robert Tylingo

Czasopismo: REVIEWS ON ADVANCED MATERIALS SCIENCE
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Méj wkiad w przygotowanie niniejszego artykutu polegat na przeprowadzeniu
szczegotowego przegladu literatury dotyczacego wykorzystania polimeréw morskich
w biodruku, ze szczegdlnym uwzglednieniem obecnych osiggnie¢ i wyzwan w tej
dziedzinie. Przeglad literatury przeprowadzitam w oparciu o nastepujace bazy danych
takie jak PubMed, ScienceDirect oraz Wiley i Taylor & Francis, ktadac nacisk na najnowsze
prace opublikowane w ciggu ostatnich 20 lat. Zebrane informacje pozwolity na stworzenie
kompleksowego przegladu literaturowego, w ktérym omowitam kluczowe zastosowania,
problemy i potencjat aplikacyjny w tej dziedzinie. Dodatkowo, petnitam role autora
korespondencyjnego oraz przygotowywatam odpowiedzi na uwagi recenzentdw.
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