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ABSTRACT

The presence of three dimensional support is indispensable condition for suc-
cessful regeneration of the tissue. In the absence of natural scaffold, or absence of its
artificial substitute, regeneration is not possible.

The advantage of natural building blocks to create new scaffolds results from
the requirements of the materials structures used for tissue regeneration: biocom-
patibility, biodegradability, lack of cytotoxicity and desirable mechanical proper-
ties. Application of these building blocks for the preparation of three dimensional
materials should ensure completely biocompatibility of the temporary extracellu-
lar matrix equivalent, thus offering construct resembling a natural milieu for the
cells and finally regeneration of tissues. These include framework with elements
stimulating adhesion of in vitro grown cells, growth factors, hormones and vitamins
offered as a completed ingredients in the commercially available culture media. 3D
frameworks applied for cell growing should facilitate formation of required tissue
shape and size as well as appropriate functioning of the cells. The key factor for the
successful regeneration of tissues is the function of the scaffold determining the
environment for growing cells, directing proliferation and regulating differentiation
processes. The basic feature of the cellular scaffold, determining its functioning is
porosity. Pore diameter and their abundance consists a critical factor for penetration
of cells into the interior of the implant and finally for successful regeneration of
damaged tissue. The progress of tissue regeneration in vitro depends on the presence
of cytokines and growth factors, which are controlling cell differentiation process.
Nowadays neither of implant material offered on the market has a property compa-
rable to the natural tissue. However, there are many reports presenting preliminary
experiments conducted towards attaining novel supports for regenerative medicine
derived from peptides and formed by their self-organization. The most advanced of
them are known under trade name PuraMatrix, which recently were applied for the
regeneration of soft tissues. However, due to tendency of this materials for hydrogels
formation, characteristic for them are disadvantageous mechanical properties. The
alternative approach based on application of native ECM proteins was also taken
into consideration. The weak points of this materials are the susceptibility of prote-
ins towards proteolytic enzymes and theirs immunogenic properties. The diversity
of peptide modules give the opportunity to design and synthesize a variety of bio-
materials that mimic the structural complexity of the natural ECM.

Keywords: regenerative medicine, self-assembled peptides, biomimetic scaffolds,
extracellular matrix (ECM), functional components of ECM

Stowa kluczowe: medycyna regeneracyjna, samo-organizacja peptydow, biomime-
tyczne rusztowania, macierz pozakomorkowa (ECM), sktadniki funkcjonalne ECM
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WPROWADZENIE

Inzynieria tkankowa bedaca jednym z dzialéw medycyny regeneracyjne;j jest
definiowana jako ,wykorzystanie narzedzi wlasciwych biologii, chemii i inZynierii
materialowej do naprawy, renowacji i regeneracji tkanek, poprzez wykorzystanie do
tego biomaterialow, komorek i czynnikéw wzrostu” [1-3]. Celem inzynierii tkan-
kowej jest zaprojektowanie oraz wytworzenie biomimetykéw srodowiska komorek,
ktdre stanowig trojwymiarowa matryce do osadzania komorek i sg zdolne wplywaé
na komorki w taki sposob, aby byly one w stanie funkcjonowa¢ tak jak w natural-
nym dla nich srodowisku [4]. Tym samym materialy stosowane jako rusztowania
dla komorek (scaffolds) muszg zapewnia¢ odpowiednie mikrootoczenie komérkom
i gwarantowa¢ wzrost tkanek [5, 6]. Dodatkowo biomateriaty te musza zapewnia¢
adhezje komoérkom, ich proliferacje, roznicowanie i w koncu odtwarzanie tkanki.
Biorgc pod uwage wszystkie wymagania stawiane biomaterialom stosowanym
w inzynierii tkankowej, kluczowy jest skfad chemiczny rusztowania, jego wlasciwo-
$ci fizyczne oraz aktywno$¢ biologiczna, bowiem dopiero potaczenie tych wszyst-
kich cech gwarantuje powodzenie procesu regeneracji tkanek [7, 8].

1. STANDARDOWE BIOMATERIALY STOSOWANE
W REGENERACJI TKANEK

1.1. NATURALNE MATERIALY

Naturalnie wystepujace biatka takie jak: kolagen, fibronektyna, zelatyna oraz
polisacharydy takie jak chityna, chitozan s od dawna szeroko stosowane jako
rusztowania w regeneracji roznorodnych tkanek [9]. Z uwagi na ich pochodzenie,
posiadajg one wlasciwoéci podobne do natywnych tkanek co warunkuje adhezje
komorek [10]. Kolagen jest stosowany w inzynierii tkankowej, gtéwnie w regene-
racji tkanki nerwowej, chrzastki, naczyn krwionosnych, zastawek serca, wigzadel
i $ciggien [11]. Zasadnicza wada kolagenu jest jego zwierzgce pochodzenie (mate-
rial ksenogeniczny) lub pochodzenie allogeniczne, co powoduje aktywacje ukladu
immunologicznego i odrzucanie materiatu zastosowanego do regeneracji. Ponadto
kolagen pochodzenia ksenogenicznego moze nie by¢ dostatecznie czysty, zwlaszcza
pod wzgledem mikrobiologicznym, co niesie ryzyko nieznanego wptywu zanie-
czyszczen na proces regeneracji [12, 13].

1.2. MATERIALY SYNTETYCZNE

Biodegradowalne polimery takie jak kwas poli-mlekowy (PLLA) [14], kwas
poli-glikolowy (PGA) [15], poli-e-kaprotolakton (PCL) [16], ich kopolimery: poli-
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(laktydo-ko-glycolid) (PLGA) [17], poli(laktydo-ko-kaprolakton (PLCL) [18] i ich
mieszaniny sg stosowane jako materialy do wytwarzania rusztowan uzytecznych
w regeneracji roznych typow tkanek [19-22]. Materialy te s3 biokompatybilne i cha-
rakteryzujg sie szerokim zakresem biodegradowalnoéci zaleznym od ciezaru cza-
steczkowego polimeru, struktury krystalicznej oraz skladu mieszanych polimerdéw.
Co istotne, szybkos¢ degradacji, wlasciwosci mechaniczne i wlasciwosci fizyczne
moga by¢ modulowane i przystosowywane do zamierzonego celu [23]. Wigkszo$¢
dopuszczonych do stosowania przez FDA poliestrowych biopolimeréw stosowanych
w medycynie regeneracyjnej charakteryzuje sie jednak obnizong adhezja do osadza-
nych na nich komorek, co wynika z ich hydrofobowego charakteru [24]. W celu
wyeliminowania tej wady prowadzone s3 badania nad modyfikacja syntetycznych
materiatow polimerowych poprzez wprowadzanie zwigzkéw poprawiajgcych ich
aktywno$¢ biologiczna [25-32]. Nalezy réwniez zwrdci¢ uwage na fakt, ze materialy
poliestrowe ulegaja degradacji a powstajace produkty kwasowe moga powodowaé
znaczne lokalne obnizanie pH tkanek [33, 34].

1.3. MATERIALY HYBRYDOWE

Rusztowania hybrydowe tgcza w sobie zalety zaréwno materialéw syntetycz-
nych jak i naturalnych, co pozwala na osiagniecie wtasciwosci lepszych do pojedyn-
czych skltadowych. W literaturze opisane zostaly przyklady materiatéw, ktére otrzy-
mano w wyniku modyfikacji syntetycznych polimeréw za pomoca bioczasteczek, co
pozwolito na otrzymanie ukltadéw biomimetycznych, nasladujacych funkeje natyw-
nej macierzy pozakomoérkowej pod wzgledem topografii oraz funkcji. Almany
i wspdtpracownicy opisali synteze i zastosowanie hydrozeli otrzymanych z glikolu
polietylenowego oraz fibrynogenu, co pozwolito na wytworzenie materiatu o $cisle
zdefiniowanych wlasciwosciach mechanicznych z zachowang biofunkcjonalnoscia
niezbedng do regeneracji tkanek [35-37].

2. NOWOCZESNE PODEJSCIA DO TWORZENIA RUSZTOWAN
(SCAFFOLDS) STOSOWANYCH W MEDYCYNIE REGENERACYJNE]

Rusztowania wytwarzane z nanowldkien posiadaja ogromny potencjat uzyt-
kowy z punktu widzenia inzynierii tkankowej, gdyz nasladujg architekture natywnej
macierzy pozakomoérkowej (ECM). Charakteryzuja si¢ one wysokim stosunkiem
pola powierzchni do objetosci oraz mikroporowatg struktura, co ulatwia przyle-
ganie, proliferacje, infiltracje, migracje i réznicowanie komorek [38]. Wiokna o
nano-wymiarach wykazuja znaczne podobienstwo do zlozonej sieci wiokienek
kolagenu o $rednicach zawartych w przedziale 50-500 nm, ktdre wystepuja w ECM.
Dodatkowo wlasciwosci struktur uzyskanych z nanowlékien takie jak elastycznosé,
czy tez porowato$¢ moga by¢ dostosowywane do wymagan regenerowanej tkanki
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[39, 40]. To co istotne, to udowodniony fakt, ze komoérki dobrze przywieraja i we
wlasciwy sposob ulegaja organizacji w przypadku rusztowan ztozonych z widkien,
ktérych $rednica jest mniejsza niz srednica komoérek [41]. Nanowldkna mogg by¢
otrzymywane na drodze elektroprzedzenia (ang. electrospinning), rozdzielania faz
(ang. phase separation) oraz samo-organizacji (ang. self-assembly) [42, 43]. Te trzy
techniki zostaly réwniez skalsyfikowane z punktu widzenia procesowego jako top-
-down i bottom-up (Rys. 1).

Podejscie Top Down

/ /’
D Rozdrobniony materiat (proszek)

4

Staty materiat sypki
/“
g/

Nanoczastki

Podejscie Botton Up

Rysunek 1. Podejscie top-down oraz bottom up do wytwarzania nanoczastek
Figure 1. Top-down and the bottom-up approach for manufacturing of nanoparticles

PODEJSCIE TOP-DOWN

Podejscie ,top-down” to tradycyjny sposdb zmniejszania rozmiaréw materialu
(miniaturyzacja wigkszych struktur). Procesy top-down obejmuja w wigkszo$ci przy-
padkow metody przetwarzajace ciala stale: mielenie — materiat jest rozdrobniony
pomiedzy dwoma Zarnami w warunkach beztlenowych (co zapobiega utlenianiu
materialu rozdrabnianego), nanolitografi¢ podobna do stosowanej do wytwarzania
ukladéw scalonych lub elementéw optoelektronicznych), technike wykorzystujaca
zogniskowang wigzke jonéw (ang. Focused Ion Beam, FIB), trawienie chemiczne
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oraz elektroprzedzenie [44, 45]. Wsér6d wymienionych metod, nanolitografia oraz
chemiczne trawienie s3 metodami najmniej uzytecznymi do wytwarzania nanow-
tokien. Elektroprzedzenie jest obecnie jedng z najwazniejszych metod wytwarza-
nia nanowldkien wykorzystywanych do otrzymywania rusztowan dla medycyny
regeneracyjnej. Elektroprzedzenie polega na zastosowaniu wysokiego napiecia do
przezwyciezenia napiecia powierzchniowego kropli polimeru tworzonej na koncu
kapilary. Zastosowanie kapilary pozwala na rozcigganie roztworu do postaci wio-
kien, ktore zbierane sa w statycznym lub dynamicznym kolektorze umiejscowionym
w okreslonej odleglosci od kapilary.

Roztwor
polimeru

Strzykawka Stozek Strumien
kapilary
Pompa dozujgca

Ekran kolektora

Zasilacz
wysokiego napiecia

Rysunek 2.  Elektroprzedzenie nanowldkien
Figure 2. Electrospinning as a method of nanofiber production

Uniwersalnos¢ tej techniki wynika z mozliwoéci zmian parametréw procesu
oraz sktadu i stezenia roztwordw polimeru, co prowadzi do tworzenia nanowltokien
o wymaganych wymiarach i orientacji. Elektroprzedzenie jest stosunkowo prosta
i niezawodna technika pozwalajacg na uzyskiwanie wtdkien o odpowiedniej poro-
wato$ci oraz pozadanych parametrach mechanicznych [46]. Metoda ta pozwala na
uzyskiwanie rusztowan o zalozonych parametrach dwu- i tréjwymiarowych (2-D
i 3-D) [47]. Technika ta jest stosowana do wytwarzania rusztowan wykorzysta-
nych w regeneracji réznorodnych tkanek. Otrzymano t3 metoda jednokierunkowo
zorientowane nanowlékna PLGA, ktdre okazaly sie by¢ efektywniejszym podlozem
do osadzania i proliferacji komorek Schwanna w poréwnaniu do materialéw utwo-
rzonych z losowo rozmieszczonych wtokien PLGA. Podobne obserwacje stwier-
dzono dla rusztowan wytworzonych z porowatych witdkien z PLGA, ktére zastoso-
wano w badaniach z uzyciem fibroblastow NIH3T3 [48]. Wadg elektroprzedzenia
jest otrzymywanie widkien o zréznicowanym wymiarze (Srednica widkna moze
osigga¢ nawet warto$¢ mikrometréw) ponadto zmiana rozpuszczalnika wykorzy-
stanego do przygotowania roztworu polimeru moze powodowaé zrdznicowanie
porowato$ci materiatu.

Inng technikg szeroko stosowana w podejsciu top-down” jest proces rozdziele-
nia faz (ang. phase separation) polegajacy na tworzeniu nanowldknistych form z poli-
meru poddanego indukcji termicznej. Proces obejmuje rozpuszczanie polimeru,
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rozdzielanie faz ciecz-ciecz, zelowanie polimeru, ekstrakcje odpowiednim rozpusz-
czalnikiem, a nastgpnie zamrozenie i liofilizacj¢. Rozdzielenie faz jest stosunkowo
prosta technika pozwalajacg na otrzymywanie makroporowatych struktur, ktore
zapewniajg zagniezdzanie si¢ komorek. Gléwna zaletg tej metody jest mozliwos¢
modulowania zaréwno ksztaltu i rozmiaréw poréw poprzez wykorzystanie poro-
genéw. Porowate, nanowltokniste materialy uzyskane z PLLA wykorzystano do
zagniezdzania i proliferacji neuronalnych komoérek macierzystych (NSC). Stwier-
dzono, Ze zastosowane materialy sprzyjaly réznicowaniu NSC, co wskazuje na moz-
liwo$¢ ich wykorzystania do regeneracji tkanki nerwowej [49]. W poréwnaniu do
elektroprzedzenia, rozdzielenie faz charakteryzuje si¢ niskg wydajnoscig i nie moze
by¢ zastosowane do wytwarzania diugich wlokien ciaglych, ponadto metoda ta
moze by¢ zastosowana jedynie do wybranych polimeréw. Natomiast metody wyko-
rzystujace litografie oraz ogniskowane wigzki elektronéw (jonéw) moga prowadzi¢
do strukturalnych deformacji materialéw wytwarzanych z biomaterialéw (polisa-
charydy, biatka).

PODEJSCIE BOTTOM-UP

Choc¢ podejscie odgérne (top-down) jest powszechnie stosowane do otrzymy-
wania rusztowan, charakteryzuje si¢ ono ograniczeniami wynikajacymi z niedosta-
tecznej kontroli nad procesem zachodzacym w nanoskali. Ponadto, do wytworzenia
ztozonych 3-D struktur, zadna z wymienionych metod nie zapewnia mozliwosci
uzyskania materialu o wymiarach nanometrycznych. W podejsciu oddolnym (bot-
ton-up), pojedyncze bloki budulcowe (atomy, czasteczki) oddziatywaja pomiedzy
sobg w uporzadkowany sposob tworzac nowe supramolekularne struktury. Pro-
ces samo-organizacji (samo-agregacji) jest spontanicznym, oddolnym podejsciem
pospolicie wystepujacym w naturze. Aminokwasy, peptydy, nukleotydy, lipidy,
cukry na drodze samo-organizacji tworzg funkcjonalne, ztozone struktury [50].

3. PEPTYDY ULEGAJACE SAMO-AGREGACJI/ORGANIZAC]I
JAKO NOSNIKI KOMOREK

Wykorzystanie proceséw samo-organizacji jest obecnie jednym z najinten-
sywniej rozwijanych kierunkéw badan nakierowanych na wytwarzanie rusztowan
uzytecznych w inzynierii tkankowej. Dzieje si¢ tak, gdyz produkty samo-organiza-
¢ji nasladujg naturalny ECM zaréwno pod wzgledem strukturalnym (tworzone sa
z naturalnych blokéw budulcowych) jak i funkcjonalnym (produktami sg ztozone
struktury identyczne z naturalnymi) [51-58]. Proces samo-organizacji jest spon-
tanicznym procesem porzadkowania niezorganizowanych czasteczek w zlozone
i uporzadkowane struktury poprzez wykorzystanie specyficznych oddzialywan
pomiedzy czasteczkami. Proces ten zachodzi bez jakichkolwiek metod stymulacji
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czy kierunkowania [59]. Panuje przekonanie, Ze samo-organizacja posiada ogromny
potencjal do racjonalnego projektowania nanostruktur. Tworzenia zalozonych (ang.
tailored) struktur wymaga poznania wlasciwoséci blokéw budulcowych ulegajacych
samo-organizacji, mechanizmu samo-organizacji czy w koncu kinetyki i dynamiki
tego procesu. Oddzialywaniami, ktdre graja kluczowa role w procesie samo-organi-
zacji sg slabe niekowalencyjne oddzialywania takie jak: wigzania jonowe, elektrosta-
tyczne, hydrofobowe oraz van der Waalsa.

Chociaz energia kazdego z pojedynczych oddziatywan jest zbyt niska aby two-
rzy¢ trwale ztozone struktury, to jednak ich wspoldzialanie w procesie samo-orga-
nizacji powoduje, Ze finalnie tworzone supra-czasteczki sg stabilne. Aminokwasowe
bloki budulcowe (peptydy) w procesie samoorganizacji tworzg finalnie uporzad-
kowane struktury drugo- i trzeciorzedowe. Struktury takie jak alfa helisy czy tez
B-kartki tworzone sa z udzialem sieci wigzan wodorowych pomiedzy resztami
aminokwasowymi w lancuchu peptydowym [60]. Jednym z pierwszych przykta-
doéw tworzenia nanostruktur na drodze samo-organizacji peptydéw byly nanorurki
peptydowe tworzone przez cykliczne peptydy zlozone z naprzemiennie ulozonych
D- i L-aminokwaséw. Oddzialywanie plaskich pierscieni cyklopeptydow via oddzia-
tywanie pierscieni (ang. stacking) prowadzilo do tworzenia nanorurek [61] (Rys. 3).

f—— )

po{= }o

' o @ samoorganizacja —~ Samoorganizacja

o,
&,
Cykliczne peptydy zawierajace naprzemiennie Nanorurka
reszty aminokwasowe o konfiguracji LiD Planarny pierscieri peptydowa
tworzony przez cykliczne
peptydy

Rysunek 3.  Tworzenia nanorurek peptydowych z cyklicznych oktapeptydéw cyklo[-(D-Ala-Glu-D-Ala-
-Gln),-] via antyréwnolegte uktadanie pierscieni w stos (ang. antiparallel stacking)

Figure 3. Formation of nanotubes by cyclic octapeptide cyclo[-(D-Ala-Glu-D-Ala-Gln),-] via antiparallel
stacking of rings

3.1. RODZAJE PROCESOW PROWADZACYCH DO SAMO-ORGANIZACJI PEPTYDOW

Procesy samo-organizacji peptydéw podzielone zastaly na kilka kategorii
w zalezno$ci od struktury peptydow. Grupy te obejmuja takie kategorie jak: moleku-
larne Lego (ang. molecular Lego), molekularne cargo (ang. molecular cargo), mole-
kularne zaczepy (haki) (ang. molecular hooks), molekularne rzepy/powierzchnie
(ang. Velcro/molecular carpets) (Rys. 4).
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Rysunek 4.  Procesy samo-organizacji peptydéw prowadzace do zréznicowanych form finalnych struktur
Figure 4. The processes of self-organization of peptides leading to various forms of final structures

Peptydy nalezace do grupy molekularnego lego tworza wysoce uporzgdkowane
nanowldkna przeksztalcajace si¢ w hydrozelowe rusztowania uzyteczne w regene-
racji tkanek. Peptydy z grupy molekularnego cargo tworza nanorurki peptydowe
zdolne do przenoszenia lekow, bialek, czy gendéw [62], natomiast molekularne
zaczepy, czy tez molekularne rzepy (Velcro model) wykorzystywane sg jako uporzad-
kowane i odpowiednio zorganizowane powierzchnie uzyteczne z punktu wodzenia
medycyny regeneracyjnej [63]. Istnieje jeszcze odrebna grupa tzw. molekularnych
wiacznikow, ktére moga zmienia¢ konformacje w odpowiedzi na sygnat elektryczny
i dziala¢ jako sitowniki molekularne [64]. Z posréd wymienionych kategorii, dwie
pierwsze klasy sa najczesciej wykorzystywane w medycynie regeneracyjnej. Przed-
stawiona klasyfikacja jest umowna, co powoduje, Ze identyczne sekwencje pepty-
dowe mogg by¢ przypisane do réznych klas i mie¢ rozne zastosowanie. Peptydy moga
by¢ pochodzenia naturalnego jak réwniez by¢ otrzymywane na drodze syntezy.
Roéwniez peptydy otrzymywane na drodze technik rekombinacyjnych z wykorzy-
staniem bakterii i drozdzy ostatnimi czasy sa coraz cze$ciej stosowane w badaniach,
z uwagi na relatywnie niski koszt ich wytwarzania jak i mozliwo$¢ prowadzenia
syntez w duzej skali. Pierwszym syntetycznym peptydem, ktdry znalazt zastosowa-
nie w licznych probach w obszarze inzynierii tkankowej byt peptyd EAK16 - II,
tworzacy w wyniku samo-organizacji rusztowania o strukturze nanowlokien. Jest to
16 aminokwasowy peptyd, ktory jest fragmentem biatka Zuotin. Biatko Zuotin jest
433-aminokwasowym biatkiem drozdzy zawierajacym 34-aminokwasowa domene
zlozong z reszt alaniny, lizyny oraz kwasu glutaminowego o sekwencji: AGARA-
EAEAKAKAEAEAKAKAESEAKANASAKAD [65]. Z punktu widzenia kategory-
zacji peptydow ulegajacych samo-organizacji jest to peptyd z grupy molekularnego
Lego typ I, ktory w wyniku samoorganizacji tworzy struktury f-kartek tworzace
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finalnie hydrozele peptydowe. Peptydy z grupy molekularnego Lego okreslane sa
réwniez jako jonowe peptydy ulegajace samo-organizacji z uwagi na obecnos¢ w ich
strukturach zaréwno kationowych jak i anionowych aminokwasow.

JONOWE PEPTYDY ULEGAJACE SAMO-ORGANIZAC]I

Jedng z najlepiej poznanych grup peptydowych biomaterialéw stosowanych
w medycynie regeneracyjnej sa ulegajace samo-organizacji amfifilowe peptydy [66]
ztozone z powtarzajacych si¢ jednostek dodatnio naladowanych reszt aminokwa-
sowych (lizyna, arginina) i ujemnie naladowanych reszt aminokwasowych (kwas
asparaginowy, kwas glutaminowy), ktére odseparowane sa resztami hydrofobowych
pozbawionych fadunkéw aminokwaséw (alanina, leucyna). Najlepiej scharakteryzo-
wanymi peptydami tej klasy sg peptydy: RADA16-1 o strukturze Ac-RADARADA-
RADARADANH, oraz RADA16-II (AcRARADADARARADADA-NH,). Peptydy
te tworzg stabilne struktury S-kartek w roztworach wodnych. Charakteryzuja sie
obecnoscig powierzchni hydrofobowej oraz hydrofilowej i tworza w wyniku organi-
zacji uporzadkowane struktury supramolekularne. Utworzone struktury supramo-
lekularne sg stabilne w szerokim zakresie temperatury, pH oraz dzialania czynnikow
denaturujacych.

HN—4 _
N, TS Nﬂo(
o
OH

podstawowa jednostka strukturalna peptydu RADA16-1

Ac-R-A-D-A-R-A-D-A-R-A-D-A-R-A-D-A-CONH,

RADA16-|
[N (> tworzenie B-struktur
+ - + - + - + - l
A A A A A . A A A tworzenie nanowtdkien
AR A@DARADAR®AD A l
- + - + - + - + B .
< | wzrost agregatow widknistych
[ N

Rysunek 5. Struktura podstawowej jednostki strukturalnej peptydu RADA16-1 i jego samo-organizacja
Figure 5. Structure of basic fragment of RADA16-I and its self-organization

Jonowe peptydy ulegajace samo-organizacji mozna podzieli¢ na kilka podty-
pow w zaleznosci od sposobu ulozenia dodatnio naladowanych reszt aminokwaso-
wych oraz ujemnie naladowanych reszt aminokwasowych tworzacych hydrofilowa
powierzchnig peptydu.
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Tabela 1. Podzial jonowych peptydéw ulegajacych samo-organizacji na podtypy

Table 1. Subtypes of ionic peptides undergoing self-organization (self-assembling)
Podtyp I -+t
Podtyp II et --t+t
Podtyp III So-t+t++
Podtyp IV 4+ 4+

Peptydy RADA16-1 oraz RADA16-I1 (RARADADARARADADA) sa pierw-
szymi ulegajacymi samo-organizacji peptydami, ktore s3 handlowo dostepne pod
nazwg PuraMatrixTM. PuraMatrixTM wykorzystany zostal do regeneracji tkanki
nerwowej [67], tkanki kostnej [68], oraz $ciegien [69]. Pomimo faktu, ze doktadny
mechanizm adhezji oraz proliferacji komdrek osadzonych na tym materiale nie jest
znany to jednak wykazano, ze zagniezdzone komorki wigza si¢ z motywem RAD
na innej drodze niz klasyczna adhezja z wykorzystaniem integryn zawierajacych
motyw RGD.

PEPTYDY AROMATYCZNE TWORZACE W WYNIKU SAMO-ORGANIZAC]I
STRUKTURY S-KARTEK

Zaréwno peptydy (naturalne i syntetyczne) jak i biatka zawierajace fragmenty
tworzace struktury f3-kartek charakteryzuja si¢ podatnoscia do samoorganizacji
i tworzenia wldknistych nanostruktur [70]. Powstawanie widknistych nanostruk-
tur faczy sie z wytwarzaniem depozytéw amyloidowych powstajacych w wyniku
niewlasciwego faldowania bialek. Ztogi amyloidowe sg charakterystyczne dla choréb
okreslanych jako amyloidozy lub choroby konformacyjne. Przykladami takich cho-
réb sa choroba Alzheimera, Parkinsona, cukrzyca i inne. In vivo obecnos$¢ depozy-
tow S-amyloidu utworzonych z wldkien peptydowych o strukturze f3-kartki stwier-
dzono w przypadku wielu organdw, poczynajac od mozgu [71], przez trzustke, nerki
i inne. Dipeptyd zlozony z dwdch reszt fenyloalaniny (FF) zostal zidentyfikowany
w strukturach -amyloidu. Wykazano, Ze stanowi on motyw rozpoznawczy tworzacy,
na skutek oddziatywan z pierscieniami aromatycznymi, agregaty peptydowe [72]
charakteryzujace si¢ zwigkszong zawartoscig 8 struktur. S-Struktury ulegaja nakta-
daniu bocznemu lub osiowemu tworzac finalnie struktury wtdkniste. W nakladanie
osiowe zaangazowane sg oddzialywania 71-71, za§ w nakladanie bocznym biorg udziat
glownie oddzialywania elektrostatyczne oraz wodorowe.

Natura utworzonych na drodze samo-organizacji struktur zalezy gtéwnie od
sktadu aminokwasowego peptydu. Krétkie peptydy stanowia wiec bloki budulcowe
W procesie samoorganizacji typu bottom-up i sa wykorzystywane do tworzenia
nowych materialéw w kontrolowanych warunkach fizycznych i chemicznych (pH,
temperatura, substraty i inne). Umozliwilo to uzyskanie réznorodnych struktur:
nanorurek, nanowtokien, nanopecherzykow i innych, przy czym morfologia mate-
rialu zalezala od struktury peptydu oraz warunkéw samo-organizacji [73].
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3.2. CZYNNIKI WPEYWAJACE NA PROCES SAMO-ORGANIZAC]I PEPTYDOW

Wiele peptydéw w roztworach wodnych o pH zawartym w szerokim przedziale
ulega spontanicznej agregacji tworzac uporzadkowane struktury makroskopowe.
Zazwyczaj tworzone sg hydrozele, w ktérych zawartos¢ wody wynosi wiecej niz 99%.
Dzieje sie tak z uwagi na charakter jondéw obojnaczych struktur ulegajacych agre-
gacji. Fakt ten sprawia, ze uklady takie sg zdolne mimikowa¢ [74] natywna tkanke
nerwowg [75], skdre, tkanke mie$nia sercowego [76] czy naczynia krwionosne [77].
W oparciu o badania SEM oraz AFM wykazano, ze struktury powstajace na dro-
dze samo-organizacji tworzg sie¢ nanowldkien o $rednicy 10-20 nm oraz $rednicy
poréw 10-200 nm. Proces tworzenia uporzadkowanych struktur przez amfifilowe
peptydy zalezy od warunkdw zewnetrznych: pH, temperatura, stezenie soli i innych.

Przykladowo peptydy RADA16 i EAK16 przy niskim stezeniu soli nie sg
podatne na tworzenie hydrozeli, jednak juz w warunkach fizjologicznych ulegaja
samo-organizacji tworzac hydrozelowe agregaty [78]. Przykladem obrazujacym
wplyw pH na proces samo-organizacji jest peptyd P11-4 (QQRFEWEFEQQ) dla
ktérego punkt izoelektryczny wynosi 4,2. Obecno$¢ reszt kwasu glutaminowego
i argininy w czastce sprawia, Ze jest on wrazliwy na zmiany pH. Przy niskim pH
wystepuje jako stabilny zdyspergowany uklad zawierajacy struktury widkniste,
w ktérych grupy guanidynowe obdarzone sg tadunkiem dodatnim, jednak przy
wyzszym pH, grupy funkcyjne kwasu glutaminowego przyjmuja tadunek ujemny
co moze by¢ przyczyng oddzialywan odpychajacych prowadzacych do dysocjacji
fibryli do monomeréw [79]. Réwniez stezenie peptydu moze wplywaé na proces
samo-organizacji. Przy niskim stezeniu (<10 mg/ mL) peptyd P11-4 tworzy hydro-
zele przy pH ponizej wartosci punktu izoelektrycznego. Wytlumaczeniem tego jest
antyréwnolegte ulozenie tancuchéw tworzacych strukture -kartek co prowadzi do
tworzenia widkien. Powyzej krytycznego stezenia (>10 mg/mL), peptyd ten tworzy
hydrozele przy pH 7,4. Postuluje si¢, ze za wynik samo-organizacji odpowiedzialne
jest tworzenie wigzan wodorowych pomiedzy tancuchami peptydow. Wykazano, ze
zmiany w strukturze reszt hydrofobowych aminokwaséw w fancuchu peptydowym,
czy tez iloéci tych reszt wplywaja na szybkos¢ tworzenia struktur wioknistych oraz
mechaniczng wytrzymalo$¢ widkien. Zmiany w obrebie reszt hydrofilowych nie
wplywaja na szybko$¢ procesu samo-organizacji, jednak majg wplyw na morfolo-
gie tworzonych struktur. Zaleznos¢ ta dotyczy zmian strukturalnych w aminokwa-
sach przy zachowaniu ich sumarycznego fadunku oraz jego lokalizacji w peptydzie.
Warto tu podkresli¢, ze odwrotne rozmieszczenie ujemnie oraz dodatnio natado-
wanych reszt aminokwasowych poprzez ich zamiane odpowiednio na dodatnio lub
yjemnie naladowane reszty skutkuje brakiem podatnosci na samo-organizacje.
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3.3. WYKORZYSTANIE PEPTYD OW ULEGAJACYCH SAMO-ORGANIZAC]JI
W INZYNIERII TKANKOWE]

Peptydy RADA16-1 i RADA16-II wykorzystane zostaly w regeneracji tkanki
nerwowej [80]. W badaniach z uzyciem komoérek PC 12 (rat pheochromocytoma 1)
stwierdzono, ze rusztowanie zbudowane z peptydu RADA16-I sprzyja proliferacji
i réznicowaniu neuronalnych komérek macierzystych (ang. neural stem cells, NSCs)
wspomagajac rozrost neurytéw. RADA16-1 wykorzystany zostal rdwniez w bada-
niach nad regeneracja mézgu i wspomagat regeneracje nerwu wzrokowego (bada-
nia na chomikach). Peptyd ten wykorzystano réwniez w rekonstrukeji uszkodzen
mozgu (badania na szczurach) [81]. Oprécz prac badawczych wykorzystujacych
peptyd RADA16-I w regeneracji tkanki nerwowej, wykazano, ze rusztowanie z tego
peptydu poprawia proliferacje hepatocytéw szczurzych oraz co istotne, hepatocyty
namnozone na tym rusztowaniu peptydowym podejmowaly wiasciwe funkcje
komorek watroby po ich przeszczepie do uszkodzonego organu [82].

Peptydy RAD (Tab. 2) wykorzystane zostaly jako rusztowania dla komoérek
trzustki. Stwierdzono, ze komdrki nie tylko proliferowaly, ale zachowywaty réwniez
swoje funkcje. Autorzy twierdzg, ze wyniki te wskazujg na mozliwo$¢ zastosowania
peptydow ulegajacych samo-organizacji jako obiecujacych ukladéw, ktére moga
znalez¢ zastosowanie w przeszczepach trzustki [83].

Hydrozele tworzone w wyniku samo-organizacji peptydu KLD-12 (Tab. 2)
zostaly wykorzystane jako rusztowania do utworzenia materialu mimikujacego
macierz pozakomoérkows chrzastki. Wykorzystanie tego rusztowania pozwolito na
stworzenie 3-D kolonii komdrek umozliwiajacych regeneracje tkanki chrzestnej.
Peptyd KLD-12 wykorzystano w regeneracji kragzkow miedzykregowych (badania
na kroélikach) uzywajac do tego celu mezynchemalnych komoérek macierzystych
(MSCs).

W innych badaniach, dodekapeptyd (KLDL), zastosowano w badaniach in vivo
regeneracji chrzastki stosujac chondrocyty i komoérki macierzyste szpiku kostnego
(ang. bone marrow stem cells, BMSCs) [84].

Peptyd d-EAK16 zlozony z aminokwasow o konfiguracji D pozwolil na regene-
racje uszkodzenia watroby [85].

Rusztowania ztozone z nanowldkien peptydu IKVAV wykorzystano w bada-
niach z uzyciem komoérek PC12. Obserwowano znaczacy wzrost adherencji komo-
rek. Ten sam peptyd wykorzystano w badaniach nad angiogeneza (regeneracja
naczyn krwionosnych).
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Tabela 2. Wybrane przykltady wykorzystania rusztowan (scaffolds) tworzonych przez samo-organizujace si¢
peptydy
Table 2. Selected examples of scaffolds formed by the self-assembling peptides
Peptyd Sekwencja Pochodzenie Zastosowanie Wynik badan
peptydu
Transplantacja
jako uktadow
o dzialaniu neu-
roprotetyczym
Hybryda zto-
Zona z nano- .
B e e
RADA16-1 Ac-RADARADARADARADA- gla e Y| nych technikg o,
BMHP1 GGPFSSTKT-CONH priu elektroprzedze- wanie t .
2 kostnego nia Oraz NaNo- dzen w rdzeniu
(BMHP1) materialow krggowym
peptydowych
otrzymanych
w wyniku
procesu samo-
-organizacji
RADA I6-1- | ) (RADA),GGPESSTKT NH BMHP | DrusHo- o 0sé funk-
BMHP1 4 2 wanie dla .
N cjonalnego frag-
RADA16-1- zagniezdzania mentu boprawia
BMIPa Ac-(RADA) ,GGSKPPGTSS-NH, BMHP | § proliferacji popraw
znaczgco proli-
RADA16-1- Ac-(RADA),- peuronowych feracje oraz
: Kolagen VI | komérek o :
RGD GPRGDSGYRGDSG-NH, macierz roznicowanie
ystych ,
komorek NSC
RADA16-1 (RADA), - (NSC)
Metalopro- | Hybrydowy
teinaza 2 material zto-
MMP-2 (C16-GTAGLIGQS) macierzy | zony z nano-
. 1 Znaczaca po-
pozakomor- | wiékien PCL .
. prawa adhezji,
kowej uzyskanychna | h
infiltracji i pro-
drodze elektro- | . " .
. liferacji ludzkich
przedzenia oraz mezenchvmal-
Naturalny | o5 ostruktur v
ligand pro- h nych komérek
RGDS+MMP-2 (C16-GTAGLIGQSRGDS) dhezi peptydowyc macierzystych
cesuadnez)l | otrzymanych
RGDS w wyniku
samoorganizacji
Proliferacja
3-D ruszto- komorek na
Sekwencja | wanie dlaludz- | rusztowaniu FF/
Fmoc FE/RGD FR/RGD RGD | kich fibrobla- | RGD
stow skory Wrtasciwa mor-

fologia komérek
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wanego frag-
mentami biala
BMP2

Poch: i
Peptyd Sekwencja ochodzenie Zastosowanie Wynik badan
peptydu
Potencjalne Wzrost wital-
substraty nosci i efekt
SAPNE RADA ~ pozwalajace stymulowania .
na transplan- wysepek trzustki
tacje wysepek przez material
trzustki rusztowania
Peptyd ule-
gajacy samo- | Badania
-organizacji | hemostazy
d-EAK6 EAK16 ztozony z | w krdliczym Szybla
. .. | homeostaza
aminokwa- | modelu gojenia
sow o konfi- | urazéw watroby
guracji b
AcN-YIGSR-GG-(RADA)- . Rusztowanie
YiG CONH, Laminina 1 uzyskane z ko-
RYV AN-RYVVLPRGG-(RADA)- | [ . niugatu funk-
CONH, cjonalnego
peptydu oraz
peptydu podat- | Poprawa adhezji
nego na samo- | komoérek
AcN-TAGSCLRKFSTM-GG- organizacjg,
TAG (RADA),-CONH, Kolagen IV | badanie funkcji
komorek $réd-
blonka ludzkiej
aorty
Badania roz-
. . Znaczgca po-
nicowania .
Domena wy- , prawa adhezji
stepujaca w komérek komérek BMSC
IKVAV-PA C, H, 0-A,G,D,IKVAV P macierzystych o
ter s T fancuchu al . oraz ich roz-
laminin szpiku kostnego nicowania do
Y | (BMSC) do )
, neurocytow
neurocytow
In vitro biokom-
C,H,-NH- M;)dula'llt:r patybilno$¢ Poprawa rdz-
FGL-PA AAAGGGEVYVVAENQQGKSKA- crynnica z neuronalnymi | nicowania
wzrostu . . .
COOH . , komorkami neuronéw
fibroblastow . .
macierzystymi
Badanie nad
regeneracja
tkanki kost-
Fragment | nejz uzyciem Osteoinduk-
(S[PO.]) biatka mor- | rusztowania tywno$¢ oraz
N ) . i
P24 KIPKASSVPTELSAISTLY-LDDD fogenet},rc.z utworzonego osteogénlc.znosc
nego kosci 2 | z kolagenu na poziomie
(BMP2) funkcjonalizo- | biatka BMP2
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Peptyd Sekwencja Pochodzenie Zastosowanie Wynik badan
peptydu
Rusztowanie
uzyskane z pep-
tydow ulega- Obserwowane
jacych samo- uwalnianie
organizacji oraz | czynnika wzro-
KLDL3 AcN-KLDLKLDLKLDL-CNH, - fragmentow stu, umozliwia-
czynnikoéw jace regeneracje
wzrostu dla tkanki chrzest-
chondrocytéw | nej w warun-
i komérek pod- | kach in vivo
$cieliska szpiku
kostnego

Jednak rusztowania oparte o peptydy tworzace w wyniku samo-organizacji
tréjwymiarowe struktury nie s3 materialem idealnym. Gtéwnym ich ograniczeniem
jest brak specyficznych oddzialywan z komérkami. Funkcje takie posiada naturalna
macierz zewnatrzkomoérkowa. Idealnym z punktu widzenia inzynierii tkankowe;j
bytoby uzyskanie materiatéw laczacych powierzchni¢ nanowtékien z aktywnoscia
sktadnikéw ECM.

W odpowiedzi na to wyzwanie, podjete zostaly badania nad druga generacja
rusztowan peptydowych, utworzonych z peptydéw podatnych na samo-organizacje
ale zawierajacych dodatkowo fragmenty bialek macierzy pozakomoérkowej, ktore
taka aktywnos$¢ gwarantuja [86]. Najprostszym rozwigzaniem jest bezposrednie
dobudowywanie funkcjonalnych fragmentéw do peptydéw ulegajacych samo-orga-
nizacji. Fragment funkcjonalny dobudowywany jest do C-konca peptydu. W celu
zwiekszenia eksponowania fragmentu funkcjonalnego i tym samym lepszego jego
oddzialywania z receptorem komorki stosowane sg taczniki pomiedzy obydwoma
fragmentami peptydowymi. Najczesciej jako tacznik stosuje sie dipeptyd ztozony z
reszt glicyny. Podejécie to zostalo zastosowane w syntezie koniugatu zawierajgcego
peptyd RADA-I 16 z dwoma jednostkami RGD dajac w ten sposob strukture PRG
(PRGDSGYRGDS). Uzyskane z tych koniugatow rusztowania zastosowane w bada-
niach z uzyciem osteoblastéw charakteryzowaly sie podwyzszong proliferacjg, zdol-
noscia do réznicowania i migracji. Peptyd RADA16 w polaczeniu z motywem PRG
(PRGDSGYRGDS) oraz fragmentem lamininy PDS (PDSGR) warunkujacej adhe-
zj¢ komorek znaczaco stymulowat fibroblasty wiezadet okotozgbowych do produk-
cji biatek macierzy: kolagenu typu I i typu III, bez uzycia dodatkowych czynnikow
wzrostu, co wskazuje na przydatnos¢ takiego koniugatu w leczenia ran oraz regene-
racji tkanki przyzebia [87].

W innych badaniach peptyd RADA16-I polaczony z dwoma fragmentami
funkcyjnymi PRG oraz fragmentem KLT (aktywujacym receptor VEGF) uzyto w
badaniach nad proliferacja ludzkich komorek srédbtonka zyty pepowinowej (ang.
Human Umbilical Vein Endothelial Cell, HUVEC). Stwierdzono wyzsza przezywal-
no$¢, migracje, proliferacje oraz tubulogeneze komorek w poréwnaniu do zastosowa-
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nia rusztowania ztozonego jedynie z RADA16-1 [88]. Koniugaty peptydu RADA16-1
z fragmentami biatek blony podstawnej: lamininy-1 (YIGSR, RYVVLPR) oraz kola-
genu IV (TAGSCLRKFSTM) wykorzystano w badaniach z komoérkami srédblonka
ludzkiej aorty. Podjete zostaly rowniez proby taczenia izolowanych z ECM ligandow
o sekwencjach: RGDS, DGEA z amfifilami peptydowymi (ang. Peptide Amphiphiles,
PA). Uzyskane materialy charakteryzowaly si¢ synergistycznym wzrostem réznico-
wania osteoblastow [89].

Od idealnego materialu uzytecznego w inzynierii tkankowej oczekuje sie
dodatkowo odpowiedniej porowatosci. Porowato§¢ materiatu sprzyja inkorpora-
cji komorek, ich migracji i proliferacji. Materialy peptydowe tworzone w procesie
samo-organizacji niestety charakteryzujg sie niska porowatoscig (w tym réwniez
brakiem kontroli rozmiaréw poréw), brakiem zdolnosci do tworzenia struktur
tréjwymiarowych (z wyjatkiem hydrozeli) oraz niewystarczajaca trwato$cig mecha-
niczng. Nalezy réwniez pamietal, ze peptydy ulegaja degradacji pod dziataniem
enzymow proteolitycznych, tym samym konieczne jest synteza obiektoéw odpornych
na dziatanie enzyméw badz prowadzenie systematycznych badan nad optymalnym
profilem degradacji rusztowan peptydowych pod dzialaniem proteaz.

W przeciwienistwie do nanowlodkien uzyskiwanych na drodze elektroprzedze-
nia z polimeréw, nanowiokna peptydowe otrzymywane w procesie samo-organi-
zacji nie sg ciggle, co moze skutkowa¢ ich fagocytoza do wnetrza komérek [90].
Z drugiej jednak strony nalezy pamigta¢, Ze nanowldkna otrzymane z syntetycznych
polimerdéw w procesie elektroprzedzenia, pomimo, ze majg bardzo dobre parametry
mechaniczne, fizyczne i zapewniajg porowato$¢ struktur, rdwniez posiadajg liczne
wady. Nie majg one mozliwosci wytworzenia sygnatu molekularnego do rozpocze-
cia adhezji komoérek na ich powierzchni, co skutkuje koniecznoscia ich modyfiko-
wania w sposdb zapewniajacy zachowanie wlasciwosci mechanicznych i topografii
[91], co nie jest operacja prosta do wykonania. Co prawda prébowano wykorzystaé
elektroprzedzenie do tworzenia wtokien z kolagenu lub zelatyny, jednak bialka te
ulegaly denaturacji i tracily rowniez integralno$¢ strukturalng [92]. Przedstawione
fakty wskazuja wigc na koniecznos$¢ poszukiwania trzeciej generacji rusztowan
komorkowych, ktdre nie tylko zapewnia odpowiednia powierzchnie, porowatos¢,
wlasciwosci mechaniczne, odzialywanie z receptorami komoérkowymi, ale zagwa-
rantujg réwniez komunikowanie si¢ komorek poprzez cytokiny lub czynniki wzro-
stu. Wykazano, ze najbardziej obiecujace wyniki uzyskiwane sg w przypadku zasto-
sowania jako rusztowan, hybrydowych ukladéw wielosktadnikowych ztozonych
z odpowiednio uformowanych polimeréw oraz struktur uzyskiwanych na drodze
samo-organizacji peptydow. Podejscie to zostalo zastosowane w regeneracji rdzenia
kregowego. Jako rusztowanie zastosowano: nanokompozyt utworzony w procesie
elektroprzedzenia PLGA/PCL widkien, hydrozelu uzyskanego w trakcie samo-
-organizacji wldkien koniugatu peptydu RADA16-1 z fragmentem funkcjonalnym
BMHPI1. W tym przypadku stwierdzono, ze gdy zastosowano lacznik glicynowy
pomiedzy peptydem RADA16-1 oraz fragmentem funkcjonalnym finalne hydrozele
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charakteryzowaly sie wyzsza stabilnoécig rusztowania. Dla diuzszych facznikow
glicynowych obserwowano wzrost stabilnosci rusztowania oraz poprawe adhezji
i proliferacji komorek [93].

Hybrydowe implanty kostne tworzone byly poprzez wypelnianie porowatych
pianek tytanowych Ti-6Al-4V za pomocg nanowldkien peptydow amfifilowych. Dla
tego materialu wykazano zaréwno oczekiwang mineralizacje¢ jak rOwniez odpowiedz
komodrkowa na granicy komoérki gospodarza — implant [94]. Porowate implanty
tytanowe gwarantujg dtugotrwalg stabilno§¢ materiatu, zas pozadana osteointegra-
cja ulega wzrostowi dzigki obecno$ci w amfifilowych nanowléknach peptydowych
motywu RGD.

Hybrydowy hydrozel ztozony z N-(2-hydroksypropylo)metakrylamidu
(HPMA) oraz nanowldkien peptydowych o strukturze 3-kartki jest jednym z pierw-
szych materialow, dla ktérego obserwowano osteoindukcje w warunkach in vivo
[95]. Opisany hybrydowy hydrozel posiadat zdolnos¢ orientowania hydroksyapatytu
(HA) tak jak w kosci. Autorzy sugeruja, ze za orientacje HA odpowiada struktura
B-kartki nanowldkna peptydowego. Obecnos¢ HPMA eliminuje stabe wlasciwosci
mechaniczne charakterystyczne dla agregatéw peptydowych.

Kompozyt ztozony z hydroksyapatytu oraz peptydu RADA16 testowano
z uzyciem mezenchymalnych komoérek macierzystych (MSC) pod katem regene-
racji tkanki kostnej. Obserwowano wlasciwe réznicowanie komorek [96]. W tym
przypadku hydrozel otrzymany z RADA16 zapewnia tréjwymiarowe rusztowanie
dla zagniezdzania si¢ komoérek MSC, za§ HA gwarantuje odpowiednie wlasciwosci
mechaniczne rusztowania.

Wieloskladnikowy kompozyt zawierajacy gabke kolagenowa, porowate rusz-
towanie utworzone z poli-(e-kaprolaktonu) (PCL), plazmy wzbogaconej plytkami
krwi (ang. platelet rich plasma, PRP), morfogenetycznego biatka-2 kosci (ang. bone
morphogenic protein-2, BMP 2) osadzonego na mikroczastkach nanoporowate;
krzemionki, amfifili peptydowych o wlasciwo$ciach mineralizacyjnych oraz mezen-
chymalnych komérek macierzystych (MSC) okazal sie efektywny in vivo w szybkiej
regeneracji kosci oraz procesie angiogenezy. Synergistyczne dziatanie wszystkich
skladnikéw kompozytu zapewnia proliferacje komorek oraz angiogeneze z uwagi
na obecno$¢ naturalnych czynnikéw wzrostu tego procesu (biatka PRP).

Rusztowanie komoérkowe uzyskane z mikrowldkien kwasu poliglikolowego
zmodyfikowane za pomocg amfifili peptydowych zawierajacych sekwencje RGDS
oraz PHSRSN wykorzystano w eksperymentach z uzyciem komoérek miesni gtad-
kich. Stwierdzono zwiekszenie infiltracji komorek, ich adhezji oraz odkladania
sie w rusztowaniu. Amfifile peptydowe zawierajace reszty argininy gwarantowaty
oddzialywanie pomiedzy dodatnio natadowanymi grupami guanidynowymi i blong
komorkows, co wspomagalo proces zagniezdzania i infiltracji komorek.
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Nanowtdékno polimerowe utworzone
w procesie elektroprzedzenia

Nanowtékno peptydowe

Komorka

Fragment funkcjonalny
(ligand gwarantujacy adhezje komarek)

Rysunek 6.  Nanowlokna rusztowania polimerowego pokryte nanowléknami peptydowymi tworzonymi w
procesie samo-organizacji oraz fragmentami funkcjonalnymi gwarantujagcymi oddziatywanie z
receptorami komérkowymi

Figure 6. Nanofibers of polymer scaffold covered with a peptide nanofibers formed under self-assembling
process and functional fragments assuring interaction with cell receptors

Rusztowania hybrydowe zawierajace nanowtokna PCL wytworzone technika
elektroprzedzenia po pokryciu ich nanowtéknami amfifili peptydowych mimi-
kujacych naturalng ECM testowano pod katem wykorzystania w kardiologii [97].
Tréjwymiarowe wymagania strukturalne oraz porowato$¢ rusztowania gwarantuje
wykorzystanie nanowtokien z PCL, natomiast charakterystyczng funkcjonalnos¢
ECM mimikuje wbudowanie do amfifili peptydowych bioaktywnych ligandéw
adhezji komdrek. Nanowtékna PCL wykorzystano réwniez do uzyskania mate-
rialu, ktéry funkcjonalizowany byl poprzez zastosowanie peptyddw zawierajacych
fragmenty RGD [98]. Peptydy z fragmentami RGD oprdcz funkcjonalnosci biolo-
gicznej gwarantowaly rowniez wzrost hydrofilowo$ci materialu w poréwnaniu do
rusztowan wytworzonych jedynie z PCL. Gelain i wspotpracownicy [99] wykazali,
ze zastosowanie nanowlokien tworzonych z PLGA oraz PCL technika elektroprze-
dzenia pozwala na uzyskanie nanorurek o wymiarach dwukrotnie wiekszych w
poréwnaniu do nanorurek uzyskiwanych z peptydéw na drodze samo-organizacji.
Zréznicowanie wymiaréw nanomaterialdw zastosowanych do tworzenia struktur
hybrydowych pozwala na modulowanie ich wlasciwo$ci mechanicznych. Uwaza sig,
ze zastosowanie hybrydowych materialéw jest przysztoscia medycyny regeneracyj-
nej oraz inzynierii tkankowe;j.
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PODSUMOWANIE

Idealne z punktu widzenia inzynierii tkankowej materiaty stanowigce ruszto-
wania powinny by¢: biokompatybilne, biodegradowalne/bio-resorbowalne, bioneu-
tralne, gwarantowa¢ bioneutralno$¢ produktéw ich biodegradacji, brak cytotok-
sycznosci oraz posiada¢ pozadane wlasciwosci mechaniczne. Rusztowania stanowi¢
powinny syntetyczne, tymczasowe zamienniki naturalnej macierzy zewnatrzkomor-
kowej (ECM) i zapewnia¢ komérkom srodowisko jak najbardziej zblizone do natu-
ralnego, warunkujgce i przy$pieszajace proces tworzenia nowej tkanki. W chwili
obecnej zaden z dostepnych materialéw implantacyjnych nie posiada wtasciwosci
takich, jakie wykazuje naturalna tkanka. Stosowane materialy stanowig kompromis
pomiedzy réznorakimi kryteriami jako$ciowymi, ktérymi powinien charaktery-
zowac¢ si¢ biomaterial. Dla uzyskania pelnego sukcesu niezbedne jest wieloptasz-
czyznowe podejsciu do projektowania oraz wytwarzania materiatéw do regeneracji
tkanek [100-105]. Pod uwage nalezy bra¢ wszystkie funkcjonalne sktadniki ECM:
frakcje kolagenows, frakcje niekolagenowa oraz matryce weglowodanowa. Dziala-
nia wykorzystujace biatka bedace skltadnikami ECM niosa ze sobg pewne stabosci
takie jak np. podatnos$¢ na dziatanie enzymoéw proteolitycznych, wlasciwoéci immu-
nogenne i inne. Wyeliminowania wspomnianych powyzej ograniczen zwigzanych
ze stosowaniem bialek mozliwe jest poprzez wykorzystanie ich funkcjonalnych
fragmentow oraz peptydéw syntetycznych o wlasciwosciach samo-organizujacych
i tworzacych struktury tréjwymiarowe frakeji biatkowej ECM.

Problem ,,naprawy” ubytkow ludzkiego ciata zawsze wzbudzal i wzbudza zain-
teresowanie naukowcow i osrodkéw badawczych bowiem uwaza sie, ze ten obszar
stanowi przyszto$¢ medycyny regeneracyjnej. Glowny efekt takich dziatan widoczny
oczywi$cie bedzie w obszarze medycyny regeneracyjnej, jednak do jego uzyskania
niezbedne jest ciggle rozszerzanie badan z chemii organicznej, chemii zwigzkéow
naturalnych, inzynierii materiatowej, biochemii, biologii, enzymologii oraz immu-
nologii.

PODZIEKOWANIE

Niniejsza praca zostala sfinansowana z projektu badawczego UMO-2015/19/B/
ST8/02594, pt” Innowacyjne materiaty hybrydowe do regeneracji tkanek wywo-
dzace sie wylacznie ze zwigzkéw naturalnych”
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