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Otrzymywanie implantów kostnych
technik¹ spieniania

Wprowadzenie

In¿ynieria tkankowa jest interdyscyplinarn¹ dziedzin¹,
która przystosowa³a zasady rz¹dz¹ce in¿ynieri¹ i naukami
biologicznymi w celu wytworzenia biologicznych struktur
mog¹cych odbudowaæ, utrzymaæ lub poprawiæ funkcje tka-
nek. [1,2] Ogólna strategia in¿ynierii tkankowej polega na
hodowli komórek ludzkich pobranych od pacjenta, w warun-
kach in vitro na specjalnych przestrzennych martycach (rusz-
towaniach), które zaimplantowane in vivo stanowi¹ podstawê
do regeneracji uszkodzonej tkanki. Terapia z wykorzysta-
niem biomateria³ów ma byæ rozwi¹zaniem dla z³amañ koœci
czy komplikacji na skutek resekcji nowotworów lub torbieli.
Rusztowania dla in¿ynierii tkankowej powinny byæ wykona-
ne z biozgodnych i biodegradowalnych materia³ów o porowa-
tej architekturze, które maj¹ pe³niæ rolê sztucznej substancji
miêdzykomórkowej, zapewniaj¹c odpowiednie mikroœrodowi-
sko dla rozwijaj¹cych siê komórek. Powsta³¹ w ten sposób
strukturê materia³owo-komórkow¹ wszczepia siê w miejsce
ubytku koœci. W miarê up³ywu czasu matryce ulegaj¹ powol-
nej degradacji i resorpcji przez organizm a nowo uformowana
tkanka jest strukturalnie i funkcjonalnie identyczna jak
tkanka zdrowa [1, 2].

Materia³y i metodyka badañ

Do produkcji porowatych biomateria³ów-implantów zasto-
sowano technikê spieniania. Wed³ug literatury, przy otrzy-
mywaniu materia³ów o porowatej architekturze stosuje siê
najczêœciej zewnêtrzne Ÿród³a gazu. W prezentowanej pracy
wykorzystano jednak nowe rozwi¹zanie polegaj¹ce na wy-
dzielaniu dwutlenku wêgla in situ w roztworze w wyniku re-
akcji chemicznej. Matryce otrzymuje siê z 5% w/v roztworu
chitozanu (Fluka) w 4% v/v kwasie octowym (Chempur) [3].
Wartoœci te dobrano doœwiadczalnie. Rozpuszczanie polimeru
prowadzono na gor¹co w ³aŸni wodnej w warunkach ci¹g³ego
mieszania. Ostudzony do temperatury pokojowej roztwór roz-
lewano do plastikowych pojemniczków o objêtoœci 100 ml,
a nastêpnie dodawano â-ortofosforan trójwapnia (�-TCP)
(Fluka) lub/i kolagen (Wytwórnia Naturalnych Bia³ek Prote-
ina). â-TCP dodawano w iloœci 15, 20, 30, 40 i 50% w/v, a ko-
lagen w iloœci 5 i 10% v/v. Po dok³adnym wymieszaniu do roz-
tworu polimeru dodawano wodorowêglan sodu (POCh), odpo-
wiedzialny za wydzielenie gazu w reakcji:

CH3COOH + NaHCO3 CH3COONa + CO2 + H2O (1)

Wodorowêglan dodawano w postaci proszku bezpoœrednio
do roztworu chitozanu w iloœci dwukrotnie wiêkszej do iloœci
stechiometrycznej. Po dodaniu wszystkich sk³adników i spie-

nieniu, próbki zamra¿ano w temperaturze oko³o -20°C na
oko³o 24 h. Dziêki wprowadzonemu procesowi mro¿enia kry-
stalizuj¹ca w materiale woda nada³a sztywnoœæ, a po wysu-
szeniu pozosta³e po niej wolne przestrzenie zapewni³y dodat-
kowo obecnoœæ mikroporów w matrycach. Koñcowym etapem
jest suszenie. Zastosowano dwie metody suszenia – w cieplar-
ce (Wamed, C-30) w temperaturze 37oC, przez ok. 4–5 h lub
w eksykatorze pró¿niowym przez oko³o 7 dni.

Otrzymane opisan¹ technik¹ biomateria³y poddano szeregu
badañ maj¹cych na celu charakteryzacjê w³asnoœci fizycz-
nych, chemicznych oraz biologicznych [3, 4]. Ocenê morfologii
dokonano technikami mikroskopowymi (mikroskop optyczny,
elektronowy SEM). Porowatoœæ materia³ów wyznaczono me-
tod¹ wa¿enia hydrostatycznego (Mettler Toledo, Excellence
Plus XP) w oparciu o prawo Archimedesa. W warunkach sy-
muluj¹cych fizjologiczne (bufor PBS, lizozym 0,5 mg/m l, tem-
peratura T = 37oC) w obecoœci lizozymu zbadano degradacjê
otrzymanych materia³ów. Próbki poddano tak¿e testom wy-
trzyma³oœciowym (prasa MTS Q/Test 10 – Wydzia³ In¿ynierii
Materia³owej PW). Z otrzymanych wartoœci wykreœlono cha-
rakterystykê œciskania, czyli naprê¿enie w funkcji odkszta³-
cenia, a nastêpnie wyznaczono modu³ Younga. Toksycznoœæ
biomateria³ów wzglêdem otaczaj¹cych komórek i tkanek jest
najwa¿niejszym parametrem decyduj¹cym o ich przydatnoœci
do zastosowañ implantacyjnych. W celu oceny toksycznoœci
oraz wp³ywu badanych próbek na morfologiê oraz prze¿ywal-
noœæ komórek, wykonano testy in vitro. Test polega³ na ho-
dowli komórek lini MG-63 w œrodowisku wytworzonych ma-
tryc. Komórki MG-63 to linia ludzkich osteoblastów wypro-
wadzonych od 14-letniej pacjentki cierpi¹cej na nowotwór. Na
podstawie badañ wyznaczono prze¿ywalnoœæ komórek na bio-
materia³ach.

Wyniki

Biomateria³y otrzymane powy¿ej opisan¹ technik¹ wyka-
zuj¹ porowatoœæ blisk¹ 90%. Ze wzglêdu na zastosowany do-
datek ceramiki (â-TCP) widaæ istotny wp³yw fosforanów na
kszta³towanie i rozmiary porów. Przy ni¿szych jego zawarto-
œciach pory maj¹ charakter nieregularny, powstaj¹ nikorzyst-
ne du¿e pory o œrednicy kilkunastu milimetrów. Wraz ze
zwiêkszaj¹c¹ siê zawartoœci¹ TCP architektura porów jest
bardziej uporz¹dkowana, a ich rozmiary wiêksze. Optymalna
pod wzglêdem morfologicznym materia³ów zawartoœæ TCP
wynosi 40 i 50%. Rozmiary porów wynosz¹ od 50 do 500 ìm.

Obecnoœæ porów w ca³ym materiale potwierdzi³y badania
z wykorzystaniem mikrotomografu rentgenowskiego.

Badania degradacji materia³ów wskaza³y, ¿e w 20 dniu eks-
perymentów najwiêkszy ubytek masy obserwowano dla mate-
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ria³ów z najni¿sz¹ zawartoœci¹ ceramiki – pozosta³a sucha
masa wynosi³a oko³o 40%, natomiast dla materia³ów o najwy-
¿szym stê¿eniu TCP odnotowano pozosta³¹ such¹ masê na po-
ziomie 80%. Zawartoœæ kolagenu tak¿e wp³ywa na degradacjê
biomateria³ów, ale w tym przypadku wzrastaj¹ca jego iloœæ

skutkuje szybszym przebiegiem procesu. Dla próbki zawie-
raj¹cej 30% kolagenu pozosta³a masa ju¿ w 10 dniu by³a ni¿-
sza ni¿ 20%. Materia³y o najni¿szej zawartoœci bia³ka degra-
dowa³y póŸniej.

Testy mechaniczne wykaza³y, ¿e zastosowanie dodatku ce-
ramiki jest zasadne. Wraz ze zwiêkszaj¹c¹ siê jej iloœci¹
w biomateriale próbki zyska³y sztywnoœæ i twardoœæ, co zna-
laz³o odzwierciedlenie w wyznaczonych na podstawie pomia-
rów wartoœciach modu³u Younga. Jednoczeœnie dla próbek za-
wieraj¹cych 50% TCP i 5 lub 10% kolagenu obserwowano
spadek modu³u odkszta³calnoœci ze wzglêdu na rosn¹c¹ ela-
stycznoœæ materia³ów.

Wstêpne badania toksykologiczne in vitro prowadzone na
komórkach wykaza³y prawid³owy wzrost komórek. Zarówno
obserwacje przy¿yciowe morfologii, jak i badania ich prze¿y-
walnoœci w stosunku do prób kontrolnych bez biomateria³u
pozwalaj¹ optymistycznie oceniaæ przydatnoœæ matryc
w u¿ytku implantacyjnym. Najlepsze wyniki uzyskano dla
próbek z najmniejsz¹ iloœci¹ ceramiki (15%), ze wzrostem jej
stê¿enia prze¿ywalnoœæ jest znacznie maleje. Najprawdopo-
dobniej jest to efekt ograniczonego dostêpu komórek do chito-
zanu, który uwa¿any jest za dobry materia³ adhezyjny ze
wzglêdu na odzia³ywania elektrostatyczne polimer-b³ona ko-
mórkowa.

Podsumowanie

Opracowana technika pozwala otrzymywaæ porowate, bio-
degradowalne materia³y, które potencjalnie mog³yby znaleŸæ
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Rys. 1. Porowaty implant (a); obserwacja porowatoœci: zdjêcie
z mikrotomografu (b), analiza SEM (c), mikroskop optyczny (d)

Rys. 2. Przebieg degradacji biomateria³ów w zale¿noœci od zawartoœci ceramiki (po lewej) i kolagenu (po prawej)

Rys. 3. Zale¿noœæ modu³u Younga od zawartoœci ceramiki whitlockitowej â-TCP (po lewej) oraz 50% TCP i kolagenu (po prawej)
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zastosowanie jako materia³ koœciozastêpczy do wype³niania
niewielkich tkankowych ubytków. Zaprezentowana metoda
pozwala wprowadzaæ substancje znane jako wspieraj¹ce rege-
neracjê defektów kostnych. Zastosowany dodatek ceramiki
wyraŸnie poprawi³ nie tylko wytrzyma³oœæ mechaniczn¹, ale
tak¿e degradacjê, z drugiej jednak strony zbyt du¿a jej zawar-
toœæ wp³ywa negatywnie na wzrost komórek. Kolagen zwiêk-
szy³ w znacznym stopniu elastycznoœæ materia³ów, z drugiej

strony jego udzia³ skutkowa³ ni¿sz¹ prze¿ywalnoœci¹ hodowa-
nych komórek.
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Rys. 4. Prze¿ywalnoœæ komórek na materia³ach z TCP oraz TCP/kolagen w 7 dniu hodowli (po lewej), prze¿ywalnoœæ komórek
wyznaczona w 3 i 7 dniu hodowli (po prawej)
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Badania charakterystyk reologicznych emulsji
pierwotnych wykorzystywanych do produkcji szybko
rozpadaj¹cych siê tabletkowanych emulsji suchych

Wprowadzenie

Szybko rozpadaj¹ce siê tabletkowane suche emulsje (Rapi-
dly or Fast Disintegrating Dry Emulsion Tablets) stanowi¹
receptê na powszechnie istniej¹cy problem z po³ykaniem
sta³ych form leków, takich jak: tabletki czy kapsu³ki. Pro-
blem ten dotyczy wielu pacjentów, przede wszystkim osób
starszych, dzieci, osób chorych psychicznie, ale wystêpuje
tak¿e w podró¿y, gdzie dostêp do wody jest ograniczony [1, 2].

Pod pojêciem szybko rozpadaj¹cych siê tabletkowanych su-
chych emulsji rozumie siê sta³¹ postaæ leku np. tabletki, które
po umieszczeniu w jamie ustnej rozpadaj¹ siê lub rozpusz-
czaj¹, daj¹c w rezultacie emulsjê lub roztwór. Pod wzglêdem
budowy emulsja sucha stanowi dyspersjê niemieszalnej fazy
olejowej wewn¹trz fazy sta³ej. Szybko rozpadaj¹ce siê tablet-
kowane emulsje suche otrzymuje siê poddaj¹c technice susze-
nia (np. liofilizacji, suszeniu rozpy³owemu, odparowaniu roz-

puszczalnika) tzw. emulsjê pierwotn¹, która jest emulsj¹
O/W [3–11].

Badania w³aœciwoœci fizykochemicznych tabletkowanych
emulsji suchych obejmuj¹ zarówno badania gotowych table-
tek, jak i emulsji, z której s¹ sporz¹dzone [6]. Badania emul-
sji dotycz¹ pomiaru lepkoœci emulsji pierwotnej oraz rozk³adu
i wielkoœci kropel fazy rozproszonej emulsji pierwotnej jak
i po jej rekonstrukcji. Obszar badañ tabletek odnosi siê do:
badania czasu rozpadu tabletki, jej wytrzyma³oœci, zmian
w sk³adzie podczas przechowywania (stabilnoœæ w ró¿nych
warunkach wilgotnoœci i temperatury) [3�6, 8].

Lepkoœæ emulsji

Lepkoœæ emulsji determinuje porowatoœæ struktury. Im
emulsja ma wy¿sz¹ lepkoœæ, tym tworzy siê mniej porowata
struktura i wyd³u¿a siê czas rozpadu. Zbyt du¿a lepkoœæ
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