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Otrzymywanie implantéw kostnych
technikg spieniania

Wprowadzenie

Inzynieria tkankowa jest interdyscyplinarna dziedzina,
ktora przystosowata zasady rzadzace inzynieria i naukami
biologicznymi w celu wytworzenia biologicznych struktur
mogacych odbudowaé, utrzymaé lub poprawi¢ funkcje tka-
nek. [1,2] Ogdlna strategia inzynierii tkankowej polega na
hodowli komérek ludzkich pobranych od pacjenta, w warun-
kach in vitro na specjalnych przestrzennych martycach (rusz-
towaniach), ktére zaimplantowane in vivo stanowia podstawe
do regeneracji uszkodzonej tkanki. Terapia z wykorzysta-
niem biomaterialéw ma byé rozwigzaniem dla ztaman koéci
czy komplikacji na skutek resekeji nowotwordéw lub torbieli.
Rusztowania dla inzynierii tkankowej powinny by¢ wykona-
ne z biozgodnych 1 biodegradowalnych materiatéw o porowa-
tej architekturze, ktére maja petnié role sztucznej substancji
miedzykomoérkowej, zapewniajac odpowiednie mikro$rodowi-
sko dla rozwijajacych sie komoérek. Powstala w ten sposdb
strukture materialowo-komérkowa wszczepia sie w miejsce
ubytku ko$ci. W miare uptywu czasu matryce ulegaja powol-
nej degradacji i resorpcji przez organizm a nowo uformowana
tkanka jest strukturalnie i funkcjonalnie identyczna jak
tkanka zdrowa [1, 2].

Materialy i metodyka badan

Do produkeji porowatych biomateriatéw-implantéw zasto-
sowano technike spieniania. Wedlug literatury, przy otrzy-
mywaniu materialow o porowatej architekturze stosuje sie
najczescie] zewnetrzne zrodla gazu. W prezentowanej pracy
wykorzystano jednak nowe rozwiazanie polegajace na wy-
dzielaniu dwutlenku wegla in situ w roztworze w wyniku re-
akcji chemicznej. Matryce otrzymuje sie z 5% w/v roztworu
chitozanu (Fluka) w 4% v/v kwasie octowym (Chempur) [3].
Wartosci te dobrano do$wiadczalnie. Rozpuszczanie polimeru
prowadzono na goraco w tazni wodnej w warunkach ciaglego
mieszania. Ostudzony do temperatury pokojowej roztwor roz-
lewano do plastikowych pojemniczkéw o objetosci 100 ml,
a nastepnie dodawano B-ortofosforan tréjwapnia (B-TCP)
(Fluka) lub/ kolagen (Wytwérnia Naturalnych Biatek Prote-
ina). p-TCP dodawano w ilosci 15, 20, 30, 40 1 50% w/v, a ko-
lagen w 1iloéci 51 10% v/v. Po dokladnym wymieszaniu do roz-
tworu polimeru dodawano wodoroweglan sodu (POCh), odpo-
wiedzialny za wydzielenie gazu w reakcji:

CH,COOH + NaHCO, CH,COONa + CO, + H,0 (1)

Wodoroweglan dodawano w postaci proszku bezposérednio
do roztworu chitozanu w iloéci dwukrotnie wiekszej do iloSci
stechiometrycznej. Po dodaniu wszystkich sktadnikéw 1 spie-

nieniu, prébki zamrazano w temperaturze okoto -20°C na
okoto 24 h. Dzieki wprowadzonemu procesowi mrozenia kry-
stalizujaca w materiale woda nadata sztywno$¢, a po wysu-
szeniu pozostate po niej wolne przestrzenie zapewnily dodat-
kowo obecno$é mikroporéw w matrycach. Koncowym etapem
jest suszenie. Zastosowano dwie metody suszenia — w cieplar-
ce (Wamed, C-30) w temperaturze 37°C, przez ok. 4-5 h lub
w eksykatorze prézniowym przez okoto 7 dni.

Otrzymane opisana technika biomateriaty poddano szeregu
badan majacych na celu charakteryzacje wilasnoéci fizycz-
nych, chemicznych oraz biologicznych [3, 4]. Ocene morfologii
dokonano technikami mikroskopowymi (mikroskop optyczny,
elektronowy SEM). Porowato§¢é materiatéw wyznaczono me-
toda wazenia hydrostatycznego (Mettler Toledo, Excellence
Plus XP) w oparciu o prawo Archimedesa. W warunkach sy-
mulujacych fizjologiczne (bufor PBS, lizozym 0,5 mg/m 1, tem-
peratura T = 37°C) w obecoéci lizozymu zbadano degradacje
otrzymanych materiatéw. Probki poddano takze testom wy-
trzymatoéciowym (prasa MTS Q/Test 10 — Wydziat Inzynierii
Materiatowej PW). Z otrzymanych wartosci wykre§lono cha-
rakterystyke $ciskania, czyli naprezenie w funkcji odksztat-
cenia, a nastepnie wyznaczono modul Younga. Toksycznos$é
biomateriatéw wzgledem otaczajacych komérek 1 tkanek jest
najwazniejszym parametrem decydujacym o ich przydatnosci
do zastosowan implantacyjnych. W celu oceny toksycznosci
oraz wplywu badanych prébek na morfologie oraz przezywal-
no$¢ komorek, wykonano testy in vitro. Test polegat na ho-
dowli komérek lini MG-63 w $rodowisku wytworzonych ma-
tryc. Komoérki MG-63 to linia ludzkich osteoblastow wypro-
wadzonych od 14-letniej pacjentki cierpiacej na nowotwoér. Na
podstawie badan wyznaczono przezywalno$é komoérek na bio-
materiatach.

Wyniki

Biomaterialy otrzymane powyzej opisana technika wyka-
zujaporowato$¢ bliska 90%. Ze wzgledu na zastosowany do-
datek ceramiki (B-TCP) wida¢ istotny wplyw fosforanéw na
ksztaltowanie i rozmiary poréw. Przy nizszych jego zawarto-
Sciach pory majg charakter nieregularny, powstaja nikorzyst-
ne duze pory o Srednicy kilkunastu milimetréow. Wraz ze
zwiekszajaca sie zawarto$cia TCP architektura poréw jest
bardziej uporzadkowana, a ich rozmiary wieksze. Optymalna
pod wzgledem morfologicznym materialéw zawartosé TCP
wynosi 40 1 50%. Rozmiary poréw wynosza od 50 do 500 um.
Obecnos$¢ poréow w calym materiale potwierdzity badania
z wykorzystaniem mikrotomografu rentgenowskiego.

Badania degradacji materialow wskazaly, ze w 20 dniu eks-
perymentéw najwiekszy ubytek masy obserwowano dla mate-
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Rys. 1. Porowaty implant (a); obserwacja porowatoSci: zdjecie
z mikrotomografu (b), analiza SEM (c), mikroskop optyczny (d)

riatéw z najnizsza zawarto$cia ceramiki — pozostata sucha
masa wynosita okoto 40%, natomiast dla materialéw o najwy-
zszym stezeniu TCP odnotowano pozostala sucha mase na po-
ziomie 80%. Zawarto$é kolagenu takze wplywa na degradacje
biomateriatow, ale w tym przypadku wzrastajaca jego iloéé
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skutkuje szybszym przebiegiem procesu. Dla prébki zawie-
rajacej 30% kolagenu pozostata masa juz w 10 dniu byla niz-
sza niz 20%. Materialy o najnizszej zawartoséci biatka degra-
dowaly péZniej.

Testy mechaniczne wykazaly, ze zastosowanie dodatku ce-
ramiki jest zasadne. Wraz ze zwiekszajaca sie jej iloScig
w biomateriale prébki zyskaly sztywnos$¢ i twardo§é, co zna-
lazlo odzwierciedlenie w wyznaczonych na podstawie pomia-
réw wartosciach modutu Younga. Jednoczeénie dla prébek za-
wierajacych 50% TCP 1 5 lub 10% kolagenu obserwowano
spadek modulu odksztalcalnosci ze wzgledu na rosnaca ela-
stycznos$¢ materiatow.

Wstepne badania toksykologiczne in vitro prowadzone na
komoérkach wykazaty prawidtowy wzrost komérek. Zaréwno
obserwacje przyzyciowe morfologii, jak i badania ich przezy-
walnoéci w stosunku do préb kontrolnych bez biomaterialu
pozwalaja optymistycznie oceniaé przydatno$¢é matryc
w uzytku implantacyjnym. Najlepsze wyniki uzyskano dla
prébek z najmniejsza iloécia ceramiki (15%), ze wzrostem jej
stezenia przezywalno$é¢ jest znacznie maleje. Najprawdopo-
dobniej jest to efekt ograniczonego dostepu komérek do chito-
zanu, ktory uwazany jest za dobry material adhezyjny ze
wzgledu na odzialywania elektrostatyczne polimer-btona ko-
morkowa.

Podsumowanie

Opracowana technika pozwala otrzymywacé porowate, bio-
degradowalne materialy, ktére potencjalnie mogltyby znalezé
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Rys. 2. Przebieg degradacji biomaterialéw w zaleznoéci od zawartos$ci ceramiki (po lewej) i kolagenu (po prawej)
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Rys. 3. Zalezno$¢é modulu Younga od zawarto$ci ceramiki whitlockitowej &-TCP (po lewej) oraz 50% TCP i kolagenu (po prawej)
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Rys. 4. Przezywalnoéé komérek na materialach z TCP oraz TCP/kolagen w 7 dniu hodowli (po lewej), przezywalno$é¢ komorek
wyznaczona w 3 i 7 dniu hodowli (po prawej)

zastosowanie jako material koSciozastepczy do wypelniania
niewielkich tkankowych ubytkéw. Zaprezentowana metoda
pozwala wprowadzaé substancje znane jako wspierajace rege-
neracje defektéw kostnych. Zastosowany dodatek ceramiki
wyraznie poprawil nie tylko wytrzymalo§¢ mechaniczna, ale
takze degradacje, z drugiej jednak strony zbyt duza jej zawar-
to§¢ wptywa negatywnie na wzrost komoérek. Kolagen zwiek-
szyl w znacznym stopniu elastyczno§¢ materialow, z drugiej

strony jego udziat skutkowatl nizsza przezywalno$cia hodowa-
nych komorek.
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