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1. WSTEP

1.1 UBYTKI KOSTNE W OBREBIE TWARZOCZASZKI
| METODY ICH REGENERACIJI

Kos¢ jest drugg najczesciej przeszczepiang tkanka. Zabiegi te sa wykonywane m.in. w chirurgii
stomatologicznej, w ortopedii, w chirurgii plastycznej oraz w chirurgii szczgkowo-twarzowej.
Szacuje si¢, ze na calym §wiecie w samych procedurach ortopedycznych wszczepianych jest
okoto 2,2 miliona przeszczepow kostnych rocznie (Polo-Corrales i wsp., 2014), a w samej
Europie jest ich ponad milion. Mimo, Ze tkanka kostna ma duze zdolnosci samoregeneracji, to
niestety, gdy dochodzi do znacznej utraty objetosci struktury kostnej (np. po przebytych
ztamaniach, resekcjach, wrodzonych wadach anatomicznych, jak rowniez rozleglych zanikach
wyrostka zebodotowego szczeki 1 zuchwy spowodowanych brakami zgbowymi, torbielami czy
chorobami przyzgbia), w takich wypadkach brakujacy fragment nie zostanie zregenerowany
przez organizm. Niezbedna jest wowczas konieczno$¢ augmentacji kosci. Niestety, obecne
metody leczenia ubytkow kostnych nie do konca spetniajg potrzeby pacjentow (Babak 1 wsp.,
2020; Bao i wsp., 2013). Regeneracja tkanki kostnej nadal stanowi ogromne wyzwanie.
Szczegolnie gdy wezmiemy pod uwage starzenie si¢ populacji 1 zwigkszajaca sie dtugos¢ zycia.
Dlatego inzynieria tkanek stwarza nowe mozliwosci w regeneracji kosci.

Wspotczesnie rehabilitacja narzadu zucia opiera si¢ na kompleksowym leczeniu
z wykorzystaniem implantow stomatologicznych. Utrata zgbodw oraz zwigzana z tym resorpcja
podloza kostnego czesto utrudnia lub nawet uniemozliwia proces terapeutyczny. Wielu
pacjentow w takiej sytuacji wymaga leczenia za pomoca augmentacji kosci wyrostka
zebodotowego. Rozlegte zaniki kostne oraz zwigkszajace si¢ oczekiwania estetyczne pacjentow
sg sporym wyzwaniem dla lekarzy dentystow. Jednym z czynnikow warunkujacych
powodzenie zabiegu wszczepienia implantu oraz zadowalajacy PLLAekt estetyczny, jest

odpowiednia ilo$¢ tkanki kostnej w miejscu planowanego zabiegu (Peintinger i wsp., 2007).



Mimo wielu metod rekonstrukcji wyrostka zebodolowego z wykorzystaniem
materiatdéw autogennych, allogennych i alloplastycznych obok materialdow kosciozastgpczych
stosuje si¢ produkty biotechnologii, ktore umozliwiajg sterowang odbudowe kosci (Ponte
1 wsp., 2006). Wielu specjalistow preferuje rozne techniki augmentacyjne w celu poprawy
geometrii  kosci  (Misch, 1997). Metody rekonstrukcji wyrostka zebodotowego
z wykorzystaniem dystraktora lub z wykorzystaniem siatek tytanowych sa stosowane
u pacjentow, u ktérych doszto do znacznej atrofii tkanki kostnej. W tych metodach konieczna
jest jednak dodatkowa interwencja chirurgiczna, ktora wydluza czas i1 koszt calego leczenia
(Kopczynski 1 wsp., 2012).

Najczesciej, w regeneracji wyrostka zgbodotowego stosuje si¢ ko$¢ ksenogenng.
Udowodniono jednak brak jej catkowitego zastgpienia przez tkanke kostng w procesie
przebudowy. Z tego wzgledu material ksenogenny ma ograniczone zastosowanie przy
rozleglych zanikach, gdzie brak jest ograniczenia kostnego oraz gdy caty implant lub wigksza
jego cze$¢ ma by¢ w nim umieszczona. Dlatego nadal tzw. ,,ztotym standardem” pozostaje kos¢
autogenna (Belser i wsp., 2009; Kan i wsp., 2011; Misch, 2011; Rocchietta, Simion, 2016). Ta
metoda powoduje niestety dodatkowy uraz w miejscu dawczym, wydtuza catkowity czas
zabiegu, powoduje silniejsze objawy pozabiegowe (obrzmienie, dolegliwosci bolowe)
i zwigksza ryzyko powiktan takich jak porazenia nerwdéw czy uszkodzenia zeboéw wiasnych
pacjenta (Leonetti, Koup, 2003; Nissan i wsp.,2011; Guarnieri i wsp.,2006; Ewers,2005).
Ponadto, w procesie przebudowy wielu autorow zauwazylo znaczny zanik objgtosci
przeszczepionej kosci siggajacy 49,5%. Znane sa takze doniesienia o catkowitej resorpcji
autoprzeszczepu, dlatego tez powszechnie stosuje si¢ alternatywne materialy do augmentacji
kosci (Hallman i Thor,2000,2008;Moore i wsp., 2001; Nkemke i Stelzle, 2009; Perrotti i wsp.,
2009).

W ostatnich latach ze wzgledu na znaczny rozwoj inzynierii tkankowej (TE - Tissue
Engineering) , mozna zaobserwowaé znaczny postep medycyny regeneracyjnej. Strategia
rekonstrukcji wyrostka zgbodotowego jako cze$S¢ medycyny regeneracyjnej jest dos¢ trudna,
mimo to w ostatnich dziesigcioleciach nastapit znaczacy rozwoj w tej dziedzinie. W tym
kontekscie gtownym jej celem jest projektowanie biologicznych substytutow zdolnych do
naprawy, wymiany, a takze regeneracji narzagdowi tkanek (Langer i Vacanti, 1993). Koncepcja
TE obejmuje trzy gtowne filary:

1) zastosowanie odpowiedniego rodzaju komorek np.: mezenchymalnych komorek

macierzystych,



2) wykorzystanie matrycy biomateriatu jako rusztowania,
3) uszupetnienie produktu TE o czynniki wzrostu (Lymperi i wsp. 2013).

Na rusztowaniach zwykle umieszcza si¢ komorki macierzyste (Martin i wsp., 2004;
Gathani 1 Raghavendra, 2016). Bioaktywna matryca w potaczeniu z czynnikami wzrostu
i rdznicowania - poprzez ich uwalnianie - aktywnie wspomaga proces regeneracji (Ceccarelli
i wsp., 2017; Evans i wsp., 2006).

Podstawowymi elementami, wykorzystywanymi w inzynierii tkankowej sa
biomateriaty, komorki macierzyste (progenitorowe) oraz czasteczki bioaktywne. Elementy te
tworza tzw. triade inzynierii tkankowej, warunkujac (razem badz oddzielnie) proces regeneracji
i przebudowy tkanek.(O’Brien, 2011).

Nowoczesne inteligentne materialy hybrydowe moga by¢ zarowno w swej strukturze
jak i na powierzchni modyfikowane substancjami aktywnymi farmaceutycznie (API - ang.
Active Pharmaceutical Ingredient), o kontrolowanym czasie uwalniania. Moga to by¢ leki
przeciwzapalne lub antybiotyki (Kruk 1 wsp., 2017), ktore stanowi¢ beda ochrong
antybakteryjng lub zmniejsza¢ faz¢ zapalng w procesie gojenia kosci.

Takie uktady beda tworzy¢ matryce dla mezenchymalnych komodrek macierzystych
pozyskiwanych z tkanki ttuszczowej (ADSC — ang. adipose-derived stem cells) przyspieszajac

tym samym proliferacje i mechanizm kosciotworzenia (ryc. 1).
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Ryec.1. Schemat przedstawia budowe inteligentnych ukladéw hybrydowych do rekonstrukcji tkanki
kostnej.



Przy wykorzystaniu nowoczesnych technik np. druku 3D wraz z obrazowaniem
z pomocg tomografii komputerowej, rusztowania ko$ciozastgpcze moga posiadaé ksztatt
idealnie dopasowany do miejsca ubytku. Mozliwe jest rowniez zaprojektowanie wielkos¢
1 rozmieszczenie wolnych przestrzeni w materiale, aby speinialy wymagania stawiane
substytutom kos$ci. Dodatkowa zaletg jest fakt, ze mozna je tatwo ksztattowac, dzigki czemu
skraca si¢ zarowno czas jak i koszty zabiegu chirurgicznego. Dotychczasowy dwuwymiarowy
sposob hodowli komodrek nie pozwala na interakcje miedzy komorkami a macierza
zewnatrzkomérkowg (ECM, ang. Extracellular Matrix). Trojwymiarowe rusztowania
umozliwiajgce hodowle komoérek macierzystych w warunkach 3D sg powszechniej stosowane
(Dai i wsp, 2016).

Oczywiscie biomateriaty, z ktorych. powstajg rusztowania do hodowli komorek musza
spelnia¢ kilka warunkow. Konieczne jest, aby material, z ktorego jest zbudowany miat
wlasciwosci biokompatybilne i nie powodowat gwattownej reakcji uktadu immunologicznego.
Struktura takiego uktadu powinna by¢ wysoce porowata, tak aby przypomina¢ swoja budowa

naturalny biomateriat oraz posiada¢ wiasciwosci mechaniczne charakterystyczne dla tkanki

kostnej (Dai i wsp., 2016; Tapp i wsp., 2009; Turnbull i wsp., 2018).

1. 2. WYMAGANIA STAWIANE SUBSTYTUTOM KOSCI

Projektujagc hybrydowe rusztowania do zastosowania w augmentacji tkanki kostnej nalezy
wzig¢ pod uwage szereg parametrow charakteryzujacych biomaterialy. Jednym z nich jest
odpowiednia struktura wewngtrzna , umozliwiajaca proliferacje oraz roznicowanie komorek.
Roéwnie istotne sg odpowiednie wlasciwosci mechaniczne.

Tworzac idealne rusztowanie gtowng kwestig jest wielkos$¢ 1 rozmieszczenie porow.
Ma to duze znaczenie, aby umozliwi¢ wzrost komorek, zapewni¢ zaopatrzenie w sktadniki
odzywcze, szybkie usuwanie produktow przemiany materii, tworzenie unaczynienia oraz
przebudowe nowej tkanki. Pod uwagg nalezy wzig¢ rowniez objetos¢ porow oraz ich wielkos¢,
ksztalt 1 rozmieszczenie. Zbyt mata wielkosc 1 1lo$¢ otworow w biomateriale moze powodowac
zmniejszong dystrybucje skladnikow odzywczych, a tym samym powstawanie obszarow
martwiczych. W rezultacie wielko$¢ poréw w rusztowaniu wplywa na adhezje komorek
1 wynikajaca z tego proliferacje, migracje 1 infiltracje biomateriatu (Murphy 1 wsp., 2013).
Porownanie porowato$ci dla tkanki kostnej i rusztowania biomateriatlu (ang. scaffold)

przedstawia ryc. 2.



Ryec. 2. Zdjecie przedstawia porowatos$¢ tkanki kostnej (a) oraz rusztowanie biomateriahu (b).

(Zrédio: https://www.bbc.com/news/science-environment-26242256)

Aby mozliwa byla regeneracja tkanki kostnej rozmiar luk w biomateriale powinien
odpowiada¢ wymiarom kanaléw Haversa, Srednio 100-350 pum. Jes$li otwory maja wielko$¢
min. 100 um mozliwa jest penetracja tkanki zywej. Ponizej 100 um nie dochodzi do procesu
formowania ko$ci (Marciniak i wsp., 2008). Wielko$¢ powyzej 500 um sprzyjaja powstawaniu
tkanki drobnowtoknistej (bliznowatej) i szybkiemu jej unaczynieniu (Kim i wsp., 2003).

Zalezno$¢ regeneracji tkanki kostnej od wielkosci poréw przedstawia Tab.1.

Tab. 1. Zalezno$¢ regeneracji tkanki kostnej od wielkos$ci luk w rusztowaniu kosciozastepczym.

Wielkos$¢ porow Wplyw na regeneracje tkanek
<5 um nie zachodzi wzrastanie tkanek
>25 um wzrastanie tkanki wioknistej oraz naczyn
>50 pm mineralizacja wrosnigtych tkanek
>100 pm mineralizacja przekracza glebokos¢ 1000 pm, a wrosnigta kos¢ jest prawidlowo
odbudowana

Ludzka tkanka kostna gabczasta wykazuje catkowitg porowato$¢ w graniczach od 30%
do 90%. Struktur¢ zawierajaca puste przestrzenie uwaza si¢ za odpowiednig do regeneracji
kosci Ryc. 2. Wieksza porowatos¢ 1 wielkos$¢ porow skutkujg wigkszym wrastaniem tkanek in
vitro i in vivo (Karageorgiou i Kaplan, 2005). Jednakze wyjatkowo wysoka porowato$¢ moze
zagrozi¢ ogodlnej mechanicznej stabilno$ci szkieletu poprzez zmniejszenie jego ogodlnej

wytrzymalo$ci na $ciskanie. W zwigzku z tym nalezy osiaggna¢ rdwnowage miedzy tempem



przebudowy kosci 1 degradacjg materiatu. Potaczenie korzystnych wtasciwosci wielu réznych
materiatéw nadaje dodatkowych cech takiemu uktadowi. Potaczenie co najmniej dwoch
réznych, odpowiednio dobranych faz poprawia wlasciwosci otrzymanego materialu w
poréwnaniu z wlasciwosciami poszczegdlnych sktadnikow. Rusztowania wykonane z
materiatlow polimerowo-ceramicznych symulujacych tkanke kostng zapewniaja odpowiednia
odpowiedz immunologiczng, dobra wytrzymato$¢, a aktywny material bioceramiczny
korzystnie wptywa na potaczenie macierzy z otaczajaca tkanka. W inzynierii tkankowej coraz
czesciej stosuje si¢ materialty kompozytowe - okoto 30% obecnie stosowanych biomateriatow.
Zainteresowanie kompozytami wynika z podejscia biomimetycznego, ktore stara si¢

nasladowac¢ budowe i mechanizmy naturalnej tkanki. Cechy rusztowan kosci przedstawia Ryec.
3.

osteokondukcyjnosé

| porowatos$¢ /u\ ‘
Rusztowania

_ . biokompatybilnos¢ “
kostne

[ wytrzymatos¢ mechaniczna | biodegradacja
\ /

‘\\//’

Ryc. 3. Wymagania stawiane rusztowaniom kosci

Sukpaita, T.; Chirachanchai, S.; Pimkhaokham, A.; Ampornaramveth, R.S. Chitosan-Based Scaffold for
Mineralized Tissues Regeneration. Mar. Drugs 2021, 19, 551. https://doi.org/10.3390/md19100551
Dodanie materiatéw nieorganicznych (np. bioszkiel) do rusztowania polimerowego
ma kilka zalet, w tym potaczenie osteokonduktywnos$ci i potencjalu wigzania fazy nieorga-
nicznej kosci z porowatoscig 1 konstrukcja 3D. Wybierajagc materiaty do regeneracji tkanki
kostnej oraz projektowania rusztowan nalezy wzig¢ pod uwage szereg wlasciwosci materiatu.
Biozgodno$¢ to jedna z najwazniejszych wlasciwosci biomaterialu w inZynierii

tkankowej. Uzyte materiaty nie mogg dziata¢ kancerogennie, teratogennie, wywotywac reakcji
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alergicznych ani przewlektych stanow zapalnych. Materiat ko$ciozastepczy powinien by¢
osteokondukcyjny (umozliwia¢ adhezje, namnazanie oraz formowanie macierzy
zewnatrzkomorkowej na powierzchni oraz wewnatrz rusztowania). Osteokondukcja wspiera
wzrost kosci na swojej powierzchni 1 nadaje kierunek stopniowemu formowaniu kosci wokot
resorbowanego materiatu (Stodulska i wsp., 2018; Hallman i Thor, 2000/2008). W idealnych
warunkach, sie¢ naczyn krwiono$nych wnika w strukture wewnetrzng implantu. Powoduje to
efektywny transport sktadnikéw odzywczych, tlenu i metabolitow, co sprzyja odbudowie ko$ci
w obrgbie ubytku kostnego (Kruk i wsp., 2017). Osteoindukcyjnos¢ to zdolnos¢ materiatu do
pobudzania odbudowy kosci przez sygnaty biomolekularne oraz komoérki prekursorowe (Kruk
i wsp., 2017).

Pozadang cechg substytutow kosci jest biodegradowalnos¢. Nie jest ona jednak
bezwzglednie wymagana. Material powinien ulega¢ resorpcji lub przeksztatceniu do
produktow, ktore sg nietoksyczne dla organizmu. Aby idealnie dopasowac czas potrzebny na
przebudowe rusztowania do czasu regeneracji tkanki kostnej bardzo istotna jest szybkos$¢ oraz
kontrola degradacji materialu. Rozklad oraz mechanizm tworzenia nowej tkanki kostnej
uzalezniony jest od cech zastosowanego materiatu oraz od warunkéw jakie panuja u danego
pacjenta. Jednym z kryteriow jest wiek pacjenta. Degradacja scaffold’u u dziecka powinna
trwa¢ okoto 3 miesiecy, natomiast u osoby starszej juz blisko 9 miesiecy. Istotne jest rowniez
miejsce wszczepienia materiatu. Tempo degradacji substytutow kosci powinno by¢
dopasowane do tempa regeneracji tkanek. Zbyt szybka moze powodowaé nie tylko
przedwczesng utrate wiasciwosci mechanicznych, lecz takze uwalnianie w krotkim czasie
znacznej ilo$ci produktu degradacji, przekraczajaca zdolno$¢ organizmu do ich wydalania.
Bezposrednim tego skutkiem jest wowczas przedtuzajacy si¢ stan zapalny. Z drugiej strony,
degradacja materiatu nie powinna by¢ zbyt powolna. W warunkach optymalnych, scaffold
powinien ulega¢ stopniowej resorpcji, przebiegajacej zgodnie z postepujacym procesem
gojenia tkanek. W przypadku polimerow czas resorpcji zalezy od masy czasteczkowej np. dla
polilaktydu (PLA ) waha si¢ od 32 tygodni do 4 lat (Besso i wsp., 1997). Dzigki stosowanym
dodatkom mozna modyfikowa¢ czas rozpadu PLA.

Substytut kosci powinien posiada¢ odpowiednig odporno$¢ mechaniczng zapewniajaca
prawidtowa strukture tkanki oraz aby umozliwi¢ potaczenie migdzy rusztowaniem a tkanka
gospodarza. Wtasciwos$ci mechaniczne ko$ci roznig sie w przypadku tkanki kostnej ggbczastej
1 zbitej. Roznice we wlasciwosciach mechanicznych oraz geometrii kosci (ptaskie, diugie)

powoduja trudnosci w zaprojektowaniu uniwersalnego substytutu kosci.
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Kluczowym krokiem w strategii inzynierii tkankowej jest wybdr odpowiednich
komponentoéw do rusztowan zapewniajacych odpowiednie srodowisko do regeneracji tkanek.
Rusztowania to innowacyjne i spersonalizowane biomaterialy o trojwymiarowej (3D)
strukturze i wysokim stopniu porowatosci. Bioaktywna macierz o wymaganej architekturze
stanowi podtoze dla wszczepionych komorek, ktore umozliwia im prawidlowe funkcjonowanie
w celu wytworzenia pozadanej macierzy zewnatrzkomorkowe;.

Warto zauwazy¢, ze wewnetrzna struktura kosci jest niezwykle ztozona i wyjatkowo
trudna do nasladowania, dlatego koncepcja zaprojektowania i1 zbudowania idealnego
rusztowania wcigz jest wyzwaniem. Rusztowania kompozytowe sktadajace sie¢ z kilku
rodzajow biomaterialdw pozwalaja przezwyciezy¢ problemy z niepozadanymi wiasciwosciami
wszystkich elementéw, przy zachowaniu ich zalet. Istnieje wiele metod wytwarzania
porowatych polimerowych struktur 3D. Istniejg tradycyjne techniki takie jak spienianie gazem,
inwersja faz czy tugowanie sola oraz nowoczesne techniki szybkiego prototypowania
wspomagane komputerowym projektowaniem modelowym (CAD) (Loh i wsp. 2013). Techniki
takiego prototypowania (drukowania 3D) polega ja na tworzeniu skomplikowanych struktur na
bazie danych opracowanych w komputerowych programach 3D CAD, bez uzycia form

odlewniczych.

1.3 CHARAKTERYSTYKA WYBRANYCH MATERIALOW DO
PRODUKCJI BIOKOMPOZYTOW HYBRYDOWYCH

1.3.1. POLIMERY STOSOWANE W STOMATOLOGII
W biomedycynie materialty polimerowe znajduja szerokie zastosowanie. W chirurgii
szczgkowo-twarzowej stuza do wypehiania ubytkow kostnych wyrostkéw zebodotowych,
rekonstrukcji kosci czaszki 1 twarzy, oczodotu oraz korekcji twarzy, np. nosa i podbrédka. Co
wigcej, stosuje si¢ je do regeneracji kosci w zgbodotach, do zabezpieczenia implantow
dentystycznych przed wrastaniem tkanki migkkiej oraz jako elastyczne podscielenia protez,
zmniejszajace nacisk na dzigsta wywierany przez protezy. Polimery stosowane w chirurgii
szczekowo-twarzowej to gtdwnie polietylen, najczes$ciej w postaci porowatych plyt lub blokow
oraz polimetakrylan metylu, silikony i poliuretany (Lelah i Cooper, 1986).

W medycynie estetycznej oraz w chirurgii plastycznej materiaty polimerowe stosuje si¢
do korekcji wygladu estetycznego pacjenta, na przyktad korekcji ksztattu czerwieni wargowej,

brody i nosa oraz do wolumetrii okreslonych obszarow twarzy. Mogg one dodatkowo spetniaé
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funkcje fizjologiczne zastepujac uszkodzone tkanki powstate np. w wyniku oparzen.
Przyktadami takich polimeréw jest kolagen, kwas hialuronowy, poliakryloamidy, oraz
mikrokuleczki z polietyloakrylanow lub polimetakrylanéw zawieszone w zelu kolagenowym
(Lynch, 1982).

Duze zastosowanie w medycynie znajdujg tez wyroby z polimeréw resorbowalnych.
Wytwarza si¢ z nich nici chirurgiczne, mikroporowate podtoza do regeneracji tkanek oraz
$ruby, nity i plytki do mocowania zlamah kostnych w chirurgii szczekowo—twarzowe;.
Polimery bioresorbowalne stosowane w medycynie, ktore produkowane sg na skale
przemystowg to glownie poli(kwas glikolowy) (PGA), poli(kwas L-mlekowy) (PLLA),
kopolimery glikolidu z laktydami (PGLA), poli(e-kaprolakton), poliortoestry, poliestroamidy
oraz poliparadioksanon.

Polimery naturalne i syntetyczne byty szeroko badane w zastosowaniach medycznych,
szczegblnie w opracowywaniu biomaterialtow o odpowiednio dobranych specyficznych
i unikalnych wymaganiach potrzebnych do indywidualnych problemoéw terapeutycznych
(Huebsch i Mooney, 2009). Polimery, w poréwnaniu z innymi klasami biomateriatow, takimi
jak metale, stopy i ceramika, sg blizsze organizmom zywym (Ratner i wsp., 2004; Park i Lakes,
2007; Nair i Laurencin, 2007). Wszechstronnos$¢ resorbowalnych materiatow polimerowych
spowodowata, ze staty si¢ one preferowanymi kandydatami do stosowania jako biomateriaty w
medycynie. Cechg charakterystyczng tych materialow jest to, ze ich wlasciwosci zmieniajg si¢
w czasie w zaleznosci od przebiegu procesow biodegradacji w srodowisku organizmu biorcy
(Nair i Laurencin, 2007). Resorbowalne polimery ulegaja biodegradacji in vivo, tworzac
biologicznie akceptowalne czasteczki, ktore sg metabolizowane. Jednym z najwazniejszych
warunkow pomyslnego wykorzystania resorbowalnych polimerow w zastosowaniach
medycznych jest doktadne zrozumienie zalezno$ci migdzy mechanizmami biodegradacji a ich
struktura, masa czasteczkowa, rozpuszczalno$cig 1 innymi dostosowanymi wtasciwo$ciami, w
tym skladem kopolimerow, a takze ksztattu i struktury wytwarzanych biomateriatéw (Ratner
i wsp., 1996) W tym przypadku resorbowalne polimery sg wykorzystywane do konkretnego
zastosowania w terapii, a ich warto$¢ zostala wykazana w zastosowaniach takich jak:w

inzynierii tkankowej i medycynie regeneracyjnej (Park i Lakes, 2007).

1.3.2. RODZAJE RESORBOWALNYCH POLIMEROW
Resorbowalne polimery, okreslane rowniez jako polimery biodegradowalne, po pewnym czasie
od wprowadzenia do organizmu ulegaja resorpcji. Biodegradacja materialdow polimerowych

jest procesem biochemicznym i polega na rozerwaniu wigzan (kowalencyjnych) w tancuchu
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polimerowym (lkada i Tsuji, 2000). Hydroliza jest najczgstszym procesem chemicznym
biodegradacji tancucha polimerowego, ale rozpad moze réwniez zachodzi¢ na drodze
mechanizmu enzymatycznego (Ratner i wsp., 2004). W zalezno$ci od sposobu degradacji
materiaty polimerowe mozna podzieli¢ na polimery degradowalne hydrolitycznie i polimery
degradowalne enzymatycznie (Ratner i wsp.,2004; Nair i Laurencin,2007; Ratner i wsp., 1996).
Wickszo$¢ naturalnie wystgpujacych polimerow ulega biodegradacji enzymatycznej. Z drugiej
strony polimery syntetyczne maja na wigzania chemiczne podatne na dziatania H.O (lkada
i Tsuji, 2000; Maitz, 2015) (Ryc. 4). Podatno$¢ polimeru na biodegradacje determinujg
wewnetrzne wlasciwosci grup funkcyjnych oraz czynniki molekularne 1 morfologiczne, takie
jak: struktura konfiguracyjna, krystaliczno$¢, powierzchnia, ilo$¢ resztkowego monomeru,

stosunek kopolimerow, porowato$¢ i srodowisko wdrozenia ( Ratner i wsp., 1996).

| Polimery biodegradowalne '

' naturalne ' | syntetyczne '

' Poli(faminokwasy) ' ' proteiny ‘ ' polisacharydy ' = Polilaktydy (PLA)
Poliglikolid (PGA)
Poli(laktyd-ko-glikolid) (PLGA)

= cyanophycin * Kolagen * Celuloza

= Poly(e-L-lysine) = zelatyna = Chitozan i chityna Polidioksanon (PDS)
= Poly-y-glutamic * Fibryna * Kwas hialuronowy Polikaprolakton (PCL)
acid (y-PGA) * Elastyna (HA) Poli(3-hydroksymaslan) (PHB)
* Albumina = alginian Poli(3-hydroksywalerianian) (PHV)

Poli(weglan trimetylenu)
Poli(ortoestry)
Poli(alkilocyjanoakrylany)
Poliuretany

Poli(ester amidowy)
Polibezwodniki
Poli(bezwodnik-koimid)
Poli{fumaran propylenu)
Polifosfoester
Polifosfazeny

polimery ulegajace degradacji enzymatycznej

' polimery degradowalne hydrolitycznie '

Ryec. 4. Klasyfikacja polimer6w biodegradowalnych (Ratner i wsp., 2004; Ikada, Tsuji, 2000; Maitz, 2015).

1.3.3. POLIMERY NATURALNE

Gloéwng zaletg naturalnych polimerow jest ich bioaktywnos¢ i jak opisano wcze$niej, ulegaja
one naturalnie kontrolowanej biodegradacji in vivo przez enzymy. Szybkos$¢ biodegradacji
rdzni si¢ znacznie w zalezno$ci od miejsca implantacji i $cisle zalezy od dostgpnosci i stezenia

enzymow (Ratner i wsp., 1996; Pathak i Navneet, 2017).
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Najbardziej rozpowszechnionym polimerem naturalnym jest kolagen. Jest to najobficiej
wystepujace biatko w ludzkim organizmie i wystgpuje i jest gtownym skladnikiem skory
i tkanki migéniowo-szkieletowej. Kolagen to polimery aminokwasow zawierajace trzy
podjednostki polipeptydowe, ktére sa utozone w trojwymiarowa pofatdowang strukture.
Powtarzajaca si¢ sekwencja aminokwasoOw w potrojnej helisie: glicyny, proliny
i hydroksyproliny przy wzglednej obfitosci lizyny i strukturze heliakalnej determinuje
wewnetrzng wytrzymato$¢ mechaniczng kolagenu (Shoulders i Raines, 2009). Gléwnym
zrodlem kolagenu wykorzy-stywanego do zastosowan medycznych jest skora bydleca,
wieprzowa lub bydlece i1 konskie sciggna Achillesa (Silvipriya, 2015). Ze wzglgdu na doskonatg
biokompatybilno$¢ i biodegradowalno$¢ kolagen ma wszechstronne zastosowanie medyczne,
szczegblnie w celach kosmetycznych, stomatologicznych, ortopedycznych i chirurgicznych.
Kolagen jako naturalny skladnik moze wspiera¢ tkanki organizmu poprzez tendencje do
przyltaczania komorek, proliferacji i r6znicowania (Harkness, 1996; Haugh, 2011). Dlatego
najbardziej obiecujacym zastosowaniem kolagenu jest inzynieria tkankowa (Glowacki
i Mizuno, 2008; Fields i Prockop, 1996). Wysoka reaktywnos¢ kolagenu pozwala na jego
modyfikacje poprzez sieciowanie (Chamy, 2013; Haugh i wsp.,2011). Implantacja do
organizmu biomateriatu kolagenowego nie powoduje reakcji zapalnych i immunologicznych o
podtozu toksycznym. Wadg biomaterialow kolagenowych jest wysoki koszt czystego kolagenu,
zmienne wilasciwosci fizykochemiczne i1 degradacyjne w zalezno$ci od zrédta kolagenu (Lee
i wsp., 2001; Parenteau-Bareil i wsp., 2010).

Kwas hialuronowy (HA) jest liniowym polisacharydem i posiada unikalne wlasciwosci
lepkosprezyste. HA poprzez wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe moze tworzyé
trojwymiarowe struktury w roztworze (Andrades, 2013; Oldenkamp i wsp., 2018). Obecnie
kwas hialuronowy jest szeroko stosowany w medycynie estetycznej oraz w chirurgii

plastycznej.

1.3.4. POLIMERY SYNTETYCZNE

Duzo uwagi poswigca si¢ wykorzystaniu polimerdéw syntetycznych w medycynie, ze wzgledu
na ich wiasciwosci, takie jak biokompatybilno$¢ 1 mozliwos$¢ kontrolowania szybkosSci
biodegradacji, a takze fakt, Zze nie sg one tak aktywne biologicznie jak polimery naturalne.
Najszerzej zbadang 1 szeroko stosowang grupa syntetycznych polimeréw biodegradowalnych
sa poliestry i ich kopolimery. Oferuja wiele zalet: mozna je dopasowa¢ do pozadanego ksztattu,
morfologii porow 1 trojwymiarowej struktury. Co wigcej, wigzania estrowego ulegaja

hydrolizie, czego efektem jest powstawanie kwasow, ktore sg eliminowane ze Srodowiska
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organizmu w postaci dwutlenku wegla i wody w cyklu Krebsa (Gilding, Reed,1979; King i
wsp., 2013).

Poliestry zostaty zatwierdzone jako wyrob medyczny - biokompatybilny materiat do
niektorych zastosowan medycznych u ludzi (Ratner 1 wsp., 2004). Syntetycznym polimerem o
najwigkszej historii 1 potencjale zastosowania jest poli(kwas mlekowy) (PLA) nalezacy do
grupy poliestréw resorbowalnych. PLA znany rowniez jako polilaktyd jest wykonany z
monomeru laktydowego. Kwas mlekowy jest zwigzkiem chemicznym wykazujacym chiralnos¢
optyczng i wystepuje w dwoch formach stercoizomerycznych: kwas L-mlekowy i kwas D-
mlekowy, ktore tworzg kilka odrebnych morfologicznie polimerow: poli-L-laktyd (PLLA),
poli-D-laktyd (PDLA) i poli- DL-laktyd (PDLLA) (Ryc. 2) (Gunatillake, Adhikari, 2003).
Wiasciwosci polilaktydu zaleza od sktadu izomeréw w tancuchu polimerowym, stad PLLA
1 PDLA s3 materialami semikrystalicznymi, natomiast PDLLA jest amorficzny. Réznice w
krystaliczno$ci maja bezposredni wplyw na biodegradowalno$¢. PLLA jest czgéciej stosowana
niz PDLA ze wzgledu na fakt, ze PLLA ulega hydrolitycznej biodegradacji do kwasu
L-mlekowego, nietoksycznego i naturalnie wystepujacego stereoizomeru kwasu mlekowego
(Ulery, 2011). Potkrystaliczny PLLA znalazt wiele zastosowan, w szczeg6lnosci tam, gdzie
wymagana jest wysoka wytrzymato$¢ mechaniczna i ciggliwos¢ (Ratner i wsp., 2004; Nair,
Laurencin, 2007), Innym rodzajem resorbowalnego polimeru syntetycznego jest poli(kwas
glikolowy) (poliglikolid - PGA), ktory jest najprostszym liniowym poliestrem alifatycznym
(Ryc 5). PGA jest krystaliczny, a materiaty z niego wykonane tracag wytrzymalo$¢ mechaniczna
i wchlaniajg si¢ w organizmie szybciej niz jakikolwiek inny poliester (Ratner i wsp., 2004; Nair
i Laurencin, 2007).

Ta cecha jest klinicznie wazna, poniewaz szybko$¢ resorpcji jest waznym czynnikiem
w przebudowie tkanki kostnej. Atrakcyjno$¢é biomateriatdéw opartych na PGA wynika z ich
wysokiej wrazliwos$ci na rozklad hydrolityczny, co prowadzi do powstania naturalnego
metabolitu - kwasu glikolowego. Jednak znaczna hydrofilowos¢ PGA i wysoka wrazliwos$¢ na
biodegradacj¢ hydrolityczng wymagaja bardzo dokladnej kontroli warunkéw 1 technik
przetwarzania podczas otrzymywanie tego biomaterialu. W przypadku PGA moze wystapi¢
jego nagta biodegradacja, ktora prowadzi do miejscowego wzrostu stezenia kwasu, skutkujac
odpowiedzig zapalng i nagla utrata wtasciwosci mechanicznych. (Ceonzo i wsp., 2006). Co
wiecej PGA, ze wzgledu na mozliwo$¢ wytworzenia tego polimeru w postaci wtokien, zostat

on poddany badaniom biomedycznym co skutkowato opracowaniem w 1970 roku pierwszym
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komercyjnie dostepnym syntetycznym szew medycznym (Ratner i wsp., 2004; Nair
i Laurencin, 2007; Gilding i Reed, 1979).

Aby zoptymalizowa¢ wlasciwosci fizykochemiczne resorbowalnych polimerow,
przeprowadzono szeroko zakrojone badania nad opracowaniem kopolimerow. Kluczowy
parametr, jakim jest szybko$¢ biodegradacji polimerow, mozna modyfikowaé przez
kopolimeryzacj¢ 1 struktury krystalicznej biomaterialow. Najbardziej rozpowszechniony
kopolimer - PLGA poli(kwas mlekowo-glikolowy) wytwarzany jest z kwasu glikolowego
1 mlekowego. Wtasciwosci koncowego biomateriatu, zwtaszcza szybkos$¢ degradacji, mozna
regulowac stosunkiem ilosciowym PLA do PGA.

PLGA mozna wytwarza¢ w roznych formach, w tym arkuszy, blokéw, mikrokulek
i nanowtokien o zaprojektowanej architekturze i szybkosciach degradacji. Podobnie jak w
przypadku PLA i PGA, mechanizmem biodegradacji PLGA in vivo jest proces hydrolizy, a jego
produkty uboczne sg eliminowane z organizmu, powodujac minimalne reakcje zapalne. PLGA
ze wzgledu na swoje wlasciwosci dobrze rokuje jako materiat do zastosowania w medycynie
regeneracyjnej i stomatologii. Charakterystyczne cechy, takie jak dobra adhezja i proliferacja
komorek, czynig z PLGA potencjalne biomaterialy do zastosowan w inzynierii tkankowe;.
Poli(kwas mlekowy) i poli(kwas glikolowy) oraz ich kopolimery byty szeroko badane pod
katem medycznych i innych zastosowan niz jakiekolwiek inne resorbowalne polimery (Nair,

Laurencin,2007), (Fakirov,2015). Wzory strukturalne przedstawia Ryc. 5.
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Polydioxanone Poly(e-caprolactone)

Ryec. 5. Struktury chemiczne szeroko zbadanych biodegradowalnych polimerow (Gunatillake, Adhikari,
2003).
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1.3.5. RESORBOWALNE MEMBRANY

Resorbowalne membrany zwane roéwniez bonami zaporowymi sg szeroko stosowane w
zabiegach z zakresu chirurgii stomatologicznej (Wang i wsp., 2016). Przede wszystkim btony
zapobiegajg wrastaniu nablonka w obszar, w ktorym pozadana jest tkanka kostna. Metoda, w
ktorej zapobiega si¢ migracji nabtonka do okreslonego obszaru, nazywana jest sterowang
regeneracja tkanek (GTR) (Nyman i wsp., 1982, Gottlow i wsp., 1984). Blony idealnie nadaja
si¢ rowniez do utrzymania przestrzeni podczas zabiegoéw sterowanej regeneracji kosci (GBR)
w celu wspomagania regeneracji i wzrostu kosci w przebiegu chordb periodontologicznych. W
procesie regeneracji tkanki kostnej dochodzi do zwigkszenia grubosci 1 wysoko$ci wyrostka
zebodotowego. Kos¢ jest oddzielona od tkanek migkkich przez ograniczajacg ja membrang. Po
okreslonym czasie dochodzi do jej resorpcji (Dimitriou i wsp. 2012; Neel 1 wsp., 2014; Liu,
Kerns, 2014). Blony zaporowe skutecznie zapobiegaja zanikowi wyrostka z¢bodotowego.
Obecnie sterowang regeneracje kosci stosuje si¢ gtownie w jamie ustnej w celu wspomagania
wzrostu nowej tkanki kostnej, aby umozliwi¢ stabilne umieszczenie implantow zgbowych
(Pellegrini i wsp., 2013). Podstawowa zaleta membran resorbowalnych jest to, ze minimalizujg
dyskomfort i koszty pacjenta ze wzgledu na brak konieczno$ci dodatkowej operacji usunigcia
btony, a tym samym eliminujg potencjalne powiktania chirurgiczne 1 nie zakldcaja procesu
gojenia (Dimitriou i wsp. 2012; Neel i wsp., 2014; Pellegrini i wsp., 2013). Resorbowalne
membrany zbudowane sg z podobnych polimeréw pochodzenia zwierzgcego i syntetycznego.
Po raz pierwszy naturalny polimer zostat uzyty przez Chunga w 1990 roku do leczenia ubytkow
tkankowych w przestrzeniach miedzytrzonowych przez blony kolagenowe (Chung i wsp.,
1990). Z drugiej strony membrang syntetyczng po raz pierwszy zastosowat w 1995 roku Polson

(Polson i wsp., 1995).

1.3.6. MEMBRANY KOLAGENOWE

Obecnie, ze wzgledu na optymalng biokompatybilno$¢, najpopularniejsze membrany
zbudowane sg z kolagenu. Jednak ze wzgledu na jego charakter nie ma kontroli nad czasem
resorpcji, ktory jest uzalezniony jest od indywidualnych cech organizmu. Ponadto, szybko$¢
degradacji zalezy od zrodta materialu kolagenowego i jego modyfikacji (Wang i wsp., 2016;
Bunyaratavej i wsp., 2001). Najczesciej stosowanymi membranami kolagenowymi dostepnymi
na rynku sg Bio-Gide® firmy Geistlich 1 BioMend® firmy Zimmer. Sg one wytwarzane z
réznych zrodel zwierzgeych i charakteryzujg si¢ réznymi szybkos$ciami resorpcji, wynoszacymi
odpowiednio od 2-4 tygodni i 8 tygodni. Bio-Gide® to dwuwarstwowa btona z kolagenu

wieprzowego, natomiast BioMend® jest wykonana z bydlecego $ciggna Achillesa (Wang
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i wsp., 2016; Miller i wsp., 1997). Typowe membrany sg dostgpne w roéznych rozmiarach
1 wygladaja jak ptaska, biala tektura. Kolagen jest powszechnie modyfikowany chemicznie w
procesie sieciowania, co wplywa na wlasciwosci materiatu takie jak: zmniejszenie zdolnosci
wchianiania wody i zmniejszenie rozpuszczalnosci, co w konsekwencji prowadzi do
zwigkszenia wytrzymatosci na rozcigganie (Ferreira i wsp., 2012; Delgado i wsp., 2015). Btony
kolagenopochodne maja wiele wymaganych cech, w tym: niska immunogennos$¢, aktywnosé
hemostatyczna, przycigganie i aktywacj¢ komorek fibroblastow. Ponadto blony kolagenowe
oddzialuja z ré6znymi komoérkami i wywolujg reakcje, ktére warunkujg proces gojenia i

regeneracji.

1.3.7. MEMBRANY SYNTETYCZNE

Wigkszos¢ dostepnych na rynku membran syntetycznych wytwarzana jest z wykorzystaniem
poliestréw alifatycznych, w tym: poli(kwasu mlekowego), poli(kwasu glikolowego) i poli(e-
kaprolaktonu) oraz ich kopolimeréw. W Tab. 2. przedstawiono najpopularniejszy przyktad
membran syntetycznych wraz z ich charakterystycznymi parametrami uzytkowymi
(Gunatillake, Adhikari, 2003; Wang i wsp, 2016). Na przyktad membrana Resolut Adapt® jest
wykonana z kopolimeru PLGA i moze utrzymywac swoja funkcje barierowa przez co najmniej
8 tygodni, podczas gdy jest stopniowo wchianiana §rednio przez 6 miesigcy. Dodatkowo
wykazano, ze membrana zbudowana na PLGA ma podobna skuteczno$¢ w leczeniu GBR
porownywalng z btong kolagenowg (Hua i wsp., 2014).

Tab. 2. Komercyjnie dostepne membrany syntetyczne i ich glowne cechy (Gunatillake i Adhikari, 2003;
Wang i wsp.,2016).

Nazwa handlowa Czas Szybkos¢
Materialy B
(producent) dzialania resorpcji
Resolut Adapt kopolimer PLGA 8-10 o
) ) ] ) 5-6 miesiecy
(W.L. Gore) poli(kwas D, L-mlekowy)/poli (kwas glikolowy) tygodni
Epi-Guide PDLLA 20 6-12
(Curasan, Inc.) Poli(kwas D, L-mlekowy) tygodni miesiecy
Vivosorb kopolimer 10 o
] ) ) 24 miesiecy
(Polyganics) poiy(kwas D, L-mlekowy)/poly(s-kaprolakton) tygodni

Od czasu klinicznego zastosowania bton zaporowych w potowie lat 80-tych XX wieku
zabiegi GBR 1 GTR staty si¢ standardem w r6znych dziedzinach stomatologii: periodontologii,
implantologii i1 chirurgii stomatologicznej. Przeznaczone s3 do wspomagania procesu gojenia

si¢ ran w ramach: zabiegéw chirurgii jamy ustnej przygotowujacych do wszczepienia
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implantéw zebowych, chirurgii przyze¢bia oraz augmentacji wyrostka. Ponadto, w ciggu
ostatnich 30 lat dokonano wielu postepéw w zakresie rozwoju ich wytwarzania, ostatnio
wykorzystujac innowacyjne techniki zmiany i programowania szybkos$ci resorpcji membran

(Rodella i wsp., 2011; Bottino, Thomas, 2015).

1.4. NANOHYDROKSYAPATYT I JEGO WEASCIWOSCI

Nanohydroksyapatyt charakteryzuje si¢ dobrag bioaktywnos$cig, biokompatybilnoscia
i osteokondukcja. Pod wzgledem chemicznym wykazuje duze podobienstwo do ludzkiej kosci,
dlatego ma potencjalne zastosowanie jako materiat do implantacji.

Nanokrystaliczny hydroksyapatyt (nHAp) pochodzenia syntetycznego ma dziatanie
wspomagajace adhezje 1 proliferacje osteoblastow. Apatyt wapnia o ogoélnym wzorze
chemicznym Caio(PO4)s(OH). w rozmiarze nanometrycznym cechuje si¢ wysoka
cytokompatybilnoscig oraz osteokondukcyjnoscia. Dlatego nHAp zostal uznany za najbardziej
biokompatybilny materiat do regeneracji kosci. Syntetyczny hydroksyapatyt tworzy nie tylko
wigzania chemiczne, ale powoduje rowniez wrastanie zywej tkanki w porach, wykazujac
zachowanie bioaktywne. Nanohydroksyapatyt stosowany jest w augmentacji kosci w roznej
formie m.in. w postaci granulek oraz ksztaltek. W stomatologii oraz w ortopedii bioceramika
hydroksyapatytowa jest szeroko stosowana do wypelnienia ubytkow kostnych oraz w
charakterze nosnikéw lekow (Natecz, 2003). Nanorozmariowy HAp mozna modyfikowac
aktywnym $rodkiem przeciwbakteryjnym lub przeciwzapalnym promujac jednocze$nie
zywotnosc¢ i aktywnos¢ proliferacyjng MSC (ang. MSC- Mesenchymal Stem Cells). Co wigcej,
nHAp skutecznie promuje potencjat réznicowania osteogennego MSC 1 moze by¢ stosowany
jako skuteczne narzedzie do systemu dostarczania lekoéw i/ lub $rodka bioaktywnego.

Niestety niskie parametry wytrzymatosciowe nanohydroksyapaptytu staty si¢ duzym
ograniczeniem w szerokim zastosowaniu tego materiatu jako substytutu kosci, dlatego
polaczenie nHAp z innymi materiatami do rekonstrukcji tkanki kostnej wydaje si¢ obiecujace.
Zaprojektowanie kompozytu, ktory bedzie posiadal dobre parametry wytrzymatosciowe, ale
rowniez zawieral w swoim skladzie nanohydroksyapaptyt stwarza duza szans¢ dla
rekonstrukcji tkanki kostnej. Aby tkanka zywa mogta wrasta¢ w pory substytutu oraz aby nie
doszto do martwicy bardzo wazna jest odpowiednia wielko$¢ porow. Projektujac materiat
spetniajacy wymagania dotyczace wielko$ci otworow mozna spodziewac si¢, ze przy dobrym
unieruchomieniu materiatu, do poréw bedzie wnikata unaczyniona kos¢ (Zielinski i wsp., 2008;

Hench, 1993; Cao, Hench, 1996; de Groot, 1998; Ratner i wsp., 1996).

20



1.5 KOMORKI MACIERZYSTE

Obiektem zainteresowania wspotczesne] medycyny sag terapie zaawansowane. Jednym z
rodzajow komorek, ktore mogg by¢ wykorzystywane w regeneracji tkanek sag mezenchymalne
komorki macierzyste z tkanki ttuszczowej ADSC (adipose-derived stem cells). Komorki te
zostaly opisane po raz pierwszy przez Zuk i wsp. w 2001 roku. Wykorzystanie komorek
macierzystych w medycynie zwigksza si¢ z roku na rok. Waznym krokiem w Kierunku ich
wykorzystania w terapii byty odkrycia ich wtasciwosci biologicznych, tj. réznicowania do
adipocytow, chondrocytow, osteoblastow, neuronow, komoérek Schwanna, komoérek
srodbtonka naczyniowego i innych, zarowno in vitro, jak i in vivo (Zuk i wsp., 2001; Planat-
Benard i wsp, 2004; Konno i wsp., 2010; Rangappa i wsp., 2003; Uysal i Mizuno , 2010; Tobita
i Mizuno, 2010). Niestety, mimo wielu staran aktualnie jest tylko jeden zarejestrowany produkt
leczniczy przeznaczony do leczenia ludzi - Alofisel — Takeda. Jest on przeznaczony do leczenia
trudno gojacych sa przetok przy odbytniczych.

Zgodnie z obowigzujagcym prawem (Rozporzadzenie (WE) nr 1394/2007 Parlamentu
Europejskiego i Rady z dnia 13 listopada 2007 r. w sprawie produktow leczniczych terapii
zaawansowanej i zmieniajace dyrektywe 2001/83/WE oraz rozporzadzenie (WE) nr 726/2004)
komorki macierzyste, ktore sa stosowane w terapii nalezy traktowac jako produkty lecznicze
terapii zaawansowanej. Produktem leczniczym sg komorki pobierane od pacjenta i poddane
znaczacej manipulacji (np. hodowla) lub/i ,,nie sq przeznaczone do stosowania do tej samej
podstawowej funkcji lub tych samych podstawowych funkcji u biorcy co u dawcy”. Zapis ten
powoduje, ze kazde podanie komoérek macierzystych - nawet niepoddanych manipulacji - jest
wytworzeniem i podanie produktu leczniczego. W zwiagzku z tym podmiot wytwarzajacy tego
typu produkty lecznicze musi spelni¢ wymagania zwigzane z wymogami Ustawy z dnia 6
wrze$nia 2001 r. Prawo farmaceutyczne. Produkty zawierajagce komorki macierzyste w
zalezno$ci od zastosowania mozemy podzieli¢ na 3 grupy:

e produkt inzynierii tkankowej to produkt posiadajacy wlasciwosci regeneracyjne,
naprawcze lub zastgpowania tkanki ludzkie;j;

e produkt leczniczy somatycznej terapii komoérkowej — o innym dzialaniu jak regeneracja
lub naprawa tkanek;

e produkt leczniczy skojarzonej terapii zaawansowanej oznacza produkt leczniczy ktory
musi zawiera¢ w sobie, jako cze$¢ integralng produktu, jeden lub wigcej wyrobow

medycznych.
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Produkty zawierajagce komorki macierzyste moga zosta¢ zastosowane u pacjentow w
przypadku, gdy zostaly wytworzone w wytworni posiadajacej pozwolenie na wytwarzanie
jednego z trzech typoéw produktéw leczniczych ATMP:

e ATMP-HE - (Advanced Therapy Medicinal Products — Hospital Exemption) produkt
leczniczy terapii zaawansowanej — wyjatek szpitalny, to produkt, ktory mozna
zastosowac¢ u ludzi w przypadku, gdy nie dzialajg lub nie s3 znane inne skuteczne
procedury medyczne w ramach eksperymentu medycznego. Wydanie zgody na ich
wytwarzanie dokonywane jest w drodze decyzji administracyjnej wydawanej przez
Gltownego Inspektora Farmaceutycznego (GIF).

e ATIMP — (Advanced Therapy Investigational Medicinal Products) oznacza ATMP
ktory jest stosowany w badaniu klinicznym

e ATMP - (Advanced Therapy Medicinal Products), podlega centralnej rejestracji przez
Europejska Agencje Lekoéw. Po rejestracji wprowadzenie do obrotu moze wystapi¢ na
terenie catej Unii Europejskie;j.

Wdrozenie produktu zawierajacego komorki macierzyste wymaga posiadania wytworni

przeznaczonej do wytwarzania produktow leczniczych terapii zaawansowane;.

POZYSKIWANIE KOMOREK MACIERZYSTYCH Z TKANKI TEUSZCZOWEJ
Powszechnie dostgpnym Zrodtem mezychymalnych komodrek macierzystych jest tkanka
thuszczowa, ktorej ogromng zaletg jest dostepnosc i tatwe pozyskiwanie. Jest ona otrzymywana
metoda liposukcji. Komorki te mozna w latwy sposob izolowa¢. Pozwala to na tatwe
zastosowanie autologiczne. Nawet zaraz po izolacji w trakcie jednego zabiegu. Niestety, taki
sposob podania wymaga roéwniez pozwolenia na wytwarzanie i posiadania wytworni ATMP.
Obecnie prowadzone sa réwniez badania nad niektorymi zastosowaniami allogenicznymi
komorek ADSC. Przyktadem produktu leczniczego ATPM jest wspomniany wczesniej produkt
Alofisel, zarejestrowany do stosowania na obszarze Unii Europejskiej.

Komorki uzyskane od dawcy poddawane sg procesowi izolacji w trakcie ktorej thuszcz
pobrany podczas liposukcji jest plukany, wirowany a nastepnie trawiony w roztworze
kolagenozy. Po tym procesie otrzymuje sie frakcj¢ zrgbowych komorek SVF (stromal vascular
fraction). Jest ona zréznicowana i oprocz znajdujacych sie¢ w niej ADSC moze réwniez
zawiera¢ komorki endotelialne, komoérki miesniowki gladkiej, komorki hematopoetyczne,
perycyty i fibroblasty. Sama frakcja komorek zrgbowych moze by¢ zastosowana jako produkt

leczniczy. Zastosowanie jej jest przedmiotem badan klinicznych.
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Sposobem na otrzymanie homogennej populacji komorek ADSC jest dalsza hodowla w
pozywkach selektywnych dla mezenchymalnych komoérek macierzystych. Ta metoda sprzyja
proliferacji komérek ADSC. Dla poprawy skuteczno$ci izolacji zalecane jest zastosowanie
zmodyfikowanej powierzchni wzrostowej. Aby uzyska¢ homogenna populacje komorek
macierzystych mozna wykona¢ sortowanie uzyskanej hodowli komorkowej w sorterach
(CD44+ komorki macierzyste).

W medycynie regeneracyjnej inzynieria tkankowa tgczy komorki macierzyste, czynniki
wzrostu i biomaterialty do naprawy uszkodzonych narzadéw przy uzyciu biokompatybilnych
rusztowan, ktore promuja infiltracje komorek i angiogeneze (Butler i wsp., 2000).

Wprowadzenie komoérek macierzystych do scaffold, moze prowadzi¢ do zwigkszonej
migracji lokalnych komorek $rodbtonka i angiogenezy na obszarze o mniejszym ukrwieniu,
poprzez wydzielanie czynnika wzrostu $§rodblonka naczyniowego (VEGF). ADSC moga
przyspiesza¢ powrot do zdrowia, poprzez wydzielanie prostaglandyny E2, hamujac tym samym

reakcje zapalne (Mclntosh i wsp., 2006; Puissant i wsp., 2005; Yanez i wsp., 2006).

1.6 TKANKA KOSTNA

Tkanka kostna jest tkanka zywa, w ktorej zachodza stale dwa procesy osteogenezy oraz
resorpcji kosci. W warunkach fizjologicznych pozostaja ze sobg w stanie rownowagi. Za
przebudowe kosci odpowiadajg komorki kostne: osteoblasty, osteocyty i osteoklasty (Ryc.6)
30-50% masy kosSci stanowi osteoid sktadajacy sie z widkien kolagenowych oraz macierz, w
sktad ktorej wchodzi osteokalcyna, osteonektyna i proteoglikany. Elementem nieorganicznym,
ktory wehodzi w sktad kosci sa krysztatki hydroksyapatytu Caio(PO4)s(OH)..
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Ryec. 6. Schemat przedstawia budowe tkanki kostnej oraz komorki osteogenne

(na podstawie: fizjoterapeuty.pl, remedia.cz).

1.6.1 MECHANIZM POWSTAWANIA KOSCI
W procesie projektowania ztozonych materiatdéw augmentacyjnych, konieczne jest zrozumienie
podstawowych mechanizméw odpowiedzialnych za rozpatrywane zjawiska remodelowania
kos$ci, formowania i gojenia .

Nalezy zrozumie¢ mechanizmy odpowiedzialne za przebudowg tkanki kostnej (Ryc. 7)
oraz poznac procesy w niej zachodzace. W obrebie tkanki kostnej caly czas mozna obserwowac
zjawisko przebudowy. Struktura wewnetrzna podlega cigglej odbudowie i niszczeniu starej

struktury, proces ten dzieli si¢ na kilka etapow.
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Ryc. 7. Proces przebudowy koSci (Zrodio: www.vectormine.com ).

Poczatkowo dochodzi do mobilizacji i rekrutacji osteoklastow do macierzy kostnej, jej
resorpcji, a nastepnie do tworzenia tkanki przez osteoblasty. Koncowym etapem jest proces
mineralizacji tkanki. Te dwa procesy osteoklastogenezy oraz osteoblastogenezy, utrzymane w
stanie homeostazy, odpowiadajg za prawidlowa przebudowe tkanki w trakcie calego zycia

zarowno w stanach fizjologicznych jak i patologicznych.
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1.6.2 PROCES GOJENIA KOSCI

Proces gojenia kosci sktada si¢ z trzech etapow: stanu zapalnego, naprawy i przebudowy.

FAZA ZAPALNA

W trakcie fazy zapalnej (fac. inflammatio) produkowane s3 mediatory zmieniajace
przepuszczalno$¢ naczyn krwiono$nych oraz ich naprezenie. Taka reakcja sprzyja gojeniu
I zmniejsza ryzyko wystgpienia infekcji. Do 48 godzin po urazie mamy do czynienie z ostrym
stanem zapalnym, po tym czasie przechodzi on w stan przewlekty, ktéry wptywa negatywnie
na proces formowania nowej tkanki oraz procesy gojenia. Stwarza on rowniez wigksze ryzyko

powstawania blizn i zrostow.

FAZA PROLIFERACIJI

Okoto drugiej doby rozpoczyna si¢ kolejna faza gojenia tkanek. Faza proliferacji osiaga
najwigksza aktywno$¢ miedzy 2 a 3 tygodniem od momentu urazu i moze trwac nawet od 4 do
6 miesigcy. Etap ten jest uzalezniony od stopnia ukrwienia tkanki. Charakterystyczne dla tej
fazy jest rowniez tworzenie si¢ nowych naczyn krwionosnych. Podczas etapu proliferacji
dochodzi do duzej aktywnosci fibroblastow, ktore sa odpowiedzialne za produkcje kolagenu
i elastyny, proteoglikanow, glikoprotein, glikozaminoglikanéw czyli najwazniejszych

elementéw macierzy miedzykomorkowe;.

FAZA REMODELINGU

W trakcie trzeciej fazy gojenia dochodzi do wycofywania si¢ miofibroblastow oraz
fibroblastow z utworzonej blizny. Jest to czas remodelingnu, w ktérym dochodzi do
zmniejszenia unaczynienia i przebudowy w miejscu urazu i przeksztalcenia blizny w
wytrzymalg macierz tacznotkankowa. Proces ten moze trwaé¢ do 500 dni. Stale, optymalne
napre¢zenia oraz obcigzenie kosci sa czynnikami ktore przyspieszaja ten proces. Powodujac
pobudzenie produkcji kolagenu i namnazanie komorek. Etapy procesu gojenia sie kosci

przedstawia Ryc. 8.
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Ryc. 8. Ogélny schemat przedstawiajacy gojenie kosci i mozliwo$¢ zastosowania lekow o dzialaniu

przeciwzapalnym w procesie gojenia koSci

1.6.3 ZANIK WYROSTKA ZEBODOLOWEGO
W wyniku usunig¢cia zgba dochodzi do proceséw, ktore przyczyniaja si¢ do resorpcji wyrostka
zgbodotowego. W pierwszym etapie gojenia powstaje skrzep, ulegajacy pozniej resorpcji.
Rozpuszczeniu ulegajg rowniez fragmenty kosci, ktore zawierajg martwe komorki. Pierwotna
tkanka kostna inaczej zwana kostning podlegajaca w kolejnych etapach gojenia
przemodelowaniu 1 przebudowie powstaje z komorek prekursorowych, ktore sa intensywnie
namnazane 1 przeksztalcajg si¢ w osteoblasty odpowiedzialne za budowe kosci.

Fizjologiczny zanik wyrostka ze¢bodolowego dotyczy zaréwno pionowego jak
1 poziomego wymiaru ko$ci. Przyczyna tego zjawiska jest usuniecie zg¢ba, a co za tym idzie
brak obcigzenia wyrostka zgbodotowego. Wigksza resorpcj¢ wyrostka obserwujemy w obrebie
Sciany policzkowej 1 wargowej niz w podniebiennej 1 jezykowej. Zanik w miejscu zgbow
trzonowych, jest rowniez bardziej intensywny niz w okolicy zebow przedtrzonowych, co
wynika z utraty fizjologicznej funkcji Zucia i przenoszenia wigkszych sil na wyrostek
zgbodotowy przez zeby trzonowe. W pierwszych 12 miesigcach obserwujemy najwiekszy
zanik, ktéry moze obejmowac nawet 50% szerokosci grzbietu wyrostka. W zuchwie proces ten
przebiega zdecydowanie bardziej intensywnie niz w szczece. W unaczynionej kosci ggbczastej
proces przebudowy kosci zachodzi szybciej niz w koSci zbitej.

Tempo zaniku ko$ci jest uzaleznione od wielu czynnikow m.in. od ogdlnego stanu
zdrowia 1 chorob przewlektych (np. niekontrolowanej cukrzycy, miazdzycy, choroby

Reynauda, przewlekltej niewydolnosci krazenia), stanu odzywienia (otylo$¢ lub skrajne
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niedozywienie) i ewentualnych niedoborow witamin (np. brak witaminy C), metabolizmu
wapnia, fosforu, biatek, poziomu stresu, przyjmowanych lekéw oraz od st¢zenia hormonow.
(Atwood, 2001). Kolejnym czynnikiem sa czynniki funkcjonalne jak wielko$¢ i kierunek sit
oddzialujacych na wyrostek oraz rodzaju zastosowanego uzupelnienia protetycznego.
U pacjentow z catkowitym brakiem zebowym, stosujacych protezy zebowe zaobserwowano
czterokrotnie wiekszy zanik kosci w zuchwie niz w szczece (Allegrini i wsp., 2008; Araujo
i Lindhe, 2005; Artzi i wsp., 2000; Bodic i wsp., 2005; Brkovic i wsp.,2008; Camargo i wsp.,
2000; Cardaropoli i wsp., 2003; Covani i wsp., 2011; Derby i wsp., 2008; Heberer i wsp., 2008;
Lekovic i wsp., 1997).

1.6.4 STEROWANA REGENERACJA KOSCI (GBR)

Rekonstrukcja tkanki kostnej w stomatologii - zwigzana z chorobami periodontologicznymi,
zanikiem wyrostka zebodotowego w wyniku ekstrakcji zeba, jak 1 z wadami wrodzonymi,
urazami i nowotworami - sStanowi ogromne wyzwanie dla inzynierii tkanki kostnej
(Khademhosseini i wsp., 2009; Gaharwar i wsp., 2013). Problem stanowi zard6wno ograniczona
naturalna zdolno$¢ organizmu do regeneracji jak 1 ograniczenia obecnie dostgpnych
materialow.

Wprowadzenie szeregu materiatow kosciozastepczych jak rowniez opracowanie metod
odbudowy wyrostka za pomoca dystrakcji, rozszczepienia wyrostka zgbodotowego,
podniesienia dna zatoki szczekowej oraz zastosowania sterowanej regeneracja kosci (GBR
—guided bone regeneration — lub BTR —bone tissue regeneration) stwarza w wybranych
przypadkach mozliwos$¢ rekonstrukcji wyrostka zebodotowego. W stomatologii stosuje sie¢
rézne materiaty do odbudowy tkanki kostnej. Mozna je podzieli¢ ze wzgledu na dawce oraz
rodzaj materiatu. Materialy kostne i kosSciozastgpcze zostaly podzielone na materiaty
pochodzenia autogennego, allogennego 1 ksenogennego oraz materialy alloplastyczne
(Janczuk, 1998; Wolf i wsp., 2006).

Przeszczepy autogeniczne majg miejsce wtedy gdy kos$¢ pochodzi od tego samego
osobnika, najczesciej pobierana jest Z okolicy trojkata zatrzonowcowego z okolicy brodki, guza
szczeki, kresy skosnej zewnetrznej (Becker i Caffesse,1994; Szyszkowska i Krawczyk, 2008).
Wiekszg ilo$¢ materialu mozna uzyskac z grzebienia talerza kosci biodrowej (Barone i Covani
2007; Clayman , 2006; Sjostrom i wsp., 2007) kosci piszczelowej lub z ko$ci pokrywy czaszki

— te miejsca pobrania wymagaja hospitalizacji pacjenta i s3 wykonywane rzadziej. Material
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izogeniczny pobierany jest od osoby identycznej pod wzgledem genetycznym. Sytuacja taka
ma miejsce gdy dawca jest blizniak jednojajowy.

Kos$¢ allogeniczna jest materiatem pochodzacym od innego cziowieka. Wszczepy
uzyskuje sie¢ z bankéw tkanek i komorek w postaci bloczkdéw, widrkow lub proszku; w celu
poprawy mozliwosci regeneracji ko$¢ stosuje si¢ w potaczeniu z osoczem bogatoptytkowym.
Odpowiednie przygotowanie kosci powoduje pozbycie si¢ zywych komorek. Procesy
stosowane do wyjatowienia ko$ci to m.in. sterylizacja radiacyjna oraz gtebokie mrozenie.

Kos¢ allogenna pozbawiona zywych komorek wystepuje w dwoch formach:
FDBA(freeze-dried bone allograft) oraz DFDBA (decalcified freeze-dried bone allograft)
(Araujo i Lindhe, 2005; Barone i wsp., 2009; Myerson i wsp., 2005). Zaletg tej metody jest
redukcja dolegliwo$ci pozabiegowych w poréwnaniu do wszczepow autogennych.

Innym typem materiatu kosciozastepczego sa materiaty ksenogenne, czyli material jest
pozyskiwany od zwierzat. Material ten jest odpowiednio przygotowywany, poddawany
procesowi liofilizacji jak réwniez sterylizacji radiacyjnej. Najczesciej stosowana jest kosé
bydta lub $win. Najpopularniejszym i najczgsciej stosowanym materiatem jest Geistlich Bio-
Oss® (Wolhusen, Szwajcaria), ktory jest pochodzenia bydlgcego. Stanowiacy catkowicie
odbiatczona kos¢ wotowa- DBBM (deproteinized bovine bone mineral). Nieréwna, chropowata
struktura takich materiatdéw utatwia synteze i proliferacje kosci na ich powierzchni (Hallman
i Thor, 2000, 2008). Materiaty ksenogenne posiadajg wtasciwosci osteokondukcyjne (Puchata
i wsp., 2008; Trombelli i wsp., 2008).

Materiaty alloplastyczne stanowig materialty wytworzone syntetycznie, polsyntetycznie
lub sg pochodzenia naturalnego. Materialy te stosowane sg w postaci proszkow, plytek,
granulek, walcow, preparatow do wstrzykiwan. Do tej grupy naleza m.in.: bioceramika
hydroksyapaptytowa, trojfosforany wapnia, polimery, biologicznie aktywne szkla oraz

materiaty pochodzenia naturalnego (np. z korali, z alg).

1.7 DOSTARCZANIE LEKOW

W ostatnich latach obserwujemy coraz wigksze zainteresowanie medycyng spersonalizowang
poszukujaca rozwigzan, ktoére beda dostosowane do poszczegdlnych potrzeb pacjenta.
Implementacja technologii druku 3D do wytwarzania spersonalizowanych substytutow kosci
stwarza mozliwos$¢ indywidualizacji wlasciwosci materiatow stosowanych w augmentacji

wyrostka zebodotowego nadajac im okreslonych ztozonych cech.
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Technologia druku 3D jest procesem, ktéry polega na addytywnym drukowaniu
poszczegolnych warstw obiektu z wykorzystaniem projektowania komputerowego CAD
(Computer Aided Design). Najczesciej stosuje si¢ technologie druku metoda FDM (Fused
Deposition Modeling), ktéra polega na osadzaniu topionego materiatu. Jednym z pierwszych
etapow do produkcji skafoldow zawierajgcych substancje czynng jest przygotowanie filamentu
za pomocg ekstruzji wysokotemperaturowej (HME- hot melt extrusion).

Przetomowym momentem dla rozwoju technologii druku 3D do zastosowania jej w
przemysle farmaceutycznym bylo zarejestrowanie w 2015 r. przez Agencje Zywnosci i Lekow
(FDA, Food and Drug Administration) pierwszego produktu leczniczego wytworzonego z
wykorzystaniem drukarki 3D. Wspomniany lek Spritam (Aprecia Pharmaceuticals, Blue Ash,
OH, USA) w postaci tabletki OTD (ang. Orally Disintegrating Tablets) ulegajacej rozpadowi
w jamie ustnej jest stosowany w leczeniu napadéw padaczki u dorostych 1 dzieci.

Hybrydowe uktady kompozytowe oparte na technologii druku 3D 1 strategii
dostarczania lekow w inzynierii tkanki kostnej maja na celu nasladowanie nie tylko struktury
znajdujacych si¢ tam tkanek, ale réwniez zapewnienia komdrkom idealnego srodowiska do
wzrostu 1 roznicowania. Czynnik bioaktywny zapewnienia miejscowe uwalnianie substancji
czynnej, zmniejszajac ryzyko ogolnoustrojowego dziatania leku, a takze utrzymujac profil
przedhuzonego uwalniania.

Strategie wykorzystania lekow z precyzyjnie kontrolowang kinetyka uwalniania, aby
lepiej nasladowa¢ naturalny proces gojenia, prawdopodobnie jeszcze bardziej poprawilyby

zdolnosci regeneracyjne rusztowan.
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chronicznystan zapalny
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T resorpcjé kosci i‘ *

osteocyt

Ryc. 9. Wplyw utrzymujacego si¢ stanu zapalnego na proces tworzenia ko$ci.
(zrodlo: kosmos.icm.edu.pl)
Negatywny wplyw utrzymujacego si¢ chronicznie stanu zapalnego na formowanie tkanki
kostnej (przedstawiony na Ryc. 9) mozna zahamowaé poprzez dodatek lekéw o dziataniu
przeciwzapalnym. Dodatek dwufosfonianéw o udowodnionym hamujacym dziataniu na
osteoklasty wspomaga kosciotworzenie. Dostgpne sa badania wykazujace pozytywny wpltyw
kwasu acetylosalicylowego na osteogeneze, poprzez zwigkszenie mineralizacji i poprawie
wydajnosci osteogennej hMSC. Substancje, ktore potencjalnie moga mie¢ pozytywny wplyw
na gojenie ko$ci przestawia Tab. 3. Funkcjonalizacja materiatlow zastgpczych koSci jest
ztozona. Dwa gldwne cele tworzenia funkcjonalnych biomateriatéw to zapobieganie infekcjom
1 wspomaganie gojenia si¢ kosci. Dodanie antybiotykow do substytutéw kosci jest uwazane za
technicznie trudne i nie nalezy lekcewazy¢ cytotoksycznych skutkow ubocznych. Substytut
kostny zawierajacy w swoim skladzie aktywng substancj¢ o przedtuzonym uwalnianiu moze

mie¢ pozytywny wplyw na tworzenie kosci.
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Tab. 3. Najczesciej stosowane leki o dzialaniu przeciwbélowym.

Srodki, ktére potencjalnie mogtyby wspomaga¢ mechanizm powstawania kosci

1. Antybiotyki,
antyseptyki

Moze ogranicza¢ ryzyko powiktan bakteryjnych. Zastosowanie
tych zwigzkow jest istotne ze wzgledu na specyfike miejsca

implantacji

2. NLPZ Niesteroidowe leki przeciwzapalne opieraja swoj mechanizm
dziatania na hamowaniu syntezy prostaglandyn (PGE2). Odbywa
si¢ to na drodze blokowania cyklooksygenazy 1 i 2 (COX-1 i

COX-2)

3. dwufosfoniany Moga znalez¢é zastosowanie w zabiegach augmentacyjnych
tkanki kostnej. Zapobiegaja osteolizie, dlatego rutynowo stosuje
si¢ je w ogolnoustrojowych schorzeniach tkanki kostnej.
Mechanizm dwufosfonianéw polega na tym, ze hamuja dziatanie
osteoklastow stymulujac dziatanie osteoblastow (Tenenbaum i

wsp. 2002) np. aledronat

4, kwas Modyfikacja PLLAiryng moze znacznie poprawi¢ wydajno$é

acetylosalicylowy osteogenng hMSC, z wynikajacym z tego przyspieszeniem
osteogenezy. Co wigcej, najnowsze odkrycia potwierdzaja, ze
rusztowania  kompozytowe PCL-PLLA@Lipo stymuluja
réznicowanie osteogenne poprzez zwigkszenie mineralizacji, co
sugeruje, ze ten system dostarczania ma potencjal do

zastosowania w BTE (Yan, 2018)

O O Oy OO

[Bez tytulu] C
/AN 0% cH,
Paracetamol Ibuprofen Meloksykam
ira Kwas
Inhibitor COX-3 Inhibitor COX-1 i COX-2 Inhibitl(()sryCOX-Z acetylosalicylowy
logP = 0,46 logP =397 logP =343 Inhibitor COX-1 i

COX-2

Ryc. 10 Najczesciej stosowane leki przeciwbolowe - odniesienie w tescie

IBUPROFEN
Ibuprofen jest dobrze znanym i szeroko stosowanym niesteroidowym lekiem przeciwzapalnym
(NLPZ). Wykazuje dziatania charakterystyczne dla grupy NLPZ tj. dzialanie przeciwzapalne,
przeciwbbdlowe, przeciwgoraczkowe oraz hamujace agregacje plytek krwi.

NLPZ,

Podstawg

mechanizmu  dzialania wtym ibuprofenu, jest hamowanie aktywnosci
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cyklooksygenazy, enzymu biorgcego udzial w syntezie prostaglandyn zlipidéw blon
komorkowych. NLPZ r6znig si¢ migdzy soba specyficznos$cia dziatania wobec dwoch izoform
cyklooksygenazy (COX-1, COX-2). Klasyczne NLPZ, w tym ibuprofen, wykazuja aktywno$¢
wobec obu izoform, zarowno COX-1 jak i COX-2. Wiadomo, ze prostaglandyny prozapalne
odgrywaja znaczaca rol¢ w rozwoju objawdéw stanu zapalnego. Zahamowanie aktywnosSci
COX-2, aco za tym idzie zwigkszonej syntezy prostaglandyn, lezy u podstaw
przeciwbolowego 1 przeciwzapalnego dziatania ibuprofenu. Natomiast hamowanie COX-1
w ptytkach krwi, prowadzace do zahamowania syntezy tromboksanu jest podstawg
przeciwagregacyjnego mechanizmu dziatania tego leku.

Ibuprofen jest pochodng kwasu 2-fenylopropionowego, racemiczng mieszaning enancjomerow.
Za lecznicza aktywnos$¢ ibuprofenu odpowiada forma S(+).

Praktycznie nie rozpuszcza si¢ w wodzie. Latwo rozpuszcza si¢ w acetonie, eterze, metanolu,
dichlorometanie i w rozcienczonych roztworach alkalicznych wodorotlenkéw i weglanow.

a) Wzor sumaryczny: C13H1802

b) Nazwa chemiczna: kwas (RS)-2-(4-izobutylofenylo)propionowy

c¢) Masa molekularna: 206,3 g/mol

d) Temperatura topnienia(Tm) -77-78°C

e) Wzor strukturalny:

CH CH
\ 3 |3
/CH'CHZ CH—COOH
CH,

Postaé: bialy lub bezbarwny krystaliczny proszek

PARACETAMOL

Paracetamol ma dziatanie przeciwbdlowe 1 przeciwgoraczkowe witasciwosci 1 stabe dziatanie
przeciwzapalne i jest stosowany w objawowym leczeniu umiarkowanego bolu i gorgczki.
Przyjmowany w zalecanych dawkach ma doskonaly profil bezpieczenstwa, co istotne nie
wplywa podrazniajagco na przewod, jak ibuprofen i PLLAiryna pokarmowy poniewaz nie jest
inhibitorem COX-1/COX-2. Jednak ostre przedawkowanie paracetamolu-przypadkowe lub
celowe, jest stosunkowo powszechne i moze by¢ bardzo powazne. Spozycie powyzej
4g/godzing powoduje dziatanie nefrotoksyczne . Spozycie 10-15 g paracetamolu przez osoby
doroste moze powodowac cigzka martwicg komorek watroby a dawki 20-25 g sa potencjalnie
Smiertelne.
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Paracetamol (synonimy: Paracetamolum, Acetaminophen) — pochodna fenacetyny.
Zbudowany z pier§cienia benzenowego podstawionego grupami hydroksylowa i acetamidowa
W pozycji para.

a) nazwa chemiczna: N-(4-hydroksyfenylo)acetamid
b) wzér sumaryczny: CSHINO2
c) Temperatura topnienia(TM)- 169°C
d) wzor strukturalny:
H,C

—

HO /N NH

d) masa czasteczkowa: 151,16 g/mol
e) postac i wlasciwosci: biaty krystaliczny proszek
f) rozpuszczalnosé: substancja fatwo rozpuszcza si¢ w etanolu, dos¢ trudno rozpuszcza si¢

W wodzie, praktycznie nie rozpuszcza si¢ w eterze etylowym i chlorku metylenu.

MELOKSYKAM

Meloksykam wykazuje dzialania charakterystyczne dla grupy NLPZ tj. dziatanie
przeciwzapalne, przeciwbolowe i przeciwgoragczkowe. Podstawa mechanizmu dziatania
meloksykamu, jest hamowanie aktywnosci cyklooksygenazy 2. COX-2 jest enzymem, ktorego
aktywno$s¢  gwaltownie  rosnie  wtkankach  objetych  procesem  zapalnym.
Preferencyjno$¢ wobec COX-2 sprzyja hamowaniu syntezy prostaglandyn wybiorczo
w tkankach objetych procesem zapalnym. Wiadomo, ze prostaglandyny prozapalne odgrywaja
znaczacg rolg w rozwoju objawow stanu zapalnego. Zahamowanie aktywno$ci COX-2, a co za
tym idzie zwigkszonej syntezy prostaglandyn lezy u podstaw przeciwbolowego
I przeciwzapalnego dziatania meloksykamu.

Meloksykam jest kwasem enolowym nalezacym do grupy niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych. Meloksykam jest wskazany w tagodzeniu bolu i1 stanow zapalnych
spowodowanych chorobg zwyrodnieniowg stawow. Uwaza si¢, ze ma lepszy profil
bezpieczenstwa niz starsze niesteroidowe leki przeciwzapalne Charakteryzuje si¢ slabg
rozpuszczalno$ciag w wodzie, ktora jest warto$cig zalezng od pH roztworu. Rozpuszczalny w
DMF bardzo stabo rozpuszczalny w etanolu (96%). Wykazuje polimorfizm. Substancja
wrazliwa na dzialanie $wiatla.

a) Wzor sumaryczny: C14H13 N304S2
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b) Nazwa chemiczna:1,1-ditlenek 4-hydroxy-2-metlo-N-(5-metylotiazo-2-ylo)-2H-
1,2benzotiazyno-3-karboksamidu

) Masa czasteczkowa: 351,4 g/mol

d) Temperatura topnienia (TM)-254°C

e) Wzor strukturalny:

Iﬁq 0O OH

SJ\N =
H

/’N“\S

I
Synonimy: meloxicamum
Nr CAS: 71125-38-7
Postaé: bladozoétty proszek

KWAS ACETYLOSALICYLOWY

Kwas acetylosalicylowy zaliczany jest do grupy niesteroidowych lekow przeciwzapalnych
(NLPZ). Pod wzgledem chemicznym jest pochodng kwasu salicylowego (a dokladniej jest
estrem salicylowym kwasu octowego). Z tego powodu zaliczany jest do salicylanéw, grupy
zwigzkow wywodzacych sie z kwasu salicylowego, z ktorych wiele znalazto zastosowanie
W lecznictwie. Laboratoryjng metode syntezy kwasu acetylosalicylowego opracowano juz
w XIX wieku i preparat pod nazwa handlowa PLLAirin zostal wprowadzony do sprzedazy
ponad 100 lat temu przez firm¢ Bayer. Stad, potocznie czgsto uzywa sie okreslenia PLLAIryna
na wszystkie preparaty zwierajace w swym skladzie kwas acetylosalicylowy.
Kwas acetylosalicylowy wykazuje dzialania charakterystyczne dla grupy NLPZ tj. dzialanie
przeciwzapalne, przeciwbolowe, przeciwgoraczkowe oraz hamujace agregacje ptytek Krwi.
Podstawg mechanizmu dziatania NLPZ, w tym kwasu acetylosalicylowego, jest hamowanie

aktywnosci cyklooksygenazy.

Salicylany s3g lekami powszechnie stosowanymi w leczeniu bolu (zwlaszcza bolow
glowy, mig$ni 1 stawow, wtym bolow reumatycznych). Dziatanie przeciwbolowe

I przeciwzapalne, zalezne od hamowania aktywnosci indukowanej stanem zapalnym COX-2.
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a) Wzor sumaryczny: CoHgO4

b) Nazwa chemiczna: ester salicylowy kwasu octowego
c¢) Masa czasteczkowa: 180,16 g/mol

d) Temperatura topnienia: 135 °C

e) Wzor strukturalny:

0]

C
\OH

(&

\
O
/

CH,
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2. CEL PRACY

Celem pracy bylo opracowanie hybrydowych uktadow kompozytowych do regeneracji tkanki
kostnej z funkcjg modyfikowanego uwalniania leku oraz ocena wlasciwosci
fizykochemicznych, biologicznych 1 kinetyki uwalniania in vitro poprzez opracowanie

metodyki badania dostepnosci farmaceutyczne;.

W pracy potaczono dwie metody wytwarzania biomateriatow (metode wytwarzania monolitow
I metode druku 3D - technika FDM). Dzigki zastosowaniu metody druku 3D wytworzone
materialy posiadaty przestrzenng, porowata mikrostrukture nasladujacg budowe i funkcje kosci,

na ktora naniesione zostaty komorki macierzyste z tkanki thuszczowe;.
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3. MATERIAL 1 METODY

3.1 MATERIALY

3.1.1 PODSTAWOWE SUROWCE DO WYTWORZENIA KOMPOZYTOW.

W przedstawionej pracy badano materiaty kompozytowe, ktorych osnowe stanowit polimer —
polilaktyd oraz polikaprolakton, a jako napelniacz uzyte byly rozne wielko$ci czastki
hydroksyapatytu pochodzenia syntetycznego. Badany material wytworzono w formie monolitu
W pozniejszych badaniach dzigki metodzie hot melt extrusion udato si¢ wytworzy¢ filament
zawierajacy czasteczki leku. Za pomoca druku 3D wytworzono przestrzenne konstrukty
przestrzenne (ang. scaffolds) Wytworzony materiat stuzyt jako rusztowanie dla komorek

macierzystych.
Materiaty wykorzystane w projekcie:

e Polilaktyd (Sigma, St. Louis, MO, USA)
e Polikaprolakton (Sigma, St. Louis, MO, USA)
e Polilaktyd filament do drukarek 3D (3D Active, Polska)

W pracy wykorzystano dwa rodzaje proszkow hydroksyapatytowych:

Nanometryczny hydroksyapatyt (nHAp) otrzymany zostal w Instytucie Niskich temperatur
i badan strukturalnych PAN pod kierownictwem prof. dr hab. Rafata J. Wiglusza.

e Cao(PO4)s(OH)2

1. Dodatkowo zaméwiono wzorcowe zwiazki hydroksyapatytu o réznej wielko$ci ziaren
i morfologii:

e Cai0(PO4)s(OHy2, 60 nm, 96% Pure, Needle like - HAP 60NM

e Caio(PO4)s(OH)2, 40 nm, 96% Pure, Needle like - HAP 40NM

e Caio(PO4)s(OH)2, 20 nm, 99% Pure, Needle like — HAP 20NM (MK Impex Corp,

Ontario Canada)
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Ca10(POa4)s(OH)2, micron size, 12 um, 99% Pure, Spherical - HAP 12UMS
Cal0(PO4)s(OH)2, micron size, 12 um, 96% Pure, Needle like - HAP 12UM
azotanu wapnia — Ca(NOg3)»*x4H»0 (calcium nitrate tetrahydrate — CNT),(Alfa Aesar)

fosforanu dwuamonu — (NH,4)oHPO4 (diammonium pho- sphate — DAP) (>99% Fluka)

wody amoniakalnej (NH4OH — 25%) (99% Avantor Poland)

ODCZYNNIKI DO BADAN BIOLOGICZNYCH:

SIGMA-ALDRICH (St. Louis, MO, USA)

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT)
Trypsin-EDTA solution
L-Glutamine-Penicillin-Streptomycin Solution Stabilized
Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit

24 1 96 studzienkowe ptytki hodowlane

DMSO (dimetylosulfotlenek)

Alizarin Red

Biological Industries (Kibbutz Beit-Haemek, Israel)

RPMI 1640 medium

Minimum Essential Medium Eagle

DMEM

PBS (zbuforowany roztwor soli fizjologicznej)

FBS (bydleca surowica ptodowa)

MSC Nutristem - Basal Medium 500 ml + Supplement Mix
MSCgo™ Osteogenic Differentiation Medium

MSC Attachment Solution, Xeno-Free

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA USA)

butelki hodowlane Nunc EasYFlasks Nunclon Culture area, cm? 25, 75
Invitrogen™ ReadyProbes™ Cell Viability Imaging Kit, Blue/Green

Kolagenaza Il
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SPL Life Sciences Co., Ltd., (Gyeonggi-do, Korea)
e Pipety serologiczne 5, 10 ml

e Probowki wirowkowe 5 ml, 15 ml, 50 ml

Chempur (Piekary Slaskie, Polska)
e Alkohol metylowy cz.d.a.
e Alkohol etylowy cz.d.a.
e 2-Propanol cz. d. a
Eppendorf SE Hamburg Germany

e Koncowki do pipet automatycznych
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MATERIALY WYKORZYSTANE W PROCESIE WYTWARZANIA
KOMPOZYTOW

Tab. 4. Materialy wykorzystane w procesie syntezy i druku 3D:
a. polilaktyd, b. polikaprolakton, c. hydroksyapatyt, d. meloksykam

A. POLILAKTYD

O

{.:}..--‘i

- -n

wzor szkieletowy polilaktyD

—(—CH(CH3)C(0)O0-)—
Nazewnictwo

Poli (kwas-mlekowy) PLA, PLLA
Ogolne informacje
Polimer cechuja dobre whasciwos$ci termoplastyczne, mechaniczne, biodegradowalno$¢ oraz
nietoksycznos¢. Zastosowanie w farmacji, medycynie oraz w przemysle. Regeneracja kosci,
jako nosnik lekéw, wykorzystywany jest w protetyce, do przeszczepow naczyniowych,
wytwarzane sg z niego szwy, sruby kostne, rusztowania do regeneracji skory- nici w
medycynie estetycznej jak rowniez preparat SculptraTM na bazie PLLA zatwierdzony przez
FDA SculptraTM, inzynieria tkankowa.
Wiasciwosci
Temperatura topnienia Tm 170-180 °C

Temperatura zeszklenia Tg
ok 60 °C

Nr CAS 26100-51-6
Wytrzymalo$¢ na rozcigganie  55-59 MPa
Calkowity czas degradacji 24-67 miesigcy
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B. POLIKAPROLAKTON
0]
(CHz)s—(’
0

-(-(CH2)sC(0)0O-)-

Nazewnictwo
Poli(e-kaprolakton) PCAP
Ogolne informacje
Polimer cechuje si¢ najwolniejsza degradacja sposrod wszystkich polimerdéw, plastyczny,
biodegradowalny. Znalazt zastosowanie w degradowalnych wyrobach medycznych.

Stosowany jako plastyfikator, poniewaz posiada zdolno$¢ obnizania modutu spr¢zystosci.

Wiasciwosci
Temperatura topnienia Tm 59-64°C
Temperatura zeszklenia Tg 60°C
Nr CAS 24980-41-4
Calkowity czas degradacji >34 mies
Wytrzymalo$¢ na rozciaganie 20MPa
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C. HYDROKSYAPATY'T

Cas(OH)(POa4)3

Nazewnictwo
Hydroksyapaptyt (HAp), nanohydroksyapaptyt (nHAp)
Ogolne wlasciwosci
Wysoka cytokompatybilnos¢ i efekt osteokondukcyjny. Wspomaga adhezje¢ i proliferacje
osteoblastow . nHAp skutecznie promuje potencjat réznicowania osteogennego MSC i

moze by¢ stosowany jako skuteczne narz¢dzie do systemu dostarczania lekow.

Temperatura degradacji 900°C
barwa biala, szara, z6lta, zielonozoita
gestosé 3,14-3.21 g/cm?
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D. MELOKSYKAM

U
S)\N%
H
/N“\S
/AN
Of\O

C14H13N304S2

Nazewnictwo

1,1-ditlenek 4-hydroxy-2-metlo-N-(5-metylotiazo-2-ylo)-2H-1,2benzotiazyno-3-

karboksamidu

Ogolne informacje
Meloksykam jest inhibitorem COX-2, stosowanym w tagodzeniu r6znych rodzajow bolu, w

tym bolu spowodowanego chorobami uktadu mige$niowo-szkielet owego.

Wiasciwosci
Nr CAS 71125-38-7
Postaé: bladozotty proszek
Temperatura topnienia (TM) 254°C
Masa czasteczkowa 351,4 g/mol
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3.2. METODOLOGIA

3.2.1. SYNTEZA HYDROKSYAPATYTOW
Proces otrzymywania zawiesiny HAp sktadat si¢ z 2 etapow:
1. syntezy nanohydroksyapatytu,

2. otrzymanie roztworu koloidalnego.

Hydroksyapatyt zsyntezowano metoda wytracania z roztworu przy uzyciu
czterowodnego azotanu wapnia — Ca(NO,),x4H,O (calcium nitrate tetrahydrate — CNT),
fosforanu dwuamonu — (NH,),HPO, (diammonium phosphate — DAP) i wody amoniakalnej
(NH,OH — 25%) w odpowiedniej stechioetrii.

Nastepnie roztwor DAP wkraplano z przeptywnoscig ok. 10-12 ml/min do intensywnie
mieszanego roztworu CNT przy jednoczesnym dozowaniu wody amoniakalnej, utrzymujac
zasadowo$¢ roztworu na poziomie ok. pH 9. Utrzymanie wiasciwego pH minimalizuje ryzyko
wytracenia si¢ innych odmian fosforanéw wapnia, a tym samym zapewnia odpowiednig
stechiometri¢ Ca/P rzgdu 5:3, charakterystyczng dla HAp.

W rezultacie otrzymano mlecznobiaty roztwor, ktory mieszano przez kilka godzin w
temperaturze ok. 80°C, a nast¢pnie pozostawiono do sedymentacji i odparowania. Odparowany
produkt poczatkowo wysuszono w temperaturze ~120°C, a nastepnie wygrzano w temperaturze

450°C w atmosferze powietrza w piecu muflowym celem usuniecia azotanu amonu (NH 4NO3).

Nastepnie, tak otrzymany material rozdrobniono w mozdzierzu ceramicznym i zdyspergowano
w wodzie poddanej oddziatywaniu ultradzwigkdéw. Roztwor koloidalny o odpowiednim
stezeniu rozdyspergowanych nanoczastek hydrosyapatytu (ok. 5-6%)

Otrzymany nanohydroksyapatyt HAp uzyskang metoda sedymentacji i filtracji
mechaniczne;j.

Proces przedstawia Ryc. 11.
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Ryc. 11. Schemat przedstawia proces syntezy hydroksyapatytu.

3.2.2. OTRZYMYWANIE KOMPOZYTOW NA BAZIE POLIMERU
| HYDROKSYAPATYTU

OTRZYMYWANIE MONOLITOW
Kolejnym etapem bylo przygotowanie biokompozytéw z uzyciem biodegradowalnych
polimerdéw oraz napetniacza.
1. Wytworzono 5 rodzajow biokompozytow na bazie polilaktydu z dodatkiem

hydroksyapatytu w proporcji 90% PLLA i 10% HAp

PLLASs12 - polilaktyd +HAp 12 um (needle like)

PLLA 12S - polilaktyd+ HAp12 um (spherical)

PLLA 20 - polilaktyd +HAp 20nm (needle like)

PLLA 40 - polilaktyd +HAp 40nm (needle like)

PLLA 60 - polilaktyd +HAp 60nm (needle like)

0,5 g polilaktydu ogrzewano w zlewce laboratoryjnej do ~ 150°C do temperatury topnienia
tworzywa. Nastepnie, dodano wczesniej otrzymany HAp w ilosci 0,059 — intensywnie mieszg¢
przez okoto 30 minut. Tak otrzymany biokompozyt przenoszono do form teflonowych

pozostawiajac do zastygnigcia.
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2. Wytworzono 5 rodzajéw biokompozytow na bazie polikaprolaktonu i hydroksyapatytu

w proporcji 90% PCAP i 10% HAp

PCAP12 - polikaprolakton +HAp 12 um (needle like)
PCAP12S - polikaprolakton + HAp12 um (spherical)
PCAP20 - polikaprolakton +HAp 20nm (needle like)
PCAPA40 - polikaprolakton +HAp 40nm (needle like)
PCAPG0 - polikaprolakton +HAp 60nm (needle like)

0,59 Polikaprolaktonu ogrzewano w zlewce laboratoryjnej do 60°C, tak aby uzysk jego ptynna
forme. Nastepnie dodano wczesniej otrzymany HAp w ilosci 0,059 — intensywnie mieszajac.

Tak otrzymany biokompozyt przenoszono do form teflonowych pozostawiajac do zastygnigcia.

3.2.3. WYTWARZANIE TABLETEK Z OPRACOWANYCH KOMPOZYTOW
Celem etapu bylo opracowanie tabletek z kompozytu, ktorego wytwarzanie bylo opisane
powyzej. Kazda z tabletek o $rednicy ¢ rownej Smm i wadze 0,05 £0,01g zawierat 10% nHAp.
Za pomoca recznej hydraulicznej prasy otrzymany biomateriat w formie tabletek. Sita nacisku
zastosowana do wytworzenia kragzkow wynosita okoto 5 kN. Proces wytwarzania tabletek z

monolitéw przedstawiajg fotografie Fot. 1., Fot. 2.
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Fot. 1. Reczna prasa stuzaca do wytwarzania Fot. 2. Przykladowe tabletki wytworzone z

tabletek z otrzymanych kompozytow. wykorzystaniem tabletkarki.

3.2.4 BADANIA STRUKTURALNE

DYFRAKCJA RENTGENOWSKA (XRD)

Dyfraktometria rentgenowska jest technikg pomiarowa umozliwiajacg badanie struktury
krystalicznej materiatow za pomoca dyfrakcji promieniowania X. Zjawisko dyfrakceji
promieniowania rentgenowskiego na strukturze krystalicznej zachodzi tylko wtedy, gdy
spelnione jest prawo Bragga (nA=2d sinB). Wiazka dyfrakcyjna powstaje wtedy, gdy fale odbite
od réwnoleglych plaszczyzn wzmacniajg si¢. Zgodnie z prawem Bragga wzmocnienie
promieniowania ugi¢tego na kolejnych plaszczyznach nastagpi wtedy, gdy roznica drog
optycznych bedzie rowna catkowitej wielokrotnosci n dlugosci fali padajacej A. Odbicie Bragga
moze zachodzi¢ jedynie dla dlugosci fali A < 2d. Przy znanych odleglosciach
migdzyplaszczyznowych 1 dtugosci fali prawo Bragga okresla kat, pod jakim musi pada¢ fala,
aby nastgpita interferencja konstruktywna (wzmocnienie). Oznacza to, ze promienie
rentgenowskie padajace na krysztal daja maksima promieniowania ugietego tylko pod

pewnymi katami padania. Zatem, zjawisko dyfrakcji rentgenowskiej ma charakter selektywny
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1 nastepuje tylko wtedy, gdy wigzka promieni pada na odpowiedni zestaw rownoleglych
ptaszczyzn sieciowych pod katem Bragga, oznaczanym jako 0. Ze wzgledu na to, ze kat, pod
ktérym nastgpuje wzmocnienie jest rowny katowi padania promieniowania, zjawisko to czgsto
bywa nazywane odbiciem. Pomiary XRD zostaly wykonane na dyfraktometrze proszkowym
X’Pert PRO firmy Panalytical wyposazonym w zrédto monochromatycznego promieniowania

rentgenowskiego CuKa (1,5404 A) i detektorem P1Xcel'®.

Opracowano wyniki i przeanalizowano refleksy na poszczegolnych dyfraktogramach.

ROZNICOWA KALORYMETRIA SKANINGOWA

Réznicowa kalorymetria skaningowa (ang. differential scanning calorimetry, DSC) to technika
pomiarowa umozliwiajagca monitorowanie zalezno$ci roznicy strumienia cieplnego (na
podstawie pomiaru dostarczanej mocy do probki i referencji) od czasu badz temperatury
podczas zaprogramowanego schematu zmian ich temperatury — najczeSciej jednostajnego
ogrzewania lub ochtadzania (Haines, 1995).

Roéznicowa kalorymetria skaningowa umozliwia wyznaczenie takich parametréw jak
temperatury przej$¢ fazowych, ciepto przemiany, pojemnos¢ cieplna probki. Pozwala rowniez
na okreslenie kinetyki reakcji czy czystosci probki. Wazng zaleta DSC jest mozliwo$¢
przeprowadzenia pomiarow przy niewielkiej ilosci badanej substancji — kilku miligraméw.
DSC, jako technika stuzaca do pomiaréw termodynamicznych, umozliwia réwniez
wyznaczanie podstawowych funkcji stanu takich jak energia wewngtrzna U, entalpia H,
entropia S, energia swobodna Helmholtza F, entalpia swobodna G oraz pojemnos¢ cieplna przy
statej objetosci CV lub cis$nieniu C,.

Do badan kalorymetrycznych wykorzystano skaningowy kalorymetr réznicowy model
DSC3 firmy Mettler Toledo. Doktadnie odwazone probki (= 0,01 mg), o masie 5-10 mg
umieszczano w 40 pL aluminiowych ptaskodennych naczynkach zamknietych od gory
pokrywka z dwoma otworkami. Pomiary prowadzono w zakresie temperatur od 200°C do
500°C przy szybkosci ogrzewania 10°C w atmosferze azotu przeptywajacego z szybkoscia 50

ml/mwsp. Otrzymane dane zostaly poddane analizie w programie Star v.15.00.

MIKROSKOPIA RAMANOWSKA

Pomiary probek wykonywano z zastosowaniem konfokalnego mikroskopu Ramanowskiego
WiTec Alpha 300 R. Polegaly one na wykonaniu fotografii mikroskopowych w technice
konfokalnej oraz pomiar Ramanowskich widm punktowych. Parametry pomiaru: obiektyw

Zeiss EC Epiplan-Neofluar Dic (10x, NA 0,25), dlugos¢ fali wzbudzenia 532 nm, moc
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wzbudzenia do 55 mW (w pomiarach kompozytow zredukowana do 10 mW), grating: 600
g/mm, integracja na punkt 250 x 0,1 s. Uzyskane dane ramanowskie analizowano za pomoca
oprogramowania Project. Wykonano korekcje CCR i wygladzenie linii bazowej. Obliczono

usrednione widma ramanowskie w obrebie probki.
SPEKTROSKOPIA W PODCZERWIENI

Podczerwien to zakres spektralny rozciggajacy si¢ miedzy obszarem widzialnym, a
mikrofalowym, tj. miedzy 14 300 cm™ a 200 cm™, przy czym dodatkowo podzielony jest on na
trzy podobszary — podczerwien daleka (700-200 cm™), podczerwien wtasciwa (4000-700 cm™)
oraz podczerwien bliska (14 300-4000 cm™). Absorpcja promieniowania podczerwonego
prowadzi do wzbudzania czasteczek 1 zachodzenia przejs¢ oscylacyjnych, rotacyjnych, badz
oscylacyjno-rotacyjnych. Glowny wktad do widm otrzymywanych w obszarze podczerwieni
wlasciwej, szczegblnie jesli rozwazamy widma cial statych lub cieczy, daja wzbudzenia
oscylacyjne, poniewaz energia wzbudzen rotacyjnych jest nawet o dwa rzedy wielko$ci
mniejsza od energii wzbudzen oscylacyjnych. Widma FT-IR rejestrowano przy uzyciu
spektrometru Bruker Bravo ALPHA II w przystawke odbiciowa (ATR) z krysztalem
diamentowym. Rejestracje przeprowadzono w zakresie 4 000-400 cm™, przy rozdzielczosci z

rozdzielczoécia 0,5 cm™,
WIDMA FT-IR

W celu pelnej charakterystyki hydoksyapatytow przeprowadzono badania spektroskopowe
FTIR-ATR. Uzyskane wyniki pozwolg na okreslnie zmian charakterystyki widma dla uktadow.

SKANINGOWA MIKROSKOPIA ELEKTRONOWA

Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM, ang. Scanning Elektron Microscopy) Badania
zostaly zrealizowane w Instytucie Niskich Temperatur PAN we Wroctawiu. Mikrostrukture
podtozy obserwowano przy uzyciu skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM). W tym celu
wykorzystano ultrawysokorozdzielczy mikroskop skaningowy. Skaningowa mikroskopia
elektronowa (z ang. Scanning electron microscopy — SEM) jest metoda analizy mikrostruktury.
Skaningowy mikroskop elektronowy wykorzystuje skolimowang wigzke elektronow, ktore
emitowane sg w kierunku badanej probki. Wigzka omiata obserwowany obszar linia po linii.

Mikroskop tego typu moze by¢ wyposazony w szereg detektorow.
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Najczes$ciej wykorzystywanymi detektorami sg:

» detektor niskoenergetycznych elektronéw wtornych emitowanych przez probke
w wyniku pobudzenia probki przez elektrony wiazki (SE — Secondary
Electrons)

 detektor elektronow odbitych (BSE — Back Scattered Electrons)

* detektory promieniowania rentgenowskiego wzbudzanego w probce przez
wigzke - spektroskopia dlugosci fal (WDS — Wavelength Dispersion
Spectroscopy) lub energii (EDS — Energy Dispersion Spectroscopy zwana takze
EDX — Energy Dispersive X-ray Analysis) wzbudzanego promieniowania.

W pracy morfologi¢ i wielko$¢ ziarna wszystkich zbadanych materiatow oraz ich skfad
pierwiastkowy zbadano odpowiednio za pomocg mikroskopu Hitachi S-3400 N oraz detektora

spektroskopii rentgenowskiej z dyspersja energii Thermo Scientific Ultra Dry.

3.2.5. WYTWARZANIE FILAMENTU Z BIOKOMPOZYTU

EKSTRUZJA TOPLIWA (ANG. HOT MELT EXTRUSION, HME)

Wytwarzanie filamentu oraz druk 3D byl wykonany w Katedrze i Zaktadzie Technologii
Postaci Leku, Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu na
zlecenie Centrum Badawczo — Rozwojowego Novasome.

Proces polega na otrzymywaniu jednorodnego materiatu i wykorzystaniu jedno lub
dwuslimakowych wytlaczarek, dzigki ktorym surowcowe umieszczone w ekstruderze zostajg
stopione. Caty proces przebiega w kontrolowanych warunkach temperatury i ci$nienia, a
wytlaczanie na goragco odbywa si¢ w temp o 15-60°C wyzszej od (Tm) temp topnienia
zastosowanych materiatow (Clowley i wsp., 2007). Metoda ta znalazta swoje zastosowanie w
produkcji farmaceutycznej min do maskowania smaku oraz w celu wykorzystania polimeréw
o odmiennych wlasciwosciach fizykochemicznych jako nosnikéw substancji czynnej (Patil
i wsp., 2015).

Do wykonania filamentu wykorzystano komercyjnie dostepny kwasu poli L-mlekowy
przeznaczony do druku 3D o érednicy 1,75 mm nawinigty na szpule, ktory w pierwszym etapie
byt ciety na mniejsze fragmenty za pomocg urzadzenia peletyzator (Thermo Fisher Scientific,
Karlsruhe, Niemcy). Urzadzenia przedstawia Fot. 3 Kolejnym etapem byto umieszczenie
substratow w dwuslimakowym ekstruderze Process 11 (Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe,

Niemcy) i dopasowanie optymalnej temperatury oraz ci$nienia aby otrzymacé plastyczna,
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homogenna mieszaning, ktora po schlodzeniu ponownie nabierata sztywnych wlasciwosci.

Proces przedstawiony jest na Ryc. 12.

a b.
PLLA nHAp PLLA Meloksykam nHAp
e g0 ® .6 :o’ o %
@
o..o... ':o.. o..o.. ‘:0..0

Ryc.12. Wytwarzanie filamentu w procesie ekstruzji topliwej a.) schemat procesu wytwarzania
filamentu kompozytowego z polilaktydu oraz nanchydroksyapaptytu b.) schemat wytwarzania

filamentu zawierajgcego czasteczke leku-meloksykam.

Na podstawie schematu (Kozakiewicz i wsp., 2021)

Wytlaczarka dwuslimakowa wspotbiezna Process 11 (40 L/D) (Thermo Fisher Scientific,
Karlsruhe, Niemcy) wyposazona w podajnik grawimetryczny i chtodzong powietrzem tasme

transportowsy.

Tab. 5. Warunki procesu ekstruzji topliwej

Temperatura [°C] Predko$¢ | Predkosé
Strefa | Strefa | Strefa | Strefa | Strefa | Strefa | Strefa | Strefa | Strefa | Podainika | obrotowa
1 2 3 4 5 6 7 8 9 (rpm) slimakéw
(rpm)
15 140 140 150 170 170 170 170 170 15 120

Przygotowanie mieszanki:
e peletyzacja filamentu za pomocg: peletyzator; Thermo Fisher Scientific,
Karlsruhe, Niemcy

e homogenizacja mieszanki, wymieszanie w mozdzierzu pistlem
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Ekstruder dwuslimakowy Scientific Process

Fot. 3. Ekstruder Process 11; peletyzator; Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe, Niemcy

3.2.5. PROJEKTOWANIE Z POMOCA PRGRAMU CAD (ANG. COMPUTER
AIDED DESIGN)

Projekt druku 3D otrzymujemy przy pomocy oprogramowania CAD (ang. computer aided
design) (Ngo i wsp. 2018) Wytworzone wirtualne modele zostajag wyeksportowane do pliku
STL i zamienione na Z-code a nastegpnie ktore zostaja wydrukowane w technologii FDM.
Wirtualny obraz obiektu jest podzielony na kilka warstw, ktore sa ze soba potaczone. Schemat
wydruku opracowuje si¢ wzgledem osi x,y,z. ). W metodzie druku FDM mozna wykorzystywac
obrazy uzyskane za pomoca tomografii komputerowej, rezonansu magnetycznego lub dane
modeli wygenerowanych komputerowo.

Model 3D wydrukowanych substytutow kosci zaprojektowano w programie Tinkercad

i wyeksportowano jako plik stereolitograficzny (.stl) do oprogramowania Ultimaker Cura
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4.12.1 (Ultimaker, Holandia). Projekt rusztowan kostnych obejmowal rézng architekture

wewnetrzng uktadéw kompozytowych.

A. 1000 pm 1mm odstep przez calo$é (grubosé warstwy 0,1 mm)
B. 500 pm 0,5 mm odstep przez calosé (grubos¢ warstwy 0,1 mm)
C. 200 pm 0,2 mm odstep przez calo$¢ (grubosé¢ warstwy 0,1 mm)

D. gradient 0,8 mm 0,8 mm 0,5 mm 0,4 mm 0,4 mm 0,5 mm 0,8 mm 0,8 mm ( grubo$¢ warstwy 0,1 mm)

79 N

4
Ryc.13. Projektowanie druku 3D w oprogramowaniu typu CAD a. schemat projektu opracowuje sie

wzgledem osi x,y,z. widok 2D b,c projekt graficzny przedstawiajacy przykladowy projekt
przygotowany do wydruku (widok 3D)

a. b.

Ryc.14. Wizualizacja przygotowanego projektu a, b.
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Ryc. 15. Obrazy z tomografii Komputerowej CBCT przedstawiajace projektowanie wydruku 3D.

3.2.6 WYTWARZANIE KOMPOZYTOWYCH SUBSTYTUTOW KOSCI ZA
POMOCA DRUKU 3D

Drukowanie rusztowania w procesie osadzania stopionego materiatu (ang. fused deposition
modeling, FDM) o doktadnie okreslonej porowato$ci odbywa si¢ warstwa po warstwie.
Gtowica drukarki porusza si¢ nad stotem wzglgdem toru, ktory wyznacza plik g-code. Struktura
3D powstaje w procesie nakladania poiptynnego materiatu rysujgc okreslone ksztatty. W
procesie wykorzystujemy filament o statej srednicy (1,75 mm lub 2,85 mm). Po utworzeniu
wirtualnych modeli czterech rusztowan o doktadnie okreslonej porowatosci i geometrii
przystapiono do drukowania. Do wydrukowania hybrydowych uktadéw uzyto wytworzone
wczesniej dwa filamenty. Pierwszy sktadajacy si¢ z polilaktydu i nHAp i drugi, w sktad ktorego
wchodzit polilaktyd, nHAp i meloksykam. Proces druku przeprowadzono przy uzyciu drukarki
3D — Builder premium. Analizujac whasciwosci lekow ktore potencjalnie mogtyby zostaé uzyte

do druku, wytypowatam meloksykam m.in. ze wzgledu na wysoka temperaturg rozktadu.
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Ryc.16. Schemat obrazujacy wytwarzanie hybrydowych kompozytow technika druku 3D FDM.

(na podstawie pharmaexcipients.com)

Proces druku polegat osadzaniu roztopionego filamentu na platforma drukarki poprzez dysze,
ktora rozgrzana byta do temperatury 210°C(Ryc.16). Aby zapewni¢ lepsza przyczepnosé
pierwszej warstwy oraz ochroni¢ drukowane elementy przed zmiana ksztattu temperatura
platformy wynosita50°C. Dla kolejnych warstw temperatura zostata obnizona do 30°C. Kazda
wczesniej utworzona warstwa byta podtozem dla warstwy nastgpnej. Po wykonaniu kazdej z
warstw platforma produkcyjna automatycznie obnizata si¢ 0 warto$é réwng grubosci
ksztaltowanej warstwy, a nalozony material powoli si¢ zestalat. Grubo$é wytloczonego
filamentu z dyszy odpowiadata grubosci naktadanej $ciezki i wynosita 0,1 mm. Ustalono
odlegltosci pomiedzy dwoma sasiednimi pretami jako 1,75 mm. W wyniku procesu druku

otrzymano pie¢ rodzajow rusztowan o odmiennej geometrii.
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Fot. 4. Zdjecie przedstawia drukarke 3D FDM Builder Premium.

Do procesu wytwarzania wykorzystano urzadzenie FDM Builder Premium Small 3D (Builder,
Holandia). Fot. nr 4

Wypehienie: 100%

Predkosé: 50 mm/s

Temp dyszy: 210 C

Temp platformy: 50 C

Grubo$¢ warstwy: 0,1 mm

Drukowano rusztowania w ksztatcie szeScianu o wymiarach okoto 1 cmx 1 cm x 1 cm.

Sktad ilosciowo-jakosciowy kompozycji zostat zamieszczony w Tab. 6.

Sklad procentowy (%)
Lp. | Nazwa materialu wyjSciowego .
formulacji nr 1

1 | polilaktyd 90,00
2 | nHAp 10,00
SUMA 100%

Tab. 6. Sklad ilo§ciowo-jakosciowy kompozycji
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3.2.7. WYTWORZENIE PROTOTYPOW W DRUKU 3D Z FILAMENTU

MODYFIKOWANEGO CZASTECZKA LEKU.

Na podstawie analizy wtasciwosci poszczegdlnych substancji czynnych wytypowano lek, ktory
bedzie wykorzystany do druku 3D. Dodatek odpowiedniej czasteczki API ma sprzyjac
regeneracji tkanki kostnej oraz zapewnic¢ lepsze warunki do ko$ciotworzenia. DO utworzonej
matrycy wprowadzano meloksykam. Opracowana zostata metoda wytworzenia filamentu z
inkorporowana czasteczka leku.

Opracowano sposob wytwarzania filamentu na bazie komercyjnie dostepnego polimeru
kwasu-mlekowego o $rednicy 1,75 mm nawinigtego na szpulg, nanohydroksyapatytu oraz
meloksykamu. W pierwszym etapie filament byl przygotowywany i cigty na mniejsze
fragmenty za pomoca urzadzenia peletyzatora (Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe, Niemcy)
kolejnym etapem bylo umieszczenie substratow w ekstruderze Process 11 (Thermo Fisher
Scientific, Karlsruhe, Niemcy) i dopasowanie optymalnej temperatury oraz ci$nienia w celu
uplastycznienia materialu. Homogenna mieszanina, po schtodzeniu ponownie nabierata
sztywnych wiasciwosci. Sktad ilosciowo-jakosciowy kompozycji zostat zamieszczony w Tab.

7.

Sklad procentowy (%)
Lp. | Nazwa materialu wyjsciowego formulacji nr 1 wg
wynalazku
1 | polilaktyd 88,78
2 | nHAp 9,86
3 | meloksykam 1,36
SUMA 100%

Tab. 7. Sklad ilo$ciowo-jakosciowy kompozycji
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BADANIA BIOLOGICZNE

3.2.8. PODATNOSC MATERIALOW NA ADHEZJE MIKROORGANIZMOW
Adhezje zbadano wobec 12 materiatow: PLLA(K), PLLA@ nHAp/MEL (P9), PLLA@ nHAp
(P10), PLLA 12 NL (P1), PLLA 20 (P2), PLLA 40 (P3), PLLA 60 (P4), PLLA 12S (P5),
PCAP20 (P6), PCAP40 (P7), PCAP60 (P8), PCAP12S (P11). Materiaty o oznaczeniu PLLA
(PK), PLLA@ nHAp MEL i PLLA@ nHAp sterylizowano w autoklawie (121°C, 20 min), a
pozostate poddano dwukrotnej sterylizacji przy uzyciu promieniowania ultrafioletowego
(A=280 nm, 30 min).

Do badan wybrano szczepy wzorcowe bakterii Gram-dodatnich: Staphylococcus aureus
(ATCC 25923=PCM 2054), S. aureus MRSA (ATCC 33592) i Bacillus cereus (ATCC
11778=PCM 2019) oraz Gram-ujemne pateczki Pseudomonas aeruginosa (PCM 2058) i
Escherichia coli (PCM 2057). Szczepy pochodzity z Polskiej Kolekcji Mikrorganizméw —
PCM (Instytut Immunologii i Terapii Dos§wiadczalnej PAN, ul. Rudolfa Weigla 12, 53-114
Wroctaw, Polska). Szczepy utrzymywano na podtozu TSA (Tryptic Soy Agar, BTL, L.6dz).

Z 20 godzinnych hodowli bakterii przygotowano zawiesing drobnoustrojow
odpowiadajaca gestosci 1,0 w skali McFarlanda (3x10° j.t.k./ml) na podtozu Muller Hinton
Broth (MHB, BTL, L.6dzZ), do ktérej wprowadzano jalowe biomateriaty. Po 48 godzinach
inkubacji (w temp. 37°C) materialy przeptukano 3-krotnie w soli fizjologicznej (0,9% NaCl), a
nastepnie wytrzgsano przez 1 minut¢ w 1 ml 0,5% roztworze saponiny (Sigma-Aldrich, Poznan,
Polska). Uzyskang zawiesing drobnoustrojow, pobrang z powierzchni materiatdéw, posiewano
powierzchniowo na podtoze agarowe Muller Hinton Agar (MHA, BTL, L6dz). Badanie
przeprowadzono w 3 powtorzeniach. Phytki inkubowano przez 48 h w temp. 37°C, a nastgpnie
zliczono wyroste kolonie. Ostateczny wynik podano w jednostkach tworzacych kolonie w 1 ml
zawiesiny (j.t.k./ml), wyliczong wg wzoru:

J-.t.k./ml = $rednia ilo$¢ kolonii X odwrotno$¢ rozcienczenia x 10

3.2.9. HODOWLA KOMORKOWA
Badanie wptywu na komorki i aktywnos$¢ biologiczng badanych kompozytow i matryc 3D
badano na ciagtych liniach komorkowych, liniach pierwotnych i hodowlach pierwotnych

izolowanych od pacjentow.

59



Wykaz linii komoérkowych :

e 3T3-Balb Fibroblasty, linia mysia, adherentna, numer ATCC: CCL-163.

e 1929 - Fibroblasty, linia mysia, adherentna, numer ATCC: CCL-1

e 7F2 — Osteoblasty mysie, adherentna, ATCC: CRL-12557

e NHDF - Ludzkie fibroblasty skorne, adherentna, (Lonza, Walkersville, USA)

e THP1 - monocyty wyizolowane z krwi obwodowej od pacjenta z ostrg biataczkg
monocytowa. Ta linia komérkowa moze by¢ wykorzystywana w badaniach nad
zaburzeniami uktadu odpornos$ciowego, badaniach immunologicznych i badaniach
toksykologicznych numer ATCC: TIB-202

e MSC - hodowle pierwotnych mezenchymalnych komoérek macierzystych izolowanych
z tkanki thuszczowej

Linie pochodzity z kolekcji Katedry Biostruktury i Fizjologii Zwierzat i zostaty zakupione z
European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC). Linie pochodzily z kolekcji
Katedry Biostruktury i Fizjologii Zwierzat 1 zostaly zakupione z European Collection of
Authenticated Cell Cultures (ECACC). Izolacja komoérek MSC byla wykonana na materiale
uzyskanym od pacjentéw w trakcie zabiegu liposukcji na podstawie zgody Komisji Bioetycznej
przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu, Nr KB398/2022. Izolacja i hodowla byty
prowadzone w Katedrze Biostruktury i Fizjologii Zwierzat zarejestrowang w Polskiej Sieci

Biobankow.

Linie hodowano w temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO> w kompletnym medium
hodowlanym, w plastikowych butelkach hodowlanych. Tlo§¢ komoérek w hodowlach byta
redukowana dwa razy w tygodniu, a ilo$¢ pozostawianych komorek zalezata od tempa
proliferacji linii. W przypadku linii adherentnych komorki byty odklejane przy uzyciu roztworu
Trypsyny-EDTA i ponownie zawieszane w kompletnym medium hodowlanym. Nadmiar

komorek wykorzystywano do przeprowadzanych testow.

PRZYGOTOWANIE MEDIUM HODOWLANEGO

Przygotowujac pozywke hodowlang dla komoérek adherentnych wykorzystywano pozywke
rekomendowang do rodzaju komorek. Dla linii 3T3 BALB ptyn Eagle’a (Minimum Essential
Medium Eagle); dla linii L929, NHDF — DMEM, 7F2 — ALFAMEM. Wszystkie wymienione
pozywki suplementowano surowicg ptodowa bydleca (FBS), tak aby uzyskac stezenie 10%,

dodano roztwor 200 mM L-Glutaminy w proporcji 10 ml/L, gentamycyny 50 mg/ml w iloSci
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1ml/l. Tak przygotowana pozywke przechowywano w temperaturze 2-8°C do 4 tygodni, lub do
wczesniejszego zuzycia. Dla komorek rosngcych w zawiesinie (THP-1) zastosowano RPMI
1640, suplementowane jak wyzej. Do hodowli komoérek macierzystych zastosowano pozywke
selektywng MSC Nutristem - Basal Medium z dodatkiem zestawu suplementow. W celu
poprawy skutecznos$ci izolacji pozywke suplementowano poprzez dodanie surowicy ptodowe;j

bydlecej w ilosci 10%.

3.2.10. IZOLACJA I HODOWLA KOMOREK Z TKANKI TLUSZCZOWEJ
Przez wykonaniem procesu przygotowano butelki hodowlane poprzez oplaszczenie
fibronektyna (okoto 30 min). Nastepnie naczynia przeptukiwano buforowanym roztworem soli
fizjologicznej (ang. Phosphate Buffered Saline — PBS). Proces izolacji wykonywany byt w
nastepujacej kolejnosci:

1. Pobrang tkank¢ wirowano 1300G/5 minut, 4 °C.

2. Uzyskang w procesie wirowania tkankg, umieszczano w nowej probdwce
wiréwkowej i dodawano do niej roztwor kolagenazy w PBS.

3. Tak utrzymang zawiesing inkubowano przez czas 40 minut w inkubatorze w
temperaturze 37°C, wytrzasajac.

4. Po inkubacji do zawiesimy dodawano pozywke z FBS w celu neutralizacji enzymu
trawigcego tkanke a nastepnie znow wirowano 200G/5 minut, 4 °C.

5. Po wirowaniu, usuwano zawiesing znad peletu a frakcje macierzy tkanki
thuszczowej/frakcje stromalng (stromal vascular fraction) umieszczano we
wczesniej przygotowanych butelkach hodowlach. Do butelek dodawono pozywke
selektywna dla komorek macierzystych.

6. Uzyskany materiat inkubowano w inkubatorze CO2 w temperaturze 37°C, 5% COsx.

7. Pozywke hodowlang wymieniano 2x w tygodniu, po 72h oceniano skuteczno$é
izolacji a nastgpnie tempo proliferacji.

8. Po osiggnigciu konfluencji minimum 80% wykonywano komorki odklejano z
wykorzystaniem roztroru trypsyna/EDTA. Uzyskane komoérki wykorzystywano do
ich charakterystyki, namnazania do dalszych badan z wykorzystaniem badanych

biomate lub do zamrozenia.

Schemat procesu izolacji przedstawia Ryc. 17.
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Ryc. 17. Schemat procesu izolacji komérek z tkanki tluszczowej. 1. tkanka pobrana od pacjenta,
2. separacja tkanki, 3. warstwa tkanki przeznaczona do izolacji, 4. przygotowanie izolacji
enzymatycznej, 5. Inkubacja, 6. neutralizacja kolagenazy i tworzenie frakcji SVF, 7,8 separacja

frakceji SVF, zalozenie hodowli, 10. hodowla komérek izolowanych z tkanki thuszczowej.
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3.2.11 OCENA EKSPRESJI WYBRANYCH ANTYGENOW
POWIERZCHNIOWYCH

Celem badania byla ocena jakosciowa populacji komoérek uzyskanych w procesie izolacji
poprzez ocen¢ ekspresji wybranych antygendw powierzchniowych. Komorki w fazie
logarytmicznego wzrostu wysiano na 8 dotkowych szkietkach mikroskopowych Millicell EZ
Slide (Millipore). Po uptywie 24 h komorki utrwalono za pomoca 4% PFA (20min, RT - room
temperature). Kolejno utrwalone komoérki przeptukano trzykrotnie buforem PBS.

W celu permeabilizacji bton komoérkowych zastosowano 0.2% r-r Triton X-100 (Sigma-
Aldrich). Po trzykrotnym przeptukaniu komoérki inkubowano 30 minut w 3% BSA w PBS
(Thermo Scientific™) w celu blokowania niespecyficznych wigzan. Po etapie blokowania
dodano przeciwciata pierwszorzegdowe. Inkubacje z przeciwciatami pierwszorzedowymi
(1:200) prowadzono przez noc w 4°C. Kolejnego dnia trzykrotnie przeptukano buforem PBS,
a nastepnie komorki inkubowano z przeciwcialami drugorzgdowymi (1:1000) przez 1h w
temperaturze pokojowej, chronigc przed dostepem $wiatla.

Uzyto kozich przeciwcial antymysich oraz antykréliczych IgG znakowanych
fluoroforem DyLight® 488 (Abcam). Po zakonczonej inkubacji komorki przeptukano
trzykrotnie buforem PBS, a nastepnie na szkietka dodawano medium wigzace z DAPI (Abcam)
i przykrywano szkielkiem nakrywkowym. Do czasu analizy komorki chroniono przed

Swiattem. Uzyskane reakcje oceniano pod mikroskopem fluorescencyjnym Evos FL.

3.2.12. ROZNICOWANIE KOMOREK MSC W OSTEOBLASTY
W celu potwierdzenia wlasciwosci izolowanych komoérek wykonano ich réznicowanie w
osteoblasty. Réznicowanie komérek w osteoblasty rozpoczynano od wysiania 6x10* komorek
do studzienki o pojemno$ci plytki 24 studzienkowej standardowej pozywce hodowlane;.
Nastepnie hodowle hodowano w temperaturze 37°C, 5% CO-. Po 24 h zmieniano pozywke
hodowlang na pozywke MSCgo Osteogenic XF 1 inkubowano przez 21 dni. Podloze zmieniano
€0 2-3 dni. Po tym czasie wykonywano barwienie w celu oceny czy komorki zréznicowaly si¢
w osteoblasty. W tym celu usuwano pozywke i ptukano studzienki roztworem DPBS,
a nastepnie utrwalano 70% zimnym etanolem. Po czasie 60 minut usuwano etanol 1 ptukano
preparat wodg demineralizowang.

Nastepnie usuwamy wode 1 dodawano roztwor czerwieni alizarynowej. Inkubowano w
temperaturze pokojowej przez 30 minut do godziny. Usuwano roztwor ARS i przemywano

studzienki woda, ktéry ma zapobiega¢é wysychaniu komorek. Komorki, w ktorych
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zaobserwowano ztogi wapnia byly zabarwione na czerwono, $§wiadczy to o prawidtowo

wykonanym réznicowaniu.

PRZYGOTOWANIE KOMOREK DO TESTOW PROLIFERACYJNYCH

Komorki linii adherentnych, po odklejeniu z butelek hodowlach z uzyciem roztworu Trypsyny-
EDTA, zawieszano w 10 ml pozywki w probéwce, celem neutralizacji roztworu Trypsyny-
EDTA, natomiast komorki rosngce w zawiesinie pobierano bezposrednio z butelek. Komorki
wirowano przy 200 x g, przez 5 min i zawieszano w pozywce kompletnej. Komorki nastepnie
nanoszono na plytki hodowlanych 24-studzienkowych do gestosci: 5x10* na studzienke dla
komorek rosngcych w zawiesinie i 2x10% dla komérek adherentnych lub na badany materiat w
objetosci od 20 do 60 pl, w stezeniu 1x10° komoérek w 1 ml. Komoérki nanoszone do
wydrukowanych matryc zawieszano w pozywce hodowlanej a nastepnie badany material wraz

z komorkami wytrzgsano 200 rpm przez czas 4 godzin w celu propagacji komorek z przestrzeni

3D.

OCENA ZYWOTNOSCI I LICZEBNOSCI

Na kazdym etapie wykonywano ocen¢ zywotno$ci. Do oceny zywotnosci komoérek
wykorzystywano metode barwienia komoérek martwych roztworem 0,4% biekitu trypanu w
PBS. W tej metodzie barwig si¢ komorki martwe, ktorych btona komodrkowa jest
przepuszczalna dla barwnika. Odsetek komorek martwych wybarwionych na niebiesko —
granatowo 1 komorek zywych bezbarwnych, opalizujacych w §wietle mikroskopowym. Liczbe,
jak i zywotnos¢ komorek potrzebng do zatozenia testu, oceniano na siatce hematologicznej
Biirkera w stosunku barwnik/zawiesina komorek 1:1. Ocene wykonywano z wykorzystaniem

aplikacji: Live/Dead Cell Counter app on Android. Sposob pomiaru przedstawia Ryc. 18.

Lus st o : - ——

CHO Cells
s i i e
1 2 5f9 Cells
0125, 2015, 519 PM
Results HEK
Dr125,2015, 519 PM S—
N;
Viable Cell Density (VCD)
LIVE 1.4E6 ceﬂs/'zl( ) 1. Add Trypan blue to cells at desired concentration
{typicalty 10%, make sure to adjust final concentration in
Viability s
iabil
95.49% 2. Add 10ul of cells to hemocytometer and view under

microscope.

3, Count the number of cells In each of the 4 quadrants
as shown.

4. Select "Caloulate” to calculate the viable cell density
and viability.*

*NOTE: only quadrants with non-zero counts will be
included in the calculation

Reset Calculate

Ryc. 18. Pomiar zywotnos$ci w Live/Dead Cell Counter

64



3.2.13. OCENA CYTOTOKSYCZNOSCI (TEST MTT)

Przygotowanie probek

Wszystkie probki testowe byly indywidualnie pakowane i autoklawowane w celu sterylizacji.
Do oceny cytotoksycznosci biologicznej in vitro przygotowano plynne ekstrakty badanych
materiatdw zgodnie z postanowieniami normy: EN ISO 10993-5: Biologiczna ocena wyrobow
medycznych - Czg$¢ 5: Badania cytotoksycznosci in vitro. Zgodnie z tymi zaleceniami do
badan na komorkach ssakéw stosowano podtoze hodowlane z surowica. Ekstrakcje
przeprowadzano w sterylnych, chemicznie oboj¢tnych, szczelnie zamknigtych probowkach
przez 24 godziny w temperaturze 37°C. W przypadku pozostatych badan materiat badany po
sterylizacji przechowywano w temperaturze pokojowej przez okres do jednego tygodnia. Przed
wykonaniem doswiadczen polegajacych na bezposredniej ocenie interakcji materiatéw
z komoérkami, przygotowane przekroje zwilzano podtozem hodowlanym z dodatkiem surowicy.
Wykonanie badania

Badanie przeprowadzono zgodnie z wytycznymi normy. Hodowle komorkowe uzyskiwano
z butelek hodowlanych poprzez trawienie enzymatyczne (trypsyna/EDTA). Otrzymana
zawiesing komorek odwirowywano (200 g, 5 minut). Nastepnie komorki byly liczone
1 ponownie zawieszane w pozywce hodowlanej. Gestos¢ zawiesiny komorkowej wynosita
1x10° komérek/ml. Za pomocg pipety wielokanatowej komorki dozowano po 100 pl do pytek
96-dotkowych w ilosci 1x10* komérek/dotek). Komorki inkubowano przez 24 h (5 % CO2, 37
°C, 90 % wilgotnosci), tak aby komorki utworzyly monowarstwe na powierzchni ptytki. Ten
okres inkubacji zapewnia regeneracj¢ komorek, przyleganie komorek i przejscie do fazy
wzrostu wykladniczego.

Przed dalszymi do$wiadczeniami, kazda ptytka zostata sprawdzona pod mikroskopem
z kontrastem fazowym, aby zapewni¢, ze wzrost komoérek byt stosunkowo jednolity na catej
ptytce  testowej. Przeprowadzono kontrole w celu zidentyfikowania bledow
eksperymentalnych.

Po 24 godzinach inkubacji usuwano pozywke znad komoérek. Do kazdej studzienki
dodano 100 pl pozywki zawierajacej odpowiednie ekstrakty probek, kontrole lub tylko Slepa
probe. Plytki testowe inkubowano przez kolejne 24 godziny (5 % CO2, 37 °C, 90 %
wilgotnosci).

Po 24 godzinach inkubacji kazda plytke ogladano pod mikroskopem z kontrastem
fazowym w celu zidentyfikowania btedow w posiewie komorek oraz oceny wzrostu komoérek

kontrolnych i poddanych dziataniu ekstraktu. Obserwowane zmiany w morfologii komodrek
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moga by¢ spowodowane cytotoksycznym dziataniem ekstraktu probki badanej. Nastepnie
ostroznie usuni¢to pozywke z ptytek i do kazdego dotka dodano 50 pl roztworu MTT o stezeniu
Img/ml. Ptytki inkubowano przez kolejne 2 godziny w inkubatorze w temperaturze 37 °C. Po
tym czasie usuni¢to roztwor MTT i do kazdego dotka dodano 100 pl izopropanolu. Absorbancj¢

odczytywano na czytniku MultiscanGo (Thermo Scientific, USA) przy dtugosci fali 570 nm.

KOHODOWLA KOMOREK Z BADANYMI MATERIALAMI

Wykonujac to badanie, komorki przygotowywano zgodnie z wczesniejszym opisem. Do tego
badania komoérki byly wysiewane do plytek 24-studzienkowych obok wczesniej
umieszczonych materiatow. W tej metodzie ocena byla bezposrednia interakcja pomiedzy
komodrkami a materialem badanym. Badanie byto wykonywane poprzez ocen¢ morfologii i
barwienie przy uzyciu zestawu Cell Viability Imaging Kit (Blue/Green). Ocena byta
wykonywana z wykorzystaniem mikroskopu Evos FL. Przyktadowa hodowle przedstawia

Ryc.19.

Ryc. 19. Przykladowa kohodowla komoérek z badanym materialem. Hodowla komérkowa ro$nie réwniez
pod materialem (dolna czes$é ryciny). Komorki zabarwione na niebiesko — komérki zywe, na

zielono — martwe. Mikroskop EVOS FL, powi¢kszenie obiektywu 10x.
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3.2.14. OCENA ZYWOTNOSCI I WZROSTU KOMOREK NA BADANYCH
MATERIALACH

Hodowle komorkowe uzyskane z butelek hodowlanych zgodnie z opisanym protokotem byty
wykorzystywane do oceny adhezji. Przygotowang zawiesing komorek liczono i zawieszano w
pozywce tak aby gesto$¢ zawiesiny komorkowej do badania adhezji wynosita 1x10°
komorek/ml. Do badania uzywano ptytek 24-dotkowych. Materiaty do badania umieszczano w
studzienkach. Komorki w tescie byty naktadane na materiat za pomoca pipety automatyczne;.
Po natozeniu komorki byty inkubowane przez 2 godziny (5 % COz, 37 °C, 90 % wilgotnosci),
aby komorki mogly przylega¢ do materiatow testowych. Po tym czasie dotki uzupeiniano
podtozem hodowlanym z surowica w objetosci 1000 ul. Ptytki testowe inkubowano przez
kolejne 72 godziny (5 % CO., 37 °C, 90 % wilgotnosci). Po uptywie czasu inkubacji, komorki
rosnace na badanych powierzchniach barwiono przy uzyciu zestawu Cell Viability Imaging Kit
(Blue/Green). Barwienie polega na dodaniu barwnika do hodowli i inkubacji przez 5 do 30
minut. Po tym czasie wykonywano zdjgcia przy uzyciu mikroskopu Evos Fl stosujac
wzbudzenie fluorescencji o§wietlaczem ledowym: ex 377 em 447 i ex 469 em 525. Dalsza
analize przeprowadzono przy uzyciu dedykowanego oprogramowania do analizy obrazu
ImageJ. Analizowano liczbe komorek wybarwionych kazdym z barwnikow. Komorki
wykazujace niebieska fluorescencje byty liczone jako zywe, zielone jako martwe. Przyktadowy

wzrost komorek na badanym materiale przedstawia Ryc. 20.

Ryc. 20. Przykladowa hodowla komoérek na badanym materiale. Komorki zabarwione na niebiesko —

komorki zywe, na zielono — martwe. Mikroskop EVOS FL, powi¢kszenie obiektywu 4x.
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OCENA WZROSTU KOMOREK NA BADANYCH BIOMATERIALACH

Metodyka tego testu zostata opracowana na potrzeby tej pracy badawczej. Laczy ona test MTT
opisany wczesniej oraz test adhezji komoérek. Ocena wzrostu komodrek polega na ocenie ilosci
komorek ktory wyrosty na (forma pastylki) lub w badanym materiale (wydruk) przez 72
godziny. Po czasie 72godz. do hodowli byt dodawany roztwor MTT o stezeniu 5mg/ml na czas
2 godzin. Po inkubacji pozywke z roztworem MTT usuwano a krysztalty formazanu
rozpuszczano 500ul izopropanolu i wytrzasano przez 30 minut 200 rpm. Przez ten czas
nastepowato uwalnianie barwnika do rozpuszczalnika. Nast¢pnie pipetg automatyczng
przenoszono roztwor na plytki 96-studzienkowe i odczytywano absorbancje zgodnie z
protokotem opisanym powyzej. Metode ta zastosowana do oceny wzrostu komodrek na

wszystkich badanych materiatach. Ryc. 21. przedstawia schemat wykonania badania.

Rozpuszczenie

Dodanie
roztworu MTT krysztatow formazanu
5 mg/ml poprzez dodanie

izopropanolu
(wytrzasanie)

>
-5 SOl =

Inkubacja Inkubacja ‘
© -, 72 godziny . =

\
A

e, 2 godziny Usunlque
- redukcja MTT  roztworu MTT

l\/

Odczyt w czytniku na ptytce
96 studzienkowej

Ryc. 21. Schemat wykonania oceny wzrostu komorek na badanych biomaterialach.
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3.2.15. BADANIE UWALNIANIA LEKOW Z RUSZTOWAN

WARUNKI BADANIA UWALNIANIA IN VITRO.

Badanie uwalniania meloksykamu z filamentu wytworzonego z polilaktydu i hydroksyapatytu
przeprowadzono z wykorzystaniem aparatu do uwalniania typu Il wg. Farmakopei Europejskiej
(typ topatkowy), model Varian VK7010. Badanie uwalniania przeprowadzono w buforze
fosforanowym o pH 6,8. Bufor fosforanowy przygotowano odmierzajgc 250 ml 0,2M
diwodorofosforanu potasu (POCH, czystos¢ cz.d.a — czysty do analiz) oraz 112 ml 0,2M
wodorotlenku sodu (Chempur, czysto$¢ cz.d.a) i dopetniajac do 1000 ml woda. Finalnie bufor
przygotowano zgodnie z powyzszg procedura w ilosci 201. Bufor fosforanowy o pH 6,8 zostat
wybrany jako medium do uwalniania. Badanie prowadzono w objetosci 900 ml medium, przy
50 obrotach/minute w temperaturze 37°C. Badanie przeprowadzono na 12 jednostkach
filamentu. Kazda z jednostek umieszczono w odrgbnym naczyniu do badania uwalniania,
napetnionym odpowiednig ilo$cig medium o temperaturze 37°C i uruchomiono ruch topatek,
rozpoczynajac tym badanie. Ze wzgledu na dlugotrwaly proces degradacji polimeru
zawierajacego polilaktyd i hydroksyapatyt zdecydowano o prowadzeniu badania uwalniania
przez okres 2 miesigcy. Probki pobierano za pomoca kaniuli w 17 punktach czasowych i
nastepnie filtrowano przez filtry strzykawkowe, celulozowe o wielkosci porow 0,45 pm

(producent Macherey-Nagel). Szczegdtowe parametry badania przedstawiono w Tab. 8.

Tab. 8. Parametry badania uwalniania.

Rodzaj aparatu do uwalniania: Typ I wg Ph.Eur. (fopatki), model Varian VK7010
Temperatura [°C]: 37,0+ 0,5

Medium: bufor fosforanowy pH 6,8

Objetos¢ medium [ml]: 900

Szybkos$¢ obrotu mieszadel [obr./min.|: 50

Czas probkowania [dzien]: 1,3,7,10, 14,17, 21, 24, 28, 32, 35, 38, 42, 45, 49, 52, 56
Filtry: Celulozowe, $rednica porow 0,45, producent Macherey-Nagel
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Fot. 5. Aparat do badania uwalniania Varian VK7010.

PARAMETRY METODY OZNACZENIA ILOSCIOWEGO UWOLNIONEGO

MELOKSYKAMU.

Ilo$¢ uwolnionego meloksykamu oznaczono z pomoca chromatografii cieczowej z detekcja

UV. Parametry metody chromatograficznej przedstawiono w Tab. 9.

Tab. 9. Parametry metody chromatograficzne;j.

Chromatograf cieczowy:

Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 wyposazony w detektor typu DAD,
autosampler do podawania i nastrzykiwania probek, piec do termostatowania

kolumny oraz pompg czterokanatows.

Kolumna

chromatograficzna:

Agilent, Zorbax Eclipse Plus C18 100 mm x 4,6 mm, 3,5 um

Faza ruchoma:

Mieszanina metanol (POCH, czysto$¢ HPLC) : woda (70:30, v:v) doprowadzona
do pH = 2,6 przy pomocy 85% kwasu ortofosforowego (VWR, czystos¢ HPLC).
Na potrzeby doprowadzenia pH wykorzystano pehametr ElImetron CPC-502.

Predkos¢ przeptywu fazy | 2,5 ml/min
ruchomej:

Temperatura kolumny: 30°C
Detekcja: 355 nm
Wielkos$¢ nastrzyku: 5ul

Czas analizy: 1,5 minuty
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W celu wykonania oznaczenia iloSciowego przygotowano probke wzorcowag meloksykamu o
stezeniu 0,012 mg/ml. Zastosowano wzorzec meloksykamu producenta LGC Mikromol. Za
pomoca wagi analitycznej Mettler Toledo XS205 nawazono 12,0 mg wzorca do kolby miarowe;j
o pojemnosci 100 ml. Dopeliono do 100 ml metanolem (POCH, czystos¢ HPLC)
1 rozpuszczono. Nastepnie pobrano 1,0 ml roztworu do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml,
dopetiono do 10 ml metanolem, otrzymujac Koncowy roztwor wzorca. Probki badane pobrane
w kazdym z punktow czasowych 1 przesagczone poddano bezposredniej analizie

chromatograficzne;j.

71



4 WYNIKI

4.1.1. SYNTEZA HYDROKSYAPATYTOW
Zgodnie z patentem wytworzono nanohydroksyapaptyt wykorzystany w druku 3D

o Ca1o(PO4)s(OH):

4.1.2. OPRACOWANO SPOSOB WYTWARZANIA KOMPOZYTOW NA
BAZIE POLIMERU | HYDROKSYAPATYTU.

Sposob wytwarzania monolitdw zostal opisany W dziale Materialy i Metody.

Otrzymane biokompozyty na bazie polilaktydu z r6znym rozdrobnieniem HAp
PLLA 12 - polilaktyd +HAp 12 pum (needle like)
PLLA 12S - polilaktyd+ HAp12 pum (spherical)
PLLA 20 - polilaktyd +HAp 20nm (needle like)
PLLA 40 - polilaktyd +HAp 40nm (needle like)
PLLA 60 - polilaktyd +HAp 60nm (needle like)
Otrzymane biokompozyty na bazie polikaprolaktonu z r6znym rozdrobnieniem HAp
PCAP 12 - polilaktyd +HAp 12 pum (needle like)
PCAP 12S - polilaktyd+ HAp12 um (spherical)
PCAP 20 - polilaktyd +HAp 20nm (needle like)
PCAP 40 - polilaktyd +HAp 40nm (needle like)
PCAP 60 - polilaktyd +HAp 60nm (needle like)

Do wytworzenia monolitow kompozytowych wykorzystano teflonowe formy (Fot. 6)
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Fot.6. Formy teflonowe — projektu prof. Rafal J. Wiglusz do wytwarzania kompozytéw oraz otrzymane
probki.

4.1.3 WYTWORZENIE KRAZKOW Z OTRZYMANYCH KOMPOZYTOW

Zapomoca recznej tabletkarki udato sie¢ wytworzy¢ 10 rodzajow krazkéw ztozonych z polimeru
i HAp. Otrzymane materiaty przedstawiajg Fot. 7, 8, 9. Kazdy krazek wazyt ok. 0,05 + 0,019

Fot.7 Przedstawia krazek Fot.8 Teflonowa forma stuzaca do Fot.9 Wykonane
wytworzony na z wytwarzania monolitéw probki
otrzymanego wczes$niej kompozytowych.
monolitu
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4.2. BADANIA STRUKTURALNE

4.2.1. DYFRAKTOMETRIA PROSZKOWA XRPD (ANG. X-RAY POWDER
DIFFRACTION)

Dla czystych (niezmodyfikowanych) probek hydroksyapatytow (HAP 60NM, HAP 12UM,
HAP 40NM, HAP 20NM, HAP 12UMS) (Ryc. 20) z dyfraktograméw odczytano potozenia
refleksow (Tab. 10), ktore zgodne z danymi literaturowymi dla hydroksyapatytu
krystalizujagcego w uktadzie heksagonalnym, w grupie punktowej P63/m 0 parametrach
komorki elementarnej wynosza: a= 9.4189(1) A, c=6.8827 A, y=120° (Tas i wsp., 2013).

Wyniki pomiaréw metodg XRD dla wszystkich zbadanych uktadow polilaktydu z
hydroksyapatytem przedstawiono na Ryc. 21. Na Ryc. 22 porwano dyfraktogramy czystego
hydroksyapatytu, polikaprolaktonu 1 biokompozytu. Na wszystkich dyfraktogramach
biokompozytow zwierajacych polikaprolakton zlokalizowano dwa intensywne refleksy przy
20=21,3° 1 przy 20=23,6° $wiadczace o obecnosci w badanych prdobkach tego zwigzku
organicznego (Rezaei i wsp., 2013). Rowniez, zgodnie z oczekiwaniami na wszystkich
dyfraktogramach zaobserwowano refleksy wskazujace na obecno$¢ hydroksyapatytu. Ze
wzgledu na niska krystaliczno§¢ badanego uktadu refleksy te byly poszerzone i ostabione
(Raucci i wsp., 2010).

Na dyfraktogramie biokompozytu otrzymanego na bazie polilaktydu z
hydroksyapatytem widoczne sg wyrazne piki dyfrakcyjne (20 =16.63, 18,97) swiadczace o
obecnosci polilaktydu w badanej probce (Ryc. 23) (Zhou i wsp., 2018). Obecnos¢
hydroksyapatytu nie powoduje przesunigcia pikow pochodzacych od polilaktydu, ale jedynie
ostabia ich intensywnosci (Ryc. 24). Poroéwnujac dyfraktogramy biokompozytu PLLA40 z
dyfraktogramem HAP 40NM mozna odnalez¢ refleksy charakterystyczne dla czystego
hydroksyapatytu przy nastepujacych katach 25,82°, 27,13°, 28,97 °, 31,88 °, 32,96 °, 34,06 °,
39,92 °, 46,67° i 49,44°. Mozna zauwazy¢, ze w dyfraktogramie biokompozytu nastepuje
rozdzielenie si¢ szerokiego piku w obszarze kata 32 ° na trzy rozne piki dyfrakcyjne przy katach
31,91°, 32,98° i 34,07°. Podobne, przypadki zostaly juz omowione w literaturze naukowej
(Liu 1 wsp., 2020). Obserwacje te mozna wytlumaczy¢ réwnomiernym rozmieszczeniem

hydroksyapatytu.
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Tab. 10. Zestawienie podstawowych informacji z dyfraktogramow badanych probek hydroksyapatytow z

danymi literaturowymi (Tas i wsp., 2013).

Cu-Ka (1.541874 A)

|
30.00 35.00 40.00

45.00
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Irel

PCAP12S

FCAP1Z

T T T T T T T T T T T T T
14.00 16.00 18.00 20.00 2200 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00 40.00

Cu-Ka (1.541874 &) 2theta

Ryc. 21. Dyfratogramy biokompozytéw otrzymanych na bazie polikaprolaktonu z hydroksyapatytem.
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Polycaprolactone
PCAPG0
HAp 60 nm
T T T T T T T T T
15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 §0.00
Cu-Ka (1.541874 A) 2theta

Ryc. 22. Dyfratogramy materialéw HAP 60nm (hydroksyapatyt), PCAP60 (biokompozyt) i
polikaprolakton.
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Ryc. 23. Dyfratogramy biokompozytéw otrzymanych na bazie polilaktydu z hydroksyapatytem.
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HAp 40 nm
T T T T T T T T T
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Cu-Ka (1.541874 A) 2theta

Ryc. 24. Dyfratogramy probek HAp 40nm, PLLA40 (biokompozyt) i polilaktyd.
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4.2.2. ROZNICOWA KALORYMETRIA SKANINGOWA

Analiza przebiegu krzywych na widmach DSC biokompozytéw pozwolito na badanie
przemian fazowych (tj. zeszklenie, topnienie, krystalizacja) zachodzacych w biokompozytach.
Dla badanych uktadow polilaktyd + hydroksyapatyt wartosci temperatur przejécia szklistego
dla wszystkich badanych probek oscyluja w okolicach warto$ci tej temperatury wyznaczonej
dla czystego polilaktydu tj. 63°C (Ryc. 25).

Na postawie tych informacji mozna wywnioskowaé, ze w matrycy polilaktydu wtaczenie HAp
nie ma zasadniczego wplywa na Tg w otrzymanym biokompozycie (P. Mroz, S. Biatas, M.
Mucha, H. Kaczmarek, Thermochimica Acta. 2013,573,186-92). Jedynie w przypadku probki
PLLAI12S mozna okresli¢ temperatur¢ zimnej krystalizacji wynoszaca 108°C (Rys. 25).

Efekt ten jest zwigzany z wigksza zawartoscig fazy amorficznej w sferycznej odmianie
hydroksyapatytu. Temperatura topnienia biokompozytu glownie zalezy od wielkosci 1 jakosci
otrzymanej struktury krystalicznej uktadu polilaktyd + hydroksyapatyt, a istotny wptyw na to
ma przej$cie ma forma hydroksyapatytu (X. Liu, T. Wang, L. Chow, M. Yang, J. W. Mitchell.
Intern. J. Polym. Sci. 2014, 2014, 1-8.). Przebieg krzywej topnienia moze by¢ wynikiem
polimorficznej przemiany krystalicznej, poniewaz polilaktyd moze wykazywaé trzy rozne
rodzaje struktur krystalicznych. Z analizy dyfraktograméw wynika, ze dominujaca forma jest
postac¢ a, ktora jest najbardziej stabilna i charakteryzuje si¢ stosunkowo wysoka temperaturg
topnienia (Chen i wsp., 2011). Z danych literaturowych wiadomo, ze wzrostowi intensywnosci
piku dyfrakcyjnego przypisywanego fazie o matrycy polilaktydu z wlaczeniem
hydroksyapatytu towarzyszy wzrost temperatury topnienia fazy polilaktydu w
nanokompozytach (~175 °C) w poréwnaniu z czystym pollaktydzie (~165°C). Na wzrost ten
nie ma wptywu wieksze stezenie hydroksyapatytu w biokompozytach. Analiza uzyskanych
wynikow pozwala stwierdzi¢, ze w badanych probkach z polilaktydem wartosci temperatury
topnienia zmieniaja si¢ w zakresie 173,4-177,7°C. Anomalie endotermiczne zrejestrowane w
temperaturach ~305 °C dla probek PLLA12 i PLLA12s oraz ~380 °C sg zwiazane z rozktadem
polikatydu.

Odmienng charakterystyke termiczng w stosunku do poprzednio opisanych
biokompozytéw maja uklady otrzymane na bazie polikaprolaktonu. Na zarejestrowanych
termogramach widoczne s3 endotermiczne piki topnienia w zakresie temperatur 63,77-66,85
°C. Wartosci te zblizone sa do temperatury topnienia czystego (60°C) (S. H. Murphy, G. A.
Leeke, M. J. Jenkins J. Therm. Anal. Calorim 2012, 107, 669-674). Niewielkie podwyzszenie

temperatury topnienia badanych uktadéw wskazuja na wieksza stabilno$¢ otrzymanych
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biokompozytéw i mogg by¢ wynikiem oddziatywan miedzyczasteczkowych (Scaffaro 2017).
Kolejne duzo wigksze endotermiczne piki pojawiaja si¢ w zaleznosci od uzytego
hydroksyapatytu przy nastepujacych temperaturach: 305 °C (PLLA12. PLLA12S), 381,1 °C
(PLLA20), 379,90 °C (PLLA40). Piki te zwigzane z procesem rozktadu polikaprolaktonu i

Scile zwigzane sg z rozmiarami hydroksyapatytow.

4.2.3 SKANINGOWA KALORYMETRIA ROZNICOWA DSC

Dla probek AZ3 1 AZ4 analogiczny proces obserwuje si¢ przy ok 65 °C, a ubytek masy w obu
przypadkach stanowi ok 10 % - $wiadczy to o uwodnieniu probek. Dla wszystkich badanych
probek obserwuje si¢ przegigeie przy ok. 230 °C stanowigce odpowiednio dla probek AZl i
AZ2 ok. 10 % ubytku masy natomiast dla AZ3 i AZ4 ok. 13 %. Dla probki AZ1 obserwuje si¢
niewielkie, stanowigce ok 1 % ubytku masy przegigcie w temperaturze ok. 775 °C. Na krzywe]
probki AZ3 obserwuje si¢ dwa dodatkowe przegigcia — niewielkie (ok. 2 % ubytku masy) przy
ok. 406 °C oraz przy 495 °C stanowiagce ok. 10 % ubytku masy probki. Analogiczny ubytek
masy ok 8,5 % obserwuje si¢ na krzywej probki AZ4 w temperaturze ok. 482 °C.

Tab. 11. Zestawienie efektow termicznych probek kompozytow PLLA

Kompozyt Pik (°C) | Pik (°C)
PLLA 12 -polilaktyd + HAp 12 um (needle like) | 173,36 | 305,83
PLLA 12S -polilaktyd + Hap 12 um (spherical) | 174,96 | 305,08
PLLA 20 -polilaktyd + Hap 20 nm (needle like) | 172,68 | 381,10
PLLA 40 -polilaktyd + Hap 40 nm (needle like) | 177,61 | 379,90

Kompozyty z polilaktydem maja jeden pik endotermiczny w temp. 172-178 °C pochodzacy
najprawdopodobniej od polilaktydu. Drugi duzo wigkszy pik endotermiczny pojawia si¢ w
zalezno$ci od uzytego hydroksyapatytu. Dla hydroksyapattytu 12 um jest to pik przy temp. 305
°C, natomiast dla 20 nm i 40 nm przy odpowiednio 381,10 i 379,90 °C. Im mniejsze czastki

hydroksyapatytu sg stosowane, tym temperatura przesuwa si¢ do wyzszych wartosci.
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Tab. 12 Zestawienie efektow termicznych probek kompozytow PCAP

Kompozyt Pik (°C) | Pik (°C) | Pik (°C)

PCAP12- polycaprolactone + HAp 12 um 66,85 | 332,36 | 386,78

PCAP12S- polycaprolactone + Hap 12 um (spherical) | 65,77 | 335,92 | 400,06
PCAPG60-polycaprolactone + Hap 60 nm 66,82 422,99
PCAP40-polycaprolactone + Hap 40 nm 63,77 424,12

Kompozyty z PCL majg jeden pik endotermiczny w temp. 63-67 °C pochodzacy
najprawdopodobniej od PCL. Drugi duzo wigkszy pik endotermiczny pojawia si¢ w zaleznosci
od uzytego hydroksyapatytu. Dla hydroksyapatytu 40 nm i 60 nm przy odpowiednio 424,12 i
422,99 °C. Dla hydroksyapatytu o czastkach wilekosci nanometréw pojawia si¢ szeroki pik
natozony z dwoch proceséw endotermicznych: pierwszy mniejszy przy temp. 332,36 1 335,92

spherical) oraz drugi znacznie wiekszy przy odpowiednio temp. 386,78 i 400,06 °C.
(sp g ¢kszy przy odp p

4.2.4. MIKROSKOPIA RAMANOWSKA
Dla badanych materiatbw nie wykazano zr6znicowania pod wzglgdem wizualnym i
spektralnym. Potozenie pokroj pasm jest charakterystyczne dla polilaktydu. Wszystkie probki

zawieraja widocznie pod mikroskopem aglomeraty HAp.

W analizowanej probce zaobserwowano czastke hydroksyapatytu. Widmo zawiera
charakterystyczne pasmo 965 re. 1/cm. Widmo usrednione polimeru odpowiada polilaktydowi.
Probka PLLAG6Os jest jednorodna; na zdjeciu mikroskopowym nie wida¢ aglomeratoéw HAp.
Usrednione widmo mozna przypisa¢ do polilaktydu. Brak pasm charakterystycznych

hydroksyapatytu.

Probki PCAP posiadajg charakter jednorodny

4.2.5. SPEKTROSKOPIA W PODCZERWIENI

W celu petnej charakterystyki hydroksyapatytow przeprowadzono badania spektroskopowe
FT-IR-ATR. Uzyskane wyniki pozwola na okreslnie zmian charakterystyki widma dla uktadow

biopolimerow. Zarejestrowane widma spektroskopowe przedstawiono na ryc. 25.
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Ryc. 25. Widma FTIR prébek HAP 60NM-HAP 12umS.

Widma FTIR wszystkich form niemodyfikowanego hydroksyapatytu (HAP 60nm-HAp
12umS) zostalo przedstawione na rysunku 1. Zgodnie z danymi literaturowymi (Costescu i
wsp.,2010; Panda i wsp., 2003) zidentyfikowano wszystkie najbardziej charakterystyczne
pasma dla tego zwiazku pasmom pochodzacych od grup fosforanowych POs>, za ktore
odpowiedzialne sa cztery rodzaje drgan: vi, vz, v3, 1 v4. Szerokie pasmo w zakresie liczb
falowych 1026 i 1110 cm™ zwiazane z drganiami rozciagajacymi vs jonu POs*. Pasma
zginajace vatej grupy zlokalizowane s3 na widmie przy czestoéci 602-607 cm™. Natomiast, dwa
waskie pojedyncze pasma przypisane odpowiednio drganiom  zginajacych vz oraz

rozciagajacych vi, zaobserwowane przy liczbach falowych 468 oraz 962 cm™,

Tab. 13. Zestawienie wszystkich charakterystycznych pasm widocznych w widmie FTIR

niemodyfikowanego hydroksyapatytu (dane literaturowe) (Costescu i wsp., 2010)

pasmo rodzaj drgan | liczba falowa
nazwa symbol lub pasma (cm™)
fosforanowe PO zginajace vz 470
fosforanowe PO zginajace va 566
fosforanowe PO zginajace va 603
hydroksylowe OH- konstytucyjne 632
fosforanowe POs* | rozciagajace vi 960
fosforanowe PO | rozciagajace vs 1033
fosforanowe PO | rozciagajace vs 1096
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Tab. 14. Zestawienie wszystkich charakterystycznych pasm widocznych w widmie FTIR

niemodyfikowanego hydroksyapatytu dla badanych prébek HAP 60NM-HAP 20NM

pasmo rodzaj drgan liczba falowa(cm™)
HAP HAP HAP HAP HAP
nazwa symbol lub pasma
60NM 12UM 40NM 20NM 12UMS
fosforanowe PO zginajace vz 467.2 469.1 467.3 463.0 468.6
fosforanowe PO zginajace va 563.1 553.5 561.5 563.3 559.4
fosforanowe PO zginajace va 598.2 601.4 601.6 600,5 602.2
fosforanowe PO rozciagajace vi 963.3 981.8 962.7 965.3 982.3
fosforanowe PO rozciagajace v3 1028.6 1026.4 1024.3 1028.8 1023.5
fosforanowe PO rozciagajace v3 1087.3 1085.2 1084.8 1083.4 1084.4
PCAP12S 3 L
c\? &
= i
2 | PCAP40 3§
z &
g E :
= i
PCAP60 5
o : ) ! i \"1 .C-C‘ i
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Ryc. 26. Widma FTIR materialow PCAP12, PCAP12S, PCAP40, PCAPGO.

Na wszystkich widmach FTIR biokompozytéw otrzymanych na bazie polikaprolaktonu z HAp

(Rys. 26) zaobserwowano wystepowanie nastepujacych pasm absorpcyjnych:
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Multipletowe pasmo w zakresie liczby falowej 2989 — 2882 cm™ zwiazane jest z
drganiami rozciggajacymi grupy —CH 1 zginajacymi grupy —CHs;

Intensywne pasmo z maksimum przy liczbie falowej 1750 cm™ zwigzane jest z
drganiami rozciggajacymi grupy C=0 i asymetrycznymi 1 symetrycznymi drganiami
rozciggajacymi grupy C-O-C;

Dwa pasmo w zakresie liczby falowej 1453 — 1382 cm™ zostato przypisane drganiom
zginajacym grupy —CHz;

Pasmo w zakresie liczby falowej 1500 — 1150 cm™ zostalo odpowiadaja grupom
estrowym w polikaprolaktonu;

Szerokie pasma przy czestosciach 1030 i 1090 cm™ zwigzane z drganiami
rozciagajacymi vs jonu PO4>;

Pasma w zakresie liczb falowych przy 952-956 cm™' i 558-562 ¢cm™! odpowiadaja
drganiom zginajacych v1 oraz rozciagajacych vajonu PO4>;

Stabe pasmo w zakresie liczby falowej 856-865 cm™' zwigzane z drganiami
rozciagajacymi wigzan C-C;

Pasma na widmie przy czestosci 602-604 cm™ przypisane drganiom zginajacym va jonu
PO.*;

Bardzo slabe pasma widmie przy czestosci 456-477 cm™ przypisane drganiom

zginajacym v jonu PO4>".
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Ryc. 27 Widma FTIR prébek PLLA12, PLLA12S, PLLA20, PLLAA40.

Na wszystkich widmach FTIR biokompozytéw otrzymanych na bazie polilaktydu z
hydroksyapatytem (Rys. 3) zaobserwowano wystepowanie nastepujacych pasm absorpcyjnych:

e Multipletowe pasmo w zakresie liczby falowej 2997 — 2882 cm™ zwigzane jest z
drganiami rozciggajacymi grupy —CH 1 zginajacymi grupy -CHs;

e Intensywne pasmo z maksimum przy liczbie falowej 1750 cm™ koresponduje z
drganiami rozciggajacymi grupy C=0O i asymetrycznymi i symetrycznymi drganiami
rozciaggajacymi grupy C-O-C,;

e Dwa pasmo w zakresie liczby falowej 1453 — 1382 cm™ zostato przypisane drganiom
zginajacym grupy —CHz;

e Pasma absorpcji przy liczbie falowej 456-477 cm™, 558-564 cm™, 601-606 cm™, 953-

956 cm™, 1031-1037 cm™* oraz 1083-1090 cm™* odpowiadaja drganiom w obrebie grup
fosforanowych.

Ze wzgledu na maty procent wagowy HAp, jego charakterystyczne pasma maja wyzszy procent

przepuszczalnosci.
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4.2.6. SKANINGOWA MIKROSKOPIA ELEKTRONOWA

Badania mikrostruktury biokompozytow przeprowadzono w celu oceny morfologii
powierzchni badanych materialtow. Na Rys. 28-29 przedstawiono mikrofotografie SEM dla
wszystkich badanych prébek przy roznych powiekszeniach. Z analizy obrazéw wynika, ze na
powierzchni ukladow zawierajacych polilaktyd (Rys. 59-60) widoczne sg aglomeraty
hydroksyapatytu. Natomiast w biopolimerach otrzymanych na bazie polikaprolaktonu z
hydroksyapatytu (Rys. 30-31) rozmieszczenie napetniacza na powierzchni jest rOwnomierne.
Poza obserwacjami powierzchni, przeprowadzono ich analize EDX w celu okre$lenia sktadu

chemicznego. Wyniki analizy dla poszczegdlnych probek przedstawiono na Rys. S35-S44.
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100KV X100 8SE 31 3 m 30,0k g 3 » 10,04V x1.00k BSESD

10.0kV x500 BSEZD.

10.0kV x1.00% BSESD = . " 80.0um 10.0kV x5:00% BSE3D

10.06¥ K100 BSESD Py, g 10,08V X250 BSE2D

Ryc. 28 Morfologia powierzchni biokompozytow: a-f PLLA12; g- PLLA12S; m-o0 PLLA20.
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Ryc. 29 Morfologia powierzchni biokompozytow: a-f PLLA40

; g-1 PLLAGO.
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10.0kV %100 BSE: Ok . % 10,06V 3500 B

Ryc. 30 Morfologia powierzchni biokompozytow: a-f PCAP12; g- PCAP12S; m-r PCA20.

" {ooum
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10,06V x100 BSE3D

10,0k x5.00% BSE3D

10.0kV x250 BSESD m 10.0kV x500 BSESD

10.0kV x1.00k BSE3D e 0. Guar 10.0kV 5,00 BSE3D

Ryc. 31 Morfologia powierzani biokompozytow: a-f PCAP40; g-1 PCAP60.
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Mikrostruktura wszystkich przedstawionych probek jest bogata; obecne sg liczne nierdwnosci,
chropowato$¢ i pory. W kazdym z badanych materiatéw mocno wyr6zniaja si¢ aglomeraty HAp
— co potwierdza dodatkowo analiza EDX wykazujaca obecno$¢ atomow wapnia i potasu w
niektérych obszarach. Najwigksza homogenno$¢ probek zaobserwowano dla PCAP20,
PCAP40 i PCAP60 — w przypadku tych probek aglomeraty sg najmniej liczne, a ich rozmiary
sg najmniejsze, co wskazuje, ze PCL tatwiej miesza si¢ z HAp pozwalajac na uzyskanie bardziej

jednorodnych probek.

4.2.7T WYTWARZANIE FILAMENTU DO DRUKU 3D

Przy zastosowaniu ekstruzji wysokotopliwej uzyskano dwa rodzaje filamentéw (Fot.10, 11)
Jeden zawieral w swoim skladzie polilaktyd i nanohydroksyapatyt. W drugim oprocz
wspomnianych sktadnikow zostal wprowadzony dodatek w postaci meloksykamu. Zdjecia
wytworzonego filamentu przedstawia Fot. 1 Schemat dziatania ekstrudera oraz doktadny sktad

poszczegblnych filamentow opisano w dziale materiaty i metody.
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Fot.10 Filament otrzymany w procesie ekstruzji Fot. 11 Filament z dodatkiem czasteczki leku.

topliwej na bazie polilaktydu i nHAp

4.2.8. OPRACOWANIE PROJEKTOW GRAFICZNYCH
PRZESTRZENNYCH I POROWATYCH SUBSTYTUTOW KOSCI W
TECHNOLOGII CAD

Przykladowe projekty komputerowe opracowane w trakcie realizacji badan.
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Ryc. 32. Przykladowe projekty graficznych przestrzennych i porowatych substytutow kosci w technologii
CAD.

4.2.9 WYTWORZENIE PRZESTRZENNYCH PROTOTYPOW
SUBSTYTUTOW KOSCI METODA DRUKU 3D O ROZNEJ
ARCHITEKTURZE WEWNETRZNEJ

Po opracowaniu modeli czterech rusztowan o réznej geometrii przystgpiono do wytworzenia

ich modeli fizycznych za pomoca drukarki 3D.

92



Fot. 12. Zdjecia przedstawiaja wydruki 3D do rekonstrukcji tkanki kostnej na bazie PLLA i nHAp

0 roéznej porowatosci.
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Fot. 13. Prototypy kompozytowych rusztowan a. PLLA b. polilaktyd PLLA@nHAp

4.2.10. WYTWORZENIE KOLEJNYCH PROTOTYPOW W DRUKU 3D Z
FILAMENTU MODYFIKOWANEGO CZASTECZKA LEKU.

Wszystkie zaprojektowane wczesniej modele podlozy zostaly poprawnie odwzorowane za
pomoca techniki druku FDM. Tym razem uzyty filament zawierat dodatkowo czasteczki
meloksykamu. Otrzymano trojwymiarowe przestrzenne podloza posiadajace otwarte i

potaczone ze sobg pory. (Fot.z)

Analizujgc wlasciwos$ci lekow ktore potencjalnie moglyby zosta¢ uzyte do druku,

wytypowatam meloksykam ze wzgledu na wysoka temperaturg rozktadu. (Tab. 14)

Tab. 14. Parametry fizykochemiczne wybranych lekéw przeciwbdlowych.

COX logP Temperatura Temperatura
rozkladu ekstruzji
Paracetamol COX-3 0,46 169°C
Ibuprofen COX-1COX-2 | 3,97 75-78°C
Meloksykam COX-2 3,43 254°C 210°C
Kwas COX-1COX-2 [ 1,19 136°C
acetylosalicylowy
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Fot. 15 Wydruki zawierajace w swoim skladzie meloksykam o réznej architekturze wewnetrznej.

4.2.11. PODATNOSC MATERIALOW NA ADHEZJE
MIKROORGANIZMOW

Wyniki z oceny zdolnosci adhezyjnych testowanych szczepow bakterii w odniesieniu do
powierzchni badanego biomateriatu przedstawiono w tab. 15. Wyniki przedstawiono w ilo$ci
uzyskanych jednostek tworzacych kolonie zdesorbowanych do 1 ml do 0,5% roztworu
saponiny. Startowa liczba bakterii wynosita 3x10° j.t.k. w 1 ml hodowli. Po 48 godzinach
inkubacji liczba j.tk. wynosita w zakresie od 0.05+0.00x10° do 1.12+0.73x108. Najstabsze

zdolnosci adhezyjne wobec badanych biomaterialow stwierdzono wobec gram-dodatniej
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laseczki B. cereus PCM 2019 (Fot. 16). Najstabiej skolonizowany byt biomaterial PLLA (PK)
oraz PLLA@nHAp MEL (9), ilo$¢ j.t.k wynosita 0,05 — 0,1 x10® w 1 ml. Najlepsze wtasciwosci
adhezyjne ta przetrwalnikujace laseczka wykazywata wobec biomateriatu PLLA20 (P2) i
PCAPG60 (P8), jednakze ilos¢ j.t.k. nie przekraczata ilosci dawki zastosowanej jako inokulum.
W przypadku gram-dodatnich ziarniakow wieksze zdolnosci adhezyjne stwierdzono dla
gronkowca metycylinoopornego S. aureus MRSA ATCC 33592. Z reguly izolowano z
powierzchni biomaterialow powyzej 10° j.t.k. z 1 ml zawiesiny. Podobne wyniki uzyskano w
przypadku gram-ujemnych pateczek wigksze zdolno$ci adhezyjne stwierdzono w przypadku P.
aeruginosa PCM 2058 (Fot. 17) niz E. coli PCM 2057 (Fot. 18). Z reguly, ilo$¢ jednostek
tworzacych kolonie wzrastata wobec dawki inokulacyjnej o 1 lub 2 rzedy wielkoéci (108— 107).
Biomaterialy PLLA (PK) i PLLA@nHAp MEL (9) byly najstabiej skolonizowane przez

testowane bakterie gram-dodatnie jak i gram-ujemne.

Tab. 15. Tlosciowa Zdolnos$ci adhezyjne szczepow wzorcowych wobec biopolimerow wyrazone w j.t.k./ml

zawiesiny testowanych bakterii

g & o

5 2 g g 3 s B 5 g 2

E «© 2 O 2 O 2 < = o £ o

= D - L Y N S n ™ g « o> «

S o 8 = g2 S 3 £ O .S S S

& o O 3) = 0O w o g O

I = o g g n = a © g

s < o
1. PLLA (PK) 6.66+0.14x10* 4.80+0.52x104 0.55+0.09x10* 6.00+0.5x10* 5.66+0.16x10°
PLLA@nHAp MEL

2. P9) 0.10+£0.10x103 0.16£0.01x10% 1.40+0.02x10% 4.46+0.22x10° 10.4+£2.50x108
3. PLLA@nHAp (P10) | 8.33+0.14x10* 4.06+0.76x10° 3.19+0.20x10° 3.19+0.20x108 6.77+0.19x107
4, PLLA12NL (P1) 2.00+0.00x10* 8.43+0.96x10° 2.76+0.25x10° 6.20£0.30x10° 2.30+0.16x10°
5. PLLA20 (P2) 1.16+0.14x105 3.26+0.07x10° 1.16+0.16x108 9.76+0.96x10° 1.66+0.19x107
6. PLLA40 (P3) 6.66+0.14x10* 5.50+0.25%10° 1.01+0.03x108 3.05+0.32x10° 5.32+0.72x10°
7. PLLAGO (P4) 0.05+0.00x103 4.63+0.07x105 2.63+0.30x108 7.03+£0.10x108 2.8540.94x108
8. PLLA12S (P5) 2.00+0.00x10* 2.4440.96x10° 2.59+0.24x108 1.49+0.22x108 1.1540.38x107
9. PCAP20 (P6) 8.33+0.14x10* 1.76+0.15x10° 1.41£0.67x10° 1.52+0.72x108 9.10+0.34x108
10. PCAP40 (P7) 3.66+0.14x10* 4.56+0.12x105 2.08+0.83x108 1.89+0.30x108 3.40+0.25x108
11. PCAP60 (P8) 3.10£0.14x105 5.03+£0.16x10° 3.71£0.07x107 4.28+0.54x108 1.12+0.73x108
12. PCAP12S (P11) 2.20+£0.00x10* 2.440.96x10° 2.3940.24x108 1.3940.22x108 1.5+0.38x107

+SD — odchylenie standardowe
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Fot. 16 Przykladowe posiewy powierzchniowe zawiesiny B. cereus PCM 2019 zdesorbowanych pod
wplywem saponiny z powierzchni materialu PLLA (K), PLLA 60 (P4), PCAP40 (P7), PCAP60 (P8),
PLLA@ nHAp MEL (P9), PLLA@ nHAp (P10) z rozcienczenia 103,

Fot. 17. Przykladowe posiewy powierzchniowe zawiesiny E. coli PCM 2057 zdesorbowanych pod wplywem
saponiny z powierzchni materialu PLLA (K), PLLA 12 NL (P1), PLLA 20 (P2), PLLA 60 (P4),
PLLA 12S (P5) i PLLA@ nHAp MEL (P9) z rozcienczenia 103,
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Fot. 18. Przykladowe posiewy powierzchniowe zawiesiny S. aureus MRSA ATCC 33592 zdesorbowanych
pod wplywem saponiny z powierzchni materialu PLLA 12 NL (P1), PLLA 40 (P3), PLLA 60 (P4),
PCAP40 (P7), PCAP60 (P8), i PLLA@ nHAp MEL (P9) z rozcieficzenia 10,

Fot. 19. Przykladowe posiewy powierzchniowe zawiesiny P. aeruginosa PCM 2058 zdesorbowanych pod
wplywem saponiny z powierzchni materialu PLLA (PK), PLLA 40 (P3), PLLA 60 (P4), PLLA 12S
(P5) , PCAP60 (P8) i PLLA@ nHAp MEL (P9) i PLLA@ nHAp (P10) z rozcienczenia 107
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W wyniku oceny podatnosci materiatow na adhezj¢ mikroorganizméw stwierdzono:

1. Najstabsze wtasciwosci adhezyjne wobec testowanych biomaterialow wykazywatly
bakterie gram-dodatnie z rodzaju Bacillus i gronkowce niemetycylinooporne (PCM
2054).

2. Pateczka ropy blekitnej (PCM 2058) cechowala si¢ najsilniejsza zdolno$cig adhezyjna
wobec testowanych biomateriatow.

3. Z reguly, bakterie gram-dodatnie nie wykazywaly zdolnosci adhezyjnych wobec
testowanych biomateriatow.

4. Najstabiej kolonizowane przez testowane bakterie byly biomateriaty PLLA (PK) oraz
PLLA@nHAp MEL (9).

4.2.12. IZOLACJA KOMOREK Z TKANKI TLUSZCZOWEJ.

Izolacj¢ komorek przeprowadzono zgodnie z wczesniej opisanym protokotem. Materiat do
izolacji byl pobrany podczas zabiegu liposunkcji i nie byl przenaczony do dalszego
wykorzystania w leczeniu. W trakcie prowadzonych badan wykonano 5 izolacji od pacjentek
w roznym wieku w przedziale od 25 do 42 lata. W tej grupie jedna z pacjentek byta leczona z
powodu zespotu metabolicznego. Wszytkie izolacje zakonczyly si¢ sukcesem , wyizolowane
komorki byly poddane analizie jakosciowej Ryc. 33. Dla wszytkich wykonono roznicowanie w
kierunku osteoblastéw Ryc. 34. Wszyskie izolowane hodowle spetnity wymagania jakosciowe
1 roznicowatly si¢ w osteoblasty. Fot. 20 przedstawia przyktadowa hodowle izolowang z tkanki

thuszczowe;.

Fot. 20. Hodowla pierwotna komorek izolowanych z tkanki tluszczowej. 5 dni od izolacji, pozywka
selektywna dla komérek macierzystych NutriStem. Powi¢kszenie obiektywu 10x, mikroskop
EVOS FL.
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Przedstawione na rycinie komorki sg adherentne, widoczne sg fragmenty tkanki z ktorej zostaty

wyizolowane. Morfologia komoérek przypomina fibroblasty.

CD44 CD73

CD90 CD105

Ryc. 33. Wybrane markery powierzchniowe wykorzystywane do oceny wyizolowanych
komorek. Mikroskop EVOS FL, powigkszenie 20x.
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Kontrola a.

Ryc. 34 Réznicowanie poszczegolnych hodowli w kierunku osteoblastow. Kontrola — komorki rosnace na

pozywce selektywnej , a-e hodowla z wykorzystanie pozywki réznicujacej. Mikroskop Evos XI.
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4.2.13 OCENA CYTOTOKSYCZNOSCI IN VITRO

Oceng cytotoksycznosci przeprowadzono zgodnie z normg 10993-5, zgodnie z metodyka

opisang powyzej. Badana wykonano dla ekstraktéw z badanych materiatow na wybranych

liniach komoérkowych. Ryc. 35 przedstawia wynik dla materiatu w postaci kragzkéw, a Ryc. 36

dla wydruku 3D. W badaniu przeprowadzonym zgodnie z normg nie stwierdzono

cytotoksycznosci dla komorek.
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Ryc. 35. Ocena cytotoksycznosci ekstraktow z badanych materialéw w tescie MTT. Wyniki po 24 h

inkubacji z ekstraktami z badanych materialow. Wyniki sa Srednimi z 5 niezaleznych

eksperymentow. Wyniki sg przedstawione jako stosunek warto$ci uzyskanej w tescie do hodowli

kontrolnej (E/Eo). Nie stwierdzono statystycznie istotnego spadku zywotnosci hodowli w

poréownaniu z kontrola (p < 0,05).
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Ryc. 36. Ocena cytotoksycznosci ekstraktow z badanych wydrukéw w tescie MTT. Wyniki po 24 h
inkubacji z ekstraktami z badanych wydrukéw. Wyniki sg §rednimi z 5 niezaleznych
eksperymentéw. Wyniki sa przedstawione jako stosunek warto$ci uzyskanej w teScie do hodowli
kontrolnej (E/Eo). Nie stwierdzono statystycznie istotnego spadku Zywotnosci hodowli w
poréwnaniu z kontrola (p < 0,05).

Dla badanych materiatow wykonano réwniez ocen¢ hodowli 24 h fibroblastow linii L929 z

materiatem 1 oceniono morfologie komorek w jego poblizu, 1 cm od brzegu probki, w

pozostatej czesci dotka, a takze pod krazkiem, w odwrocony mikroskop kontrastowo-fazowy

EVOS FL. Kontrole¢ w badaniach stanowila hodowla fibroblastow prowadzona w pelnym

medium i w standardowych warunkach, ktora nie miala kontaktu z badanym materiatem.

Stopien cytotoksycznosci materiatow oceniono wedtug kryteriow opisujacych zmiany
w morfologii komorek. Zgodnie z cytowang normg za materiat cytotoksyczny uznaje si¢ taki,

ktory posiada co najmniej 2 stopien oceny.

103



Tab. 16: Stopnie toksycznosci dla badan z zastosowaniem kontaktu bezposredniego

Stopien Toksycznos$¢ Opis zmian w hodowli komoérkowej

0 brak brak zmian w otoczeniu materiatu oraz pod materiatem

pojedyncze komorki ulegly degeneracji lub znieksztatceniu pod

1 staba i
materialem
. strefa zmienionych komorek jest ograniczona do powierzchni pod
2 umiarkowana )
materialem
3 $rednia strefa zmienionych komorek jest ograniczona do 1 cm wokdt materialu
4 silna strefa zmienionych komoérek przekracza granicg 1 cm wokot materiatu

Oceng zmian morfologicznych fibroblastow po czasowym kontakcie z badanymi materiatami
oraz ich stopien cytotoksycznosci przedstawiono na ryc. 37 i 38. Komorki fibroblastow po
kontakcie z materiatami wykazywaty prawidtowa morfologi¢. W obrazie morfologicznym
komorek nie zaobserwowano réznic w odniesieniu do hodowli kontrolnej, przy brzegu probki,
1 cm od probki, a takze w dalszej odlegtosci od probki oraz pod probka. W przeprowadzonych
badaniach wykazano stopien cytotoksycznosci na poziomie 0, w czterostopniowej skali oceny

toksycznosci. Swiadczy to o. braku dziatania cytotoksycznego ocenianych materiatow.
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PCAP12S
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Ryc. 37. Kohodowla komérek linii L929 badanych skafoldéw, powiekszenie obiektywu 20x, mikroskop
FLOID, barwienie InvitrogenReadyProbes™ Cell Viability Imaging Kit Green / Red. Komérki

widocznie w bialym polu — wzrost obok badanego skafoldu, w obrazie fluorescencyjnym pod

skafoldem.
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Ryc. 38. Kohodowla komoérek linii L929 badanych wydrukéw, powiekszenie obiektywu 20x, mikroskop
FLOID, barwienie InvitrogenReadyProbes™ Cell Viability Imaging Kit Green / Red. Komérki
widocznie w bialym polu — wzrost obok badanego skafoldu, w obrazie fluorescencyjnym pod

skafoldem.
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4.2.14. OCENA WZROSTU KOMOREK NA BADANYCH
BIOMATERIALACH

Wytworzone w badaniach materialy sg przeznaczone do zastosowania w regeneracji tkanki
kostnej. Aby mogty prawidtowo peti¢ zaktadang funkcje muszg posiada¢ powierzchnie, ktéra
bedzie dobrym podtozem do wzrostu komorek. W wyniku badan przeprowadzono oceng
ilosciowg 1 jako$ciowa wzrostu opracowanych materiatach. W tescie MTT dla komdérek NHDF
stwierdzono lepsze porastanie materialu w poroéwnaniu do kontroli dla materiatu PLLA12S.
Wyrazne roznice, lepszy wzrost zaobserwowano dla hodowli osteoblastow — linia 7F2. W
przypadku tych komorek zaobserwowano zwigkszong proliferacj¢ dla 3 badanych materialow
w poréwnaniu z kontrolg.

Wynik ten moze by¢ spowodowany strukturg powierzchni obu badanych materiatow.
Jest to szczegoOlnie dobrze widoczne na Ryc. 39. Materialy serii PLLA maja powierzchni¢
bardzie nier6wna, pofaldowana, a to moze sprzyja¢ wzrostowi wiekszej ilosci komorek.

Zdjecia wzrostu komorek na wszystkich badanych powierzchniach przedstawia Ryc. 40

141.
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Ryc. 39. Ocena wzrostu komérek na powierzchni badanych materialéw tescie MTT. Wyniki po 72 h
hodowli komérek na badanej powierzchni. Wyniki sa Srednimi z 5 niezaleznych
eksperymentéw. Wyniki sa przedstawione jako stosunek wartosci uzyskanej w teScie do hodowli

kontrolnej (E/Eo). Istotno$¢ statystyczna w poréwnaniu do kontroli (p < 0,05).
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PLLA

PCAP

Ryc. 40. Przykladowy wzrost komérek linii L929 na powierzchni PLLA i PCAP, powi¢kszenie obiektywu
4x, mikroskop EVOS FL, barwienie InvitrogenRe, adyProbes™ Cell Viability Imaging Kit,

Blue/Green
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Ryc. 41. Wzrost komérek linii L929 badanych powierzchniach, powigkszenie obiektywu 10x, mikroskop
EVOS FL, barwienie InvitrogenRe, adyProbes™ Cell Viability Imaging Kit, Blue/Green
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WZROST KOMOREK NA WYDRUKACH 3D

Podobnie jak w testach oceniajacych wzrost komoérek na krazkach oceniono wpltyw
otrzymanych powierzchni na wzrost komorek na powierzchniach wydruku. W badaniu
oceniono wzrost komorek na powierzchni (barwienie fluorescencyjne) oraz w catym skafoldzie
(test MTT). Szczegodlne znaczenie miato badanie w ktérym wykorzystano wyizolowane
komorki macierzyste z tkanki tluszczowej dawcow. Zaprojektowany produkt inzynierii
tkankowej jest nowoczesnym materialem umozliwiajacym dodarcie komorek macierzystych
w migejsce, ktore wymaga regeneracji.

W wyniku badan stwierdzono, ze uzyskane polaczenie materialdow stanowi idealne
podtoze do wzrostu komodrek w poréwnaniu z samym PLLA. Dodatek hydroksyapatytu zmienit
wlasciwosci materiatu i dzigki temu wszystkie wydruk jest dobrym poditozem do wzrostu
wszystkich badanych rodzajéw komorek (fibroblastow, osteoblastow 1 komorek
macierzystych) Ryc. 42, 43, 44.

Wazrost komoérek nastgpuje nie tylko na powierzchni materiatu (Ryc. 42), ale rosnace
zywe komorki pokrywajg caty scaffold powodujac redukcje formazanu (Ryc. 43 i 44).
Uzyskane wyniki potwierdzaja przydatno$¢ zaprojektowanych materialdow jako nos$nika
komorek do regeneracji ubytkéw kostnych i mogg znalez¢ zastosowanie w personalizowane;j

medycynie.

116



PLLA

PLLA@ nHAp

PLLA@ nHAp MEL

Ryc. 42 Wzrost komoérek izolowanych z tkanki ttuszczowej badanych powierzchniach wydruku,
powiekszenie obiektywu 10x, mikroskop EVOS FL, barwienie InvitrogenRe,adyProbes™ Cell
Viability Imaging Kit, Blue/Green
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Ryc. 43. Ocena wzrostu komérek w badanych wydrukach tescie MTT. Wyniki po 72 h hodowli komérek
w badanych wydrukach. Wyniki sa srednimi z 5 niezaleznych eksperymentow. Wyniki sa
przedstawione jako $rednia warto$¢ uzyskanej absorbcji. Istotno$¢ statystyczna w poréwnaniu do

materialu kontrolnego PLLA (p < 0,05).
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Ryc. 44. Ocena wzrostu hodowli pierwotnych izolowanych z tkanki tluszczowej od 5 pacjentow w tescie
MTT. Wyniki po 72 h hodowli komérek w badanych wydrukach. Wyniki sa $rednimi z 5
niezaleznych eksperymentow. Wyniki sa przedstawione jako $rednia warto$¢ uzyskanej absorbcji.

Istotno$¢ statystyczna w poréwnaniu do materialu kontrolnego PLLA (p < 0,05).

4.2.15 AKTYWNOSC PRZECIWZAPALNA NA MODELU LINII

KOMORKOWEJ THP1
Zastosowanym w prototypie produktu lek — meloksykam jest produktem o aktywnosci
przeciwzapalnej. Celem testu bylo potwierdzenie jego uwalniania poprzez ocen¢ wptywu na
proliferacje komorek linit THP1, ktora moze by¢ wykorzystana jako model badan na procesem
zapalnym.

Komorki tej linii byly hodowane wraz z badanymi materiatlami. Dla PLLA@ nHAp
MEL stwierdzono hamowanie wzrostu tych komoérek w porownaniu do materialow bez leku.
Hamowanie byly widoczne juz po czasie 48 godzin, a nasilato si¢ wraz z trwaniem badania.
Ryc. 45.

Aby oceni¢ iloSciowo uwalnianie leku wykonano réwniez badanie kontrolne w celu
oceny zaleznos$ci hamowania wzrostu komorek linii THP1 od stezenia leku. Na podstawie
wykresu obliczono ilo$¢ uwolnionego leku do hodowli poprzez wptyw na hamowanie
proliferacji komérek THP1. Z badanego bloczka o wymiarach 0.5x0.5.x0.5 cm uwolnito po 72
godzinach okoto 30 ug/ml leku.
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Ryc. 45. Ocena wplywu na wzrost linii THP1 w obecnosci badanych wydrukow (kohodowla komérek w

obecnosci badanego materialu). Wyniki po 48 i 72 h hodowli komoérek z badanymi wydrukami.

Wyniki sg §rednimi z 5 niezaleznych eksperymentow. Wyniki sa przedstawione jako Srednia z

eksperymentéw w porownaniu do hodowli kontrolnej. Istotnos$¢ statystyczna w poréwnaniu do

kontroli i materialow nie zawierajacych leku (Meloxicam) (p < 0,05).
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Ryc. 46. Ocena wplywu na wzrost linii THP1 leku Meloxicam. Wyniki po 72 h hodowli komérek z

lekiem. Wyniki sg §rednimi z 5 niezaleznych eksperymentow. Wyniki sa przedstawione %

zahamowania wzrostu. Istotnos¢ statystyczna w poréwnaniu do kontroli i materialow nie

zawierajacych leku (Meloxicam) (p < 0,05).

120



4.2.16. WPLYW NA ROZNICOWANIE KOMOREK IZOLOWANYCH Z
TKANKI TLUSZCZOWEJ W KIERUNKU OSTEOBLASTOW

W celu oceny dtugotrwatego wptywu badanych wydrukéw 3D na hodowle komorek
macierzystych wykonano kohodowl¢ przez okres 10 dni. Po okoto 7 dniach od rozpoczgcia
eksperymentu zaobserwowano zmian¢ morfologii hodowli, ktéra mogta $wiadczy¢ o jej
réznicowaniu w kierunku osteoblastow. Po 10 dniach hodowle ustalono i zabarwiono 2%
roztworem alizaryny dla oceny r6znicowania komorek w kierunku osteoblastow. Otrzymane
wyniki przedstawia Ryc. 47. Réznicowanie w kierunku osteoblastow stwierdzono w przypadku
materiatow PLLA@nHAp i PLLA@nHApP/MEL. Otrzymane wyniki nalezy oceni¢ jako

wstepne, przedmiotem dalszych badan bedzie ocena mechanizmu réznicowania.

PLLA

PLLA@ nHAp PLLA@ nHAp/MEL

Ryc. 47. Roéznicowanie komorek izolowanych z tkanki tluszczowej hodowanych w obecnosci badanych

wydrukéw 3D. Mikroskop EVOS FL, barwieni z wykorzystaniem 2% roztworu Alizaryny.
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4.2.16. UWALNIANIE LEKU

Ponizej przedstawiono usrednione wyniki uwalniania z 12 jednostek filamentu.

Tab. 17. Profil uwalniania meloksykamu z filamentu wytworzonego z polilaktydu i hydroksyapatytu.

Punk czasowy [dzien] [lo$¢ uwolnionego [lo$¢ uwolnionego

meloksykamu [%] meloksykamu [mg]
1 0,0 0,0
3 0,0 0,0
7 0,0 0,0
10 0,0 0.0
14 0,0 0,0
17 0,0 0,0
21 0,0 0,0
24 0,7 0,08
28 4,8 0,54
32 9,8 1,10
35 15,1 1,70
38 18,3 2,06
42 24.3 2,74
45 27,8 3,13
49 30,1 3,39
52 32,9 3,70
56 33,7 3,79
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Profil uwalniania meloksykamu z filamentu PLA/hydroksyapatyt, [%]
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Ryc. 48. Profil uwalniania meloksykamu z filamentu wytworzonego z polilaktydu i hydroksyapatyu

wyrazony w %.
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Ryc. 49. Profil uwalniania meloksykamu z filamentu wytworzonego z polilaktydu i hydroksyapatyu

wyrazony w mg.
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Ze¢ wzgledu na czas niezbedny do czeSciowej degradacji polimerowego filamentu substancja
czynna zaczg¢ta si¢ uwalnia¢ po okresie okoto 1 miesigca. W czasie drugiego miesigca badania
zaobserwowano stopniowe uwolnienie si¢ do poziomu okoto 30% zawartosci meloksykamu w

jednostce filamentu (okoto 3,7 mg).
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5 DYSKUSJA

Wspotczesna medycyna dysponuje duzym zasobem materialdéw do rekonstrukeji kosci, jednak
nadal odbudowa tkanki kostnej stanowi ogromne wyzwanie. Obecnie dost¢pne materiaty
1 metody leczenia ubytkéw kostnych nie do konca spetniajg oczekiwania pacjentéw i lekarzy.
(Babak i wsp., 2020; Bao i wsp.,2013).

Inzynieria tkankowa stwarza nowe mozliwosci w regeneracji tkanki kostnej. Potaczenie
wiedzy z zakresu inzynierii tkankowej oraz osiggnie¢ terapii celowanej stwarza mozliwos¢
tworzenia nowych ,inteligentnych” kos$ciozastgpczych rusztowan z kontrolowang funkcja
miejscowego uwalniana leku.

Sposrod wielu metod uzywanych obecnie W rekonstrukcji tkanki kostnej nadal ,,ztotym
standardem” jest kos$¢ autogenna (Belser i wsp.,2009; Kan i wsp.,2011; Misch,2011;
Rocchietta, Simion, 2016). Jednak ta metoda niesie za sobg szereg niedogodno$ci zwigzanych
z samym zabiegiem jak rowniez powiktania, ktore moga wystapic¢. Generuje dodatkowy ubytek
w miejscu biorczym i moze prowadzi¢ do komplikacji takich jak bol i/lub zakazenie w miejscu
pobrania, porazenia nerwoéw czy uszkodzenia z¢bow pacjenta (Leonetti, Koup, 2003; Nissan
i wsp.,2011; Guarnieri i wsp.,2006; Ewers,2005). Nie zawsze tez jako$¢ whasnej tkanki pozwala
na jej wykorzystanie, a dodatkowa wada jest zaobserwowany przez wielu autorow znaczny
zanik przeszczepionej kosci. Obok wspomnianych przeszczepéw autogennych mozliwe jest
stosowanie kosci alloplastycznej, ktérg jednak cechuje niska aktywnos$¢ biologiczna.

Do augmentacji wyrostka zebodotowego najczesciej wykorzystywana jest ko$¢
ksenogenna. Jednak w procesie przebudowy nie dochodzi do jej catkowitego zastapienia przez
tkanke¢ kostng. Material ten ma ograniczone zastosowanie w rozlegtych zanikach kostnych.

Obok wspomnianych materiatow w zabiegach sterowanej regeneracji tkanek stosuje si¢
rowniez produkty biotechnologii (Ponte i wsp.,2006). W tej grupie znajduja si¢ migdzy innymi
materiaty ceramiczne, ktore wykorzystywatam w swoich doswiadczeniach.

Wada materialéw ceramicznych jest ich krucho$¢, natomiast cechujg sie¢ znakomitymi
wlasciwosciami osteokonduktywnymi a nawet osteoindukcyjnymi.

Syntetyczny hydrokyspapatyt cechuje wysoka cytokompatybilno$¢. Wspomaga adhezje

1 proliferacj¢ osteoblastow. Stosowany jest w stomatologii do leczenia nadwrazliwos$ci zgbiny.
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Przenikajac glteboko do kanalikow zebiny nHAp eliminuje nadwrazliwo$¢, przy jednoczesnej
remineralizacji i odbudowie uszkodzonego szkliwa. Shuzy jako dodatek do past oraz
preparatow wybielajacych (system ,,Prevdent”, Liberdent, Polska) wykorzystywany jest
réwniez do leczenia biologicznego miazgi zebowej, hipoplazji szkliwa oraz jako dodatek do
cementdw stomatologicznych. Zwigzek ten wykorzystywany jest w wielu dziedzinach
medycyny w ktorych mamy do czynienia z chorobami tkanki kostnej.

Polimery syntetyczne, takie jak polilaktyd (PLA) wykazujg catkowitg degradacje w
organizmie cztowieka oraz tatwos$¢ modyfikacji ich powierzchni i wytwarzania kompozytow,
co moze poprawia¢ ich wilasciwosci osteokonduktywne. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci
takie jak elastycznosé, biozgodnos$¢ i maly cigzar implantu poliestry zajmujg wazng pozycje
wsrod polimeréw stosowanych w regeneracji kosci (Stomkowski, 2007).

Do otrzymywania wydrukow 3D tkanek i narzadow stosuje si¢ liczne filamenty
polimerowe. Jednak maja one wady w postaci stabych wtasciwo$ci mechanicznych, niskiego
wskaznika adhezji komorek i stabej hydrofilowosci, gdy sa stosowane pojedynczo.(Kankala i
wsp., 2018). Wykonane badania potwierdzaja, ze sam polilaktyd nie jest dobrym podtozem do
wzrostu komorek ze wzgledu na jego wlasciwos$ci hydrofobowe.

Zalety i ograniczenia materiatdbw z poszczegdlnych grup spowodowaty, ze do badan
wykorzystano materiat polimerowo- ceramiczny jako platforme dla komorek macierzystych
oraz jako nos$nik czasteczki leku. W poréwnaniu z metalami, ktoére rowniez sg stosowane do
druku 3D elementow kostnych materiaty resorbowalne (tj. ceramika i polimery syntetyczne)
zdobywaja przewage, poniewaz sg stopniowo zastgpowane przez kos¢ gospodarza i nie ma
potrzeby ponownej operacji.

Trendem wspodiczesnej medycyny jest spersonalizowana opieka zdrowotna, ktora
nastawiona jest na precyzyjnie okreslone potrzeby i preferencje pacjenta (Lewandowski i wsp.,
2011).

Dlatego przedmiotem badan byto opracowanie wielofunkcyjnego bioaktywnego
kompozytu, ktéry nie tylko petnitby funkcje materialu wypelniajacego ubytki kostne
1 indukujacego kosciotworzenie, ale jednoczesnie tworzyt matryce dla komorek macierzystych
pozyskanych z tkanki thuszczowej pacjenta. Wspieralby w ten sposob regeneracj¢ uszkodzone;j
tkanki i przyspieszenie przywrocenia jej funkcji poprzez poprawg proliferacji i zywotnosci
komorek oraz tworzenie wtasciwej macierzy zewnatrzkomorkowe;.

Wykorzystanie przestrzennego rusztowania, o doskonatych wlasciwosciach

mechanicznych oraz dodatkéw, ktore sprzyjaja mechanizmowi tworzenia si¢ nowej tkanki
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kostnej ma ogromny potencjatl w inzynierii tkanki kostnej. Rusztowania te mogg kontrolowac
czasowo-przestrzenne uwalnianie substancji aktywnej w nim zawartych, oraz pozwalaja na
wykorzystanie wyjatkowych wiasciwosci multipotencjalnych komoérek macierzystych.
Implementacja technologii druku 3D do wytwarzania hybrydowych materiatdw w augmentacji
tkanki kostnej o ztozonych cechach moze rozwing¢ spersonalizowane terapie w zakresie
chirurgii wyrostka zebodotowego. Proponowane hybrydowe systemy moga réwniez dostarczaé
indywidualnie dobrane czasteczki lekoéw w ramach spersonalizowanego leczenia.

Lacznie w ramach pracy wytworzono 12 materiatow do regeneracji tkanki kostnej. We
wstepnych badaniach uzyskano pi¢¢ kompozytéw w formie monolitu na bazie PLLA 1 HAp
oraz 5 rodzajow materiatu na bazie PCL i HAp. Takie bioaktywne kompozyty sa zdolne do
utworzenia silnego potaczenia z kos$cig, tworzac warstwe fosforanowa na swojej powierzchni
(Wojak-Cwik i wsp., 2019).

Morfologi¢ wewnetrzng kompozytéw okreslono za pomoca skaningowej mikroskopii
elektronowej (SEM), scharakteryzowano pod wzgledem parametréow fizyko-chemicznych.
Wykonano analize¢ metoda rentgenowskiej dyfrakcji proszkowej (XRPD), w podczerwieni
i Ramanna oraz réznicowej kalorymetrii skaningowa (DSC). Przeprowadzono réwniez badania
biologiczne. Zbadano podatno$¢ biomaterialdow na adhezje mikroorganizméw i powstawanie
biofilmu jak rowniez wykonano badania cytotoksyczno$ci oraz odpowiedzi komorek
osteoplastycznych. W doswiadczeniach komoérkowych nie zaobserwowano toksycznosSci
materiatu. Inni autorzy rowniez wskazuja na brak toksycznosci PLA i nHAp.

Techniki druku 3D, to szybko rozwijajaca si¢ technologia, ktora przyniosta nowe
mozliwosci wytwarzania zlozonych materiatow do regeneracji tkanki kostnej dostosowanych
do potrzeb pacjenta. (Bandyopadhyay i wsp., 2020) Przy zastosowaniu tej metody mozliwa jest
produkcja rusztowan do wypetnienia ubytkow o znacznej wielkosci i nieregularnych ksztattach,
wytworzonych na potrzeby konkretnego pacjenta, zwlaszcza w obszarze twarzoczaszki.
Inzynieria tkanki kostnej skoncentrowana jest na wymaganiach stawianych substytutom kosci
m.in. na morfologii i architekturze porow.

Wytwarzanie przyrostowe oparte na modelach CAD (Computer Aided Designed), jest
bardzo obiecujace, poniewaz na podstawie tomografii komputerowej umozliwiaja
otrzymywanie szkieletow kostnych o odpowiedniej morfologii oraz ksztalcie idealnie

odzwierciedlajagcym dany ubytek kostny ( Khosravani i Reinicke, 2020).
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W kolejnym etapie wytworzono przestrzenng struktur¢ wykorzystujac w tym celu
technologie druku 3D. Dynamiczny rozwoj technologii 3D oraz wyzej wymienione zalety
spowodowaty, ze do swoich prac wybralam metode¢ szybkiego prototypowania.

Na podstawie analizy danych eksperymentalnych, dostepnych danych literaturowych
oraz wlasciwosci poszczegolnych sktadowych do wytworzenia przestrzennych rusztowan
metoda druku 3D FDM wytypowano polilaktyd i nanohydroksyapaptyt. Przy wykorzystaniu
metody szybkiego prototypowania opracowany kompozyt zyskal porowato$¢, ktéra sprzyja
regeneracji tkanki kostnej.

Przewaga otrzymanych skafoldow nad obecnie stosowanymi materiatami do

augmentacji kosci jest kontrola nad architektura przestrzenng wytwarzanych kompozytow,
dopasowanie wielko$ci poréw, jak rowniez ich rozmieszczenie. Dodatkowa zaletg jest
mozliwo$¢ wytworzenia substytutu kosci na podstawie tomografii komputerowej, sprawiajac,
ze otrzymany element bedzie idealnie dopasowany do ubytku kosci. Atutem technologii
szybkiego prototypowania jest wysoka powtarzalno$¢ procesu oraz mozliwo$¢ otrzymania
wydruku idealnie dopasowanego do ubytku kostnego.
W celu poprawy wydajnosci rusztowan kompozytowych inni autorzy funkcjoalizowali
powierzchnie wytworzonych materiatdow. Wang i wsp. wlaczyli HA do matrycy PLA co
poprawito bioaktywno$¢ catych rusztowan, a tym samym poprawito zdolno$¢ regeneracji kosci
(Wang i wsp. 2020). Podobnie Neumann i wsp. drukowali technika 3D FDM rusztowania
kompozytowe do regeneracji tkanek twardych CaCO3/PCL (Neumann i wsp., 2019).

Saska i wsp. wytworzyli rusztowania tkanki kostnej PHB poprzez SLS, a nastgpnie po
adsorpcji osteogennego peptydu wzrostu (Saska i wsp., 2018).

Duan i wsp. zastosowali rowniez technike SLS do wytworzenia rusztowan Ca-P/PHBV;
dalej przeszczepiono powierzchnig rusztowania heparyng do koniugacji hBMP-2, aby uzyska¢
przedtuzone uwalnianie thBMP-2. Zarowno wyniki in vitro, jak i in vivo wykazaly, ze
rusztowania Ca—P/PHBV sprzezone z thBMP-2 moga znacznie poprawi¢ osteogeneze (Duan
i wsp., 2010).

Technika druku 3D wydaje si¢ bardzo obiecujagca do wytwarzania rusztowan kostnych
jednak sam druk 3D moze by¢ niewystarczajacy. Aby lepiej nasladowac biochemie tkanki
kostnej 1 indukowaé jej regeneracj¢ funkcjonalizowanie i tworzenie materialow zltozonych
wydaje si¢ dobrym kierunkiem. Dodatkowe komponenty wchodzace w sktad hybrydowych
uktadow mogg indukowac lepsza regeneracje kosci. Kankala i wsp. wyprodukowali

mikrowlokniste porowate rusztowanie za pomoca drukarki 3D. Rusztowania z PLGA byly
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najpierw drukowane 3D za pomocg FDM, a nastepnie zanurzano je kolejno w roztworach
zelatyny i nano-HA, tworzac w ten sposob zelatyng/nano-HA/PLGA rusztowania do inzynierii
tkanki kostnej (Kankala i wsp.,2018).

Do tej pory opracowano kilka sposobow otrzymywania porowatych polimerowych
rusztowan, m.in. sublimacyjne suszenie prozniowe (Xiao i wsp., 2008), tugowanie czgstek
(Mikos i wsp., 1993; Mikos i wsp., 1994), spiekanie mikrosfer (Borden i wsp., 2002), spienianie
gazowe (Mooney i wsp., 1996; Hutmacher i wsp, 2004; Park, 2010) i przgdzenie
elektrostatyczne (Andrews i wsp., 2010; Bhardwaj i wsp., 2010; Kankala i wsp., 2017; Kankala
i wsp., 2018; Chen i wsp., 2017). Jednak niektore z tych metod majg pewne ograniczenia w
wytwarzaniu wydajnych porowatych rusztowan do inzynierii kosci, takie jak pozostato$ci
srodka porotworczego, trudnosci w kontrolowaniu ksztattu poréw i1 zlozono$¢ procesu
wytwarzania. (Kankala i wsp., 2018) Tutaj przewage wykazuje technika szybkiego
prototypowania druku 3D.

Inni autorzy badajac wplyw druku 3D na parametry polimerow wykazali, ze piki
absorpcji IR surowego PLGA, rusztowan 3D PLGA i nawilzonych rusztowan PLGA byty w
przyblizeniu takie same. Badania te wykazaly, Zze podczas procesu drukowania nie
zaobserwowano zadnych znaczacych zmian w grupach funkcyjnych. Wykazali oni réwniez, ze
temperatura topnienia podczas drukowania rusztowan (200°C) nie miata znaczacego wptywu
na struktur¢ chemiczng i przegrupowanie molekularne PLGA (Kankala i wsp., 2018).

W ostatniej czgsci rozprawy wytworzono hybrydowe trojwymiarowe rusztowania do
rekonstrukcji tkanki kostnej. W tym celu wykorzystaltam otrzymane wczes$niej rusztowania
funkcjonalizujac je dodatkowo niesteroidowym lekiem przeciwzapalnym tj. meloksykamem
oraz tworzac przestrzenng matryc¢ dla multipotencjalnych komorek pozyskanych z tkanki
thuszczowe;j.

Wybor meloksykamu byt podyktowany jego wlasciwosciami hamujacymi aktywnos¢
COX-2 i wysoka temperatura degradacji, umozliwiajaca wykorzystanie tego leku w procesie
szybkiego prototypowania 3D.

Opublikowano wiele badan oceniajacych korzysci i konsekwencje NLPZ w gojeniu
kosci zarowno tkanki zwierzgcej, jak i ludzkiej in vitro i in vivo (Farii i wsp., 2021).

Odkrycia Karachalios i wsp. wskazuja, ze krotkotrwate podawanie niskich dawek
terapeutycznych wysoce selektywnego inhibitora COX-2 miato niewielki negatywny wptyw na
gojenie kosci. (Karachalios 1 wsp., 2007).
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Stosunkowo  stabe ukrwienie tkanki kostnej, jak rOwniez wlasciwosci
farmakokinetyczne wielu lekow takie jak: nieznaczne jego przenikanie do danej tkanki i szybka
eliminacja z organizmu powodujg, ze po systemowym podaniu, wiele substancji leczniczych,
w tkankach stabiej ukrwionych, nie osigga poziomu terapeutycznego (Szymura-Oleksiak
i wsp., 2002). W takich przypadkach duze nadzicje wigze si¢ z tzw. terapig celowang, ktorej
ideg jest uzyskanie optymalnego stezenia leku w okreslonym miejscu organizmu, przy bardzo
malym jego st¢zeniu ogdlnym.

Innym autorom udato si¢ wytworzy¢ kilka prolekow z wykorzystaniem PLA jako
nosnika , wykorzystujagc m.in. droksymetylopirydyne, stosowang w terapii zaburzen krazenia.
Zespoty podejmowaly rowniez proby przytaczenia PLA 1 pirynidazy o dzialaniu
przeciwbakteryjnym. Udato si¢ potaczy¢ PLA z doksorybicyna, ktéra wykazuje dziatanie
przeciwnowotworowe. Jednak ze wzgledu na potrzebe dalszych badan nie sa one stosowane w
leczeniu klinicznym. Woykorzystanie polimeru jako nosnika lekow sklonito mnie do
wytworzenia hybrydowej struktury zawierajacej meloksykam.

Lek ten z grupy niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych stosowany byt miejscowo w
stomatologii do regulacji procesu zapalnego miazgi (Jing-Yi Li i wsp., 2020). Meloksykam
przy podawaniu ogoélnoustrojowym dziala przeciwzapalnie. Wykazano, ze lek ten stosowany
miejscowo hamowatl odpowiedz zapalng miazgi oraz indukowat tworzenie si¢ osteodentyny.

Inni autorzy zwiazali czasteczke leku z polimerem z formie koniugatu przytaczajac lek
do koncow tancucha polimerowego, co generowalo wczesniejsze uwalnianie czasteczki
substancji czynnej (Han, 2012).

Ze wzgledu na to, ze w moich badaniach meloksykam nie tworzyl koniugatu
z polimerem a jedynie pehit funkcj¢ leku enkPLLAutowanego, nie obserwowatam szybkiego
wyrzutu substancji czynnej a stopniowe jej uwalnianie. Co niewatpliwie moze by¢ korzystne w
procesie kosciotworzenia. Gdyby ilo$¢ substancji czynnej byta wigksza, to najprawdopodobniej
w poczatkowej fazie uwalniania w badaniu HPLC bylby widoczny pik pochodzacy od
meloksykamu. Jednak w zalozeniach projektujac rusztowanie zalezato mi na zawieszeniu
minimalnej dawki, ktora dzialataby przeciwzapalnie i cytostatycznie na komorki, nie
powodujac przy tym dziatania cytotoksycznego, co spowalniatoby proces formowania kosci.

Uwalnianie meloksykamu nastgpowato podczas degradacji polimeru gdy dochodzito
do hydrolizy wigzan. Kwestia uwalniania leku z polimeru nie byta taka oczywista poniewaz lek

zostal zawieszony W polimerze, ktory charakteryzuje si¢ powolnym rozktadem.
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Wedlug doniesien innych autoréw istnieje duze prawdopodobienstwo, ze niektore
czasteczki leku mogg by¢ catkowicie uwigzione wewnatrz rozgatgzionych struktur (John i wsp.,
2017).

Uwalnianie leku z Kkoniugatu jest uwarunkowane dilugosciag i masg tancucha
polimerowego (Han, 2012). Bufor fosforanowy ktéry odzwierciedla fizjologiczne warunki w
organizmie czlowieka nie powodowal szybkiej hydrolizy wigzan. Stopniowe uwalnianie
substancji w badaniu HPLC byto widoczne dopiero po okresie 24 dniach, jednak aktywno$¢
biologiczna wyrazona hamowaniem wzrostu monocytow byta widoczna juz po 48 godzinach.

Dodanie meloksykamu spowodowato, ze uzyskany scaffold nie byt zasiedlany przez
drobnoustroje. Otrzymany za pomocg druku 3D hybrydowy biokompozyt posiada dziatanie
osteoindukcyjne, a zawarty w nim lek powoduje utrudnione zasiedlanie przez bakterie oraz
dziata przeciwzapalnie. Wykazano, ze hamuje on wzrost komorek THP1, ktore s modelem
monocytow 1 stanu zapalnego. Otrzymany material stal si¢ rusztowaniem dla
multipotencjalnych komorek zrebu z tkanki thuszczowej 1 wykazal réznicowanie w kierunku
osteoblastow. Badania in vitro wykazaly duzy potencjal otrzymanych materialow do
regeneracji tkanki kostnej.

Waznym celem badan bylo wykazanie, ze czasteczki hydroksyapatytu, komorki
macierzyste oraz meloksykam stosowany jako napetniacz bioresorbowalnej matrycy
polimerowej, stanowig skuteczne narzedzie do kontroli wtasciwos$ci biologicznych materiatlow
kompozytowych, istotnych w inzynierii tkanki kostnej i medycynie regeneracyjnej.

W prezentowanej pracy omowitam szczegdélowo wiasciwosci otrzymanych hybryd,
skupiajac si¢ w duzej mierze na badaniach biologicznych oraz na wptywie dodatku w postaci
leku oraz komorek macierzystych na proces kosciotworzenia.

Otrzymane wyniki pozwalaja wnioskowa¢, ze wielofunkcyjne materiaty hybrydowe
otrzymywane za pomocg technologii druku 3D wykazuja przewage nad materialami z
pojedyncza odpowiedzig 1 maja duzy potencjal do zastosowania w inzZynierii wyrostka
zgbodotowego. Kontrolowanie uwalniania leku za pomocg nos$nika polimerowego o znanym
profilu uwalniania pozwala na analityczne dostosowanie mechanizmu dyfuzji, zapewniajac
bezpieczniejsze terapie. Dzigki bezposredniemu transportowi leku do tkanki kostnej
ukierunkowane systemy dostarczania lekow dajg mozliwos$¢ ulepszonej terapii.

Zastosowanie takiej terapii celowanej pozwala na wyeliminowanie niepozadanych
dziatah ubocznych leku, wynikajacych z jego obecnosci w przewodzie pokarmowym przy

podaniu tradycyjnym. Dotyczy to zwlaszcza lekow, ktore wptywajg niekorzystnie na ukiad
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pokarmowy majg niski indeks terapeutyczny, badZz ulegajg szybkiemu metabolizmowi w
watrobie. Wazng role odgrywa tu zar6wno sam mechanizm, jak i kinetyka uwalniania
substancji leczniczej. Opracowanie inteligentnego materiatu z funkcja miejscowego uwalniania
leku mogacego sprzyjac¢ regeneracji tkanki kostne;.

Taka forma podania substancji czynnej bedzie skutkowa¢ zmniejszeniem catkowitej
dawki podawanego leku do organizmu. Dodatkowo, zmniejszane jest chwilowe stezenie
substancji aktywnej, a odpowiednio zaprojektowana forma leku zapewnia wigksza jej
stabilno$¢ oraz bardziej efektywne wchianianie. Wszystkie te czynniki sprawiaja, ze nowe
materiaty z kontrolowang funkcjg uwalniania leku mogg sta¢ si¢ przedmiotem intensywnych
badan.

W dzisiejszych czasach medycyna regeneracyjna i inzynieria tkankowa staly si¢
najszybciej rozwijajaca si¢ dziedzing medycyny. Bioragc pod uwage zwigkszone
zapotrzebowanie na spersonalizowang opieke medyczna, oraz potrzebg terapii usprawniajacych
procesy regeneracji tkanki kostnej. Potgczenie roznych typéw materiatow wraz z komorkami
progenitorowymi, w tym mezenchymalnymi multipotencjalnymi komérkami zrebu, jest bardzo
obiecujace w leczeniu wielu rodzajow chorob. Medycyna regeneracyjna oparta na
zastosowaniu terapii komorkowych i inzynierii tkankowej pozwala na przywrocenie funkcji
uszkodzonej tkanki poprzez poprawe proliferacji i zywotnosci komorek, a takze tworzenie
wlasciwej macierzy zewnatrzkomorkowej. Ponadto pozadane materialy lub rusztowania dla
medycyny spersonalizowanej, poza swoja ,,funkcja pomostowa”, powinny rowniez dostarczac
bioaktywnych S$rodkéw wptywajacych na cytofizjologi¢ komodrki i wspomagaé tworzenie
funkcjonalnej tkanki. Dlatego triade, czyli komorki progenitorowe w potaczeniu z
wielofunkcyjnym polimerem jako rusztowaniem 1 zwigzkami bioaktywnymi, uznano za
funkcjonalne sktadniki inzynierii tkankowe;.

Dodatkowa zaleta hybrydowych koS$ciozastepczych rusztowan jest ich caltkowita
biodegradacja. W srodowisku ptynéw fizjologicznych w wyniku hydrolizy PLA rozktada si¢
do kwasu mlekowego. Kwas mlekowy w cyklu kwasu cytrynowego przeksztatcany jest do CO>
i H2O. PLA sprawia, ze nie ma konieczno$ci wykonywania kolejnej interwencji chirurgicznej
w celu usunigcia implantu. Zastosowany wszczep rozklada si¢ w organizmie do
nietoksycznych produktéw, np. kwasu mlekowego i moze by¢ swobodnie wydalany

z organizmu na drodze szlakow metabolicznych. Implanty polilaktydowe charakteryzuja sie
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duzag wytrzymatoscig i niskg podatno$cia na rozcigganie, dzigki czemu moga zastepowac ubytki
kosci. Wielkoczasteczkowy PLA ulega szybkiej resorpcji dlatego doskonale nadaje si¢ do
leczenia ztaman kostnych, nie zaburzajac naturalnego wzrostu komorek.

Niestety w czasie hydrolizy takiego implantu w organizmie uwalniany jest kwas
mlekowy, co moze prowadzi¢ do stanow zapalnych, gdyz w okolicy implantu moze
dochodzi¢ do kwasicy. Rozwigzaniem tego problemu sa dodatki do PLA czynnikéw
regulujagcych odczyn (np. fosforandéw wapnia, NLPZ). Czas degradacji rusztowan
biopolimerowych odgrywa istotne znaczenie w projektowaniu scaffoldéow do inzynierii tkanki
kostnej 1 powinien pokrywac si¢ z szybko$cig tworzenia nowej tkanki.

Inzynieria tkanki kostnej opiera si¢ na idei wytworzenia scaffold kosciopodobnego o
wlasciwosciach ostekonduktywnych lub osteoindukcyjnych, i umieszczenie wewnatrz
rusztowania komorek macierzystych. Dzigki temu wprowadzone wraz z implantem komorki
moga podja¢ proces kosciotworzenia in vivo, co moze potencjalnie zwigkszy¢ efektywnosé
regeneracji kosci.

Wytworzone w ramach doktoratu kompozytowe rusztowania na bazie PLLA i HAp
wytworzone metoda druku 3D wspomagaja przede wszystkim roznicowanie ADSC do
osteoblastow w hodowli in vitro.

Struktura przestrzenna otrzymanych scaffoldow sprzyja ukierunkowaniu ADSC do
komorek tkanki kostnej, a wigc do réznicowania komérek macierzystych do osteoblastow.
Waznym etapem bylo osadzenie komodrek w skafoldzie, ktéry dzigki swojej architekturze
wewngtrznej wspomagal dalszy proces roéznicowania in vitro oraz prawidtowej odbudowy
tkanki.

W ramach pracy mozliwos¢ modyfikowania filamentu przeciwzapalnymi dodatkami,
umozliwiajgc otrzymanie bardziej ztozonych niz komercyjnie dostepne na rynku materiatow o
wilasciwosciach dostosowanych do miejsca implantacji i funkcji jaka material powinien
spetniac.

Scaffoldy do rekonstrukcji tkanki kostnej z funkcja miejscowego uwalniania leku
zawierajacy dodatkowo w swym skladzie komoérki macierzyste moga znaczaco wspomoc
proces regeneracji tkanki kostnej. Ten cel w szczegdlnosci sktania mnie do dalszych badan

I wykorzystania nowych pojawiajacych si¢ technik do ukierunkowanego dostarczania lekow
w regeneracji tkanki kostnej. Jednak jest potrzeba dtugoterminowych badan bezpieczenstwa

I zoptymalizowania sposobu wytwarzania takich uktadow. Potencjal zastosowania
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innowacyjnych biorusztowan 3D z kontrolowanym mechanizmem uwalniania leku moze sta¢

si¢ ekscytujacym polem badan, ktére bedzie mozna obserwowaé w najblizszej przysztosci.
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6. WNIOSKI

Otrzymane wyniki pozwalaja wnioskowaé, ze wielofunkcyjne materiaty hybrydowe
otrzymywane za pomocg technologii druku 3D wykazuja przewage nad materialami z
pojedyncza odpowiedzig i maja duzy potencjal do zastosowania w inzynierii wyrostka
zebodotowego. Kontrolowanie uwalniania leku za pomocg nosnika polimerowego o znanym
profilu uwalniania pozwala na analityczne dostosowanie mechanizmu dyfuzji, zapewniajac
bezpieczniejsze terapie. Dzigki bezposredniemu transportowi leku do tkanki kostnej
ukierunkowane systemy dostarczania lekow dajg mozliwos$¢ ulepszone;j terapii.

Dodanie meloksykamu spowodowato, ze uzyskany skafold nie byt zasiedlany przez
drobnoustroje. Otrzymany za pomoca druku 3D hybrydowy biokompozyt posiada dziatanie
osteoindukcyjne, a zawarty w nim lek powoduje utrudnione zasiedlanie przez bakterie oraz
dziata przeciwzapalnie. Wykazano, ze hamuje on wzrost komdrek THP1, ktére sa modelem
monocytow 1 stanu zapalnego. Otrzymany material stal si¢ rusztowaniem dla
multipotencjalnych komorek zrebu z tkanki ttuszczowej 1 wykazal roznicowanie w kierunku
osteoblastow. Badania in vitro wykazaly duzy potencjal otrzymanych materialow do

regeneracji tkanki kostnej.

1. Wytworzono 10 modyfikowanych biomaterialdow na bazie polimerow: polilaktydu i
polikaprolaktonu z hydroksyapatytami o réznej wielkosci czastek. Z otrzymanych
kompozytéw wytworzono krazki oraz zbadano wptyw wprowadzonego dodatku na
morfologie i wlasciwosci fizykochemiczne kompozytow.

2. Wytworzono filament do druku 3D. Zaprojektowano modele rusztowan, dobor
parametrow druku w technologii FDM. Opracowano i wytworzono przestrzenne
prototypy substytutu kosci metodg druku 3D z poli(L- kwasu mlekowego) oraz nHAp
0 réznej architekturze wewnetrznej.

3. Zwiazano czasteczki substancji farmakologicznie czynnej (meloksykamu) z
biodegradowalnym polimerem PLLA oraz nHAp i wytworzono meoda hot melt
extrusion filament wykorzystywany w technologii druku 3D. Wytworzono kolejne

prototypy w druku 3D z filamentu modyfikowanego czasteczka leku.
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4. Zbadano wtlasciwosci biologiczne otrzymanych materiatow oraz i ich cytotoksycznos¢.
Oceniajac ich przydatnos¢ do regeneracji ubytkow kostnych. Udowodniono, ze dodatek
meloksykamu bedzie sprzyjac regeneracji tkanki kostneji zapewnia¢ lepsze warunki do
koSciotworzenia. W badaniach zbadano stopniowe uwalnianie leku z noS$nika.
Hybrydowy szkielet zostat zasiedlony przez wyizolowane komorki macierzyste z tkanki
thuszczowej. Wykazano hamujace dzialanie na wzrost komorek THPI1, ktore sa
modelem monocytdw i stanu zapalnego. Otrzymany materiat zawierajacy meloksykam
wykazywal dzialanie przeciwzapalne oraz bakteriostatyczne.

5. Uzyskane wyniki pozwolg na przygotowanie wniosku do Europejskiej Agencji
Medycznej (EMA), komitet ds. Terapii zaawansowanej (CAT), dotyczacego
zakwalifikowania otrzymanego prototypu produktu leczniczego jako produkt leczniczy
terapii zaawansowanej — produkt inzynierii tkankowej. Produkt spetnia wymagania
zapisane Rozporzadzeniu (WE) nr 1394/2007 Parlamentu Europejskiego
i Rady w sprawie produktéw leczniczych terapii zaawansowane;.

6. W przypadku pozytywnego przejs$cia procedury rejestracyjnej zaprojektowany produkt
bedzie pierwszy produktem w Unii Europejskiej przeznaczonym do zastosowania w
stomatologii, otwierajac nowe perspektywy dla rozwoju medycyny regeneracyjne;j.

7. Powyzsze badania byty przedmiotem zgloszenia patentowego.
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8. SKROTY

INDEKS SKROTOW i OZNACZEN STOSOWANYCH W PRACY

2D -dwuwymiarowy
3D -tréjwymiarowy

ADSC — ang. adipose-derived stem cells, mezenchymalne komorki macierzyste wyizolowane z
tkanki ttuszczowe;j

API- substancjami aktywnymi farmaceutycznie (API- ang. Active Pharmaceutical Ingedient,
substancja lecznicza)

ATIMP — (Advanced Therapy Investigational Medicinal Products) oznacza ATMP ktory jest
stosowany w badaniu klinicznym

ATMP — (Advanced Therapy Medicinal Products), podlega centralnej rejestracji przez Europejska
Agencje Lekoéw. Po rejestracji wprowadzenie do obrotu moze wystgpi¢ na terenie catej Unii
Europejskiej.

ATMP-HE - (Advanced Therapy Medicinal Products — Hospital Exemption) produkt leczniczy terapii
zaawansowanej

BSE — Back Scattered Electrons

CAD - projektowanie wspomagane komputerowo (ang. computer aided design)
COX-1- cyklooksygenaza 1

COX-2 — cyklooksygenaza 2

COX3- cyklooksygenaza 3

CTN- azotanu wapnia — (ang calcium nitrate tetrahydrate)

DAP- fosforanu dwuamonu — (ang.diammonium pho- sphate )

DBBM- catkowicie odbiatczona ko$¢ wotowg- ang. (deproteinized bovine bone mineral)
DFDBA (decalcified freeze-dried bone allograft

DSC- roznicowa kalorymetria skaningowa (ang. differential scanning calorimetry)
ECM - macierz zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular matrix)

EDS - Energy Dispersion Spectroscopy

EDX — Energy Dispersive X-ray Analysis

FDA - Food and Drug Administration
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FDBA .(freeze-dried bone allograft)
FDM - ang. fused deposition modeling, osadzanie topionego materiatu — jedna z technologii
druku 3D FGF

FDM - osadzanie stopionego materiatu (ang. Fused Deposition Modeling)

FTIR- Spektroskopia fourierowska w podczerwieni (ang. Fourier-transform infrared spectroscopy

GBR- sterowana regeneracja kosc ang. guided bone regeneration — lub BTR — bone tissue
regeneration

HAp - hydroksyapatyt

HME- ekstruzja wysokotemperaturowa (HME- hot melt extrusion).

IR- spektroskopia w podczerwieni (ang. Infrared Spectroscopy)

MSC — ang. mesenchymal stem cells, mezenchymalne komoérki macierzyste

MSC - mezenchymalne komorki macierzyste (ang. mesenchymal stem cells)

nHAp- Nanokrystaliczny hydroksyapatyt

NLPZ- niesteroidode leki przeciwzapalne ang. (ang. NSAIDs, nonsteroidal anti-inflammatory drugs)

Numer CAS jest numerycznym oznaczeniem przypisywanym substancjom chemicznym przez
amerykanska organizacje Chemical Abstracts Service (CAS).

OTC- postaci tabletki OTD (ang. Orally Disintegrating Tablets

PCL - poli(e-kaprolakton)

PLLA - poli(L-laktyd)

SE — Secondary Electrons

SEM- skaningowa mikroskopia elektronowa

SVF —ang stromal-vascular fraction, frakcja zrebowo-naczyniowa
TE- inzynierii tkankowej (TE- Tissue Engineering)

Tg- temperature zeszklenia (ang. glass transition temperature)

TGF — ang. transforming growth factor, transformujacy czynnik wzrostu
Tm- temperatura topnienia(ang. melting temperature)

VEGF- czynnika wzrostu srédbtonka naczyniowego

WDS — Wavelength Dispersion Spectroscopy

XRD- dyfrakcja rentgenowska (ang. X-ray diffraction)

XRPD- dyfraktometria proszkowa (ang. X-ray powder diffraction)
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STRESZCZENIE

Wspotczesna medycyna dysponuje duzym zasobem materialdéw do rekonstrukeji kosci, jednak
nadal odbudowa tkanki kostnej stanowi ogromne wyzwanie. Obecnie dostgpne materiaty
1 metody leczenia ubytkow kostnych nie do konca spetniajg oczekiwania pacjentow i lekarzy.
Inzynieria tkankowa stwarza nowe mozliwosci w regeneracji tkanki kostnej. Potgczenie wiedzy
z zakresu inzynierii tkankowej oraz osiggnie¢ terapii celowanej stwarza mozliwo$¢ tworzenia
nowych ,,inteligentnych” kosciozastepczych rusztowan z kontrolowana funkcja miejscowego
uwalniana leku.

Celem pracy byto opracowanie hybrydowych uktadéow kompozytowych do regeneracji
tkanki kostnej z funkcja modyfikowanego uwalniania leku oraz ocena wlasciwosci
fizykochemicznych, biologicznych 1 kinetyki uwalniania in vitro poprzez opracowanie
metodyki badania dostgpnosci farmaceutycznej. W pracy potaczono dwie metody wytwarzania
biomaterialow (metod¢ wytwarzania monolitow i metodg druku 3D - technika FDM). Dzigki
zastosowaniu metody druku 3D wytworzone materialy posiadaty przestrzenng, porowata
mikrostrukture nasladujaca budowe i1 funkcje kosci na ktérg naniesione zostaty komorki
macierzyste z tkanki thuszczowe;.

W przedstawionej pracy badano materialy kompozytowe, ktorych osnowe¢ stanowit

polimer — polilaktyd oraz polikaprolakton, a fazami modyfikujacymi byty roznej wielkosci
czasteczki hydroksyapatytu pochodzenia syntetycznego. Badany materiat wytworzono w
formie monolitu. W poézniejszych badaniach dzigki metodzie hot melt extrusion udato si¢
wytworzy¢ filament zawierajacy czasteczki leku. Za pomoca druku 3D wytworzono
przestrzenne scaffoldy. Wytworzony materiat stuzyl jako rusztowanie dla komorek
macierzystych.
W pracy potaczono dwie metody wytwarzania biomateriatow (metode wytwarzania monolitow
i metode druku 3D - technika FDM). Dzigki zastosowaniu metody druku 3D wytworzone
materialy posiadaly przestrzenng, porowata mikrostruktur¢ nasladujaca budowe i funkcje kosci
na ktora naniesione zostaty komorki macierzyste z tkanki ttuszczowe;.

We wstepnych badaniach uzyskano dziesi¢¢ substytutoéw kosci na bazie PLLA, PCAP

1 hydroksyapatytu. Morfologie¢ wewngtrzng kompozytdw okreslono za pomoca skaningowej
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mikroskopii elektronowej (SEM), scharakteryzowano pod wzgledem parametrow fizyko-
chemicznych. Wykonano analize¢ metoda rentgenowskiej dyfrakcji proszkowej (XRPD), w
podczerwieni i Ramana oraz r6znicowej kalorymetrii skaningowa (DSC), bioaktywnosci in
vitro 1 odpowiedzi komorek osteoblastycznych. Badanie cytotoksycznos$ci przeprowadzono
zgodnie z normg 10993-5 ocena cytotoksycznosci in Vvitro wyrobéw medycznych. Wykonano
izolacj¢ komorek macierzystych z tkanki tluszczowej wraz z ich charakterystyka. Uzyskane
hodowle komoérkowe wykorzystano do wytworzenia prototypu produktu leczniczego terapii
zaawansowanej zawierajagcego komorki macierzyste. Zbadano roéwniez podatnos$c
biomateriatow na adhezj¢ mikroorganizmow i powstawanie biofilmu. W doswiadczeniach
komodrkowych nie zaobserwowano toksyczno$ci materiatu.

W badaniach wytworzono hybrydowe tréjwymiarowe rusztowania do rekonstrukcji
tkanki kostnej. W tym celu wykorzystatam otrzymane wczesniej rusztowania funkcjonalizujac
je dodatkowo niesteroidowym lekiem przeciwzapalnym tj. meloksykamem oraz tworzac
przestrzenna matryce dla multipotencjalnych komoérek pozyskanych z tkanki tluszczowe;.
Wybor meloksykamu byt podyktowany jego wlasciwosciami hamujgcymi aktywnos¢ COX-2 i
wysoka temperaturg degradacji, umozliwiajaca wykorzystanie tego leku w procesie szybkiego
prototypowania 3D.

Dodanie meloksykamu spowodowato, ze uzyskany scaffold nie byt zasiedlany przez
drobnoustroje. Otrzymany za pomocg druku 3D hybrydowy biokompozyt posiada dziatanie
osteoindukcyjne, a zawarty w nim lek powoduje utrudnione zasiedlanie przez bakterie oraz
dziata przeciwzapalnie. Wykazano, ze hamuje on wzrost komorek THP1, ktore s3 modelem
monocytow 1 stanu zapalnego. Otrzymany material stat si¢ rusztowaniem dla
multipotencjalnych komodrek zrebu z tkanki thuszczowej 1 wykazat réznicowanie w kierunku
osteoblastow. Badania in vitro wykazaly duzy potencjal otrzymanych materialow do
regeneracji tkanki kostnej.

Otrzymane wyniki pozwalaja wnioskowac, ze wielofunkcyjne materiaty hybrydowe
otrzymywane za pomocg technologii druku 3D wykazujg przewage nad materialami z
pojedyncza odpowiedzia i maja duzy potencjal do zastosowania w inzynierii wyrostka
zgbodolowego. Kontrolowanie uwalniania leku za pomocg no$nika polimerowego o znanym
profilu uwalniania pozwala na analityczne dostosowanie mechanizmu dyfuzji, zapewniajac
bezpieczniejsze terapie. Dzigki bezposredniemu transportowi leku do tkanki kostnej

ukierunkowane systemy dostarczania lekow daja mozliwos¢ ulepszone;j terapii.
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ABSTRACT

OBTAINING AND TESTING NEW BIOCOMPOSITE SYSTEMS
FOR DENTISTRY AS COMPLEMENTS TO TISSUE STRUCTURES
IN PERSONALISED MEDICINE BASED ON RESORBABLE POLYMERS.

Modern medicine has a large supply of materials for bone reconstruction, but still the
reconstruction of bone tissue is extremely challenging. Currently available materials and
methods for treating bone defects do not fully meet the expectations of patients and doctors.

Tissue engineering offers new opportunities in bone tissue regeneration. The
combination of tissue engineering knowledge and advances in targeted therapy offers the
possibility of creating new 'smart’ bone-replacement scaffolds with controlled local drug
release.

The aim of this study was to develop hybrid composite systems for bone tissue
regeneration with modified drug release function and to evaluate the physicochemical,
biological properties and in vitro release kinetics by developing a methodology for
pharmaceutical availability testing. In this study, two methods for producing biomaterials (the
monolith manufacturing method and the 3D printing method - FDM technique) were combined.
Thanks to the 3D printing method, the materials produced had a spatial, porous microstructure
mimicking the structure and function of bone, onto which they were applied and function of
bone onto which stem cells from adipose tissue were deposited.

The work presented here investigated composite materials whose matrix was a polymer
- polylactide and polycaprolactone - and whose modifying phases were hydroxyapatite particles
of synthetic origin of different sizes. In a later study, the hot melt extrusion method was used
to produce a filament containing the drug particles. 3D printing was used to produce spatial
scapholes. The material produced served as a scaffold for the stem cells.

In this study, two methods for producing biomaterials were combined (the monolith
manufacturing method and the 3D printing method - FDM technique). Thanks to the 3D
printing method, the materials produced had a spatial, porous microstructure mimicking the

structure and function of bone onto which stem cells from adipose tissue were applied.
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In preliminary studies, ten bone substitutes based on PLLA, PCAP and hydroxyapatite
were obtained. The internal morphology of the composites was determined by scanning electron
microscopy (SEM) and characterised in terms of physicochemical parameters. Analysis by X-
ray powder diffraction (XRPD), infrared and Raman, and differential scanning calorimetry
(DSC), in vitro bioactivity and osteoblastic cell responses were performed. Cytotoxicity testing
was performed according to standard 10993-5 in vitro cytotoxicity assessment of medical
devices. Isolation of stem cells from adipose tissue was performed along with their
characterisation. The cell cultures obtained were used to produce a prototype of an advanced
therapy medicinal product containing stem cells. The susceptibility of the biomaterials to
microbial adhesion and biofilm formation was also investigated. No material toxicity was
observed in the cell experiments.

In this study, hybrid three-dimensional scaffolds were produced for bone tissue
reconstruction. For this purpose, | used previously obtained scaffolds by additionally
functionalising them with a non-steroidal anti-inflammatory drug, i.e. meloxicam, and creating
a spatial matrix for multipotent cells obtained from adipose tissue. The choice of meloxicam
was dictated by its COX-2 inhibitory properties and its high degradation temperature, enabling
the use of this drug in rapid 3D prototyping.

The addition of meloxicam ensured that the obtained scarf was not colonised by
microorganisms. The 3D-printed hybrid biocomposite has an osteoinductive effect, and the
drug contained in it causes hindered colonisation by bacteria and has an anti-inflammatory
effect. It was shown to inhibit the growth of THP1 cells, which are a model of monocytes and
inflammation. The resulting material became a scaffold for multipotent adipose tissue stroma
cells and showed differentiation towards osteoblasts. In vitro studies demonstrated the high
potential of the obtained materials for bone tissue regeneration.

The results obtained allow us to conclude that multifunctional hybrid materials obtained
using 3D printing technology show advantages over single-response materials and have great
potential for application in alveolar engineering. Controlling drug release using a polymer
carrier with a known release profile allows analytical adjustment of the diffusion mechanism,
providing safer therapies. By directly transporting the drug into the bone tissue, targeted drug

delivery systems offer the potential for improved therapies.
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Ryc. S17. Fotografia mikroskopowa probki PLLA40s z zaznaczonymi miejscami pomiaru widm

punktowych
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Ryc. S20. Fotografia mikroskopowa prébki PLLAG60s z zaznaczonymi

miejscami pomiaru widm punktowych
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Ryc. S23. Fotografia mikroskopowa probki PCAP12s z zaznaczonymi

miejscami pomiaru widm punktowych
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Ryc. S25. Usrednione widmo ramanowskie prébki PCAP12s

Ryc. S26 Fotografia mikroskopowa probki PCAP20s z zaznaczonymi

miejscami pomiaru widm punktowych

;
i

CCDcts
120

80
o

40

1800 2100 2400 2700 3000 3300
rel. 1/em

600 900 1200 1500

Ryc. S27. Widma punktowe probki PCAP20s
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Ryc. S28. Usrednione widmo ramanowskie prébki PCAP20s

Ryc. S29. Fotografia mikroskopowa prébki PCAP40s z zaznaczonymi

miejscami pomiaru widm punktowych
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Ryc. S31. Usrednione widmo ramanowskie prébki PCAP40s

Ryc. S32. Fotografia mikroskopowa prébki PCAP60s z zaznaczonymi

miejscami pomiaru widm punktowych
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Ryc. S34. Usrednione widmo ramanowskie prébki PCAP60s
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Ryc. S35 Analiza SEM/EDX powierzchni przeloméw dla PLLA12.
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Ryc. S37 Analiza SEM/EDX powierzchni przeloméw dla PLLA12S.
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Ryc. S39 Analiza SEM/EDX powierzchni przeloméw dla PLLAGO.
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Ryc. S40. Analiza SEM/EDX powierzchni przeloméw dla PCAP12.
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Ryc. S41. Analiza SEM/EDX powierzchni przeloméw dla PCAP12S.
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Ryc. S43. Analiza SEM/EDX powierzchni przeloméow dla PCAP40.
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Ryc. S44. Analiza SEM/EDX powierzchni przeloméw dla PCAP60.
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