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Wykaz skrotéow

BET — metoda okre$lania powierzchni wtasciwej ciat statych

DLS — z ang. Dynamic Light Scattering - Dynamiczne rozpraszanie $wiatta

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

FAAS —z ang. Flame Atomic Absorption Spectrometry - ptomieniowa spektroskopia absorpcji
atomowe;j

FTIR — z ang. Fourier-transform infrared spectroscopy — spektroskopia w podczerwieni
ICP-OES -z ang. inductively coupled plasma — optical emission spectroscopy — atomowa
spektroskopia emisyjna

LALLS —z ang. Low-angle laser light scattering — Nisko katowe rozpraszanie Swiatla
laserowego

LDH — dehydrogenaza mleczanowa z ang. Lactate dehydrogenase — test oznaczania
cytotokcycznosci

LPS — lipopolisacharyd

OD -z ang. optical density — ggsto$¢ optyczna

bde — z ang. below detection limit — ponizej poziomu oznaczalnosci

PTFE — politetrafluoroetylen

RPMI -1640 — pozywka do hodowli komdrkowych

SBF — z ang. Simulated Body Fluid — roztwor symulujacy osocze krwi

SEM — EDS -z ang. Energy Dispersive Spectroscopy - skaningowa mikroskopia elektronowa
z systemem EDS

TEOS — tetraethoxysilan

TG/DTA — termiczna analiza grawimetryczna / roznicowa analiza termiczna

WBC -z ang. whole blood culture - posiew pelnej krwi

WST-1 — test oznaczania cytotokcycznosci

XRD — dyfrakcja rentgenowska



Streszczenie

W ostatnich latach prowadzonych jest wiele badan nad opracowywaniem nowych
rozwigzan technologicznych majacych na celu zaprojektowanie i wytworzenia nowej generacji
biomateriatéw, ktore bardziej nadawatyby si¢ do zastgpowania uszkodzonych tkanek
i wspierania ich regeneracji. Wéréd biomaterialtow nowej generacji, przeznaczonych do
leczenia ubytkow tkanki kostnej wazng rolg¢ odgrywaja bioszkta 1 kompozyty polimerowo-
ceramiczne. Celem pracy bylo opracowanie sposobu otrzymywania szkiet metoda zol-zel
z uktadu SiO,-CaO-P>0s wzbogaconych w cynk lub stront dla zastosowan w chirurgii
i ortopedii. Postawiono teze, ze poprzez zmiang warunkdéw wytwarzania i obrobki termiczne;j
oraz wprowadzenie dodatkéw do wiezby szkta mozliwe jest wplywanie na strukture, sktad
fazowy oraz zachowanie szkiet w $rodowisku biologicznym. W ramach pracy doktorskiej
wytworzono szereg rodzajow bioszkietl, oceniono ich budowe i wiasciwosci fizykochemiczne
takie jak: struktura i sktad chemiczny, mikrostruktura, rozwinigcie powierzchni i uziarnienie.
Zbadano podatno$¢ opracowanych bioszkiet na degradacje w Srodowisku wodnym oraz
bioaktywnos¢ w roztworze symulujagcym $rodowisko biologiczne. Nastgpnie przygotowano
kompozyty sktadajace si¢ z bioszkla i osnowy polisacharydowej (chitozan lub mieszanina
chitozanu i kwasu hialuronowego). Uzyskane materialy zbadano pod katem ich wlasciwosci
bakteriobojczych w kontakcie ze szczepami Staphylococcus aureus 1 Pseudomonas aeruginosa.
Oceniono aktywno$¢ biologiczng szkiel w kontakcie bezposrednim z komoérkami kostnymi
hFOB1.19 1 MG63 oraz metoda posrednig z komorkami A549. Wykazano, ze badane bioszkta
wzbogacone w stront lub cynk o r6znym stopniu uporzadkowania struktury 1 kompozyty z ich
udziatem uwalniajg jony Ca®", Sr** lub Zn**. Szybkos¢ degradacji szkla zalezata od temperatury
obrobki termicznej oraz skladu chemicznego. Dowiedziono, ze obecno$¢ faz
mikrokrystalicznych w szkle nie hamuje tworzenia wydzielen hydroksyapatytu w tescie
inkubacji w symulowanym plynie fizjologicznym. Ekstrakty z wytworzonych biomateriatow
nie wykazywatly dzialania toksycznego na komorki 1 nie zwigkszaly w warunkach in vitro
wytwarzania cytokin prozapalnych. Oznaczony poziom uwalnianych jonéw Sr** nie byt
toksyczny i miescit si¢ w zakresie odpowiednim do stymulowania osteoindukcji. Natomiast
obecnos¢ jondéw cynku w wiezbie szkla nadawata im wilasciwosci bakteriobdjcze. Uzyskane
wyniki wykazaty, ze wytworzone kompozyty bioszkla/osnowa polisacharydowa posiadaja

obiecujace wiasciwosci jako biomaterialy do wypelniania i leczenia ubytkow tkanki kostnej.



Abstract

In recent years, a lot of research has been carried out on the development of new
technological solutions aimed at designing and producing a new generation of biomaterials that
would be more suitable for replacing damaged tissues and supporting their regeneration. Among
the new generation biomaterials intended for the treatment of bone tissue defects, bioglasses
and polymer-ceramic composites play an important role. The aim of this work was to develop
a technique for obtaining glasses using the sol-gel method from the Si0,-CaO-P>Os system
enriched with zinc or strontium for applications in surgery and orthopedics. It was assumed that
by changing the production and thermal treatment conditions and introducing additives into the
glass structure, it is possible to influence the structure, phase composition and behavior of
glasses in the biological environment. As part of the doctoral thesis, a number of types of
bioglasses were manufactured and their structure and the physicochemical properties were
determined, such as: structure and chemical composition, microstructure, specific surface area
and grain size distribution. Susceptibility of the developed bioglasses to degradation in an
aqueous environment and to bioactivity in a solution simulating the biological environment
were investigated. Then, composites consisting of bioglass and a polysaccharide matrix
(chitosan or a mixture of chitosan and hyaluronic acid) were prepared. The obtained materials
were tested for their bactericidal properties in contact with Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa strains. Biological activity of the glasses in direct contact with
hFOBI1.19 and MG63 bone cells and indirectly with A549 cells was assessed. It has been shown
that the tested glasses enriched with strontium or zinc, with varying degrees of structure order,
and composites containing them, release Ca®", Sr** or Zn?" ions. It has been proven that the
presence of microcrystalline phases in glass does not inhibit the formation of hydroxyapatite
precipitates in the incubation test in simulated body fluid. Extracts from the prepared
biomaterials did not have toxic effect on cells and did not increase the production of pro-
inflammatory cytokines in vitro. The determined level of Sr** ions released was not toxic and
was within the range favourable for osteoinduction stimulation. However, the presence of zinc
ions in the glass structure provide them with bactericidal properties. The obtained results
showed that the manufactured glasses/polysaccharide matrix composites have promising

properties as biomaterials for filling and treating bone tissue defects.



1. Wprowadzenie

Inzynieria tkankowa jest uwazana za alternatywe¢ dla tradycyjnych metod leczenia
uszkodzonych tkanek i od momentu powstania na poczatku lat 90-tych XX w. obserwuje si¢ jej
coraz bardziej intensywny rozwdj [1]. Wymaga ona uzycia odpowiednich komorek, czynnikow
stymulujacych ich wzrost i réznicowanie oraz biomateriatow, petnigcych role rusztowan [2][3].
Oczekuje si¢, ze nowe innowacyjne biomaterialy beda skutecznie wspomagaé terapie wielu
chorob zgodnie z podejsciem inzynierii tkankowej oraz zgodnie z tradycyjnym podejsciem,
czyli gdy stosuje si¢ je jako implanty wspomagajace leczenie ubytkow tkanek. Potrzeby
dotycza zaréwno miodych jak i starszych pacjentéw. Coraz wigkszym wyzwaniem stajg
jednostki chorobowe be¢dace konsekwencja urazow, nowotworéw czy starzenia si¢ uktadu
szkieletowego. Wedtug aktualnych prognoz Eurostatu spoleczenstwo, szczegdlnie w krajach
wysoko rozwinietych, bedzie si¢ stawaé coraz starsze. Obecnie wskaznik obcigzenia
demograficznego, wyliczany jako stosunek liczby oséb w wieku nieprodukcyjnym do liczby
os6b w wieku produkcyjnym, dla Polski wynosi 26,4%, a dla wszystkich krajow Unii
Europejskiej 31,4% [4]. Zapotrzebowanie na biomateriaty wcigz wzrasta, o czym $wiadczy
szacunkowa roczna stopa wzrostu rynku biomateriatbw ortopedycznych, ktéra jest
przewidywana na poziomie ok. 7% [5]. Jako gléwne czynniki powigkszania Swiatowego rynku
wymieniany jest wzrost dotacji rzadowych, wzrost popytu na implanty oraz rozwoj badah nad
biomateriatami.

Podstawowym wymogiem dla biomateriatow, rowniez tych stosowanych w ukladzie
kostnym, jest ich nietoksycznos¢ dla komorek organizmu i1 biozgodno$¢. Szczegodlnie istotne sg
biomateriaty, ktére posiadaja zdolno$¢ integracji z tkankami oraz stymulowania procesow
regeneracyjnych. Oczekuje si¢, ze bioaktywny materiat przysztosci bedzie zawierat kombinacje
pozadanych cech pozwalajacych na kontrole wiasciwosci mechanicznych, mikrostruktury,
sktadu, uwalniania aktywnych molekut promujacych odbudowe kosci oraz bedzie cechowat si¢
kontrolowang biodegradacja [2]. Bioaktywnos$¢ 1 osteokondukcyjno$¢ wynikajg ze zdolnosci
do indukowania specyficznych odpowiedzi komoérkowych prowadzacych do szybszej
regeneracji tkanki kostnej [6]. Natomiast na biozgodno$¢ biomateriatu wptywa m.in. budowa
chemiczna i1 obecne na powierzchni grupy funkcyjne [7][8]. Kolejnym waznym wymogiem
stawianym biomaterialom jest potencjal osteogenny [9]. Wytwarzane biomaterialy moga
jednak wywolywac¢ skutki uboczne tj. uczulenie, przewlekly stan zapalny a nawet reakcje
prowadzace do odrzucenia implantu [10][11]. Komdrkowa odpowiedZ immunologiczna ma

kluczowe znaczenie dla indukcji tych efektéw, a odpowiada za nie wzmozona produkcja

8



cytokin prozapalnych, gdyz uktad odpornosciowy odgrywa kluczowa role w naprawie
i regeneracji tkanek [12][13].

Wsrod biomateriatow nowej generacji wazng role odgrywaja bioszkta i biokompozyty
polimerowo-ceramiczne [14]. Biopolimery w tym np. polisacharydy nadaja kompozytom
elastycznos¢ 1 biodegradowalnosé [15][16]. Szczegdlne miejsce w prowadzonych badaniach
zajmuje chitozan [17], ktory jest nietoksyczny, biokompatybilny i degraduje do nietoksycznych
oligosacharydow [18] oraz kwas hialuronowy wykazujacy wiele funkcji biologicznych
[19][20].

Od Dbioszkiet najnowszej generacji oprocz biozgodnosci, bioaktywnosci
i bioresorbowalnos$ci oczekuje si¢ stymulacji komoérek przez uwalniane jony, aktywnej
powierzchni 1/lub dopasowanej struktury do zastgpowanych tkanek. Dzigki takim
wlasciwo$ciom bioszkta powinny nie tylko wigza¢ si¢ chemicznie z zywa tkanka, ale takze
wspomagaé jej regeneracje. Niektore jony jak np. Sr** lub Zn** maja dzialanie stymulujace na
komorki, dzigki czemu bioszkta moga promowac tworzenie kosci. Natomiast z uwagi na fatwy
systematyczny dobodr sktadu chemicznego i wplyw na budowe wewnetrzng poprzez parametry
wytwarzania, szkta s3 materiatem, z ktérego jony moga by¢ uwalniane w sposob kontrolowany.
Bioszkta w kompozytach stanowig rusztowanie dla wzrostu tkanki kostnej i moga nadawac¢ im
wlasciwosci bioaktywne i antybakteryjne. Uwalniajac z powierzchni jony np. Ca®" bioszkta
zaliczane s3 do materialow o kontrolowanej reaktywno$ci. Wymywane z ziaren bioszkla
zasadotworcze jony zwigkszaja pH Srodowiska w okolicy implantu, a Zel kwasu krzemowego
powstajacy na powierzchni szkta odgrywa wazng role w tworzeniu warstwy weglanowo-
apatytowej. Istniejg doniesienia literaturowe dotyczace wplywu produktoéw rozpuszczania
bioszkta na ich wlasciwosci [21], w tym osteogenez¢ 1 angiogeneze [22]. Zastapienie CaO przez
SrO w skladzie chemicznym, sprzyja zwigkszeniu proliferacji osteoblastow i aktywnoS$ci
fosfatazy alkalicznej (ALP) [23][24], ponadto jony strontu dziataja antybakteryjnie [25].
Oprocz strontu cynk jest jednym z waznych skladnikow, ktore maja stymulujacy wpltyw na
proces odbudowy kosci [21] 1 efektywnos$¢ jej regeneracji [26][27]. Jak wykazano
w doniesieniach literaturowych, jony cynku dzialaja bakteriobdjczo [28], stymuluja
proliferacje, zwigkszaja gestos¢ kosci, a takze dzialaja przeciwzapalnie. Natomiast ilos$¢
produktow rozpuszczania, czyli uwolnionych jonow, zalezy bezposrednio od struktury
bioszkta. Bioszkla zawierajace w sktadzie chemicznym ZnO lub SrO w potaczeniu
z chitozanem lub kwasem hialuronowym moga stanowi¢ obiecujace rozwigzanie dla medycyny
regeneracyjnej [29][30]. Dodatkowo poprzez dobdr odpowiednich parametréw obrobki

termicznej bioszkiet, mozna zmienia¢ stopien uporzadkowania ich struktury oraz sktad fazowy.
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Podsumowujac, w poszukiwaniach nowych biomateriatow dazy sie¢ do opracowania
wyrobu medycznego o jeszcze lepszej biokompatybilnosci, umozliwiajacego sterowanie
procesem regeneracji oraz zapewniajacego dobrg tolerancje uktadu immunologicznego. Idealny
biomateriatl przeznaczony dla inzynierii tkankowej powinien wspiera¢ proliferacje komorek,
wykazywa¢ odpowiednie wlasciwosci mechaniczne i tempo degradacji odpowiadajace
szybkosci regeneracji tkanki gospodarza, a takze nie zmienia¢ wlasciwosci w procesie
sterylizacji. Bioszkla wykazujace odpowiednie wilasciwosci fizykochemiczne i biologiczne,
uwalniajace w sposob kontrolowany jony Ca**, Sr** lub Zn?" powinny stanowié¢ idealny wybor

do zastosowania jako sktadniki nowych wielofunkcyjnych kompozytow.
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2. Choroby i ubytki tkanki kostnej i konwencjonalne metody ich leczenia

2.1 Choroby i ubytki tkanki kostnej

W organizmie tkanka kostna stanowi barier¢ ochronng dla narzagdow wewnetrznych ze
wzgledu na sztywno$¢ oraz odpowiada za utrzymanie homeostazy mineralnej [31]. Uktad
kostny jest podatny na szereg choréb [32], ktére moga wynika¢ z nieprawidlowego ukrwienia,
zaburzen hormonalnych, niewystarczajgcej podazy sktadnikéw odzywczych czy zaburzen
W procesie cigglej regeneracji a takze schorzen o podtozu genetycznym, zwigzanych ze stylem
zycia i niewystarczajacg aktywnoscig ruchowa. Duzym problemem s3 rowniez wypadki
komunikacyjne, w ktorych ofiary doznajg szeregu ztaman, gtéwnie konczyn dolnych, ale takze
czesto uszkodzen twarzoczaszki. Czynnikiem znaczaco zwigkszajacym ryzyko zlaman jest
osteoporoza, ktdrej nastepstwa nasilajg si¢ z wiekiem, a starzenie si¢ spoleczenstwa jest
zjawiskiem typowym dla krajow wysokorozwinietych.

Wsréd wielu chorob uktadu kostnego stanowigcych zlozone stany kliniczne, mozna
wymieni¢ dziedziczng marmurkowato$¢ kosci. Przy postgpie tej choroby w organizmie
dochodzi do zaburzenia rownowagi mig¢dzy iloscig 1 aktywnoscia osteoklastow i osteoblastow,
a kosci stajg si¢ tamliwe chociaz zwigksza si¢ ich twardos$¢ 1 gestos¢. Podloze genetyczne ma
rowniez enchondromatoza, znana takze jako chrzestniakowato$¢ s$rodkostna, ktora jest
zwigzana z rozwojem guzow w koSciach. Z kolei osteonekroza nastgpuje w wyniku
zatrzymania doplywu krwi do kos$ci i powoduje obumieranie czyli martwicg tkanki kostnej.
Przy niedoborze witaminy D lub wapnia czy fosforu moze dojs¢ do osteomalacji, czyli
zaburzenia metabolizmu ko$ci. Niedobory uposledzaja wzrost 1 mineralizacje nowych tkanek
prowadzac do krzywicy, wad i1 deformacji kregostupa, koslawosci kolan, plaskostopia.
Podatno$¢ kos$ci na odksztalcenia i ztamania moze wynikaé rowniez z dysplazji widknistej
kosci.

Oprocz potrzeb w ortopedii wskazania do stosowania materialow kosciozastepczych
mozna wskaza¢ w stomatologii. W tej dziedzinie uzupetniane s3 ubytki wyrostka
zgbodotowego po ekstrakcji zebow, przy utracie kosci w obrgbie zgbow (periodontopatia),
a takZe po usunigciu zniszczonej struktury kostnej w obszarze wierzchotka korzenia zgba oraz

zmiany bedace nastepstwem choroby przyzebia [33][34].
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2.2 Konwencjonalne metody ich leczenia ubytkow tkanki kostnej

Powstajace ubytki kostne powstate podczas ztaman lub chordb stanowig powazny
problem medyczny, gdyz czg¢sto nie moga si¢ zagoi¢ samoistnie dzigki mechanizmom
naprawczym organizmu [32][35]. Materiaty stosowane do leczenia badz uzupehiania tkanki
kostnej powinny by¢ kompatybilne z wlasciwosciami funkcjonalnymi kosci [36] oraz
zapewniac §ciste potaczenie w leczonym miejscu a takze srodowisko strukturalne dla komoérek
bioragcych udziat w procesie gojenia. Do leczenia chirurgicznego kos$ci stosowane sg
przeszczepy [37], ktore ze wzgledu na pochodzenie mozna podzieli¢ na:

- ko$¢ autogenng (tzw. autoprzeszczep),

- ko$¢ allogeniczng (z banku kosci, od zmartych dawcow),

- ksenograft (przetworzona ko$¢ pochodzenia zwierzecego),

- materialy alloplastyczne (syntetyczne substraty, pochodzace ze zrddet organicznych
lub nieorganicznych np. algi, hydroksyapatyt).

W przypadku organizméw zdrowych najlepsze rezultaty leczenia zapewnia uzycie kosci
autogennej z uwagi na wlasciwosci osteogenne, osteokondukcyjne i osteoindukcyjne lecz
wymaga dodatkowego zabiegu w celu pobrania potrzebnej tkanki. Mniej inwazyjng alternatywa
jest kos¢ allogeniczna i ksenograft, jednak niosa one za soba ryzyko odrzucenia lub
przeniesienia chordb. Kos¢ allogeniczna jest materialem, ktory byt poddany wczedniejszej
obrdbce, przez co ma obnizone wlasciwosci osteoindukcyjne 1 podwyzszone ryzyko reakcji
immunologicznych. Najwigcej mozliwosci daje zastosowanie biomaterialow alloplastycznych
[38][39]. Przyczynia si¢ to do ograniczenia zabiegdw chirurgicznych poprzez eliminacje
pobierania autoprzeszczepu, biomaterialy charakteryzuja si¢ brakiem antygenowosci
1 przeniesienia chordb, a takze dajg mozliwos¢ kontrolowanego uwalniania czynnikéw wzrostu,
wplywania na zachowanie komorek a takze biomaterialy s3 w stanie modulowa¢ lokalne
mikrosrodowisko [38].

Wsrod alloplastycznych biomaterialdow szczegdlne miejsce zajmujg wszczepy
degradowalne, ktérych wlasciwosci biomechaniczne powinny by¢ odpowiednie do
odtworzenia brakujacej tkanki. Ponadto pozadane jest aby zapewniaty odpowiedniag wymiane
sktadnikow odzywczych, sprzyjatly unaczynieniu i wrastaniu kosci a takze mialy odpowiednia
wielko$¢ porow. Materiaty na przeszczepy alloplastyczne badz rusztowania do namnazania
komorek wytwarza si¢ wykorzystujac roézne techniki [38] (rys. 1). Na szczegdlng uwage
zastuguja techniki szybkiego prototypowania w procesie druku 3D, ktére przy wykorzystaniu

technik komputerowych dajag mozliwos¢ personalizacji powstajacych implantow [40][41].

12



w Liofilizacja
" Elektroprzedzenie

= Druk 3D
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m Zol-zel
= Spienianie

=Wymywanie czastek

Rys. 1 Techniki inzynierii tkankowej stosowane do wytwarzania materialow alloplastycznych.

Z przeprowadzonych badan zaprezentowanych przez Giron J. 1 in. [38], wynika, Ze
najczesciej cytowanym polimerem stosowanym do opracowywania materialdw
alloplastycznych i rusztowan jest kolagen (rys. 2), ktéry oprdécz macierzy nieorganicznej
(hydroksyapatytu) stanowi gtowny sktadnik kos$ci. Przeprowadzone badania [38] pokazuja
takze znaczacy udziat chitozanu i kwasu hialuronowego. Jak podaje Sivashankari PR 1 in. [42],
biomateriaty na bazie chitozanu sa proangiogenne i wykazuja dzialanie antybakteryjne oraz

mozna z nich tatwo wytworzy¢ implant o pozadanym ksztalcie.

= Chitozan
= Kolagen
u Zelatyna

= Alginiany

= Kwas hialuronowy
= Polikaprolakton
u Poliwinyle

» Polikwas mlekowo-glikolowy

Rys. 2 Udzialy polimerow do wytwarzania materiatow alloplastycznych i rusztowan.
Chetnie stosowane sa rowniez szkla z uwagi na wysoka kompatybilnos¢ z tkanka

kostng, chociaz najwiekszy udzial w wytwarzanych materialach alloplastycznych stanowi

hydroksyapatyt [38] (rys. 3). Stosowany klinicznie material o nazwie handlowej Biosilicate®
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jest materialem  wysoce bioaktywnym, niecytotoksycznym, osteokonduktywnym,

osteoindukcyjnym, niegenotoksycznym i posiadajacym wlasciwosci antybakteryjne [43].

w Hydroksyapatyt
uFosforan wapnia

 Szkio

Rys. 3 Udzial szkta i materiatow ceramicznych do wytwarzania materiatléw alloplastycznych

1 rusztowan.

W chorobach przyzebia, ktore najczeéciej majg podtoze infekcyjne szczegdlne miejsce
zajmuja biomaterialy o dziataniu antybakteryjnym. Proces wgajania wszczepu wigze si¢
z procesem odbudowy/przebudowy kosci, ktory przebiega w sposob ciagly. Interakcja
mediatoréw stanu zapalnego tj. cytokin moze ten proces przesuna¢ w kierunku resorpcji [44].
Wiasciwy dobor biomaterialdéw, w tym ich porowato$¢ 1 zdolno$¢ do uwalniania jondéw

odgrywa kluczowa role w rozwoju rusztowan kostnych.
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3. Szkla bioaktywne w zastosowaniach medycznych

3.1 Struktura szkia

Szkta sa materiatami o bardzo ztozonej i nieuporzadkowanej strukturze wewnetrzne;j,
ktora opisuje uklad elementéw konstrukcyjnych, ich rozmieszczenie oraz charakter ich
przegrupowania w procesie ruchow termicznych. Stan szklisty jest bardzo zr6znicowany pod
wzgledem wilasciwosci 1 struktury. W bliskim sgsiedztwie atomow szkla przypominajg
struktur¢ odpowiednich krysztatow o tym samym sktadzie chemicznym, ale r6znig si¢ brakiem
uporzadkowania i symetrii dalekiego zasiegu. Wedlug hipotezy Zachariasena podstawowym
budulcem szkta krzemionkowego, a takze krzemionki krystalicznej, jest wigzbotworczy
tetraedr [SiO4]*. Zasady organizacji wewnetrznej struktury szkta przy bardziej ztozonych
uktadach sa podobne. W szklach o zlozonym sktadzie chemicznym np. krzemianowo-
sodowych sie¢ moze by¢ zrywana przez sktadniki okreslane jako modyfikatory (metale ziem
alkalicznych) (rys. 4). Strukture szkla wielosktadnikowego stanowi sie¢ tetraedrow [SiO4]*

z jonami modyfikujacymi w przestrzeniach migdzyweztowych.
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Rys. 4 Dwuwymiarowy obraz struktury: a) SiO> w postaci krystalicznej, b) szkta

krzemianowego, c) szkta krzemianowo-sodowego.

Sktonno$¢ substancji do przej$cia w stan szklisty zalezy od jej zdolnosci do tworzenia
ciaglej sieci asymetrycznej o nadmiarze energii niewiele roznigcym si¢ od sieci krystalicznej
[45]. Struktura szkla w normalnych warunkach jest metastabilna, tj. z ciagla tendencja do
przejscia do stanu krystalicznego, o czym decyduje podatno$¢ na krystalizacje. Proces
krystalizacji, czyli uporzadkowania struktury wewngtrznej, zalezy od wielu czynnikow

1 wymaga odpowiednich warunkow. Dwa z tych czynnikdw uznano za gléwne czynniki
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wplywajace na podatno$¢ szkta na krystalizacjg, tj. liczbe powstatych zarodkow oraz szybkosé¢
wzrostu krysztatow, ktore zalezag od temperatury. Stopien uporzadkowania struktury
wewnetrznej szkla oraz proces krystalizacji mozna wykorzysta¢é do otrzymania materiatu
o ulepszonych parametrach uzytkowych [46][47]. Wedlug literatury za wazny parametr nalezy
uzna¢ temperatur¢ obrobki termicznej szkla, ktora wplywa na bioaktywnosc,
cytokompatybilnos¢ [48][49] i1 szybko$¢ wigzania z koscig [50]. Bardziej uporzadkowana
struktura, a tym samym zwi¢kszona krystaliczno$¢, wptywaja korzystnie na biomineralizacjg,
ale mogg obniza¢ cytozgodnos¢ [50]. Z drugiej strony dane zaprezentowane przez
Shivalingama 1 in. wskazuja, ze bioszkla o zwigkszonej krystaliczno$ci wspomagaja
regeneracje kosci [51].

Szkta od substancji krystalicznych odréznia izotropia wilasciwosci, czyli s3 one
jednakowe niezaleznie od kierunku badania. Stan szklisty charakteryzuje si¢ punktem
transformacji (zeszklenia) na krzywej studzenia lub ogrzewania, w ktérym nastepuje widoczna

zmiana nachylenia krzywej opisujacej zalezno$¢ np. objetosci od temperatury (rys. 5 ).
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Rys. 5 Zalezno$¢ objetosci od temperatury: szkta, cieczy i ciala krystalicznego

(zrodto: Technologia Szkta, Wydanie 3, ARKADY, Warszawa 1987)

Klasyczne bioszklta wytwarzane sa metoda topienia, co wymaga duzych naktadow
energii. Ten problem rozwigzuje zastosowanie metody zol-zel, w ktorej sie¢ krzemianowa
tworzy si¢ w niskich temperaturach. Ponadto metoda zol-zel pozwala wytwarza¢ bioaktywne

szkta nawet przy zwigkszonym udziale SiO» [52].
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3.2. Szkta otrzymywane metodq zol-Zel

Pierwsze bioszklo Bioglass® zostato opracowane przez Larry’ego Hencha i od 1985
roku jest stosowne klinicznie. Wykazujac tworzenie bezposredniego wigzania z tkanka kostng
zapoczatkowato ono rozwdj ceramiki bioaktywnej, ktorej wiasciwosci sa weigz doskonalone
[53],[54,55]. Bioszkta i materiaty szkto-ceramiczne stosowane sg bezposrednio do wypetniania
ubytkow kostnych lub wykorzystywane jako sktadnik kompozytow w inzynierii tkankowe;j
[15,56,57]. Zastosowanie metody zol-zel do wytwarzania bioszkiel daje mozliwos$¢ nadawania
im wielu wtasciwosci funkcjonalnych [58,59]. Zaleta bioszkiet wytwarzanych metoda zol-zel
jest duza czystos¢ chemiczna, jednorodno$¢, mezoporowato$¢ oraz zachowane ugrupowan
(—OH) w ich sieci wewnetrzne;.

Zastosowanie metody zol-zel w produkcji bioszkta zapewnia im wiele korzystnych
wlasciwosci uzytkowych [58,59]. Jedna z nich jest wysoka bioaktywnos¢, czyli zdolnos¢ do
tworzenia apatytowej warstwy posredniej na granicy faz materiat/tkanka kostna. Zarodkowanie
krysztalow apatytu nast¢puje poprzez chemisorpcje jonow wapnia 1 grup fosforanwych do
warstwy zelu kwasu krzemowego, tatwo tworzacej si¢ na powierzchni bioszkta. Reakcje na
styku bioszkta i tkanki kostnej podczas procesu tworzenia apatytu w trojsktadnikowym
uktadzie Si02-P>0s5-CaO przebiegaja wedtug schematu przedstawionego przez L. Hencha [52].
Wzrost krysztalow apatytu nastepuje gldwnie dzigki jonom wapnia uwalnianym z bioszkta,
ktére reaguja z nieorganicznymi grupami fosforanowymi obecnymi w ptynach ustrojowych
krazacych w mikrosrodowisku kostnym [60,61]. Proces ten prowadzi do powstania warstwy
hydroksyapatytu 1 jej potaczenia z wtdknami kolagenowymi matrycy organicznej. Obecnosé¢
fosforu w biomateriale jest istotna, ale nie jest konieczna, ze wzgledu na obecno$¢ grup
fosforanowych w ptynach ustrojowych [62].

Szkta krzemianowe, w ktorych sktadzie chemicznym jest mniej niz 50% mol. SiO2 nie
s3 w stanie stworzy¢ trojwymiarowej wigzby. Struktura szkta w normalnych warunkach jest
niestabilna, tzn. znajduje si¢ w stanie metastabilnym i zawsze wystepuje tendencja do przejscia
w stan krystaliczny. Stopien uporzadkowania struktury wewnetrznej szkla oraz proces
krystalizacji mozna wykorzysta¢ do uzyskania materialu o ulepszonych parametrach [46][47].
Zgodnie z literaturg temperature obrobki termicznej szkla nalezy uznaé za istotny parametr,
poniewaz wptywa ona na bioaktywno$¢, kompatybilnos¢ [48][49] oraz proces wigzania
zkoscig [50]. Wykazano takze, Zze podwyzszenie krystalicznosci moze nadaé szklom

korzystniejsze wlasciwos$ci do regeneracji tkanki kostnej [51].
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3.3. Bioaktywnosé i metody jej oceny

W literaturze wiele uwagi poswieca si¢ bioaktywnos$ci materiatow [61] oraz czynnikom
indukujgcym osteointegracje, dzigki ktorej komorki kostne zostajg pobudzone do stworzenia
bezposredniego polaczenia z implantem [63][64]. Osteointegracja to proces wieloetapowy,
sktadajacy si¢ z wielu reakcji, prowadzacy do trwatego potaczenia implantu z tkanka kostna.
Ponadto leczenie infekcji bakteryjnych staje si¢ coraz trudniejsze ze wzgledu na pojawienie si¢
bakterii opornych na antybiotyki. Czesto opisuje si¢ zapobieganie infekcjom bakteryjnym
poprzez wlaczanie do nowych biomaterialow sktadnikow wykazujacych dziatanie
przeciwbakteryjne [65]. W prowadzonych badaniach duzo uwagi poswigca si¢ szkiu
bioaktywnemu [6,56,66] oraz polimerom naturalnym, z ktérych wykonane sa biokompozyty
[54,55].

Ocene cytozgodnosci biokompozytéw do regeneracji tkanek mozna przeprowadzié
zardwno metodami bezposrednimi, jak i posrednimi, w oparciu o ekstrakty przygotowane
z badanych biomateriatow [67]. Mozna tez stosowa¢ nowe metodologie z zastosowaniem
wkladek (insertow) [68], ktore pozwola na zastosowanie wigkszej masy bioszkla w jednym
tescie, eliminujac bezposredni kontakt probki z komoérkami i utrzymujac ciaglte uwalnianie
jonow przez caly czas trwania eksperymentu.

Biomaterialy przeznaczone do wypetniania ubytkow tkanki kostnej moga powodowac
dziatania niepozadane w postaci nadwrazliwosci, przewlektego stanu zapalnego lub odrzucenia
implantu(éw) [10]. Komorkowa odpowiedZz immunologiczna ma kluczowe znaczenie dla
wywotania tych efektow, a jej ocena jest uwazana za jeden z najwazniejszych wskaznikow
oceny ogoélnoustrojowej odpowiedzi immunologicznej [69][70]. Wynika to z faktu, ze uktad
odpornosciowy odgrywa kluczowa role w regeneracji i naprawie tkanek [12][13]. Wigkszos¢
cytokin biorgcych udziat w resorpcji kosci, takich jak czynnik martwicy nowotworu (TNF-a),
nalezy do cytokin prozapalnych [71] i jest wytwarzana gtownie przez fagocyty aktywowane
endotoksynami, ale cytokiny moga by¢ rowniez wytwarzane przez limfocyty T i NK (naturalni
zabojcy, komorki NK). Z kolei interleukina-6 (IL-6) jest cytoking majacg istotny wptyw na
homeostaze szkieletu poprzez regulacje rozwoju funkcji komorek kostnych. Wykazano, ze IL-
6 reguluje wilasng produkcje (autoregulacje), co jest wazne dla tempa przebudowy kosci

[72][73][74].
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3.4. Wiasciwosci bakteriobdjcze bioszkiel

Podczas projektowania antybakteryjnych biomateriatow wprowadza si¢ do ich sktadu
chemicznego jony lub tlenki metali posiadajgce zdolnosci bakteriobodjcze. Stosowane sg przy
tym rézne techniki wprowadzania sktadnikow odpowiedzialnych za bakteriobdjczosé, ktore
moga dziata¢ pojedynczo lub w polaczeniu, wykorzystujac efekt synergii [75]. Sktadniki takie
mozna wprowadza¢ na etapie syntezy szkla, zar6wno metodg topienia jak i zol-zel. Mozna
rowniez wytworzone wczesniej szkto niezawierajace skladnika dzialajacego bakteriobodjczo
podda¢ obrdbce chemicznej polegajacej na wymianie jonowej. Podczas prowadzenia takiej
obrobki z sieci szkta wymywane sg najczesciej jony metali jednowartosciowych (Na*, Li*, K)
1 wprowadzane jony o zdolno$ciach bakteriobdjczych [76]. Jako czynnik bakteriobdjczy,
najdluzej i najczesciej wykorzystywane jest srebro, gdyz jego dziatanie znane jest od stuleci,
a mechanizmy oddzialywania na mikroorganizmy zostaty wyjasnione i udokumentowane [77].
Jednak zdolno$ciami bakteriobdjczymi cechujg si¢ réwniez jony innych metali: cynku, miedzi,
ztota, ceru [78][34][79][80][81][82]. Sposrod wymienionych, cynk nalezy do pierwiastkow
sladowych w ludzkim organizmie, a jego znaczenie uznano za wszechstronne, gdyz jest istotny
w procesach wzrostu, w uktadzie nerwowym, a zwlaszcza w uktadzie immunologicznym.
Niedobor cynku lub jego nadmiar moze prowadzi¢ do szeregu zaburzen, gdyz jony cynku sg

sktadnikami lub aktywatorami wielu enzymow, ktore biorg udziat w procesach metabolicznych

[83].
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4. Rola jonow cynku i strontu w biomaterialach

Jak wykazano w literaturze, jony krzemu, miedzi, strontu, magnezu, wapnia i cynku
uwalniane w okreslonych stezeniach z biomaterialu odgrywaja wazng role w procesie
regeneracji kosci [22]. Jony uwalniane z biomateriatu tworza korzystne mikrosrodowisko, ktére
utatwia proliferacj¢ komorek. W procesie stymulacji wzrostu nowej kosci istotne jest takze
synergistyczne dziatanie jono6w uwalnianych z bioszkta lub biomateriatu, czyli krzemu i strontu
[84]. Modyfikacja sktadu bioszkla poprzez czesciowe zastgpienie jonow Ca’" w sieci szkla
jonami Mg?" lub Sr** zwigksza reaktywno$é powierzchni, co z kolei zwieksza zdolno$é¢ do
tworzenia osadow hydroksyapatytu w kontakcie z ptynami ustrojowymi [85].

Stront jest klinicznie stosowany jako $rodek farmaceutyczny w leczeniu osteoporozy ze
wzgledu na jego zdolno$¢ do aktywacji osteoblastow 1 hamowania aktywnosci osteoklastow
[86,87]. Jony strontu uwalniane z modyfikowanego bioszkta majg dziatanie osteoindukcyjne
poprzez usprawnienie proliferacji komodrek [88], a takze maja wlasciwosci antybakteryjne
Wyniki badan histomorfometrycznych zaprezentowane przez Gorustovicha A. 1 in. [89]
potwierdzaja pozytywny wplyw strontu na proces osteogenezy prowadzacy do naprawy tkanki
kostnej. Zastagpienie CaO przez SrO w wiezbie szkla jest uwazane za nowatorska strategie
tworzenia biomateriatlow do zastosowania w terapii naprawy i regeneracji kosci [23].

Oproécz strontu, jednym z waznych sktadnikow wystepujacych w kosciach jest cynk,
ktory wykazuje stymulujacy wplyw na proces odktadania si¢ mineratow w koS$ciach.
Homeostaza cynku jest niezbedna dla wielu biatek regulujacych funkcje komorkowe, takie jak
odpowiedz na stres oksydacyjny, replikacja DNA, naprawa uszkodzen DNA 1 apoptoza [90].
Jony cynku sg sktadnikami lub aktywatorami wielu enzyméw bioracych udziat w procesach
metabolicznych [91,92] 1 wykazano, Zze stymulujg wczesne roznicowanie komorek kostnych
[93-95]. Biorac pod uwage te cechy cynku, wiele badan koncentruje si¢ na zastosowaniu cynku
jako sktadnika szkiet bioaktywnych lub innych rodzajow biomateriatow [26][96]. Jak wykazali
Ishikawa K 1 in. [97], jony cynku uwalniane z bioaktywnych szkiel zawierajagcych ZnO
stymulujg proliferacje i réznicowanie osteogenne komorek oraz utatwiajg rozwoj dojrzalej
kosci. Ponadto jony cynku zwiekszaja rowniez gesto$¢ kosci, dziataja przeciwzapalnie
1 przeciwbakteryjnie, dzigki czemu utatwiajg gojenie kosci. Obecnos¢ ZnO w szkle zwigksza
jego wytrzymato$¢ mechaniczng i1 trwato$¢ chemiczng oraz zmniejsza jego podatno$¢ na
degradacje w srodowisku wodnym, takim jak symulowany ptyn fizjologiczny (SBF) [98].
Wedtug danych literaturowych ilo§¢ uwolnionych jondéw cynku z biomateriatu powinna by¢

optymalna, tj. bezpieczna dla leczonego pacjenta 1 zapewniajaca minimalne ste¢zenie hamujace
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wzrost bakterii [65][99]. Dominujaca hipoteza dotyczaca mechanizmu niszczenia bakterii przez
biomateriaty zawierajace ZnO jest powstawanie reaktywnych form tlenu (ROS) i niszczenie
sciany komoérkowej po kontakcie z jonami lub labilnymi kompleksami cynku [76], [100,101].
Wprowadzenie ZnO do skladu bioszkla wplywa na zmiane jego bioaktywnosci
i cytotoksycznosci. Wg Bini [102] nawet niewielka ilos¢ ZnO (0.4 %wt.) w bioszkle z uktadu
Si0,-P205-Ca0 podczas badan in vitro przyspiesza formowanie hydroksyapatytu weglanowego
swiadczacego o bioaktywnosci. Dodatkowym atutem obecnosci ZnO w sktadzie biomateriatu
sg jego wihasciwosci osteoindukcyjne. Wyniki badan z osteoblastami wykazaly, ze cynk
wprowadzony w ograniczonej ilosci do skladu bioszkla, pobudza wczesne réznicowanie
komérek kostnych [103] [104]. Natomiast uwolnione z biomateriatu jony Zn** w stezeniu 3.0
mg/l, nie oddziatujg cytotoksycznie na mysie komorki osteoblastyczne [98].
Jako dominujacg hipotez¢ mechanizmu niszczenia bakterii przez materiaty zawierajace
ZnO przyjmuje si¢ tworzenie ROS i destrukcj¢ $§ciany komoérkowej po bezposrednim kontakcie
z jonami Zn?* lub labilnymi kompleksami cynku [105][106]. Przedstawione przez Sirelkhatim
[107] wyniki badan pokazuja, ze proces ROS prowadzi do uszkodzen bton komoérkowych
i biatek, co nastepnie powoduje zahamowanie wzrostu lub $mieré¢ bakterii. Jony Zn** moga
powodowac¢ rowniez inne uszkodzenia blon komérkowych, np. moga wchodzi¢ w interakcje
z biatkami cykli oddechowych 1 biatkami transportujagcymi, powodujac ich dezaktywacje
1 pdzniejsze uszkodzenie bton komoérkowych. Komoérki bakteryjne narazone na jony cynku
mogg ulega¢ zmianom morfologicznym 1 fizjologicznym, takim jak uszkodzenie bton
cytoplazmowych 1 btony komorkowej. Ponadto jony cynku moga zaburza¢ réwnowage
elektrolityczng, co rowniez prowadzi do uszkodzenia bton komoérkowych. Zbyt wysokie
stezenie cynku wywiera hamujacy wptyw na wiele istotnych funkcji komorek np. w tancuchu
oddechowym bakterii 1 mitochondriow w komorkach eurokariotycznych jest silnym
inhibitorem transportu elektronéw. Minimalne stezenie jonow Zn**, dla ktérego wykazano 90%
skuteczno$¢ dzialania antybakteryjnego na Staphylococcus aureus 1 Escherichia coli oraz 80%
proliferacje komorek 1929, miesci si¢ w przedziale od 10° do 10* M [108]. Podczas
opracowywania sktadu chemicznego biomaterialow, i1lo$¢ ZnO powinna wigc by¢ tak dobrana,
aby promowane byly pozadane wlasciwosci biomateriatu, a jony Zn?" nie wydzielaly sie

w nadmiernym stopniu.
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5. Kompozyty hydrozelowo-ceramiczne

5.1 Biopolimery w kompozytach hydroZelowo-ceramicznych

Wsréod  biomaterialdbw nowej generacji wazng role odgrywaja biokompozyty
hydrozelowo-ceramiczne [14]. Biopolimery, do ktorych zalicza si¢ np. polisacharydy, nadaja
im elastycznosc¢ i biodegradowalnos¢ [15][16]. Chitozan zajmuje szczegdlne miejsce w obecnie
prowadzonych badaniach [17] poniewaz jest nietoksyczny, biokompatybilny i rozktada si¢ do
nietoksycznych oligosacharydow [18].

Chitozan jest naturalnym polimerem otrzymywanym w wyniku deacetylacji chityny
1 zawiera liniowo potaczone wigzaniami B-1,4-glikozydowe czasteczki D-glukozaminy i N-
acetylo-D-glukozaminy (rys. 6). Charakteryzuje si¢ biozgodno$cia, ma wlasciwosci

przeciwbakteryjne i hemostatyczne oraz jest biodegradowalny [109].

CH,
OH OH
o=
OH NH OH ' 0 HM/
0 o "0 0 -
0 HO 0/%,0 HO
HO - 0 HO OH NH
NH, oit HH,, ;\
0

n = i _

chitozan kwas hialuronowy

Rys. 6 Wzory strukturalne chitozanu i kwasu hialuronowego

Z uwagi na zdolnosci osteokondukcyjne chitozan jest przydatny w inzynierii tkanki
kostnej [42]. Jednakze w celu poprawy jego wtasciwosci mechanicznych czesto jest mieszany
z innymi polimerami naturalnymi, ceramika lub bioszklem. Chitozan znalazl praktyczne
zastosowania w kilku dziedzinach medycyny [110]. Natomiast materialy ceramiczne, w tym
bioszkta nadajg kompozytom odpowiednie wtasciwosci biologiczne, w tym ostokondukcyjnosé
oraz wytrzymato$¢ mechaniczng.

Kwas hialuronowy jest polisacharydem liniowym z grupy glikozoaminoglikanow (rys.
6), oddziatuje z r6znymi biatkami oraz posiada unikalne wtasciwosci fizyczne 1 mechaniczne
[I11][112][110]. Zgodnie z danymi literaturowymi kwas hialuronowy zwieksza tempo
proliferacji [113] 1 sprzyja migracji komorek [114]. Natomiast jako zwigzek wysoce

hydrofilowy przyczynia si¢ np. do utrzymania nawodnienia tkanek, chroni komoérki przed
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wolnymi rodnikami oraz spetnia funkcje immunoregulujace. Znalazt on zastosowanie w kilku
dziedzinach medycyny, m.in. w ortopedii, okulistyce i dermatologii estetycznej [110].

Ceramika, w tym bioszkla, z kolei sg biomateriatami o duzej powierzchni wlasciwej,
wytrzymalo§ci mechanicznej, a takze cechuje je osteokonduktywnos¢ 1 dziatanie
antybakteryjne. Bioszklo o odpowiednim sktadzie chemicznym, np. zawierajace ZnO czy SrO,
w polaczeniu z chitozanem, jest obiecujacym rozwigzaniem dla medycyny regeneracyjnej
[29][30]. Jony cynku uwalniane z bioszkta stymulujg proliferacje komorek, zwigkszajg gestosc
kosci, dziatajg przeciwzapalnie i przeciwbakteryjnie [97][26]. Jony strontu wykazuja dziatanie
osteoindukcyjne poprzez poprawe proliferacji osteoblastéw 1 wykazuja wlasciwosci
antybakteryjne [25]. Ponadto dobierajac odpowiednie parametry obrébki cieplnej bioszkla
mozna zmienia¢ jego sklad fazowy 1 stopien krystalicznosci, co w efekcie wptywa na
biokompatybilno$¢ kompozytu [115]. Kompozyty bioszklo — hydrozel mozna tez modyfikowaé
poprzez dodatek nanoczastek peptydowych [116][117], nadajac im korzystniejsze wiasciwosci

biologiczne.

23



6. Cel, teza i zakres pracy

Celem pracy jest opracowanie sposobu otrzymywania szkiet metodg zol-zel z uktadu
Si0,-Ca0-P20s wzbogaconych w cynk lub stront dla zastosowan w chirurgii 1 ortopedii.

Stawiam teze, ze poprzez zmiane warunkOw wytwarzania i obrobki termicznej oraz
wprowadzenie dodatkéw do wiezby szkla w postaci jonow cynku i strontu mozliwe jest
wptywanie na strukture, sktad fazowy oraz zachowanie szkiel w §rodowisku biologicznym,
objawiajace si¢ ich degradacja i uwalnianiem jonéw waznych z punktu widzenia aktywnosci
biologicznej. Obecnos¢ jondw cynku w wigzbie szkla bedzie nadawata probkom wilasciwosci
bakteriobojcze, za$ strontu bedzie wptywata korzystnie na procesy osteogenne. Otrzymane
szkla zostang wykorzystane do wytworzenia kompozytdéw o osnowie polisacharydowej
(chiozan lub chitozan i kwas hialuronowy), ktére beda przeznaczone do wypelniania ubytkow
w tkance kostnej, spowodowanych przez urazy lub procesy chorobotwoércze (np. stany po
usunigciu nowotwordw, cyst, ubytki po infekcji kosci).

W pierwszej czes$ci badan zostang opracowane sktady szkiel i metoda ich wytworzenia
technikg zol-zel. Zaprojektowane zostana trzy sktady chemiczne szkiel: szkto referencyjne
(70 Si02 — 25 CaO — 5 P,0s, %wag), szkto z dodatkiem cynku (70 SiO>— 23 CaO — 2 ZnO —
5 P20Os, %wag) i szklo z dodatkiem strontu (70 SiO2 — 23 CaO — 2 SrO — 5 P,0s, %wag).
W zalezno$ci od warunkoéw otrzymywania (temperatura i czas suszenia zeli oraz temperatura
1czas wygrzewania szkiel) bedzie mozliwe otrzymanie probek rdznigcych si¢ stopniem
uporzadkowania struktury, a co za tym idzie wlasciwo$ciami, np. podatnos$cig na uwalnianie
jondéw 1 czasem degradacji. W konsekwencji uzyskanych zostanie po co najmniej 5 probek dla
kazdego z trzech typow szkiel rdzniacych si¢ stopniem uporzadkowania struktury. Wedtug
mojej najlepszej wiedzy podejscie takie nie bylo jak dotad stosowane w literaturze,
w odniesieniu do szkiet o zaprojektowanym sktadzie.

Nastepnie okreslone zostang wlasciwosci fizykochemiczne szkiet: struktura i1 sktad
chemiczny (z wykorzystaniem metod FTIR, XRD), mikrostruktura (oceniona za pomocg SEM),
rozwinigcie powierzchni (wyznaczone metoda BET) i uziarnienie (okreslone metoda LALLS).
Potem oceniona zostanie podatno$¢ opracowanych szkiet na degradacje w srodowisku wodnym
1 uwalnianie jonéw (za pomocg metod ASS, ICP) oraz bioaktywno$¢ w roztworze symulujagcym
srodowisko biologiczne (SBF — za pomoca metod SEM/EDS). Probki szkiet beda tez zbadane
pod katem ich wlasciwosci bakteriobdjczych w kontakcie z komorkami bakteryjnymi
(Staphylococcus aureus 1 Pseudomonas aeruginosa). W dalszej kolejnosci oceniona zostanie

aktywno$¢ biologiczna szkiet (cytotoksycznos¢ 1 proliferacja w kontakcie bezposrednim
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zkomoérkami hFOB1.19) 1 szkiet w postaci sprasowanych pastylek z komorkami
osteoblastopodobnymi MG63 (adhezja, morfologia komorek, zywotnosé, live/dead,
proliferacja).

Najbardziej obiecujace probki szkiel zostang wykorzystane do otrzymania kompozytow
na bazie chitozanu (2% wag roztworu chitozanu zmieszane z 2% wag zawiesiny szkla,
homogenizowane na mieszadle magnetycznym, poddawane liofilizacji) lub chitozanu i kwasu
hialuronowego. Kompozyty zostang scharakteryzowane pod katem mikrostruktury (SEM),
rozwini¢cia powierzchni (BET), wlasciwosci mechanicznych (proba Sciskania) i bioaktywnos$ci
(inkubacja w SBF). Ponadto oceniona zostanie aktywnos$¢ biologiczna szkiet i kompozytow
w postaci rusztowan (kontakt posredni) z komodrkami A549 (adhezja, morfologia komorek,
zywotno$¢, live/dead, proliferacja) (kontakt bezposredni) z komérkami osteoblastopodobnymi
MG®63 1 ekstraktow ze szkiet 1 kompozytow. Wybrane kompozyty z udziatem chitozanu/kwasu
hialuronowego i bioszkla zostang poddane ocenione pod katem odpowiedzi immunologicznej

(TNF-a i IL-6).
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7. Materialy

7.1. Synteza bioszkiel o roinym stopniu rozdrobnienia do zastosowania jako sktadnik

kompozytow

Do badan wstgpnych opracowano bioszklo SiO> 70% wag., P2Os 5% wag. i CaO 25%
wag., w ktérym 1% wag. lub 2% wag. CaO zamieniono na ZnO, ktére poddano wygrzewaniu
w temperaturze 600°C przez 6 h (seria I). Nast¢pnie opracowano nowe sklady chemiczne
bioszkiet (seria II) takze w uktadzie SiO2-P,05-CaO. Bioszkto o zawartosci SiO2 70% wag.,
P>0s5 5% wag. 1 CaO 25% wag. tak jak poprzednio stanowilo material odniesienia. W serii II,
w sktadach bioszkiet dotowanych SrO lub ZnO, 2% wag. lub 5% wag. CaO zastgpiono SrO lub
Zn0O. Do wytworzenia bioszkiet zastosowano niskotemperaturowg metoda metod¢ zol-zel.

Jako reagentow uzyto: tetraetoksysilan, azotan(Il) strontu, szeSciowodny azotan(V)
cynku (Sigma-Aldrich), fosforan(V) trietylu (Fluka) i czterowodny azotan(V) wapnia (POCH).
Po przeprowadzeniu mieszanin reakcyjnych z zolu w zel i zakonczeniu suszenia,
przeprowadzono wygrzewanie w piecu elektrycznym. Wszystkie wytworzone bioszkta: PS5,
P5Sr2, P5Sr5, P5Zn2 1 P5Zn5 poddano wygrzaniu w 650°C przez 15 h. Uzyskane bioszkla
mialy posta¢ gruboziarnistych proszkow, ktore w kolejnym etapie rozdrobniono w mozdzierzu
mechanicznym. Kazde ze szkiel przygotowano w dwodch uziarnieniach. Otrzymano w ten
sposob dziesie¢¢ bioszkiet w formie proszkéw oznaczonych symbolami: PS5 I, PS5 II, P5Sr2 1,
P5Sr2 11, P5Zn2 1, P5Zn2 11, P5Sr5 I, P5Sr5 I, P5ZnS 11 P5Zn5 11 (tabela 1).

Tabela 1: Symbole bioszkiet (serii II) poddanych obrobce w 650°C przez 15 h

Sktad chemiczny bioszkta Symbol probki
SiO2 70% wag., CaO 25% wag., P5_I
P20s 5% wag. P5_II
SiO2 70% wag., CaO 23% wag., P5Zn2_I
P.Os 5%wag., ZnO 2% wag. P5Zn2_l1
SiO2 70% wag., CaO 23% wag., P5Sr2 |
P2Os 5% wag., SrO 2% wag. P5Sr2_lI
SiO2 70% wag., CaO 20% wag., P5Zn5 |
P20s 5% wag., ZnO 5% wag. P5Zn5_ 1l
SiO2 70% wag., CaO 20% wag., P5Sr5_1I
P20s 5% wag., SrO 5% wag. P5Sr5 I
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7.2 Synteza bioszkiel o roznym stopniu uporzgdkowania struktury do zastosowania jako

sktadnik kompozytow bioszklo/chitozan lub bioszklo/chitozan/kwas hialuronowy

Do badan wybrano trzy sktady chemiczne bioszkiet dotowanych w ilosci 2% wag. SrO
lub ZnO (PS5, P5Sr2, P5Zn2) i wytworzono nowe serie bioszkiet (seria III) niskotemperaturowg
metoda zol-zel. Po przeksztalceniu mieszaniny reakcyjnej z zolu w zel suszenie zakonczono.
Nastepnie kazdy otrzymany suchy zel podzielono na pig¢ porcji 1 ogrzewano w réznych
warunkach w piecu elektrycznym. Parametry obrdbki cieplnej suchych zeli wynosily
odpowiednio: 550°C/3h, 600°C/3h, 600°C/10h, 650°C/3h, 650°C/10h. Prowadzono takze
obrobke termiczng badanych szkiel w temperaturze przekraczajacej temperature krystalizacji

(1050°C/5h) w celu okreslenia jakosciowego sktadu fazowego (tabela 2).

Tabela 2: Symbole bioszkiet po obrébce termicznej o zroznicowanych parametrach (seria I1I)

Parametry Sktad bioszkiet
obrobki SiO2 70 %wag., SiO2 70 %wag., SiO2 70 %wag.,
termicznej CaO 25 %wag., CaO 23 %wag., CaO 23 %wag.,
P>0Os 5 %wag. P.Os 5 %wag., P.Os 5 %wag.,
Zn0O 2 %wag. SrO 2 %wag.
550°C/3 h PS5 P5Zn2 P5Sr2
(a): 600°C/3 h P5a P5Zn2a P5Sr2a
(b): 600°C/10 h P5b P5Zn2b P5Sr2b
(c): 650°C/3 h P5c P5Zn2c P5Sr2c
(d): 650°C/10 h P5d P5Zn2d P5Sr2d
(e): 1050°C/5h P5e P5Zn2e P5Sr2e

Uzyskane bioszkta podobnie jak w poprzednich seriach rozdrobniono w mozdzierzu
mechanicznym. Ostatecznie otrzymano pi¢tnascie probek bioszkiet (tabela 3) do zastosowania

jako sktadnik kompozytéw bioszklo/chitozan lub bioszkto/chitozan/kwas hialuronowy.
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7.3. Przygotowanie kompozytow bioszklo/chitozan

W ramach wczesniej prowadzonych badan [29] zostaly opracowane parametry syntezy
kompozytéw chitozan/bioszkto (P5Znlg), przy ktérych $redni wymiar otwartych porow
porowatych struktur miescit si¢ w zakresie 40-300 um (rys. 7). Natomiast przy stosunku ilosci
bioszkta do polimeru 1:1 kompozyty -charakteryzowaly si¢ najwyzsza sztywnos$cig
1 stabilnos$cig struktury. Dlatego w kolejnych badaniach, bedacych przedmiotem mojej pracy
doktorskiej, wykorzystatam wcze$niejsze moje doswiadczenia 1 skupitam si¢ na

wlasciwos$ciach bioszkiet oraz ich wplywie na biokompatybilno$¢ kompozytow.

Y, P~ ==
mag HV WD | det —_—300 ym ——
500 x| 10.0 kV | 4.7 mm |ETD

Rys. 7 Obraz SEM struktury kompozytu chitozan/bioszklo z udzialem P5Znlg wytworzonego

przy proporcji polimer:bioszkto 1:1.

Kompozyty zostaly przygotowane stosujac wczesniej opisang metodologie [29].
Chitozan rozpuszczono w 1% wag. kwasie octowym. Bioszkla potaczono z 2% wag. roztworem
polimeru. Utrzymano stosunek bioszklo/chitozan 1:1. Kompozyty wytworzono w procesie
liofilizacji stabilnych dyspersji powstatych w wyniku magnetycznego mieszania roztworéw
polimerdw 1 szkta. Proces liofilizacji prowadzono przez 28 h w liofilizatorze 2-16D Epsilon,
Christ. Swiezo zliofilizowane probki kompozytéw zanurzano na 6 h w etanolu. Nastepnie

kompozyty czterokrotnie przeptukano wodg dejonizowang, zamrozono do -35°C i ponownie

28



wysuszono w liofilizatorze (rys. 8). Otrzymano pigtnascie kompozytow chitozan/bioszkto,
ktérych symbole przedstawia (tabela 3).

Tabela 3: Symbole kompozytoéw chitosan/bioszkto o roznym stopniu uporzadkowania struktury

Parametry obrobki Sktady szkiet do przygotowania kompozytow
termicznej SiO2 70 %wag., SiO2 70 %wag., SiO2 70 %wag.,
bioszkiet CaO 25 %wag., CaO 23 %wag., Ca0 23 %wag.,
P20Os 5 %wag. P20s 5 %wag., P.Os 5 %wag.,
Zn0 2 %wag. SrO 2 %wag.
550°C/3 h C_P5 C_P5Zn2 C_P5Sr2

(a): 600°C/3 h C_P5a C_P5Zn2a C_P5Sr2a

(b): 600°C/10 h C_P5b C_P5Zn2b C_P5Sr2b

(c): 650°C/3 h C_P5¢c C_P5Zn2c C_P5Sr2c

(d): 650°C/10 h C_P5d C_P5Zn2d C_P5Sr2d

/ Bioszkio \

P5 lub P5Zn2 lub P5Sr2
(po obrébce 550°C/3h) lub

P5a /ub P5Zn2a |ub P5Sr2a

+ (po obrébce 600°C/3h) lub

PSb /ub PSZn2b [ub P5Sr2b

(po obrdbce 600°C/10h) lub

PSc lub PSZn2c lub P5Sr2c

(po obrdbce 650°C/3h) lub

P5d /ub P5Zn2d [ub P5Sr2d

K (po obrobce 650°C/10h) /}

Synteza z uzyciem mieszadta
Liofilizacja
Stabilizacja w etanolu
Przemywanie woda
Liofilizacja

/ Kompozyty \

(chitozan 50 %wag., bioszkto 50 %wag.)

Roztwoér
chitozanu
2 %wag.

w kwasie octowym
1 %wag.

C_P5, C_P5a, C_P5b, C_P5c, C_P5d
lub
C_P5Zn2, C_P5Zn2a, C_P5Zn2b, C_PZn25c, C_P5Zn2d
lub
C_P5Sr2, C_P5Sr2a, C_P5Sr2b, C_P5Sr2c, C_P5Sr2d

Rysunek 8 Schemat wytwarzania kompozytow chitosan/bioszkto
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Wiasciwosci mechaniczne kompozytdw chitozan/bioszklo (z udziatem szkta poddanego
obrobce w 650°C/15h), zostaly zbadane i1 przedstawione w publikacji, ktorej jestem
wspotautorka [118]. Zgodnie z przedstawionymi wynikami, kompozyty wytworzone przy
udziale wagowym 1:1 chitozan/bioszkto 1 stabilizacji struktury etanolem wykazaty
wytrzymato$¢ na §ciskanie w przedziale od 0,10 MPa do 0,21 MPa, a modut Younga wynosit

3,1 +2,1 MPa.

7.4. Przygotowanie kompozytow bioszklo/chitozan/kwas hialuronowy

Hydrozele chitozanu o stgzeniu 2% wag. przygotowano poprzez rozpuszczenie w 1%
wag. kwasu octowego. Hydrozele hialuronianu sodu o steZeniu 1% wag. przygotowano poprzez
rozpuszczenie w 1% wag. kwasu octowego. Czastki wybranych bioszkiel (tabela 4) zmieszano
z chitozanem i z dodatkiem 2% wag., 5% wag. lub 10% wag. hialuronianu sodu, zachowujac

stosunek wagowy bioszkta do chitozanu 1:1.

Tabela 4: Bioszk}a (serii III) do kompozytéw bioszkto/chitozan/kwas hialuronowy

Sktad bioszkiet
SiO, 70 %wag., | SiO2 70 %wag., SiO2 70 %wag.,
Parametry obrobki
P2.Os 5 %wag., | P20s 5 %wag., P-Os 5 %wag.,
termicznej bioszkiet
CaO 25 %wag. | CaO 23 %wag., Ca0 23 %wag.,
Zn0O 2 %wag. SrO 2 %wag.
550°C/3 h PS5 P5Zn2 P5Sr2
(d): 650 °C/10 h P5d P5Zn2d P5Sr2d

Kompozyty C-H2 zawieraly 49% wag. chitozanu, 49% wag. bioszkla i 2% wag.
hialuronianu sodu. Kompozyty C-HS zawieraly 47,5% wag. chitozanu, 47,5% wag. bioszkta
1 5% wag. hialuronianu sodu. Kompozyty C-H10 zawieraly 45% wag. chitozanu, 45% wag.
bioszkta i 10% wag. hialuronianu sodu.

Hydrozele i czastki szkla mieszano za pomocg mieszadta magnetycznego. Kompozyty
otrzymano poprzez liofilizacj¢ tych mieszanin. Liofilizacj¢ prowadzono przez 28 h (liofilizator
2-16D Epsilon, Christ). Po wysuszeniu probki zanurzono w etanolu na 6 h. Nastgpnie

przeptukano je czterokrotnie woda dejonizowana, zamrozono do temperatury -35°C i ponownie
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liofilizowano (rys 9). Otrzymano osiemnascie kompozytow chitozan/hialuronian sodu/bioszkto

(tabela 5).

/

Hydrozel Hydrozel Bioszkio
chitezant ialuronian P5 lub P5Zn2 lub P5Sr2
sodu (po obrébce 550°C/3h)
2%wag. W | & = lub
kw. octowym 1 %wag. w P5d /ub P5Zn2d
1 %wag. kw. octowym lub P5Sr2d
1 %wag. (po obrébce 650°C/10h)

\

i

|

Synteza z uzyciem mieszadta
Liofilizacja
Stabilizacja w etanolu
Przemywanie woda

Liofilizacja

|

/

Kompozyty

chitozan 49 %wag., hialuronian sodu 2 %wag., bioszklo 49 %wag.
C-H2-P5,C-H2-P52Zn2,C-H2-P5Sr2 lub C-H2-P5d, C-H2-P5Zn2d, C-H2-P5Sr2d

lub

chitozan 47.5 %wag., hialuronian sodu 5 %wag., bioszklo 47.5 %wag.
C-H5-P5,C-H5-P5Zn2,C-H5-P58r2 or C-H5-P5d, C-H5-P5Zn2d, C-H5-P5Sr2d

lub

chitozan 45 %wag., hialuronian sodu 10 %wag., bioszkio 45 %wag.
@ 0-P5,C-H10-P5Zn2,C-H10-P5Sr2 lub C-H10-P5d,C-H10-P5Zn2d,C-H1 O-PSSrj

\

Rys. 9: Schemat wytwarzania kompozytow chitosan/hialuronian sodu/bioszkto

Tabela 5: Symbole wytworzonych kompozytow bioszkto/chitozan/kwas hialuronowy

Sktad bioszkiet uzytych do wytworzenia kompozytow
SiO2 70 %wag., | SiO2 70 %wag., SiO2 70 %wag.,
Parametry obrébki
P.Os 5 %wag., P.Os 5 %wag., P-Os 5 %wag.,
termicznej bioszkiet
CaO 25 %wag. | CaO 23 %wag., CaO 23 %wag.,
Zn0O 2 %wag. SrO 2 %wag.
C-H2-P5 C-H2-P5Zn2 C-H2-P5Sr2
550°C/3 h C—H5-P5 C-H5-P5Zn2 C—H5-P5Sr2
C-H10-P5 C—H10-P5Zn2 C-H10-P5Sr2
C-H2-P5d C-H2-P5zn2d C-H2-P5Sr2d
(d): 650 °C/10 h C—-H5-P5d C-H5-P5Zn2d C—-H5-P5Sr2d
C—H10-P5d C-H10-P5Zn2d C—H10-P5Sr2d
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8. Metody badawcze

Planujac metody badawcze skupiono si¢ na charakterystyce wtasciwosci wytworzonych
bioszkiet oraz okresleniu wptywu na wiasciwosci kompozytdéw z ich udziatem.

W ramach pracy doktorskiej przeprowadzono ocene sktadu fazowego, struktury,
mikrostruktury, witasciwosci termicznych i fizyko-chemicznych otrzymanych materiatow.
Nastepnie w celu oceny wlasciwosci biologicznych prowadzono badania na liniach
komoérkowych, w kontakcie z komoérkami krwi w celu oceny ich wplywu na wlasciwosci
immunologiczne oraz badania w kontakcie z bakteriami wywolujacymi zakazenia tkanki

kostne;j.

8.1. Badania sktadu, budowy i wlasciwosci fizyko-chemicznych szkiel i kompozytow

8.1.1. Uziarnienie szkiel

Analize uziarnienia wykonano przy uzyciu laserowego analizatora uziarnienia firmy
Malvern Instruments 2000 z wykorzystaniem metody niskokatowego rozpraszania $wiatla
laserowego (DLS). Zastosowane urzadzenie pozwalato na badania wielkosci ziaren w szerokim
zakresie od 0,1 um do 2000 pm z btedem rzedu 0,5%. Otrzymano wielkos$ci charakterystyczne:
d(0,1) — warto$¢ wymiaru czastki, ponizej ktorej wystepuje 10% obj. populacji badanej probki,
d(0,5) — warto$¢ wymiaru czastki, ponizej ktorej wystepuje 50% obj. populacji badanej probki,
d(0,9) — warto$¢ wymiaru czastki, ponizej ktorej wystepuje 90% obj. populacji badanej probki.

8.1.2. Powierzchna wtasciwa (BET)

Badania powierzchni wlasciwej wytworzonych szkiet i kompozytow przeprowadzono,
wykorzystujac wyznaczone eksperymentalnie izotermy adsorpcji fizycznej azotu przy uzyciu
aparatu Quadrasorb-SI firmy Quantachrome. Przed pomiarem probki odgazowywano 24 h
w temperaturze 150°C. Pomiary adsorpcji azotu na powierzchni probek prowadzono w petnym
zakresie ci$nienia wzglednego w temperaturze -195,8°C.

W celu wyznaczenia warto$ci powierzchni wiasciwej postuzono si¢ rownaniem BET
(Brunauera, Emmetta i Tellera), pozwalajacym na wyznaczenie wartosci powierzchni
wlasciwe] w zakresie ci$nienia wzglednego P/Pp wynoszacym od 0,05 do 0,35. Metoda
pozwolila na wyznaczenie wartos$ci powierzchni wtasciwej BET probek z doktadnos$cia
0,02 m?/g. Wspdtczynniki korelacji byty we wszystkich przypadkach bliskie jednosci,

swiadczac o duzej doktadnosci wyznaczenia powierzchni wlasciwej. Wyznaczone rozktady
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wielko$ci poréw postuzyty nastgpnie do oszacowania wartosci $rednicy poru dpjy oraz

catkowitej objetosci poréw Vasm.

8.1.3. Analiza termograwimetryczna (TG/DTA)

Analize¢ DTA/TG przeprowadzono z wykorzystaniem urzadzenia STA 449 F3 Jupiter®
NETZSCH do jednoczesnej analizy termicznej (TG, DTA/TG, DSC/TG). Odwazono 4,9 mg
bioszkta iumieszczono w korundowym tyglu DTA. Prébke mierzono w stanie surowym, bez
wstepnego suszenia. Analiz¢ przeprowadzono w zakresie temperatur 30 + 1000°C, przy
szybko$ci zmian temperatury 10°C/min, w atmosferze argonu (70 ml/min). Wykonano takze

osobny pomiar korekcyjny na pustym tyglu.

8.1.4. Spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR)

Analize FTIR szkiel wykonano wykorzystujac spektrofotometru FTIR TENSOR27
Bruker. W celu przygotowania odpowiedniej do badania wielko$ci probki (tabletki z KBr),
odwazano 0,4-0,9 mg probki bioszkta na 200 mg wysuszonego KBr i mieszano. Pomiary

wykonano w trybie ATR.

8.1.5. Analiza dyfraktometryczna (XRD)

Analize¢ probek bioszkta poddanych obrobce cieplnej w temperaturze 550°C/3h,
650°C/10h 1 1050°C/5h P5, P5Zn2 i P5Sr2 przeprowadzono metoda dyfrakcji promieni
rentgenowskich w geometrii Bragga-Brentano, stosujgc metod¢ Dyfraktometru Bruker-AXS
D8 DAVINCI, wyposazonego w lampe z anoda miedziang. Dyfraktogramy rejestrowano
w zakresie katéw od 5 do 120° 20 (Cu Ka), odstep czasu migdzy pomiarami wynosit 0,01°,
a czas pomiaru wynosil 2 s/przedzial. Uklad optyczny dyfraktometru obejmowal szczeling
rozbiezng 0,3°, szczeling przeciwrozpraszajaca 1,5°, szczeling Sollera 2,5°, filtr Ni oraz
detektor paskowy LynxEye o polu widzenia 2,94°. Identyfikacje faz przeprowadzono poprzez
porownanie zarejestrowanych dyfraktogramow ze wzorcami zarejestrowanymi w bazie ICDD
PDF-2 i PDF-4+ 2016 z wykorzystaniem programu DIFFRACplus EVA-SEARCH. Ilo$ciowa
analize rentgenowska przeprowadzono metoda Rietvelda w programie Topas v5.0 w oparciu
o opublikowane struktury krystaliczne (COD). Analize¢ przeprowadzono dla referencyjnych
probek bioszkta (PS5, P5Zn2 1 P5Sr2), tj. obrabianych cieplnie w temperaturze 550°C/3h, a takze
probek poddanych obrobce w temperaturze 650°C/10h (P5d, P5Zn2d i P5Sr2d). Dodatkowo
probki zbadano bioszkta poddane obrobce w temperaturze 1050°C/5h, rezim (e), w celu

identyfikacji faz krystalicznych.
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8.2. Badania uwalniania jonow

8.2.1. Oznaczanie uwalniania jonéw Ca’* (FAAS)

Do przygotowania probek z kazdego z bioszkta odwazono 0,3 g proszku i przeniesiono
do szklanego naczynia, ktore wypelniono 150 ml wody dejonizowanej i zamknigto.
Przewodno$¢ wody dejonizowanej uzytej do badania wynosita 0,05 puS/cm. Naczynia
przetrzymywano w inkubatorze w statej temperaturze (37+1)°C przez okres do 21 dni. Probki
do badania ilo$ci uwolnionych jonéw wapnia pobierano po 1 godzinie, 24 godzinach, 7 dniach
i 21 dniach. Stezenie uwolnionych jonéw Ca?* oznaczono za pomoca plomieniowe;
spektrometrii atomowej absorpcji (FAAS).

Roztwor podstawowy przygotowano stosujac Titrisol firmy Merck KGaA (1000 mg Ca,
CaClx w 6,5% wag. HCI). Roztwory wzorcowe przygotowano metoda kolejnych rozcienczen.

Kazdy pomiar przeprowadzono trzykrotnie.

8.2.2. Oznaczenie uwalniania jonéw Sr**i Zn** (ICP-EOS)

Szkta i kompozyty badano pod katem uwalniania jonéw (Sr**, Zn*"). Ocenie poddano
probki z bioszkla wzbogaconego strontem obrabianym w temperaturze 550°C/3h 1 650°C/10h
(P5Sr2 1 P5Sr2d) oraz kompozytow chitozan/bioszkto: (C_P5Zn2, C P5Zn2a, C P5Zn2b,
C P5Zn2c, C P5Zn2d). Badaniu poddano takze probki kompozytéw chitozan/hialuronian
sodu/bioszkto: zawierajace 10% wag. hialuronianu sodu uzupeilione bioszklem
domieszkowanym SrO lub ZnO, poddane obroébce w temperaturach 550°C/3 h 1 650°C/10 h,
Odwazono 0,2 g kompozytu 1 przeniesiono do szklanego naczynia, zanurzono w 100 ml wody
dejonizowanej 1 zamknig¢to. Przewodno$¢ wody dejonizowanej wynosita 0,5 uS/cm. Probki
kondycjonowano w statej temperaturze (37 +1)°C przez 24 godziny i/lub 7 dni.

Stezenie uwolnionych jonéw (Sr**, Zn**) oznaczano metoda plazmy sprzezonej
indukcyjnie (ICAP PRO XP; Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA). Do dokonanych

oznaczen zastosowano wspotczynnik rozszerzenia k =2 1 poziom ufnosci 95%.

8.3. Badania bioaktywnosci

W celu przeprowadzenia badan bioaktywnosci przygotowano roztwoér SBF wg procedury
Kokubo 1 in. [119], przez rozpuszczenie NaCl, NaHCO3;, KCl, KoHPO4, MgCl>-6H>0, CaCl,
1 Na2SO4 w wodzie destylowanej oraz (CH2OH);CNHjs. Przy pomocy HCI ustalono pH na

poziomie 7,25.
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Probki kompozytowe przygotowano metodg odlewania w formach PTFE o $rednicy 12 mm
1 wysoko$ci 2 mm. Probki szkta przygotowano w formie pastylek przez prasowanie na prasie
jednoosiowej firmy PYTE. Krazki materiatu umieszczono w zamkni¢tym szklanym naczyniu
z dodatkiem 65 ml roztworu SBF. Naczynia z probkami inkubowano w temperaturze 37+1°C
przez okres do 4 tygodni. Probki do SEM-EDS pobrano po 21 dniach, przemyto woda
dejonizowang i wysuszono. Oceniono zmiany w morfologii powierzchni probek oraz okreslono
ich jako$ciowy sktad chemiczny metoda EDS. Mikrostrukture probek zbadano za pomocag
skaningowej mikroskopii elektronowej ze spektroskopig dyspersyjng energii (EDS) w celu
okreslenia bioaktywnosci bioszkta i kompozytow.

Badania wykonano przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego z emisja
polowa firmy FEI, model Nova NanoSEM 200. Obrazowanie probek nienapylonych wykonano
w warunkach niskiej proézni z zastosowaniem detektora vCD przy napigciu przyspieszajagcym
15 kV. Bezwzorcowa analiz¢ chemiczng obejmujacg efekty powierzchniowe po inkubacji szkiet
w ptynie symulujacym osocze wykonano z zastosowaniem detektora EDS model SDD Apollo
X firmy EDAX w warunkach niskiej prézni. Natomiast obrazowanie mikrostruktury probek
wykonano w warunkach wysokiej proézni z zastosowaniem detektora ETD przy napieciu
przyspieszajacym 10 kV. Przed badaniem probki pokryto materiatem przewodzacym (warstwa
ztota o grubosci 10 nm) w napylarce Leica EM SCD500.

8.4. Badania wlasciwosci biologicznych

8.4.1. Wiasciwosci antybakteryjne

Wiasciwosci antybakteryjne bioszkta oceniono w kontakcie z Staphylococcus aureus
lub Pseudomonas aeruginosa. Liczbe zywych mikroorganizmow i procent redukcji liczby
bakterii obliczono w stosunku do liczby kolonii bakteryjnych z kontroli negatywnej. Badania

wykonano w Instytucie Biotechnologii i Medycyny Molekularnej w Gdansku.

8.4.1.1. Przygotowanie kultur bakteryjnych

Wybrano dwa szczepy referencyjne bakterii: Staphylococcus aureus PCM 2602
1 Pseudomonas aeruginosa PCM 2563. Oba wybrane patogeny maja duze znaczenie kliniczne
[120]. Wszystkie bakterie hodowano przez noc w temperaturze 37°C w bulionie Lysogeny
Broth (LB, BTL, Polska). Przed eksperymentami hodowle rozcienczono do osiaggniecia gestosci

komorek 0,5 McF (standard McFarlanda), co odpowiada w przyblizeniu 1,5 x 10® komérek/ml.
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Pozywka LB sktadata si¢ z 10 g/l peptonu kazeinowego, 5 g/l ekstraktu drozdzowego i 10 g/l
NacCl o koncowym pH 7,0.

8.4.1.2. Oznaczanie aktywnosci antybakteryjnej bioszkia

Aktywno$¢ antybakteryjnag bioszklta analizowano w sposéb podobny do
zaprezentowanego przez Hu i in. [121]. W do$wiadczeniach dodano 100 mg kazdego
biomateriatu do 1 ml zawiesiny bakteryjnej w oddzielnych probowkach Eppendorfa. Badano
takze probki sktadajace si¢ z 100 mg czastek SiO> lub gentamycyny o koncowym stezeniu
100 pg/ml w 1 ml zawiesiny bakteryjnej. Kontrole stanowily zawiesiny bakteryjne bez zadnych
dodatkéw. Po 1 minucie mieszania w mieszalniku wirowym probéwki Eppendorfa z probkami
umieszczono w warunkach tlenowych w temperaturze 37°C na 1 godzing. Po inkubacji
wykonano seryjne rozcienczenia zawiesin, a nast¢pnie rozprowadzono obje¢tos¢ 100 pl na
ptytkach z agarem LB. Liczbe powstatych kolonii zliczono jako CFU/ml (jednostki tworzace
koloni¢) po 24 h inkubacji w temperaturze 37°C. Liczbe zywotnych mikroorganizmow
i procent redukcji liczby bakterii obliczono w stosunku do liczby kolonii bakteryjnych

w kontroli. Wszystkie dos§wiadczenia przeprowadzono w trzech powtdrzeniach.

8.5. Badania komorkowe in vitro

8.5.1. Badania z komorkami hFOBI.19

Badania z komorkami hFOBI1.19 przeprowadzono w Instytucie Biotechnologii
1 Medycyny Molekularnej w Gdansku.

Badania bioszkiel przeprowadzono metoda bezposrednig z uzyciem wktadek. Linie
ludzkich osteoblastow z linii hFOB1.19 (ATCC CRL-11372, USA) wysiano na 24-
studzienkowa plytke hodowlang i wystawiono na dzialanie bioszkiet umieszczonych na
wktadkach do hodowli komdrkowych. Proliferacje komorek 1 cytotoksycznosé okreslono za
pomoca testow LDH (Roche Applied Science, Germany) i WST-1 (Abcam, USA). Procent

cytotoksycznosci i proliferacji obliczono stosujac wzory (1)1 (2):

Cytotoksycznos¢ = (absorbancja probki—absorbancja kontrolna) / (1)

(absorbancja kontroli dodatniej—absorbancja kontrolna)x100%.

Proliferacja = (absorbancja probki / absorbancja kontrolna) x100% (2)
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Zebrane dane analizowano przy uzyciu programu GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software, USA). Analiz¢ statystyczng przeprowadzono za pomoca testu Kruskala—Wallisa
(p=0,05). W kolejnym kroku, przeprowadzono test poréwnan wielokrotnych Benjaminiego,

Kriegera i Yekutieli (p = 0,05). Liczba prébek dla kazdego rodzaju kompozytu wynosita n > 5.

8.5.2. Badania z komorkami A549

Badania cytotoksycznosci metoda posredniag z komorkami AS549 przeprowadzono
w Instytucie Immunologii 1 Terapii Doswiadczalnej we Wroctawiu.

Do badan wykorzystano ekstrakty z biomaterialow przygotowane de novo w proporcji
2 mg/ml. W celu przygotowania ekstraktow do badanych prébek dodano we wskazanej
proporcji RPMI-1640 z antybiotykami. Podczas ekstrakcji probki inkubowano przez 24 h
w temperaturze 37°C 1 5% COa. Po zakonczeniu ekstrakcji ptyn hodowlany odwirowano.
Zmiany ilosciowe i morfologiczne komorek A549 (ATCC CCL 185), wywotane przez badane
ekstrakty, oceniano pod mikroskopem odwrdéconym. W celu oceny zywotnosci komorek
wykorzystano test kolorymetryczny MTT (St. Louis, MO, USA) zakupiony w Sigma Aldrich.
Gesto$¢ optyczng (OD) przy 550 nm mierzono przy dlugosci fali odniesienia 630 nm
w spektrofotometrze Dynatech 5000.

8.5.3. Badania z komorkami MG63

Badania cytotoksyczno$ci metoda bezposrednig z komorkami MG63 przeprowadzono
w Katedrze Biomateriatow 1 Kompozytow Akademii Gérniczo-Hutniczej w Krakowie.

Komorki osteoblastopodobne MG-63 hodowano w zmodyfikowanej pozywce Eagle
(MEM) uzupetnionej 10% ptodowa surowica bydleca (FBS), 5% aminokwasow i pirogronianu
sodu oraz 1% penicillium/streptomycyny. Wysiano 2 x 10* komérek na probke i hodowano je
w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% COz, przy zwigkszonej wilgotnosci. Jako kontrole
zastosowano powierzchnie polistyrenu do hodowli komérkowej (TCPS). Zywotno$é komorek,
proliferacje 1 morfologie badano po 1, 3 1 7 dniach przy uzyciu AlamarBlue® (na bazie
resazuryny) 1 protokotow barwienia Zzywego/martwego. Procentowa redukcje resazuryny

obliczono przy uzyciu wzoru (3):

% redukcji resazuryny=(Sx — S czysta)/ (S zredukowana — S czysta)100% (3)

gdzie S; to fluorescencja probki, Sezysw to fluorescencja MEM z 5% odczynnikiem AlamarBlue,

bez komorek (redukcja 0 resazuryny), a Szredukowana to fluorescencja catkowicie zredukowanego
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MEM z 5% odczynnikiem AlamarBlue, autoklawowanego przez 15 minut w 121°C (100%
redukcja resazuryny). Barwienie live-dead (zywe/martwe) przeprowadzono w mieszaninie
jodku propidyny i kalceiny AM. Probki obserwowano za pomocg odwrdconego mikroskopu
fluorescencyjnego AxioVert 40 (Carl Zeiss, Oberkochen, Niemcy, wyposazonego w oswietlacz
metalohalogenkowy).

Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w trzech powtoérzeniach, a dane wyrazono
jako s$rednig £ odchylenie standardowe z trzech lub wigcej niezaleznych eksperymentow.
Istotnos¢ statystyczng okreslono za pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)
z testem post hoc LSD Fishera. Analizy przeprowadzono przy uzyciu programu OriginPro

2020 (OriginLab Corp., North-ampton, MA, USA).

8.5.4. Badania z komorkami krwi

Badania z komorkami krwi przeprowadzono w Instytucie Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej we Wroctawiu.

W celu zbadania wplywu ekstraktow 2z badanych materialtow na reakcje
immunologiczne zbadano produkcje cytokin w hodowanej ludzkiej krwi pelnej zardwno
spontaniczng jak i indukowang przez LPS (lipopolisacharydy produkowane przez E. coli).
W badaniu wykorzystano heparynizowang krew od zdrowych dawcéw rozcienczong ptynem
RPMI-1640 z dodatkiem antybiotyku. Badanie uzyskato zgod¢ Komisji Etyki (Instytut
Immunologii 1 Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroctawiu, nr zgody KB-1/2021) 1 zostato
przeprowadzone zgodnie z Deklaracjag Helsinska. Od wszystkich osob tj. wolontariuszy
bioracych udziat w badaniu, uzyskano §wiadomg zgodg. Od ochotnikow pobrano petng krew
obwodowg przy uzyciu heparynizowanych strzykawek w Stacji Krwiodawstwa. Dawcami byli
zdrowi me¢zczyzni w wieku od 19 do 23 lat, u ktérych zdiagnozowano, ze sa wolni od infekcji
wirusowych i bakteryjnych, stanow zapalnych i chorob alergicznych i nie przyjmowali Zadnych
lekow przeciwpltytkowych, przeciwzakrzepowych, przeciwzapalnych ani antybiotykow
w ciaggu 14 dni przed oddaniem krwi.

Ekstrakty z biomaterialéw badano w hodowli bez lub z dodatkiem LPS 1 pg/ml.
Dodatkowo badanie obejmowalo kontrole spontaniczng oraz kontrol¢ z dodatkiem LPS.
Hodowle inkubowano przez 20 h w temperaturze 37°C 1 atmosferze zawierajacej 5% CO». Po
inkubacji komorki odwirowano, zebrano supernatanty i zamrozono w temperaturze -80°C.
Oznaczenie cytokin TNF-o i IL-6 w supernatantach przeprowadzono przy uzyciu zestawu
Biolegend ELISA zgodnie z instrukcja producenta. Ggsto$¢ optyczng mierzono przy A=450 nm
przy uzyciu czytnika spektrofotometrycznego Multiskan RC.
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9. Wyniki i dyskusja wynikow

9.1. Budowa i wltasciwosci bioszkiel

W ramach badan przeprowadzonych do pracy doktorskiej opracowano sposob
otrzymywania bioszkiel metoda zol-zel o réznym sktadzie i stopniu krystalicznosci. Na
poczatku oceniono ich uziarnienie, rozwinigcie powierzchni, sktad chemiczny, strukture
krystaliczng, wlasciwosci termiczne a takze uwalnianie jonOw wapnia, strontu i cynku. Ponadto
oceniono ich bioaktywno§¢ z wykorzystaniem testu polegajacego na ich inkubacji

w symulowanym ptynie fizjologicznym (SBF)

9.1.1 Uziarnienie i rozwinigcie powierzchni czqstek szkiet

Wielkosci charakterystyczne rozkladu wuziarnienia szkiet o réznym stopniu

rozdrobnienia (serii II) przedstawiono w tabeli 6 oraz na rys. 10.

Tabela 6: Wielko$ci charakterystyczne uziarnienia szkiet o réznym stopniu rozdrobnienia

(seria II).

Symbol probki Uziarnienie, pm
dv(0.1) dv(0.5) dv(0.9)

P5_I 7,1 59,9 215,5
P5_II 4,2 26,9 77,4
P5Zn2_1I 5,4 45,5 139,5
P5Zn2_lI 3,7 29,1 85,6
P5Sr2_|I 8,3 69,1 228,6
P5Sr2_l1 5,7 45,0 131,1
P5Zn5_|I 8,0 68,1 198,5
P5Zn5_lI 54 42,3 118,7
P5Sr5_| 7,7 61,8 173,7
P5Sr5_II 4,9 37,7 106,0
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Rys. 10 Porownanie krzywych rozktadu uziarnienia bioszkiet o uziarnieniu I 1 I1.

Analizujac wyniki uzyskanego rozktadu wielkosci czastek mozna zaobserwowac, ze dla
bioszkta o wielko$ci czastek I wartos¢ wymiaru dv(0,5) wahata si¢ od 45,5 um dla probki
P5Zn2 1do 69,1 um dla probki P5Sr2 1. Natomiast dla bioszkta o wielkosci czastek 11 wartosé
dv(0,5) byta mniejsza i wahata si¢ od 26,8 um dla probki P5_II do 45,0 um dla probki P5Sr2 11
Otrzymane proszki réznity si¢ parametrami wielko$ci czastek zard6wno w grupie I, jak i II,
mimo ze czasy mielenia poszczegolnych bioszkiel byly zawsze takie same. Roznice
w parametrach wielkosci czastek wynikaja gléwnie ze stosowanego sposobu mielenia oraz

roéznic w strukturze wewnetrznej szkiet.
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Analize uziarnienia bioszkiet poddanych zréznicowanej obrobce termicznej (seria I1I)

przedstawiono w tabeli 7.

Tabela 7: Wielkosci charakterystyczne uziarnienia szkiet poddanych zroznicowanej obrdbce

termicznej (seria III).

Uziarnienie [um]

Symbol szkta

d(0,1) d(0,5) d(0,9)
P5 7,4 59,3 164,0
P5a 6,8 58,1 161,5
P5b 5,7 46,1 136,4
P5c 5,4 45,7 132,4
P5d 7,5 65,7 169,6
P5Zn2 6,4 58,5 156,8
P5Zn2a 4,9 40,3 137,1
P5Zn2b 4,4 29,5 126,5
P5Zn2c 6,7 53,9 160,1
P5Zn2d 6,1 52,6 151,0
P5Sr2 6,0 46,9 127,6
P5Sr2a 59 52,1 154,7
P5Sr2b 5,3 42,9 134,7
P5Sr2c 5,3 40,7 141,6
P5Sr2d 59 53,9 1544

W tej serii szkiet warto$¢ charakterystyczna dv(0,5) wahata si¢ od 29,5 um dla probki
P5Zn2b do 65,7 um dla probki P5d. Podobnie jak w bioszktach (serii 1I) po rozdrobnieniu
otrzymane proszki réznily si¢ parametrami wielkosSci czgstek, mimo Ze czasy mielenia
poszczegblnych szkiet byly zawsze takie same. Stopien uporzadkowania struktury i obecnos¢
nanokrystalitow nie miatly istotnego wptywu na uziarnienie uzyskiwanych proszkéow.

Badania za pomoca BET wykazaly, ze otrzymane proszki szkiet charakteryzowaly si¢
duzym rozwinigciem powierzchni. Na przyktad powierzchnia wilasciwa bioszkta P5Znlg

wynosita 158.08 £ 0.02 m?*/g.
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9.1.2 Wiasciwosci termiczne bioszkiet

Wyniki termograwimetrycznej i r6znicowej analizy termicznej uzyskane dla bioszkta
P5 poddanego obrobce w temperaturze 600°C przez 10 h przedstawiono na rys. 11 1 rys. 12.
Zmiany widoczne na krzywej TG (rys. 11) odpowiadaja procesom termicznym
odzwierciedlonym na krzywej DTA (rys. 12). Podczas ogrzewania probki od temperatury
pokojowej do 425°C, ubytek masy na krzywej TG wynidst 12,27% wag. Widoczny na samym
poczatku pomiaru ubytek masy na krzywej TG jest zwigzany z utratg wilgoci zaadsorbowane;j
w porach bioszkla. Zaobserwowano, ze utrata masy probki byta mniejsza niz podana
w literaturze [122]. Jednakze wigkszo$¢ zrodet literaturowych opisuje wlasciwosci termiczne
suchych Zeli, ktore wczesniej wygrzewano jedynie do temperatury 120°C [123]. Jak podaje
Jones 1 in. [123], podczas analizy takich zZeli wystepuja zmiany masy w zakresie 50-180°C
zwigzane z usuwaniem wilgoci oraz pozostato$ci wody i etanolu, a na krzywej DTA widoczny
jest endotermiczny pik zwigzany z utratg wilgoci zaadsorbowanej w porach bioszkta. Natomiast
podczas wygrzewania powyzej 180°C zachodza przemiany egzotermiczne, zwigzane
z procesem kondensacji oraz termicznym rozkladem azotandéw 1 usuwaniem NO; [122]. Ubytek
masy w suchym zelu przekracza 30% wag.
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Rys. 11 Wynik analizy TG bioszkta o symbolu P5: 70%wag SiO2, 25%wag CaO, 5% P20s
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Rys. 12 Wynik analizy DTA bioszkta o symbolu P5 (serii I1): 70%wag SiO,, 25%wag CaO,
5% P20s

W zakresie temperatur 425-700°C zaobserwowano szeroki sygnat DTA. Na krzywej
mozna wyrdzni¢ kilka efektow o mniejszym natezeniu (497,0°C, 573,8°C, 671,0°C). Zostaty
one potwierdzone przez druga pochodng DDTA, gdzie przy 671,0°C wystepuje wyrazny pik
egzotermiczny. Przeprowadzona analiza termiczna pozwolila okresli¢ temperature obrobki
cieplnej (650°C) niezbedng do utrwalenia struktury wytworzonych bioszkiet.

Wyniki analizy termograwimetrycznej i réznicowej analizy termicznej uzyskane dla
bioszkiet P5, P5Zn2 1 P5Sr2 po wygrzewaniu w temperaturze 550°C przez 3 h przedstawiono
na rys. 13. Zmiany widoczne na krzywej TG odpowiadajag procesom termicznym
odzwierciedlonym na krzywej DTA. Podczas ogrzewania probek od temperatury pokojowej do
1000°C zaobserwowano wyzszy ubytek masy na krzywej TG dla bioszkiet P5Zn2 i P5Sr2 niz
dla bioszkta PS.
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Rys. 13 Zestawienie krzywych TG, DTA i DTG bioszkiet (serii III): S1 (P5), S2 (P5Zn2) and
S3 (P5Sr2) poddanych badaniu po obrébce w 550°C/3h

Na krzywej DTA bioszkta P5 widoczny jest szeroki efekt egzotermiczny w zakresie
temperatur 200-900°C $wiadczacy o tendencji do krystalizacji. Na krzywej DTA bioszkta
P5Zn2 taki efekt wystepuje w zakresie 200-650°C. Natomiast krzywa DTA bioszkta P5Sr2
wyroznia si¢ odmiennym przebiegiem z wyraznym minimum przy 750°C, ktoére moze
swiadczy¢ o poczatku krystalizacji. Temperaturg krystalizacji badanych bioszkiet wyznaczaja
egzotermiczne piki w temperaturach: 950°C, 960°C 1 975°C, odpowiednio dla P5Zn2, P5
1 P5Sr2. Otrzymany wynik jest zgodny z podanym przez badaczy Ma et al. [49], ktorzy badajac
suchy zZel pochodzacy z uktadu CaO-SiO2-P2Os uzyskali temperaturg krystalizacji w 912°C
[49], przy czym badane przez nich szklo miato inny sktad chemiczny, gdyz posiadato wyzszy

udziat CaO niz bioszklo P5, stanowigce materiat odniesienia w niniejszej pracy doktorskiej.

9.1.3 Wyniki analizy FTIR bioszkiet

Analizy FTIR bioszkta P5 poddanego obrobce termicznej przez 20 h w temperaturze

600°C oraz bioszkiet P5Sr2, P5Sr5, P5Zn2 iP5Zn5 poddanych obrobee przez 15 h w 650°C

przedstawiono na rys. 14.
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Rys. 14 Analiza FTIR bioszkta P5 poddanego obrdbce termicznej przez 20 h w temperaturze
600°C oraz P5Sr2, P5Sr5, P5Zn2 iP5Zn5 wygrzewanego 15 h w 650°C.

Analize FTIR przeprowadzono w celu identyfikacji gtownych grup funkcyjnych
i zbadania sktadu chemicznego wytworzonych bioszkiet. Dla wszystkich bioszkiet gtoéwne
pasma absorpcji promieniowania podczerwonego pojawity si¢ przy 1070 i 798 cm™, ktére
odpowiadaja drganiom rozciagajacym tetraedrow [SiO4]*. Szerokie pasmo absorpcji przy 1070
cm? jest zwiazane z asymetrycznymi drganiami Si-O-Si w tetraedrach krzemotlenowych,
apasma przy 798 cm? s3 przypisane do symetrycznych drgan rozciggajacych Si-O-Si
(potaczenie tetraedrow [SiO4]*). Mozna takze zaobserwowaé pasma odpowiadajace drganiom
zginajagcym grupy Si-O-Ca przy 1220 cm™. Stabo widoczne podwdjne pasma od
asymetrycznych drgan zginajacych P-O grupy PO4* zidentyfikowano przy okoto 565 i 582
cm™. Szerokie pasma wystepujace przy 460 cm? przypisuje si¢ drganiom zginajacym
Si-O. Widma pokazuja takze stabe pasma przy 1636 cm™ przypisywane drganiom wigzan OH.
Mozna takze zaobserwowaé szerokie, mato intensywne pasma w zakresie 3100-3700 cm
pochodzace od drgan rozciggajagcych OH z grup silanolowych (Si-OH) i wigzan HO-H

w zaadsorbowanych czgsteczkach wody.
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Te same charakterystyczne pasma absorpcji zaobserwowano dla szkiet serii III
(poddanych obrdbce cieplnej przy réznych parametrach). Jako reprezentatywne pokazano
widma FTIR bioaktywnych szkiet P5, P5Zn2 i P5SSr2 po obrébce w temperaturze 550°C przez
3 h oraz P5d, P5Zn2d 1 P5Sr2d po obrébce w temperaturze 650°C przez 10 h (rys. 15).
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Rys 15 Analiza FTIR bioszkiet P5, P5Zn2 i P5St2 po obrébce w temperaturze 550°C/3 h oraz
P5d, P5Zn2d i P5Sr2d po obrébee w temperaturze 650°C/10 h.

9.1.4 Wyniki analizy XRD bioszkiel po obrobce termicznej
Do przeprowadzenia analizy XRD wybrano probki badanych bioszkiet z serii III

poddanych obrébce termicznej w skrajnych warunkach temperaturowych: 550°C/3h

1 650°C/10h oraz dodatkowo w 1050°C/5h (rys. 16-18).
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o - Pseudowollastonite (COD-9002179)
e - Wollastonite (COD-9005777)
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Rys. 16 Analiza XRD bioszkiet P5, P5d i P5e (seria III) po obrébcee termicznej odpowiednio
w 550°C/3h; 650°C/10h 1 1050°C/5h.

= o - Pseudowollastonite (COD-9002179)
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Rys. 17 Analiza XRD bioszkiet P5Zn2, P5Zn2d i P5Zn2e (seria I1I) po obrobce termiczne;j
odpowiednio w 550°C/3h; 650°C/10h i 1050°C/5h.
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Rys. 18 Analiza XRD bioszkiet P5Sr2, P5Sr2d 1 P5Sr2e (seria III) po obrobce termicznej
odpowiednio w 550°C/3h; 650°C/10h 1 1050°C/5h.

Na dyfraktogramach probek wygrzewanych w 550°C 1 650°C (PS5, P5d; P5Zn2,
P5Zn2d; P5Sr2, P5Sr2d) widoczne jest wyrazne podniesienie tta w zakresie 20 15-40°, co
swiadczy o obecnos$ci duzej ilosci fazy amorficznej. Obecno$¢ szerokich pikéw o malej
intensywnosci, $wiadczy o obecnosci w badanej probce substancji nanokrystalicznej, ktorej
przyporzadkowanie do okreslonej fazy krystalicznej nie jest mozliwe. Fazy krystaliczne
zidentyfikowano dopiero na dyfraktogramach prébek (PS5e, P5Zn2e i P5Sr2e) poddanych
obrobce w temperaturze 1050°C, czyli temperaturze przekraczajacej ich temperature
krystalizacji. W probkach P5e oraz P5Sr2e zidentyfikowano niskotemperaturowy wollastonit
(COD 9002179), pseudowollastonit (COD 9005777) oraz kwarc (COD 9012600). W probce
bioszkta P5Zn2e, ktore w sktadzie zawierato ZnO zidentyfikowano jednoskos$ny wollastonit-
2M (COD 9011913), pseudowollastonit i kwarc, a ponadto hardystonit (COD 5000232)
1 krystobalit (COD 9008224). Wyniki przeprowadzonego badania sg zgodne z wynikami Ma
11n. [49] 1 potwierdzaja, ze krystalizacja w bioszktach z uktadu Si0,-CaO-P»0Os najefektywniej
zachodzi powyzej 900°C.
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Z ilosciowe]j analizy XRD (tabela 8) badanych bioszkiel wynika, ze po obrobce
w 550°C/3h 1 650°C/10h najwigcej fazy krystalicznej wystepuje w probkach P5 i P5d.
Oznaczona zawarto$¢ fazy krystalicznej dla tych szkiel wynosita odpowiednio 41,16%wt.
I 44,8%wt. W probkach bioszkiel P5Zn2 i p5Zn2d oznaczona zawartos$¢ fazy krystalicznej byta
znacznie nizsza i wynosita odpowiednio 24,17%wt. i 24,31%wt. Podobng ilo$¢ (24,23%wt.)
oznaczono takze w probce P5Sr2d. Najnizszg zawarto$¢ fazy krystalicznej (22,02%wt.)
oznaczono dla bioszkla P5Sr2 poddanej wygrzewaniu w 550°C. Natomiast po obrdbce
termicznej wytworzonych szkiet w temperaturze 1050°C czyli po przekroczeniu wyznaczonych
dla nich temperatur krystalizacji, najwyzsza zawarto$¢ fazy krystalicznej (99,82 %wt.)
odnotowano dla probki bioszkta P5Zn2e. W probkach szkiel PSe i P5Sr2e oznaczona zawarto$¢
fazy krystalicznej wynosila odpowiednio 71,82 %wt. 1 81,20 %wt. Na podstawie
przedstawionych wynikoéw stwierdza si¢, ze zawarto$¢ fazy krystalicznej zalezy od sktadu
chemicznego szkla i temperatury obrébki termicznej. W pracy Arstila i1 in. [124] dotyczacej
krystalizacji bioaktywnych szkiet wykazano, ze krystalizacja rozpoczyna si¢ na powierzchni
probki, a grubos¢ skrystalizowanej warstwy zwigksza si¢ liniowo wraz z czasem 1 temperaturg

obrobki cieplne;.

Tabela 8: Ilosciowy sktad fazowy oznaczony metodg XRD

Sktad bioszkta Symbol Parametry obrobki Zawartos¢ fazy
probki termicznej krystalicznej
temp. [°C] czas [h] [Yowt.]
SiO2 70 %wag., PS5 550 3 41.2
CaO 25 %wag., P5d 650 10 44.8
P.Os 5 %wag. P5e 1050 5 71,8
SiO2 70 %wag., P5Zn2 550 3 24.2
CaO 23 %wag., P5Zn2d 650 10 24.3
P20Os 5 %wag., ZnO 2 %wag. P5Zn2e 1050 5 99,8
SiO2 70 %wag., P5Sr2 550 3 22.0
CaO 23 %wag., P5Sr2d 650 10 24.2
P20s 5 %wag., SrO 2 %wag. P5Sr2e 1050 5 81,2
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9.1.5 Uwalnianie jonow z bioszkiet

Wyniki analizy przeprowadzonej dla szkiel z serii I za pomoca plomieniowej
spektrometrii absorpcji atomowej (FAAS) potwierdza uwalnianie jonow Ca®" (rys. 19) oraz

wskazuje na aktywnos$¢ badanych bioszkiet.
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Rys. 19 Stezenie jonéw Ca®" uwolnionych z bioszkiet P5_I, P5Zn2 1, P5Sr2 1, P5Zn5 I oraz
P5Sr5_1d (seria IT) o wody dejonizowanej. Catkowitg niepewno$¢ pomiaru okreslono przy

poziomie ufnosci 95% 1 wspotczynniku rozszerzenia k=2.

Dla szkiet z serii II: P5Zn2 I, P5Sr2 I, P5Zn5 11 P5Sr5 I stezenie oznaczanych jonow
po kontakcie z wodg dejonizowang przez 21 dni byto tylko nieznacznie wyzsze od oznaczen po
1,5 h. Istotnie wigksza ilos¢ wydzielonych jondw po 21 dniach zaobserwowano jedynie dla
bioszkta P5 1.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze charakterystyczne wielkosci czastek bioszkta PS5 1 dv(0,1),
dv(0,5) 1 dv(0,9) byty wysokie w porownaniu do pozostatych i wynosity odpowiednio 7,1 um,
59,9 umi215,1 um. Uzyskane wyniki uwalniania jonéw moga wskazywacé, ze wielko$¢ czastek
ma mniejszy wplyw na aktywnos$¢ hydrolityczng niz wewngtrzna struktura bioszkta. Wedlug
wynikow Vaida 1 wsp. [125] uwolnienie jonow prowadzi takze do innych przemian

chemicznych, zwlaszcza podczas inkubacji bioszklta w roztworze SBF. Podczas kontaktu
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bioszkta z roztworem SBF, pod wptywem uwolnionych jonéw Ca?’, na uwodnionej warstwie
bogatej w krzem, tworzy si¢ amorficzny fosforan wapnia. Z drugiej strony wyniki badan Liu
[126] wskazuja, ze wzrost zawartosci jonoOw wapnia w roztworze SBF nie jest krytycznym
czynnikiem wplywajacym na wytracanie si¢ apatytu, gdyz ten zwigzek chemiczny tworzy si¢
jedynie na ujemnie natadowanej powierzchni z grupa funkcyjng (=Si-O-).

Wyniki analizy przeprowadzonej za pomoca plomieniowej spektrometrii absorpcji
atomowej (FAAS) potwierdzaja uwalnianie jonow Ca** (rys. 20) co wskazuje na degradacje
badanych bioszkiel, w tym przypadku bioszkiet z serii III. Wyniki otrzymane po 24 h inkubacji
badanych bioszkiel w dejonizowanej wodzie pokazuja, ze iloéé uwolnionych jonéw Ca** zalezy

zaréwno od temperatury obrobki termicznej jak i sktadu chemicznego badanych szkiet.

PSZn2 P5Sr2
W 550/3h ®600/3h 1 600/10h 650/3h ¥ 650/10h

N w =3 w

Stezenie jonow Ca2* [mg/]

=

Rys. 20 Kinetyka uwalniania Ca®* z bioszkiet serii III do wody dejonizowanej

w temperaturze 37°C

Najwyzsze stezenie uwolnionych jonéw wapnia oznaczono dla bioszkta P5 po obrobce
w 550°C/3h, po kolejnych etapach wygrzewania tego bioszkta ilos¢ uwolnionych jonéw byta
nizsza. Z bioszkiel o sktadzie P5Zn2 najwiecej jonéw Ca>" uwolnita probka po wygrzewaniu
w 600°C/10h. W przypadku tego skladu probki po obrébce w nizszej oraz w wyzszej

temperaturze uwalniaty mniej jonow. Uwolnione jony z bioszkta podczas kontaktu z ptynem
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symulujagcym osocze (SBF) moga tworzy¢ amorficzny fosforan wapnia nad uwodniong
warstwa bogata w krzem. Tendencja materialu do tego typu chemicznych przemian w obecnosci
SBF prowadzi do tworzenia krystalicznego fosforanu wapnia lub apatytu [126]. Natomiast ilo$¢
uwolnionych jondéw wapnia z wszczepionego biomaterialu moze takze wptywaé na
zapoczatkowanie efektu krzepnigcia krwi [51]. Na otrzymane wyniki uwalniania jond6w wapnia
najwiekszy wplyw miat sktad chemiczny oraz r6znice w promieniach jonowych pierwiastkéw
(Zn<Ca<Sr), ktorymi zastgpiono wapn w bioszkle o sktadzie referencyjnym (P5). Chociaz
obrobka termiczna w wyzszej temperaturze sprzyja porzadkowaniu struktury, a co za tym idzie
zwigkszeniu odpornosci chemicznej, w przypadku bioszkta P5Sr2 najwigcej jonow uwalniato

si¢ po obrobce w 650°C/10 h.

Uwalnianie jondéw Zn** i Sr*" z wybranych bioszkiet seri III badano metodg plazmy

indukcyjnie sprzezonej (ICP), a wyniki przedstawiono w (tabeli 9).

Tabela 9: Zawarto$¢ jonow Zn?* i Sr?* uwolnionych do wody dejonizowanej po 24 h inkubacji
w 37°C z bioszkiet

Stezenie Stezenie
. Symbol . . . .
Typ probki ] uwolnionych jonéw | uwolnionych jonéw
bioszkta
Zn?*, mgl/l Sr?*, mg/l
P5Sr2 b 5.91x0.7
Bioszkto

P5Sr2d bdl 4.58+0.54

bdl — ponizej poziomu oznaczalnosci

Stezenie jonéw Sr?* uwalnianych z probek bioszkta miesci sie w zakresie uznawanym
za odpowiedni do stymulacji odpowiedzi osteogennej bez wywolywania efektu
cytotoksycznego. Wedtug literatury [127], poziom ten miesci si¢ w przedziale 3+6 mg/l. Nie
przeprowadzono analiz bioszkla domieszkowanego 2% ZnO (P5Zn2 i P5Zn2d) ze wzgledu na
ich sktad chemiczny. Wedhug literatury [128], [129], jony Zn?* bardzo tatwo reaguja z grupami
PO+*, co znaczaco zmniejsza stezenie tych jonéw uwalnianych do roztworu z bioszkiet

nalezacych do uktadu SiO2-P,0s-CaO.

52



9.1.6 Bioaktywnos¢ bioszkiet

Ocene¢ bioaktywnos$ci przeprowadzono na podstawie analiz SEM-EDS powierzchni
bioszkta przed 1 po inkubacji w roztworze SBF. Ta metoda oceny bioaktywnosci jest stosowana
przez wielu badaczy [130-132]. Wyniki analizy SEM/EDS przyktadowego bioszkta P5
wygrzanego w temperaturze 650°C przed inkubacja w SBF pokazano na rys. 21.

11.99 Si
9.5 —
72 4

KCnt

48

24 4

0.0 -

T T T 1
1.00 200 300 400 500 600 7.00 8.00 9.00 10.00
Energy - keV

Rys. 21 Analiza SEM-EDS bioszkta P5_II po obrobce w 650°C przed inkubacja
w roztworze SBF

W widmie dyfrakcyjnym EDS zaobserwowano pik od Si o najwigkszej intensywnosci
oraz piki od Ca i P o mniejszej intensywnos$ci. Podobng zalezno$¢ intensywnosci pikow
zaobserwowano takze dla pozostalych bioszkiel tej serii. Analiza EDS pozostatych bioszkiet
potwierdzita takze obecno$¢ Si, Ca i P w sktadzie P5, a dodatkowo obecno$¢ Zn lub Sr
w bioszktach wzbogaconych w ZnO lub SrO. Na zdjeciach wykonanych po 2 tygodniach
inkubacji w roztworze SBF na powierzchni wszystkich badanych bioszkiet zaobserwowano

wyraznie widoczne sferyczne formy i zmiany sktadu chemicznego (rys. 22) i (rys. 23).
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Rys. 23: Analiza SEM-EDS bioszkiet PS5, P5Zn2, P5Sr2 oraz P5d, P5Zn2d, P5Sr2d przed i po

21 dniach inkubacji w roztworze SBF.
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Analiza SEM-EDS wykazuje wzrost intensywnos$ci pikow od Ca i P oraz znaczny
spadek intensywnosci piku od Si. Zaobserwowane zmiany w analizie SEM-EDS sg spdjne
z wynikami innych badaczy [130][131]. Zmiany zachodzace na powierzchni bioszkta podczas
kontaktu z SBF wynikajg z szeregu zjawisk, do ktorych zalicza si¢ wymywanie, rozpuszczanie
1 wytracanie, ktoére prowadza do powstania warstwy apatytu [133] lub warstwy kalcytu [130].
Uwaza sie, ze pojawienie si¢ na powierzchni biomaterialu form apatytu podobnych do
nanokrysztatow HA wystepujacych w ludzkiej kosci sprzyja zwiekszonej adhezji 1 proliferacji
komorek [134]. Morfologia tych kalafioropodobnych osadéw jest charakterystyczna dla
niskokrystalicznego hydroksyapatytu i jest oznaka bioaktywnosci, co wykazali inni oraz nasze
wczesniejsze badania [6][135]. Ponadto zastapienie Ca przez Sr w sktadzie chemicznym szkta
sprzyja tworzeniu si¢ kosci. Wedtug Fredholma [88] obecno$¢ SrO sprzyja uwalnianiu jondw

1 tworzeniu apatytu.

9.2. Budowa i wlasciwosci biokompozytow z bioszklem

W  ramach przeprowadzonych badan opracowano sposdb otrzymywania
biokompozytéw o osnowie z chitozanu oraz mieszaniny chitozanu i kwasu hialuronowego.
Oceniono ich budowg, sktad chemiczny i mikrostrukture przed i po inkubacji w SBF a takze

uwalnianie jondéw strontu i cynku.

9.2.1 Uwalnianie jonow

Uwalnianie jonéw Zn>* i Sr*" z wybranych kompozytéw badano metoda plazmy
indukcyjnie sprze¢zonej (ICP), a wyniki przedstawiono w tabeli 10. Oznaczone stg¢zenie jondw
Zn?" uwolnionych z badanych kompozytéw chitozan/ bioszkto nie przekracza poziomu 2 mg/1.
Wedlug Kapoora [47], takie stezenie mozna uzna¢ za dawke terapeutyczng. Najwigksze
stezenie jondw Zn>" wynoszace 0,58+0,07 mg/l oznaczono dla kompozytu C_P5Zn2a.

Oznaczone stezenie jonéw Zn?* uwolnionych z kompozytéw chitozan/hialuronian
sodu/bioszkto takze nie przekracza poziomu 2 mg/l niezaleznie od czasu inkubacji. Najwigksze
stezenie jonow Zn?* oznaczono dla kompozytu C-H10-P5Zn2, ktére po 24 h inkubacji wynosito
ono 0,34 + 0,03 mg/L. Stezenie uwolnionych jonéw Sr?* jest ponizej zakresu uznawanego za
odpowiedni do stymulacji odpowiedzi osteogennej bez powodowania efektu cytotoksycznego.

Wedlug literatury [127], poziom ten mieSci si¢ w przedziale 3—6 mg/I.
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Tabela 10: Zawarto$¢ jonow Zn?* i Sr?* uwolnionych do wody dejonizowanej po 24 h lub 7
dniach inkubacji w 37°C z kompozytéw chitozan/bioszklo oraz kompozytow

chitozan/hialuronian sodu/bioszklo

Symbol probki Czas inkubacji Stezenie Stezenie
uwolnionych jonéw | uwolnionych jonow
Zn**, mgl/l Sr2* mgl/l
C_P5Zn2 24 h 0.29+0.03 bl
C_P5Zn2a 24 h 0.58+0.07 bl
C_P5Zn2b 24 h 0.38+0.04 bl
C_P5Zn2c 24 h 0.37+0.04 bl
C_P5Zn2d 24 h 0.28+0.03 bl
C-H10-P5Zn2 24 h 0.34 + 0.04 bl
C-H10-P5Zn2d 24 h 0.33 + 0.04 bl
C-H10-P5Sr2 24 h bdl 0.86+0.10
C-H10-P5Sr2d 24 h bdl 1.30 £ 0.15
C-H10-P5Zn2 7 dni 0.24 +0.03 bl
C-H10-P5Zn2d 7 dni 0.20 + 0.02 bl
C-H10-P5Sr2 7 dni bl 1.94 +0.23
C-H10-P5Sr2d 7 dni bdl 2.45+0.29

] . : -
bl _ ponizej poziomu oznaczalnosci

9.2.2 Bioaktywnos¢ biokompozytow

Potencjal biokompozytéw w kierunku bioaktywnosci badano po inkubacji w roztworze
SBF przez 21 dni.

Obserwacje SEM rusztowan kompozytowych chitozan/bioszklo (rys. 24) oraz
chitozan/hialuronian sodu/bioszkto (rys. 25) pokazuja, ze sa one bardzo porowate, a po
inkubacji w SBF na powierzchni zaobserwowano osady mineralne. Wielko§¢ porow
wytworzonych kompozytéw miesci si¢ w granicach 40 — 100 um. Widoczne na obrazach SEM
réznice wynikaja z rodzaju zastosowanego detektora. Przed inkubacja w SBF zdjecia
wykonano przy uzyciu detektora ETD a po inkubacji przy uzyciu detektora vCD. Dzigki
detektorowi vCD ziarna szkta sg lepiej widoczne. Analiza EDS potwierdzita, ze w ich sktadzie
dominuja wapn 1 fosfor, a stosunek Ca/P jest bliski 1,6, czyli charakterystyczny dla
hydroksyapatytu.
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Rys. 24: Analiza SEM-EDS kompozytow chitozan/bioszkto: C PS5, C P5Zn2, C P5Sr2 oraz
C_P5d, C P5Zn2d, C_P5Sr2d przed i po 21 dniach inkubacji w roztworze SBF. Zdjecia SEM
wykonano przed inkubacjg w SBF przy uzyciu detektora ETD a po inkubacji przy uzyciu
detektora vCD.

58




> -
C-H5-P5 po inkubacji w SBF

s

-~q

L ‘," ‘

o Ca
c C|

. cl |ca P
P :Ca Na Sa

1.0 20 3.0 40 50 60 7.0 8.0 9.0 10.0 10 20 30 40 50 6.0 7.0 80 9.0 10.0 ) 1.0 20 3.0 40 50 60 7.0 8.0 9.0 100
__eneigr ey Energy bV Enwray kv

: : o
| C-H5-P5Zn2 po inkubacji w SBF |'%§ Y -H5-P5Sr2d po inkubacji w SBF

Ca

Zn
lCa Zn
10 20 30 4.0 50 60 7.0 80 9.0 100 1.0 20 30 40 50 60 7.0 80 9.0 10.0

oy heV

Energy kv

Zn

- " 7
2

C-H5-P5Sr2d po inkubacji w SBF

¢ i& '
.v:

o Si
Na
P
[o] o
Ca
P cl
C
| oNa
Ca c Ca
Ca c P 1Ca
10 20 3.0 40 50 60 7.0 80 9.0 10.0 10 20 30 40 50 60 7.0 80 9.0 10.0 10 20 30 40 50 60 7.0 80 9.0 10.0 10 20 3.0 40 50 60 7.0 80 9.0 10.0
Enaray-Kev Eneray- eV Ener ¥ Enaray-xav

Rys. 25: Analiza SEM-EDS kompozytéw chitozan/hialuronian sodu/bioszklo: C-H5-P5, C-
H5-P5Zn2, C-H5-P5Sr2 1 H5-P5d, C-H5-P5Zn2d 1 C-H5-P5Sr2d przed i po 21 dni inkubacji
w roztworze SBF. Zdjecia SEM wykonano przed inkubacjg w SBF przy uzyciu detektora
ETD a po inkubacji przy uzyciu detektora vCD.
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Obrazy po inkubacji w SBF kompozytéw chitozan/hialuronian sodu/bioszklo
z udziatem bioszkta P5 oraz z bioszktem P5Sr2 wskazuja na mniejsza homogeniczno¢
struktury. Jak wykazano we wczesniejszych badaniach ziarna o wigkszym rozmiarze mogag
powodowa¢ czesciowa deformacje mikrostruktury kompozytu [135]. Wielkos¢
charakterystyczna d(0.5) uziarnienia tych szkiel wynosi odpowiednio 59,5um oraz 46,2 pym
ijest mniejsza niz maksymalna okre$lona dla ziaren szkta P5d (65,7 um). To dowodzi, ze
zaburzenia struktury nie wynikajg z uziarnienia zastosowanego szkla. Poniewaz zawiesiny
kompozytéw przygotowywano zawsze w tej samej proporcji 1:1 chitozan/bioszkto, na
wystepujace deformacje struktury w probkach C-HS5-P5 oraz C-H5-P5Sr2 mogla wplynaé
reaktywno$¢ bioszkiet P5 i P5Sr2 zwigzana z zastosowang najnizsza (550°C/3h) temperaturg
obrobki termicznej lub pecherzyki powietrza, ktére powstaly podczas przygotowania
zawiesiny. Wyniki testu zanurzeniowego w SBF pokazuja, ze kompozyty chitozan-bioszkto
oraz chitozan/hialuronian sodu/bioszklo sg bioaktywne, co bardzo dobrze rokuje w kontekscie
ich wykorzystania w charakterze rusztowan dla inzynierii tkanki kostnej lub wypelnien

ubytkow tkanki kostne;.
9.3. Wlasciwosci biologiczne bioszkiel
9.3.1 Wiasciwosci antybakteryjne
Test aktywnosci antybakteryjnej badanych bioszkiet serii II przeprowadzono
w obecnosci gentamycyny jako kontroli pozytywnej 1 SiO; jako kontroli negatywnej. Wyniki

testu wskazujga na zmniejszenie liczby bakterii obu szczepow, tj. S. aureus 1 P. aeruginosa

w kontakcie ze wszystkimi badanymi bioszktami (rys. 26).
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Rys. 26 Redukcja liczby bakterii S. aureus 1 P. aeruginosa inkubowanych z bioszktami

o uziarnieniu I 1 II.

Zaobserwowane zostaty wyniki redukcji liczby komérek z badanych szczepow po
kontakcie z bioszklami, niezaleznie od wielkos$ci czastek bioszkiet. Wyniki redukcji sg nizsze
niz dla wzorca gentamycyny, ale znacznie wyzsze niz dla kontroli negatywnej. SiO2 wptynat
na zmniejszenie poczatkowej liczby bakterii $rednio o 32% w pordwnaniu do kontroli
w przypadku obu analizowanych szczepow. W przypadku bakterii P. aeruginosa redukcja
liczby mikroorganizméw w o$miu badanych bioszktach przekroczyta 80%. Wartos¢ redukcji
w stosunku do poczatkowej liczby drobnoustrojow dla bioszkta P5Zn2 II 1 P5Zn5 11 wyniosta
odpowiednio 93,88% i 95,64%. W przypadku bakterii S. aureus najwigksze warto$ci redukcji
stwierdzono takze dla probek P5Zn2 II i P5Zn5 II i wyniosty one odpowiednio 88,10%
192,86%. Bioszkta zawierajace ZnO wykazaty wyzsza wartos¢ redukcji liczby drobnoustrojow
niz bioszkto referencyjne PS5 1 bioszkta zawierajace SrO. Wyznaczony procent redukcji liczby
bakterii w bioszktach P5Sr2 1 1 P5Sr5 II byl nizszy w poréwnaniu do szkiet PS5 11 PS5 II
odpowiednio 0 9,52 10,67%. Ponadto bioszkta o drobniejszych czastkach charakteryzowaty si¢

wyzsza skutecznos$cig redukcji liczby drobnoustrojow, §rednio o 13,17% w przypadku S. aureus
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1 7,01% w przypadku P. aeruginosa. Uzyskane wyniki redukcji wskazuja takze na wigksza
wrazliwos$¢ bakterii P. aeruginosa w poroOwnaniu ze S. aureus na czynniki bakteriobdjcze
obecne w kontakcie z badanymi bioszktami 1 Si0,. Uzyskane wyniki pokazujg takze wptyw
budowy $ciany komorkowej [34][136] w bakteriach Gram-ujemnych i Gram-dodatnich na
wrazliwos$¢ szczepu na $rodek przeciwbakteryjny [99], a takze sktad chemiczny i wielkosé
czastek analizowanego materiatu. Wedlug Pasqueta [99] stezenie jonow Zn*" odgrywa znaczaca
role, gdyz aby uzyska¢ podobny efekt antybakteryjny wobec S. aureus, zastosowano
dziesigciokrotnie wieksze stezenie tych jonow, ze wzgledu na mniejsza wrazliwos$¢ bakterii.
Mniejsza wrazliwo$¢ bakterii S. aureus zaobserwowano takze we wcze$niejszych badaniach
przeprowadzonych dla kompozytéw zawierajacych bioszkta wzbogacone ZnO [30].
Mechanizm dziatania przeciwbakteryjnego jonéw cynku (Zn>") opiera sie na
hamowaniu wzrostu i zatrzymaniu podzialu komoérek. Odbywa si¢ to migdzy innymi poprzez
oddziatywanie z biatkami btony komoérkowe;j, co skutkuje ograniczeniem jej przepuszczalnos$ci,
a co za tym idzie zaburzeniem transportu sktadnikéw odzywczych do wnetrza i wydalania
produktéw przemiany materii na zewnatrz komorki [137]. Zaobserwowana wyzsza aktywnos¢
antybakteryjna bioszkta o mniejszych czastkach moze by¢ zwigzana z ich wigksza
powierzchnig wtasciwa, a takze sprzyjaé powstawaniu uszkodzen mechanicznych $ciany
komorkowej bakterii [121]. Bioszkta P5 11 P5 11 wykazaty takze dziatanie antybakteryjne, co
mozna wytlumaczy¢ uwalnianiem jondw wapnia. Wedtug Zhanga [138], wzrost pH $rodowiska

w wyniku uwolnienia jondw prowadzi do zmniejszenia liczby mikroorganizmow.

9.3.2 Badania cytotoksycznosci i proliferacji komorek hFOB1.19

Do okreslenia poziomu cytotoksyczno$ci w bezposrednim kontakcie bioszkiet z serii 11
z komérkami hFOB1.19 wykorzystano testy LDH i WST-1. Procedur¢ badania i oceng
wynikow przeprowadzono zgodnie z normg EN ISO 10993-5:2009 ,,Biologiczna ocena
wyrobow medycznych — Cze$¢ 5: Badania cytotoksycznosci in vitro. Ze wzgledu na fakt, ze
osteoblasty hFOB1.19 dzielg si¢ co 36 h badanie przeprowadzono po 48 h inkubacji.

Na rys. 27 przedstawiono wyniki analizy dehydrogenazy mleczanowej (LDH)
wydzielanej do nadsgczu przez komorki, ktéra wskazuje na cytotoksyczno$¢ materiatu, jesli

wzgledna jej warto$¢ przekroczy 30%.
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Rys. 27: Cytotoksyczno$¢ — test aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (LDH) na
osteoblastach hFOB 1.19 inkubowanych przez 48 h z bioszktami (seria II)

o wielkosci czastek I 1 II.

Badania wykazaly, Zze zaden wynik testu aktywnosci LDH na osteoblastach
inkubowanych z badanymi szktami nie przekroczyt progu 30% (rys. 27). Pozwala to
zakwalifikowa¢ badane bioszkla jako materialy niewykazujace aktywnos$ci cytotoksycznej.
Najwigksze odchylenie standardowe przekraczajace 6,40% lub 6,26% odnotowano dla probek
P5Zn2 T 1 P5Sr2 1. Najwyzszg Srednig wartos¢ cytotoksycznosci odnotowano dla probek
bioszkiet zawierajacych 5% ZnO, odpowiednio 13,02% 1 13,62% dla P5Zn5 1 1 P5Zn5 11
Uzyskane wyniki wskazuja, ze sktad chemiczny ma wigkszy wpltyw na cytotoksyczno$¢
badanych bioszkta niz wielko$¢ jego uziarnienia.

Wyniki testu WST-1 zastosowanego do oceny proliferacji komorek hFOBI1.19
przedstawiono na rys. 28. Wyniki proliferacji wszystkich badanych bioszkta przekroczyly prog
70%. Najwigksza proliferacje wsrdd bioszkiet o wielkosci czastek I stwierdzono dla probek
P5 11P5Sr2 1. Natomiast wsrod bioszkiel o uziarnieniu I najwigkszg proliferacje stwierdzono

dla probki P5Sr5 11 zawierajacej w sktadzie chemicznym SrO.
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Rys. 28 Proliferacja osteoblastow hFOB 1.19 inkubowanych 48 h z testowanymi bioszktami.

W publikacji [139] wykazano korzystny wplyw Sr na adhezj¢ i proliferacje komorek
natomiast w publikacjach [140][141][142] na ich roéznicowanie osteogenne. Wplyw
pierwiastkoéw dwuwarto$ciowych znajdujacych sie w szktach, tj. Zn** i Sr**, na wlasciwosci
biologiczne bioszkta opisali Cacciotti i in. [21]. Autorzy wykazali, ze jony bgdace produktami
rozpuszczania szkla sa w stanie indukowac i stymulowac ekspresje gendow zwigzanych
z roznicowaniem osteoblastow i1 tworzeniem kosci. Wyniki innych badan [143] pokazuja, ze Sr
moze promowac aktywno$¢ osteoblastow 1 hamowaé osteoklasty in vitro. Rowniez Murphy
i in. wykazali, ze odpowiednie stezenie uwolnionych jonéw Sr*" moze indukowaé pozytywna
odpowiedz fosteoblastow [144]. W badaniach przedstawionych przez Hesaraki i wsp. bioszkta
zawierajace SrO powodowaly zwigkszenie aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej (ALP), czyli
markera wczesnego réznicowania osteogennego [145]. Natomiast Kargozar 1 in. w badaniach
in vivo stwierdzili, Ze bioszklg tego typu promuja one zarowno osteogenezg, jak 1 angiogeneze
[146].
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9.3.3 Badania cytotozgodnosci i proliferacji komorek MG-63

Bioszkta poddane obrobce cieplnej w temperaturze 550°C/3h lub 650°C/10h (seria III)
badano w warunkach in vitro w bezposrednim kontakcie z komorkami MG-63. Wyniki
przeprowadzonych badan przedstawiono na rys. 29 i rys.30. Wyniki pokazuja, ze po 1 dniu
bezposredniego kontaktu bioszkta byly toksyczne dla komoérek MG-63. Na obserwowany efekt
moga mie¢ wplyw zasadotworcze jony uwalniane z bioszkiet (Ca?*, Zn?**, Sr**), ktore
podwyzszaja pH mikrosrodowiska [138]. Po 7 dnach testu komorki, ktore przezyty chetnie
proliferowaty zwlaszcza w kontakcie z bioszklem P5, P5Zn2, P5Sr2 1 P5d (rys. 30). Komorki
MG-63 byly dobrze rozptaszczone i miaty ksztalt wielobokow, ich morfologia byta podobna do

morfologii komorek rosngcych na TCPS.
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Rys. 29 Zywotnoéé komorek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na bioszktach,
testowana przy uzyciu AlamarBlue® po 1, 3 1 7 dniach.
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2 P5SI2
P5d
P5Zn2d
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Rys. 30 Zywotno$é komorek MG63 hodowanych na bioszktach (zielone — zywe komorki;

czerwone — martwe komorki).
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Pozytywny wplyw warunkow obrobki termicznej bioszkiet jest widoczny jedynie
w przypadku bioszkta P5d. Aktywnos¢ metaboliczna komorek rosta w kazdym punkcie
czasowym hodowli komorkowej, jednakze dla najkrotszego czasu hodowli wynoszacego
1 dzien byt on zawsze nizszy w poréwnaniu z kontrolg TCPS. Test barwienia zywe/martwe dla

wszystkich probek: bioszkiet potwierdzit wyniki AlamarBlue®.

9.4. Wiasciwosci biologiczne kompozytow

9.4.1 Badania cytotoksycznosci na ekstraktach

W celu sprawdzenia mozliwego cytotoksycznego dziatania ekstraktow z kompozytéw
chitozan/hialuronian sodu/bioszklo zawierajacych 5%wag lub 10% wag. hialuronianu na
komorki z linii A549 organizméw wykorzystano test MTT. Oceniono zywotno$¢ komorek po
48 h hodowli [147]. Wyniki przedstawiono na (rys. 31 i rys. 32) jako $rednie warto$ci ggstosci
optycznej (OD) z sze$ciu dotkdw + odchylenie standardowe (£SD).

Badania na linii komoérkowej A549 nie wykazaty toksycznego dzialania ekstraktow.
Dodatek 5 % wag. (rys. 31) lub 10% wag. hialuronianu sodu (rys. 32) nie miat wptywu na
toksyczno$¢ probek. W prezentowanych wynikach nie odnotowano takze znaczacych roznic
toksyczno$ci pomigdzy poszczegdlnymi sktadnikami kompozytéw. Nie zauwazono zadnych
uszkodzen komorek, wszystkie komorki miaty normalng morfologie w poroéwnaniu
z komorkami kontrolnymi. Z danych przedstawionych na rysunkach wynika, ze ekstrakty

badanych kompozytow nie wptywaty na zmniejszenie zywotnosci komorek A549.
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Rys. 31 Zywotnosé komoérek A549 (oceniana testem MTT) po kontakcie z ekstraktami

kompozytéw zawierajacych 5% wag hialuronianu sodu, oraz chitozanu i bioszkta (poddanego

obrobce w temperaturze 550°C/3h lub 650 °C/10h).
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Rys. 32 Zywotno$¢ komorek A549 (oceniana testem MTT) po kontakcie z ekstraktami
kompozytéw zawierajacych 10% wag hialuronianu sodu, oraz chitozanu i bioszkta

(poddanego obrobce w temperaturze 550°C/3h lub 650 °C/10h).
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9.4.2 Badania immunologiczne na ekstraktach

W celu oceny wplywu ekstraktow z kompozytow chitozan/hialuronian sodu/bioszkto na
spontaniczng 1 indukowang przez dodatek lipopolisacharydéw (LPS) oceniano produkcje
cytokin przez komorki ludzkiej krwi obwodowej w warunkach in vitro.

Za pomoca testu ELISA nie wykazano spontanicznej produkcji TNF-a oraz IL-6 przez
ludzka krew obwodowa poddang aktywacji samymi ekstraktami biokompozytéw bez
ekspozycji na LPS, gdyz granica wykrywalnosci testow TNF-a 1 IL-6 wynosi odpowiednio
2pg/mL 1 4 pg/mL. Ponadto komorki ludzkiej krew obwodowa narazone na ekstrakty
z dodatkiem LPS nie wykazaly zwigkszonej produkcji badanych cytokin w stosunku do
poziomu badanych cytokin oznaczanego w hodowli z dodatkiem samego LPS (kontrola). Rys.
33 i rys. 34 przedstawiaja wptyw ekstraktow ze szkietl i kompozytow chitozan/hialuronian
sodu/bioszkto na indukowang lipopolisacharydem (LPS) produkcje czynnika martwicy
nowotworu (TNF-a) w hodowli petnej krwi. Rysunki przedstawiaja Srednie wartosci z oznaczen
dokonanych na krwi dawcy +SD. Ws$réd prezentowanych wynikéw czynnika TNF-a
nieznacznie wyzszymi warto$ciami wyroznia si¢ bioszklo dotowane ZnO oraz kompozyty

z jego udziatem C-H5-P5Zn2 i C-H5-P5Zn2d (rys. 33) oraz C-H10-P5Zn2 (rys. 34).
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Rys. 33 Ocena produkcji cytokiny TNF-a indukowanej LPS w hodowlach z uzyciem peine;
krwi (WBC) w obecnosci ekstraktow z probek kompozytow zawierajacych 5% wag.
hialuronianu sodu i bioszkiet poddanych obrébce w temperaturze 550°C/3 h. Kontrolg

stanowita probka WBC.
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Rys. 34 Ocena produkcji cytokiny TNF-a indukowanej LPS w hodowlach z uzyciem peinej
krwi (WBC) w obecnosci ekstraktow z probek kompozytow zawierajacych 10% wag.
hialuronianu sodu i bioszkiet poddanych obrobce w temperaturze 550°C/3 h. Kontrolg

stanowita probka WBC.

Wptyw ekstraktow ze szkiel 1 kompozytow chitozan/hialuronian sodu/bioszklo na
indukowang lipopolisacharydem (LPS) produkcje IL-6 w hodowli petnej krwi przedstawiaja
rys. 35 1 rys. 36. W prezentowanych wynikach nieznacznie wyzszymi warto$ciami czynnika
IL-6 wyrdznia si¢ bioszkto referencyjne, dotowane SrO oraz kompozyty z ich udziatem.

Cytokina (TNF-a) odgrywa zasadniczg rol¢ w regulacji homeostazy kosci w wielu
chorobach. Wptyw tego czynnika moze by¢ klasyczny lub paradoksalny [148]. Nasze wyniki
sg zgodne/(podobne) do wynikoéw otrzymanych przez Osto [148] oraz Huanga [149] ktorzy
wykazali, ze TNF- o uwalniany na poziomie 0.01 — 0.1 ng/mL indukuje roéznicowanie
osteogenne, natomiast po ekspozycji na LPS ilosci TNF-a mieszcza si¢ w przedziale 1-20
ng/mL, ktora zgodnie z literaturg [150][151] odpowiada za hamowanie réznicowania pre-
osteoblastow. Literatura wskazuje takze, ze TNF-a moze réwniez odgrywac istotng role
w poczatkowym etapie gojenie tkanek [152]. Natomiast cytokina IL-6 reguluje réznicowanie
zardwno osteoblastow, jak 1 osteoklastow lecz a jej wptyw ogranicza si¢ do wezesnych stadiow

gojenia si¢ zkaman kos$ci [150].
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Rys. 35 Ocena produkcji cytokiny IL-6 indukowanej LPS w hodowlach z uzyciem petnej krwi
(WBC) w obecnosci ekstraktow z bioszkiet 1 kompozytow zawierajacych 5% wag.
hialuronianu sodu, chitozanu i bioszkiel obrabianych w temperaturze 550°C/3 h (P5, P5Zn2,
P5Sr2). Kontrolg stanowita probka WBC.
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Rys. 36 Ocena produkc;ji cytokiny IL-6 indukowanej LPS w hodowlach z uzyciem petnej krwi
(WBC) w obecnosci ekstraktow z bioszkiet i kompozytow zawierajacych 10%wag.
hialuronianu sodu, chitozanu i bioszkta (obrabianego w temperaturze 550°C/3h lub

650°C/10h). Kontrolg stanowita probka WBC.
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Badania wykazaly, ze ekspozycja na wszystkie badane ekstrakty nie spowodowata
znaczgcego uwalniania analizowanych prozapalnych mediatorow niezaleznie od skladu
chemicznego 1 fazowego szkiet oraz sktadu kompozytoéw. Mozna jedynie zauwazy¢, ze dla
bioszkta referencyjnego i dotowanego SrO oraz kompozytdw z udziatem tych bioszkiet ilo§¢
L-6 jest nieznacznie wyzsza, ale rdznica nie jest statystycznie istotna. Badania wykazaly, ze
ekstrakty z ocenianych kompozytow nie wptywaja na produkcje prozapalnych mediatoréw
przez komorki ludzkiej krwi obwodowej, a po stymulacji endotoksyng LPS oraz ekstraktami
ilo§¢ cytokin uwalnianych byta na poziomie kontroli czyli komorek krwi stymulowanych LPS.
Ponadto nie wykazano rdznic istotnych statystycznie pomiedzy ekstraktami badanych
kompozytéw. Podsumowujac, nasze wyniki wykazaly, ze wymywalne sktadniki kompozytow
nie wptywaja na poziom cytokin prozapalnych, o ktérych wiadomo, Ze biorg udziat w resorpcji

ko$ci zwigzanej np. z aseptycznym obluzowaniem wszczepionego implantu.

9.4.3 Badania cytozgodnosci i proliferacji komorek w bezposrednim kontakcie

9.4.3.1 Kompozyty chitozan/bioszkto

Wszystkie kompozyty chitozan/bioszkto zawierajace bioszkla po obrdobce termicznej
w roznych warunkach (seria Ill) poddano badaniom in vitro w bezpos$rednim kontakcie
z komorkami osteoblastopodobnymi MG-63. Wyniki badan biologicznych polegajace na
ocenie ich zywotno$ci wyznaczonej za pomocg redukcji resazuryny (test Alamar Blue) in vitro
przedstawiono na rys. 37, rys. 39 i rys. 41. Wyniki pokazuja, ze kompozyty z bioszktem typu
P5 (C_P5; C_P5a; C_P5b; C _P5c; C_P5d) i P5Sr2 (C_P5Sr2; C_P5Sr2a; C_P5Sr2b;
C P5Sr2c¢; C P5Sr2d) sg cytokompatybilne z osteoblastami (rys. 37 i rys. 41). Aktywnos¢
metaboliczna komoérek rosta w kazdym punkcie czasowym hodowli komoérkowej, tj. dla dnia
1, 31 7; jednakze dla najkrotszego czasu hodowli wynoszacego 1 dzien byta ona zawsze nizsza
niz dla kontroli TCPS (polistyren dla celéw kultur komérkowych). Po 7 dniach zywotno$¢
komorek hodowanych na wszystkich probkach kompozytéw byta taka sama jak na kontrolnym
TCPS za wyjatkiem dwéch: C P5Sa 1 C_P5Sr2a (t). zawierajacych bioszkla poddane obrobce
cieplnej w temperaturze 600°C przez 3 h).

Barwienie komorek zywe/martwe wszystkich probek potwierdzito wyniki AlamarBlue®
(rys. 38, rys. 40 i rys. 42). Komorki byly dobrze rozptaszczone i miaty ksztatt wielokatnow ich

morfologia byta podobna do morfologii komoérek rosngcych w TCPS. Niewielkie roznice
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w morfologii i liczbie komorek zaobserwowano jedynie dla kompozytow C_P5a i C_P5Sr2atj.
probek zawierajacych bioszkla P5a i P5Sr2a, ktore wygrzewano w nizszych temperaturach
przez najkrotszy czas (550°C 1 600°C przez 3 h). Ogolnie rzecz bioragc, kompozyty z bioszktami
zawierajacymi Sr nie wykazywaly zwiekszonej zywotnosci komoérek w pordéwnaniu
z kompozytami zawierajacymi bioszkla typu P5, chociaz uwalniaty jony Sr?* na odpowiednim
poziomie do stymulacji osteoindukcyji, zgodnie z wynikami badan przedstawionymi
w literaturze [127] [88].

Probki kompozytowe z bioszklem zawierajacym cynk charakteryzowaty sie nizsza
aktywnoscig metaboliczng komorek (rys. 39) w porownaniu z kompozytami z bioszktami typu
P5 (rys. 37) czy P5Sr2 (rys. 41), co rowniez mozna zaobserwowa¢ w barwieniu komorek
zywe/martwe (rys. 40). Co ciekawe, najbardziej cytotoksyczna okazata si¢ probka C P5Zn2a,
co mozna powigzaé z najwyzszym poziomem uwolnionych jonow Zn?* sposrod wszystkich
badanych probek, wynoszacym 0,58 + 0,07 ml/g, co przedstawiono w (tabeli 10). Kompozyty
z udzialem bioszkla typu P5Zn2 wykazaly najnizsza cytokompatybilno$¢ w kontakcie
z komoérkami osteoblastopodobnymi MG-63, mimo ze w innych badaniach stwierdzono, ze
jony Zn?* moga poprawiaé efektywno$é regeneracji kosci [26][27]. Zaobserwowana
zmniejszona aktywno$é metaboliczna moze wynika¢ z iloéci uwalnianych jonow Zn?",

Analiza warunkow wytwarzania bioszkta wchodzacego w sktad badanych kompozytow
chitozan-bioszklo wykazata, ze zmiany zardwno temperatury, jak i czasu obrobki cieplnej,
w rezimach stosowanych w niniejszych badaniach, nie maja istotnego wptywu na zZywotno$¢
komorek lub proliferacje¢ podczas kontaktu z probkami tych kompozytow. Nie obserwowano
zjawisk opisanych w literaturze [48], ze bioaktywnos$¢ bioszkla wzrasta, a kompatybilno$é
z komérkami MG-63 jest redukowana wraz ze wzrostem temperatury obrobki termicznej
bioszkta. W naszym przypadku prébki kompozytowe zawierajace bioszkta poddane obrobee
termicznej w najnizszej temperaturze przez najkrotszy czas (550°C/3 h, tj. C_P5, C_P5Zn2
I C_P5Sn2) wykazywaly podobng cytokompatybilno$¢ z komérkami MG-63 jak te poddane
obrobce cieplnej w najwyzszej temperaturze przez najdtuzszy czas (650°C/10 h; tj. C_P5d,
C_P5Zn2d i C_P5Sn2d). Powodem moze by¢ to, ze rusztowania kompozytowe wykonane sg
z chitozanu w stgzeniu 50% wag., co réwniez moze wplywaé na wlasciwosci biologiczne
wytworzonych rusztowan. Ponadto inne parametry, takie jak mikrostruktura i wtasciwosci

powierzchni otrzymanych materiatdéw, moga wptywac na cytokompatybilno$¢.
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Rys. 37 Aktywno$¢ metaboliczna komorek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na
kompozytach (C_P5, C P5a, C_P5b, C P5ci C P5d), testowana przy uzyciu AlamarBlue®

po 1, 3 1 7 dniach. Wynik przedstawiony jako $rednia + odchylenie standardowe, n=3,
gwiazdki wskazujg istotnos$¢ statystyczng w poréwnaniu z TCPS dla odpowiedniego punktu

czasowego ***p<(,001.
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Rys. 38 Zywotno$é komorek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach:

C_P5,C P5a, C_P5b, C P5ci1C P5d, (zielone — zywe komorki; czerwone — martwe

komorki) w 7 dniu testu.
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Rys. 39 Aktywnos$¢ metaboliczna komorek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na
kompozytach (C_P5Zn2, C P5Zn2a, C P5Zn2b, C P5Zn2c 1 C P5Zn2d), testowana przy
uzyciu AlamarBlue® po 1, 3 i 7 dniach. Wynik przedstawiony jako $rednia + odchylenie
standardowe, n=3, gwiazdki wskazujg istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu z TCPS dla

odpowiedniego punktu czasowego ***p<0,001.
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Rys. 40 Zywotno$¢ komérek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach:
C P5Zn2, C P5Zn2a, C_P5Zn2b, C P5Zn2c i C_P5Zn2d, (zielone — zywe komorki,

czerwone — martwe komoérki) w 7 dniu testu.
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Rys. 41 Aktywno$¢ metaboliczna komoérek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na
kompozytach (C_P5Sr2, C_P5Sr2a, C_P5Sr2b, C_P5Sr2c 1 C_P5Sr2d), testowana przy
uzyciu AlamarBlue® po 1, 3 1 7 dniach. Wynik przedstawiony jako $rednia + odchylenie
standardowe, n=3, gwiazdki wskazujg istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu z TCPS dla

odpowiedniego punktu czasowego ***p<0,001.
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C_P5Sr2

Rys. 42 Zywotno$¢ komérek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach:
C _P5Sr2, C P5Sr2a, C_P5Sr2b, C P5Sr2¢ i C_P5Sr2d, (zielone — zywe komorki; czerwone

— martwe komorki) w 7 dniu testu.
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9.4.3.2 Kompozyty chitozan/hialuronian sodu/bioszkto

Kompozyty chitozan/hialuronian sodu/bioszkto otrzymane z bioszktami po obrobce
cieplnej w temperaturze 550°C/3h lub 650°C/10h takze badano w warunkach in vitro
w bezposrednim kontakcie z komorkami MG-63. Wyniki przeprowadzonych badan
przedstawiono na rys. 43+48. Kompozyty z bioszklem referencyjnym lub domieszkowanym
SrO okazaly si¢ bardziej cytokompatybilne z osteoblastami niz kompozyty z bioszkiem
domieszkowanym ZnO. Powszechnie wiadomo, ze bioszkla wzbogacone ZnO majg
wlasciwosci antybakteryjne dzieki uwolnionym jonom cynku (Zn?"), ktére, jak stwierdzono,
wykazuja dzialanie przeciwdrobnoustrojowe przeciwko réznym szczepom bakterii 1 grzybow
[153]. Oprocz dziatania rozpuszczalnych form cynku istniejg dodatkowe mechanizmy dziatania
przeciwdrobnoustrojowego: wytwarzanie reaktywnych form tlenu oraz bezposredni kontakt
materialdw zawierajacych ZnO ze $cianami komorek [99]. Wszystkie te zjawiska moga
powodowac cytotoksyczno$¢ komodrek eukariotycznych i ssaczych [154]. Dlatego kluczowe
jest takie dostosowanie stgzenia cynku w bioszklach i powstalych kompozytach, aby nadawac
materialowi witasciwos$ci antybakteryjne, ale nie wptywaé negatywnie na adhezje 1 wzrost
komorek w bezposrednim kontakcie.

Kompozyty z bioszktami domieszkowanymi SrO nie wykazaty zwickszonej zywotnos$ci
komorek w poréwnaniu z kompozytami z bioszklami referencyjnymi, chociaz uwalnialy jony
Sr** na odpowiednim poziomie do stymulacji odpowiedzi osteoindukcyjnej [127][88].

Test barwienia zywe/martwe wszystkich probek kompozytéw chitozan/hialuronian
sodu/bioszkto potwierdzil wyniki AlamarBlue®. Komorki byly dobrze rozptaszczone 1 miaty
ksztalt wielobokow, ich morfologia byta podobna do morfologii komoérek rosngcych na TCPS
(rys. 44, rys. 46 irys. 48). Kompozyty z bioszktami zawierajacymi Sr nie wykazaly zwigkszonej

zywotno$ci komoérek w poréwnaniu z bioszktem bazowym, chociaz uwalniaty jony Sr?*.
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Redukcja AlamarBlue [%]
w H [0,

N

=

o ill iII al il ill ill I||

C-H2-P5 C-H2-P5d  C-H2-P5Zn2 C-H2-P5Zn2d C-H2-P5Sr2 C-H2-P5Sr2d tcps

Rys. 43 Zywotno$¢ komorek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach
zawierajacych 2% wag. hialuronianu sodu, testowana przy uzyciu AlamarBlue® po 1,317

dniach.
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dzien 1 dzien 2 dzien 3

- |
- |
- ‘

»

C-H2-P5

C-H2-P&d

C-H2-P5Zn2

C-H2-P5Zn2d

C-H2-P5Sr2

C-H2-P5Sr2d

Rys. 44 Zywotno$¢ komérek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach
zawierajacych 2% wag. hialuronianu sodu (zielone — zywe komorki;

czerwone — martwe komorki).
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Rys. 45 Zywotnos$é komérek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach

zawierajacych 5% wag. hialuronianu , testowana przy uzyciu AlamarBlue® po 1, 3 i 7 dniach.

83



dzien 1 dzien 2 dzien 3

- C-H5-P5
.. 2 - C-HS-PSd
: - C-H5-P52n2
' .‘. — - C-H5-P58r2d
‘\" ’;: ’.“ \' TCPS

Rys. 46 Zywotno$¢ komérek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach
zawierajacych 5% wag. hialuronianu sodu (zielone — zywe komorki;

czerwone — martwe komorki).
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Rys. 47 Zywotno$¢ komorek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach
zawierajacych 10% wag. hialuronianu, testowana przy uzyciu AlamarBlue®

po 1,317 dniach.
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dzien 1 dzien 2 dzien 3

C-H10-P5Zn2

C-H10-P5Zn2d

N C-H10-P5Sr2

C-H10-P5Sr2d

TCPS

Rys. 48 Zywotno$¢ komorek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach
zawierajacych 10% wag. hialuronianu sodu (zielone — zywe komorki; czerwone — martwe

komorki).

Analizujac uzyskane wyniki bezposredniej hodowli komoérkowej na bioszktach (9.3.3)
1 biokompozytach: chitozan/bioszkto (9.4.3.1) oraz chitozan/hialuronian sodu/bioszkto mozna
stwierdzi¢, ze na proliferacje 1 przezycie komorek w kontakcie z kompozytami wplywa gltdéwnie
sktad chemiczny wprowadzonych bioszkiet. Nie stwierdzono istotnego wplywu obrébki
termicznej bioszkla ani ilo$ci hialuronianu sodu wprowadzonego do matrycy kompozytu.
Chociaz zgodnie z literatura, hialuronian sodu zwigksza tempo proliferacji komorek [113]

1 sprzyja migracji komorek [114]. Ponadto zarowno badania aktywnosci metabolicznej, jak
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i barwienie zywe/martwe komoérek MG63 potwierdzaja, ze w badanych kompozytach
chitozan/hialuronian sodu/bioszkto wazng rol¢ odgrywa stan powierzchni. Wyniki sg zgodne
zoceng przeprowadzong przez Denuziere, ktory wykazal, ze chitozan w kontakcie
z komorkami daje lepsze wyniki niz kompleksy polielektrolitowe z siarczanem chitozanu
1 chondroityng oraz chitozanem i hialuronianem, gléwnie ze wzgledu na gltadko$¢ powierzchni
1 tadunki elektrostatyczne. W kompleksach neutralizowana jest dodatnio natadowana gladka
powierzchnia chitozanu, co niekorzystnie wptywa na adhezj¢ komorek [155]. Uzyskany wynik
wskazuje na potrzebe modyfikacji powierzchni wytwarzanych kompozytow w celu poprawy

adhezji komorek, np. poprzez funkcjonalizacj¢ peptydami RGD [156][157].
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10. Podsumowanie

Wciaz dokonuje si¢ postep w dziedzinie biomaterialow 1 wcigz sg opracowywane nowe
kompozyty do zastosowan medycznych. Rosng zaro6wno potrzeby rynku jak i wymagania
stawiane nowym biomateriatlom. Obecne dazenia skupiajg si¢ na biomateriatach ze zdolnoscia
do integracji z tkankami, stymulowania procesow regeneracyjnych oraz posiadajacych dobra
tolerancj¢ ze strony uktadu immunologicznego.

Badania przeprowadzone w ramach mojej pracy doktorskiej wpisujg si¢ istniejacy trend.
Wykazalam, ze bioszkla z uktadu SiO2-CaO-P,0s wzbogacone w stront lub cynk, o ré6znym
stopniu uporzadkowania struktury, uwalniajg jony Ca**, Sr** lub Zn?', ktére podnosza pH
srodowiska 1 dzialaja bakteriobdjczo. Szkta wzbogacone w SrO wptywaja na podwyzszenie
proliferacji co jest korzystne w procesie osteogenezy. Natomiast obecno$¢ ZnO w skladzie
chemicznym szkiel zwicksza dzialanie bakteriobojcze. Ekstrakty z wytworzonych szkiel nie
wykazuja dziatania toksycznego na komorki A549 i1 nie zwigkszaja w warunkach in vitro
wytwarzania przez komorki krwi cytokiny prozapalnej TNF-a oraz interleukiny IL-6.

Wykazatam, ze szybko$¢ degradacji szkta zalezy od temperatury obrdbki termicznej
oraz sktadu chemicznego. Parametry obrobki majg istotny wplyw na strukture szkiet i ich sktad
fazowy, lecz nie wptywaja na obecnos¢ charakterystycznych grup funkcyjnych. Dowiodtam, ze
obecno$¢ faz mikrokrystalicznych w szkle nie hamuje tworzenia hydroksyapatytu. Natomiast
na cytotoksyczno$¢ wiekszy wptyw ma sktad chemiczny niz wielko$¢ ziaren szkta. Oznaczony
poziom uwalnianych ze szkiet jonéw Sr** jest bezpieczny z punktu widzenia dziatania
toksycznego 1 miesci si¢ w zakresie odpowiednim do stymulowania osteoindukc;ji.

Udowodnitam, ze opracowane i wytworzone szkla poddane zrdéznicowanej obrobce
termicznej (rys. 49) sa odpowiednie do zastosowania jako sktadnik kompozytéw o osnowie
polisacharydowej.

Wytworzytam kompozyty chitozan/bioszkto oraz chitozan/hialuronian sodu/bioszkto
z udzialem tych szkiet. Wyniki oceny cytozgodnosci kompozytow pozwalajg stwierdzi¢, ze
szkla poprawiaja bioaktywnos¢ kompozytu, a wigc wlasciwosciami biologiczne kompozytéw
chitozan/bioszklo mozna sterowa¢ poprzez dostosowanie parametréw obrobki cieplnej szkla.
Dalsze badania dowiodty, ze kompozyty sa w stanie uwalnia¢ jony o znaczeniu biologicznym
(Sr** lub Zn*"), a ekstrakty z kompozytéow nie wykazuja dzialania cytotoksycznego. Mimo, ze
obrdbka termiczna ma wptyw na wtasciwosci szkiel, to po wlaczeniu i ich w sktad kompozytow
szkta miaty niewielki wplyw na cytokompatybilno§¢ porowatych rusztowan z bioszkla

1 chitozanu lub bioszkta, chitozanu 1 hialuronianu sodu. Cytokompatybilno$¢ biomateriatu jest
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uzalezniona rowniez od stanu jego powierzchni, ktora w przypadku kompozytow z bioszkta,
chitozanu i hialuronianu sodu okazata si¢ niewystarczajaco gladka i zle wptywala na zywotnos¢
komorek. Uzyskane wyniki wskazujg na potrzebe modyfikacji powierzchni wytworzonych

kompozytéw w celu poprawy adhezji komorek, np. poprzez jej funkcjonalizacje.

Dobor skladu chemicznego
(zapewniajgcy bioaktywnos¢)

70 % wag.SiO,
25 % wag. CaO
5% wag. P,0O;5

Wprowadzenie do skiadu
chemicznego
2%wag lub 5%wag.

ZnO (antybakteryjnosc)
lub SrO (proliferacja)

Zastosowanie metody zol-zel

- odpowiednia czystos¢ chemiczna
- jednorodnosc¢

- zachowanie grup (—OH)

- mezoporowatosc

——

4 )

Obrobka termiczna wysuszonego zelu,
(wptyw na stopien uporzadkowania struktury wewnetrznej)

550°C/3h lub 600°C/3h lub 600°C/10h
lub 650°C/3h lub 650°C/10h

. _4

———

Bioszklo odpowiednie do zastosowan jako skiadnik
kompozytu polisacharyd/bioszklo

Rysunek 49: Schemat wytwarzania szkta odpowiedniego do zastosowan w kompozytach

o osnowie polisacharydowe;.

Wiedza pozyskana w ramach niniejszej pracy doktorskiej bedzie stanowi¢ wktad
w opracowanie wielofunkcyjnych kompozytow do leczenia ubytkoéw kostnych. Wiasciwosci

opracowanych bioszkiet, w tym ich bioaktywnos¢, cytokompatybilnos¢ i1 zgodnos¢
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immunologiczna oraz degradacja w $rodowisku biologicznym pozwalaja im wptywaé na
aktywno$¢ biologiczng biokompozytu. Przyszte badania powinny si¢ skupi¢ na procesie
wytwarzania biokompozytu o zmodyfikowanej powierzchni, bardziej cytozgodnej w kontakcie
bezposrednim z komdrkami, w celu praktycznego wykorzystania opracowanego biomateriatu

do wytworzenia wyrobu medycznego do leczenia ubytkow tkanki kostne;j.
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Spis rysunkow

Rys.1 Techniki inzynierii tkankowej stosowane do wytwarzania materialéw alloplastycznych.

Rys. 2 Udzialy polimerow do wytwarzania materiatéw alloplastycznych i skafoldow.

Rys. 3 Udzial szkta i materiatdéw ceramicznych do wytwarzania materiatéw alloplastycznych i
skafoldow.

Rys. 4 Dwuwymiarowy obraz struktury: a) SiO> w postaci krystalicznej, b) szkta
krzemianowego, c) szkta krzemianowo-sodowego.

Rys. 5 Zalezno$¢ objetosci od temperatury: szkla, cieczy i ciala krystalicznego (zrédto:
Technologia Szkta, Wydanie 3, ARKADY, Warszawa 1987)

Rys. 6 Wzory strukturalne chitozanu i kwasu hialuronowego

Rys. 7 Obraz SEM struktury kompozytu chitozan/bioszklo z udzialem P5Znlg wytworzonego
przy proporcji polimer:bioszklo 1:1

Rys. 8 Schemat wytwarzania kompozytéw chitosan/bioszkto

Rys. 9: Schemat wytwarzania kompozytow chitosan/hialuronian sodu/bioszkto

Rys. 10 Poréwnanie krzywych rozktadu uziarnienia bioszkiet serii I 1 I1.

Rys. 11 Wynik analizy TG bioszkla o symbolu P5: 70%wag SiO», 25%wag CaO, 5% P20s

Rys. 12 Wynik analizy DTA bioszkta o symbolu P5 (serii I1): 70%wag SiO,, 25%wag CaO,
5% P20:s

Rys. 13 Zestawienie krzywych TG, DTA i DTG bioszkiet (serii III): S1 (P5), S2 (P5Zn2) and
S3 (P5Sr2) poddanych badaniu po obrébce w 550°C/3h

Rys. 14 Analiza FTIR bioszkta P5 poddanego obrobce termicznej przez 20h w temperaturze
600°C oraz P5Sr2, P5Sr5, P5Zn2 iP5Zn5 wygrzewanego 15h w 650°C.

Rys 15 Analiza FTIR bioszkiet P5, P5Zn2 i P5Sr2 po obrobee w temperaturze 550°C/3 h oraz
P5d, P5Zn2d i P5Sr2d po obrébee w temperaturze 650°C/10 h.

Rys. 16 Analiza XRD bioszkiet P5, P5d 1 P5e (seria IIT) po obrobce termicznej odpowiednio
w 550°C/3h; 650°C/10h i 1050°C/5h.

Rys. 17 Analiza XRD bioszkiet P5Zn2, P5Zn2d i P5Zn2e (seria III) po obrébce termiczne;j
odpowiednio w 550°C/3h; 650°C/10h i 1050°C/5h.

Rys. 18 Analiza XRD bioszkiel P5Sr2, P5Sr2d i P5Sr2e (seria III) po obrobce termiczne;j
odpowiednio w 550°C/3h; 650°C/10h i 1050°C/5h.
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Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

19 StezZenie jondéw Ca?* uwolnionych z bioszkiet P5 1, P5Zn2 1, P5Sr2 I, P5Zn5 1 oraz
P5Sr5_1d (seria IT) o wody dejonizowanej. Catkowitg niepewno$¢ pomiaru okreslono
przy poziomie ufnosci 95% 1 wspotczynniku rozszerzenia k=2.

20 Kinetyka uwalniania Ca>" z bioszkiel serii III do wody dejonizowanej w temperaturze
37°C

21 Analiza SEM-EDS bioszkta P5_II po obrobce w 650°C przed inkubacja w roztworze
SBF

22 Analizy SEM-EDS bioszkiet: (a) PS_11/600 (b) P5_11/650 (c¢) P5Zn2_11/650 (d)
P5Zn5_11/650 (e) P5Sr2 _11/650 (f) P5Sr5_11/650 pol4 dniach inkubacji w roztworze
SBF.

23: Analiza SEM-EDS bioszkiet P5, P5Zn2, P5Sr2 oraz P5d, P5Zn2d, P5Sr2d przed i po
21 dniach inkubacji w roztworze SBF.

24: Analiza SEM-EDS kompozytéw chitozan/bioszkto: C_P5, C P5Zn2, C_P5Sr2 oraz
C _P5d, C P5Zn2d, C_P5Sr2d przed i po 21 dniach inkubacji w roztworze SBF.

25: Analiza SEM-EDS kompozytdéw chitozan/hialuronian sodu/bioszkto: C-HS5-PS5, C-
H5-P5Zn2, C-H5-P5Sr2 1 H5-P5d, C-H5-P5Zn2d i C-H5-P5Sr2d przed i po 21 dni
inkubacji w roztworze SBF.

26 Redukcja liczby bakterii S. aureus 1 P. aeruginosa inkubowanych z bioszktami o
uziarnieniu I 1 II.

27: Cytotoksycznos¢ — test aktywnos$ci dehydrogenazy mleczanowej (LDH) na
osteoblastach hFOB 1.19 inkubowane 48 h z bioszktami (seria I1) o wielkos$ci czgstek
Iill

28 Proliferacja osteoblastéw hFOB 1.19 inkubowanych 48 h z testowanymi bioszktami.

29 Zywotnoéé komérek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na bioszktach,
testowana przy uzyciu AlamarBlue® po 1, 3 1 7 dniach.

30 Zywotno$¢ komoérek MG63 hodowanych na bioszklach, (zielone — zywe komorki;
czerwone — martwe komorki).

31 Zywotno$¢ komorek A549 (oceniana testem MTT) po kontakcie z ekstraktami
kompozytéw zawierajacych 5% wag hialuronianu sodu, oraz chitozanu i bioszkta
(poddanego obrobce w temperaturze 550°C/3h lub 650 °C/10h).

32 Zywotno$¢ komérek A549 (oceniana testem MTT) po kontakcie z ekstraktami
kompozytéw zawierajacych 10% wag hialuronianu sodu, oraz chitozanu i bioszkta

(poddanego obrébce w temperaturze 550°C/3h lub 650 °C/10h).
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Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

33 Ocena produkcji cytokiny TNF-a indukowanej LPS w hodowlach z uzyciem pelne;j
krwi (WBC) w obecnosci ekstraktow z probek kompozytow zawierajacych 5% wag.
hialuronianu sodu i bioszkiet poddanych obrobce w temperaturze 550°C/3 h. Kontrolg
stanowita probka WBC.

34 Ocena produkcji cytokiny TNF-a indukowanej LPS w hodowlach z uzyciem peine;j
krwi (WBC) w obecnosci ekstraktow z probek kompozytow zawierajacych 10% wag.
hialuronianu sodu i bioszkiet poddanych obrébce w temperaturze 550°C/3 h. Kontrolg
stanowila probka WBC.

35 Ocena produkcji cytokiny IL-6 indukowanej LPS w hodowlach z uzyciem pelnej krwi
(WBC) w obecnosci ekstraktow z probek szkta i kompozytow zawierajacych 5% wag.
hialuronianu sodu, chitozanu i bioszkla (obrabianego w temperaturze 550°C/3 h (PS5,
P5Zn2, P5Sr2). Kontrole stanowita probka WBC.

36 Ocena produkcji cytokiny IL-6 indukowanej LPS w hodowlach z uzyciem pelnej krwi
(WBC) w obecnosci kompozytow zawierajacych 10%wag. hialuronianu sodu,
chitozanu 1 bioszkta (obrabianego w temperaturze 550°C/3h lub 650°C/10h). Kontrole
stanowita probka WBC.

37 Aktywno$¢ metaboliczna komorek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na
kompozytach (C_P5, C P5a, C P5b, C P5ciC_P5d), testowana przy uzyciu
AlamarBlue® po 1, 3 i 7 dniach. Wynik przedstawiony jako $rednia + odchylenie
standardowe, n=3, gwiazdki wskazujg istotnos¢ statystyczng w poréwnaniu z TCPS
dla odpowiedniego punktu czasowego ***p<0,001.

38 Zywotno$¢ komorek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach:
C_P5, C _P5a, C_P5b, C_P5ciC _P5d, (zielone — zywe komorki; czerwone — martwe
komorki) w 7 dniu testu.

39 Aktywno$¢ metaboliczna komorek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na
kompozytach (C_P5Zn2, C P5Zn2a, C P5Zn2b, C P5Zn2c 1 C_P5Zn2d), testowana
przy uzyciu AlamarBlue® po 1, 3 1 7 dniach. Wynik przedstawiony jako $rednia +
odchylenie standardowe, n=3, gwiazdki wskazujg istotno$¢ statystyczng w porownaniu
z TCPS dla odpowiedniego punktu czasowego ***p<0,001.

40 Zywotnos$é komorek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach:

C P5Zn2, C P5Zn2a, C_P5Zn2b, C P5Zn2c i C_P5Zn2d, (zielone — zywe komorki,
czerwone — martwe komorki) w 7 dniu testu.

41 Aktywnos$¢ metaboliczna komorek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na
kompozytach (C_P5Sr2, C_P5Sr2a, C_P5Sr2b, C_P5Sr2c 1 C_P5Sr2d), testowana
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Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

przy uzyciu AlamarBlue® po 1, 3 1 7 dniach. Wynik przedstawiony jako $rednia +
odchylenie standardowe, n=3, gwiazdki wskazujg istotno$¢ statystyczng w porownaniu
z TCPS dla odpowiedniego punktu czasowego ***p<0,001.

42 Zywotnos$é komorek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach:

C _P5Sr2, C P5Sr2a, C_P5Sr2b, C P5Sr2c i C_P5Sr2d, (zielone — zywe komorki;
czerwone — martwe komorki) w 7 dniu testu.

43 Zywotnos$é komorek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach
zawierajacych 2% wag. hialuronianu sodu, testowana przy uzyciu AlamarBlue® po 1,
317 dniach.

44 Zywotnoéé komoérek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach
zawierajacych 2% wag. hialuronianu sodu (zielone — zywe komorki; czerwone —
martwe komorki).

45 Zywotnoéé komoérek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach
zawierajacych 5% wag. hialuronianu , testowana przy uzyciu AlamarBlue® po 1,317
dniach.

46 Zywotno$é komorek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach
zawierajacych 5% wag. hialuronianu sodu (zielone — zywe komorki; czerwone —
martwe komorki).

47 Zywotno$é komérek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach
zawierajacych 10% wag. hialuronianu, testowana przy uzyciu AlamarBlue® po 1,317
dniach.

48 Zywotnoéé komorek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach
zawierajacych 10% wag. hialuronianu sodu (zielone — Zywe komorki; czerwone —
martwe komorki).

49. Schemat wytwarzania szkta odpowiedniego do zastosowan w kompozytach o

osnowie polisacharydowe;.
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Spis tabel

Tabela 1: Symbole bioszkiet (serii II) poddanych obrobce w 650°C przez 15 h.

Tabela 2: Symbole bioszkiet po obrébce termicznej o zréznicowanych parametrach (seria III).

Tabela 3: Symbole kompozytéw chitosan/bioszkto o réznym stopniu uporzadkowania
struktury.

Tabela 4: Bioszkta (serii III) do kompozytow bioszklo/chitozan/kwas hialuronowy.

Tabela 5: Symbole wytworzonych kompozytow bioszkto/chitozan/kwas hialuronowy.

Tabela 6: Wielko$ci charakterystyczne uziarnienia szkiet o réznym stopniu rozdrobnienia
(seria II).

Tabela 7: Wielkos$ci charakterystyczne uziarnienia szkiet poddanych zréznicowanej obrobce
termicznej (seria III).

Tabela 8: Ilosciowy sktad fazowy oznaczony metodg XRD.

Tabela 9: Zawarto$¢ jonow Zn?* i Sr?* uwolnionych do wody dejonizowanej po 24 h inkubacji
w 37°C z bioszkiel.

Tabela 10: Zawarto$¢ jonéw Zn>" i Sr** uwolnionych do wody dejonizowanej po 24 h
lub 7 dniach inkubacji w 37°C z kompozytdéw chitozan/bioszklo oraz kompozytow

chitozan/hialuronian sodu/bioszklo.
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2-6

Lidia Ciotek, Joanna Karas, Andrzej Olszyna, Ewa Zaczynska, Anna Czarny,
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przeciwbakteryjnej, Prace Komisji Nauk ceramicznych PAN, Ceramika 2006, vol. 96,
77-82

Kara$ J., Pielka S., Paluch D., Ciotek L. Traczyk S. Influence of liquid used in mixing
[JTCP-DCPD powder on physical properties and biocompatibility of the obtained
bone cements, Inzynieria Biomateriatéow 2006, vol. 58-60, 241-245

Kara$ J., Florianczyk T., Ciotek L., Jaegermann Z. Materiaty szkto-jonomerowe dla
otochirurgii, Szkto i Ceramika 2006, 1, 8-12.

Karas J., Ciotek L. Wptyw wypelniaczy na wybrane wlasciwosci stomatologicznych
materialdow kompozytowych, Inzynieria Biomateriatow 2006, 54-55, 42-45

Polesinski Z., Karas$ J., Swi@cki Z., Ciotek L., Badura R., Kotz J., Buczek A., Bieniek
J. - Badania nad synteza cementow apatytowych i szkto-polialkenowych dla ortopedii.
Ocena mozliwos$ci podniesienia wytrzymatos$ci na zginanie otrzymanych cementow.
Szkto i Ceramika, 48, 1997, 5, 2-8
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implantéw korundowych warstwami szkiel bioaktywnych metoda zol-zel. Szkto i
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Wystapienia podczas konferencji:

>

Bioszkta o dziataniu bakteriobdjczym jako sktadnik biokompozytow, V Ogolnopolska
Konferencja IMPLANTY 2023: Technologia. Chemia i Medycyna, 18-20 maja 2023,
Politechnika Gdanska

Bioszkta jako sktadnik wielofunkcyjnych materialdéw kompozytowych do odbudowy
tkanki kostnej, Konferencja naukowa prezentujaca wyniki badan prowadzonych w
ramach projektu ,, Wielofunkcyjny materiat kompozytowy o wtasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych i proregenacyjnych do odbudowy tkanki kostnej”:
Boimplanty Kosci — innowacyjne rozwigzania dla medycyny regeneracyjnej,
Warszawa 10 marca 2023

Materialy konferencyjne:

Lidia Ciotek, Monika Biernat, Piotr Szterner, Paulina Tymowicz-Grzyb, Joanna
Pagacz, Milena Chraniuk, Piotr Bollin, Beata Gromadzka, Mirostawa Panasiuk,
Dawid Nidzworski, Zbigniew Jegermann, In vitro biological activity of SrO-doped
bioglass for multifunctional chitosan composites, Materiaty 32 Konferencji Naukowe;j
,Blomaterialy w medycynie 1 weterynarii” RYTRO 2023, Special Issue Engineering
and Biomaterials, strona 42

Monika Biernat, Anna Wozniak, Lidia Ciotek, Mirostawa Panasiuk, Piotr Bollin,
Milena Chraniuk, Agnieszka Kubi$, Natalia Karska, Justyna Sawicka, Beata
Gromadzka, Sylwia Rodziewicz-Motowidlo, Zbigniew Jaegermann, In vitro
cytocompatibility and antibacterial properties of chitosan/bioglass composites
modified by peptides, Materiaty 32 Konferencji Naukowej ,,Biomateriaty w
medycynie 1 weterynarii” RYTRO 2023, Special Issue Engineering and Biomaterials,
strona 41

Lidia Ciotek, Monika Biernat, Piotr Szterner, Paulina Tymowicz-Grzyb, Joanna
Pagacz, Milena Chraniuk, Piotr Bollin, Beata Gromadzka, Mirostawa Panasiuk,
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Dawid Nidzworski, Zbigniew Jegermann, In vitro biological activity of zinc-doped
bioglass for multifunctional chitosan composites, Materiaty 30 Konferencji Naukowe;j
,Biomaterialy w medycynie i weterynarii” RYTRO 2021, Special Issue Engineering
and Biomaterials 163 (2021), 56

Monika Biernat, Anna Wozniak, Lidia Ciotek, Piotr Szterner, Composite inks of
hydrogels and inorganic bioactive fillers as potential materials for 3d bioprinting,
Materiaty 30 Konferencji Naukowej ,,Biomaterialy w medycynie i weterynarii”
RYTRO 2021, Special Issue Engineering and Biomaterials 163 (2021), 62

Milena Chraniuk, Mirostawa Panasiuk, Piotr Bollin, Lidia Ciotek, Beata Gromadzka,
Sabina Zotedowska, Dawid Nidzworski, Monika Biernat, Piotr Szterner, Zbigniew
Jaegermann, Biological evaluation of bioglasses with potential benefit effect for bone
tissue regeneration applications, Konferencja ICNBEBAC 2021 Instanbul, Turkey —
abstrakt w materialach konferencyjnych

Kara$ J., Olszyna A., Zaczyfska E., Czarny A., Jadczyk. P, Zywicka B., Umifiska-
Wasiluk B., Ciotek L. Badania nowoopracowanych cementéw do zastosowania w
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Konferencji ,,Biomateriaty i Mechanika w Stomatologii” Ustron 2012,str 36
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2011,str.49
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Bogustawa Zywicka - In vitro studies of antibacterial activity of sol-gel bioglass
containing silver, European Cells and Materials Vol. 21. Suppl. 2, 2011 (page 45),
Suplement do ecm journal - eCM XII

Lidia Cioiek, Joanna Kara$, Andrzej Olszyna, Ewa Zaczynska, Anna Czarny,
Bogustawa Zywicka - Bioszkta o dziataniu bakteriobdjczym, XI Konferencja
”Biomaterialy 1 Mechanika w Stomatologii” Ustron 2011, streszczenia str. 22

Lidia Ciofek, Joanna Kara$, Andrzej Olszyna, Ewa Zaczynska, Anna Czarny,
Bogustawa Zywicka, Krzysztof Szamalek -In vitro studies of antibacterial activity of
sol-gel bioglass releasing Ag*, - BIOCERAMICS Vol. 23, 108-113, Istambul 2011,
Turcja, (Key Engineering Materials vols. 493-494, 2012, pp.108-113)

Kara$ J., Pielka S., Paluch D., Gebarowska E., Ciotek L. Traczyk S., In vitro
biological response to calcium phosphate cements, Proceedings of ECerS Topical
Meeting, Polish Ceramic Bulletin 2006, vol. 97, 283-293

Polesinski Z., Kara$ J., Ciotek L., Grzybowski J., Trafny E.A., Badura R., Rutowski
R., Pielka S.: Wstepna ocena aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej cementu
apatytowego z wybranymi antybiotykami, Materiaty XII Konferencji Naukowe;j
,Blomaterialy w medycynie 1 weterynarii” RYTRO 2002

Polesinski Z., Kara$ J., Jaegermann Z., Grzybowski J., Tratny E., Ciotek L."Ocena
wstepna "in vitro" aktywnos$ci przeciwbakteryjnej cementéw apatytowych oraz
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porowatych implantéw korundowych zawierajacych antybiotyki" Annales Academiae
Medicae Silesiensis Supl 31, Katowice 2000, 215-220

Polesinski, J. Karas, L. Ciotek, J. Grzybowski, E. Trafny Wstepna ocena aktywnosci
przeciwbakteryjnej cementoéw apatytowych zawierajgcych antybiotyki" Materiaty
XXXIII Zjazdu Naukowego Polskiego Towarzystwa Ortopedycznego i
Traumatologicznego, Krakéw, 2000, 287

Kara$ J., Polesinski Z., Florianczyk T., Ciotek L. - Krajowe cementy szkto-
jonomerowe do stosowania w stomatologii zachowawczej 1 protetyce. Materiaty z 11
Sympozjum Inzynieria Ortopedyczna i Protetyczna, Biatystok 1999, 143-148

Karas$ J., Florianczyk T., Polesinski Z., Ciotek L. - Badania nad syntezg
stomatologicznych cementéw szkto-jonomerowych. Materiaty z I1I Konferencji
Biomaterialy i Mechanika w Stomatologii, Ustron 1998, 90-95

Polesinski Z., Karas J., Swiecki Z., Ciotek L. - ,,Badanie nad synteza cementow
apatytowych dla ortopedii”. Sympozjum Inzynieria Ortopedyczna i Protetyczna
IOP’97, Biatystok 23-25. 06.1997, 483-490

Polesinski Z., Karas J., Swie;cki Z., Ciofek L. 1 in. - ,,Badania nad synteza cementéw
apatytowych i szkto-polialkenowych dla ortopedii. Ocena mozliwo$ci podniesienia

wytrzymato$ci na zginanie otrzymanych cementéw”. Szkto 1 Ceramika, 48, 1997, 5, 2-
8

Prowadzone prace naukowo-badawcze:

Badania nad synteza cementow do wybranych zastosowan w endodoncji wraz z oceng
ich biofunkcjonalnosci 1 biozgodnosci. NR 15 0031 06 — wykonawca

Opracowanie nowych bioszkiel o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych w postaci
nanoproszkow do zastosowan medycznych. Nr R0O8 010 02, zakonczony w 2010 -
kierownik

Ceramiczne cementy kostne - projekt badawczy nr 4 TO8 024 25

Materiaty kompozytowe do wypetnien ubytkow w twardych tkankach zgbowych -
projekt badawczy zamawiany

Wytwarzanie implantacyjnych materialdéw szkto-jonomerowych dla otolaryngologii -
projekt celowy wdrazany w ISiC

projekty wdrazane w przemysle

Opracowanie i1 uruchomienie produkcji szkto-jonomerowych cementéw z ptynem
dwufunkcyjnym nr 6 ZR7 2005 C/06702 — Projekt celowy — wykonawca
Wytwarzanie szkto-jonomerowych cementéw nowej generacji zarabianych wodg -
projekt celowy wdrazany w przemysle

prace statutowe
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2022: Opracowanie kompozytow bioresorbowalnych z udzialem polimeréw i
bioszkiet o kontrolowanym stopniu degradacji - kierownik

2021: Badania nad opracowaniem sktadu i drukowaniem 3D mas kompozytowych o
potencjalnym zastosowaniu w medycynie regeneracyjnej tkanki kostnej - wykonawca

2020: Bioszkta o kontrolowanym stopniu degradacji - kierownik

2019: Otrzymywanie i1 ocena wlasciwosci porowatych antybakteryjnych
biokompozytéw polimer biodegradowalny/bioszkto wzmocnionych wtéknami
apatytowymi do zastosowan w medycynie regeneracyjnej - wykonawca

2018: Opracowanie cementu typu MTA dla endodoncji i ocena mozliwosci
zastosowania tlenku cyrkonu jako czynnika wprowadzajacego kontrast RTG -
kierownik

2017: Badania nad otrzymywaniem i ocena wlasciwosci bioresorbowalnych
kompozytéw wzmocnionych wtéknami apatytowymi do zastosowan w ortopedii -
wykonawca

2016: Opracowanie 1 badania porowatego biokompozytu o kontrolowanej
mikrostrukturze do stosowania w medycynie regeneracyjnej — kierownik

2014: Badanie wplywu sktadu chemicznego na bioaktywno$¢ in vitro oraz
bakteriobojczo$¢ bioszkta nalezacego do uktadu CaO-SiO2-P,0s dotowanego Mg, Sr,
Au - kierownik

2013: Ocena mozliwo$ci wytworzenia kompozytu ztozonego z bioszkla dotowanego
Zn** nalezacego do uktadu CaO-SiO2-P>Os i chitozanu - kierownik

2012: Ocena mozliwo$ci wytworzenia bioszkta nalezacego do uktadu
Ca0O-Si10,-P,0s dotowanego Mg, Sr, Au — kierownik

Opracowanie nowych cementow sz-j na bazie szkiel zawierajagcych cynk wraz z oceng
ich aktywnosci przeciwbakteryjnej - wykonawca

2011: Badanie wptywu sktadu chemicznego 1 fazowego na bioaktywno$¢ in vitro
bioszkiet z uktadu CaO-Si0; - kierownik

2010: Ocena mozliwo$ci wytworzenia biomateriatow do regeneracji kosci z bioszkta
nalezacego do uktadu CaO-SiO»-P,0s - kierownik

2010: Opracowanie nowych lakierow do pokrycia ochronnego wypetnien z cementow
szkto-jonomerowych - wykonawca

2009: Ocena mozliwo$ci wytworzenia metodg zol-zel bioszkta w uktadzie
Ca0-SiO2 w postaci proszku — kierownik

2009: Optymalizacja sktadow giomeréw wraz z oceng poréwnawczg ich wtasciwosci z
innymi materiatami stosowanymi w stomatologii odtworczej

Ocena mozliwosci wytwarzania metodg zol-zel szkiel zawierajacych srebro do
zastosowan medycznych

Badania oceny skuteczno$ci przeciwdrobnoustrojowej bioszkiel zawierajacych srebro
otrzymanych r6znymi metodami”

Badania wptywu r6znych warunkow podczas wigzania stomatologicznych cementow
szklo-jonomerowych na ich fizyczne wlasciwosci
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Wspotautorstwo w zgtoszeniach patentowych:

1. Zgloszenie patentowe UPRP ,,Modyfikowane bioszkto do wytwarzania bioaktywnych
kompozytoéw polimerowych i sposob modyfikacji bioszkta do wytwarzania
bioaktywnych kompozytéw polimerowych”, Anna Krokos, Matgorzata Gazinska,
Ewelina Ortyl, Michal Grzymajto, Konrad Szustakiewicz, Lidia Ciotek, numer
zgloszenia: P.440261, data zgloszenia: 28.01.2022 r .

2. Zgloszenie patentowe UPRP ,,Biokompozyty polimerowo-ceramiczne o
wiasciwosciach przeciwbakteryjnych do wypelniania ubytkéw kostnych i regeneracji
tkanki kostnej oraz sposob ich otrzymywania”, Matgorzata Gazinska, Anna Krokos,
Ewelina Ortyl, Michat Grzymajto, Konrad Szustakiewicz, Magdalena Kobielarz,
Katarzyna Chyzy, Agnieszka Kubi$, Natalia Karska, Justyna Sawicka, Sylwia
Rodziewicz-Motowidlo, Lidia Ciotek, Monika Biernat, Piotr Szterner, Anna Wozniak,
Zbigniew Jaegermann, Karolina Rudnicka, Przemystaw Plocinski, Aleksandra Szwed-
Georgiou, Marcin Wtodarczyk, numer zgloszenia: P.442875, data zgloszenia:
18.11.2022 r.

3. Zgloszenie patentowe UPRP ,,.Biokompozyty polimerowo-ceramiczne zawierajace
peptyd o wlasciwosciach przeciwzapalnych do wypetniania ubytkéw kostnych i
regeneracji tkanki kostnej oraz sposob otrzymywania biokompozytow”, Matgorzata
Gazinska, Anna Krokos, Ewelina Ortyl, Michat Grzymajto, Konrad Szustakiewicz,
Magdalena Kobielarz, Katarzyna Chyzy, Agnieszka Kubi$, Natalia Karska, Justyna
Sawicka, Sylwia Rodziewicz-Motowidto, Lidia Ciotek, Monika Biernat, Piotr Szterner,
Anna Wozniak, Zbigniew Jaegermann, Milena Chraniuk, Beata Gromadzka, Mirostawa
Panasiuk, Piotr Bollin, numer zgloszenia: P.442876, data zgloszenia: 18.11.2022 1.

4. Zgloszenie patentowe UPRP ,,Biokompozyty polimerowo-ceramiczne o
wlasciwosciach proregeneracyjnych do wypelniania ubytkow kostnych i regeneracji
tkanki kostnej oraz sposob ich otrzymywania”, Matgorzata Gazinska, Anna Krokos,
Ewelina Ortyl, Michat Grzymajto, Konrad Szustakiewicz, Magdalena Kobielarz,
Katarzyna Chyzy, Agnieszka Kubi$, Natalia Karska, Justyna Sawicka, Sylwia
Rodziewicz-Motowidlo, Lidia Ciotek, Monika Biernat, Piotr Szterner, Anna Wozniak,
Zbigniew Jaegermann, Karolina Rudnicka, Przemystaw Plocinski, Aleksandra Szwed-
Georgiou, Marcin Wlodarczyk, numer zgtoszenia: P.442877, data zgloszenia:
18.11.2022r.

5. Zgloszenie patentowe UPRP ,,Wielofunkcyjny kompozyt chitozanowy do wypelnien
ubytkow kostnych i regeneracji tkanki kostnej 1 sposob otrzymywania
wielofunkcyjnego kompozytu chitozanowego do wypetien ubytkow kostnych 1
regeneracji tkanki kostnej”, Monika Biernat, Lidia Ciotek, Anna Wozniak, Zbigniew
Jaegermann, Agnieszka Kubis$, Natalia Karska, Justyna Sawicka, Sylwia Rodziewicz-
Motowidlo, Milena Chraniuk, Beata Gromadzka, Mirostawa Panasiuk, Piotr Bollin,
numer zgloszenia: P.442878, data zgloszenia: 18.11.2022 r.
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6. Zgloszenie patentowe UPRP ,,Wielofunkcyjne kompozyty chitozanowe o dzialaniu
przeciwdrobnoustrojowym do wypetnien ubytkow kostnych i regeneracji tkanki kostne;j
1 sposob otrzymywania wielofunkcyjnych kompozytow chitozanowych o dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym do wypetnien ubytkow kostnych i regeneracji tkanki
kostnej”, Monika Biernat, Lidia Ciotek, Anna Wozniak, Zbigniew Jaegermann,
Agnieszka Kubi$, Natalia Karska, Justyna Sawicka, Sylwia Rodziewicz-Motowidto,
Milena Chraniuk, Beata Gromadzka, Mirostawa Panasiuk, Piotr Bollin, numer
zgloszenia: P.442879, data zgloszenia: 18.11.2022 r.

7. Zgloszenie patentowe UPRP ,,Wielofunkcyjne kompozyty o dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym i przeciwzapalnym do wypeknien ubytkéw kostnych 1
regeneracji tkanki kostnej i sposob otrzymywania wielofunkcyjnych kompozytéw o
dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym i przeciwzapalnym do wypetnien ubytkow
kostnych i regeneracji tkanki kostnej”’, Monika Biernat, Lidia Ciotek, Anna Wozniak,
Zbigniew Jaegermann, Agnieszka Kubi$, Natalia Karska, Justyna Sawicka, Sylwia
Rodziewicz-Motowidto, Milena Chraniuk, Beata Gromadzka, Mirostawa Panasiuk,
Piotr Bollin, numer zgloszenia: P.442880, data zgtoszenia: 18.11.2022 r.

8. Zgtoszenie patentowe UPRP ,,Wielofunkcyjne kompozyty o dzialaniu pro-
regeneracyjnym do wypelnien ubytkéw kostnych i regeneracji tkanki kostnej i sposob
otrzymywania wielofunkcyjnych kompozytéw o dziataniu pro-regeneracyjnym do
wypehien ubytkow kostnych i regeneracji tkanki kostnej”, Monika Biernat, Lidia
Ciotek, Anna Wozniak, Zbigniew Jaegermann, Agnieszka Kubi$, Natalia Karska,
Justyna Sawicka, Sylwia Rodziewicz-Motowidto, Milena Chraniuk, Beata Gromadzka,
Mirostawa Panasiuk, Piotr Bollin, numer zgtoszenia: P.442881, data zgloszenia:
18.11.2022 1.

9. Zgloszenie patentowe EPO “Multifunctional chitosan composite for bone defect filling
and bone tissue regeneration and how to obtain multifunctional chitosan composite for
bone defect filling and bone tissue regeneration”, Monika Biernat, Lidia Ciotek, Anna
Wozniak, Zbigniew Jaegermann, Agnieszka Kubi$, Natalia Karska, Justyna Sawicka,
Sylwia Rodziewicz-Motowidto, Milena Chraniuk, Beata Gromadzka, Mirostawa
Panasiuk, Piotr Bollin, numer zgloszenia: EP23174685.0, data zgloszenia 22.05.2023

10. Zgloszenie patentowe EPO “Polymer-ceramic biocomposites with pro-regenerative
properties for filling bone defects and regenerating bone tissue and how to produce
them”, Malgorzata Gazinska, Anna Krokos, Ewelina Ortyl, Michat Grzymajto, Konrad
Szustakiewicz, Magdalena Kobielarz, Katarzyna Chyzy, Agnieszka Kubi$, Natalia
Karska, Justyna Sawicka, Sylwia Rodziewicz-Motowidlo, Lidia Ciotek, Monika
Biernat, Piotr Szterner, Anna Wozniak, Zbigniew Jaegermann, Karolina Rudnicka,
Przemystaw Plocinski, Aleksandra Szwed-Georgiou, Marcin Wtodarczyk, numer
zgloszenia: EP23174684.3, data zgloszenia 22.05.2023
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Nagrody i wyroznienia

Nagrody podczas XVI Miedzynarodowych Targéw Wynalazkow i Innowacji INTARG-2023
(Uczestnictwo w Zespotach badawczych prezentujacych wynalazki) - projekt GlassPoPep

e Platinum Medal INTARG (Nagroda Platynowa) dla Sie¢ Badawcza Lukasiewicz
- Instytut Ceramiki i Materiatow Budowlanych za wynalazek ,,Wielofunkcyjny
kompozytowy materiat implantacyjny do wypetien ubytkoéw kostnych i
regeneracji tkanki kostne;j”

e Gold Medal INTARG (Ztoty Medal) dla Sie¢ Badawcza Lukasiewicz - Instytut
Ceramiki 1 Materiatow Budowlanych za wynalazek ,,Bioszkta antybakteryjne do
zastosowan medycznych”

e Gold Medal INTARG (Ztoty Medal) dla Sie¢ Badawcza Lukasiewicz - Instytut
Ceramiki i Materiatéw Budowlanych za wynalazek ,,Wielofunkcyjny
elastomerowy biokompozyt do regeneracji tkanki kostnej”

za wynalazek: Bioszkla o dzialaniu bakteriobdjczym do zastosowan medycznych

(Antibacterial Bioglasses for Medical Applications)

Autorzy: Lidia Ciolek, Joanna Karas, Andrzej Olszyna, Krzysztof Szamalek

Special Prize for excellent efforts in creating invention(s) exhibited at iENA 2013
(International Trade Fair Exhibition “Ideas-Inventions-New Products”) in Nuremberg,
Germany

Ztoty Medal na International Salon of Inventions and new Technologies ,,New Time”,
September 26-28.2013, Sevastopol, Ukraina

Ztoty Medal — Archimed, Moskwa 02.04-05.04.2013

Srebrny Medal na Migdzynarodowej Warszawskiej Wystawie Innowacji IWIS 2013
Dyplom Ministra Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego w roku 2012

Ztoty Medal na Migdzynarodowej Warszawskiej Wystawie Innowacji IWIS 2011
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