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DEGRADOWALNE SKAFFOLDY KOMPOZYTOWE W CHIRURGII KOSTNEJ

Celem pracy byto wytworzenie materiatow kompozytowgh, ktére stuzyé maja jako porowate podiaza przeznaczane dla
inzynierii tkankowej. Do konstrukcji tych materiatow zastosowano biopolimer alginian sodu (NaAlg), ktoryw pierwszym
etapie poddawano obrébce chemicznej f§piele zelujace w roztworze CaCh). Materiat formowano do postaci mikrosfer
o $rednicy d ~306-400 um. Stanowit on jedm z faz porotworczych dla syntetycznej matrycy polirerowej (PGLA). Drugim
porogenem, jaki zastosowano w materiale kompozytoway, byt wyjsciowy proszek z alginianu sodu (ziarna wyjciowe osred-
nicy d ~260um). W nasigpnym etapie materiat biopolimerowy (kulki alginianowe z Ca(Alg) i wyjsciowy proszek z NaAlg)
wprowadzano do matrycy z kopolimeru laktydu i glikdidu (PGLA), otrzymuj ac w ten sposob segi materiatdbw kompozyto-
wych o réznym udziale masowym porogenu (6663% wag. porogenu). Badano zachowaniegimateriatdw kompozytowych
w srodowisku biologicznym (badania degradaciji in vitro), stosupc jako medium immersyjne wod: i izotoniczny ptyn wielo-
elektrolitowy (ptyn Ringera). Stwierdzono,ze szybkdé¢ degradacji kompozytu zaley od postaci porogenu. Szybgzdegrada-
cje obserwuje s¢ w przypadku zastosowania jako fazy porotwérczej poszku z alginianu sodu (monitoring przewodnictwa
jonowego i pH ptynu immersyjnego, obserwacje SEM)Dodatkowo wykazano (XRD),ze zastosowana faza porotwoércza - ku-
le z alginianu wapnia (Ca(Alg}) sa odpowiedzialne za krystalizao} w porach materiatu struktur apatytowych, a zatem arzy-
many materiat moze by¢ uwazany za materiat bioaktywny.

Stowa kluczowe: skaffoldy kompozytowe, alginiany, degradacja polimew

COMPOSITE DEGRADABLE SCAFFOLDS IN BONE SURGERY

The aim of this study was to form composite materia which can be use as porous scaffolds for tisseagineering. The
sodium alginate (powder form) was used as a biopaher. In the first stage of the experiment alginatgpowder was chemically
formed in bath gelation (CaCkb solution). During the formation process the sphedal shape of the material was obtained. The
diameter’s range was between 300 and 4Q@n. Alginate spheres were one of the porogene’s ptesswhich were used in the
synthetic polymer matrix (PGLA). The second porogea which was used in the composite material was theitial alginate
powder (grain’s diameter, d ~260um). In the next stage the biopolymer material (algiate spheres with different diameters
and alginate powder) were introduced into the polydctide-co-glicolide matrix (PGLA). In that way various series of composi-
te materials with different volume fractions of porogene were obtained (PGLA/spheres Ca(Algwith 60% of porogene and
PGLA/spheres Ca(Algy/powder NaAlg with 63% of porogene). The behavior bcomposite materials in the biological envi-
ronment was investigated (degradation test). As aimmersion medium distilled water and an isotonic sltion (Ringer) were
used. On the basis of the pH medium changes and @alsom the observation of composite surfaces (optit microscope, SEM)
the degradation rate was determined. Additionally,it was demonstrated (XRD) that porous materials sut as spheres made
of calcium alginate (Ca(Alg) are responsible for forming an apatite structure n the material’s pore. The obtained material
can be considered as bioactive composite scaffolds.

Keywords: scaffold composite, alginate, polymer degradation

WPROWADZENIE

Materiaty dla ortopedii od szereguzjlat stanowd wnetrzna, a take zadaniami, jakie majpetnic w orga-
jeden z gtownych nurtow zainteresowaniayimerii nizmie. Tkanka chrstna jestrodowiskiem duo bar-
biomedycznej. Szczegdlnie trudnym miejscem zastosgziej wymagajcym w poréwnaniu z tkankkostra pod
wania implantéw ortopedycznycl defekty chrgzstno- wzgledem regeneracji. Chondrocytyzricuja sie trud-
kostne - powstage na granicy stawu lub u nasady koniej niz komorki kostne. Dodatkowo chygtka do pra-
éci. Ze wzgkdu na swoje umiejscowienie zwane s widtowego wzrostu potrzebuje faktoréw stymaleych
czesto defektami midzytkankowymi (ang.multiple-  proliferacje komdérek. Miejsce uszkodzenia regereeru;j
tissue problem Tkanki te rénia sig struktug we- sie trudniej [1]. Biomaterialy do leczenia takich ubyt
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koéw musz charakteryzowa sic odpowiedni porowa- d,= 0,7 mm) [9]. Dodatkowym porogenem stosowanym
toscia (wicksza w obgbie tkanki kostnej, mniejsza w w ukladzie kompozytowym byt proszek z alginianu
obrebie tkanki chrzstnej), wielkdcia porow (pory sodu (polisacharyd o budowie podobnej do skladnikéw
mniejsze znajdowa sig powinny w obgbie miejsca glikozaminoglikanéw). Materialy otrzymano metod
ubytku chrzstnego, natomiast porysoednicy wiekszej dwustopniowego odlewania: w pierwszym etapie odle-
w obrebie ubytku kostnego), a tai systemem ich po- wano folie polimerowe ze zdyspergoviaiaza NaAlg,
taczenia [2]. Dodatkowe trud§oi stwarza zar6éwno a w drugim stopniu dodawano kule z alginianu wapnia
samo miejsce ubytku, jego ksztalt, jak i @psis¢ W ten sposob otrzymano gradient poroweitaw ma-
naturalnych czynnikdw wzrostu,ast dobrym rozwi- trycy polimerowej (PGLA). Zastosowane porogeny
zaniem problemow chegtno-kostnych wydajsie by¢  stwarzag szanse do szybszej odbudowy tkanki ebtrz
materiaty przeznaczone dlazimierii tkankowej, czyli nej (tam gdzie fagzzdyspergowanjest proszek z algi-
specyficzne podia przeznaczone do osadzania i nasianu sodu), a odpowiednia wieléoporéw - powstaj
mnazania w warunkacim vitro komérek pochodcych  cych w trakcie usuwania kul z alginianu wapnia - za
Z ciala pacjenta (angcaffold. Wytwarzanie materia- pewnia korzystne warunki dla adhezji i proliferacji
tow porowatych przeznaczonych na padigest zagad- (namnaanie s¢) komorek kostnych. Dodatkawzalet,
nieniem znanym. NajeZciej tego typu materiaty otrzy- zastosowanego porogenu (Ca(A)gjest obecn& jo-
mywane § z materiatdw polimerowych, resorbowal-n6w wapnia, ktére stanowiarodki krystalizacji struk-
nych, ktérych celem jest stworzenie miejsca dlausdbtur apatytowych widocznych w trakcie obserwaciji mi-
dowujcej sk tkanki przez zapewnienie odpowiedniekroskopowych. Ich skiad chemiczny potwierdzony
architektury (porowatei) prowadacej do przerastania zostat pomiarami rentgenograficznymi (XRD). Wytwo-
ubytku [3, 4]. Koleja cechy takich materiatow jest ich rzone materiaty kompozytowe stosowane mdgyc
okreslony czas funkcjonowania dopasowany do czagaeko podi@ain vitro, ale take maliwe jest ich stoso-
regeneracji oraz faktze po spetnieniu swej funkcji wanie jako rusztowa powstajcych in situ w miejscu
implant taki zostaje zdegradowany, a tym samym nigszkodzenia. Dzki temu materiaty te zachowujod-
jest potrzebna kolejna interwencja chirurgicznainide powiednie wiaciwosci mechaniczne, nie trac na
plantacja). aktywnaici biologicznej (obecni@ porofora stymuluje
Niestety, niewiele implantéw polimerowych spetniazaréwno tkank chrzstra - NaAlg, jak i kostn -
tak ostre wymagania. Najgxiej trudngci pojawiap  Ca(Alg)).
sie juz z oshgnieciem odpowiedniej porowadoi przy
zachowaniu pmdanych widciwosci mechanicznych.
Stosowane metody (odlewania, wyraaia, wymywa- MATERIALY | METODY
nia czy odwzorowywania - angapid prototyping
otrzymywania materialtdbw porowatych zapewsniad-
powiedni wprawdzie architektgr scaffoldu, jednake

Jednym z zastosowanych porogenéw w otrzymywa-
nych materialach dla #ynierii tkankowej byly kule
o X X alginowe otrzymane z soli sodowej kwasu alginowego
obnizaja znacznie wytrzymaké materiatu takze stza  (NaAlg). Do wytworzenia kul alginowych zastosowano
jedynie jako wypetnienie miejsca ubytku, nie stymul ninglimer w postaci proszku (NovaMatrix-Biopolimer
jac narastania uszkodzonej tkanki. Problem blokawVﬁorwegia) o zawartmi ok. 60:65% monomeru G
nosci materiatu implantacyjnego rozazuje s jedynie (reszty kwasu guluronowego). Formowanie biopolimeru
w obszarze defektu kostnego, stasypko modyfikator 4, postaci kul przeprowadzono, rozpuszgezaél so-
reforbovyalnego polimeru hydrok_syapatyt lub fosfora@OWac alginianu w 0,3% roztworze NaCl. Roztwor
trojwapniowy [5, 6]. Dodatek bioaktywnych gtek  NaAlg poddano homogenizacji w podiggzonej tempe-
ceramicznych wspomaga odbudowkanki kostnej. (aturze (ok. 4860°C), uzyskuic stzenie soli 1,6%
Du_zo wiqkszym probl'emem jest regeneracja uszkodchaNg_ Procesrelowania przeprowadzono, wkrapij
nej tkanki chrzstnej. Jej przyspieszanodbudowt przygotowany roztwoér alginianu sodu dapieli zeluja-
mozna osigna¢ poprzez dodatek sktadnikow macierzycej, ktoy stanowit 8% roztwér soli CaglStosuge igly
ZeWmteromérkOWeJ, ktore WyS'pqu w natura|nEJ 0 réznych $rednicach dl: 0’5 mm id2: 0’7 mm)’ Otrzy_
zdrowej tkance w postaci: siarczanu chondroitydy, 9 mano dwa rodzaje kul alginowych oznij srednicy.
kozaminoglikanéw i kolagenu [7]. Kule z alginianu wapnia zostaly poddane procesowi

W pracy podjto prok; wytworzenia porowatych suszenia w temperaturze°@Dprzez 12 godzin. Obser-
materiatbw kompozytowych przeznaczonych do reggvacje powierzchni kul alginowych i skurczu materiat
neracji ubytkow chrgstno-kostnych. W tym celu wy- na skutek suszenia prowadzono w mikroskopie stereo-
tworzono porogen, ktérym byty kule z alginianu wepn skopowym Opticon 300 (Carl Zeiss, Niemcy). Na pod-
otrzymane na drodze wymiany jonowej (Na€&+)  stawie obserwacji i pomiar6ivednicy kul oszacowano
w kolejnych lkpielach zelujacych [8]. Wczéniejsze skurcz materiatu (tab. 1).
prace na ten temat doprowadzity do wniosieizmien- Materiat biopolimerowy poddano badaniom degra-
na Srednig; kul alginianowych otrzymamaozna poprzez dacji w warunkachin vitro: woda/3?C/2 m-ce oraz
zastosowanie igiet o #@ej srednicy ¢h = 0,5 mm, plyn Ringera/37C/2 m-ce. Stopie degradaciji kontro-
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lowano przez pomiar przewodnictwa ptynu imersyjneghlaAlg (1,6%) zelowanego w 8% roztworze CaCl
(wody destylowanej, konduktometr Elmetron typ CC{tab. 1). Degradacja materiatu bipolimerowego (kule
315) lub zmian pH plynu Ringera (pH-metr Elmetrorz Ca(Alg)) przebiega najszybciej w pierwszych dwéch
typ CP-315). Réwnolegle prowadzono obserwacje miniesicach inkubacji. Potwierdzeniem efektéw makro-
kroskopowe powierzchni kul alginowych inkubowa-skopowych g zmiany przewodnictwa jonowego ptynu
nych w ptynach imersyjnych (skaningowy mikroskogmmersyjnego: woda/ 3T/4 m-ce (rys. 2).

elektronowy Joel 5400). Po tym czasie wszystkie rodzaje kul alginowych po-
zostawaly stabilne, przewodnictwo ptynu immersymeg
pozostato na poziomie przewodnictwa wody destylo-
wanej. Drugim testem trwadoi kul alginianowych byly

TABELA 1. Srednica i skurcz kul alginowych
TABLE 1. Diameter and air-dried shrinkage of alginate

spheres badania degradacji materialu w wieloelektrolitowym
Roztworzelujacy CaCh plynie izotonicznym - plyn Ringera. Do oceny degrad
1,6% NaAlg cji materiatu postiyt pomiar pH ptynu Ringera (rys. 3).
Srednica kulek mokrychdg = 0,5 mm) 0,53+0,04
Srednica kulek suchychd = 0,5 mm) 0,330,03 *
Srednica kulek mikrychdz = 0,7 mm) 0,56+0,03
Srednica kulek suchychd = 0,7 mm) 0,380,05
Skurcz kulek g1, %) 2414422
Skurcz kulek ¢z, %) 30,67+2,4

W drugim etapie badazaprojektowano dwa rodzaje
skaffoldow, w ktérych osnog stanowit kopolimer #
laktydu (83%) i glikolidu (17%). Jako faznodyfikuja-
ca zastosowano otrzymane wéaiej: kule alginianowe Rys. 1. Fotografia mikmsk:;v:a 1,6% kul Ca(&lglow. 15x
(Ca(Alg)) oraz alginian sodu (NaAlg) w postaci prosz._ '1 'M_ h b of 1.6% c’ Apheres: ' 15
ku. Badaniom degradacji poddano rpsface materia- '9. 1 Microphotograph of 1.6% Ca(Aigipheres; magn. 15
ty kompozytowe: PGLA/kuleCa(AlgNaAlg oraz
PGLA/kuleCa(Alg). Jako material odniesienia stoso-
wano folie z czystego polimeru (PGLA).

Otrzymane skaffoldy kompozytowe inkubowano
w buforze fosforanowym (PBS). Stopiedegradacji
materiatbw oceniano na podstawie zmian pH plynu
immersyjnego (PBS/ 3T/3 m-ce) réwnoczmie pro-
wadzono obserwacje mikroskopowe (Carl Zeiss, Niem-
cy, mikroskop optyczny, SEM Joel 5400).

« CafA)R. (0-0.5)

/

A e s ——Cag) @=07)

;
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Liczha dni
Rys. 2. Zmiana przewodnictwa kul alginowych

WYNIKI I DYSKUSJA

Otrzymywanie i degradacja kul alginowych Fig. 2. Change of condictivity alginate spheres
Kule alginianowe powstajw wyniku reakcji wy- 150

miany jonowej: prekursorowego roztworu alginianu _ « Ca{Algd (d=05)
sodu w roztworze dwudodatniej soli CaCQW trakcie I

. ) . ) i ) = Ca{Alg? {d=107
wymiany jonu dochodzi do zmiany struktury biopolime _— - 3! )
ru, ktéra z prostoliniowej zmieniaesiw kulista (ang. - \ - Rmnger
egg-bo). Mechanizm ten utatwia formowanieg skul o | ]
alginianowych, ktérychérednica wyjciowa waha si 650 Wx/}i\\j
w zalenosci od zastosowane] igly w granicach S *
500560 um. Obserwacje mikroskopowe wykazahe

powierzchnia kul z biopolimeru jest gltadka i nieiam s.su; o0 40 &0 50 100 10 MO

nia st po wysuszeniu (rys. 1).
Stopier skurczu materiatu biopolimerowego zate
od srednicy zastosowanej igly, a tekod sgzenia soli
talajcej alginianu sodu (niskie ¢genie Cad po- nu sodu
Z€s . . . o Fig. 3. pH changes of Ringer solution versus intiobaime of alginate
woduje deformacje kulistego ksztaltu). Najiszy spheres
skurcz (ok. 30%) zaobserwowano dlezenhia roztworu

1 irharin
Rys. 3. Zmiana pH piynu Ringera w funkcji czasuubécji kul alginia-
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Najwicksze zmiany stenia jonéw wodorowych ob- Otrzymane skaffoldy charakteryzowaty gporami
serwowano w pierwszych dniach inkubacji, po tyméwnymi wielkadicia ze $rednia zastosowanych poro-
czasie pH stabilizuje gina poziomie ok. 6. Obserwacjegenéw (pory po proszku alginowym -8R0 um, pory
mikroskopowe powierzchni kul alginowych wykazaly,powstate w wyniku usustia kul z Ca(Alg) ok.
ze pocatkowo degradacji ulegta powierzchnia kulizpo:400 um). W trakcie usuwania kul z Ca(Algha-
(ry§. 4a, b), a naghnie stwierdzono deformgqe kSZta“Ustqpuje jednoczesna krystalizacja bruszytu - jednej
kuli. Zastosowany czas eksperymentu nie byt wystaf-zorm apatytu (CaHPD 2H,0). Obecné jonéw
czapcy do uzyskania catkowitej degradaciji biopolimeru.wapnia pochodych z alginianu wapnia, a tak
obecné¢ grup fosforanowych dwlacych w roztworze
immersyjnym (bufor fosforanowy, PBS) powoduje
inicjacje krystalizacji, ktérej sprzyja niskie, lake pH

(rys. 7).
li %:—‘—‘-—o —i——h—— i
= T e e VI
> 5 [
Rys. 4. Obraz kuli alginianu wapnia: a) przed irkeiig; b) po inkubacji R ~+PBS
w ptynie Ringera; SEM, pow. 100x | i
Py g powr =% T d PGLAKukCa(Al2NaAly
Fig. 4. SEM microphotograph of calcium alginate esgh a) before an oy
incubation; b) after an incubation in Ringer sauatimagn. 100x ——PGLAKule CafAlg)2
3
Wiasciwasci kompozytéw polimerowych , L “PGLA
Kompozyty otrzymane metoda dwustopniowego od- b1 2 8 1016 3 43 360 72 81 00
lewania charakteryzgijsie niejednoroda powierzchn: Czas[ dni]

gtadka od strony dna formy i chropowiabd wierzchu. Rys. 7. Zmiany pH PBS-u w funkcji czasu inkubakpioldow
Obserwacje pod mikroskopem stereoskopowym dow84. 7. PBS pH changes versus incubation time affsicis

dza, ze kompozyt: PGLA/kule alginowe/proszek NaAlg

charakteryzuje si utozeniem gradientowym porogenu  patwierdzeniem obeckc bruszytu w porach po al-
(wyzszy udziat proszku z alginianu sodu widoczny jeSfinianie wapnia s mikrofotografie SEM oraz wykona-
od strony dna formy, wiszy udziat kul z alginianu oo\ migjscach charakterystycznych kalafiorowych
wapnia otl)(ser\ﬁowany jest od strony W'erzckhT'eJMkwitéw mikroanalizy rentgenowskie XRD (rys. rys.
w pr;ypad u qmp(_)zyf[u zémmego_ z F,)GLA/ € ga, b). Reakcja ta ma istotny wptyw w przypadkuaas
z alginianu wapnia ul@nie porogenu jest réwnomierne_ o .o ciaffoldow jako podig do regeneracji tkanki

w calej_ obg;_to_sm matrycy. .Pozwala’ro o na agniccie kostnej ze wzgldu na fakt, 2 bruszyt mae przeksztat-
odpowiedniej porowatmi oraz wielkdci poréw o
ca sig w formy apatytowe.

w ostatecznej wersji skaffoldu.

Porogen usurty zostat w trakcie dwustopniowego .. | 1 WL L LI LI
wymywania: najpierw usuwano proszek NaAlg (wo |
da/37C), a nasipnie usunjto kule z alginianu wapnia
(PBS/37C). Obie fazy porotwércze ulegaty gwattow-
nemu wymyciu, pozostawig puste przestrzenie (rys.
rys. 5, 6).

2 0 40 50 60 0 1]
/i 4 T S Iy, | Pasition [*2Theta]
7z Ly P 3 ’j/ e b Rys. 8. Analiza XRD skaffoldu PGLA/kule Ca(Alg)2dszek NaAlg (a);
4 o (8 i/ : : obraz SEM skaffoldu PGLA/kule Ca(Alg)2/proszek NgApo
Rys. 5. Skaffold kompozytowy PGLA/kule Ca(Alg)aparat cyfro- mieskcznej inkubacji w PBS-ie (b); pow. 50x
wy/mikroskop stereoskopowy - pow. 30x /SEM - po@xp Fig. 8. Analyze XRD of PGLA/spheres Ca(Alg)2/p@rvdNaAlg com-
Fig. 5. PGLA/spheres Ca(Algtomposite scaffold posite scaffold (a); SEM microphotography of PGlpkeres

Ca(Alg)2/powder NaAlg composite scaffold after anenth in-
cubation in PBS solution (b); magn. 50x

e
%
WNIOSKI

T Wprowadzenie do osnowy z resorbowalnego poli-
Rys. 6. Skaffold kompozytowy PGLA/kule Ca(Alproszek NaAlg (aparat meru (PGLA) modyfikatoréw w postaci kul alginowych

cyfrowy/mikroskop stereoskopowy - pow. 30x /SEMWPS0X) oraz alginianu sodu (proszek) azn§m czasie resorpcji
Fig. 6. PGLA/spheres Ca(Algpowder NaAlg composite scaffold
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