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STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Urazy ortopedyczne i inne uszkodzenia uktadu kostnego sg bardzo powszechne, a ich
leczenie wymaga zastosowania implantow wykonanych z zaawansowanych biomaterialow. Do
ich wytworzenia stosowany jest szereg materiatow, od metali, poprzez ceramikg, polimery,
materiaty biodegradowalne, po materialy kompozytowe. Powierzchnia implantu odgrywa
kluczowa rol¢ w biologicznej reakcji organizmu na implant. Modyfikacja powierzchni
implantéw poprzez naktadanie powlok hydroksyapatytowych stosowana jest w celu
przyspieszenia przerastania implantu nowa tkanka kostng i jego dobrej stabilizacji. Jednakze
istniejagce metody osadzania powtok hydroksyapatytowych majg istotne ograniczenia.

Obecne metody modyfikacji powierzchni nie wykorzystuja pelnego potencjatu
nanotechnologii. Efekt rozmiaru w skali nano determinuje wlasciwos$ci materiatdéw. Sterowanie
tymi wlasciwosciami otwiera nowe mozliwosci projektowania materialow do regeneracji
tkanki kostnej, jak np. regulacja czasu degradacji oraz ilosci wydzielanych jonéw wapnia Ca?",
i inne. W pracy wykazano =zalety ultradzwickowego osadzania nano-powtok
hydroksyapatytowych jako uniwersalnej metody osadzania programowanych pod wzgledem
aktywnosci nano-powlok, nieograniczonej rodzajem, ksztattem, czy ztozona struktura
pokrywanego podtoza. Ten rodzaj osadzania nano-powlok nazwano metoda SonoNanoCoating
(SNC). Metoda SNC pozwala takze na wykorzystanie w petni technologii mikrofalowe;
hydrotermalnej syntezy nanoczastek (MHS), w ktérej otrzymuje si¢ hydroksyapatyt
GoHAPmed o regulowanej wielkosci czastek (10 nm, 14 nm, 26 nm, 30 nm, 42 nm).

W rozprawie wykazano, ze metoda SonoNanoCoating przetamuje ograniczenia obecnie
stosowanych metod pokrywania powierzchni implantéw poprzez: 1. Wytworzenie nano-
powlok sktadajacych sie z regulowanej wielko$ci nanoczastek umozliwiajac, tym samym
regulacje wilasciwosci powtok; II. Uzyskanie jednorodnych powlok hydroksyapatytowych
zaroOwno na powierzchniach zewngtrznych, jak i wewnatrz porowatych struktur 3D oraz
materiatach wtoknistych. III. Osadzanie nano-powtok w niskich temperaturach, co umozliwia
modyfikacje powierzchni materiatbw wrazliwych na temperature IV. Wykorzystanie
wszechstronno$ci metody i doboér parametréw osadzania nano-powlok niezaleznie od rodzaju,

ksztaltu i struktury modyfikowanego materiatu.

Stlowa Kkluczowe: nanohydroksyapatyt (nHAP), hydrotermalna synteza mikrofalowa,
modyfikacja powierzchni, pokrywanie ultradzwickowe, SonoNanoCoating, nano-powtoki,

implanty ortopedyczne, regeneracja tkanki kostnej, nanotechnologia.



STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

Orthopaedic injuries and other damages to the skeletal system are very common and
their treatment requires the employment of implants made of advanced biomaterials. Numerous
materials are used for their fabrication: from metals, to ceramics, polymers, biodegradable
materials, to composite materials. The key role in the biological reaction of the organism to the
implant is played by the implant surface. The modification of the implant surface through
application of hydroxyapatite coatings is employed for the purpose of acceleration of the
implant regrowth with new bone tissue and of achievement of a good stabilisation of the
implant. However, the existing methods of deposition of hydroxyapatite coatings are
characterised by significant limitations.

Furthermore, the potential of nanotechnology is not tapped to a sufficient degree. The
effect of size in the nano-scale determines the properties of materials. The control of these
properties opens new possibilities to design materials for bone tissue regeneration, for example
control of degradation time and quantity of released Ca*'ions, and more. The dissertation
presents the advantages of ultrasonic deposition of hydroxyapatite nano-coatings as a universal
method of deposition of nano-coatings programmed in terms of activity. This method is not
limited by type, shape or the complex structure of the substrate that is covered. This kind of
application of nano-coatings is called the SonoNanoCoating (SNC) method. The SNC method
makes it possible also to make a full use of the method of microwave hydrothermal synthesis
(MHS) of nanoparticles, by which GoHAPmed hydroxyapatite with a controlled particle size
(10 nm, 14 nm, 26 nm, 30 nm, 42 nm) is obtained.

The dissertation proves that the SonoNanoCoating method overcomes the limitations of
the currently employed methods of coating of implant surface, by: I. Fabricating nano-coatings
composed of nanoparticles of a controlled size, thereby enabling the control of the properties
of the coatings; II. Obtaining homogeneous hydroxyapatite coatings both on the outer surfaces
and inside the porous 3D structures and fibrous materials. III. Depositing nano-coatings at low
temperatures, which enables the modification of surface of materials that are sensitive to
temperature. [V. Taking advantage of the versatility of the method and selecting the parameters
of nano-coating deposition regardless of the type, shape and structure of the material to be
modified. The SNC method has the potential to become the primary method of improvement
of the biological properties of orthopaedic implants.

Keywords: nanohydroxyapatite (nHAP), microwave hydrothermal synthesis, surface
modification, ultrasonic coating, SonoNanoCoating, nano-layers, orthopaedic implants, bone

tissue regeneration, nanotechnology.
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WYKAZ SKROTOW

BET — metody adsorpcji gazu, opisana izoterma Brunauer-Emmett-Teller

Ca:P — stosunek molowy jonoéw wapnia do fosforu

CAL — z ang. clinical attachment loss, kliniczna utrata przyczep

ClAp — chloroapatyt

CVD — z ang. cheical vapour deposition, chemiczne osadzanie z fazy gazowej
DBM - z ang. demineralized bone matrix, demineralizowana macierz kostna
DEN - z ang. density, gestos¢ materiatu

ECM - z ang. extracellular matrix, macierz pozakomérowa

EFG — z ang. epidermal growth factor, naskorkowy czynnik wzrostu

EPD — ang. electrophoretic deposition, metoda elektroforetycznego osadzania powlok
FAp — fluoroapatyt

GoHAPmed — nanoproszek hydroksyapatytu o regulowanej wielkosci nanoczastek
HAP — hydroksyapatyt Caio(PO4)OH:

hFOB — ludzkie komorki osteoblastyczne

ICP-OES — spektrometria emisyjna z plazmg indukcyjnie sprz¢zong

OHAp — hydrksylapatyt

REC — z ang. gingival recession, recesja dzigstowa

MHS — mikrofalowa hydrotermalna synteza, technologia syntezy nanomaterialow
MSC - z ang. mesenchymal stem cells, komorki macierzyste

nHAP — nanoczastki hydroksyapatytu Caio(PO4)OH>

PBF -z ang. powder bed fusion, metoda druku 3D w technice warstwowego spiekania proszku
PBS — z ang. phosphate-buffered saline, roztwor buforowy soli fizjologiczne;j
PCL — polikaprolakton, polimer biodegradowalny

PEEK - polieteroeteroketon, tworzywo wysokotemperaturowe

PPD — probing pocket depth, gtgbokos¢ kieszonek przy zgtgbnikowaniu

PGA — kwas poliglikolowy

PMMA - poli(metakrylan metylu)

PLGA — kopolimer kwasy mlekowego 1 glikolowego

PLLA — kwas L-polimlekowy

PTD - z ang. plasma diffusion treatment, powlekanie metoda dyfuzji plazmowe;j
PVD — z ang. phisical vapour deposition, fizyczne osadzanie z fazy gazowe;j

SBF — z ang. simulated body fluid, roztwoér buforowy symulujacy osocze ludzkie
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SEM — skaningowa mikroskopia elektronowa

SNC — SonoNanoCoating, ultradzwickowa metoda osadzania powlok sktadajacych sie
z nanoczastek o regulowanej wielkos$ci

SSA - z ang. specific surface area, powierzchnia wlasciwa

SMD - $rednica zastgpcza wedlug Sautera

TCP — z ang. tricalcium phosphate, fosforan twojwapniowy (Caz(POs)2)

TPV - z ang total pore volume, catkowita obje¢to$¢ porow materiatu

Ti 3D — azurowy krazek tytanowy drukowany 3D, majacy odwzorowaé powierzchni¢
tytanowego implantu kregostupa

UHMWPE - polietylen o ultrawysokiej masie czasteczkowej

XRD - dyfrakcja rentgenowska
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1. Wprowadzenie

InZynieria tkankowa kosci zajmuje si¢ wspomaganiem zarastania krytycznych defektow
uktadu kostnego, ktore nie moga goi¢ si¢ samoistnie. Ubytki te, sg czestym problemem
klinicznym w ortopedii 1 chirurgii czaszkowo-twarzowej, w leczeniu utraty kosci
spowodowanej urazem, infekcja i resekcja guza. W konwencjonalnym paradygmacie inzynierii
tkankowej, kombinacje komorek i bioaktywnych czasteczek sg wysiewane na trojwymiarowe
rusztowania biomateriatowe w celu stworzenia implantu "osteogennego". Do tej pory, pomimo
wielu ekscytujacych postepéw w modelach przedklinicznych, bariery regulacyjne, wyzwania
biznesowe 1 zwigzane z nimi kwestie dotyczace cyklu zycia wlasnosci intelektualnej utrudniaty
przetozenie kliniczne z laboratorium do zastosowan u pacjenta [1]. Skuteczne projektowanie
materiatéw dla inzynierii tkanki kostnej wymaga zrozumienia sktadu i struktury natywnej
tkanki kostnej, a takze odpowiedniego doboru biomaterialdow naturalnych lub
biomimetycznych biomaterialdow syntetycznych, takich jak polimery, ceramika, metale
1 kompozyty [2]. Hierarchiczna struktura kosci i jej naturalne procesy formowania nowej tkanki
kostnej i gojenia ztaman stanowig inspiracj¢ dla nowych rozwigzan inzynierii tkanki kostne;j.
Jak kazda tkanka biologiczna, ko$¢ sklada si¢ z charakterystycznych typow komorek
otoczonych macierzg zewnatrzkomérkowa (ECM, z ang. extracellular matrix), z biologicznie
aktywnymi czasteczkami zintegrowanymi z ECM lub wytwarzanymi przez komorki [3,4].
Tkanka kostna jest naturalnym nanokompozytem, zawierajacym biatka organiczne (gldwnie
kolagen typu I), mineraty nieorganiczne (gtéwnie fosforan wapnia) i wiele typow komorek
[5,6,7]. ECM kosci, sklada si¢ ze struktury usieciowanych wtokien kolagenowych [8], ktore
samoorganizuja si¢ we wiokna, a nastepnie w arkusze lub wigzki wiokien lub wigzki wtokien.
Hydroksyapatyt (gldowny mineral kostny), ktory jest naturalnie wystepujaca forma mineralng
apatytu wapnia o wzorze chemicznym Caio(PO4)s(OH)2, jest umieszczony zardwno wewnatrz,
jak 1 pomiedzy wioknami kolagenu [9]. Ta kombinacja sktadnikéw strukturalnych i ich
hierarchiczny uktad nadaja kosci wlasciwosci mechaniczne. Ko$¢ w swojej budowie wykazuje
odmienng ggstos¢: zewnetrzne obszary skladaja si¢ z istoty zbitej, podczas gdy obszary
wewnetrzne sktadaja si¢ z istoty gabczastej, ktdra obejmuje porowata sie¢ kostnych wypustek,
zwanych beleczkami [9].

Projektowanie materialow do inzynierii tkanek kostnych skupia si¢ na wspieraniu
odtworzenia fizycznych struktur i/lub funkcji biatkowych, mineralnych i komoérkowych
sktadnikoéw kos$ci, aby ulatwia¢ i wspiera¢ wzrost nowej tkanki kostnej oraz przywrocic¢ jej

funkcjonalno$¢. Ponadto struktura i sktad tkanek w organizmach innych niz ludzkie, od ro$lin
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po zwierzgta morskie, rowniez inspirujg do projektowania materiatow w inzynierii tkanki
kostnej o ulepszonej funkcjonalnos$ci [1,10,11,12], (Rysunek 1). Materialy inspirowane
biologia staly si¢ nowym, waznym narzedziem zwigkszajacym mozliwosci zastosowania
systeméw hybrydowych, np. nieorganicznych/organicznych i hydrofobowych/hydrofilowych
w medycynie. Jednak doglebna analiza ostatnich osiagnig¢ w zakresie polimerowo-

polimerowych systemow hybrydowych nie zostata jeszcze kompleksowo wykonana [13].

Gtéwne mineraly i proteiny budujace kos¢ Widkna

.. olagenu typu |
Naturalna kos¢ kgtyp e i

Kos¢ gabczasta 4t 1 1.}
“Macierz

= QAQD . r Ic Potrdjna helisa
‘ - : . rp "y | tropokolanegu

il e

Nanokrysztaty
hydroksyapatytu

Naturalna gabka morska

Kos¢ zbita A

Rysunek 1. Budowa ko$ci w odniesieniu do struktury naturalnej gabki morskiej. Opracowanie wtasne na

podstawie [1].

Jako kluczowy podmiot wigkszosci strategii inzynierii tkanki kostnej, materiaty takie
jak polimery, ceramiczne lub ich kombinacje moga by¢ stosowane w roznych formach, takich
jak membrany elektroprzedzone czy tréjwymiarowe rusztowania (3D). Materiaty te zazwyczaj
shuza jako rusztowanie podczas procesu regeneracji tkanek, zapewniajac wsparcie mechaniczne
i odpowiednie $rodowisko do przylaczania, proliferacji i réznicowania komoérek. Komorki

moga by¢ wysiewane na system materialowy przed implantacja lub rekrutowane z otaczajace;j

14



tkanki natywnej po implantacji in vivo [14,15]. Chociaz wiaczenie sktadnikow biologicznych
(takich jak komorki i czynniki wzrostu) w strategiach inzynierii tkanki kostnej jest potencjalnie
cenne, w praktyce systemy biomateriatéw zawierajace sktadniki biologiczne sg ograniczone
wysokimi kosztami 1 zlozonymi wymogami regulacyjnymi [16]. Wysitki badawcze,
rozwigzania kliniczne 1 strategie komercjalizacji w znacznym stopniu korzystaja z podejs¢
opartych wylacznie na materiatach, ktore wykluczaja sktadniki biologiczne, a zamiast tego
maja na celu rekrutacj¢ wlasnych komorek organizmu do regeneracji kosci [17,18,19,20].
Dziedzina badan dotyczaca inzynierii tkanki kostnej ma na celu opracowanie materialow, ktore
przewyzszaja autoprzeszczepy 1 alloprzeszczepy kosci [21,22]. Ogoélnym celem jest
przygotowanie materiatow, ktére moga by¢ wprowadzone do ubytku kostnego, a nast¢pnie
przebudowane przez wlasne komorki biorcy. Materialy te sg czgsto montowane w postaci
rusztowania, ktore stuzy jako struktura wspierajaca przyczepianie komorek i odktadania
zmineralizowanej macierzy i ma za zadanie tymczasowo petni¢ role ECM w tworzacej si¢
tkance. W zaleznosci od miejsca uszkodzenia i stanu zdrowia pacjenta, konieczne sg rézne
wlasciwos$ci strukturalne i1 funkcjonalne materiatu, aby zapewni¢ uzyteczno$¢ wybrane]
strategii. Projektowanie materiatéw do inZynierii tkanki kostnej uwzglednia réwniez
wlasciwosci zdrowej tkanki kostnej, ktore sa krytyczne w odniesieniu do mozliwosci
odbudowy uszkodzonego miejsca.

Pomimo znacznych postgpéw w rozwoju biomateriatlow do zastosowan w inzynierii
tkanki kostnej, wcigz istnieje szereg niezaspokojonych potrzeb, ktore stanowia wyzwanie
w dalszym postepie naukowym i klinicznym zastosowaniu biomateriatow. Jedna z takich
potrzeb jest lepsze zrozumienie mechanizmdéw dzialania biomaterialdéw 1 wynikajacej z nich
odpowiedzi komorkowej. Zaspokojenie tej potrzeby wymaga systematycznych badan.
Wyzwanie stanowi koniecznos$¢ spetnienia wielu sprzecznych oczekiwan. Na przyktad, chociaz
stabilno§¢ mechaniczna rusztowan jest pozadana w wielu zastosowaniach, konieczna jest
rowniez zdolno$¢ do regulowanej predkosci degradacji, dostosowanej do predkosci
przyrastania nowej tkanki. Materialy kompozytowe oferuja potencjal do opracowania
przestrajalnych systemow, ktore spetniaja szeroki zakres tych potrzeb. Jednak rézne rodzaje
materiatdéw czegsto wymagaja réznych warunkow przetwarzania (takich jak temperatura i rodzaj
rozpuszczalnika), co komplikuje rozwdj systeméw zlozonych z réznych biomateriatow.
Zdolno$¢ do taczenia wielu materialow jest szczegdlnie wazna dla pokonania przeszkod,
zwigzanych z inzynierig tkanek miedzyfazowych, ktéra wymaga materiatéw odwzorowujacych
przejscie migdzy koscig a sgsiadujacg tkanka, Sciggnami, mig¢$niami, tkanka taczng, wigzadtami

1 chrzastka, ktéra tworzy powierzchnie stawowe. Te oddziatywania czgsto wykazuja gradienty
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w architekturze, skladzie i wlasciwosciach mechanicznych, co zwicksza zlozonos¢
projektowania materiatow i wytwarzania konstrukcji [23,24,25].

Takie wyzwania stwarzaja potrzeb¢ opracowania materiatdw do regeneracji tkanki
kostniej, dobieranych pod katem specyficznej potrzeby pacjenta, z uwzglednieniem miejsca
1 wielkos$ci uszkodzenia. Dotychczasowe prace nie w petni sprostaty stawianym oczekiwaniom,
jednakze zastosowanie nanotechnologii oraz dobdr odpowiednich metod, pozwalajacych na
kontrolg i zachowanie ich cennych wlasciwos$ci oraz biomimetycznego charakteru materiatow.
Daje to szanse na wypeknienie istniejgcych luk w projektowaniu i wytwarzaniu implantow
ortopedycznych.

Powszechnie stosowang metoda doskonalenia biomateriatow jest modyfikowanie ich
powierzchni. Rozwigzuje to czesty konflikt pomigdzy wymaganymi wlasno$ciami
mechanicznymi a dziataniem kos$ciotworczym. W rozprawie skupiono uwage na modyfikacji
powierzchni  biomaterialdbw powszechnie stosowanych do wytwarzania implantow
ortopedycznych, takich jak tytan, polietylen o ultrawysokiej masie czasteczkowej (UHMWPE),
polieteroeteroketon (PEEK), polikaprolaktonu (PCL) oraz kompozyty polimerowo-
ceramiczne. Modyfikacja polega na zastosowaniu metody ultradzwigkowej do osadzenia
powtok, skladajacych si¢ z nanoczastek biomimicznego hydroksyapatytu (GoHAPmed)
o regulowanej wielkosci. Taki sposdéb modyfikacji powierzchni implantdw ma na celu poprawe
adhezji osteoblastow do powierzchni oraz przys$pieszenie formowania tkanki kostnej w miejscu
implantacji. Nadanie nanostruktury powierzchni implantéw zwigksza powierzchni¢ kontaktu
komorek, adsorpcje bialek oraz porowato$¢. Zastosowanie nanoczgstek o regulowanej
wielko$ci powierzchni wlasciwej pozawala na dodatkowa kontrolg rozwinigcia powierzchni

materialu oraz wtasciwosci powtok.
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2. Przeglad literatury

2.1. Ubytki kostne i ich leczenie

Uktad kostny petni wiele niezmiernie waznych funkcji. Zapewnia odpowiednig postawe
ciala, tworzac podtrzymujace rusztowanie. Jest miejscem przyczepu mig¢sni, a takze chroni
narzady wewnetrzne. Magazynuje rOwniez takie mikroelementy, jak wapn, fosfor czy magnez
[1]. Tkanka kostna moze zosta¢ utracona w wyniku urazu, infekcji, nowotworu, operacji
ortopedycznej, chirurgii stomatologicznej, usunigcia zgba czy z powodu zmian, zwigzanych ze
starzeniem si¢ organizmu [27]. Uszkodzenia tkanki kostnej naleza do jednych z najczesciej
spotykanych w praktyce klinicznej. Uklad kostny moze wytrzymywaé duze obcigzenia
mechaniczne i ma zdolno$§¢ do samoregeneracji [28]. Mate ubytki kostne goja si¢ bez
dodatkowego leczenia, jednak, gdy przekrocza wielkos¢ krytyczng (okoto > 2 cm) lub ponad
50% utraty obwodu ko$ci [29], moze dojs¢ do braku zrostu, nieprawidlowego zrostu lub
ztamania patologicznego [30]. Przeszczep kosci jest drugim najczgéciej wykonywanym
przeszczepem na $wiecie [31]. Rynek wyrobéw medycznych do regeneracji tkanki kostnej
w 2023 roku szacowany jest na 5 380,8 milionéw dolaréw. Szacowania rynkowe wskazujg na
dalsza ekspansje rynku w tej dziedzinie i osiagnigcie wartosci 7 827,8 miliona dolaréw w roku
2033. W odniesieniu do typéw produktow, substytuty przeszczepow kostnych zajmowaty 81%
procent tego rynku w 2022 roku [32].

2.1.1. Zloty standard

Aktualnie ztotym standardem rekonstrukcji ubytkdw kostnych jest leczenie
chirurgiczne, a jedng czwartg wszystkich zabiegow stanowia przeszczepy kosci. Sg one szeroko
stosowane przez ortopedow, chirurgdw plastycznych, neurochirurgdéw, chirurgéw szczekowo-
twarzowych 1 periodontologow [27]. Przeszczepy kosci mozna podzieli¢ na autologiczne,
allogeniczne i ksenogeniczne. W przypadku przeszczepow autologicznych (autoprzeszczepy)
tkanki pobierane sg od pacjenta, najczesciej z grzebienia kosci biodrowej 1 rzadziej z koSci
piszczelowej lub kosci udowej [27]. W przypadku alloprzeszczepdéw tkanka kostna jest
pobierana od dawcy lub zwtok. Przeszczep ksenogeniczny polega na transplantacji kosci
migdzy osobnikami réznych gatunkéw [33]. Wadami przeszczepdéw allogenicznych
i ksenogenicznych jest ich niewystarczajaca integracja i unaczynienie u gospodarza, ryzyko
odrzucenia immunologicznego oraz przenoszenia patogenow [33]. Przeszczepy autologiczne
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sa obecnie ,,ztotym standardem”, jesli chodzi o leczenie ubytkow kostnych, poniewaz sa
nieimmunogenne, histokompatybilne i osteogenne (promuja osteogeneze i tworzenie nowe;j
kosci) [27]. Ich wadami s3 powiklania zwigzane z pobieraniem, takie jak bliznowacenie
w miejscu pobrania czy przewlekty bol, zakazenie i krwawienie [34]. Przeszczepy autologiczne

nie sg tez odpowiednim rozwigzaniem w przypadku osob starszych i dzieci [27].

2.1.2. Substytuty kosci

Substytut kosci to syntetyczny, nieorganiczny lub organiczny material, ktéry mozna
wykorzysta¢ w leczeniu ubytku ko$ci zamiast kosci autogennej, allogennej lub ksenogenne;j
(materiat kosciozastepczy) [35]. Idealny substytut kosci powinien by¢ biokompatybilny i nie
wywolywac¢ niepozadanej reakcji zapalnej. Powinien by¢ takze osteogenny, osteoindukcyjny
1 bioresorbowalny, a takze zapewnia¢ podobng do naturalnej kosci wytrzymato$¢ na obcigzenia
[36]. Substytuty kosci mozna podzieli¢ na zawierajace material organiczny i syntetyczne. Do
pierwszej grupy nalezag miedzy innymi demineralizowana macierz kostna (DBM, z ang.
Demineralized Bone Matrix), czy hydroksyapatyt (HAP) pozyskany z naturalnych Zrdédet
organicznych (korale, algi). Syntetyczne (alloplastyczne) substytuty ko$ci to migdzy innymi

HAP, fosforan trojwapniowy i szkta bioaktywne [37].

2.1.2.1. Syntetyczne substytuty kosci

Jednym z najstarszych syntetycznych preparatow uzywanych do uzupetniania ubytkoéw
kostnych jest siarczan wapnia — gips (CaSQ4). Pierwsze jego uzycie jako preparatu
kos$ciozastepczego opisal w 1892 roku Dressman [38]. Ze wzgledu na duze podobienstwo do
sktadnikéw kos$ci, obecnie najwigksze znaczenie wsrod ko$ciozastepczych preparatow
alloplastycznych maja fosforany wapnia. Moga one krystalizowa¢ do form takich jak HAP lub
fosforan trojwapniowy (tricalcium phosphate, TCP), majacych rézny stosunek Ca:P [40].
Substytuty alloplastyczne, mozna takze podzieli¢ ze wzgledu na odmienne wlasciwosci
fizyczne 1 réznice w procesach wytwarzania na ceramiki (bioceramiki) oraz cementy.
Bioceramiki powstaja podczas spiekania, czyli w czasie procesu wielokrotnego rozgrzewania
1 schtadzania materiatu, az do uzyskania twardych, zbitych blokow. Cementy sa wytwarzane
w postaci proszkéw, past, ktore twardnieja dopiero w miejscu podania [40]. Bioceramika

produkowana z fosforandw wapnia jest uzywana do produkcji powtok implantow, rusztowan
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tkankowych 1 dostarczania lekow. Ze wzglgdu na swoja krucho§¢ nie moze by¢ jednak

stosowana do tworzenia implantow, ktore musza wytrzymywaé duze obcigzenia [41].

2.1.2.1.1. Fosforan tréojwapniowy (TCP)

Jako preparat ko$ciozastepczy TCP (Ca3(POs)2) jest znany juz od 1920 roku, po
publikacji Albeego i Morrisona [42]. TCP wystgpuje w dwoch odmianach polimorficznych:
niskotemperaturowej B-TCP, o strukturze heksagonalnej i wysokotemperaturowej o-TCP,
o strukturze jednoskosnej. B-TCP jest stechiometrycznie podobny do amorficznego
biologicznego prekursora mineratu kosci i charakteryzuje si¢ stosunkiem molowym Ca:P=1:5
[43]. Jest to stosunek nizszy niz w przypadku hydroksyapatytu, dzigki czemu tworzy gestsze
porowate struktury. Ma jednak gorsze wlasciwosci mechaniczne niz HAP. Hydroksyapatyt jest
stosunkowo obojetng substancja, ktora jest zatrzymywana "in vivo" przez dtuzszy czas, nawet
przez wiele lat. Podczas gdy bardziej porowaty TCP zwykle ulega biodegradacji w ciagu

6 tygodni od wprowadzenia do obszaru tworzenia kosci [31].

2.1.2.1.2. Hydroksyapatyt

Tkanka kostna zbudowana jest z macierzy kostnej, sktadajacej si¢ z czgéci mineralnej,
zawierajacej krysztaly HAP, komorek kostnych i wldkien kolagenowych. Mozna uzna¢, ze
ko$¢ to kompozyt ceramiczno-polimerowy, ktorego fazg ceramiczng jest HAP, a organiczng
wtokna kolagenowe [1]. Hydroksyapatyt, sol fosforanu wapnia o wzorze Caio(PO4)OH2
i stosunku molowym Ca:P=1:67, jest glownym zwigzkiem mineralnym wystepujacym
w prawidtowej kosci ludzkiej [44]. Mineral kostny jest apatytem z niedoborem wapnia, ze
stosunkiem Ca:P mniejszym niz 1.67, co jest wartoscig teoretyczng dla czystego HAP.
Hydroksyapatyt uwazany jest za bioaktywng ceramike, a jego wyjatkowa zaleta jest zdolno$¢
do integracji z tkanka kostng. Ze wzgledu na krucho$¢ bioceramiki HAP nie jest jednak
mozliwe stosowanie go w czystej postaci, w miejscach narazonych na duze naprezenia [45].
Ponadto wysoki stosunek Ca:P i krystaliczno§¢ dodatkowo zmniejszaja szybko$¢ resorpcji
mikrometrycznego HAP, i moze zaja¢ ona lata, a nawet dziesi¢ciolecia [46]. Hydroksyapatyt
czesto stosowany jest jako pokrycie implantéw, czy dodawany do innych materiatlow, takich
jak np. kolagen [48]. Promuje adhezj¢ i proliferacje komorek osteoblastycznych na powierzchni

implantu oraz umozliwia biologiczne mocowanie mi¢dzy tkanka kostng a implantem [49].
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2.1.2.1.3. Dwufazowy fosforan wapnia

W literaturze przedmiotu wskazuje si¢ rowniez na materiaty bedace potaczeniem HAP
i TCP. Taki rodzaj materialu nazywany jest dwufazowym fosforanem wapnia, ktory jest
szeroko stosowang ceramika syntetyczng. Otrzymywany jest poprzez zmieszanie HAP i TCP
w réznych proporcjach procentowych, w celu poprawy wiasciwosci obu mineratéw. Ponadto
szybko$¢ rozpuszczania i wlasciwosci mechaniczne tych mieszanin mozna kontrolowac
poprzez modulowanie sktadu, zarowno w zastosowaniach strukturalnych, jak i w powlokach

implantéw kostnych [50].

2.1.2.1.4. Nanohydroksyapatyt

Faza krystaliczna kosci sklada si¢ nanoczastek hydroksyapatytu o iglowatym ksztalcie,
szeroko$ci 5-20 nm i dhugosci ok. 60 nm [51,52,53]. Bioceramika, ktora nasladuje minerat
kostny pod wzgledem sktadu i struktury, tatwiej promuje osteointegracj¢ i tworzenie tkanki
kostnej. W przesztosci, wiele syntetycznych fosforanoéw wapnia stosowanych do wspomagania
rekonstrukcji szkieletu mialo wielko$¢ krysztatow od submikrometrowej do 10 pm [54].
Obecnie wigkszos¢ materiatdéw kosciozastepczych dostepnych na rynku wyrobéw medycznych
ma wielko$¢ mikrometryczng, a w przypadku nanomaterialdw hydroksyapatytowych
najczesciej spotykane sga materialty o wielko$ci nanoczastek powyzej 40 nm [55].
Nanohydroksyapatyt (nHAP), ze wzgledu na swoje szczegdlne wlasciwosci powierzchniowe
(duza powierzchnia aktywna), wykazuje zwickszong resorbowalno$¢ 1 wyzsza bioaktywnos¢.
Promuje w ten sposob lepsza adhezje komorek 1 interakcje komorka-macierz, niz w przypadku
materialdbw w skali mikro [53]. Wykazano lepsza odpowiedz komoérkowa komorek
kos$ciotwoérczych na nHAP niz na HAP, o rozmiarach mikrometrycznych [56].
W nanotechnologii wykorzystuje si¢ zalezno§¢ wiasciwosci materialow od ich rozmiaru —
rozmiar jest zmienng materiatowg lub termodynamiczng. Wplyw wielko$ci czastek na ich
rozpuszczalnos¢ 1 biodostepnos¢ zostat udokumentowany przez wielu badaczy
[57,58,59,60,61,62,63,66,68]. Zaleznos¢ ta jest wykorzystywana gtownie w farmacji, w celu
zwigkszenia bioaktywnosci lekéw [58,59,60,61,62,63]. Rozpuszczalno$§¢ nanoczasteczek
wzrasta wraz ze zmniejszeniem rozmiaru ziarna. Im wigksza rozpuszczalnos¢ HAP, tym
szybsze uwolnienie jonéw wapnia do organizmu, co stanowi sygnal do tworzenia i namnazania
komorek kosciotwdrczych [64,65]. Lee i wspotautorzy wykazali zwigkszong bioaktywnos¢
nHAP, w poréwnaniu ze spiekang i grubsza ceramiky: nHAP promuje réznicowanie osteogenne

komorek przyzebia oraz wigksza skuteczno$¢ adhezji komorek, podobnych do osteoklastow
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[66]. Liczne badania potwierdzity biokompatybilno$¢ nHAP i jego przydatno$¢ w regeneracji
tkanki kostnej [67,68,69,70,71,72,73,74,75,76,77,78,79,80]. Stwierdzono, ze wptyw nHAP na
proliferacj¢ komorek w przyzgbiu [82] moze by¢ zwigzany z uczestnictwem w szlaku
sygnatowym receptora naskorkowego czynnika wzrostu (EFG, z ang. epidermal growth factor
receptor) [83,84]. W badaniach przedklinicznych wykazano takze wptyw nHAP na regeneracje
kosci [85], aktywno$¢ makrofagéw [86], uwalnianie czynnikow wzrostu [87], angiogenez¢
[88]. Ponadto wykazano, ze rozmiar czastek HAP odgrywa rdwniez kluczowa rolg
w odpowiedzi biologicznej, w tym na ukierunkowanie réznicowania i apoptoze komorek [89].
W ostatnich latach badania koncentrowaly si¢ na opracowaniu syntetycznego nHAP, ktory jest
jak najbardziej zblizony do naturalnego HAP pod wzgledem struktury [52, 90, 91, 92].

W opublikowanym w 2021 roku przegladzie systematycznym i metaanalizie Shaikh
1 wspotautorzy dokonali analizy badan poréwnujacych leczenie za pomoca nHAP ubytkoéw
kostnych, spowodowanych przez paradontoz¢ z leczeniem za pomocg innych typow
przeszczepow kostnych [93]. Do przegladu wtaczono 7 badan klinicznych z randomizacja (w 5
wykorzystano syntetyczne przeszczepy inne niz nHAP, w 1 przeszczep autogenny i w 1
przeszczep ksenogeniczny). Przeprowadzono tez metaanaliz¢ zmian w klinicznej utracie
przyczepu (CAL, clinical attachment loss), glebokosci kieszonek przy zglebnikowaniu (PPD,
probing pocket depth) i recesji dzigstowych (REC, gingival recession). W przypadku leczenia
za pomocg nHAP nie stwierdzono znaczacych réznic w poprawie powyzszych wynikéw,
w poroOwnaniu z zastosowaniem innych przeszczepdw kosci. Wyjatek stanowig zmiany
w recesjach dzigstowych, ktére sa znaczaco wigksze w przypadku przeszczepow
syntetycznych. Autorzy pracy stwierdzili, ze wyniki leczenia, za pomoca nHAP s3 rownowazne
z wynikami leczenia za pomoca innych przeszczepow, ale zalecili przeprowadzenie dalszych
badan z dtuzszym okresem obserwacji.

W opublikowanym w 2022 roku systematycznym przegladzie dokonano analizy 14
badan z uzyciem komercyjnie dostgpnych preparatéw nHAP stosowanych do regeneracji kosci
przyzebia [94]. Wyniki badan wskazaly, Zze nHAP jest odpowiednim materialem
ko$ciozastgpczym do regeneracji kosci przyzgbia, z wynikami poréwnywalnymi do
konwencjonalnie stosowanych materialdow do przeszczepow, takich jak ksenograft bydlecy
i inne syntetyczne materiaty alloplastyczne. Uzycie preparatow z nHAP, w znaczacy sposob
zwigkszato regeneracje kosci juz po 6 miesigcach, w poréwnaniu do innych metod leczenia
ubytkow kostnych w periodontologii. Autorka przegladu wskazala na konieczno$¢

przeprowadzenia dalszych badan z randomizacja i dlugim okresem obserwacji.
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2.1.2.1.5. Nanohydroksyapatyt w kompozytach

Duza popularnos$ciag wsrod badaczy cieszy si¢ zastosowanie nHAP w materiatach
kompozytowych do regeneracji tkanki kostnej [41,96,97,98,98,100,101]. Glownym powodem
zastosowania nHAP w kompozytach polimerowych takich jak PCL/nHAP jest nadanie
wlasciwosci osteokonduktywnych, poprawa adhezji osteoblastow do powierzchni materialu
oraz formowania kos$ci in vivo [103,104] oraz zmniejszenie zakwaszenia otoczenia implantu
wynikajacego z rozktadu polimeréw [105]. Ponadto, istotne jest nadanie nano-struktury.
W poréwnaniu do mikro-strukturalnych powierzchni, powierzchnie nanostrukturalne oferuja
wyzsza porowato$¢, wiekszg powierzchni¢ kontaktu oraz wyzsza poczatkowa adsorpcje biatka
[101,102]. W badaniach wykazano lepsza adhezj¢ oraz proliferacj¢ osteoblastow mysich
(MC3T3-El) do powierzchni rusztowan kompozytowych, zawierajacych nHAP niz
w przypadku analogicznych rusztowan zawierajacych mikronowy hydroksyapatyt [105].
Topografia powierzchni ma réwniez istotny wptyw na przyczepno$¢ komoérek do podtoza
[106]. Powierzchnia rusztowania powinna wplywa¢ na transport sktadnikow
odzywczych/odpadéw, integralno§¢ mechaniczng, roznicowanie komorek 1 zdolno$¢ do
indukowania transdukcji sygnatu w komorkach [107]. Lim i wspotautorzy wykazali, ze
nanopory o mniejszej gestosci (14 1 29 nm), indukowaty znacznie wigksze rozprzestrzenianie
si¢ 1 przyleganie ludzkich ptodowych komorek osteoblastycznych (hFOB) niz glebsze
nanopory (45 nm) na powierzchni poli(kwasu L-mlekowego) [107]. Co wigcej, chropowatos¢
powierzchni wplywa na proliferacje, roznicowanie i produkcje macierzy osteoblastow in vitro.
Chropowatos¢ w skali nano, ktéra mozna uzyskiwaé poprzez zastosowanie nHA na
powierzchni nanostruktur 3D jest preferowana dla adhezji osteoblastow. Wykazano, ze
nanochropowatos$¢ skutecznie zwigkszata poczatkowa absorpcje bialek (takich jak fibronektyna
i witronektyna), ktore posredniczyly w pozniejszej adhezji komoérek [108]. Zhu i wspdlautorzy
udowodnili, Ze na powierzchni rusztowan nHAP zapewnita odpowiednie warunki do rozwoju
zmian morfologicznych komorek osteoblastow, jak np. filopodia i lamellopodia, ktore

umozliwiaja migracj¢ komorek do powierzchni materiatu [109].
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2.2. Implanty ortopedyczne

Osoby, ktore ucierpiaty w wyniku wypadku, urazu, choroby stawow, takie jak choroba
zwyrodnieniowa stawOw, reumatoidalne zapalenie stawow i pourazowe zapalenie stawow, lub
wymagajace resekcji fragmentu kosci ze wzglgdu na chorobe nowotworowa mogg potrzebowaé
operacji wymagajacych implantow, np. catkowitej wymiany stawu biodrowego i kolanowego,
stabilizacji ztaman, stabilizacji dynamicznej, rekonstrukcji fragmentéw kosci, stabilizacji
kregostupa [110,111]. Taki rodzaj leczenia wymaga zastosowania implantow
rekonstrukcyjnych, w tym indywidualnych rusztowan kostnych drukowanych 3D, implantow
$ciggien 1 wigzadel, implantéw do leczenia ztaman, w tym ptytek, $rub, drutow, gwozdzi
$roédszpikowych, implantow kregostupowych, itp. Biomaterialy ortopedyczne s zazwyczaj
materialami, ktore moga wytrzyma¢ duze obcigzenia. Biomaterialy, takie jak polimery
i ceramika s3 stosowane w ortopedii, ale to gtéwnie metale przez lata zapewniaty odpowiednie
wlasciwos$ci materiatowe, takie jak wysoka wytrzymatos¢, plastyczno$é, odpornos¢ na pekanie,
twardos$¢, odporno$¢ na korozje, odksztatcalno$¢ i biokompatybilnos¢, niezbedne do noszenia
1 przenoszenia obcigzen, wymaganych w mocowaniu ztaman i catkowitej artroplastyce stawow
(TJA, z ang. Total Joint Arthoplasty) [112]. Zastosowanie biomateriatow ortopedycznych
zasadniczo nalezy do jednej z trzech kategorii specjalizacji chirurgicznych: konczyn gérnych,
kregostupa lub konczyn dolnych, a kazda specjalizacja jest zwykle podzielona na trzy ogdlne
kategorie: pediatryczng, urazowa i rekonstrukcyjna. Pomimo tych licznych specjalizacji i setek
zastosowan ortopedycznych, istnieje tylko kilka ortopedycznych metali, ceramiki i polimerow,
ktére dominujg we wszystkich materiatach ortopedycznych. Znajomos$¢ ogélnych wiasciwosci,
zastosowan 1 ograniczen "podstawowych" biomaterialdéw ortopedycznych jest niezbedna do
zrozumienia, co jest potrzebne do poprawy wydajnosci obecnych materiatow
implantologicznych i dlaczego tylko kilka z nich dominuje w branzy.

Glowne cechy implantow ortopedycznych to dokladno$¢ wymiarowa, odpowiednie
wlasciwosci mechaniczne, stabilno§¢ chemiczna i1 toksycznos$¢. Szczegdlng uwage nalezy
zwrdci¢ na biokompatybilno$¢ przez caty okres zycia implantu, ktoéry moze trwaé kilka lat.
Zatem polaczenie wlasciwosci mechanicznych 1 biologicznych determinuje kliniczng
przydatnos¢ biomateriatbw w chirurgii ortopedycznej i urazowej ukladu mig$niowo-
szkieletowego [111]. Materialy powszechnie wykorzystywane w tych zastosowaniach
obejmuja stal nierdzewna, stopy kobaltowo-chromowe i tytanowe, ceramike, polietylen,

cement kostny z poli(metakrylanu metylu) (PMMA), polietylen o ultra-duzej masie
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czasteczkowej (UHMWPE), polieteroetroketon (PEEK), polimery biodegradowalne takie jak
polikaprolakton (PCL), kwas L-polimlekowy (PLLA). W ostatnich dziesigcioleciach procedury
stosowane w leczeniu uktadu kostnego, w tym implanty, znacznie poprawily jako$¢ zycia,
poprzez wdrozenie struktur wspierajacych, ktére wytrzymuja obcigzenia mechaniczne w celu
wsparcia ztaman ko$ci lub catkowitego zastgpienia nieodwracalnie uszkodzonych kosci.
Niestety, materialy stosowane we wczesnych interwencjach charakteryzowaly si¢
niewystarczajaca trwatoscia, niska biokompatybilnoscia i ograniczong dostgpnoscig [115].
Ciagly rozwdj zarowno medycyny, jak i materiatow stosowanych w chirurgii ortopedycznej
1 traumatologii wymaga znajomosci ich wlasciwosci mechanicznych i mikrostrukturalnych.
Chociaz klinicy$ci znaja pewne podstawowe informacje, zrozumienie zachowania materiatow
jest nadal ograniczone [111].

Rynek implantéw ortopedycznych pod wzgledem przychodow zostat oszacowany na
36,3 bilionow w 2022 i osiagnie 48,1 bilionow w 2028 roku [113]. Szacowanie to uwzglednia
nowe badania trendow w branzy, analiz¢ cen, analiz¢ patentoéw, materialy z konferencji
1 webinariéw, kluczowych interesariuszy oraz zachowania zakupowe na rynku. Wzrost branzy
implantow ortopedycznych jest napedzany gtéwnie przez takie czynniki, jak rosnaca liczba
pacjentéw z zaburzeniami ortopedycznymi, szybki wzrost populacji pacjentow geriatrycznych,
rosnaca liczba urazéw sportowych, postepy w chirurgii ortopedycznej i rosngce zastosowanie
minimalnie inwazyjnych operacji. Ponadto, trwajagca wspolpraca i partnerstwo mig¢dzy
graczami przemyslowymi i instytucjami badawczymi, w celu przyspieszenia rozwoju
zaawansowanych implantéw ortopedycznych oraz inicjatywy rzadowe, dazace do wzmocnienia
infrastruktury opieki zdrowotnej w wielu krajach wschodzacych odegraly znaczaca role

w stymulowaniu wzrostu rynku w okresie prognozy [113].

2.2.1. Biomaterialy metaliczne

2.2.1.1. Stal

Nierdzewna stal chirurgiczna pozostaje jednym z najczesciej stosowanych stopow do
produkcji implantdéw i narzedzi chirurgicznych. Stopy te stuza do produkcji co najmniej potowy
wszystkich implantow ortopedycznych stosowanych w USA [116], chociaz s3 one stopniowo
wypierane z rynku przez inne stopy, zwlaszcza CoCrMo 1 stopy tytanu. Wlasciwosci
mechaniczne stali 316 L predysponuja ja do réznych zastosowan medycznych, w tym: szpilek,

pretow, gwozdzi §rodszpikowych, $rub i plytek, a nawet protez stawdw [117]. Stal nierdzewna
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posiada kilka pozadanych wlasciwosci. Materiat ten jest trwaty, plastyczny, a przez to
stosunkowo tatwy w obrobce. Jest rowniez nietoksyczny i biokompatybilny, poniewaz nie
wywotuje niepozadanych reakcji ze strony sasiadujacych tkanek. Technologia jej produkcji
(wytapianie, odlewanie i1 kucie) oraz przetwarzania (walcowanie na zimno, obrobka
skrawaniem i gwintowanie) jest dobrze znana i stosunkowo tania. Produkty koncowe wykonane
ze stali s3 dostgpne w praktycznie nieograniczonych ilosciach za akceptowalng ceng [111].
Chociaz stal 316 L jest wysoce odporna na korozje, jest podatna na pgkanie napr¢zeniowe
i korozje szczelinowa. Pierwsza z nich wynika z dostgpu do chlorkow wystepujacych
w ptynach biologicznych. Drugi z nich wynika z pegknigcia ultracienkiej, ochronnej warstwy
tlenku, ktéra zapewnia pasywacje¢ zewnetrzng powierzchni materiatu. Podatno$¢ na pgkanie
korozyjne napre¢zeniowe wzrasta wraz z ekspozycja na bogate w chlorki $rodowisko
biologiczne. Taka ekspozycja wymaga usunig¢cia implantow ze stali nierdzewnej, gdy tylko
spetnig one swoja funkcje, ograniczajac tym samym materiat do zastosowan w procedurach

leczenia chirurgicznego [117].

2.2.1.2. Tytan i jego stopy

Tytan 1 jego stopy sa znane od konca XVIII wieku. Tytan, wykorzystywany do
produkcji kilku stopow charakteryzujacych si¢ stosunkowo wysoka twardoscia i odpornoscia
na korozje¢, znalazt swoje pierwsze zastosowanie medyczne w latach czterdziestych ubieglego
wieku w dziedzinie implantéw dentystycznych. Stopy te byly réwniez wykorzystywane
w ortopedii ze wzgledu na pozadane wlasciwosci mechaniczne i zdolno$¢ do osteointegracji,
definiowanej jako zdolno$¢ do wigzania si¢ z sgsiednig koscia, poprawy stabilno$ci implantu
1 zmniejszenia ryzyka obluzowania implantu [118,119]. Ponadto wysoka odpornos$¢ na korozje
umozliwila przyjecie implantu przez kilka dziesiecioleci bez widocznego podraznienia tkanek
lub skutkow toksycznosci [120]. Niska gesto$¢, wysoka wytrzymato$¢ i wysoka odpornos¢ na
korozje¢ predysponuja ten metal do produkcji implantow chirurgicznych, zwtaszcza w postaci
beta-alotropowej i stopowej z molibdenem, wanadem, niobem, tantalem i cyrkonem. Obecnie
stopy tytanu sg szeroko stosowane do produkcji implantéw urazowych i ortopedycznych ze
wzgledu na zwigkszona biokompatybilnos¢, brak toksyczno$ci, osteointegracje, wysoki
stosunek wytrzymato$ci na rozcigganie do gestosci i odpornos¢ na korozj¢. Najpopularniejszym
stopem tytanu stosowanym do produkcji implantéw jest stop z domieszka aluminium i wanadu
(Ti6Al4V) [114,121,122]. Jednak nowo zaprojektowane stopy, w tym TiNbZrTaSiFe [123],
TiMoFe [124] 1 TiMoNbZr [125], charakteryzuja si¢ zmodyfikowanymi lub ulepszonymi
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wlasciwosciami mechanicznymi i staly si¢ alternatywa dla tradycyjnie stosowanych stopow.
Stopy tytanu nowej generacji wykazuja wigksza elastyczno$¢ (np. modut Younga ok. 50-65
GPa), ktora jest podobna do kosci, co predysponuje je jako bardziej odpowiedni materiat do
celow ortopedycznych. Aby wytwarza¢ skomplikowane komponenty z tych nowych stopow,
coraz czedciej badano nowe metody, w tym metodologi¢ spersonalizowanego,
zaprojektowanego komputerowo '"drukowania" implantow 3D przy uzyciu technologii
spiekania wigzka laserowg [126]. Ogromny potencjatl tej metody nie zostal powszechnie
przyjety na duza skalg. Obecnie praktycznie kazdy rodzaj implantu ortopedycznego ma
tytanowy "wariant", w tym S$ruby, ptytki, gwozdzie $rodszpikowe i prety, stabilizatory
zewngtrzne i1 protezy stawow. Poniewaz tytan nie jest dielektrykiem i nie zwigksza temperatury
pod wptywem zmiennych p6l magnetycznych, jest idealny jako implant, poniewaz nie zakloca
réwniez obrazowania metoda rezonansu magnetycznego [127]. Ta istotna zaleta tytanu
zdominowata zastosowanie tego materiatu w traumatologii i endoprotezoplastyce stawdéw oraz
praktycznie zmonopolizowata rynek implantow stosowanych w chirurgii kregostupa [122,128].
Ponadto jego elastycznos$¢ jest znacznie bardziej porownywalna z zywa kos$cia niz ze stala.
Podobne wtlasciwosci implantu 1 koSci pozwalaja unikng¢ niepozadanych sktadowych
odksztatcenia i przecigzenia na styku ko$¢-implant, zmniejszajac w ten sposob ryzyko utraty

lub ztamania okotoprotezowego [129].

2.2.2. Biomaterialy ceramiczne

2.2.2.1. Tlenek glinu oraz tlenek cyrkonu

Tlenek glinu (ALO3) oraz tlenek cyrkonu (ZrOz) to dwa najwazniejsze tlenki
ceramiczne do celow biomedycznych, ktére sa wykorzystywane do naprawy uszkodzonych
tkanek kostnych i stawow oraz ich wymiany, jak w przypadku catkowitej artroplastyki stawu
biodrowego i kolanowego, ze wzgledu na ich doskonala odporno$¢ na zuzycie
i biokompatybilnos$¢. Sg to materialy obojetne, ale moga by¢ stosowane w polaczeniu z innymi
materiatami, takimi jak biodegradowalne polimery, w celu dostarczania lekéw i1 promowania
regeneracji tkanek. Biokompatybilno$¢ tych materiatow jest zwigzana ze stabilno$cig
chemiczng sieci krystalicznej, symetrycznym tréjwymiarowym uktadem strukturalnym jonoéw
sktadowych wewnatrz krystalicznego ciata stalego, co zapewnia tlenkowi glinu i tlenkowi
cyrkonu wysoka odporno$¢ na korozje i niezawodne zachowanie in vivo. Wolne rodniki

hydroksylowe (-OH) sa powszechnie spotykane na powierzchniach implantow wykonanych
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z tych materiatow, ktore oddzialujg z ptynami ustrojowymi, zapewniajac warstwe smarujaca
wokot implantdw. Wytrzymato$¢ mechaniczna, wytrzymato$¢ zmeczeniowa i krucho$¢ Al,Os3
zaleza od czystosci, wielko$ci i rozmieszczenia jego krysztatow, a takze jego gestosci. Ze
wzgledu na wysoka wytrzymalo$¢ mechaniczng jest on stosowany do produkcji implantow
srodkostnych zarowno w ortopedii, jak 1 chirurgii szczgkowo-twarzowej [130]. Implanty
wykonane z Al,Os; tacza w sobie ma rozmiar ziarna ponizej 4 um i niska chropowatos¢
powierzchni ponizej 0,02 pm, wykazujac doskonate wiasciwosci trybologiczne [131]. Czysty
tlenek cyrkonu ma struktur¢ monokrystaliczng w temperaturze pokojowej i przechodzi
w strukture tetragonalng i szeScienng w wyzszych temperaturach. Aby ustabilizowa¢ siatke
kwadratowej 1 sze$ciennej struktury cyrkonu, dodaje si¢ rozne tlenki, w tym tlenek magnezu
(MgO), tlenek itru (Y203), tlenek wapnia (CaO) i tlenek ceru (Ce203) [132]. Czysty tlenek
cyrkonu wystepuje w trzech gtownych strukturach fazy krystalicznej: sze$ciennej (c),
tetragonalnej (t) 1 jednosko$nej (m). Mikropekniecia w strukturze siatki krystalicznej cyrkonu
sa samoograniczajace, jesli kontrolowana jest transformacja z tetragonalnej do jednoskosne;
struktury krystalicznej. Tlenek cyrkonu wykazuje ponad dwukrotnie wigksza wytrzymatos$¢ niz
polikrystaliczny tlenek glinu, nizszy modut sprezystosci 1 wieksza kruchos¢ [133]. Ogromna
liczba cyrkonowych gtow kosci udowych oraz implantéw dentstycznych zostala wszczepiona

z dobrymi wynikami pod wzglgdem biokompatybilnosci i zachowania mechanicznego [134].

2.2.2.2. Fosforany wapnia

Inna wazna klasa bioceramiki obejmuje ortofosforany wapnia, takie jak hydroksyapatyt
(HAP, Caio(PO4)s(OH)2) i fosforan tréjwapniowy (TCP, Ca3(PO4)2). Ogolnie rzecz biorac,
apatyty sa zwigzkami nieorganicznymi o ogdélnym wzorze Cas(PO4)3X2, gdzie X moga by¢
jonami fluoru (takimi jak fluorapatyty (FAp)), jonami chlorkowymi (chloroapatyty (ClAp)) lub
jonami hydroksylowymi (hydrokslyapatyty (OHAp)). Jak opisano w rozdziale I,
Hydroksyapatyt jest gtownym strukturalnym skladnikiem mineralnym ko$ci i zebow 1 ma
zazwyczaj niska krystalicznos$¢. Sklad stechiometryczny sktada si¢ z 39,68% Ca 1 18,45% P.
Wraz ze wzrostem stosunku Ca:P zwigksza si¢ odpornos¢, osiagajac maksymalng warto$¢ dla
stosunku ~1,67, a po tej warto$ci zmniejsza si¢ [135,137]. Substancja kostna, cho¢ podobna do
hydroksyapatytu, zawiera sod, chlor i magnez oraz inne dodatkowe jednostki jonowe i jest
stabilna przy pH 9-12. Kluczowa wlasciwoscia hydroksyapatytu jest jego wysoka
biokompatybilnos¢, co sprzyja osteointegracji i czyni go jednym z najbardziej odpowiednich

materialdow do zastosowan zwigzanych z naprawg i wymiang kos$ci. Z tych samych powodow
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hydroksyapatyt jest powszechnie wybierany jako optymalny materiat na implanty
dentystyczne. Co wigcej, zaleta tego materiatu jest jego zdolno$¢ do wbudowywania réznych
substancji chemicznych i stopniowego przypisywania ich do mikro$rodowiska. Moze by¢
stosowany jako platforma dostarczania lekow do uwalniania $rodkow terapeutycznych
w kontrolowanym okresie. Ponadto, promuje syntez¢ kosci i regeneracj¢ tkanki kostnej. Jego
gldwng wada jest stosunkowo niska wytrzymato$¢ mechaniczna [137]. Wytrzymato$¢ maleje
wyktadniczo wraz ze wzrostem porowatosci. Modut Weibulla nalezy do zakresu warto$ci 5-18,
co wskazuje, ze hydroksyapatyt zachowuje si¢ jak typowa krucha ceramika, a modut Younga
waha si¢ migdzy 35-120 MPa. Niska wytrzymalo$¢ w potaczeniu z podatnosciag na powolny
wzrost peknig¢ (szczegdlnie w warunkach wilgotnych), potwierdzaja niska niezawodnos¢
gestych implantow hydroksyapatytowych [138]. Wraz ze wzrostem porowatos$ci, odpornos¢ na
pekanie spada. Na uwage zastuguje fakt, Ze porowata ceramika hydroksyapatytowa jest mniej
odporna na zmegczenie niz gesty hydroksyapatyt. Wlasciwosci mechaniczne mozna
modyfikowaé poprzez zmiang procentowej zawartosci sktadnikéw lub wielkosci ziarna fazy
statej [139]. Porowata ceramika hydroksyapatytowa byta szeroko stosowana jako substytut
kos$ci, poniewaz porowaty hydroksyapatyt umozliwia kontakt z ko$cia, a pory zapewniaja
stabilng matryce do przylaczania komorek i czynnikéw osteogennych. Tkanka kostna rozwija
si¢ w porach, zwigkszajac wytrzymatos¢ implantu. Zwykla metoda przygotowania porowate;
ceramiki hydroksyapatytowej (wielko$¢ porow 100-600 um) jest proces spiekania proszkoéw
z odpowiednimi dodatkami, takimi jak parafina, naftalen i nadtlenek wodoru, ktore
umozliwiaja tworzenie poréw poprzez gazy uwalniane w podwyzszonej temperaturze
[140,141].

Fosforan trojwapniowy ma kilka zastosowan, takich jak chirurgia szczgkowo-
twarzowa, otolaryngologia, protezy ortopedyczne, neurochirurgia (chirurgia rdzenia
kregowego), implanty dentystyczne, urzadzenia przezskorne, terapia przyzebia i przyrost
wyrostka zebodolowego [142,143]. Zachowanie biochemiczne fosforanéw wapnia
wchodzacych w interakcje z ptynami ustrojowymi zalezy od zmian temperatury i pH.
W rzeczywisto$ci niezhydratyzowane fazy fosforanu wapnia w $rodowisku o wysokiej
temperaturze oddzialuja z plynami ustrojowymi w temperaturze 37 °C, tworzac
hydroksyapatyt, ktory ujawnia si¢ na odstoni¢tych powierzchniach fosforanu trojwapniowego
[144,144]. Jednak cementy wapniowo-fosforanowe majg pewne wady, gtéwnie zwigzane sg ze
stabymi wlasciwos$ciami mechanicznymi, ktére posiadaja ograniczone lub zadne zastosowanie

w odniesieniu do czystych materiatéw ceramicznych [146,147].
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2.2.3. Biomaterialy polimerowe

2.2.3.1. Polietylen o ultrawysokiej masie czgsteczkowej (UHMWPE)

Polietylen (PE; (C2H4)n) jest obecnie najczegsciej stosowanym tworzywem sztucznym
na $§wiecie. Jest to liniowy homopolimer skladajacy si¢ z wodoru i wegla. Jest to wytrzymaty,
odporny na $cieranie i korozj¢, oboj¢tny biologicznie, samosmarujacy, sliski i potkrystaliczny
polimer. Charakteryzuje si¢ rowniez gestoscig 0,93 g/cm?, granicag plastycznosci 20 MPa
imodutem Younga 700 GPa [148]. Nie jest to jednak polimer odpowiedni do celow
ortopedycznych ze wzgledu na ich nieodpowiednie wiasciwosci fizyczne. W zwigzku z tym
rozpoczeto prace nad modyfikacja PE w celu poprawy twardosci i wytrzymatos$ci na
rozcigganie przy jednoczesnym zmniejszeniu elastycznosci. W wyniku tych prac
zsyntetyzowano polietylen o ultrawysokiej masie czasteczkowej (UHMWPE), ktorego
tancuchy sktadaja si¢ z 200 000 monomeréw na czasteczke (HDPE tylko okoto 1 700) i masie
czasteczkowej od 2 do 6 milionow graméw (HDPE: 0,05-0,25) [149,150,151]. UHMWPE jest
predysponowany do produkcji panewek stawu biodrowego i wktadek protez kolanowych,
a takze sztucznych dyskow migdzykregowych a takze sztucznych w $ciggien czy wigzadel ze
wzgledu na dobry stosunek wytrzymalosci do masy, niska absorpcje wilgoci, wyjatkowo
wysoka odpornos¢ na $cieranie dzigki wysokiemu stopniu polimeryzacji [152]. Co wiece],
UHMWPE jest okoto 15 razy bardziej odporny na $cieranie niz stal i ma nizszy wspotczynnik
tarcia. Jego produkcja jest rowniez prosta i tania. Nalezy zauwazy¢, ze pozadane wlasciwosci
fizyczne UHMWPE, w tym odporno$¢ na obcigzenia rozciggajace 1 naprezenia §cinajace, sa
zwigzane z bardzo dlugimi lancuchami 1 ich przycigganiem miedzyczasteczkowym

indukowanym przez sity Van der Waalsa [151].

2.2.3.2. Polieteroeteroketon (PEEK)

Pod koniec lat 90. PEEK stat si¢ wiodacym, wysokowydajnym tworzywem
termoplastycznym, ktdre moze zastapi¢ metalowe elementy implantow, zwlaszcza w ortopedii
[153,154] i traumatologii [155,156]. Istotng przewaga tego materiatu jest wysoka odporno$¢ na
symulowang degradacje¢ in vivo, w tym uszkodzenia spowodowane ekspozycja na lipidy.
W literaturze pojawiaja si¢ liczne badania dokumentujagce pomys$lne wyniki kliniczne
polimeréw PEEK w zastosowaniach ortopedycznych i chirurgii kregostupa [157,158,159
,160,161]. Badania dotyczace biotribologii wykazaly rowniez dobre wtasciwosci kompozytow
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PEEK jako materialow lozyskowych i elastycznych implantow stosowanych w artroplastyce
stawow [162,163]. Ze wzgledu na zainteresowanie dalszg poprawa mocowania implantow,
badania biomateriatéw PEEK skupity si¢ rowniez na kompatybilno$ci polimeru z materiatami
bioaktywnymi, w tym hydroksyapatytem (HAP), =zaré6wno jako wypeliaczem
kompozytowym, jak i powloka powierzchniowa [164,165,166,167]. W wyniku trwajacych
badan nad biomateriatami, PEEK i pokrewne kompozyty moga by¢ obecnie projektowane
z szerokim zakresem wlasciwosci fizycznych, mechanicznych 1 powierzchniowych,
w zaleznosci od zastosowania implantu. PEEK dobrze odpowiada koncepcyjnemu modelowi
dwufazowego polimeru potkrystalicznego, sktadajacego si¢ z fazy amorficznej i fazy
krystalicznej. Podobnie jak w przypadku wielu polimerow poétkrystalicznych, w tym
polietylenu o ultrawysokiej masie czasteczkowej (UHMWPE), zawarto$¢ krystaliczna PEEK
zmienia si¢ w zalezno$ci od historii przetwarzania termicznego. Krystaliczna zawarto$¢
formowanego wtryskowo PEEK w implantach wynosi zazwyczaj od 30% do 35%, jednak
w przypadku tego materialu mozna napotkac szerszy zakres (0-40%), w zalezno$ci od sposobu
jego przetworzenia [168,169]. W przesziosci wskazywano na jego staba wytrzymatos¢
zmeczeniowa [170], co stanowi istotng wade tego materiatu, jednak w ostatnich latach

prowadzono prace nad rozwigzaniem tego problemu [171].

2.2.3.4. Polimery biodegradowalne

Coraz czgéciej jako materialy przypominajace organiczny skladnik macierzy
zewnatrzkomorkowej stosowane sa degradowalne i resorbowalne polimery, ktore naleza do
rodziny alifatycznych poliestrow, a mianowicie poliglikolidu, polilaktydéw, polikaprolaktonu
i ich kopolimerow. Gloéwnag zaleta tych materiatow jest to, ze ulegaja one degradacji
hydrolitycznej, powodujac rozpad tancucha polimerowego i uwalnianie zwigzkow naturalnie

wystepujacych w organizmie, ktore sg ostatecznie metabolizowane [172,173].

2.2.3.4.1. Polikaprolakton (PCL)

W klasie materiatéw syntetycznych, polikaprolakton (PCL) przyciagnat ostatnio wiele
uwagi do zastosowan biomedycznych, w tym inzynierii tkanki kostnej [174,175,176].
Polikaprolakton nalezy do biodegradowalnych poliestréw (inne to PGA, PLLA). Jest to
potkrystaliczny polimer alifatyczny o temperaturze topnienia w zakresie od 59 do 64 °C
i temperaturze zeszklenia -60 °C. W zwigzku z tym w temperaturze fizjologiczne;j

potkrystaliczny PCL osiaga stan gumy, co skutkuje jego wysoka wytrzymatoscia [177]
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i doskonatymi wlasciwo$ciami mechanicznymi (wysoka wytrzymato$¢, elastycznosé
w zaleznos$ci od masy czasteczkowej). Jest nietoksyczny i kompatybilny z tkankami, dlatego
jest szeroko stosowany jako resorbowalne szwy, jako rusztowania w terapii regeneracyjnej i do
dostarczania lekow. PCL wykazuje dluzszy czas degradacji (2-3 lata) i jest rozktadany przez
mikroorganizmy lub przez hydrolize¢ jego alifatycznego wigzania estrowego w warunkach
fizjologicznych [179]. Ze wzgledu na obecno$¢ pieciu hydrofobowych ugrupowan -CH»
w powtarzajacych si¢ jednostkach, PCL ulega degradacji najwolniej ze wszystkich poliestrow.
Matryce nanowldkien wykonane z poliestrow charakteryzuja si¢ szybkos$cia erozji,
odpowiednio: PGA > PLGA > PLLA > PCL [180,181]. PCL bardzo czgsto stosowany jest do
wytwarzania implantdw w postaci rusztowan kostnych drukowanych 3D. Ze wzgledu na stabe
wlasciwosci biologiczne popularne stalo si¢ wytwarzanie kompozytow PCL/HAP celu

uzyskania zwickszenia odpowiedzi komoérkowej i regeneracji kosci [181,182].

2.2.3.4.2. Kwas L-polimlekowy (PLLA)

Kwas L-polimlekowy roéwniez cieszy si¢ zainteresowaniem w inzynierii tkankowej jako
materiat do wytwarzania czystych lub kompozytowych rusztowan kostnych o wysokiej
skuteczno$ci w zakresie regeneracji tkanek [182,183,184]. PLLA jest homopolimerem
z rodziny PLA, ktora obejmuje rowniez homopolimer PDLA i kopolimer PDLLA (Rysunek 1)
[185]. Ze wzgledu na nietoksyczno$¢ oraz doskonale wiasciwosci fizyczne 1 mechaniczne,
atrakcyjne wlasciwosci tej rodziny zmotywowaty naukowcéw do skoncentrowania badan na
tych polimerach [186]. W oparciu o swoje wlasciwosci kompozycyjne i strukturalne, PLA jest
termoplastycznym poliestrem alifatycznym. Moze zawiera¢ formy stereochemiczne, ktore
nadaja materiatlom okreslone wlasciwosci. Na przyklad PLLA i PDLA s3 polimerami
semikrystalicznymi, podczas gdy PDLLA jest zwykle amorficzny [187]. PLLA reprezentuje
wigkszo$¢ komercyjnych gatunkéw PLA. Sa to przyjazne dla S$rodowiska polimery
otrzymywane w 100% z zasobow naturalnych, takich jak skrobia kukurydziana i trzcina
cukrowa [188]. PLLA sktada si¢ z cyklicznego dimeru laktydu LL- i ma strukturg krystaliczna
migdzy 30 a 40% [189], ktéra moze mie¢ kilka form (a, o', B 1 y). Forma a jest najbardziej
stabilna ze wzgledu na pseudo-ortomorficzng komorke elementarng, z tancuchem (10/3)
przyjmujacym konformacj¢ helikalng [188]. W rezultacie nie ma symetrii z kazdej strony, co
prowadzi do znieksztalcenia upakowania tancucha w sieci krystalicznej i1 stabilno$ci
energetycznej utozonych tancuchéw [190]. PLLA jest polimerem zatwierdzonym przez FDA,
znanym z niskiej toksyczno$ci w poréwnaniu do innych polimeréw syntetycznych [185].

Dziatanie przeciwinfekcyjne PLLA zostalo potwierdzone w eksperymentach in vivo i in vitro,
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utatwiajac regeneracje¢ zainfekowanej tkanki [191,192]. Jedna ze znaczacych zalet PLLA,
w odniesieniu do innych biopolimeréw jest zapewnienie odpowiednich wlasciwosci
mechanicznych podczas dlugotrwatych proceséw regeneracyjnych [184]. Badacze zglaszali
jednak pewne watpliwosci dotyczace hydrofobowej powierzchni tego polimeru, ktéra moze
zagraza¢ jego biokompatybilnosci, poniewaz wplywa na ilo§¢ wchianianych bialek i adhezje
komorek [184,194,195]. Innym kluczowym parametrem, ktory nalezy wzia¢ pod uwage przy
okreslaniu wtasciwosci biologicznych tego materiatu, sg jego produkty uboczne biodegradacji,
ktéore moga powodowaé miejscowa lub ogoélnoustrojowa toksyczno$¢ po implantacji
[184,193,196]. Podczas degradacji PLLA poprzez hydrolizg, polimer tworzy kwas mlekowy
jako produkt uboczny, zwykle obecny w organizmie i wydalany w postaci wody 1 dwutlenku
wegla [185]. Optymalna szybkos$¢ degradacji podtoza 3D powinna odpowiadaé szybkosci
odktadania si¢ macierzy pozakomorkowej w okreslonej tkance [197]. Kinetyka degradacji
PLLA zalezy od jego krystaliczno$ci, odksztatcenia i mikrostruktury, ktére nastgpuja po jego
rozmieszczeniu [198]. Nizsza krystaliczno$¢ 1 wyzsze odksztalcenia prowadza do szybszej
degradacji. PLLA jest opisywany jako resorbowalny polimer syntetyczny o powolnej kinetyce
degradacji. Cecha ta wynika z dodatkowej grupy metylowej, co prowadzi do zwigkszone;j
hydrofobowosci 1 stabilno$ci przed hydroliza [199]. Czas degradacji PLLA wynosi
odpowiednio okoto 40 i 30 tygodni in vitro [200] i in vivo [201].
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2.3. Modyfikacja powierzchni implantow powlokami hydroksyapatytowymi

Jak wczesniej wspomniano implanty muszg charakteryzowac si¢ biokompatybilnos$cia,
wysoka wytrzymato$¢ mechaniczng, odpornosciag na korozj¢ 1 zuzycie, hydrofilowoscig oraz
osteointegracjg. Osteointegracja to "bezposredni - na poziomie mikroskopii §wietlnej - kontakt
migdzy zywa koscig a przenoszacym obcigzenia implantem kostnym" [202]. Osteointegracja
obejmuje gtéwnie kilka kluczowych punktéw opisanych jako:

— stabilno$¢ protezy pod skutecznym obcigzeniem,

— przyleganie ko$ci do implantu kostnego,

— brak wzglednego ruchu sasiadujacych tkanek,

— brak wzglednego ruchu migdzy sgsiednimi tkankami a implantem w warunkach

obciazenia,

— morfologia implantu kostnego rozpoznawana jako typowy skladnik ko$ci na

poziomie mikroskopowym [203].

W zwigzku z tym podstawowym wymogiem trwalego implantu kostnego jest silniejsze
wigzanie implantu z otaczajaca ko$cig gospodarza, co zmniejsza ryzyko osteolizy. Parametry
takie jak chropowato$¢ powierzchni, ilo§¢ i1 rodzaj wydzielanych jonow, zwilzalnos¢,
fizykochemia powierzchni sa niezbedne dla uzyskania dobrej osteointegracji implantow.
Zatem, w celu uzyskania biokompatybilno$ci, osteointegracji i wytrzymatosci mechanicznej,
stosowane s3 modyfikacje powierzchni implantow przy uzyciu réznych materiatow
bioaktywnych [204].

Szczegdlne zainteresowanie wsrod naukowcow, jak rowniez w przemysle budzi
modyfikacja powierzchni implantéw powlokami hydroksyapatytowymi. Istnieje wiele metod
modyfikacji powierzchni implantéw jak np. chemiczne osadzanie z fazy gazowej (CVD, z ang.
Cheical Vapour Deposition), fizyczne osadzanie z fazy gazowej (PVD, z ang. Phisical Vapour
Deposition), natryskiwanie plazmowe (PTD, z ang. Plasma Diffusion Treatment), osadzanie
laserem impulsowym (PLD, z ang. Pulsed Laser Deposition), metoda zol-zel (ang. sol-gel
method), metoda elektroforetycznego osadzania (EPD, ang. electrophoretic deposition),
metoda zanurzeniowa (ang. dip coating), spin coating, metoda ultradzwickowa (ang. ultrasonic
coating). Modyfikacja powierzchni pozwala na uzyskanie materialdow kompozytowych
o pozadanych wlasciwosciach, np. polaczenie implantow metalicznych z powlokami
hydroksyapatytowymi moze przezwyci¢zy¢ wady, takie jak staba wytrzymato§¢ mechaniczna,

krucho$¢, staba adhezja komorek, tym samym zyskujac pozadane wlasciwosci — biozgodnosé,
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porowato$¢ odpowiednia dla wzrostu kosci oraz wysoka wytrzymato$¢ mechaniczna [205,206].
Nadanie odpowiedniej chropowatos$ci oraz zwilzalnosci powierzchni ma szczegdlnie istotne
znaczenie w przypadku implantow polimerowych. Osadzenie powtok hydroksyapatytowych na
implantach polimerowych moze obniza¢ kat zwilzania powierzchni, niejednokrotnie
zmieniajac przy tym wilasciwosci powierzchni z hydrofobowych na hydrofilowe, co sprzyja
adhezji komorek. Ponadto, nadanie mikro- lub nanostruktury powierzchni sprzyja mocowaniu
implantu w tkankach. Oprocz tego jony wapnia (Ca?"), ktore mogg by¢ uwalniane z powtok
hydroksyapatytowych stanowia wewnatrzkomérkowy przekaznik, ktory kontroluje kilka
proceséw komorkowych, takich jak proliferacja komorek, transkrypcja genéw i skurcz migéni.
Sygnaty Ca** obejmujg szereg mechanizmow homeostatycznych i sensorycznych. Sygnaly te
moga indukowac¢ ekspresje genow, ktore sa zwigzane z proliferacjg komoérek [207]. Co wiecej,
w przypadku polimeréw biodegradowalnych moze niwelowac efekt zakwaszania tkanek

w czasie degradacji materiatu [207].

2.3.1. Natryskiwanie plazmowe

W technikach natryskiwania plazmowego material wejsciowy moze mie¢ postaé
proszku, roztworu prekursora lub cieklej zawiesiny, ktory jest wtryskiwany bezposrednio do
ptomienia plazmowego. Materiat uwigziony w strumieniu plazmy jest podgrzewany i topiony
(czesciowo lub catkowicie). Krople materiatu powlekajacego, ktére uderzaja w podloze,
przywieraja do niego i zestalajg si¢, tworzac powtoke [208]. Jednakze natryskiwanie plazmowe
ma ograniczenia zwigzane z wysoka szybko$cig krzepnigcia materiatu powlekajacego
itworzeniem si¢ fazy amorficznej, a takze pojawianiem si¢ pgknig¢ lub problemow
z wigzaniem miedzy warstwag HAP a tytanem [209,210]. Ponadto zaobserwowano problemy
takie jak tworzenie si¢ pustych przestrzeni migdzy tytanem a amorficzng powtoka fosforanu

wapnia, co prowadzi do szybkiej kolonizacji bakterii 1 ulatwia infekcje¢ [209,211].

2.3.2. Metoda osadzania elektroforetycznego

Osadzanie elektroforetyczne (EPD) spotkato si¢ z duzym zainteresowaniem ze wzgledu
na jego zalety w przypadku warstw i powtok ceramicznych, a takze laminarnych kompozytow
ceramicznych [212,213]. Fascynacja ta3 metoda wynika rowniez z jej prostoty, niskich kosztow
sprzetu i mozliwo$ci formowania powlok o ztozonym ksztatcie [214]. W latach 90. XX wieku

odkryto potencjat tej metody w zastosowaniach biomedycznych [215,216]. Dobra kontrolg
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morfologii powtoki mozna uzyskac poprzez dostosowanie warunkow osadzania oraz wielkosci
1 ksztattu proszku ceramicznego [218]. Oprocz tych zalet, powloki ceramiczne na podlozach
metalicznych stwarzaja problemy, takie jak niska przyczepnos$¢, pojawianie si¢ peknigé na
powierzchniach powtok w wyniku skurczu po procesie suszenia i spiekania powlok [218,219].
Proces spiekania poprawia wigzanie i zagg¢szczenie powtok, ale rowniez sprzyja dekompozycji
hydroksyapatytu. Dekompozycja hydroksyapatytu zawartego w powloce jest niepozadana,
poniewaz prowadzi do przy$pieszenia rozpuszczania powtoki in vivo [220]. Podobne problemy
zaobserwowano stosujagc metode zanurzeniowa do uzyskania powloki hydroksyapatytowe;j
[215,230]. Ciekawa alternatywa metody EPD jest metoda opisana przez T. Kokubo
1 wspotautorow [221], rozwigzanie to polega na uzyskaniu dodatnio naladowanej powierzchni
poprzez absorpcje grup kwasowych w wyniku mieszanej obrobki kwasem H>SO4+/HCI oraz
przez tworzenie dodatnio natadowanej warstwy TiO2 na powierzchni Ti w wyniku pozniejszej
obrobki cieplnej. Zbadano zdolnos$¢ do hydrotermalnego tworzenia HAP na powierzchni tytanu
poddanej r6znej obrobcee cieplnej 1 kwasowej. Wyniki wskazuja, ze modyfikacja powierzchni
w kwasie i temperaturze 650°C byta najskuteczniejsza metoda indukujaca tworzenie dobre;j

jakosci powlok HAP podczas syntezy hydrotermalnej [221,222].

2.3.2. Metoda zol-zel

Metoda zol-zel stuzy gtownie do otrzymywania materialow, w szczegdlno$ci
nanomateriatlow 1 obejmuje wytwarzanie zolu z jego zelowaniem poprzez odparowanie
rozpuszczalnika [223,224,225,226,227]. Metoda ta umozliwia uzyskanie rownomiernego
rozkladu elementéw uktadow wielosktadnikowych na powierzchni réznych ciat statych. Do
osadzania powtoki HAP metoda zol-zel mozna zastosowac kilka metod, z ktorych najbardziej
powszechne to powlekanie zanurzeniowe i wirowe ,,spin coating”. W metodzie powlekania
zanurzeniowego podtoze jest zanurzane i wyciagane pionowo ze stala predkoscia z pozadanego
zolu powlekajacego [228]. W niektérych badaniach po zanurzeniu wprowadzono mieszanie
w celu uzyskania jednorodnos$ci w calej objetosci zolu [229]. Predkos¢ wyciggania podtoza
z zolu, lepkos$¢ zolu, czas zanurzenia oraz liczba zanurzen sg czynnikami kontrolujgcymi
grubos$¢ powloki [228,230]. W powlekaniu wirowym krople zolu sag dozowane na powierzchnig
podtoza, a nastepnie podtoze jest wirowane z duza predkoscig. Gotowa powtoka zwykle zostaje
wypalona w piecu. Lepko$¢ zolu, predko$¢ wirowania i1 napigcie powierzchniowe sg
parametrami kontrolujacymi grubos$¢ powtoki [231]. Zwykle powlekanie zanurzeniowe jest

stosowane do powlekania zlozonych ksztaltow, podczas gdy powlekanie wirowe jest
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preferowane w przypadku ptaskich powierzchni [232]. Jednak powtoki HAP uzyskiwane na
drodze metody zol-zel zwykle sa amorficzne lub stabo krystaliczne [233], podczas gdy
preferowane sa wysoce krystaliczne powtoki HAP, Xue et al. [234] zilustrowali znaczenie
wysokiej krystaliczno$ci w redukcji rozpuszczania in vivo powtok HAP. Zauwazono rowniez,

ze wyzsza zawarto$¢ krystalicznego HAP zwigksza sile¢ adhezji migdzy HAP a podtozem [235].

2.3.3. Metoda ultradzwi¢kowa

Zastosowanie ultradzwigkow do reakcji i procesow chemicznych nazywane jest
sonochemia. Sonochemia moze by¢ kojarzona z synteza nanoczastek, czy wytwarzaniem
katalizatorow [236]. Ponadto ultradzwigki moga by¢ kojarzone z zaawansowanymi procesami
mycia powierzchni w szczegélnosci w odniesieniu do mycia trudnodostgpnych powierzchni
materialdw porowatych. Jednakze ultradzwicki moga by¢ réwniez wykorzystywane do
osadzania nanomaterialow na roznego rodzaju powierzchniach. Pierwsze prace dotyczace
osadzania nanomateriatdw (metali, tlenkéw metali, poOlprzewodnikow) na podlozach
ceramicznych z zastosowaniem metody sonochemicznej [237,238] byty realizowane pod
koordynacja Aharona Gedankena pod koniec lat 90. Rozwigzanie te dotyczylo osadzania
nanoczastek bezposrednio podczas syntezy sonochemicznej. Inne rozwigzanie dotyczace
osadzania nanoczastek przy pomocy ultradzwigkow opracowano w Laboratorium Nanostruktur
Instytutu Wysockich Cisnien Polskiej Akademii Nauk [239]. Wspomniana metoda dotyczy
osadzania powtok z zawiesiny nanoczastek hydroksyapatytu, gdzie udziat wagowy nanoczastek
hydroksyapatytu wynosi 0,01% do 2%, a temperatura prowadzenia procesu nie przekracza
100°C, korzystnie nie przekracza 40°C. Niska temperatura procesu osadzania oraz brak
koniecznos$ci wygrzewania powtoki stanowi istotng przewage nad innymi metodami osadzania
powlok. Gruboscia powtok uzyskanych ta metoda mozna sterowaé w zakresie 50 — 1000 nm,
korzystnie od 50 nm do 300 nm [239].

Zasada dziatania ultradzwickowego osadzania powlok sktadajacych si¢ z nanoczastek
(Rysunek 2) polega na dostarczeniu energii fal ultradzwigkowych do zawiesiny nanoczastek
w ktorej zanurzony jest obiekt, na ktérym osadzana bedzie powtoka. Fale ultradzwigkowe
dostarczone do zawiesiny powoduja powstawanie pecherzy kawitacyjnych na zarodkach
nukleacji, ktéore moga wystepowaé w postaci czastek statych, artefaktow powierzchni
materialdow, molekut czy zawirowan kwantowych [240,241]. W przypadku zawiesiny
nanoczastek zarodkow nukleacji w postaci czastek statych jest bardzo wiele. Wytworzenie pola

ultradzwickowego w zawiesinie nanoczastek prowadzi do powstawania cykli podwyzszonego
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(kompresja) 1 obnizonego (refrakcja) ci$nienia akustycznego. Zgodnie z cyklem zmiennego
ci$nienia pgcherze kawitacyjne kurczg si¢ w fazie podwyzszonego ci$nienia i rozkurczajg oraz
rosng w fazie obnizonego ci$nienia, az do momentu osiaggni¢cia wielko$ci krytycznej pecherza
— woweczas nastepuje gwaltowna i egzoenergetyczna implozja [240,242]. W wodzie pecherzyk
osigga wielkos$¢ krytyczng w granicach 170 pm dla czgstotliwosci 20 kHz [243]. Skutkiem
gwaltownej implozji jest powstanie obszarow zwanymi z ang. ,hot spot”. Obszary te
charakteryzuja si¢ wysoka temperaturg do 5000K oraz cisnieniem do 1000 bar [244,245].
Natomiast szybko$¢ zapadania pecherza kawitacyjnego moze osigga¢ predkos¢ nawet do 1000
m/s, co jest przyczyna powstawania intensywnych fal uderzeniowych [246]. W przypadku
wytworzenia kawitacji akustycznej w poblizu powierzchni ciat statych obserwuje sie
powstawanie zjawiska kawitacji asymetrycznej z ang. ,,microjet” [244,247,248]. W tym
przypadku rowniez obserwuje si¢ obszary w postaci ,.hot spot” wytworzonych na skutek
implozji microjet-6w. Tego rodzaju pecherze zapadaja si¢ z predkoscia ok 100 m/s w kierunku
powierzchni materialu [249,250] i moga powodowac przytwierdzenie do niej nanoczastek
napotkanych na drodze strumienia wytworzonego na skutek implozji. Obecno$¢ czastek statych
w cieczy jest dodatkowym czynnikiem wplywajacym na zarodkowanie microjet-6w
[241,244,251,252], co sprzyja procesowi ultradzwigkowego osadzania nanoczastek

hydroksyapatytu na powierzchni implantow.

GLOWICA

PECHERZ IMPOLOZJA MICROJET

POWIERZNIA IMPLANTU

NANOCZASTKI

NANOCZASTKA BRI mesewssurossossessisnmiomsessrsssisissss sttt s snsisis et samms sosms

Rysunek 2. Zasada dziatania ultradzwigkowego osadzania powlok nanoczastek. Opracowanie wlasne na

podstawie [69].
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W pracach [69,239,105,254,255] opisano zastosowanie metody ultradzwiekowej do
osadzenia powtok hydroksyapatytowych. W publikacji Rogowskiej-Tylman i wspdtautorow
[69] wykazano, ze rozplaszczenie komérek MG-63 sprzyjajace proliferacji bylo znacznie
lepsze probkach PCL na ktore naniesiono powtoki hydroksyapatytowe metoda ultradzwigkowa,
niz na probkach czystego PCL. Ponadto zidentyfikowano wyksztatcenie charakterystycznych
filopodii komoérkowych (Rysunek 3), co potwierdza, ze nanostruktura powierzchni byta

odpowiednia dla rozwoju komoérek MG-63.

Rysunek 3. Kolorowy obraz SEM filopodii komoérki MG-63 (strzatki) na powierzchni pokrytej nHAP
(powigkszenie 50 000x) [69].

Ponadto w racy tej dowiedziono, ze powloka sktadajaca si¢ z nanoczastek hydroksyapatytu

naniesionych ultradzwiekowo sprzyja tworzeniu kos$ci in vivo [69], (Rysunek 4).
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Rysunek 4. Przekroje poprzeczne A) rusztowania PCL, B) rusztowania PCL pokrytego nHAP, C)
rusztowania B-TCP i D) rusztowania B-TCP pokrytego nHAP, gdzie: S - materiat rusztowania; NB - nowa
kos$¢; * - tkanka migkka (barwienie Hem-Eos., powigkszenie 100%). E) i F) Skany p-CT rusztowania PCL
pokrytego nHAP w kosci piszczelowej krolika po 3 miesigcach od implantacji (pasek skali 2 mm) [69].

Z kolei w pracach [105,254] wykazano, ze metoda ultradzwickowa umozliwia osadzanie
powtok na biodegradowalnych widknach elektroprzedzonych, a powloki wytworzone w ten
sposob sprzyjaja adhezji i proliferacji komorek, jak réwniez spowalniaja degradacje materiahu.
Metoda ultradzwigkowa to innowacyjna technologia, rozwijana od 2010 roku, w ktorej
opracowaniu uczestniczyta autorka rozprawy, a pelny zakres mozliwosci oferowany przez te
metode nie jest znany i wymaga dalszych badan. Konieczna jest weryfikacja czy technologia
ta pozwala na powtarzalne osadzanie jednorodnych nano-powlok hydroksyapatytowych,
weryfikacja jaki wptyw ma zastosowanie r6znej wielkos$ci nanoczastek na wtasciwosci powlok
oraz sprawdzenie, czy metoda nadaje si¢ do osadzania nano-powlok na réznego rodzaju

powierzchniach, ksztattach i strukturze implantéw ortopedycznych.
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2.4. Podsumowanie

Jak wynika z przegladu literatury urazy ortopedyczne i inne uszkodzenia uktadu
kostnego sa bardzo powszechne i wymagaja zastosowania zaawansowanych biomateriatéw
w postaci implantdéw. Do wytworzenia implantow ortopedycznych stosowany jest szereg
r6éznych grup materiatéw, od metali, poprzez ceramike, polimery, materiaty biodegradowalne,
po materiaty kompozytowe o skomplikowanej strukturze. Powierzchnia implantu odgrywa
kluczowa role w biologicznej reakcji organizmu na implant. Jest to powierzchnia, ktdra
poczatkowo wchodzi w interakcje z ptynami fizjologicznymi, komoérkami i otaczajacymi
tkankami. Dlatego tez, duza wage przywigzuje si¢ do wiasciwosci chemicznych
1 morfologicznych powierzchni biomaterialow, w celu poprawy biokompatybilno$ci, migracji,
proliferacji i r6znicowania komorek, stabilno$ci mechanicznej i endogennego wrastania tkanek.
Wilasciwosci te sg kluczowe do uzyskania odpowiednich interakceji implantu z tkankami i jego
poprawnego funkcjonowania. Modyfikacja powierzchni implantéw poprzez naktadanie powlok
hydroksyapatytowych stosowana jest w celu wuzyskania pozadanych wlasciwosci,
przyspieszenia przerastania implantu nowa tkanka kostng i dobrej stabilizacji. Jednakze
istniejgce metody osadzania powtok hydroksyapatytowych na implantach ortopedycznych maja
istotne ograniczenia, a mianowicie:

— Nie pozwalaja na zastosowanie pelnego potencjatu nanotechnologii, czyli
wykorzystania efektu rozmiaru nanoczastek, w celu uzyskania pozadanych
wiasciwosci.

— Technologie osadzania powtok na powierzchniach skomplikowanych struktur
komoérkowych drukowanych 3D, czy materiatow widknistych nie sg wystarczajaco
skuteczne 1/lub nie sg wystarczajaco powtarzalne.

— Powtloki osadzane na materiatach wrazliwych na temperaturg nie sa wystarczajacej
jakosci, przez co czesto ulegaja peknigciom i delaminacji.

— Nachwile obecng nie opracowano uniwersalnej metody, ktora pozwala na osadzenie
powlok hydroksyapatytowych na dowolnym materiale.

Uzasadnione jest zatem podejmowanie dalszych wysitkow w kierunku inzynierii

powtok hydroksyapatytowych na implantach ortopedycznych.
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3. Teza i cel pracy

3.1. Teza pracy

Potaczenie  technologii  mikrofalowej hydrotermalnej syntezy nanoczastek
oraz ultradzwickowego nanoszenia powlok otwiera nowe mozliwosci nano-inzynierii
i przelamanie ograniczeh w obecnie stosowanych metodach pokrywania powierzchni
implantow hydroksyapatytem poprzez:

1. Regulacje wielkos$ci nanoczastek w powlokach hydroksyapatytowych, co daje nowe
perspektywy w dziedzinie modyfikacji powierzchni implantow ortopedycznych.

2. Uzyskanie jednorodnych powtok hydroksyapatytowych obecnych zaréwno na
powierzchniach zewnetrznych jak i wewnatrz porowatych struktur 3D oraz materialach
wiloknistych.

3. Osadzanie nano-powlok w niskich temperaturach, co umozliwia modyfikacje
powierzchni materiatéw wrazliwych na temperatur¢ oraz zachowanie wlasciwosci nano-
hydroksyapatytu.

4. Wykorzystanie wszechstronno$ci metody i dobor parametrow osadzania nano-
powtok niezaleznie od rodzaju, ksztattu i struktury modyfikowanego materiatu.

Zatem polaczone technologie pozwalaja na znaczacy postgp w inzynierii nano-powlok
hydroksyapatytowych. Konsolidacja tych metod umozliwia skuteczne osadzanie nano-powtok
hydroksyapatytowych o zaprogramowanej wielko$ci nanoczastek oraz regulowanej grubosci,
rébwnomiernie na powierzchnie materialdbw porowatych, wtoknistych i wykonanych
w technologii 3D, w ekologicznym procesie o niskiej temperaturze, bez stosowania
toksycznych chemikaliow. Wedtug autorki technologia SNC stanie si¢ standardem w zakresie

nanoszenia powlok i warstw na implanty ortopedyczne w nadchodzacych latach.
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Rysunek 5. Laczenie dwoch metod: ultradzwickowego pokrywania oraz mikrofalowej syntezy nanoczastek.

3.2. Cel pracy

Celem pracy jest udowodnienie tezy poprzez wykonanie nastepujacych prac:

— zbudowanie stanowiska do pokrywania ultradzwickowego,

— optymalizacja metody ultradzwickowego osadzania nano-powlok pod katem
wytwarzania powtok hydroksyapatytowych sktadajacych si¢ z nanoczastek o roznej
wielkosci oraz roznorodnosci materiatow stosowanych do wytarzania implantow
ortopedycznych, w tym implantow tytanowych, polimerowych oraz kompozytowych,

— wytworzenie i charakteryzacja nano-powlok hydroksyapatytowych sktadajacych sie
z roznej wielko$ci nanoczastek,

— wykazanie wplywu wielkosci nanoczastek na wlasciwosci nano-powtok,

— Woykazanie biokompatybilnosci opracowanych nano-powtok.
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4. Metody eksperymentalne

4.1. Hydrotermalna synteza mikrofalowa nanoczastek hydroksyapatytu GoHAPmed

Synteza nanoczastek hydroksyapatytu (GoHAPmed) zostala przeprowadzona metoda
hydrotermalnej syntezy mikrofalowej. W procesie syntezy zastosowano dwa etapy: I - stracenie
nanoczastek hydroksyapatytu w roztworze wodnym oraz II — mikrofalowy proces
hydrotermalny. Mikrofalowy proces hydrotermalny to wygrzewanie zawiesiny w zamkni¢tym
naczyniu ogrzewanym mikrofalami, w ci$nieniu wyzszym od atmosferycznego oraz
w temperaturze ponad 100°C. Synteza bazowata na wczesniej publikowanym opracowaniu
[52]. Autorka pracy opracowata procedury syntezy nanohydroksyapatytu GoHAPmed zgodnie
ze standardami normy ISO 13485 System Zarzadzania Jako$cig dla Wyroboéw Medycznych,
potwierdzony certyfikatem numer PL55499H. Proces udoskonalono pod katem doboru
odczynnikow medycznych wysokiej czystosci niezbednych dla produktu do zastosowania
w klinice. Proces zautomatyzowano czg$ciowo poprzez zastosowanie zaawansowanego
reaktora MSS-4 z ramieniem robota (Rysunek 6 (A)). Reaktor MSS-4 zostal opracowany przez
Laboratorium IWC PAN we wspolpracy z Instytutem Technologii Eksploatacji (ITEE)
w Radomiu na potrzeby zwigkszenia i automatyzacji produkcji nanoczastek hydroksyapatytu
(GoHAPmed) oraz certyfikacji wytwarzania tego materiatu jako wyrobu medycznego. Reaktor
MSS-4 posiada 2 komory w ktorych zachodzi wygrzewanie mikrofalowe (Rysunek 6 (B)).
W komorach zamieszczane sg teflonowe naczynia reakcyjne o pojemnosci 300 ml. Do naczyn
teflonowych wlewana jest zawiesina nanoczastek z etapu I, ktéra nastgpie jest wygrzewana
w $cisle kontrolowanej temperaturze, czasie i cisnieniu procesu. Temperatura zostata obliczona
na podstawie réwnowagi para-ciecz dla wody [252]. Po procesie syntezy komory reakcyjne sg
chtodzone za pomocg ptaszcza wodnego w celu szybszego schlodzenia zawiesiny i obniZenia
ci$nienia. Po zakonczonym procesie rami¢ robota zmienia naczynia teflonowe na kolejne
irozpoczyna kolejny proces wygrzewania mikrofalowego wedlug receptury zadanej
w oprogramowaniu komputerowym.

W celu przeprowadzenia stracania nanoczastek hydroksyapatytu wykorzystano 10,346
g wodorotlenku wapnia (Ca(OH),, EMPROVE® ESSENTIAL Ph Eur, BP, USP, JP, FCC, E
526, Merck, Darmstadt, Niemcy) oraz 5,7 ml kwasu ortofosforowego (85% H3POu,
EMPROVE® ESSENTIAL Ph Eur,BP,JPENF,E 338, Merck, Darmstadt, Niemcy).

Wodorotlenek wapnia zawieszono w 450 ml wody dejonizowanej o przewodnosci 0,06 uS
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oczyszczane] w podwojnym systemie dejonizacji (dejonizator HLP 20UV, Hydrolab, Straszyn,
Polska oraz Ultra Toc/UV/UF, Hydrolab, Straszyn, Polska). Kwas wkraplano do mieszajace;j
si¢ z predkosciag 450 rpm zawiesiny wodorotlenku wapnia przy uzyciu biurety cyfrowej (SI
Analytics, Titronic universal, TZ3260, Niemcy). Parametry czasu 1 ci$nienia
wyselekcjonowane dla uzyskania odpowiedniej wielko$ci nanoczastek GoHAPmed zestawiono
w tabeli ponizej (Tabela 1). Nanoczastki hydroksyapatytu GoHAPmed pogrupowano na Typy,
odpowiednio: Typ 1, Typ 2, Typ 3, Typ 4, Typ 5, Typ 6, dla ktorych zastosowano roézne
parametry hydrotermalnej syntezy mikrofalowej. Zastosowana moc generowana przez reaktor
mikrofalowy MSS-4 wynosita 3 kW dla kazdej przeprowadzonej reakcji.
Istota metody syntezy z wykorzystaniem mikrofal w reaktorze MSS 4 jest:
— Mozliwo$¢ precyzyjnej regulacji czasu syntezy. Czas nagrzewania 1 studzenia
zawiesiny nanoczastek jest bardzo krotki.
— Mozliwo$¢ precyzyjnej regulacji cisnienia i temperatury syntezy. Reaktor wyposazony
jest w odpowiednie czujniki i automatyzacje.
Dzigki temu, mozliwa jest precyzyjna regulacja stopnia krystaliczno$ci wytworzonych

nanoczastek HAP oraz ich rozmiaru.

Tabela 1 - Parametry syntezy GoHAPmed - czas syntezy mikrofalowej, ci$nienie, temperatura w komorze

reakcyjnej reaktora MSS-4.

GoHAPmed Czas wygrzewania (s) CisSnienie (MPa) Temperatura (°C)
Typ 1 - - -
Typ 2 55 0,02 115
Typ 3 90 0,03 125
Typ 4 600 0,33 130
Typ 5 600 1 175
Typ 6 1200 5 260
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Rysunek 6. (A) Rysunek reaktora Mikrofalowego MSS-4; (B) Modul komoér procesowych 1a — kompletny
reaktor jednokomorowy (otwarty), 1b kompletny reaktor jednokomorowy (zamknigty), 2 — falowod, 3 —
generator mikrofal (magnetron), 4 — szescioosiowy manipulator uniwersalny URSe, 5 — czteropozycyjny

magazynek, 6 — pojemnik reakcyjny.
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4.2. Ultradzwi¢kowe osadzanie powlok nanoczastek hydroksyapatytu SonoNanoCoating

(SNC)

4.2.1. Budowa stanowiska ultradzwi¢kowego

Autorka proponuje wprowadzenie nazwy SonoNanoCoating SNC dla opracowanej
technologii. W celu zapewnienia odpowiednich warunkéw procesu SonoNanoCoating oraz
powtarzalno$ci osadzania powlok, skladajacych si¢ z nanoczastek hydroksyapatytu
zaprojektowano zbiornik, w ktérym prowadzono proces. Schemat zbiornika przedstawiono na
Rysunek 7. Ze wzgledu na nagrzewanie cieczy pod wplywem dostarczanej energii
ultradzwigkowej, kluczowym elementem zbiornika jest zastosowany plaszcz chtodzacy. Dzigki
temu rozwigzaniu mozliwe jest utrzymanie temperatury procesu na staltym poziomie. Na
podstawie projektu zbiornik zostal wykonany we wspotpracy z ITEE w Radomiu. Zbiornik
skompletowano i zmontowano z pozostatymi elementami stanowiska do ultradzwigkowego

osadzania powlok nanoczastek hydroksyapatytu.

Krociec wejsciowy wody chlodzacej

Wejscie na termopare

Krociec

wyjsciowy

wody chlodzacej

Plaszcz chlodzacy

Krocce
wprowadzajace/wyprowadzajace

zawiesing nanoczgstek

Rysunek 7. Schemat zbiornika do procesu ultradzwickowego osadzania powtok na powierzchnie implantow.
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Rysunek 8. Widok zbiornika do procesu ultradzwigkowego osadzania powtok na powierzchni implantow z

zamontowanym przetwornikiem ultradzwigkowym Hielscher.

Stanowisko ultradzwigkowego osadzania powtok (Rysunek 10) skompletowano z elementow

takich jak: Generator Ultradzwigkowy (Hielscher, UIP500hdT), Przetwornik ultradzwickowy

z glowicg ultradzwickowa z zakonczeniem ¢ 16 (UIP500hdT), zbiornik ultradzwickowy, pompa

perystaltyczna (ISMATEC, BVP), mieszadto magnetyczne (IKA, RCT digital), statyw na

probki (Rysunek 9), agregat chtodzacy (Buchi, Recirculating Chiller F-105), czujnik

temperatury z termoparg (CENTER, 520 Datalogger Thermometer). Wszystkie elementy
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stanowiska zostaly zamknigte w komorze dzwickoszczelnej w celu zapewnienia
bezpieczenstwa i higieny pracy operatora. Zastosowanie pompy perystaltycznej w stanowisku
ultradzwickowym pozwalalo na powtarzalne wprowadzanie/wyprowadzanie zawiesiny
nanoczastek do/z zbiornika oraz ograniczenia prawdopodobienstwa wprowadzenia
zanieczyszczen do procesu. Z kolei punkt mocowania statywu na probki umozliwit
unieruchomienie pokrywanych materiatlow. Statywy do unieruchomienia probek wykonywano
z teflonu (PTFE) w celu zapewnienia czystosci oraz inertnos¢ w stosunku do materiatow,
ktérych powierzchni¢ modyfikowano powtokami nHAP. Przyktad statywu przedstawiono na
Rysunku 9.

Rysunek 9. Statyw teflonowy do mocowania probek.
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Rysunek 10. Zdjgcie stanowiska ultradzwigkowego.

4.2.2. Osadzanie nano-powlok hydroksyapatytowych metoda SonoNanoCoating.

Po skompletowaniu stanowiska rozpoczgto badania nad osadzaniem powlok
nanoczastek hydroksyapatytu na powierzchniach materiatow, popularnie stosowanych jako
surowce do wytwarzania implantow ortopedycznych.

Ogolny schemat prowadzenia procesu ultradzwigkowego przebiegal nastgpujaco:

1. Uruchomienie i kalibracja generatora ultradzwickowego.

2. Uruchomienie agregatu chtodzacego i ustalenie temperatury ptaszcza wodnego.
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3. Podgrzanie zawiesiny nanoczastek na mieszadle magnetycznym do ustalonej
temperatury procesu.

4. Umieszczenie probek implantéw na statywie teflonowym, ktéry nastgpnie mocowano
w centralnym punkcie zbiornika ultradzwigkowego opisanego w podrozdziale 4.2.2.

5. Dostarczenie do zbiornika zawiesiny nanoczastek za pomocg pomy perystaltyczne;.

6. Zanurzenie glowicy ultradzwickowej w zawiesinie nanoczastek prostopadle do
powierzchni implantu, na ktérej osadzano powloke.

7. Uruchomienie generatora ultradzwigkoéw i1 dostarczenie energii fal ultradzwigkowych do
zawiesiny nanoczastek.

8. Kontrola temperatury plaszcza wodnego w celu utrzymania pozadanej temperatury
procesu.

9. Po ustalonym czasie dziatania ultradzwigkami na powierzchni¢ implantu zanurzanego
w zawiesinie nanoczastek probki wyjmowano i optukiwano w 50 ml wody dejonizowane;.

10. Nastepnie probki implantéw suszono pod komorg laminarng w temperaturze pokojowe;.

Proces ultradzwigkowego nanoszenia powlok w celu uzyskania powtok skladajacych
si¢ z nHAP o regulowanej wielkosci nazwano metoda SonoNanoCoating (SNC).

Autorka pracy opracowata procedury pokrywania powierzchni implantow medycznych
warstwg nHAP, zgodnie z wymaganiami normy ISO 13485 dla wyrobéw medycznych, ktore
zostalty wdrozone w certyfikowanym Systemie Zarzadzania Jako$cig (certyfikat numer

PL55499H).

4.2.2.1. Regulacja amplitudy procesu ultradzwi¢kowego SonoNanoCoating

Parametrem regulowanym w procesie SonoNanoCoating jest amplituda drgan
sonotrody. W tej cze$ci badan zadaniem bylto ustalenie amplitudy, przy ktorej proces
SonoNanoCoating przebiega najbardziej efektywnie. W badaniach analizy wptywu amplitudy
na jako$¢ i efektywno$¢ osadzania powlok hydroksyapatytowych zastosowano warianty
regulacji amplitudy dostgpne w menu generatora ultradzwigkowego, odpowiednio: 50%, 75%,
100%. Amplituda drgan przy ustawieniu 100% wynosi 40 um, 75% odpowiada amplitudzie
drgan 30 pum, a ustawienie 50% odpowiada amplitudzie 20 pum. Jako substrat do osadzania
powtok przy wyznaczaniu optymalnej amplitudy zastosowano probki rusztowania kostnego
(PCL 0/90°, MaterialsCare, Warszawa, Polska), wykonane w technice druku 3D

z polikaprolaktonu (PCL). W procesie ultradzwigkowym zastosowano zawiesing wodng
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nanoczastek GoHAPmed Typ 3 o koncentracji 0,2% na 50 ml wody dejonizowanej (0,6 uS).
Czas procesu SonoNanoCoating wynosit 15 min, a temperatura 30 °C. Substraty, ktorych
powierzchni¢ modyfikowano zamocowano na statywie teflonowym w odleglosci 15 mm od

sonotrody.

4.2.2.2. Regulacja temperatury procesu ultradzwickowego SonoNanoCoating

Temperatura zawiesiny, w ktorej zachodzi proces SonoNanoCoating jest waznym
parametrem. Moze ona ulega¢ zmianie, gdyz energia ultradzwigkow moze podgrzewac
zawiesing. W celu zapewnienia jak najwigkszej powtarzalnosci osadzania powlok temperatura
procesu SonoNanoCoating jest stabilizowana dzigki zastosowaniu plaszcza wodnego
w konstrukcji zbiornika ultradzwigkowego. W celu doboru optymalnej temperatury procesu
SonoNanoCoating przeprowadzono eksperyment, w ktorym powloke sktadajaca sie
z hydroksyapatytu GoHAPmed Typ 3 osadzano z zawiesiny o koncentracji 0,2%
w temperaturze 15 °C, 30 °C, 45 °C. Czas procesu SonoNanoCoating wynosil 15 min.
Materiatem modyfikowanym byty probki rusztowan kostnych (PCL 0/90°, MaterialsCare,
Warszawa, Polska), wykonane w technice druku 3D z polikaprolaktonu (PCL).

4.2.2.3. Regulacja koncentracji nanoczastek w zawiesinie GoHAPmed

Kolejnym zmiennym parametrem procesu jest koncentracja zawiesiny. Zawiesina
nanoczastek wykorzystywana jest jako medium ultradzwigkdéw, z ktorego osadzana jest
powtoka. W procesie nazwa ultradzwickowego osadzania powtlok sktadajacych sig¢
z nanoczastek GoHAPmed Typ 3 zastosowano 4 koncentracje zawiesiny nanoczastek,
odpowiednio: (1) 0,005% masy, (2) 0,2 % masy, (3) 0,4% masy, (4) 0,8 % masy. Czas procesu
ultradzwigckowego wynosil 15 min. Materialem modyfikowanym byly probki rusztowan
kostnych (PCL 0/90°, MaterialsCare, Warszawa, Polska), wykonane w technice druku 3D
z polikaprolaktonu (PCL). Zastosowano wyznaczong wczesniej amplitude 75% oraz

temperature procesu na poziomie 30 £ 2 °C.
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4.2.2.4. Wplyw wielkosci nanoczastek oraz czasu procesu ultradzwickowego

SonoNanoCoating

W procesie SonoNanoCoating do osadzania powlok hydroksyapatytowych
zastosowano 2 rodzaje nanoczastek, odpowiednio: GoHAPmed Typ 3 o $redniej wielkosci
nanoczastek 14 nm oraz GoHAPmed Typ 6 o $redniej wielko$ci nanoczastek 42 nm.
Koncentracja nanoczastek w zawiesinach wynosita 0,2% masy. W procesie SonoNanoCoating
zastosowano amplitude ultradzwigkéw na poziomie 75% (30 pum). Temperatura procesu
wynosita 30 + 2 °C. Proces prowadzono w okreslonych odstepach czasowych, odpowiednio: 1,
4, 6, 8 minut. Materialem, na ktory nanoszono powtoki GoHAPmed byta pastylka PCL
o $rednicy ok. 10 mm o grubosci ok. 0,5 mm.

Pastylki wykonano przy uzyciu granulowanego PCL ((C¢H1002)s, Sigma Aldrich).
Granulki PCL umieszczano na szkietku nakrywkowym (22x22 mm, Delta Do-4222), ktore
podgrzewano do temperatury 130 °C. Granulki podgrzewano na plycie grzewczej mieszadta
magnetycznego (Sunlab, SU1350) do momentu zeszklenia, a nastgpnie prasowano od gory
szkielkiem nakrywkowym do uzyskania pozadanego ksztaltu. Z kolei szkietka chtodzono
poprzez umieszczenie ich w wodzie dejonizowanej 1 suszono pod komorg laminarng (BIOAIR,

Safeflow 1.2).

4.2.2.5. Metoda SonoNanoCoating — jako uniwersalna metoda modyfikacji powierzchni

materialow.

W poprzednim rozdziale opisano metodyke dobru podstawowych parametrow metody
SonoNanoCoating. Parametry takie jak amplituda ultradzwigckéw (30 pm), temperatura
zawiesiny (30 + 2 °C), odleglo$¢ amplitudy od podtoza (15 mm) ustalono jako parametry state.
Parametry zmienne to koncentracja i wielko$¢ nanoczastek w zawiesinie oraz rodzaj podloza,
na ktore osadzano nano-powtoki. W tym rozdziale omdéwiono metodyke osadzania nano-
powtok na réznego rodzaju podtoza, co miato na celu optymalizacj¢ parametréw zmiennych
metody SonoNanoCoating oraz wykazanie niezalezno$ci jej dziatania od rodzaju podioza

poddawanego modyfikacji powierzchniowe;.
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4.2.2.5.1. Modyfikacja powierzchni plaskich podlozy tytanu grade 2.

W pierwszym etapie metoda SonoNanoCoating osadzano hydroksyapatyt GoHAPmed
o roznych wielkosciach (Typ 1 — Typ 6, Tabela 5) nanoczastek na powierzchni tytanu (Tytan
Grade 2, Bibus Metals Sp. z 0.0., Dgbrowa, Polska). W celu przygotowania podtozy tytanowych
wykorzystano arkusz blachy tytanu grade 2 walcowany na goraco do grubo$ci 2 mm. Arkusz
tytanu poci¢to na probki podtozy tytanowych o wymiarze 9 x 12 mm. Na podtozach tytanowych
osadzano powtoki hydroksyapatytowe stosujac regulowany czas procesu ultradzwigkowego,
odpowiednio: 1 min, 3 min, 6 min, 9 min. Amplituda ultradzwigkow wynosita 30 pm.
Zastosowano koncentracj¢ zawiesin na poziomie 0,2% masy. Odlegtos¢ probki od sonotrody

wynosita 15 mm. Temperatur¢ procesu ustabilizowano na poziomie 30 £ 2 °C.

4.2.2.5.2. Modyfikacja powierzchni plaskich podlozy PEEK.

W drugim etapie osadzano powloki na powierzchniach podtozy polimerowych
wytworzonych z polieteroeteroketonu (PEEK). Polimer zakupiono w formie arkuszy o grubosci
2 mm (Zero Engineering Plastic Co., Ltd, Chiny), ktére pocigto na probki podtozy o wymiarach
9 x 12 mm. Zastosowano identyczne warunki procesu ultradzwigkowego, jak w przypadku

modyfikacji powierzchni podlozy tytanu grade 2 (podrozdziat 4.2.2.5.1.).

4.2.2.5.3. Modyfikacja powierzchni podlozy tytanowych drukowanych 3D.

W kolejnym etapie zastosowano analogiczne warunki procesu ultradzwigkowego do
nanoszenia powtok hydroksyapatytowych na krazkach tytanowych drukowanych 3D (Ti 3D)
o specjalnej strukturze imitujacej powierzchni¢ implantu kregostupa (Syntropiq, Czechy).
Krazki wydrukowano 3D w technologii addytywnej PBF (ang. Powder Bed Fusion) ze stopu
Ti64ELI, ktory jest dobrze znanym, lekkim stopem o bardzo dobrych wlasciwosciach
mechanicznych, charakteryzuje si¢ dobra odpornoscia na korozj¢ oraz biokompatybilno$cia.

Jako$¢ pokry¢ weryfikowano za pomoca Skaningowej Mikroskopii Elektronowej
(SEM). Dla kazdego typu probek wykonano obrazowanie SEM w co najmniej trzech punktach

implantu — gora, §rodek, dot. Schemat miejsc obrazowania zaznaczono na rysunku ponizej.
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obrazowanie SEM

Rysunek 11. Schemat podtoza Ti 3D wraz z punktami obrazowania SEM.

4.2.2.5.4. Modyfikacja powierzchni implantow kregoslupowych oraz srub mocujacych.

Powloki hydroksyapatytowe na powierzchni¢ implantow oraz $§rub mocujacych
nanoszono metoda ultradzwigkowa z zawiesiny nanoczastek o koncentracji 0,2%. Amplituda
ultradzwickéw wynosita 30 pum. Odlegtos¢ implantu od sonotrody wynosita 15 mm.
Temperatur¢ procesu ustabilizowano na poziomie 30 = 2 °C. Czas prowadzenia procesu
ultradzwigkowego dobrano na podstawie poprzednich badan i zréznicowano pod wzgledem
typu zastosowanego hydroksyapatytu GoHAPmed, odpowiednio: 1 min dla Typu 1 i Typu 3,
3 min dla Typu 4 1 Typu 5, 6 min dla Typu 6.

4.2.2.5.5. Modyfikacja powierzchni implantow sztucznego wi¢zadla krzyzowego.

Powierzchnia sztucznych wigzadet krzyzowych dostarczonych przez firme
Ortholigaments sp. z 0.0. zostata zmodyfikowana powtokami GoHAPmed Typ 3. Wig¢zadla
umieszczono w statywie teflonowym z uszczelnieniem cze$ci srodstawowej wiezadta. Powtoki
nanoszono w zawiesinie wodnej nanoczastek GoHAPmed Typ 3 o koncentracji 0,05%. Proces
ultradzwigkowy prowadzono przez 10 minut w odleglosci ok. 15 mm od powierzchni wig¢zadta.

Temperaturg procesu ustabilizowano na poziomie 30 £ 2 °C.

4.2.2.5.6. Modyfikacja powierzchni rusztowan kompozytowych (PCL/HAP/TCP)
powloka GoHAPmed Typ 3.

Rusztowania kostne wykonane w technice druku 3D z kompozytu PCL/HAP/TCP
przekazane w ramach projektu iTE - Metoda leczenia duzych ubytkéw tkanki kostnej u chorych
onkologicznych przez z wykorzystaniem inzynierii tkankowej in vivo, Nr projektu:
STRATEGMED3/306888/3/NCBR/2017 przez mgr inz. Zanete Gorecka czyszczono przy

uzyciu tazni ultradzwickowej (Elma Transsonic T 460-H) w mieszaninie wody destylowanej
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(przewodnos$¢ wiasciwa <0,1S/cm, HLP 20UV, Hydrolab, Polska) i etanolu (Chempur, Polska)
przez 15 minut. Nastepnie rusztowania wysuszono pod préznig w suszarce prozniowej
(Goldbrun 450) w temperaturze 35°C. Powloki osadzano metoda ultradzwigkowa z zawiesiny
nanoczastek GoHAPmed Typ 3 o koncentracji 0,4%. Podloza mocowano w teflonowym
uchwycie 1 zanurzano w zawiesinie. Ultradzwigki byly generowane przez glowice
ultradzwickowa =18 mm (Hielscher UIP500hdT) zanurzong w zawiesinie 15 mm nad
powierzchnig rusztowan. Temperatura procesu zostata ustabilizowana na poziomie 30°C. Czas
trwania prowadzenia procesu ultradzwigckowego wynosit 5 minut. Po procesie
ultradzwickowego osadzania powlok rusztowania kostne ptukano w wodzie destylowanej

1 suszono w suszarce prézniowej w temperaturze 35 °C.
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4.3. Metody charakteryzacji

4.3.1 Charakteryzacja nanoczastek

Charakteryzacj¢ nanoczastek przeprowadzono w akredytowanym w zakresie nr AB
1503 Laboratorium Nanostruktur Instytutu Wysokich Cisnien PAN z uwzglgdnieniem

wymagan normy ISO 17025 przeznaczonej dla laboratoriow badawczych.

4.3.1.1. Dyfrakcja rentgenowska (XRD)

Czystos¢ fazy, wielko$¢ ziarna i dyspersje wielkosci czastek okreslono za pomoca
dyfrakcji rentgenowskiej (XRD). Dane dyfrakcyjne proszkéw zostaty zebrane za pomoca
dyfraktometru PANalytical X Pert Pro przy uzyciu monochromatycznego promieniowania Cu
Kal i detektora PIXcel. Zakres pomiarowy kata 2 Theta wynosit 10-100°, a krok 0,03°. Wzo6r
Scherrera, FW15/45M [257] oraz aplikacja internetowa Nanopowder XRD Processor Demo
zostaty wykorzystane do okreslenia $redniego rozmiaru krystalitow [258,259] oraz funkcji
rozktadu wielkosci krystalitow.

Rozktad wielkos$ci krystalitéw uzyskano poprzez analize profili linii dyfrakcyjnych
zgodnie ze wzorami podanymi w [259]. Poniewaz ksztalt krystalitow okazat si¢ znacznie
anizotropowy, ich dlugo$¢ i szeroko$¢ okreslono niezaleznie poprzez analiz¢ odpowiednio

odbi¢ Bragga 002 i 030.

4.3.1.2. Analiza gestosci, powierzchni wlasciwej (SSA) i calkowitej objetosci porow (TPV)

Powierzchnia wtasciwa (SSA) wraz z catkowita objetoscia poréw (TPV) GoHAPmed
zostala okre§lona przy uzyciu metody adsorpcji BET (Brunauer-Emmett-Teller), zgodnie
znormg ISO 9277:2010. W badaniach wykorzystano analizator powierzchni 3Flex firmy
Micromeritics. Jako adsorbat zastosowano azot klasy 6.0 (Messer Polska). Gesto$¢ szkieletowa
probek zostala zmierzona za pomocg piknometru helowego AccuPyc II 1340 firmy
Micromeritics, zgodnie z normg ISO 12154:2014. Przed pomiarami powierzchni wlasciwej
(SSA) 1 gestosci, GoOHAP™ zostal odzyskany w stacji desorpcji (Micromeritics, Smart
VacPrep) w temperaturze 150°C przez 3h. Na podstawie eksperymentalnie wyznaczonej
powierzchni wilasciwej (SSA) 1 gestosci szkieletowej (DEN) obliczono $rednice $rednig
GoHAPmed, znanej réwniez jako S$rednica zastepcza wedlug Sautera (SMD), uzywajac

réwnania (1), przy zatozeniu ksztaltu sferycznego.
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_ A 1
SMD = SSA-1018-DEN-10-21 (nm) M

gdzie:

SMD — Srednica zastepcza, tj. dlugos¢ hipotetycznej $rednicy elementu niekulistego opisujaca
jego rozmiar (nm);

A — wspotczynnik ksztattu, dla kuli rowny 6;

SSA — Powierzchnia wiasciwa (m?/g);

DEN — gestos¢ (g/cm?).

4.3.1.3. Uwalnianie jonéw Ca** z nanoczgastek GoHAP

Technika ICP-OES zostata wykorzystana do okreslenia ilosci uwolnionych jonéw Ca**
z nanoczastek hydroksyapatytu GoHAP o réznej wielkosci. Pomiary przeprowadzono przy
uzyciu optycznej spektrometrii emisyjnej z plazma indukcyjnie sprzezong (ICP-OES)
z indukcja w plazmie argonowej (Thermo Scientfic, iCAP 6000series, Wielka Brytania). W obu
przypadkach zastosowano rézne techniki przygotowania probek.
Aby okresli¢ ilo$¢ jonow Ca*" uwolnionych w tescie uwalniania jondéw, 57 nanoczgstki suszono
przez 12 godzin w temperaturze (100 = 2°C). Nastepnie odwazono 0,1 g kazdego rodzaju
proszku i dodano pipetag 20 ml roztworu soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS)
opH = 7,4 £ 0,1 (Sigma Aldrich). Zamkniete probki umieszczono w tazni wodnej (BUCHI,
Heating Bath B-491) w temperaturze 37 + 1°C z wytrzasaniem w ruchu wzdluznym
z czgstotliwoscig 2 Hz. Analizy stezenia jonow technikg ICP przeprowadzono w dniach: 1, 3,

7,9, 14. Dla kazdego punktu czasowego przeprowadzono analizy 2 probek kazdego typu.

4.3.1.4. Badanie pH roztworow PBS i SBF

Analiz¢ pH roztworow PBS (Phosphate Buffered Saline) wykonano przy uzyciu PH
metru (SevenExcellennce, Multiparameter, Mettler Toledo, Warszawa, Polska). Do urzadzenia
zamontowano elektrode pH InLab Expert Pro-ISM z wbudowanym czujnikiem temperatury.
Temperature buforéw utrzymywano na poziomie 35 °C za pomocg podgrzewacza
elektrycznego (babyono, Natural Nursing). Elektrode pH skalibrowano za pomoca buforow
technicznych Mettler Toledo w trzech punktach pH, odpowiednio: 4,03; 7,00; 9,01. Pomiaru
dokonywano poprzez zanurzenie elektrody w roztworach PBS (Phosphate Buffered Saline,

Sigma Aldrich) oraz SBF z protokotu opisanego w normie ISO 10993-15. Po kazdym pomiarze
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elektrode oplukiwano woda dejonizowang o przewodnosci 0,06 uS oczyszczanej w podwojnym
systemie dejonizacji (dejonizator HLP 20UV, Hydrolab, Straszyn, Polska oraz Ultra
Toc/UV/UF, Hydrolab, Straszyn, Polska).

4.3.2. Charakteryzacja powlok hydroksyapatytowych

4.3.2.1. Obrazowanie SEM oraz analiza pierwiastkowa EDS

Obrazowanie wykonano przy uzyciu Skaningowego Mikroskopu Elektronowego
(SEM) (Ultra Plus, Carl Zeiss Meditec AG, Jena, Niemcy) przy uzyciu detektora wewnatrz
kolumnowego InLens. Analiza pierwiastkowa zostala wykonana przy uzyciu dodatkowego
sprzetu mikroskopowego — systemu mikroanalizy spektroskopii rentgenowskiej z dyspersja
energii (EDS) (Bruker, Quantax 400 z ultraszybkim detektorem o rozdzielczo$ci energetyczne;j
127 eV i powierzchni aktywnej 30 mm?).

Grubos¢ powtoki obrazowano na przetomach probek polimerowych. Przetomy ptaskich
probek wykonywano poprzez nacigcie skalpelem spodu probki linii utatwiajacej przetamanie
jej a nastepnie zanurzenie probki w cieklym azocie (Messer Polska) na ok. 1 min. Mrozenie
cieklym azotem zastosowano w celu zapobiegnigcia ciggnigcia si¢ polimeru, podczas ktorego
dochodzi do uszkodzenia powtoki w trakcie przetamywania probki. Po tym czasie zmrozona

probke przetamywano wzdtuz linii naciecia.

4.3.2.2. Pomiar jonéw POs*

Pomiar jonéw PO4* wykonywano za pomocg spektrofotometru (DR3900, Hach Lange,
Colorado USA). Do pomiaru zastosowano program 490 P React. PP zaprojektowany przez
producenta. Procedura pomiaru polegata na umieszczeniu 10 ml probki analizowanej oraz
dodaniu odczynnika PhosVer 3 Phosphate Reagent Powder Cell, a nast¢gpnie wstrzasaniu
kuwety przez 30 s w celu dobrego rozpuszczenia odczynnika. Nastepnie kuwetg umieszczano
w komorze pomiarowej spektrofotometru i rozpoczynano pomiar. Po zakonczeniu pomiaru
wlasciwego wykonywano §lepa probe w celu uwzglednienia obecnos$ci analitu w uzywanych
odczynnikach.

Probki do  pomiaru  przygotowywano  poprzez rozpuszczanie — powlok
hydroksyapatytowych w 0,1 M kwasie solnym (HCL). W plastikowym pojemniku typu
moczdéwka o pojemnosci 50 ml umieszczano probke a nastepnie dolewano 20 ml 0,1 M HCL.

Pojemnik szczelnie zamykano i umieszczano na wytrzasarce na 24 h. Po tym czasie
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wyjmowano probke z roztworu, a roztwor analizowano na spektrofotometrze. Dla kazdej
probki przeprowadzono min. 3 pomiary spektrofotometryczne. Na podstawie zawarto$ci jonow
PO4* wyznaczono ilo§¢ GoHAPmed, ktora przeszia do roztworu wyniku rozpuszczenia
powloki. W tym celu obliczono mas¢ atomowa czasteczki hydroksyapatytu,
M Caio(PO4)s(OH), = 1011,84 nastgpnie obliczono mase¢ atomowa grup (PO4)s = 569,82
i wyznaczono iloraz zawarto$ci jonéw od udzialu masy atomowej jonow POs* w masie

atomowej czasteczki hydroksyapatytu.

4.3.2.3. Analiza obrazow SEM

Analize obrazéw SEM wykonywano w programie ImageJ. Powierzchni¢ pokrycia
probek plaskich analizowano poprzez uzycie funkcji Adjust nastgpnie Treshold. Co pozwala na
uzyskanie czarno-biatego obrazu rozrdzniajacego powierzchni¢ materialu modyfikowanego od

nanoczastek osadzonych na jej powierzchni metodg ultradzwickowa (Rysunek 12).
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Rysunek 12. Przyktadowy obraz uzyskany na podstawie analizy obrazu SEM uzyskany w celu analizy

stopnia pokrycia powierzchni ptaskiej pastylki PCL.

Nastepnie zastosowano funkcje Fill Holes, w tym kroku powierzchnia, ktora nie zostata
odpowiednia zaznaczona w poprzedniej funkcji jest wypeltniana. Kolejno zastosowano funkcjg.
Measure w menu Analyze. Zastosowanie tej funkcji pozwolito na obliczenie procentowego
stopnia pokrycia powierzchni na podstawie obrazu SEM, wynik z analizowanego obrazu
w postaci tabeli zapisywany jest w sekcji Results. Analiz¢ obrazy przeprowadzano dla co

najmniej 20 zdje¢ SEM danej probki.
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4.3.2.4. Pomiar kata zwilzania powierzchni

Pomiaru kata zwilzania dokonano poprzez umieszczenie kropli wody dejonizowanej
o przewodnosci 0,2 uS/cm (HLP 20UV, Hydrolab, Polska) na powierzchni materiatu. Ksztatt
kropli byt rejestrowany bezposrednio przez kamerg¢ cyfrowa i przetwarzany za pomoca
programu komputerowego Kriiss ADVANCE (Kriiss, Niemcy). Pomiary powtoérzono

trzykrotnie dla kazdej probki. Obliczono wartosci srednie i odchylenia standardowe (SD).

4.3.2.5. Badanie degradacji powlok hydroksyapatytowych

Badania degradacji przeprowadzono poprzez umieszczenie probek materiatow
w mediach buforowych, tj. roztworze soli fizjologicznej (Phosphate Buffered Saline (PBS), pH
7,2 — 7,4, Merck Life Science Sp. z.0.0., Polska) oraz roztworze symulujacym osocze
(Simulated Body Fluid (SBF)). PBS to roztwor buforowy powszechnie stosowany w badaniach
biologicznych. Stezenie jonéw oraz ci$nienie osmotyczne tego roztworu buforowego jest
poréwnywalne do tego, jakie panuje w ludzkich ptynach ustrojowych. Ze wzgledu na brak
toksyczno$ci dla zywych komorek oraz izotoniczno$¢ roztworu jest buforem powszechnie
wykorzystywanym w wielu analizach biologicznych. SBF jest roztworem symulujagcym ptyny
ustrojowe organizmu ludzkiego o stezeniu jonow zblizonym do osocza krwi (Tabela 2).
Stosowany jest do projektowania i oceny bioaktywnos$ci materiatéw stosowanych szczegodlnie
do regeneracji tkanki kostnej. Test degradacji w ptynie SBF pozwala zasymulowa¢ pdzniejsza
bioaktywnos$¢ materialu w stosunku do kosci w §rodowisku in vivo. Protokdt z przygotowania

roztworu buforowego SBF przeprowadzono zgodnie z normg ISO 10993-15.
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Tabela 2. Stezenie jonow w osoczu krwi ludzkiej, SBF i PBS.

Nazwa jonu

Stezenie mmol/L

Osocze ludzkie SBF PBS

Na* 142,0 142,0 145,0

K* 5,0 5,0 4,2

Mg?* 1,5 1,5 0,49

Ca** 2,5 2,5 0,91

Cl 103,0 147,8 143,0
HCO* 27,0 4,2 -

HPO4* 1,0 1,0 9,6

SO4* 0,5 0,5 -—--

Wartos$¢ pH 7,2-7.4 7.4 7.4

Schemat przygotowania probek przedstawiono na Rysunku 13. Probki materialu do badan
zostaly wykonane z implantu wi¢zadla, na ktdrego powierzchni osadzono powtoki GoHAPmed
Typ 3. Wigzadla sktadajace si¢ z mikrometrycznych widkien polimeru UHMPE pocigtego
skalpelem na fragmenty dtugosci 3 cm. Probki wigzadet umieszczano w 20 ml roztwordéw
buforowych, odpowiednio SBF oraz PBS w pojemnikach polipropylenowych o objetosci 50
ml. Nastgpnie pojemniki umieszczono na w temperaturze 37°C w cieplarce (Q-Cell, Pol-lab,
Polska) wytrzasarce (SU1020, Sunlab Instruments, Niemcy) z wytrzgsaniem ustawionym na
100 obrotéw/minuta. Zbadano pH (zgodnie z podrozdzialem 3.3.4.) oraz przewodnosc
roztworéw buforowych, w ktorych prowadzono degradacje. Kazda probke po wyjeciu
zmedium delikatnie oplukano woda dejonizowang oraz suszono w komorze laminarnej

(BIOAIR, Safeflow 1.2) przez 24h. Po wysuszeniu probek przeprowadzono obserwacje SEM

(zgodnie z podrozdziatem 4.3.8.).
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Pokryte cagic potastawgwe wigradla

N

Unyle cgcia wigzadta

GoHAP 1 GoHAP 3 GoHAP & Berkeley Sigma
HAP

pomiar pH i przewodnosci

obrazowanie SEM

Rysunek 13. Schemat przygotowania probek wigzadet UHMWPE do badan degradacji powlok
hydroksyapatytowych na ich powierzchni.

4.3.2.6. Pomiar adhezji przy pomocy scratch test z zastosowaniem AFM

Pomiar sity adhezji nanoczastek GoHAPmed przy pomocy scratch test wykonywano
z zastosowaniem mikroskopu sit atomowych AFM. Scratch testom poddano dwa rodzaje
probek. Pierwszy rodzaj - jednorodne powloki wytworzone z zastosowaniem metody
ultradzwigkowej prowadzonej w zoptymalizowanym czasie, odpowiednio 1 min — GoHAPmed
Typ 1, 3 min — GoHAPmed Typ 3, 3 min — GoHAPmed Typ 4, 6 min — GoHAPmed Typ 5, 6
min — GoHAPmed Typ 6 dla powtok osadzanych na podtozach tytanowych grade 2 oraz 3 min
dla wszystkich rodzajow nanoczastek GoHAPmed nanoszonych na podloza PEEK. Drugi
rodzaj — pojedyncze aglomeraty nanoczastek naniesione na podtoza w czasie 20 s procesu
ultradzwigkowego. Do pomiaru wykorzystano mikroskop sit atomowych (AFM) Asylum
Research/Oxford Instruments MFP 3Dbio AFM z zastosowaniem sondy ATEC-NC o duzej
stalej sprezystosci oraz o dluzszym ostrzu pomiarowym (ang. tip). Dane opisujace sondg
zestawiono ponizej (Tabela 3). Ponadto ten sam mikroskop AFM wykorzystano do pomiarow

chropowato$ci powierzchni w/w podtozy.
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Tabela 3. Parametry sondy ATEC-NC, dane producenta.

Cecha: Warto$¢ nominalna Typowy zakres
Czestotliwos$¢ rezonansowa [kHz] 335 210 -490
Stata sprezystosci [N/m] 45 12-110
Dlugos¢ [um] 160 150 - 170
Szerokos¢ [um] 45 40 - 50
Grubos¢ [pm] 4.6 3.6-5.6

Sondy przed pomiarem kalibrowano metoda drgan termalnych wedle algorytmu
zaimplementowanego w oprogramowaniu mikroskopu zgodnie z procedura proponowang
przez producenta mikroskopu. Zadrapanie wykonywano w kierunku prostopadtym do sondy,
a pomiarowi podlegato ugigcie w ptaszczyznie sondy (z ang. deflection (V)). Na podstawie
kalibracji oraz pomiarowi deflection obliczono nacisk sondy na probke. Pomiar polegat na
wykonaniu zadrapania o dtugosci ok. 15 mikrometréw z liniowo narastajagcym obcigzeniem od
ok 0 do maksymalnej warto$ci dostgpnej dla urzadzenia. Maksymalne obcigzenie ustalono na
9 V dla bezpieczenstwa (obcigzenie maksymalne to 10 V). W kazdym obrazowanym miejscu
wykonano dwa lub 3 zarysowania o zwigkszajagcym napieciu od 0,1 do 9V. Podczas
przemieszczania si¢ do nowego miejsca nacisk ustawiono na 0,1 V, aby uniknag¢ dodatkowego
niszczenia sondy oraz prébki. Urzadzenie podaje odchylenie w formie napig¢cia V zmierzonego
na czujniku (deflection). Wtasciwg sile przeliczono na podstawie statej sprezystosci sondy (k)

oraz statej kalibracji INVOLS zgodnie z rGwnaniem 2.

F =k - INVOLS - deflection ()

ugigcie sondy

Rysunek 14. Schemat ugigcia sondy pod wptywem nacisku na powierzchni¢ podtoza.
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W przypadku pomiaréw wykonanych dla potozy, ktorych powierzchni¢ modyfikowano
jednorodnymi powlokami GoHAPmed podana zostata warto$¢ krytyczna (z ang. Critical load
(LC)), przy ktorej nastgpowat gwaltowny wzrost indentacji. A takze podano maksymalng
indentacj¢ (z ang. Max indentation).

W przypadku pojedynczych aglomeratow nanoczastek naniesionych na podtoza celem
byto wyznaczenie adhezji nanoczastek po podtoza tytanu grade 2. Podczas tego eksperymentu
wykorzystano mozliwo$¢ AFM do skanowania powierzchni w kierunku prostopadtym do
dtuzszej osi sondy. Podobnie jak w przypadku pierwszej czesci, tutaj napiecie na fotodiodzie
nazywa si¢ napigciem poprzecznym (Lateral voltage) znajac wielko$¢ napigcia oraz ustalajac
czuto$¢ diody na wychylenie poprzeczne (Lateral INVOLS) mozliwe jest okreslenie kata
wychylenia dzwigienki. Znajac stalg sprezysto$ci poprzeczng oraz czuto$¢ mozliwe jest
wyznaczenie sity, ktora dziata na dzwigienke. Sit¢ adhezji nanoczastek wyznaczono analizujac
zebrane przez urzadzenie warto$ci napigcia skretnego a nastepnie obliczono site wykorzystujac
prawo Hooke’a:

F=aV 3)

Gdzie: a jest tozsame z wychyleniem poprzecznym (Lateral INVOLS), a V jest zmierzonym

napigciem wynikajacym ze skregcenia belki.

4.3.2.7. Ocena zywotnosci osteoblastow na podlozach Ti 3D, ktorych powierzchni¢
modyfikowano powlokami hydroksyapatytowymi.

Eksperyment przeprowadzono przy uzyciu normalnych ptodowych osteoblastéw hFOB
1.19 (ATCC CRL-11372TM). Komorki hodowano zgodnie z zaleceniami producenta. W celu
oceny zywotno$ci komoérek w bezposrednim kontakcie z biomateriatami (podloza TI 3D
modyfikowane powtokami GoHAPmed Typ 1, GoHAPmed Typ 3, GoHAPmed Typ 6, HA
Biocer). Komoérki hFOB 1.19 wysiano na badane podtoze w stezeniu 1 x 10° komorek/probke.
Komorki hodowano na biomateriatach przez 24 godziny. Po tym czasie osteoblasty barwiono
zestawem do podwodjnego barwienia zywych/martwych komoérek (Sigma-Aldrich). Komorki
obserwowano pod konfokalnym laserowym mikroskopem skaningowym (Olympus Fluoview
wyposazony w FV 1000). Komorki byty zywe, gdy emitowaty zielong fluorescencje, podczas

gdy martwe komorki dawatly czerwong fluorescencje.
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4.3.2.8. Ocena proliferacji osteoblastow.

Eksperyment przeprowadzono przy uzyciu normalnych ptodowych osteoblastow -
komoérek hFOB 1.19 (ATCC CRL-11372TM). Komorki hodowano zgodnie z zaleceniami
producenta. W celu oceny zywotnos$ci komoérek w bezposrednim kontakcie z biomateriatami
(podtoza TI 3D modyfikowane powtokami GoHAPmed Typ 1, GoHAPmed Typ 3, GoHAPmed
Typ 6, HA Biocer), komérki hFOB 1.19 wysiano na probki w stezeniu 5 x 10* komorek/probke.
Komorki hodowano na biomateriatach przez 3 1 5 dni. Po uptywie czasu inkubacji, aktywnos¢
metaboliczna komorek - ktora jest proporcjonalna do liczby komoérek - zostala oceniona za
pomoca testu WST-8 (Sigma-Aldrich). Analize statystyczng przeprowadzono za pomocag
jednokierunkowego testu ANOVA, a nastgpnie pordwnania wielokrotnego Tukeya, a istotne
réznice uznano, gdy p < 0,05 (oprogramowanie GraphPad Prism 5, wersja 5.04). Ponadto,
poniewaz WST-8 nie jest toksyczny dla komorek, te same probki poddano barwieniu jader
komorkowych przy uzyciu Hoechst 33341 (Sigma-Aldrich) 1 filamentow cytoszkieletu przy
uzyciu AlexaFluorTM635 Phaloidin (ThermoFisher Scientific). Komodrki obserwowano pod
konfokalnym laserowym mikroskopem skaningowym (Olympus Fluoview wyposazony w FV
1000). Niebieska fluorescencja pochodzila z jader, podczas gdy czerwona fluorescencja byla

emitowana przez filamenty cytoszkieletu.

4.3.2.9. Ocena zywotnosci oraz efektywnoS$ci zasiedlenia kompozytowych rusztowan
kostnych modyfikowanych powloka GoHAPmed Typ 3 przez komorki macierzyste.

Oceng zywotnosci i efektywnosci zasiedlenia przez komorki macierzyste z ang.
mesenchymal stem cells (MSC) wykonano rusztowaniach kostnych wytworzonych metoda
druku 3D z kompozytu PCL/HAP/TCP w stosunku 9:4.5:4.5. Rusztowanie kompozytowe
PCL/HAP/TCP modyfikowano powtoka GoHAPmed Typ 3. Sposdb wytworzenia rusztowan
kostnych opisano w literaturze [260,260,261,262]. Rusztowania po produkcji czyszczono w
phuczce ultradzwickowej (Elma Transsonic T 460-H), w mieszaninie wody destylowanej
(przewodnos¢ wiasciwa <0,1S/cm, HLP 20UV, Hydrolab, Polska) i etanolu (Chempur, Polska)
przez 15 minut. Nastepnie rusztowania wysuszono pod préznig w suszarce prozniowej
(Goldbrun 450) w temperaturze 35°C. Powtoki GoHAPmed Typ 3 na rusztowaniach osadzono
metoda ultradzwigckowa. Osadzanie powtok hydroksyapatytu przeprowadzono w zawiesinie
wodnej o koncentracji nanoczastek 0,4%. Podtoza mocowano w teflonowym uchwycie i
zanurzano w zawiesinie. Ultradzwigki byly generowane przez glowicg ultradzwigkowa =18

mm (Hielscher UIP500hdT) zanurzong w zawiesinie 10 mm nad powierzchnig rusztowan.
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Temperatura procesu zostala ustabilizowana na poziomie 30°C. Czas trwania powlekania
ustalono na 5 minut. Po powlekaniu podloza ptukano w wodzie destylowanej i suszono w
suszarce prozniowej w temperaturze 35°C. Rusztowania kostne umieszczono w ptytkach
wielodotkowych (96 dotkoéw). Na rusztowaniach hodowano komoérki MSC, pozyskane ze
szpiku kostnego owcy, w gestosci 1:-10° komorek/ml. MSC pozyskane ze szpiku owcy
charakteryzuje ekspresja markerow CD73, CD90 i CD105 specyficznych dla naive MSC oraz
brak ekspresji antygenow obecnych na komoérkach hematopoetycznych CD34, CD45, MHC -
klasy II. Zasiedlenie badanych rusztowan oceniono po hodowli komérek MSC w komercyjnym
medium osteogennym (MSCgo™ Osteogenic Differentiation Medium, BI Biological
Industries) oraz w medium osteogennym wzbogaconym cytokinami stymulujgcymi
réznicowanie osteogenne FGF-2 (Fibroblast Growth Factor 2) oraz BMP-2 (Bone
Morphogenetic Protein). Zdjgcia obrazujace morfologi¢ komoérek oraz efektywno$¢ ich
zasiedlania na trzech rodzajach rusztowan zostaty wykonane przy uzyciu mikroskopu fazowo-
kontrastowego (Axio Observer Fluorescence Microscope, Zeiss, Jena, Germany) po 7 dniach
hodowli, kiedy zaobserwowano najwigksze roznice w tworzeniu sieci komérek w obrebie
rusztowan.

Aktywnos$¢ metaboliczng MSC osadzonych na rusztowaniach kostnych oceniono na
trzech rodzajach materiatow: I. Rusztowanie drukowane 3D z PCL, II. Rusztowanie drukowane
3D z kompozytu PCL/HAP/TCP w stosunku 9:4.5:4.5, III. Rusztowanie drukowane 3D z
kompozytu PCL/HAP/TCP modyfikowane powloka GoHAPmed Typ 3. Komoérki MSC
hodowano na rusztowaniach przez 7 dni w standardowym medium hodowlanym oaMEM
(Minimum Essential Medium a, IIET PAS, Wroctaw, Poland) i oznaczono ich aktywnos¢
metaboliczng za pomocg testu MTT po 1, 3 1 7 dniach inkubacji. Jako material kontrolny

zastosowano PCL.
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5. Czes¢ eksperymentalna

5.1. Wlasciwosci otrzymanych nanoczastek hydroksyapatytu GoHAPmed

5.1.1. Dyfrakcja rentgenowska (XRD)

Rysunek 15 przedstawia widma dyfrakcji rentgenowskiej dla wszystkich badanych nanoczastek
hydroksyapatytu GoHAPmed. Piki dyfrakcyjne odpowiadaja czystemu hydroksyapatytowi.
Wazrost wysokosci pikow dyfrakcyjnych wskazuje na rosngcy rozmiar nanoczastek GoHAPmed
dla kolejnych Typow GoHAPmed. Wyniki te sg zbiezne z wczesniej publikowanymi danymi
dotyczacymi hydrotermalnej syntezy mikrofalowej hydroksyapatytu [52].
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Rysunek 15. Widma dyfrakcji rentgenowskiej (XRD) dla poszczegolnych typow GoHAPmed.

Srednia wielko$é krystalitow oraz analiza rozktadu wielkosci krystalitow uzyskana poprzez
analiz¢ profili linii dyfrakcyjnych potwierdzita wzrost wielko$ci nanoczastek dla
poszczegolnych typéw. Wyniki analizy $redniej wielkosci krystalitow (Tabela 4) uzyskane oraz

przebieg widma dyfrakcyjnego dla nanoczastek GoHAPmed po godzinie procesu
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ultradzwigkowego byly identyczne w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi dla GoHAPmed
przed procesem ultradzwigkowym, co oznacza, ze proces ultradzwigkowy nie zmienit struktury

krystalicznej nanoczastek hydroksyapatytu GoHAPmed.

Tabela 4 — Srednia wielkos¢ krystalitow GoHAPmed na podstawie analizy profili linii dyfrakcyjnych

Wielkos$¢ krystalitow
Nazwa probki
Dhugos¢ (nm) Szerokos¢ (nm)
GoHAPmed Typ 1 19,6 £7,9 7,8+0,2
GoHAPmed Typ 3 28,1 £16,6 13,8 £5,1
GoHAPmed Typ 4 41,2+ 16,8 22,5+£5,7
GoHAPmed Typ 5 45,7 £ 18,5 248+59
GoHAPmed Typ 6 52,4+ 20 28,8 +7.0

5.1.2. Powierzchnia wlasciwa i pojemnos$¢ sorpcyjna

Rysunek 16 przedstawia histerez¢ sorpcji azotu dla nanoczastek GoHAPmed. Zgodnie
z oczekiwaniami pojemno$¢ sorpcyjna zwigksza si¢ wraz ze zmniejszeniem wielko$ci
nanoczastek. W przypadku nanoczastek GoHAPmed Typ 1 oraz GoHAPmed Typ 3
zaobserwowano znacznie wigksza pojemnos¢ sorpcyjng. Zjawisko to moze by¢ spowodowane
przekroczeniem pewnej wielkosci, dla ktdrej proporcja atomoéw powierzchniowych do atomow
wewnatrz krysztalu hydroksyapatytu jest znaczaco wigksza. Im wigcej atomow
powierzchniowych w krysztale, tym wigksza jest zdolno$¢ sorpcyjna. Inaczej ujmujac, im
wigksza powierzchnia zewnetrzna substancji przypada na dang mase, tym wigksza jest jej
powierzchnia wlasciwa. Im wigksza powierzchnia wtasciwa tym wigcej molekut gazu moze si¢
do niej wigzaé. Co ciekawe wylacznie w przypadku najwigkszych nanoczastek GoHAPmed
Typ 6 zaobserwowano, ze desorpcja gazu z powierzchni materialu zachodzi przy nizszym
ci$nieniu wzglednym jego adsorpcji, co moze wigza¢ si¢ z najmniejsza objetoscia catkowita
porow, wynoszacg 0,001 m?/g) i najnizszg powierzchnig wlasciwg tego materiatu (Tabela 5).
Znaczaco wigksze pojemnosci sorpeyjne korelowaty z materiatami GoHAPmed Typ 1 oraz Typ
3 0 wysoko rozwinietych powierzchniach wiasciwych, odpowiednio 143 m?/g oraz 206 m*/g.
W Tabeli 5 zestawiono parametry powierzchni wtasciwej (SSA), catkowitej objetosci porow

(TPV), gestosci (DEN) oraz $redniej wielko$ci nanoczastek (MPSper) wyznaczona na
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podstawie $rednicy zastepczej, uwzgledniajac parametry SSA i BET oraz wspotczynnika
ksztattu dla kuli. Dla uproszczenia w dalszej czeséci pracy parametr MPSget bedzie podawany

jako wielko$¢ nanoczastek GoHAPmed.
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Rysunek 16. Histereza sorpcji azotu przez nanoczastki GoHAPmed.
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Tabela 5 — Parametry powierzchni wasciwej (SSA), catkowitej powierzchni portow (TPV), gestosci (DEN)

oraz §redniej wielko$ci nanoczastek (MPSggT) wyznaczone dla nanoczastek hydroksyapatytu GoHAPmed.

Powierzchnia Calkowita Srednia wielko$¢
Nazwa probki: Wiasciwa objetos¢ porow Cestosc nanoczastek
(m/g) (mg) gem) (nm)
GoHAP Typ 1 206 0,0017 2,98 £ 0,06 10
GoHAP Typ 3 143 0,0044 3,01 £0,03 14
GoHAP Typ 4 76 0,0032 3,05+0,01 26
GoHAP Typ 5 66 0,0024 3,05+ 0,01 30
GoHAP Typ 6 46 0,0011 3,08 £ 0,01 42

Otrzymane wyniki koreluja z wezesniej opublikowanymi doniesieniami [52] dla nanoczastek
GoHAP wytwarzanych z odczynnikdéw nizszej czystoSci w poréwnaniu do nanoczagstek
GoHAPmed.

W niniejszej publikacji, wykazano, ze nanoczastki GoHAP o wielkosci ok. 10 nm
adsorbuja wigcej wody z powietrza na swojej powierzchni w pordwnaniu do nanoczastek
GoHAP o wielko$ci 40 nm. Zalezno$¢ t¢ uzasadniona dwoma czynnikami: (1) wielkos¢
powierzchni, do ktorej molekuty wody moga przylega¢ bezposrednio, (2) wigkszej ilosci mono-
warstw molekut wody przylegajacych do nanoczastek o mniejszej wielkosci. Zgodnie z tym,
ze nanoczastki o wymiarach kilku nm sktadaja si¢ gtownie z atomdéw powierzchniowych to ich
wktad energii w swobodng energie powierzchniowa jest wysoki, to z kolei jest sitg napgdowa

przyciagania kolejnych warstw molekul wody [264].
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Rysunek 17. Adsorpcja wody z otoczenia na nanoczastkach hydroksyapatytu GoHAP o réznej wielkosci
[264].

5.1.3. Badania uwalniania jonéw Ca?*

Wplyw wielko$ci czastek na ich rozpuszczalno$¢ 1 biodostepnos¢ zostat
udokumentowany przez wielu badaczy [270,271,272]. Zalezno$¢ ta rozpatrywana jest gtoéwnie
w farmacji dla zwigkszenia bioaktywnosci lekow [266,267,268,269,270,271,272]. Literatura
przedmiotu wskazuje, ze zmniejszenie wielkosci czastek leku do rozmiaréw nanometrowych
zwigksza catkowitg efektywna powierzchnig, a tym samym szybko$¢ rozpuszczania. Co wigcej,
zmniejszenie wielkosci czastek prowadzi do zmniejszenia grubosci warstwy dyfuzyjnej,
otaczajacej czastki leku, co powoduje zwigkszenie gradientu stezen [271]. Smolen et al.,
wskazali, ze wielko$¢ nanoczastek hydroksyapatytu ma wptyw na szybkos$¢ degradacji tego
materiatu. Znajac zalezno$¢ pomigdzy iloscig wydzielanych jonéw a wielko$cia powierzchni
wlasciwej oraz rozmiarem nanoczastek hydroksyapatytu mozliwe bedzie programowanie
resorpcji hydroksyapatytu [273]. Z tego powodu w pracy uwzgledniono badania wydzielania
jondw wapnia z nanoczastek hydroksyapatytu GoHAP o szeSciu réznych wielko$ciach

nanoczastek (GoHAP Typ 1 — GoHAP Typ 6).
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Badania uwalniania jonéw wapnia wykazaty silny wpltyw rozwinigcia powierzchni
wlasciwej hydroksyapatytu GoHAP na rozpuszczalno$¢ oraz ilo§¢ wydzielanych jonow.
Wydzielanie jondw wapnia w najwyzszych stezeniach tj. ok 18 mg/l zaobserwowano dla
nanohydroksyapatytu GoHAP Typ 1 o powierzchni wilasciwej ok. 240 m*/g oraz $redniej
wielkos$ci nanoczastek ok. 9 nm. Wraz ze wzrostem wielkos$ci nanoczastek oraz spadkiem
powierzchni wlasciwej spadata ilos¢ wydzielanych jonéw wapnia do roztworu buforowego.
Znaczny spadek rozpuszczalno$ci oraz zwigzane z tym procesem wydzielanie jonow wapnia
zaobserwowano juz dla nieznacznie wigkszych nanoczastek hydroksyapatytu GoHAP Typ 2
o $redniej wielkosci nanoczastek ok. 10 nm oraz GoHAP Typ 3 o $redniej wielko$ci
nanoczastek ok. 11 nm. Mimo niewielkiej r6znicy w wielko$ci nanoczastek réznica pomig¢dzy
ich powierzchnig wiasciwg nanoczgstek byla znaczaca i wynosita odpowiednio ok.: 30 m%/g i
57 m*/g. W tym przypadku spadek ilo$ci wydzielanych jonéw wynosit ok. |7 mg/L przy
roznicy w rozwinigcia powierzchni wiasciwej wynoszacej 30 m?/g (GoHAP Typ 2) oraz ok.
112 mg/L przy rdznicy w rozwiniecia powierzchni wiasciwej wynoszacej 57 m?/g (GoHAP
Typ 3) w stosunku do GoHAP Typ 1. Niewielka ilo§¢ wydzielanych jonéw wapnia wynoszaca
ok. 2,3 mg/L do 4,1 mg/L zaobserwowano dla nanoczastek GoOHAP Typ 4 — 6. W zawiazku z
tym potwierdzono zalezno$¢ pomigdzy rozwinigciem powierzchni wilasciwej nanoczastek,
wielkoscig 1 ksztattem nanoczastek hydroksyapatytu GoHAP a ilo$ciag wydzielanych jonow
wapnia. Najbardziej charakterystyczng zaleznos$cig okazat si¢ wplyw rozwinigcia powierzchni
wlasciwej na rozpuszczalno$¢ nanoczastek hydroksyapatytu GoOHAP (Rysunek 20). W kazdym
z badanych Typoéw hydroksyapatytu GoHAP wyrzut jonéw wapniowych nastepowat juz po 1
dniu w roztworze buforowym. Niemalze staly poziom jonéw wapnia wydzielonych z sze$ciu
typow hydroksyapatytu GoHAP zaobserwowano podczas calego okresu badania. Ilo$¢
uwolnionych jondéw nie zalezata znaczaco od czasu, staty poziom jonéw obserwowano juz od
1 dnia (Rysunek 9). Wyniki dotyczace wptywu powierzchni wtasciwej nano-hydroksyapatytu

na ilo$¢ uwalnianych jonéw do roztworu PBS opisano w publikacji [270].
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Rysunek 18. Ilos¢ uwolnionych jondw wapnia w zalezno$ci od wielkoSci nanoczastek hydroksyapatytu

GoHAP [270].

Zmiana pH buforu byta niewielka i miescita si¢ w zakresie 0.05 w skali pH. Jednakze zmiana
pH w kierunku zasadowym korelowata z ilo§cig uwalnianych jonéw wapnia i byta najwicksza
dla nanoczastek o najmniejszym rozmiarze, tj. GoHAP Typ 1. Istotng zmian¢ w pH
zaobserwowano rowniez w przypadku nanoczastek GoHAP Typ 2 oraz GoHAP Typ 3, ktore

charakteryzowaly sie wysokg powierzchnig wlasciwag > 150 m?/g.
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Rysunek 19. Zmiana pH zaobserwowana w badaniach rozpuszczalno$ci nanohydroksyapatytu GoHAP [270].
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Rysunek 20. Wplyw wielkoSci powierzchni wlasciwej nanoczastek hydroksyapatytu GoHAP na ilo$é¢

uwalnianych jonéw wapnia [270].
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Podsumowujac, metoda mikrofalowej hydrotermalnej syntezy nanoczastek pozwala na
regulacje wielko$ci nanoczastek. Charakteryzacja nanoczastek hydroksyapatytu GoHAPmed
otrzymanego tg metodg wykazata, ze rozmiar nanoczastek determinuje ich wlasciwosci takie
jak rozwinigcie powierzchni wlasciwej, gestosé, pojemnos¢ sorpeyjna oraz ilo§¢ uwalnianych
jonéw Ca?". Regulacja i kontrola tych wiasciwosci nanoczgstek moze by¢ kluczowa do
sterowania wlasciwo$ciami nano-powltok hydroksyapatytowych osadzanych metoda

SonoNanoCoating.
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5.2. Dobor podstawowych parametrow osadzania powlok hydroksyapatytowych metoda

SonoNanoCoating

Wplyw na procesy ultradzwigkowe takie jak osadzanie powlok metoda

SonoNanoCoating moga mie¢ czynniki takie jak:

— Amplituda drgan;

— Temperatura procesu;

— Koncentracja nanoczastek w medium;

— Czas trwania procesu;

— Wielkos$¢ nanoczastek sktadajacych si¢ na powtoke,

— Rodzaj podloza, ktérego powierzchnia jest modyfikowana.
W zwiazku z szeregiem, zmiennych wptywajacych na jako$¢ oraz efektywno$¢ procesu
ultradzwickowego osadzania powtok, skfadajacych si¢ z nanoczastek hydroksyapatytu
GoHAPmed przeprowadzono szereg eksperymentow, w celu wyznaczenia optymalnych

parametrow procesu.

5.2.1. Regulacja amplitudy procesu ultradzwi¢ckowego

Jak opisano w rozdziale 5.2. amplituda drgan ma istotny wptyw na osadzanie powtok
w procesie NanoSonoCoating. Przedmiotem badania byl dobor optymalnej amplitudy drgan
glowicy ultradzwigkowej, w czasie testow z podtozem z PCL. Kazda warto$¢ zastosowanych
amplitud ultradZwigkowych, tj. 20 pm, 30 um oraz 40 um pozwolila na osadzenie powtoki na
rusztowaniu PCL. W przypadku zastosowania amplitudy 40 pm zaobserwowano znaczaco
szybsze grzanie zawiesiny w procesie ultradzwickowym (SonoNanoCoating). Z tego powodu
nalezato obnizy¢ temperature plaszcza wodnego z 10 °C do ok. 5 °C, aby utrzymac stalg
temperature¢ procesu 30 + 1°C. Na obrazach SEM zaobserwowano niewielkie rdznice
w morfologii powtok na rusztowaniach PCL. Obrazowanie ujawnilo, ze powtoki byly
najbardziej jednorodne w przypadku zastosowania amplitudy 30 um. W przypadku Amplitudy
20 um w pojedynczych miejscach obserwowano dendrytyczng morfologie powtoki, czyli byta
ona nieciggla. Zastosowanie amplitudy 40 um pozwolilo na uzyskanie ciaglej powloki,
jednakze na powloka w niektorych miejscach byla ciefisza, a powierzchnia materiatu

modyfikowanego bardziej widoczna.
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Rysunek 21. Obraz SEM rusztowania kostnego PCL oraz analogicznego rusztowania z powloka GoHAPmed

Typ 3 naniesiong z zastosowaniem, odpowiednio: 57%, 75% oraz 100% amplitudy.

Pomiar jonow PO4* w 0,1 M HCI wykazat niewielkg zmiane w zawarto$ci hydroksyapatytu
przy kazdej stosowanej amplitudzie ultradzwigkoéw w procesie SonoNanoCoating (Rysunek

22), jednakze rdznice te byty nieistotne statystycznie.
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Rysunek 22. Zawarto$¢ jondw PO4> oraz hydroksyapatytu uzyskana na drodze rozpuszczania powtoki

GoHAPmed Typ 3 w 0,1 M HCL w zaleznosci od amplitudy procesu ultradzwiekowego.

5.2.2. Regulacja temperatury procesu ultradzwi¢ckowego

Temperatura procesu wptywa na morfologi¢ osadzanych powlok. Zastosowanie
skrajnych temperatur, tj. 15 °C oraz 45 °C skutkowato uzyskaniem niejednorodnej powtoki na
probce rusztowania kostnego wykonanego technikg druku 3D z PCL. Powloka uzyskana
w temperaturze 15 °C byla r6zna w zalezno$ci od badanego miejsca na probce — w niektorych
miejscach miata charakter ciggly, w innych obserwowano prze$wity powierzchni materiatu,
ktory modyfikowano. Powloka uzyskana w 45 °C miala charakter ciagly, jednakze
obserwowano punktowe pocienienia powtoki. W przypadku zastosowania temperatury 30 °C
podczas procesu ultradzwickowego osadzania powlok z zawiesiny nanoczastek GoHAPmed
Typ 3 uzyskano jednorodng powtoke. Morfologia powtoki uzyskanej w 30 °C byta zblizona

w kazdym miejscu badanej probki.
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Rysunek 23. Obraz SEM rusztowania kostnego modyfikowanego powierzchniowo powloka GoHAPmed
Typ 3 osadzana metoda ultradzwickowa w temperaturze, odpowiednio: 15 °C, 30 °C, 45 °C.

Analiza zawarto$ci jonéw POs* w 0,1 M HCL, w ktorym roztwarzano powloki
wykazata, ze ilo$¢ nanoczastek hydroksyapatytu GoHAPmed Typ 3 byla najwyzsza
w przypadku zastosowania temperatury procesu ultradzwigckowego wynoszacej 30 °C. Wyniki
te potwierdzity wnioski wynikajace z obrazowania SEM, iz najlepsza efektywno$¢ procesu
ultradzwiekowego osadzania powlok hydroksyapatytowych uzyskano w temperaturze 30 °C.

Natomiast temperatura procesu wynoszaca 15 °C byla najmniej odpowiednia.
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Rysunek 24. Zawarto$¢ jondw PO4> oraz hydroksyapatytu uzyskana na drodze rozpuszczenia powtoki

GoHAPmed Typ 3 w 0,1 M HCL zaleznos$ci od temperatury procesu ultradzwickowego.

5.2.3. Regulacja koncentracji nanoczastek w zawiesinie GoHAPmed

Koncentracja nanoczastek GOHAP w zawiesinie ma istotny wptyw na ilo$¢ osadzanych
nanoczastek w powltoce hydroksyapatytowej na implancie. Zwigkszenie koncentracji
nanoczastek GoOHAP koreluje z zwickszong ilo$cig osadzanych nanoczastek na powierzchni
probek rusztowan kostnych, co potwierdzono poprzez wykonanie analizy zawarto$ci jondw

PO4* z roztworzonych powtok.
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Rysunek 25. Zawarto$¢ jondw PO4> oraz hydroksyapatytu uzyskana na drodze rozpuszczenia powtoki

GoHAPmed Typ 3 w 0,1 M HCL zalezno$ci od koncentracji wodnej zawiesiny nanoczastek.

5.2.4. Wplyw wielkos$ci nanoczgstek oraz czasu procesu na osadzanie powlok

Dla kazdego z zastosowanych parametrow uzyskano powloki GoHAPmed Typ 3 oraz
GoHAPmed Typ 6, co $wiadczy o poprawnym doborze stalych parametrow procesu
SonoNanoCoating takich jak amplituda ultradzwigkdéw, temperatura procesu oraz koncentracja
nanoczastek, odleglos¢ sonotrody od obiektu oraz wskazuje na konkurencyjnos¢ procesu
w poréwnaniu do innych metod modyfikacji powierzchni.

Na podstawie badan spektrofotometrycznych wykazano, ze ilo$¢ jondw pochodzacych
z rozpuszczenia powtoki GoHAPmed w 0,1 M HCL nie zwigkszata si¢ systematycznie
z wydhuzeniem czasu prowadzenia procesu ultradzwickowego. Wbrew oczekiwaniom poziom
ilo§¢ jonow byt na w przyblizeniu statym poziomie w funkcji czasu i znajdowat si¢ w zakresie
0,86 — 1,04 mg/L dla powtoki GoOHAP Typ 3 oraz 0,81 — 1,28 mg/L dla GoHAP typ 6. Uzyskane
wyniki wskazuja na to, ze czas prowadzenia procesu ultradzwigkowego w dotychczasowych
badaniach (4.2.1 — 4.2.3) badaniach nie byl optymalnie dobrany i moze zosta¢ znaczaco

skrécony.
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Rysunek 26. Zawarto$¢ jondow POs> oraz hydroksyapatytu uzyskana na drodze roztworzenia powloki

GoHAPmed Typ 3 w zaleznosci od czasu prowadzenia procesu ultradzwickowego.
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Rysunek 27. Zawarto$¢ jondw POs> oraz hydroksyapatytu uzyskana na drodze roztworzenia powloki

GoHAPmed Typ 6 w zaleznosci od czasu prowadzenia procesu ultradzwigkowego.
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Sugerujac si¢ zblizong iloscig jondw wydzielanych z powlok hydroksyapatytowych
uzyskanych w réznym czasie mozna by zalozy¢, ze uzyskane powloki maja podobng
charakterystyke. Jednak ocena morfologii wykonana za pomocg obrazowania SEM wykazata
istotne roznice uzyskane dla powlok uzyskanych w réznym czasie prowadzenia procesu
SonoNanoCoating. Zaobserwowano réwniez roznice pomi¢dzy powlokami uzyskanymi w tym
samym czasie prowadzenia procesu, jednak osadzanych z réznych wielko$ci nanoczastek
GoHAPmed Typ 3 (14 nm) oraz GoHAPmed Typ 6 (42 nm). Powloki uzyskane po 1 minucie
procesu SonoNanoCoating charakteryzowaty si¢ morfologia o charakterze wyspowym,
dendrytycznym (Rysunek 28). Obrazowanie powtok uzyskanych poprzez wydhluzenie czasu
procesu SonoNanoCoating pokazato, ze wyspy nanoczastek GoHAPmed stopniowo rozrastaty
si¢ w czasie, az do uzyskania jednolitego pokrycia w przypadku nanoczastek o wielkosci 14
nm (Rysunek 32). Osadzanie nanoczastek o wigkszym $rednim rozmiarze ok. 42 nm
(GoHAPmed Typ 6) przebiegalo w sposdb podobny — osadzenie wysp nanoczastek
o dendrytycznej strukturze na powierzchni polimeru a nast¢gpnie rozrastanie powloki
w kierunku bocznym zwigkszajacym stopien pokrycia powierzchni przez powtoke (Rysunek
28 - Rysunek 32). Jednakze w przypadku zastosowania zawiesiny nanoczastek o wigkszej
wielkosci nie uzyskano catkowitego pokrycia powierzchni w czasie 8 minut. Po przekroczeniu
pewnego stopnia pokrycia, kolejna warstwa formowata si¢ w podobny sposéb. Pojedyncze

aglomeraty nanoczastek byly rzadko obecne w obszarach migdzy rosnagcymi dendrytami.

- GoHAPmed Typ 3 1 min - GoHAPmed Typ3

- GoHAPmied Typ 6

Rysunek 28. Obrazy SEM powlok GoHAPmed Typ 3 (14 nm) oraz GoHAPmed Typ 6 (42 nm) po 1 minucie

procesu ultradzwigkowego osadzania powloki hydroksyapatytowe;.
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Rysunek 29. Obrazy SEM powlok GoHAPmed Typ 3 (14 nm) oraz GoHAPmed Typ 6 (42 nm) po 2 minutach

procesu ultradzwigkowego osadzania powloki hydroksyapatytowe;.

4 min - GoHAPmed Typ 3 4 min - GoHAPmed Typ 3

<.

4 min-GoHAPmed Typ 6 4'min-~GoHAPmed Typ 6 Czysty PCL

Rysunek 30. Obrazy SEM powlok GoHAPmed Typ 3 (14 nm) oraz GoHAPmed Typ 6 (42 nm) po 4 minutach

procesu ultradzwigkowego osadzania powloki hydroksyapatytowe;.
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Rysunek 31. Obrazy SEM powltok GoHAPmed Typ 3 (14 nm) oraz GoHAPmed Typ 6 (42 nm) po 6 minutach

procesu ultradzwigkowego osadzania powloki hydroksyapatytowe;j.

& min - GoHAPmed Typ 3 8 min -~ GoHAPmed Typ 3 - ¥ ~ | 8 min - GoHAPmed Typ3 *

8 min - GoHAPmed Typ 6 8:min - GoHAPmed Typ 6

Rysunek 32. Obrazy SEM powlok GoHAPmed Typ 3 (14 nm) oraz GoHAPmed Typ 6 (42 nm) po 8 minutach

procesu ultradzwigkowego osadzania powloki hydroksyapatytowe;.

Przeprowadzono obrazowanie SEM przetomoéw pastylek PCL, na ktérych osadzono
powloki hydroksyapatytowe w czasie 8 min. Obrazowanie te, pozwolilo na ocen¢ grubosci
powloki hydroksyapatytowej, ktora dla powtoki sktadajacej si¢ z nanoczastek GoHAPmed Typ
3 wynosita 178 £ 34 nm oraz 218 + 53 nm dla powloki osadzonej w procesie SonoNanoCoating

z zawiesiny GoHAPmed Typ 6. W obu przypadkach byly to powtoki wielowarstwowe,
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sktadajace si¢ z nanoczastek GoHAPmed. Powloka skladajaca si¢ z wigkszej wielko$ci
nanoczastek byta grubsza, jednak charakteryzowata si¢ wigkszym odchyleniem grubosci od tej

warto$ci wynoszacym 53 nm.

GoHAPmed Typ 6

178 £+34 nm 218+ 53 nm

Rysunek 33. Obraz SEM przetomu pastylki PCL z powloka sktadajaca si¢ z GoOHAP Typ 3 (14 nm) oraz
GoHAPmed Typ 6 (42 nm). Powigkszenie 100 000 x.

Wplyw czasu procesu ultradzwickowego SonoNanoCoating oraz wielkosci osadzanych
w formie powloki nanoczastek, jak réwniez mechanizm osadzania powlok opisano w publikacji
[255]. Ponizej (Rysunek 34) zamieszczono porownanie stopnia pokrycia powierzchni powloka
sktadajaca si¢ z nanoczastek GoHAPmed Typ 3 (14 nm) oraz GoHAPmed Typ 6 (42 nm).
Osadzanie nanoczastek GoHAPmed Typ 3 o mniejszej $redniej wielkosci nanoczastek,
prowadzi do uzyskania bardziej jednorodnych powlok w krétszym czasie trwania procesu
SonoNanoCoating w poréwnaniu do osadzania nanoczastek z zawiesiny GoHAPmed Typ 6.
Sity przyciagania migdzy nanoczastkami, jak rowniez migdzy nanoczastkami a podtozem to
prawdopodobnie sily Van der Waalsa [255,278]. Jednakze, moga istnie¢ trzy rodzaje
oddzialywan pomigdzy nanoczgstkami GoHAPmed a powierzchnig PCL. Jednym z nich jest
tworzenie wigzan wodorowych pomiedzy grupami hydroksylowymi GoHAPmed i grupami
funkcyjnymi PCL [255,279,280]. Innymi sg oddziatywania elektrostatyczne Ca** z grupa
karboksylowg PCL oraz PO4*" ze szkieletem wodoroweglanowym PCL [255,280]. Trzecim
z nich jest rozwinigcie powierzchni wtasciwej wraz ze zmniejszeniem rozmiaru nanoczastek
GoHAP, co wigze si¢ ze zwigkszong ilo$cig atoméw powierzchniowych w stosunku do
wiekszych nanoczastek [281]. Moze to skutkowac¢ lepsza adhezja GoHAPmed Typ 3 o $redniej
wielkos$ci nanoczastek 14 nm do powierzchni PCL w stosunku do 42 nm GoHAPmed Typ 6.
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Rysunek 34. Stopien pokrycia powierzchni PCL powloka sktadajaca si¢ z nanoczastek GoHAPmed Typ 3
(14 nm) oraz GoHAPmed Typ 6 (42 nm) w funkcji czasu prowadzenia procesu ultradzwickowego.
Powigkszenie 1 000 x.

Kat zwilzania PCL modyfikowanego powtokami GoHAPmed Typ 1 oraz GoHAPmed
Typ 6 ulegl zmianie juz po 1 minucie prowadzenia procesu SonoNanoCoating i ostatecznie
zostal obnizony o ok. 22° poprzez modyfikacj¢ powierzchni powtoka GoHAPmed Typ 1 oraz
ok. 10° poprzez modyfikacj¢ powierzchni powtoka GoHAPmed Typ 6 (Rysunek 35). Po 8
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minutach prowadzenia procesu SonoNanoCoating uzyskano powloki, ktéra charakteryzowaty

si¢ katem zwilzania, odpowiednio 53° oraz 64°, korzystnym dla proliferacji komorek.
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Rysunek 35. Kat zwilzania podloza PEEK przed modyfikacja oraz po modyfikacji jego powierzchni
powltokami GoHAPmed.

W publikacji [255] opisano mechanizm osadzania powlok hydroksyapatytowych
metoda SonoNanoCoating w sposob nastgpujacy:
1. Powloka zarodkuje na niedoskonatosciach powierzchni.
2. Powloka rozprzestrzenia si¢ poprzez przytaczenie nanoczastek do krawedzi powtoki.
3. Powtoka ro$nie w kierunku bocznym, tworzac struktury dendrytyczne.
Mniejsze nanoczastki tworza jednorodne powloki szybciej w stosunku do ich wigkszych
odpowiednikéw. Materiat modyfikowany metoda ultradzwieckowego osadzania nano-powtok
jest silnie hydrofilowy. Wyjatkowo$¢ metody polega na utrzymaniu niskiej temperatury
procesy ok. 30°C, co pozwala na osadzenie nanoczastek w niezmienionej postaci. Co wigcej
nie wykorzystuje si¢ substancji chemicznych, ktoére moglyby negatywnie wpltywaé na

srodowisko, badZ w jakimkolwiek stopniu wplywac na cytotoksyczno$¢ materiatu.
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Rysunek 36. Schemat mechanizmu ultradzwigkowego osadzania powlok sktadajacych si¢ z nanoczastek

hydroksyapatytu GoHAPmed na powierzchni ptaskiej pastylki PCL [255].

Cze$¢ wynikow dotyczaca opisania mechanizmu osadzania powlok zawarta w tym
podrozdziale byta tematem publikacji pt. Mechanism for sonocoating a polymer surface with
nano-hydroxyapatite [255], w ktoérej autorka pracy jest drugim autorem. W rozprawie
doktorskiej poszerzono zagadnienia mechanizmu osadzania powlok o analiz¢ ilo$ci jondw
PO4* pochodzacych z roztworzenia powtok GoHAPmed Typ 3 oraz GoHAPmed Typ 6
sktadajacych si¢ z nanoczastek o wielkosci odpowiednio 14 nm oraz 42 nm osadzanych
w gradientowo wydtuzonym czasie procesu. Ponadto, przeprowadzono rozszerzong analiz¢
morfologii powlok oraz analize zmiany kata zwilzania z uwzglgdnieniem wielkoS$ci

nanoczastek sktadajacych si¢ na powtoke¢ oraz czasu prowadzenia procesu SonoNanoCoating.
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5.3. Metoda ultradzwi¢gkowa — jako uniwersalna metoda modyfikacji powierzchni

materialow.

W rozdziale 4.2. dobrano podstawowe parametry procesu ultradzwigkowego osadzania
powlok na podtozu polimerowym z polikaprolaktonu (PCL). Dowiedziono, ze mozliwe jest
osadzanie powtok zaro6wno na podtozach 3D o strukturze porowatej, jak réwniez ptaskich
powierzchniach. W tym rozdziale skupiono si¢ na modyfikacji powierzchni r6znego rodzaju
materiatéw (metalicznych, polimerowych, kompozytowych) nanoczastkami GoHAPmed
o regulowanej wielkosci (10 — 42 nm) w celu wykazania uniwersalno$ci metody

ultradzwigkowe;j.

5.3.1. Modyfikacja powierzchni plaskich podlozy tytanu grade 2.

W  pierwszym etapie osadzano powloki nanoczastetk GoHAPmed o ro6znych
wielkos$ciach, tj. 10 nm (Typ 1), 14 nm (Typ 3), 26 nm (Typ 4), 30 nm (Typ 5), 42 nm (Typ 6)
na probkach podlozy tytanowych (Rysunek 37). Podloza tytanu grade 2 mialy na celu
odwzorowanie powierzchni implantéw tytanowych wytworzonych klasycznymi metodami jak

np. obrobka skrawaniem.

Rysunek 37. Podloze tytanowe — probki blachy tytanowej (tytan grade 2) o wymiarach

9x12x2mm.
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Na Rysunku 38 przedstawiono zdjgcia SEM powlok uzyskanych po 1 minucie
prowadzenia procesu ultradzwigkowego. Juz jedna minuta procesu SonoNanoCoating
pozwolila na uzyskanie jednorodnych powtok nanoczastek GoHAPmed o wielkosci 10 — 26
nm. W przypadku osadzania powtok sktadajacych si¢ z nanoczastek o $redniej wielko$ci ok.
30 — 42 nm uzyskano dobre pokrycie powierzchni podtozy tytanowych, jednak na powierzchni
probki obserwowano rowniez prze§wity materialu (oznaczone czerwonymi strzatkami),
ktorego powierzchnie powlekano (Rysunek 38, (D3), (E3)). Osadzanie powtok na podtozach
tytanowych przeprowadzono réwniez w wydluzonym czasie procesu SonoNanoCoating,
odpowiednio 3 min, 6 min, 9 min dla ré6znych typéw nanoczastek GoHAPmed. Obrazowanie
SEM wykazalo, ze dla kazdego z tych czasow prowadzenia procesu SonoNanoCoating
uzyskano catkowite pokrycie powierzchni powlokami GoHAPmed (Rysunek 40 - Rysunek 44).
Powloki osadzane z zawiesiny nanoczastek GoOHAPmed Typ 1 (10 nm) oraz GoHAPmed Typ
3 (14 nm) charakteryzowaty si¢ homogeniczng morfologia powloki, ktoéra dla tych typow
GoHAPmed byla najbardziej jednorodna (Rysunek 40, Rysunek 41). Taki charakter powtok
moze by¢ powiazany z wigkszymi sitami powierzchniowymi w przypadku mniejszych
nanoczastek. Nanoczastki GoHAPmed Typ 1 oraz Typ 3 charakteryzowatly si¢ bardzo duzym
rozwinigciem powierzchni wiasciwej, odpowiednio: 206 m?/g oraz 143 m?/g (Tabela 5).
Wysokie rozwinigcie powierzchni moze przyczynia¢ si¢ do silniejszych oddziatywan pomig¢dzy
nanoczastkami w warstwie hydroksyapatytu GoHAPmed, co z kolei moze wpltywaé na
morfologie powtok. Powloki osadzone z zawiesin nanoczastek o wigkszej sredniej wielkosci
(26 — 42 nm) zachowywaly ciagglo$¢ na powierzchni probki, jednak charakteryzowaty sie¢

wystepowaniem wyspowych zgrubien powtoki (Rysunek 42 - Rysunek 44).
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GoHAPmed Typ4-1min GoHAPmed Typ3 -1min GoHAPmed Typ 1-1min

GoHAPmed Typ 5 - 1 min

GoHAPmed Typ 6 - 1 min

Rysunek 38. Powloki sktadajace si¢ z nanoczastek o rdéznej wielkosci nanoczastek osadzone na podtozach
tytanowych (grade 2): A1-A3) GoHAPmed Typ 1 (10 nm); B1-B3) GoHAPmed Typ 3 (14 nm); C1-C3)
GoHAPmed Typ 4 (26 nm); D1-D3) GoHAPmed Typ 5 (30 nm); E1-E3) GoHAPmed Typ 6 (42 nm).

Mapa pierwiastkowa wykonana technika spektroskopii z dyspersja energii (EDS)
uzyskana z analizy powierzchni podtozy tytanowych powlekanych nanoczastkami GoHAPmed

potwierdzita, ze najlepsza jednorodnos¢ powtoki uzyskano w przypadku osadzania nanoczastek
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o mniejszej sredniej wielko$ci nanoczastek, tj. GoOHAPmed Typ 1 (10 nm), GoHAPmed Typ 3
(14 nm), GoHAPmed Typ 4 (26 nm). Dla nanoczgstek o $redniej wielkosci od ok. 30 — 42 nm
obserwowano wyspowe skupiska nanoczastek. Wyzsza intensywno$¢ koloru niebieskiego
i seledynowego na mapach EDS w tych miejscach, wskazuje na losowe wystepowanie skupisk

nanoczastek na uzyskanej powtoce (Rysunek 39).

GoHAPmed Typ 1 GoHAPmed Typ 4

.| GoHAPmed Typ 5 |

1
-—
= :| GoHAPmed Typ 6 |

Rysunek 39. Mapa pierwiastkowa EDS powlok hydroksyapatytowych naniesionych na powierzchni¢

podloza tytanowego, uzyskane po 1 minucie procesu ultradzwigkowego.

Wydtuzenie czasu prowadzenia procesu ultradzwickowego osadzania nanoczastek na podtozu
tytanowym do odpowiednio: 3 min, 6 min oraz 9 min, pozwolito na uzyskanie ciagtych powlok

na powierzchni modyfikowanego materialu osadzanych z kazdego typu nanoczastek
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GoHAPmed. Wynik ten dowodzi, ze osadzenie ciaglych powlok jest rowniez mozliwe dla
nanoczastek powyzej 30 nm poprzez wydluzenie czasu procesu SonoNanoCoating.
W przypadku tych nanoczastek powtoki mialy najbardziej homogeniczny charakter, gdy czas
prowadzenia procesu SonoNanoCoating wynosit 6 min (Rysunek 44, Rysunek 50).
Regulowany czas prowadzenia procesu ultradzwigkowego nie wptynat znaczaco na morfologie
powlok osadzonych z nanoczastek GoHAPmed o wielkosci 10 nm oraz 14 nm. W kazdym z
zastosowanych czaséw dlugosci prowadzenia procesu SonoNanoCoating uzyskano
homogeniczng morfologi¢ powtok hydroksyapatytowych (Rysunek 40, Rysunek 41).
Charakterystyczne struktury ,,wysp” nanoczastek zaobserwowano w przypadku nanoczastek o
wielkosci 26 nm. Jednak struktury te nie $wiadcza o nieciggtym charakterze powlok, tak jak to
obserwowano w przypadku pokry¢ na powierzchni PCL, a wynikajg z tworzenia si¢ kolejnej
warstwy nanoczastek na powierzchni ciaglej powtoki ztozonej z GoHAPmed Typ 4 (Rysunek
42). Wyniki obserwacji wskazuja, ze optymalnym rozwigzaniem bedzie dobor czasu procesu
ultradzwigkowego osadzania powlok hydroksyapatytowych zaleznie od wielkosci osadzanych
nanoczastek GoOHAPmed. W zwigzku z tym wytypowano optymalne czasy nanoszenia powlok

hydroksyapatytowych na powierzchni¢ ptaskich probek tytanowych.

Tabela 6. Optymalny czas osadzania powtok GoHAPmed na podtozu tytanu grade 2.

Rodzaj podloza Rodzaj powloki Optymalny czas osadzania powloki
Tytan grade 2 GoHAPmed Typ 1 1 min
Tytan grade 2 GoHAPmed Typ 3 3 min
Tytan grade 2 GoHAPmed Typ 4 3 min
Tytan grade 2 GoHAPmed Typ 5 6 min
Tytan grade 2 GoHAPmed Typ 6 6 min
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GoHAPmed Typ 1

GoHAPmed Typ 1

Rysunek 40 - Powtoki sktadajace si¢ z nanoczastek GoHAPmed Typ 1 (10 nm) osadzane na podtozach
tytanowych w regulowanym czasie, odpowiednio: 3 min, 6 min, 9 min. Przyblizenia odpowiednio 25 000x,

100 000x.

GoHAPmed Typ 3

GoHAPmed Typ 3

Rysunek 41. Powloki sktadajace si¢ z nanoczastek GoHAPmed Typ 3 (14 nm) osadzane na podtozach
tytanowych w regulowanym czasie, odpowiednio: 3 min, 6 min, 9 min. Przyblizenia odpowiednio 25 000x,

100 000x.
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GoHAPmed Typ 4

GoHAPmed Typ 4

Rysunek 42. Powloki sktadajace si¢ z nanoczastek GoHAPmed Typ 4 (26 nm) osadzane na podtozach
tytanowych w regulowanym czasie, odpowiednio: 3 min, 6 min, 9 min. Przyblizenia odpowiednio 25 000x,

100 000x.

GoHAPmed Typ 5

GoHAPmed Typ 5

100 nm
-

Rysunek 43. Powloki sktadajace si¢ z nanoczastek GoHAPmed Typ 5 (30 nm) osadzane na podtozach

tytanowych w regulowanym czasie, odpowiednio: 3 min, 6 min, 9 min. Przyblizenia odpowiednio 25 000x,

100 000x.
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GoHAPmed Typ 6

GoHAPmed Typ 6

Rysunek 44. Powtoki sktadajace si¢ z nanoczastek GoHAPmed Typ 6 osadzane na podtozach tytanowych w

regulowanym czasie, odpowiednio: 3 min, 6 min, 9 min. Przyblizenia odpowiednio 25 000x, 100 000x.

Badanie kata zwilzania powierzchni podtoza tytanu grade 2 wykazato, ze naniesienie
powloki hydroksyapatytowej zmniejsza kat zwilzania powierzchni. Doniesienia literaturowe
wskazuja, ze komorki bardzo dobrze przylegaja do powierzchni, ktore charakteryzuja si¢ katem
zwilzania pomiedzy 70° a 40° (277,278). Kazda powloka otrzymywana z roéznego typu
nanoczastek GoHAPmed charakteryzowala si¢ innym katem zwilzania. Zjawisko to powigzane
jest z wielkos$cig nanoczastek, z ktorych sktadata sie powtoka oraz sitg przylegania do siebie
nanoczastek. Kat zwilzania w przypadku nanoczastek o $redniej wielkosci 14 nm (Typ 3), 26
nm (Typ 4) oraz 30 nm (Typ 5) ustalit si¢ na zblizonym poziomie dla powtok uzyskanych po 1
min, 3 min oraz 6 min procesu SonoNanoCoating i wnosit odpowiednio ok.: 79°, 71° oraz 71°.
Zatem modyfikacja powierzchni tytanu grade 2 nano-powlokami GoHAP Typ 3, GoHAP Typ
4 oraz GoHAP Typ 5 spowodowala obnizenie kata zwilzania od 12 do 21°. W przypadku
najdrobniejszych nanoczastek o §rednim rozmiarze ok. 10 nm (GoHAP Typ 1) najwigksza
zmiang kata zwilzania o ok. 54° odnotowano dla powtloki naniesionej w czasie 1 minuty
prowadzenia procesu SonoNanoCoating. Kat zwilzania powloki GoHAPmed Typ 1 naniesionej
w czasie | minuty procesu SonoNanoCoating wynosit 37+4° 1 byl to najnizszy kat jaki uzyskano
po modyfikacji powierzchni. Powloki GoHAPmed Typ 1 nanoszone w dluzszym czasie
prowadzenia procesu SonoNanoCoating, tj. 3 min, 6 min oraz 9 min charakteryzowaty sie
katem zwilzania w przedziale od 54° do 68°. Zmiana kata zwilzania powtoki zlozonej z tego

samego typu nanoczastek, jednak w innym czasie moze wynika¢ np. z zageszczenia
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nanoczastek. Kat zwilzania materiatu modyfikowanego nanoczastkami o najwigkszym $rednim
rozmiarze, tj. GoOHAPmed Typ 6 (42 nm) stopniowo malat, co korelowato z czasem nanoszenia
powtoki metoda SonoNanoCoating, az do osiggnigcia ok. 46°. W tym przypadku najnizszy kat
zwilzania powierzchni obserwowano dla 6 min prowadzenia procesu SonoNanoCoating. Czas
ten wskazano jako optymalny dla uzyskania powloki z nanoczastek GoHAPmed o wielkoS$ci
42 nm (Tabela 11). Nastepnie kat zwilzania wzrost, co moze wigzaé si¢ z czgSciowym
wymywaniem nanoczastek powtoki po przekroczeniu optymalnego czasu dzialania energia fal

ultradzwigkowych na powierzchni¢ materiatu.
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Rysunek 45. Kat zwilzania podtoza tytanu grade 2 przed modyfikacja oraz po modyfikacji jego powierzchni
powltokami GoHAPmed.

Powtoki GoHAPmed wytworzone na podtozu tytanu grade 2 poddano badaniom typu
Scratch Test wykonywanym na mikroskopie sit atomowych (AFM). Powloki wytworzono
z zastosowaniem metody SonoNanoCoating. Czas prowadzenia procesu ustalono na podstawie
Tabeli 6. Obrazy podtozy po zarysowaniu sondg AFM przedstawiono na Rysunek 46. Probki
Ti wykazaly bardzo duza odpornos$¢ na zarysowanie. Nanoczastki sktadajace si¢ na powtoki
GoHAPmed byly zwarte i bardzo dobrze przylegaly do podioza tytanowego. Wyznaczono
glebokos¢ zadrapan warstw GoHAPmed, na podstawie ktérych mozliwa jest ocena grubosci

powlok hydroksyapatytowych (Tabela 8). Za optymalng grubo$¢ powtoki uznano 250 + 50 nm.

98



Taka grubo$¢ powloki hydroksyapatytu GoHAPmed pozwala na uzyskanie wtasciwosci
powierzchni stwarzajacych odpowiednie warunki dla komorek takich jak kat zwilzania,
chropowato§¢ powierzchni, biokompatybilnos¢, wydzielanie sygnatéw wapniowych, przy
czym zachowuja dobra elastycznos$¢ 1 adhezje do podloza. Zbyt grube powloki moga ulegac
delaminacji. W przypadku nanoczastek GoOHAPmed o $rednim rozmiarze 10 nm — 26 nm udato
si¢ uzyskac¢ powtoki o grubosci odpowiednio 250 nm, 212 nm, 166 nm, przy czym wraz ze
wzrostem nanoczastek grubos$¢ powlok malata. Zastosowanie nanoczastek o $redniej wielko$ci
30 nm oraz 42 nm skutkowato zaburzeniem tej tendencji i uzyskiwanie powtok o randomowe;j
grubosci tj. 50 nm oraz 352 nm. W celu osiggni¢cia maksymalnej indentacji najwyzsza warto$¢
obcigzenia odnotowano dla powlok GoHAPmed Typ 1, GoHAPmed Typ 3 oraz GoHAPmed
Typ 5, co oznacza, ze powtoki te byly najtwardsze. Twardo$¢ powtok hydroksyapatytowych
naniesionych na podtoza tytanowe moze wynikac z tego, ze w zalezno$ci od typu nanoczastek
GoHAPmed powtoki byly mniej lub bardziej zwarte. Ponadto powloki GoHAPmed Typ 1 oraz
GoHAPmed Typ 3 naniesione na podtoze tytanu grade 2 charakteryzowaty si¢ najwyzszymi
parametrami chropowatosci odpowiednio, 329 oraz 326 nm. Chropowato$¢ powlok sktadajace
si¢ z nanoczastek o §rednim rozmiarze powyzej 20 nm byta znaczaco nizsza i znajdowata si¢

w przedziale 186 — 276 nm.

Tabela 7. Chropowato$¢ RMS powierzchni tytanu grade 2 modyfikowanego powlokami GoHAPmed [256].

Nazwa powloki na powierzchni | Chropowatos¢ RMS
podloza tytanu grade 2 (nm)
GoHAPmed Typ 1 329+ 64
GoHAPmed Typ 3 326 + 56
GoHAPmed Typ 4 186 + 26
GoHAPmed Typ 5 276 £ 97
GoHAPmed Typ 6 247 +4
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Rysunek 46. Obrazy AFM powlok GoHAPmed sktadajacych si¢ z roznej wielkosci nanoczastek uzyskane

metoda ultradzwigkowa na podtozu z tytanu grade 2 [256].
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Tabela 8. Parametry powlok GoHAPmed naniesionych na podtoza tytanowe wyznaczone mikroskopia AFM,
tj. gleboko$¢ zadrapania (z ang. Max. Indentation), obciazenie, przy ktorym dana gleboko$¢ zadrapania

zostata uzyskana oraz obcigzenie krytyczne [256].

Nazwa powloki na Gle¢bokosé Obciazenie Obciazenie
powierzchni tytanu zadrapania (przy max. krytyczne
grade 2 (Max. Indentation) indentation)
(nm) (uN) (uN)
GoHAPmed Typ 1 250 44 17
GoHAPmed Typ 3 212 45 28
GoHAPmed Typ 4 166 21 15
GoHAPmed Typ 5 50 45 45
GoHAPmed Typ 6 352 39 10

Site adhezji nanoczastek do podloza tytanu grade 2 wyznaczono poprzez zdrapywanie (ang.
scratch test) pojedynczych aglomeratow nanoczastek GoHAPmed naniesionych na
powierzchni¢ podlozy tytanowych. Przykladowe obrazy uzyskane z mikroskopu AFM dla
pojedynczych aglomeratow nanoczastek GoHAPmed Typ 3 (14 nm) na powierzchni¢ podtozy
tytanu grade 2 przedstawiono na Rysunek 47. Na wykresie (Rysunek 48) przedstawiono $lad
sondy, ktora przemieszcza si¢ na powierzchni probki, napotykajac na swojej drodze aglomeraty
nanoczastek, stad pokonana odlegtosci w um. Sonda poruszajac si¢ w poprzek dtugiej osi ulega
skreceniu, co jest rejestrowane w postaci napiecia skretnego (z ang. lateral voltage (V)). Na
przedstawionym wykresie zarejestrowano moment, gdy sonda napotkala na swej drodze
aglomerat nanoczastek GoHAPmed. Zmierzono napigcie skr¢tne dla momentdéw zdrapania
nanoczastek. Napigcie skrgtne przeliczono na site jaka sonda wywierata na nanoczastki
z uwzglednieniem przelicznika a = 0,67 uN/mV wyznaczonego podczas kalibracji. Okreslono
site rownolegla do powierzchni, z jaka sonda oddzialywata na nanoczastki przylegajace do
powierzchni w momencie ich oderwania si¢, ktorag mozna utozsami¢ z sita adhezji nanoczastek
do podtoza (Tabela 9). Najwyzsza site adhezji odnotowano dla nanoczastek GoHAPmed Typ
3, jednak dla tej powtoki otrzymano réwniez najwickszy btad pomiarowy. Jednakze wato
zwroci¢ uwage, iz sita adhezji byta znaczaco wyzsza dla nanoczastek o $redniej wielko$ci

nanoczastek pomi¢dzy 10 a 42 nm.
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GoHAPmed Typ 3

Topografia Amplituda

Rysunek 47. Obraz AFM uzyskany dla pojedynczych agregatow GoHAPmed Typ 3 naniesionych na podtoze
z tytanu grade 2 metoda ultradzwickowa [256].
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Rysunek 48. Przyktad wykresu przebiegu sondy zdrapujacej pojedynczy aglomerat [256].
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Tabela 9. Sita adhezji powtok GoHAPmed do powierzchni podiozy tytanu grade 2 [256].

Nazwa powloki na powierzchni Sila adhezji (nN)
podloza tytanu grade 2
GoHAPmed Typ 1 7,37 £2,01
GoHAPmed Typ 3 10,05 £ 6,13
GoHAPmed Typ 4 8,71 + 4,69
GoHAPmed Typ 5 5,36 £2,01
GoHAPmed Typ 6 6,03 £2,68

5.3.2. Modyfikacja powierzchni plaskich podlozy PEEK.

W kolejnym etapie modyfikowano powierzchni¢ ptaskich préobek polimerowych
o wymiarach ok. 9 x 12 mm wytworzonych z polieteroeteroketnu (PEEK). Powierzchnig
probek modyfikowano z zastosowaniem metody SonoNanoCoating o parametrach

analogicznych jak dla podobnych probek wykonanych z tytanu (Rozdzial 4.3.2.1.).

Rysunek 49. Podtoze PEEK — ptaska probka o wymiarach 9 x 12 x 1,5 mm.
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W przypadku prowadzenia procesu SonoNanoCoating przez okres 1 min cigglos¢
powloki uzyskano przy osadzaniu nanoczastek o wielkosci od 10 — 30 nm. Jednakze wytacznie
powtoka uzyskana z nanoczastek GoHAPmed Typ 3 o $redniej wielkos$ci nanoczastek ok. 14
nm miata zbitg struktur¢ powierzchni powloki (Rysunek 50 (B1-B3)). Na zdjeciu
w przyblizeniu 1000x (Rysunek 50 (A1)) widoczne sg ciemniejsze obszary powtoki, ktére bez
odpowiedniego przyblizenia wygladaja jak miejscowe przeswity powierzchni materiatu
powlekanego. Jednak po uzyskaniu wiekszych powiekszen dowiedziono, ze w miejscach tych
powtoka zachowuje cigglo$¢, jednak charakteryzuje si¢ miejscowym pocienieniem.
W przypadku nanoczastek GoHAPmed Typ 1 (Rysunek 50 (A1-A3)), GoHAPmed Typ 4
(Rysunek 50 (C1-C3)) oraz GoHAPmed Typ 5 (Rysunek 50 (D1-D3)) obserwowano
porowatos$¢ powtoki. Natomiast osadzanie nanoczastek o najwigkszym $rednim rozmiarze — 42
nm, skutkowato uzyskaniem powloki o wyspowym charakterze (Rysunek 50 (EI-E3)).
Dodatkowo na powtokach o charakterze ciaggtym zaobserwowano proces tworzenia si¢ kolejne;

warstwy nanoczastek — charakterystyczne wyspowe struktury.
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GoHAPmed Typ5-1min GoHAPmed Typ4-1min GoHAPmed Typ3-1min GoHAPmed Typ1 -1min

GoHAPmed Typ 6 - 1 min

Rysunek 50. Powloki sktadajace si¢ z nanoczastek o réznej wielkosci nanoczastek osadzone na podtozach
PEEK: A1-A3) GoHAPmed Typ 1 (10 nm); B1-B3) GoHAPmed Typ 3 (14 nm); C1-C3) GoHAPmed Typ
4 (26 nm); D1-D3) GoHAPmed Typ 5 (30 nm); E1-E3) GoHAPmed Typ 6 (42 nm).

Analiza obrazu SEM wskazuje, ze ciaglto$¢ powtoki na powierzchni probek PEEK zostata
uzyskana w kazdym z trzech dtugosci zastosowanych czaséw (3, 6, 9 min) prowadzenia procesu

ultradzwickowego osadzania nanoczastek GoHAPmed o $redniej wielkosci 10 — 30 nm.
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W przypadku prob osadzenia nanoczastek GoHAPmed Typ 6 o $redniej wielko$ci nanoczastek
powyzej 40 nm nie udato si¢ uzyskac catkowitego pokrycia modyfikowanego materiatu oraz
zachowac cigglosci powloki (Rysunek 55). Wyniki te potwierdzity dotychczasowe obserwacje,
iz wielko$¢ nanoczastek ma istotny wptyw na formowanie powtok metoda ultradzwigkowa.
Jednakze na podstawie porownania morfologii powlok uzyskanych z nanoczastek
o najwigkszym Srednim rozmiarze wynoszacym 42 nm uzyskanych na powierzchni podtoza
tytanowego (Rysunek 44) a podloza PEEK (Rysunek 55) mozna wnioskowac¢, ze rodzaj
podtoza, ktérego powierzchnia jest modyfikowana réwniez wywiera istotny wplyw na

efektywnos¢ osadzania powlok w procesie ultradzwigkowym.

3 min (PEEK) 6 min (PEEK)

GoHAPmed Typ 1

GoHAPmed Typ 1

Rysunek 51. Powloki sktadajace si¢ z nanoczastek GoHAPmed Typ 1 (10 nm) osadzane na podtozach PEEK

w regulowanym czasie, odpowiednio: 3 min, 6 min, 9 min.
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GoHAPmed Typ 3

GoHAPmed Typ 3

Rysunek 52. Powloki sktadajace si¢ z nanoczastek GoHAPmed Typ 3 (14 nm) osadzane na podtozach PEEK

w regulowanym czasie, odpowiednio: 3 min, 6 min, 9 min.

GoHAPmed Typ 4

GoHAPmed Typ 4

Rysunek 53. Powloki sktadajace si¢ z nanoczastek GoHAPmed Typ 4 (26 nm) osadzane na podtozach PEEK

w regulowanym czasie, odpowiednio: 3 min, 6 min, 9 min.
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3 min (PEEK) 9 min (PEEK)

o’

6 min (PEEK)

4

GoHAPmed Typ 5

GoHAPmed Typ 5

Rysunek 54. Powloki sktadajace si¢ z nanoczastek GoHAPmed Typ 5 (30 nm) osadzane na podtozach PEEK

w regulowanym czasie, odpowiednio: 3 min, 6 min, 9 min.

6 min (PEEK)

GoHAPmed Typ 6

GoHAPmed Typ 6

Rysunek 55. Powloki sktadajace si¢ z nanoczastek GoHAPmed Typ 6 (42 nm) osadzane na podtozach PEEK

w regulowanym czasie, odpowiednio: 3 min, 6 min, 9 min.
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Na podstawie analizy SEM i1 EDS potwierdzono obserwacje opisane w rozdziale 4.2.4.,
ktére wskazuja, ze wydluzanie czasu prowadzenia procesu ultradzwigkowego osadzania
nanoczastek na powierzchni ptaskich probek PEEK nie powoduje systematycznego przyrostu
ilosci nHAP osadzonego w formie powloki na powierzchni materialu modyfikowanego. Na
mapach EDS poprzez analiz¢ rozmieszczenia pierwiastkow takich jak wapn i fosfor, ktore sg
sktadowymi nanoczastek GoHAPmed ujawniono, Ze najbardziej homogenicznie roztozenie
nanoczastek na powierzchni PEEK osiggane jest po 3 minutach prowadzenia procesu
ultradzwickowego. Zjawisko to moze by¢ zwigzane z wymywaniem nanoczastek z powierzchni

powloki w wyniku zbyt dtugiego narazenie powierzchni na dziatanie fal ultradzwickowych.

3 min (PEEK)

GoHAPmed Typ 1 GoHAPmed Typ 1

GoHAPmed Typ 1

Rysunek 56. Mapa pierwiastkowa EDS powlok GoHAPmed Typ 1 (10 nm) naniesionych na powierzchni¢
podloza PEEK, uzyskanych w regulowanym czasie, odpowiednio: 3 min, 6 min i 9 min procesu

ultradzwigkowego.
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6 min (PEEK) 9 min (PEEK)

GoHAPmed Typ 4

GoHAPmed Typ 4

GoHAPmed Typ 4

Rysunek 57. Mapa pierwiastkowa EDS powlok GoHAPmed Typ 4 (26 nm) naniesionych na powierzchnig
podloza PEEK, uzyskanych w regulowanym czasie, odpowiednio: 3 min, 6 min i 9 min procesu

ultradzwigkowego.
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3 min (PEEK) 6 min (PEEK) 9 min (PEEK)

GoHAPmed Typ 6 GoHAPmed Typ 6

GoHAPmed Typ 6

Rysunek 58. Mapa pierwiastkowa EDS powlok GoHAPmed Typ 6 (42 nm) naniesionych na powierzchnig
podloza PEEK, uzyskanych w regulowanym czasie, odpowiednio: 3 min, 6 min i 9 min procesu

ultradzwigkowego.

Kat zwilzania podtoza polimerowego PEEK przed modyfikacja powierzchni wynosit
81° + 2°. Naniesienie powlok GoHAPmed obnizyto kat zwilzania powierzchni. Najwicksza
zmian¢ kata zwilzania podloza PEEK zaobserwowano w przypadku osadzenia powloki
GoHAPmed Typ 6 przy osadzaniu powtoki w procesie SonoNanoCoating prowadzonym przez
I minut¢ oraz 3 minuty. Wowczas kat zwilzania powierzchni wynosil ok. 42° — 44°. Kat
zwilzania wynoszacy ok. 52° zaobserwowano przy modyfikacji powierzchni nanoczastkami
GoHAPmed Typ 4 przy osadzaniu powtoki przez okres 6 min oraz GoHAPmed Typ 6 przez
okres 9 min. W przypadku zastosowania dziewigciominutowego czasu osadzania warstwy
odnotowano duze odchylenie standardowe w uzyskanym kacie zwilzania powierzchni, co moze
by¢ zwigzane ze zmniejszeniem powtarzalno$ci otrzymywanych powlok w tym czasie.
Pozostate powloki naniesione na podtoze PEEK charakteryzowaty si¢ zblizong warto$cig kata

zwilzania ustabilizowang na poziomie ok. 73° + 4°.
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120 - PEEK

Kat zwilzania (o)

0 T T T T T T T T T )
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Czas procesu ultradzwiekowego (min)
~#-GoHAPmed Typ 1 GoHAPmed Typ 3 -®-GoHAPmed Typ 4
~-®-GoHAPmed Typ 5 -8-GoHAPmed Typ 6

Rysunek 59. Kat zwilzania podloza PEEK przed modyfikacja oraz po modyfikacji jego powierzchni
powltokami GoHAPmed.

Powloki GoHAPmed wytworzone na podtozu PEEK w czasie 3 min. prowadzenia
procesu SonoNanoCoating poddano badaniom typu Scratch Test wykonywanym na
mikroskopie sit atomowych (AFM). Powloki GoHAPmed naniesione na podtoza PEEK
znacznie tatwiej podlegaty zadrapaniom w stosunku do powlok naniesionych na podtoza tytanu
grade 2. Takie zachowanie powlok moze by¢ zwigzane z twardosciag powtok. Rysunek 60
przedstawia obrazy AFM uzyskane po zarysowaniu powlok GoHAPmed naniesionych na
podtoza polimerowe. Zobrazowane zarysowania sg dobrze widoczne. Powtoka GoHAPmed
podczas zarysowania ulegla odksztatceniu, nanoczastki sktadajace si¢ na powtoke¢ przemiescity
si¢ tworzac spulchnienie wokodt rysy na powtoce. Zjawisko te jest bardziej widoczne dla
nanoczastek o $redniej wielko$ci nanoczastek powyzej 20 nm, co moze by¢ zwigzane ze
stabszymi wigzania Van der Waalsa pomiedzy tymi nanoczastkami. Chropowatos¢ podtozy
PEEK, ktorych powierzchni¢ modyfikowano powlokami GoHAPmed sktadajacymi sie
z nanoczastek rozréznionych na typy pod katem sredniego rozmiaru nanoczastek byta zblizona

1 miescila si¢ w zakresie 109-124 nm (Tabela 7).
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Podtoze PEEK

amplituda

topografia

Rysunek 60. Obrazy AFM powlok GoHAPmed sktadajacych si¢ z réznej wielkoSci nanoczastek uzyskane

metoda ultradzwigkowa na podtozu PEEK [256].
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Tabela 10. Chropowato$s¢ RMS powierzchni PEEK modyfikowanej powlokami GoHAPmed [256].

Nazwa powloki na powierzchni | Chropowatos¢ RMS
podloza tytanu grade 2 (nm)
GoHAPmed Typ 1 124 £28
GoHAPmed Typ 3 104 +9
GoHAPmed Typ 4 119+1
GoHAPmed Typ 5 115+22
GoHAPmed Typ 6 109 +7

5.3.3. Modyfikacja powierzchni podlozy tytanowych drukowanych 3D.

W kolejnym etapie osadzano powloki hydroksyapatytowe na podlozach tytanowych
drukowanych 3D (Ti 3D). Podloza te byly wydrukowane w formie wielostozkowe;j siatki,
pracujacej pod wplywem nacisku w celu stymulacji przerostu kostnego (Rysunek 61). Taki
rodzaj siatki stosowany jest w implantach kregostupowych, wytwarzanych i opatentowanych
przez firm¢ Syntropiq. Dodatkowy czynnik wplywajacy na przyspieszenie przero$nigcia
implantu nowg tkanka kostng ma stanowi¢ powloka hydroksyapatytowa. Na podlozach
wykonano powtoki z nanoczastek o r6znych wielkosciach, tj. 10 nm (Typ 1), 14 nm (Typ 3),
26 nm (Typ 4), 30 nm (Typ 5), 42 nm (Typ 6). Powtoki osadzano w procesie SonoNanoCoating,
ktérego czas regulowano od 1 do 9 minut w celu ustalenia optymalnego czasu osadzania powlok

z danej wielkosci nanoczastek.
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Rysunek 61. Podtoze tytanowe drukowane 3D — krazek o srednicy 10 mm.

Obrazowanie SEM ujawnito, ze juz po 1 minucie procesu ultradzwickowego osadzania powtok
hydroksyapatytowych uzyskano calkowite pokrycie powierzchni przy zastosowaniu
nanoczastek GoHAPmed o $redniej wielkosci okoto 10 nm (Typ 1) oraz 14 nm (Typ 3).
W przypadku nanoczastek o $redniej wielkosci 26 oraz 30 nm uzyskano jednorodne powtoki,
jednak widoczne byly miejscowe, niewielkie przesSwity powierzchni materialu
modyfikowanego, ktore oznaczono czerwonymi strzatkami (Rysunek 62 (C3, D3)).

Zastosowanie nanoczastek GoOHAPmed o $redniej wielko$ci powyzej 40 nm (Typ 6), podobnie
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jak w przypadku osadzania powlok na powierzchni PEEK, skutkowalo osadzeniem struktur

wyspowych lub pojedynczych nanoczastek na powierzchni Ti 3D (Rysunek 62 (E1-E3)).

GoHAPmed Typ 6 -1 min  GoHAPmed Typ 5 -1min GoHAPmed Typ4-1min GoHAPmed Typ3-1min GoHAPmed Typ1 -1 min

Rysunek 62. Powtloki sktadajace si¢ z nanoczastek o roznej wielkosci nanoczastek osadzone na podtozach Ti
3D: A1-A3) GoHAPmed Typ 1 (10 nm); B1-B3) GoHAPmed Typ 3 (14 nm); C1-C3) GoHAPmed Typ 4
(26 nm); D1-D3) GoHAPmed Typ 5 (30 nm); E1-E3) GoHAPmed Typ 6 (42 nm).
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Wydtuzenie czasu osadzania nanoczastek pozwolito na uzyskanie catkowitego, jednorodnego
pokrycia powierzchni z zastosowaniem wszystkich typow nanoczastek GoHAPmed.
Wydtuzenie czasu juz do 3 minut skutkowato wypetieniem pustych przestrzeni w powtoce,
ktére obserwowano w przypadku zastosowania 1 min osadzania ultradzwigkowego powlok
(Rysunek 62 (C3, D3)) z zawiesiny nanoczastek GoHAPmed o $rednim rozmiarze 26 nm (Typ
4, Rysunek 65) oraz 30 nm (Typ 5, Rysunek 66). Natomiast optymalny czas osadzania
najwyzszego typu nanoczastek GoHAPmed dobrany na podstawie oceny morfologii powtok
wynosit 6 minut (Rysunek 67 (E)). Nanoczastki GoHAPmed osadzone w optymalnie dobranym
czasie tworzyly powloki pokrywajace catkowicie powierzchni¢ oraz wypetniajace wszelkie
szczeliny na probcee, czy polaczenia pomigdzy poszczegdlnymi ziarnami proszku tytanowego

z ktérego drukowano podtoza (Rysunek 66).

3 min (Ti 3D) 9 min (Ti 3D)

» NS

GoHAPmed Typ 1

GoHAPmed Typ 1

Rysunek 63. Powtoki sktadajace si¢ z nanoczastek GoHAPmed Typ 1 (10 nm) osadzane na podtozach Ti 3D

w regulowanym czasie, odpowiednio: 3 min, 6 min, 9 min.
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GoHAPmed Typ 3

GoHAPmed Typ 3

Rysunek 64. Powtoki sktadajace si¢ z nanoczastek GoHAPmed Typ 3 (14 nm) osadzane na podtozach Ti 3D

w regulowanym czasie, odpowiednio: 3 min, 6 min, 9 min.

9 min (Ti 3D)

GoHAPmed Typ 4

GoHAPmed Typ 4

Rysunek 65. Powtoki sktadajace si¢ z nanoczastek GoHAPmed Typ 4 (26 nm) osadzane na podtozach Ti 3D

w regulowanym czasie, odpowiednio: 3 min, 6 min, 9 min.
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3 min (Ti 3D) 9 min (Ti3D)

GoHAPmed Typ 5

GoHAPmed Typ 5

Rysunek 66. Powtoki sktadajace si¢ z nanoczastek GoHAPmed Typ 5 (30 nm) osadzane na podtozach Ti 3D

w regulowanym czasie, odpowiednio: 3 min, 6 min, 9 min.

3 min (Ti 3D)

GoHAPmed Typ 6

GoHAPmed Typ 6

Rysunek 67. Powtoki sktadajace si¢ z nanoczastek GoHAPmed Typ 6 (42 nm) osadzane na podtozach Ti 3D

w regulowanym czasie, odpowiednio: 3 min, 6 min, 9 min.
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Na podstawie obserwacji SEM wytypowano optymalne czasy osadzania nanoczastek
GoHAPmed na powierzchni podtoza tytanowego drukowanego 3D. Kryterium wyboru byta
ciggto$¢ i jednorodnos¢ powtoki uzyskana w jak najkrotszym czasie prowadzenia procesu
SonoNanoCoating. Dla wybranych czaséw uzyskiwania powltok zestawiono mapy

pierwiastkowe EDS (Rysunek 68).

Tabela 11. Optymalny czas ultradzwigkowego osadzania na powierzchni Ti 3D nanoczastek GoHAPmed

zroznicowanych pod katem $redniej wielkosci nanoczastek.

Rodzaj podloza Rodzaj powloki Optymalny czas osadzania powloki
Tytan drukowany 3D GoHAPmed Typ 1 1 min
Tytan drukowany 3D GoHAPmed Typ 3 1 min
Tytan drukowany 3D GoHAPmed Typ 4 3 min
Tytan drukowany 3D GoHAPmed Typ 5 3 min
Tytan drukowany 3D GoHAPmed Typ 6 6 min

120



GoHAPmed Typ 1 (1 min)

GoHAPmed Typ 5 (3 min) GoHAPmed Typ 4 (3 min) GoHAPmed Typ 3 (1 min)

GoHAPmed Typ 6 (6 min)

Rysunek 68. Mapy pierwiastkowe EDS powlok GoHAPmed o zrdéznicowanej wielkosci nanoczastek
naniesionych na powierzchni¢ podloza tytanu drukowanego, uzyskanych w regulowanym czasie,

odpowiednio: 1 min, 3 min i 6 min procesu SonoNanoCoating.
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5.3.4. Modyfikacja powierzchni implantow kregoslupowych oraz srub mocujacych.

Przeprowadzono modyfikacj¢ powierzchni implantéw kregostupowych (Rysunek 69),
tzw. ,klatek™ (ang. cage) nanoczastkami hydroksyapatytu, ktére osadzano w formie powtok
metoda SonoNanoCoating. Parametry procesu dobrano na podstawie do§wiadczen opisanych
w poprzednich rozdziatach. Czas nanoszenia powtok zgodnie z Tabelg 11. Uzyskane powtoki
charakteryzowaty si¢ morfologia bardzo zblizong do tej, ktéra obserwowano na podlozach

krazkow tytanowych (Ti 3D).

Al

Rysunek 69. Implanty kregostupowe (Andromeda oraz Perseus) drukowane 3D ze stopu tytanu Ti64ELI
(Syntropiq, Czechy).

Implant pokryty nanoczastkami GoHAPmed o skrajnych $rednich wielko$ciach nanoczastek tj.
GoHAPmed Typ 1 (10 nm) oraz GoHAPmed Typ 6 przecigto na 2 czesci. Zabieg ten wykonano
w celu weryfikacji, czy proces ultradzwigkowego osadzania powlok hydroksyapatytowych
pozwala na uzyskanie powtok nie tylko na powierzchni zewngtrznej implantéw, ale rowniez
wewnatrz porowatych implantéw. Obserwacje SEM pozwolily na potwierdzenie postawionej

tezy. Na tym etapie prac potwierdzono, ze powloki GoHAPmed uzyskiwane sg réwniez
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wewnatrz implantow o porowatej, azurowej strukturze. Zarowno w przypadku powtlok
GoHAPmed Typ 1, jak i GoHAPmed Typ 6 zaobserwowano powloke nanoczastek wewnatrz
rozcietego implantu krggostupowego (Rysunek 70).

'I Punkty obserwacji SEM

Rysunek 70. Powtoki sktadajace si¢ z nanoczastek GoHAPmed Typ 1 (10 nm) oraz GoHAPmed Typ 6 (42
nm) osadzane wewnatrz implantow krggostupowych (Aries, Sytropiq, Czechy).

123



Przeprowadzono modyfikacje powierzchni perforowanej Sruby interferencyjnej,
zadaniem jest mocowanie i ustabilizowanie implantoéw, takich jak np. sztuczne wigzadlo
krzyzowe. Sruby modyfikowano poprzez osadzenie powlok hydroksyapatytowych na ich
powierzchni metoda ultradzwigkowg. Na powierzchni $rub uzyskano jednorodne pokrycie

nanoczastkami GoHAPmed o r6znym rozmiarze nanoczastek (10 nm — 42 nm) (Rysunek 71).

Rysunek 71. Powloki sktadajace si¢ z nanoczastek GoHAPmed Typ o réznej wielko$ci, na
powierzchni tytanowych (stop Ti-6Al-4V) $rub interferencyjnych.

W celu symulacji warunkéw zastosowania przeprowadzono eksperyment, majacy na
celu potwierdzenia trwato$ci powtoki hydroksyapatytowej podczas wkrecania S$ruby
interferencyjnej modyfikowanej do kosci. Sruby modyfikowane powtokami, sktadajacymi sie
z nanoczastek GoHAPmed o wielkosci odpowiednio: 10 nm, 14 nm oraz 26 nm zostaly
wkrecone do kosci wotowej, a nastgpnie wykrecone i obrazowane SEM. Analiza obrazu na
mikroskopie SEM nie wykazata uszkodzenia powtok naniesionych na $ruby, ktére poddano
eksperymentowi (Rysunek 73). Ponadto, zaobserwowano bardzo dobre przyleganie tkanek do
powierzchni §rub modyfikowanych powlokami hydroksyapatytowa GoHAPmed. Obrazowanie
SEM wykazato, ze powloka nie zostata uszkodzona, a cz¢$¢ tkanek $cisle do niej przylgneta

(Rysunek 73).
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| GoHAPmed Typ 1

| GaHAPmed Typ 3

Rysunek 73. Obraz SEM tkanek przylegajacych do powloki GoHAPmed naniesionej na S$ruby

interferencyjne po wykreceniu z kosci wotowe;.
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5.3.5. Modyfikacja powierzchni implantow sztucznego wi¢zadla krzyzowego.

W tej czeséci doswiadczen prowadzono prace nad osadzaniem powtok skladajacych sie
z nanoczastek hydroksyapatytu na implantach w postaci syntetycznych wigzadel
wytworzonych z UHMWPE stosowanych do rekonstrukcji zerwanego wig¢zadta krzyzowego.
Sztuczne wigzadla modyfikowano powlokami, skladajacymi si¢ z nanoczastek
hydroksyapatytu GoHAPmed o charakterystyce przedstawionej w Tabeli 5, jak réwniez
komercyjnie dostgpnym hydroksyapatytem: Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany), Berkeley
Advanced Biomaterials (Berkeley, USA) oraz HA Biocer (Chema Rzeszow, Polska).

Tabela 12. Parametry powierzchni wtasciwej (SSA), catkowitej powierzchni portow (TPV), gestosci (DEN)

oraz S$redniej wielkosci nanoczastek (MPSger) wyznaczone dla nanohydroksyapatytow dostgpnych

komercyjnie.
Powierzchnia Calkowita Srednia wielko$¢
Gestosé
Nazwa probki: Wilasciwa objetos¢ porow (g/em?) nanoczastek
g/cm
(m*/g) (m*/g) (nm)
HAP Berkeley 41 0,252 2,91 £ 0,06 51
HAP Sigma- 96
21 0,042 3,04 £ 0,03
Aldrich
HA Biocer 22 - 3,02 90

Jednorodny charakter powlok uzyskano w przypadku osadzania powtok skladajacych
si¢ z nanoczastek hydroksyapatytu o drobniejszym $rednim rozmiarze, tj. 10 nm i 14 nm
(Rysunek 74, (A1-B3)). Powtoki o charakterze wysokoporowatym uzyskano w przypadku
zastosowania w procesie ultradzwigkowego osadzania powtok nanoczastek GoHAPmed Typ
6, HAP Berkeley, HAP Sigma Aldrich (Rysunek 74, (C1-E3)). Warto zauwazy¢, ze HAP
Berkeley charakteryzowat si¢ wystgpowaniem pojedynczych mikrometrycznych ziaren, ktore
réwniez zostaly przytwierdzone do powierzchni wigzadta UHMWPE (Rysunek 74, (E2-E3)).
Osadzanie nanoczastek HA Biocer metoda SonoNanoCoating pozwolito jedynie na osadzenie
powlok o charakterze wyspowym (F1-F3). Na podstawie analizy obrazow SEM stwierdzono,
iz charakter osadzonej powtloki zalezy nie tylko od parametréw procesu ultradzwigkowego,

rodzaju modyfikowanego podloza, rodzaju materiatu, ale rowniez bardzo silnie zalezy od
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wlasciwos$ci materiatu, z ktorego sktada si¢ powtoka, takich jak morfologia, struktura, wielkos¢

czy powierzchnia wlasciwa i ggstos¢.

GoHAPmed Typ 1

GoHAPmed Typ 3

GoHAPmed Typ 6

Sigma - Aldrich

HA Biocer

Rysunek 74. Obrazy SEM wilokien wigzadel, ktorych powierzchni¢ modyfikowano powlokami
hydroksyapatytu GoHAPmed o r6znym rozmiarze wielko$ci nanoczastek oraz nanohydroksyapatytow HAP
Sigma-Aldrich, HAP Berkeley oraz HA Biocer.
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Wykonano pomiar sity adhezji nanoczastek GoHAPmed do podtoza UHMWPE. Ponizej
umieszczono przykladowe obrazy topograficzne i1 wykresy ugiecia ramienia sondy
zarejestrowane w trakcie badania. Wykresy ugigcia koresponduja z mapami topograficznymi
po zarysowaniu - wigksza amplituda ugigcia pojawia si¢ w przypadku miejsc z aglomeratami

nanoczastek GoHAPmed.

POWIERZCHNIA PRZED POMIAREM MIEJSCA ZAROSOWANIA PROBKI

2% 4um - 4

Rysunek 75. Obrazy AFM topografii podtoza UHMWPE na ktorym osadzono powloki GoHAPmed Typ 3
metoda ultradzwigkowa. Widok przed i po zarysowaniu powierzchni sondg AFM.
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Kierunek powstawania rysy

Rysunek 76. Wykres wychylenia (ugigcia) sondy mikroskopu AFM podczas tworzenia rysy na powierzchni
probki; A) topografia powierzchni probki z zaznaczonym obszarem prowadzenia sondy, B) Obraz SEM
powtoki GoHAPmed Typ 3 na powierzchni podtoza UHMWPE w miejscach widocznych na obrazie AFM,
jako jasne punkty o wigkszej wysokosci.
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Site adhezji wyznaczona dla probek podlozy UHMWPE modyfikowanych powlokami
GoHAPmed Typ 3 (14 nm) i podtozy UHMWPE modyfikowanych powtokami GoHAPmed
Typ 6 (42 nm) zestawiono w Tabelki 13. Adhezja powloki sktadajacej si¢ z nanoczastek
0 mniejszym rozmiarze nanoczastek oraz wyzszej powichrzeni wlasciwej (GoHAPmed Typ 3)
do podtoza UHMWPE byla znacznie wyzsza w poréwnaniu z powtoka ztozong z nanoczastek
o wickszej $redniej wielkosci (GoHAPmed Typ 6). Podejrzewa sig, ze bezposredni wplyw na
przyczepnos$¢ czastek ma ich ksztalt, wielko$¢ oraz ulozenie. Warstwa zlozona z czastek
GoHAPmed Typ 6 jest luzniejsza (porowata), a oddzialywania van der Waalsa
charakterystyczne dla nanoczastek sa w tym przypadku stabsze niz dla GoHAPmed Typ 3.
Jednakze najwigkszy wplyw na site adhezji do podtoza ma sam rodzaj podtoza, tj. z jakiego
materiatu podloze jest wykonane, jaka ma form¢ czy porowato$¢. Wyznaczona sita adhezji
powtok GoHAPmed do podtoza UHMWPE jest znacznie stabsza niz sita adhezji tych samych

powlok do chropowatego podtoza walcowanego tytanu grade 2 (Tabela 9).

Tabela 13. Sita adhezji powlok sktadajacych si¢ z nanoczastek GoOHAPmed Typ 3 oraz GoHAPmed Typ 6.

Nazwa probki Sila adhezji [uN]
Powtoka GoHAPmed Typ 3 | 0,7 - 0,8
Powloka GoHAPmed Typ 6 | 0,4 0,7

W zwiazku ze znacznie mniejszg sita adhezji do podtoza UHMWPE w stosunku do
polozy tytanowych wykonano badanie wytrzymato$ci powlok na $cieranie w warunkach
symulujacych prace chirurga z wigzadlem, tj. mocowania implantu sztucznego wig¢zadta
UHMWPE do kosci udowej za pomoca S$ruby interferencyjnej. W badaniu zastosowano
implanty w postaci sztucznych wigzadet krzyzowych, ktérego wtokna zostaty pokryte powloka
ztozong z nanoczastek GoHAPmed Typ 3.
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Rysunek 77. Etapy badania wytrzymatosci powlok GoHAPmed Typ 3 naniesionych na powierzchnie
sztucznych wigzadel UHMWPE: a) przygotowanie materiatdw, b) nawiercenie otworu w kosci, c-e)

przewlekanie sztucznego wi¢zadta przez otwor w kosci, f) mocowanie wigzadla srubg interferencyjna.

Test mocowania wi¢zadel wykazal, ze operowanie wiezadlem poprzez rozciaganie,
giecie 1 mocowanie $rubg tytanowa interferencyjng w kanale kostnym nie powoduje
delaminacji, czy niszczenia powtok sktadajacych (Rysunek 78, (C-D)) si¢ z nanoczastek
GoHAPmed Typ 3. Jednakze mocowanie implantu §rubg interferencyjna powoduje czgsciowe
uszkodzenie zardwno witokien wiezadel, jak i powtoki. Jednak delaminacjg, uszkodzenia
powlok zaobserwowano punktowo w pojedynczych miejscach widkien wigzadet (Rysunek 78,
(E-F)). W wickszosci miejsc, obserwowano, iz pomimo deformacji widkien nanoczastki

GoHAPmed Typ 3 wciaz przylegaly do powierzchni wiezadet (Rysunek 78, (A-B)).
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Rysunek 78. Obrazy SEM sztucznego wigzadta krzyzowego UHMWPE po badaniu wytrzymatosci powlok

GoHAPmed Typ 3 w warunkach symulujacych kliniczne zastosowanie implantu.

Na obrazach SEM obserwowano zmiany morfologii powtok hydroksyapatytowych powstale na
skutek badan degradacji prowadzonych w roztworze soli fizjologicznej (Rysunek 79) oraz
roztworze symulujacym osocze (Rysunek 80) przez okres 60 1 90 dni. Analiza obrazow powtok,
ktorych badania degradacji prowadzono w PBS nie wykazata znaczacych zmian w charakterze
powltok GoHAPmed Typ 1 oraz GoHAPmed Typ 3. W przypadku powlok
hydroksyapatytowych sktadajacych si¢ z nanoczastek o §rednim rozmiarze wigkszym niz 20
nm zaobserwowano zwiekszenie porowatosci powtok po 90 dniach badan. W przypadku kazde;j

z powlok badanej w PBS nie zaobserwowano zmian w morfologii nanoczastek sktadajacych
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si¢ na powtoki naniesione na powierzchni¢ sztucznych wigzadet UHMWPE (Rysunek 79).
W przeciwienstwie do wynikow degradacji w soli fizjologicznej, degradacja w plynie
symulujacym osocze skutkowata zmiang w morfologii nanoczastek sktadajacych si¢ na kazda
z powtok hydroksyapatytowych (Rysunek 80). W przypadku powtok sktadajacych sig
z nanoczastek GoHAPmed zaobserwowano wydtuzenie ziaren po 60 dniach w SBF (Rysunek
80, (A2, B2, C2) i ich dalszy wzrost po 90 dniach prowadzenia badan (Rysunek 80, (A3, B3,
C3)). Nanoczastki GoHAPmed na powierzchni powtoki przybraty ksztalt igiet dla kazdego
z zastosowanych typow. Powtoki osadzone z nanoczastek HAP Berkeley po 60 dniach w SBF
nie wykazywaly znaczacych zmian (Rysunek 80, (D2)), jednak po 90 dniach ksztalt
nanoczastek podobnie, jak w przypadku nanoczastek GoHAPmed zmienit si¢ i przybral
iglowaty ksztalt (Rysunek 80, (D3)). Miejscami obserwowano réwniez pojedyncze struktury
ptatkowe. Powtoki hydroksyapatytowe sktadajace si¢ z nanoczastek HAP Sigma-Aldrich
réwniez zmienily morfologi¢ na skutek przeprowadzonych badan degradacji w SBF.
Nanoczastki Sigma-Aldrich rowniez zmienily morfologi¢ i przybraty nieregularne platkowe
ksztatty (Rysunek 80, (E2, E3)). Zaskakujaco duza zmian¢ morfologii zaobserwowano
w przypadku powlok sktadajacych si¢ nanoczastek hydroksyapatytu HA Biocer. Nanoczastki
o $redniej wielkosci ok. 90 nm pod wptywem badan degradacji w SBF rekrystalizowaty,
tworzac mikronowe struktury ptatkowe o ostrych krawedziach (Rysunek 80, (F2, F3).
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PRZED DEGRADACIA 60 DNI (PBS) 90 DNI (PBS)

HA Biocer

Rysunek 79. Obrazy SEM sztucznych wiezadet sktadajacych si¢ z wtokien UHMWPE, ktérych powierzchnie
modyfikowano powlokami hydroksyapatytowymi GoHAPmed oraz HAP Berkeley i HAP Sigma-Aldrich.
Obrazy po naniesieniu powlok oraz po testach degradacji w PBS, 60 i 90 dni.
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60 DNI (SBF) 90 DNI (SBF)

N

PRZED DEGRADACIA

5

HAP Sigma-Aldrich HAP Berkeley

HA Biocer

Rysunek 80. Obrazy SEM sztucznych wiezadet sktadajacych si¢ z wtokien UHMWPE, ktorych powierzchnig
modyfikowano powlokami hydroksyapatytowymi GoHAPmed oraz HAP Berkeley i HAP Sigma-Aldrich.
Obrazy po naniesieniu powlok oraz po testach degradacji w SBF, 60 i 90 dni.
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Tkanki twarde wykazuja r6ézng morfologi¢ krysztalow CaP. Ze zmiang ksztaltu
nanoczastek wigzg si¢ réznice we wilasciwosciach nanostrukturalnych, takie jak wielkos¢
nanoczastek, powierzchnia wlasciwa, anizotropia itp. [282,284]. Na przyktad hydroksyapatyt
zawarty w tkance kostnej ma ksztatt igiel/pretow o wymiarach 50 x 25 x 4 nm. Natomiast
w szkliwie zgbowym odnaleziono hydroksyapatyt o ksztalcie graniastostupa szesciokatnego
o wymiarach 100 x 70 x 25 nm. Krysztaly te sa preferencyjnie rownolegte do widkien
kolagenowych lub powierzchni szkliwa [284]. Morfologia krysztalow nHAP moze zaleze¢ od
sposobu jego wytwarzania. Czynnikami wplywajacymi na morfologi¢ czastek w procesie
syntezy jest przesycenie roztworu, substraty, temperatura, pH, czas procesu, domieszki lub
zanieczyszczenia [284]. Zatem zmiana morfologii po rekrystalizacji nanoczastek sktadajacych
si¢ na powloki hydroksyapatytowe moze by¢ zwigzana z metoda ich wytworzenia.

Badania przedstawione w tym podrozdziale byly czgsciag projektu o akronimie
NanoLigaBond, pt. Mocowanie sztucznych $ciggien 1 wi¢zadet do tkanki kostnej
z wykorzystaniem nanotechnologii realizowanego w ramach Dzialania 4.1 Programu
Operacyjnego Inteligentny Rozwdj 2014-2020 wspoHinansowanego ze srodkéw Europejskiego

Funduszu Rozwoju Regionalnego, Nr Umowy: POIR.04.01.02-00-0016/16.
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5.4. Wplyw nano-powlok hydroksyapatytowych nakladanych metoda SonoNanoCoating
na biologiczne wlasciwosci materialow.

5.4.1. Adhezja, zywotnos$¢ i proliferacja osteoblastow hFOB 1.19.

Krazki drukowane 3D z tytanu Ti64ELI o strukturze azurowej, identycznej jak
w implantach kregostupowych (Andromeda, Sytntropiq, Czechy) modyfikowane powtokami
hydroksyapatytowymi nanoszonymi metoda SonoNanoCoating, zgodnie z Tabelg 11 zbadano
pod katem cytotoksyczno$ci wobec komodrek kosciotwodrczych osteoblastow ludzkich hFOB
1.19. Dodatkowo naniesiono powloke, sktadajaca si¢ komercyjnie dostepnych nanoczastek HA
Biocer, w tym celu zastosowano czas prowadzenia procesu ultradzwickowego wynoszacy
6 minut. Po 24-godzinnej inkubacji obserwacje pod mikroskopem konfokalnym wykazaty, ze
wszystkie testowane biomateriaty wspomagaty adhezje i wzrost osteoblastow (Rysunek 81).
Co wazne, komorki byly zywotne (zielona fluorescencja) i nie zaobserwowano martwych
komorek (czerwona fluorescencja). Wyniki te dowiodly, ze kazda z wytworzonych metoda

SonoNanoCoating powtok nie byta toksyczna dla osteoblastow in vitro.

GoHAPmed Typ 1

Rysunek 81. Obrazy z mikroskopu konfokalnego przedstawiajace zywotno$¢ osteoblastow (komorki hFOB
1.19, ATCC CRL-11372TM) po 24-godzinnej hodowli na powierzchni podtozy tytanowych drukowanych
3D modyfikowanych powtokami, odpowiednio: GoHAPmed Typ 1, GoHAPmed Typ 3 i GoHAPmed Typ
6, HA Biocer. W celu wizualizacji struktury biomateriatéw zastosowano kontrast Nomarskiego. Zywe

komorki emitowaty zielong fluorescencj¢, podczas gdy martwe komorki emitowaty czerwong fluorescencjg.
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Test WST-8 wykazal, ze wszystkie testowane biomaterialy wspieraly proliferacje
osteoblastow, poniewaz aktywno$¢ metaboliczna komoérek wzrastala wraz z czasem trwania
eksperymentu (Rysunek 82). Po 3-dniowej inkubacji gestos¢ optyczna (OD) roztworu WST-8
wynosita 0,138 + 0,031 (powloka HA Biocer), 0,133 + 0,021 (powloka GoHAPmed Typ 1),
0,148 £ 0,015 (powloka GoHAPmed Typ 3), 0,151 + 0. 016 (powtoka GoHAPmed Typ 6). Po
5 dniach hodowli OD roztworu WST-8 wynosito 0,266 + 0,037 (powtoka HA Biocer),
0,267 £ 0,035 (powtoka GoHAPmed Typ 1), 0,276 + 0,008 (powloka GoHAPmed Typ 3),
0,289 + 0,039 (powloka GoHAPmed Typ 6). Wstepnie zaobserwowano, ze aktywnos¢
metaboliczna komoérek hodowanych na biomateriatach wzrastata w nastepujacym trendzie:
komorki na BIOCER < komérki na GoHAP 1 < komérki na GoHAP 3 < komoérki na GoHAP
6, rdznice mi¢dzy badanymi biomateriatami byty zbyt niskie 1 nie byly istotne statystycznie
(jednokierunkowy test ANOVA, a nast¢pnie porownanie wielokrotne Tukeya, GraphPad Prism
5, wersja 5.04 oprogramowania). Obserwacje pod mikroskopem konfokalnym (Rysunek 89)
potwierdzity wyniki uzyskane za pomoca testu WST-8 (Rysunek 88). Stwierdzono, ze liczba
komoérek hodowanych na wszystkich badanych biomateriatlach wzrastata wraz z czasem
trwania eksperymentu. Na podstawie wynikow uzyskanych za pomoca testu WST-8
1 obserwacji mikroskopu konfokalnego nalezy zauwazy¢, ze wszystkie badane biomaterialy

promowaly proliferacj¢ osteoblastow w podobny sposéb.

[ HA Biocer ] GoHAPmed Typ 1
0.49 8 GoHAPmed Typ3 [l GoHAPmed Typ 6

=
w
A

1

Proliferacja komoérek
OD w450 nm
(=} (=]
s »

0.0- -
3 dni 5 dni

Rysunek 82. Proliferacja osteoblastow po 3- i 5-dniowej hodowli na powierzchni podtozy tytanowych
drukowanych 3D modyfikowanych powlokami, odpowiednio: GoHAPmed Typ 1, GoHAPmed Typ 3 i
GoHAPmed Typ 6, HA Biocer.
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3 DNI 5 DNI

GoHAPmed Typ 3 GoHAPmed Typ 1 HA Biocer

GoHAPmed Typ 6

Rysunek 83. Obrazy z mikroskopu konfokalnego przedstawiajace morfologi¢ osteoblastow (komérki hFOB
1.19, ATCC CRL-11372TM) po 3- i 5-dniowej hodowli na powierzchni podtozy tytanowych drukowanych
3D modyfikowanych powltokami, odpowiednio: GoHAPmed Typ 1, GoHAPmed Typ 3 i GoHAPmed Typ
6, HA Biocer. W celu wizualizacji struktury biomaterialow zastosowano kontrast Nomarskiego. Jadra -
niebieska fluorescencja, filamenty F-aktyny - czerwona fluorescencja. Powigkszenie: 100x, pasek skali: 150

pum.
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5.3.6. Ocena zywotnosci oraz efektywnosci zasiedlenia kompozytowych rusztowan

kostnych modyfikowanych powloka GoHAPmed Typ 3 przez komorki macierzyste.

Ponizej przedstawiono obrazy SEM powierzchni (Rysunek 84) kompozytowego
rusztowania kostnego wytworzonego technikg druku 3D z kompozytu PCL/BTCP/HAP
pokrytego powtoka, sktadajacg si¢ z nanoczastek GoHAPmed Typ 3 (14 nm) oraz przekroju
tego rusztowania (Rysunek 85). Na przekroju uwidoczniono miejsce taczenia powtoki
z podtozem kompozytowym oraz grubos¢ powloki GoHAPmed Typ 3. Analiza 68 obrazow
SEM przekroju powtoki GoHAPmed Typ 3 na tego typu rusztowaniach kompozytowych
wykazala, iz grubo$¢ powtoki wynosi ok. 220 nm (Tabela 14).

Powierzchnia rusztowania

Rysunek 84. Obraz SEM powierzchni kompozytowego rusztowania kostnego modyfikowanej powtoka

GoHAPmed Typ 3 [260].

L)
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Przekrdj rusztowania

Rysunek 85. Obraz SEM przekroju kompozytowego rusztowania kostnego modyfikowanej powtoka
GoHAPmed Typ 3 [260].
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Tabela 14. Grubo$¢ powtoki GoHAPmed Typ 3 naniesionej na powierzchni¢ kompozytowego rusztowania

kostnego.
Powloka GoHAPmed Typ 3 na powierzchni rusztowania kompozytowego
Liczba pomiardéw grubos$ci warstwy 68
Srednia grubo$é warstwy 220 nm
Odchylenie standardowe 70 nm
Minimalna grubo$¢ warstwy 110 nm
Maksymalna grubo$¢ warstwy 395 nm

Na rysunkach ponizej przedstawiono obraz komoérek MSC po 7 dniach Komorki MSC
tworzag specyficzne struktury przestrzenne przypominajace sie¢ i przylegaja do rusztowan
kostnych (co zaznaczono czerwonymi strzatkami). Oznacza to, ze rusztowania kompozytowe
modyfikowane nano-powlokami GoHAPmed Typ 3 (14 nm) naniesionymi metoda

SonoNanoCoating stanowig dobre podtoze do adhezji komoérek MSC.

Medium osteogenne Medium osteogenne
+ FGF-2 + BMP-2

Rysunek 86. Rusztowanie kostne kompozytowe wykonane z PCL/HAP/TCP, ktoérego powierzchnie
modyfikowano powltoka GoHAPmed Typ 3 - po 7 dniach hodowli komérek MSC w medium osteogennym

oraz medium osteogennym wzbogacanym FGF-2 i BMP-2. Powi¢kszenie odpowiednio: 4x, 10x.
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Po 7 dniach hodowli zaobserwowano rdwniez wzrost aktywno$ci metabolicznej
komorek (Rysunek 87), co oznacza, ze kazdy z badanych materiatow jest odpowiedni do
hodowli i zasiedlania przez MSC, zwigksza ich aktywno$¢ proliferacyjna i nie jest dla nich
cytotoksyczny. Materiat w postaci rusztowan kompozytowy PCL/HAP/TCP, ktorego
powierzchni¢ modyfikowano nano-powtoka GoHAPmed Typ 3 (Materiat III) poréwnano
z analogicznym rusztowaniem kompozytowym bez modyfikacji powierzchni (Materiat II) oraz
rusztowaniem z czystego PCL (Materiat I). Najwigksza aktywno$¢ proliferacyjng komorek
zaobserwowano w przypadku hodowli MSC w obecnosci Materiatu III, tj. rusztowania
kostnego wykonanego z kompozytu PCL/HAP/TCP, ktorego powierzchni¢ modyfikowano
powloka GoHAPmed Typ 3.

06 MTT TEST
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Rysunek 87. Oznaczenie aktywno$ci metabolicznej (MTT test) po 1, 3, 7 dniach hodowli w standardowym

medium hodowlanym aMEM [260].

Wyniki zawarte w tym podrozdziale byly realizowane w ramach projektu o akronimie
iTE oraz tytule ,,Metoda leczenia duzych ubytkéw tkanki kostnej u chorych onkologicznych
z wykorzystaniem inzynierii tkankowe;j in vivo”, Nr projektu:
STRATEGMED3/306888/3/NCBR/2017. Cz¢$¢ wynikow przedstawionych w pracy zawarto
w publikacji pt. Osteogenic Potential of Sheep Mesenchymal Stem Cells Preconditioned with
BMP-2 and FGF-2 and Seeded on an nHAP-Coated PCL/HAP/B-TCP Scaffold [260], gdzie
autorka niniejszej rozprawy byla odpowiedzialna za opracowanie metodyki oraz wykonanie
cze¢sci materialowej, zwigzanej z synteza nanoczastek GoHAPmed oraz osadzeniem ich
w formie nano-powtoki na powierzchni rusztowania kostnego, jak réwniez charakteryzacje

otrzymanych nano-powtok.
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5.3.5. Zastosowanie powlok GoHAPmed jako warstwy zarodkowej

Biorac pod uwage rekrystalizacje nanoczastek oraz ich rozrost w powtokach
naniesionych na implant wigzadta UHMWPE zastosowano powloki GoHAPmed jako warstwe
zarodkowg dla biomimetycznej powtoki, zawierajaca czynniki z wskazanej grupy: antybiotyk,
czynniki wzrostu, cytokiny, enzym, hormon, lek przeciwnowotworowy, S$rodek
przeciwzapalny, witaminy, i ich kombinacje. Na Rysunek 88 (C i D) przedstawiono wplyw
zastosowania warstwy zarodkowej (powloki GoHAPmed) na uzyskanie powloki
biomimetycznej (Rysunek 88 (E)) zawierajacej biatko w postaci cytochromu ¢ na podtozu
w postaci rusztowania kostnego drukowanego 3D z kompozytu PCL/BTCP/HAP. Powloki
zarodkowe wytwarzano z nanoczastek GoHAPmed o wielkosci od 10 nm do 42 nm. Im
mniejsze nanoczastki zastosowane w warstwie zarodkowej, tym wigksze rozwinigcie
powierzchni wiasciwej 1 tym wigcej leku moze do niej dyfundowac osiggajac wyzsze stgzenie
leku w docelowej powloce biomimetycznej. Zaleznos¢ t¢ udowodniono poprzez wykonanie
i inkubacj¢ powlok zarodkowych z nanoczastek GoHAPmed o r6znej wielko$ci nanoczastek,
tj. 10 nm (Typ 1), 14 nm (Typ 3) oraz 42 nm (Typ 6). Nastepnie przeprowadzono badania
uwalniania biatka z powlok biomimetycznych uzyskanych na warstwach zarodkowych.
W czasie 11 dni najwicksza ilo$¢ (51 pg) uwolnionego biatka odnotowano dla powtoki
biomimetycznej wytworzonej na warstwie zarodkowej osadzonej z nanoczastek GoHAPmed
10 nm. Znacznie nizsze wartosci odnotowano dla powloki biomimetycznej wytworzonej na
warstwach zarodkowych, skladajacych si¢ z wiekszych nanoczastek, tj. 37 pg przy
zastosowaniu GoHAPmed Typ 3 (14 nm) oraz 31 pg przy zastosowaniu (42 nm), (Rysunek
89).
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Rysunek 88. Roznice wynikajace z zastosowania warstwy zarodkowej na widknie rusztowania kostnego
drukowanego 3D z kompozytu PCL/BTCP/HAP; A) widkno rusztowania kostnego, ktorego powierzchnie
modyfikowano warstwg zarodkowg (GoHAPmed Typ 1); wtdkno rusztowania kostnego bez modyfikacji; C)
przekrdj rusztowania kostnego z powloka biomimetyczng wytworzona poprzez 24-godzinng inkubacje
rusztowania z warstwa zarodkowa w roztworze SBF z dodatkiem biatka cytochrom c; D) przekrdj
rusztowania kostnego bez warstwy zarodkowej inkubowany przez 24 godziny w roztworze SBF z dodatkiem
biatka cytochrom c; E) przekrdj rusztowania kostnego z wytworzong powloka biomimetyczna na jego

powierzchni. Na podstawie zgtoszenia patentowego [285].
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Z iloscig stezenia leku powigzano rowniez grubos¢ warstwy zarodkowej — im grubsza powtoka

GoHAPmed tym wicksze stezenie leku w powloce bioaktywnej [285].
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Rysunek 89. Uwalnianie biatka cytochrom ¢ w roztworze PBS =z biomimetycznych powlok
hydroksyapatytowych wytworzonych z zastosowaniem warstw zarodkowych skltadajacych si¢ z roznej
wielko$ci nanoczastek GoHAPmed, odpowiednio 10 nm, 14 nm, 42 nm. Gdzie: H1W3 odpowiada warstwie
zarodkowej GoHAPmed Typ 1 (10 nm), H3W3 odpowiada warstwie zarodkowej GoHAPmed Typ 3 (14
nm), H6W3 odpowiada warstwie zarodkowej] GoHAPmed Typ 6 (42 nm), HO odpowiada rusztowaniu

kostnemu bez zastosowania modyfikacji powierzchnie [285].

Badania przedstawione w tym rozdziale sg cze¢$cia zgloszenia patentowego P.434340,
pt. Bioaktywne hydroksyapatytowe powtoki o hierarchicznej nano/mikrostrukturze, sposob ich
wytwarzania oraz zastosowanie. Autorka rozprawy jest wspottworca niniejszego patentu [285]
i byla wspotodpowiedzialna za opracowanie metodyki naktadania powloki zarodkowej, jej

wytworzenie oraz charakteryzacjg.
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6. Dyskusja i podsumowanie wynikow

Hydrotermalna synteza mikrofalowa pozwala na otrzymanie nanoczastek
hydroksyapatytu o $cisle regulowanej wielkosci [52,273]. Efekt rozmiaru w skali nano
determinuje wlasciwosci materiatow. Szczegdlnie istotny jest wptyw wielko$ci nanoczastek na
powierzchni¢ wiasciwg nanomateriatow, zdolnosci sorpcyjne, wydzielanie jonow
z powierzchni, szybko§¢ degradacji [273]. Sterowanie tymi wlasciwosciami otwiera nowe
mozliwos$ci projektowania materiatdéw do regeneracji tkanki kostnej, np. poprzez regulacje
ilosci wydziatanych jonow wapnia Ca**. W przegladzie literaturowym wykazano, ze jony
wapnia stanowig wewnatrzkomorkowe sygnaty regulujace przebieg kilku procesow
komoérkowych takich jak proliferacja komorek, transkrypcja gendéw i skurcz migéni [207]. Co
wigcej, badania in vitro wykazaly, ze wapn zawarty w rusztowaniach do wzrostu kosci
wspomaga zwigkszong adhezje, proliferacje i roznicowanie osteoblatsopodobnych komorek
MG-63 [207,286]. Badania in vivo wykazaly, ze jony Ca?" uwalniane z rusztowan
kompozytowych HAP/TCP zwigkszaja tworzenie kosci w ubytkach kos$ci tydki szczura [58].
Ponadto implanty tytanowe pokryte Ca®" spowodowaly zwigkszenie gestosci kosci
1 osteointegracj¢ w modelu kosci piszczelowej owcey [207,286]. W zwigzku z czym kontrola
ilosci uwalnianych jonow Ca®* jest szczegolnie wazna w aspekcie indukcji naprawy tkanki
kostnej, a dobor ich odpowiedniej ilosci jest niezbgdny do odpowiedniego zastosowania
materialdw wapniowo-fosforanowych w inzynierii tkankowej i medycynie regeneracyjnej [65].
W badaniach zawartych w podrozdziale 5.1.3. wykazano, ze rozwinigcie powierzchni
wlasciwej nanoczastetk GoHAPmed ma silny wplyw na rozpuszczalno$¢ oraz ilo$é¢
wydzielanych jonow. Zatem mozliwa jest regulacja ilo$ci jonéw wapnia wydzielanych do
otoczenia poprzez zastosowanie nanoczastek GoHAPmed o rdznej wielkosci. Innym istotnym
parametrem, jaki mozna relegowa¢ poprzez wykorzystanie efektu rozmiaru nano jest
pojemno$¢ sorpcyjna opisana w podrozdziale 5.1.2., dzieki ktorej mozliwa jest kontrola ilo$ci
substancji zaadsorbowanej na powierzchni materiatu. Efekt ten migdzy innymi wykorzystano
do adsorpcji leku na powierzchni powtoki hydroksyapatytowej [284,287].

W pracy przeprowadzono szereg eksperymentow w celu wyznaczenia optymalnych
parametrow procesu SonoNanoCoating takich jak, amplituda drgan, temperatura zawiesiny,
koncentracja nanoczastek w medium, czas trwania procesu, wielko$¢ nanoczastek
hydroksyapatytu skladajacych si¢ na powtoke oraz rodzaj podtoza, ktérego powierzchnig
modyfikowano powlokami hydroksyapatytowymi. Ustalono, ze metoda SonoNanoCoating jest

najbardziej efektywna przy nastepujacym doborze podstawowych parametréw procesu
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ultradzwigkowego: amplituda 30 pwm, temperatura zawiesiny nanoczastek wynoszaca 30 °C,
prostopadte utozenie sonotrody w odlegtosci 15 mm od powierzchni probki. Parametry
podstawowe ustalono parametrami statymi w procesie SonoNanoCoating. Wielko$¢
nanoczastek hydroksyapatytu zawieszonych w medium oraz rodzaj podltoza, na powierzchni
ktérego w procesie SonoNanoCoating osadzano powtoki, jak réwniez koncentracja
nanoczastek w zawiesinie s3 parametrami kluczowymi, od ktérych uzalezniono czas
prowadzenia procesu SonoNanoCoating. Parametry te okreslono jako zmienne parametry

procesu (Tabela 15).

Tabela 15. Optymalne parametry zmienne procesu ultradzwickowego osadzania powlok
hydroksyapatytowych metoda SonoNanoCoating na réznego rodzaju podioza.
Sr. wielko$é Czas Koncentracja
Rodzaj podloza Nazwa powloki nanoczastek procesu nanoczastek
(nm) SNC (min) (% masy)
Rusztowanie PCL | GoHAPmed Typ
14 15 0,2
drukowane 3D 3
Ptaskie podtoze GoHAPmed Typ " g
PCL 3
0,2
Ptaskie podtoze GoHAPmed Typ
42 12
PCL 3
Ptaskie podtoze GoHAPmed Typ 10 .
tytanu grade 2 1
Ptaskie podtoze GoHAPmed Typ " ]
tytanu grade 2 3
Ptaskie podtoze GoHAPmed Typ
26 3 0,2
tytanu grade 2 4
Ptaskie podtoze GoHAPmed Typ 30 6
tytanu grade 2 5
Ptaskie podtoze GoHAPmed Typ 0 6
tytanu grade 2 6
Tytan drukowan GoHAPmed T
Y ; Y . P 10 1 0,2
D
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Tytan drukowany | GoHAPmed Typ " .
3D 3
Tytan drukowany | GoHAPmed Typ Y ;
3D 4
Tytan drukowany | GoHAPmed Typ 30 ;
3D 5
Tytan drukowany | GoHAPmed Typ 2 6
3D 6
Ptaskie podtoze GoHAPmed Typ
10 3 0,2
PEEK 1
Ptaskie podtoze GoHAPmed Typ
14 3 0,2
PEEK 3
Ptaskie podtoze GoHAPmed Typ
26 3 0,2
PEEK 4
Ptaskie podtoze GoHAPmed Typ
30 3 0,2
PEEK 5
Ptaskie podtoze GoHAPmed Typ
42 3 0,2
PEEK 6
Wilbkna GoHAPmed Typ 0 10
UHMWPE 1
Wilbkna GoHAPmed Typ
14 10 0,05
UHMWPE 3
Wilbkna GoHAPmed Typ
42 10
UHMWPE 6
Rusztowanie
GoHAPmed Typ
kompozytowe ; 14 5 0,4
PCL/HAP/TCP

Otrzymane wyniki jasno wskazuja, ze zwigkszenie wielko$ci nanoczastek osadzanych
na roéznego rodzaju podtozach powoduje obnizenie efektywnos$ci procesu SonoNanoCoating
oraz pogorszenie jakosci otrzymywanych powlok. Najlepsza efektywnos¢ procesu
SonoNanoCoating obserwowano dla nanoczastek GoHAPmed o $redniej wielko$ci od 10 nm

do 14 nm. Jednakze odpowiednio dobrane parametry procesu pozwalaty na otrzymywanie
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powtarzalnych, dobrej jakosci nano-powlok sktadajacych si¢ z nanoczastek o wigkszym
$rednim rozmiarze.

Inzynieria procesu ultradzwigkowego SonoNanoCoating obejmujgca projektowanie
1 wytworzenie odpowiedniego zbiornika procesowego oraz optymalizacj¢ parametrow procesu
SonoNanoSoating pod katem wielko$ci osadzanych nanoczastek hydroksyapatytu oraz rodzaju
podtoza modyfikowanego nano-powlokami pozwolita na wykazanie uniwersalnosci metody
SonoNanoCoting w zakresie nanoszenia powlok hydroksyapatytowych. W pracy dowiedziono,
ze mozliwe jest zastosowanie tej metody do uzyskania nano-powtok na powierzchniach
materiatbw ~ wykonanych  z  rdéznego  rodzaju  stopéw  tytanu,  polimerow
wysokotemperaturowych takich jak PEEK, polimeréw termoplastycznych jak np. UHMWPE,
polimerow biodegradowalnych takich jak PCL, kompozytow biodegradowalnych
PCL/HAP/TCP. Ksztatt i morfologia powierzchni rowniez nie stanowi ograniczenia dla metody
SonoNanoCoating, co udowodniono poprzez osadzenie jednorodnych nano-powlok na
struktury komérkowe drukowane 3D, chropowate oraz gladkie powierzchnie ptaskie, azurowe
struktury implantow oraz wtokna sztucznych wigzadet krzyzowych. Na szczegodlng uwage
zastuguje fakt, Ze metoda SonoNanoCoating pozwala na osadzanie powlok wewnatrz porow
powierzchni materialu (Rysunek 90), jak réwniez wewnatrz biodegradowalnych struktur
komoérkowych rusztowan PCL, PCL/HAP/TCP, a ponadto dociera do wnetrza azurowych
implantéw kregostupa (Rysunek 70).
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Rysunek 90. Obrazy SEM powtoki GoHAPmed Typ 3 na powierzchni porowatej §ruby drukowanej 3D ze
stopu tytanu Ti6Al4V.

Przedstawiona w pracy charakteryzacja powtok wykazata, ze powtoki osadzane przy
optymalnie dobranych parametrach SonoNanoCoating charakteryzuja si¢ jednorodna
morfologia. Nano-powloki osadzone z zawiesiny nanoczastek GoHAPmed o regulowanej
wielkosci w zakresie od 10 nm do 42 nm cechujg si¢ zwilzalno$cig powierzchni od 46° do 73°,
ktéra jest korzystna dla adhezji i proliferacji komorek [277,278]. Sita adhezji powtok jest
wystarczajagca do swobodnego operowania materiatami, co udokumentowano poprzez
eksperymenty symulujace warunki operacyjne, takie jak: mocowanie sztucznego wi¢zadla
krzyzowego pokrytego powloka GoHAPmed Typ 3, wkrecanie i wykrecanie implantow $rub
tytanowych w obrgbie kosci wotowej. Dobra adhezja nano-powlok do podtoza moze wynikac
z efektu nano rozmiaru, a bgdac bardziej precyzyjnym — z duzego rozwinig¢cia powierzchni
wiasciwej oraz dziatania sit powierzchniowych nanomateriatow. Rozwazajac adhezj¢ powlok
do podloza, nalezy rowniez zwrdci¢ uwage na grubos$¢ powtok, ktéra korzystnie powinna
zawiera¢ si¢ pomiedzy 50 nm a 350 nm [239]. Stosujac metode SonoNanoCoating nie
wystepuje potrzeba poprocesowej obrobki termicznej w celu poprawy adhezji powlok do
podtoza, jak w przypadku innych metod, dajacych mozliwo$¢ modyfikacji powierzchni
materialdw o skomplikowanych ksztattach [230,231]. Wysoka temperatura procesu lub

poprocesowe wygrzewanie powlok hydroksyapatytu, moze prowadzi¢ do spiekania
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i dekompozycji HAP oraz przys$pieszonej degradacji powlok [219], a bardzo czesto pekania
powlok [208,209]. W zwigzku z tym niska temperatura procesu oraz brak konieczno$ci
wysokotemperaturowego wygrzewania powlok osadzanych metoda SonoNanoCoating stanowi
przewage nad aktualnie stosowanymi metodami nakladania powlok hydroksyapatytowych. Co
istotne, niskotemperaturowa metoda SonoNanoCoating nie wplywa na wlasciwosci
nanoczastek osadzanych na powierzchni implantu w formie powloki, zachowujac ich
biomimetyczny charakter. Ponadto, niska temperatura procesu umozliwia osadzanie powlok
robwniez na powierzchniach materialbw biodegradowalnych, wrazliwych na wysoka
temperature, ktore coraz czg$ciej znajduja swoje zastosowanie w leczeniu ubytkéw tkanki
kostnej.

Badania degradacji nano-powlok uzyskanych metoda SonoNanoCoating nie wykazaty
istotnych zmian powlok sktadajacych si¢ z nanoczastek o $redniej wielkosci 10 nm 1 14 nm po
60 oraz 90 dniach w roztworze PBS. Natomiast dla nano-powtok, sktadajacych sie
z nanoczastek o $redniej wielko$ci powyzej 20 nm zaobserwowano zwigkszenie porowatos$ci
nano-powlok spowodowane procesem degradacji w PBS po 90 dniach. Powloki poddane
testom degradacji w 37°C w roztworze SBF przez 60 i 90 dni zmienily morfologie.
Obrazowanie SEM wykazato, ze nano-powltoki w warunkach symulujacych umieszczenie
probek w organizmie ludzkim przeksztalcity si¢ w krysztaly biomimicznego hydroksyapatytu
o ksztalcie iglowatym w przypadku powtok osadzonych z nanoczastek GoHAPmed Typ 1 (10
nm), GoHAPmed Typ 3 (14 nm), GoHAPmed Typ 6 (42 nm), w przypadku powtok osadzonych
z HAP Berkeley morfologia nanoczastek na powierzchni powtoki przybrata mieszane ksztatty
— igiet 1 ptytek, natomiast w przypadku powtok osadzonych z HAP Sigma-Aldrich oraz HA
Biocer zaobserwowano ptytkowy ksztatt krysztatdéw sktadajacych si¢ na powtoke zar6wno po
60 dniach jak i 90 dniach testu degradacji w SBF. Taki sposob rozrostu nanoczastek
hydroksyapatytu moze mie¢ zwigzek z temperaturg jego wytwarzania oraz stosunkiem wapnia
do fosforu w krysztatach [288].

Niniejsza praca porusza aspekt efektu nano rozmiaru, dlatego zweryfikowano wptyw
powlok sktadajacych si¢ z nanoczastek zréznicowanych pod katem rozmiaru (odpowiednio: 10
nm, 14 nm, 42 nm oraz mikrometryczny HA Biocer) na osteoblasty ludzkie. Obserwacje
przeprowadzone z uzyciem mikroskopu konfokalnego dowiodly, Ze powloki
hydroksyapatytowe naniesione metoda SonoNanoCoating na podtoza Ti64ELI drukowane 3D
sktadajace si¢ z nanoczastek o rozmiarze od 10 nm po wielko$ci mikrometryczne wspomagaja
adhezj¢ 1 wzrost osteoblastow ludzkich hFOB 1.19. Zwigkszong proliferacje osteoblastow

potwierdzono réwniez w te§cie WST-8.
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Dokonano oceny zywotno$ci oraz zasiedlenia kompozytowych rusztowan kostnych
modyfikowanych nano-powtoka hydroksyapatytowa (GoHAPmed Typ 3) przez komorki
macierzyste (MSC). Material ten stanowit dobre podtoze do adhezji komérek MSC. Co wiecej,
zaobserwowano zwigkszong proliferacj¢ komorek w obecno$ci rusztowan kompozytowych
pokrytych nano-powtokami GoHAPmed Typ 3 (14 nm) w odniesieniu do analogicznych
rusztowan kostnych bez nano-powtoki GoHAPmed oraz rusztowan wykonanych z PCL. Wynik
ten potwierdza, iz modyfikacja materialdow nano-powlokami GoHAPmed Typ 3 metoda
SonoNanoCoating jest skuteczna, a oddzialywania na granicy komorki — powtloka sa
odpowiednie do zastosowan w medycynie regeneracyjne;.

Nano-powloki nanoszone metoda SonoNanoCoting moga by¢ wykorzystywane do
dalszej funkcjonalizacji powierzchni implantow. Przyktadowo, moga one stanowi¢ warstwe
zarodkowa do uzyskania powloki biomimetycznego hydroksyapatytu dostarczajacej leki.
Powstawanie powlok biomimetycznego hydroksyapatytu poprzez zanurzenie materiatu
w roztworze SBF znaczaco przyspiesza powolny proces dip coating [284]. Rowniez w tym
zastosowaniu nano-powtok istotne znaczenie ma wielkos$¢ czastek i rozwiniecie powierzchni
powtoki. Im mniejsze nanoczastki zastosowane w warstwie zarodkowej, tym wigksze
rozwini¢cie powierzchni wlasciwej, i tym wigcej leku moze do niej dyfundowaé osiagajac
wyzsze stezenie leku w docelowej powloce biomimetyczne;j.

Podsumowujac przeprowadzone postgpowanie badawcze pozwolito na uzyskanie
nowej wiedzy, pozwalajacej na stwierdzenie, ze:

— Metoda SonoNanoCoating moze stanowi¢ uniwersalng metod¢ pozwalajaca na
osadzanie nano-powtok hydroksyapatytowych na materiatach stosowanych w inzynierii
tkanki kostnej, z uwzglednieniem materialdéw wrazliwych na temperaturg.

— Metoda SonoNanoCoating jest odpowiednia do osadzania jednorodnych
i powtarzalnych nano-powlok na skomplikowanych strukturach komérkowych i/lub
materialach wtdknistych.

— Metoda SonoNanoCoating pozwala na osadzanie nano-powlok hydroksyapatytu,
w sposoOb nie zmieniajacy struktury krystalicznej hydroksyapatytu uzytego w procesie.

— Pofaczenie technologii hydrotermalnej syntezy mikrofalowej oraz metody
SonoNanoCoating  pozwala na  osadzanie  jednorodnych  nano-powtlok
hydroksyapatytowych sktadajacych si¢ z nanoczastek o $redniej wielkos$ci regulowane;j
w zakresie 10 nm — 42 nm.

— Mozliwe jest sterowanie wlasciwosciami powierzchni materialdbw poprzez ich

modyfikacj¢ nano-powtokami sktadajacymi si¢ z regulowanej wielko$ci nanoczastek.
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— Wielko$¢ nanoczastek w zawiesinie ma istotny wptyw na efektywnos$¢ procesu
SonoNanoCoating oraz morfologi¢ nano-powtok hydroksyapatytowych.

— Nano-powtoki hydroksyapatytowe osadzane metoda SonoNanoCoating mogg docieraé
do wngtrza azurowych struktur tytanowych implantow kregostupowych.

— Nano-powtoki hydroksyapatytowe osadzane metoda SonoNanoCoating moga by¢
stosowane jako warstwa zarodkowa przy$pieszajaca powstawanie powloki
biomimicznego hydroksyapatytu metoda dip coating.

— Nano-powtoki uzyskane metoda SonoNanoCoating charakteryzuja si¢ wtasciwosciami
odpowiednimi dla adhezji i proliferacji komorek.

W wyniku przeprowadzonych badan zdobyto powyzsza wiedze¢ i osiagnigto cele pracy,
polegajace na udowodnieniu tezy pracy, iz potagczenie technologii mikrofalowej hydrotermalnej
syntezy nanoczastek oraz ultradzwigkowego nanoszenia powtok otwiera nowe mozliwos$ci
nano-inzynierii 1 przetamanie ograniczeh w obecnie stosowanych metodach pokrywania
powierzchni implantow poprzez:

1. Regulacje wielkosci nanoczastek w powlokach hydroksyapatytowych, umozliwiajac tym
samym regulacj¢ wlasciwosci powlok oraz wplyw na nano-architektur¢ powierzchni, co daje
nowe perspektywy w dziedzinie modyfikacji powierzchni implantow ortopedycznych.

2. Uzyskanie jednorodnych powtok hydroksyapatytowych obecnych zardwno na
powierzchniach zewnetrznych, jak i wewnatrz porowatych struktur 3D oraz materialach
witoknistych.

3. Osadzanie nano-powtok w niskich temperaturach, co umozliwia modyfikacj¢ powierzchni
materialdéw wrazliwych na temperaturg oraz zachowanie wtasciwosci nano-hydroksyapatytu.
4. Wykorzystanie wszechstronnosci metody i dobor parametréw osadzania nano-powlok

niezaleznie od rodzaju, ksztattu i struktury modyfikowanego materiatu.

Cele pracy osiagnigto poprzez wykonanie nast¢pujacych prac:

1. Zbudowanie stanowiska do pokrywania ultradzwickowego.

2. Optymalizacj¢ metody ultradzwigkowego osadzania nano-powlok pod katem wytwarzania
powlok hydroksyapatytowych sktadajacych si¢ z nanoczastek o roznej wielkosci oraz
réznorodno$ci materialdow stosowanych do wytarzania implantow ortopedycznych, w tym
implantow tytanowych, polimerowych oraz kompozytowych.

3. Wytworzenie i charakteryzacja nano-powlok hydroksyapatytowych sktadajacych si¢ z r6znej
wielko$ci nanoczastek.

4. Wykazanie wplywu wielkos$ci nanoczastek na wiasciwosci nano-powtok.
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5. Wykazanie biokompatybilno$ci opracowanych nano-powtok.

Wykazano, ze metoda SNC ma potencjat sta¢ si¢ wiodaca technologia modyfikowania
powierzchni implantéw ortopedycznych w celu uzyskania poprawy adhezji osteoblastow do
powierzchni oraz przyspieszenie formowania tkanki kostnej w miejscu implantacji i dobrej
stabilizacji implantu w ciele pacjenta. Metode SNC cechuje nie tylko wysoka skuteczno$é¢
w modyfikacji powierzchni implantéow, lecz jest ona rowniez wyjatkowo przyjazna pod

wzgledem technologicznym.
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7. WNIOSKI

1. SonoNanoCoating  to  wszechstronna  metoda  odsadzania  nano-powtok
hydroksyapatytowych. Optymalizacja stalych 1 zmiennych parametrow metody
SonoNanoCoating pozwolita na uzyskanie nano-powtok hydroksyapatytowych na materiatach
metalicznych, polimerach wysokotemperaturowych, polimerach termoplastycznych oraz
polimerach biodegradowalnych 1 kompozytach. Metoda ta pozwala na inzynieri¢
innowacyjnych nano-powtok hydroksyapatytowych na implantach ortopedycznych.

2. Skonstruowanie odpowiedniego zbiornika do prowadzenia procesu SonoNanoCoating
umozliwilo precyzyjne utrzymanie temperatury procesu osadzania nano-powtok na poziomie
30 °C £ 2 °C. Niska temperatura osadzania nano-powlok przelamuje ograniczenia
konwencjonalnych metod naktadania powtok na powierzchnie materiatow biodegradowalnych,
wrazliwych na temperature.

3. Potagczenie technologii hydrotermalnej syntezy mikrofalowej oraz metody SonoNanoCoating
stwarza nowe mozliwo$ci nano-inzynierii, wynikajace z regulacji wielkosci nanoczastek
sktadajacych si¢ na nano-powtoki hydroksyapatytowe GoHAPmed, dzigki czemu mozliwe jest
kontrolowanie wtasciwos$ci powtok nanoszonych na implanty ortopedyczne.

4. Optymalizacja metody SonoNanoCoating pozwolita na przetamanie problemu inzynierii
powierzchni w postaci osadzania powtok na trudnodostepnych powierzchniach implantow, np.
wnetrze poréw implantow drukowanych 3D, czy wnetrze struktur komorkowych.

5. Nano-powloki hydroksyapatytowe osadzane metoda SonoNanoCoating, sktadajace si¢
z nanoczastek GoHAPmed od 10 nm do 42 nm sa biozgodne i majg pozytywny wplyw na

adhezj¢ i proliferacj¢ komorek macierzystych.
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FINANSOWANIE

Poszczegblne elementy niniejszej pracy finansowane byty ze srodkow:

— POIR.04.01.02-00-0016/16 ,,Mocowanie sztucznych S$ciggien i wigzadet do tkanki
kostnej z wykorzystaniem nanotechnologii”’, akronim: NANOLIGABOND,
realizowanego w ramach Dzialania 4.1 Programu Operacyjnego Inteligentny Rozwoj
2014-2020 wspotfinansowanego ze $rodkow FEuropejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego.

— STRATEGMED3/306888/3/NCBR/2017 ,,Metoda leczenia duzych ubytkow tkanki
kostnej u chorych onkologicznych z wykorzystaniem inzynierii tkankowej in vivo”
akronim: iTE, wspotfinansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach
programu STRATEGMED II1.

Do badan wykorzystano infrastrukture wytworzona w ramach projektow:

— Centrum Badan Przedklinicznych i Technologii CePT I (POIG.02.02.00-14-024/08).

— Centrum Badan Przedklinicznych i Technologii CePT II (RPMA.01.01.00-14-8476/17-
04).
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