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WYKAZ WAZNIEJSZYCH SKROTOW I OZNACZEN

ATR FT-IR

BET
BMP-2
Ca/P
CVD
DLS
ECM
EDS

FBGCs
GOF
HAp
HPLC

IL-1B
IL-6
Kol-r
Kol-w
L929
MSCs
MTT

NF-«xB
PCL

PE
PEGDA
PLA
PGA
PTFE
PVA
PVP
PVD
Ra, Ry, Rsx

spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera z wykorzystaniem
techniki ostabionego catkowitego odbicia (Attenuated Total Reflectance

Fourier Transform Infrared Spectroscopy)

metoda oznaczania powierzchni wlasciwej (Brunauer—Emmett—Teller)
biatko morfogenetyczne kosci 2 (Bone Morphogenetic Protein-2)

stosunek molowy wapnia do fosforu

chemiczne osadzanie z fazy gazowej (Chemical Vapor Deposition)
dynamiczne rozpraszanie §wiatla (Dynamic Light Scattering)

macierz pozakomorkowa

spektroskopia  dyspersji  energii promieniowania rentgenowskiego
(Energy Dispersive X-ray Spectroscopy)

olbrzymie komorki ciata obcego (Foreign Body Giant Cells)

wspotczynnik dopasowania modelu (Goodness-of-Fit)

hydroksyapatyt

wysokosprawna chromatografia cieczowa (High-Performance Liquid
Chromatography)

Interleukina 1P, cytokina prozapalna (Interleukin 1)
Interleukina 6, cytokina prozapalna (Interleukin 6)

kolagen rybi

kolagen wolowy

linia komérkowa mysich fibroblastow

mezenchymalne komorki macierzyste (Mesenchymal Stem Cells)

test cytotoksycznosci z wykorzystaniem bromku 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolyl)-
2,5-difenylotetrazolowego

jadrowy czynnik transkrypcyjny kB (Nuclear Factor kappa B)
poli(e-kaprolakton)

polietylen

diakrylan poli(glikolu etylenowego)

poli(kwas mlekowy)

poli(kwas glikolowy)

politetrafluoroetylen

alkohol poliwinylowy

poliwinylopirolidon

fizyczne osadzanie z fazy gazowej (Physical Vapor Deposition)

parametry chropowato$ci powierzchni (odpowiednio: $rednia arytmetyczna,
sredniokwadratowe odchylenie, skosno$¢ profilu)



RGD

R2
Rwp
SEM
TGF-p
TNF-a
UV-Vis

VEGF

XRD
X,V,¢C h

Sekwencja aminokwasowa argininy (R), glicyny (G)
1 kwasu asparaginowego (D)

wspotczynnik determinacji

wazony wspotczynnik dopasowania (Weighted-pattern R-factor)
skaningowa mikroskopia elektronowa (Scanning Electron Microscopy)
transformujacy czynnik wzrostu B (Transforming Growth Factor Beta)
czynnik martwicy nowotwordw a (Tumor Necrosis Factor Alpha)

spektroskopia w zakresie ultrafioletu i $wiatla widzialnego (Ultraviolet-
Visible Spectroscopy)

naczyniowo-$rodbtonkowy czynnik wzrostu (Vascular Endothelial Growth
Factor)

dyfrakcja rentgenowska (X-ray Diffraction)

czynniki eksperymentalne: wejsciowe (x), wyjsciowe (y), state (c),
zakldcajace (h)



1. WPROWADZENIE

Postgp w dziedzinie biomateriatow stanowi jeden z kluczowych filarow
wspotczesne] inzynierii materiatowej, odpowiadajagc na rosngce zapotrzebowanie
na nowoczesne materialy do regeneracji tkanek, leczenia ubytkéw kostnych
oraz wsparcia procesOw gojenia. Biomaterialy, definiowane jako substancje, inne niz lek,
zdolne do czasowego lub trwatego kontaktu z organizmem, odgrywaja istotng rolg
w medycynie regeneracyjnej, protetyce, chirurgii i implantologii. Ewolucja tych
materialdéw, od pasywnych elementow strukturalnych do funkcjonalnych systemow
bioaktywnych, otworzyla nowe mozliwosci terapeutyczne, stawiajac jednoczesnie
wyzwania w zakresie projektowania, biozgodnosci i bezpieczenstwa.

Jednym  ze Znacznie  rozwijanych obszaréw sa  kompozyty
ceramiczno-polimerowe, taczace bioaktywno$¢ 1 sztywno$¢ fazy ceramicznej
z elastyczno$cig oraz przetwarzalnoscia polimeréw. Hydroksyapatyt, bedacy mineralnym
odpowiednikiem tkanki kostnej, stanowi jeden z najwazniejszych komponentow
w projektowaniu takich uktadow, jednak jego ograniczona wytrzymatos¢ mechaniczna
i krucho$¢ wymagajg integracji z fazami wspomagajacymi. Odpowiednie potaczenie
HAp z naturalnymi lub syntetycznymi polimerami umozliwia uzyskanie struktur
hybrydowych o wysokim potencjale aplikacyjnym, jako rusztowania dla wzrostu
komorek, no$niki lekéw czy materiaty wspierajace osteointegracjg.

W kontekscie globalnych wyzwan zdrowotnych, takich jak starzenie si¢ populacji
1 wzrost zachorowan na osteoporozg, potrzeba opracowania materiatow nowej generacji
staje si¢ szczegOlnie pilna. Utrata masy kostnej, zwigkszone ryzyko ztaman
oraz ograniczone zdolno$ci regeneracyjne organizmu sprawiaja, ze tradycyjne
rozwigzania chirurgiczne nie s3 wystarczajace. W tym $wietle biomaterialy
kompozytowe staja si¢ odpowiedzig na wspotczesne wymagania kliniczne - muszg by¢
nie tylko biozgodne, ale takze zdolne do kontrolowanego uwalniania substancji
czynnych, dzialania przeciwdrobnoustrojowego i wspierania procesow naprawczych.

Niniejsza rozprawa doktorska koncentruje si¢ na syntezie, modyfikacji
oraz charakterystyce biomateriatow kompozytowych opartych na hydroksyapatycie
1 wybranych polimerach, modyfikowanych sktadnikami aktywnymi.
Celem jest uzyskanie materiatéw funkcjonalnych, ktére znajdg zastosowanie w inzynierii
1 chirurgii tkanki kostnej, szczegolnie w kontekscie terapii spersonalizowanej
1 zapobiegania powiktaniom infekcyjnym. Realizacja tego celu odpowiada na aktualne
kierunki badan naukowych oraz potrzeby medycyny praktycznej, a uzyskane wyniki
mogg stanowi¢ potencjalny wkltad w rozwoj materiatbw wykorzystywanych
w nowoczesnych terapiach regeneracyjnych.



2. ANALIZA STANU ZAGADNIENIA

2.1. Biomaterialy

Pojecie biomateriatu od kilku dekad stanowi fundament interdyscyplinarnego
obszaru badan taczacego nauki przyrodnicze, inzynieri¢ materiatowa oraz medycyng
kliniczng. W ujeciu formalnym, zgodnie z definicjg przyjeta podczas Konferencji
Europejskiego Towarzystwa Biomateriatow (European Society for Biomaterials, ESB),
biomateriat to ,, substancja inna niz lek, syntetyczna lub naturalnego pochodzenia, ktora
moze by¢ uzywana przez okreslony czas — catkowicie lub czesciowo — jako element
systemu majgcego na celu leczenie, wspomaganie lub zastepowanie jakiejkolwiek tkanki,
narzgdu bgd? funkcji organizmu” [1-4].

Wspotczesnie biomateriaty definiuje si¢ szerzej jako klase materialow
syntetycznych, polsyntetycznych lub naturalnych, zaprojektowanych =z mysla
o zastosowaniach medycznych, majacych bezposredni kontakt z tkankami lub ptynami
ustrojowymi cztowieka [5,6]. Stanowig one nieodzowny element wspodtczesnej
medycyny regeneracyjnej, chirurgii, protetyki oraz inzynierii tkankowej. W ostatnich
dekadach biomaterialty przeszlty istotng ewolucje: od biernych, strukturalnych
komponentow wspomagajacych leczenie, do inteligentnych i bioaktywnych systemow
zdolnych do interakcji z komodrkami i1 $rodowiskiem biologicznym na poziomie
molekularnym. Postep ten otwiera nowe mozliwosci terapeutyczne i stawia jednoczesnie
wyzwania w zakresie projektowania, bezpieczefistwa 1 oceny skuteczno$ci nowych
rozwigzan materiatowych [7].

Poczatki stosowania biomaterialdw mozna odnalez¢ juz w starozytnym Egipcie,
gdzie uzywano Inianych nici do zszywania ran i ko$ci stoniowej do tworzenia protez.
Wspotczesna nauka o biomateriatach zostata zapoczatkowana w latach 50. XX wieku,
wraz z potrzebg odbudowy tkanek uszkodzonych podczas II wojny $wiatowe]
oraz gwaltownym rozwojem chirurgii rekonstrukcyjnej. Obecnie biomateriaty
s wykorzystywane w wielu dziedzinach medycyny: ortopedii (endoprotezy stawow),
stomatologii (implanty zebowe), kardiologii (zastawki serca), okulistyce (soczewki
kontaktowe),  chirurgii  naczyniowej  (stenty,  przeszczepy  naczyniowe),
a takze w systemach dostarczania lekdéw 1 biosensorach [8,9].

Fundamentalnym kryterium klasyfikujagcym materiat do grupy biomateriatow jest
jego biokompatybilnos¢. Termin ten odnosi si¢ do zdolnosci materiatu do dtugotrwatego
kontaktu z organizmem ludzkim bez wywotywania niepozadanych reakcji, takich jak
odpowiedZ immunologiczna, toksyczno$¢, kancerogenno$¢ czy degradacja prowadzaca
do uszkodzenia tkanek. W kontek$cie nowoczesnych biomaterialow coraz wigksze
znaczenie przypisuje si¢ rowniez bioaktywnos$ci, rozumianej jako zdolno§¢ materiatu
do inicjowania lub wspierania korzystnych reakcji biologicznych, ktére sprzyjaja
procesom regeneracyjnym, takim jak gojenie si¢ ran, osteointegracja czy angiogeneza
[10,11].
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Projektowanie biomateriatow coraz czgsciej uwzglednia inzynieri¢ powierzchni,
czyli zestaw technik umozliwiajacych modyfikacje topografii, sktadu chemicznego
oraz energii powierzchniowej w celu poprawy interakcji materiatu z komorkami
1 tkankami [12—14]. Zmiany te pozwalaja na kontrolowanie takich procesow, jak adhezja,
proliferacja 1 roznicowanie komorek, a takze na modulowanie odpowiedzi
immunologicznej [15]. Modyfikacje powierzchni odgrywaja szczegolng role
w projektowaniu rusztowan do regeneracji tkanek, w ktorych biomateriat petni funkcje
tymczasowego szkieletu utatwiajacego odtworzenie uszkodzonych struktur [16—18].
W nowoczesnych biomaterialach coraz czgsciej wykorzystuje si¢ nanotechnologie
[19,20]. Nanomaterialy, takie jak nanowlokna, nanoczastki oraz hydrozele
supramolekularne, cechujg si¢ wysokim stosunkiem powierzchni do objetosci,
co umozliwia intensywng interakcje z komorkami. Ich struktura sprzyja
odwzorowywaniu architektury macierzy pozakomoérkowej, co ma istotne znaczenie
w kontekscie inzynierii tkankowej. Przyktadowo, nanowldkna polimerowe zwigkszaja
powierzchni¢ adhezyjng dla komorek i umozliwiaja lepsze odtworzenie $rodowiska
naturalnych tkanek [21-23]. Rysunek 1 przedstawia przyktadowe nanomateriaty

wykorzystywane w inzynierii biomateriatlow.
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Rysunek 1. Przyktady nanomateriatow wykorzystywanych w inzynierii biomateriatow:
podziat na struktury nieorganiczne, weglowe i organiczne
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Rownolegle rozwijany jest obszar tzw. inteligentnych biomaterialow (smart
biomaterials), zdolnych do dynamicznego reagowania na zmiany S$rodowiska
fizykochemicznego, takie jak temperatura, pH, ci$nienie czy obecno$¢ okreslonych
enzymow [24]. Materiaty te mogg modyfikowac swoje wlasciwosci w sposob odwracalny
lub trwaty, w odpowiedzi na sygnatly z otoczenia biologicznego. Znajduja zastosowanie
m.in. w systemach kontrolowanego uwalniania substancji czynnych, gdzie odpowiedz
materialu umozliwia precyzyjne dawkowanie w miejscu docelowym [25,26]. Przyktadem
sa hydrozele termowrazliwe, ktore zeluja w temperaturze ciata i umozliwiaja lokalne
podanie substancji aktywnych [27,28].

Integralnym elementem rozwoju biomateriatbw sg badania przedkliniczne
1 kliniczne, ktéorych celem jest ocena bezpieczenstwa oraz funkcjonalno$ci
proponowanych rozwiazan. Obejmuja one analizy cytotoksyczno$ci, mutagennosci,
wlasciwosci  hemolitycznych, reakcji zapalnych, a takze ocene parametrow
funkcjonalnych, takich jak osteokondukcja i osteoindukcja [29,30]. W perspektywie
rozwoju biomateriatow szczegélne znaczenie zyskuja strategie personalizacji,
uwzgledniajace cechy genetyczne pacjenta, profil molekularny jego tkanek
oraz indywidualne potrzeby kliniczne. Réwnocze$nie rosnie rola technologii
addytywnych, takich jak druk 3D i biodrukowanie, umozliwiajacych precyzyjne
odwzorowanie struktur biologicznych i wytwarzanie spersonalizowanych implantow
lub rusztowan [31,32].

Analiza rozwoju biomateriatdw na przestrzeni ostatnich dekad wskazuje
na wyrazne przejscie od materiatow obojetnych do zaawansowanych struktur zdolnych
do aktywnego oddziatywania z otoczeniem biologicznym. Obecne kierunki rozwoju
koncentrujg si¢ na pogtebianiu zrozumienia zalezno$ci migdzy strukturg chemiczng
a wlasciwosciami materiatow, co stanowi podstawg do projektowania bezpiecznych

1 skutecznych rozwigzan dla zastosowan medycznych i1 farmaceutycznych.

2.1.1.  Klasyfikacja biomaterialow

Biomaterialy mozna klasyfikowa¢ wedlug roéznych kryteriow, w zaleznos$ci
od przyjetej perspektywy badawczej lub aplikacyjnej. Podzial ten moze uwzgledniac
m.in. pochodzenie materialu (naturalne, syntetyczne, kompozytowe), jego funkcje
biologiczng (bioaktywne, bioobojetne, bioresorbowalne), charakterystyke strukturalng
(porowate, jednorodne, wielowarstwowe), a takze =zastosowanie kliniczne
(np. implanty ortopedyczne, systemy dostarczania lekoéw, rusztowania tkankowe)
[33,34]. Wielos¢ mozliwych podejs¢ klasyfikacyjnych odzwierciedla ztozono$¢ tej grupy
materiatdw oraz interdyscyplinarny charakter badan nad ich wlasciwo$ciami
1 zastosowaniem.

Klasyfikacja biomateriatow ze wzgledu na ich pochodzenie jest jednym
z podstawowych podziatow stosowanych w literaturze. Pozwala ona zrozumie¢ zrédto
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materialu oraz jego potencjalny wptyw na organizm biologiczny. Biomaterialy mozna
podzieli¢ na trzy gléwne grupy: naturalne, syntetyczne oraz poétsyntetyczne [35,36].

» Biomaterialy naturalne to materialy pochodzenia biologicznego, pozyskiwane
z organizmow zwierzecych, roslinnych lub ludzkich. Do najczesciej stosowanych
naleza: kolagen — glowny skladnik macierzy pozakomoérkowej, elastyna —
wystepujagca w skorze 1 naczyniach krwionosnych, chitozan — pozyskiwany
z chityny znajdujacej si¢ w pancerzach skorupiakow, alginian — polisacharyd
izolowany z brunatnic, oraz fibryna — biatko osocza powstajace podczas procesu
krzepnigcia [37,38]. Wsrdd materiatow pochodzenia ludzkiego stosuje sig
m.in. autologiczne przeszczepy tkankowe, blony owodniowe oraz preparaty
fibryny bogatoptytkowej [39,40]. Biomaterialy naturalne cechuja si¢ dobra
biozgodnos$cig, zdolnos$ciag do integracji z tkankami oraz obecno$cig miejsc
adhezyjnych dla komorek, co sprzyja ich aktywnemu udziatlowi w procesach
regeneracyjnych. Zazwyczaj sa biodegradowalne i wykazuja bioaktywnos¢.
Do ich ograniczen naleza: zmienno$¢ wilasciwosci wynikajaca z biologicznego
pochodzenia, trudnosci w standaryzacji 1 sterylizacji oraz potencjalna
immunogennos$¢, szczegdlnie w przypadku materialdow pochodzenia zwierzgcego
lub allogenicznego [41-43].

» Biomaterialy syntetyczne to materialy wytwarzane sztucznie, najczesciej
w procesach syntezy chemicznej. Do najcze¢$ciej stosowanych zwigzkow naleza:
poli(kwas mlekowy) (PLA) [44], poli(kwas glikolowy) (PGA) [45],
poli(e-kaprolakton) (PCL) [46], polietylen (PE) [47], silikon medyczny [48]
oraz politetrafluoroetylen (PTFE) [49]. Materiaty te charakteryzujg si¢ wysoka
powtarzalno$cig wlasciwosci fizykochemicznych, kontrolowang strukturg oraz
fatwoscia formowania i modyfikacji chemicznej [50,51]. Dzigki tym cechom
znajduja zastosowanie w sytuacjach wymagajacych duzej wytrzymatosci
mechanicznej, trwalo$ci oraz odpornosci na dziatanie Srodowiska
fizjologicznego. Ograniczeniem biomateriatow syntetycznych jest zazwyczaj
ograniczona bioaktywnos¢. Z tego wzgledu konieczne jest ich doktadne
testowanie pod katem biokompatybilnosci, a czesto rowniez stosowanie strategii
modyfikacji powierzchni w celu poprawy interakcji biologicznych [52,53].

» Biomaterialy potsyntetyczne to materiaty pochodzenia naturalnego, ktore zostalty
poddane modyfikacjom chemicznym w celu poprawy ich wlasciwosci
fizykochemicznych, mechanicznych Iub biologicznej stabilnosci [54,55].
Przyktadowe zwiazki nalezace do tej grupy to acetylowana celuloza, utleniony
kolagen oraz chemicznie zmodyfikowana zelatyna [56]. Materialy te taczg zalety
biomateriatbw naturalnych, takie jak bioaktywnos¢ i biokompatybilnos¢,
z korzy$ciami wynikajacymi z kontrolowanej modytikacji, takimi jak zwigkszona
rozpuszczalnosé, trwatos¢ czy odpornos$¢ na degradacje enzymatyczng [57-59].
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Kolejnym istotnym kryterium klasyfikacji biomateriatow jest ich sktad
chemiczny, ktéry stanowi podstawe do oceny i przewidywania wlasciwosci fizycznych,
biologicznych oraz technologicznych danego materialu. Tego rodzaju klasyfikacja
umozliwia identyfikacje zwigzkow strukturalnych odpowiadajacych za wytrzymatos¢
mechaniczng, stabilnos¢ chemiczng czy podatnos$¢ na degradacje enzymatyczng, a takze
pozwala przewidzie¢ sposob, w jaki materiat bedzie oddziatywat z tkankami i ptynami
ustrojowymi. Dzieki analizie sktadu chemicznego mozliwa jest rowniez racjonalna
modyfikacja wlasciwosci materiatu w celu dostosowania go do konkretnych zastosowan
klinicznych. W tej grupie wyrdzni¢ mozna:

» Biomateriaty ceramiczne, ktore znajdujg szerokie zastosowanie w rekonstrukcji
tkanki kostnej, chirurgii ortopedycznej oraz stomatologii. W zaleznoS$ci
od interakcji z tkankami biologicznymi, dzieli si¢ je na ceramiki bioinercyjne
(np. tlenek glinu, tlenek cyrkonu) [60] oraz ceramiki bioaktywne
(np. hydroksyapatyt, bioaktywne szkta fosforanowo-krzemianowe) [61,62].
Ceramiki tego typu charakteryzuja si¢ wysoka twardos$cig, odpornoscia
na S$cieranie i korozj¢ chemiczna, a takze dobrg biozgodnoscia w kontakcie
z tkankg kostng. Materiaty bioaktywne, takie jak HAp czy bioaktywne szkfa,
dodatkowo stymuluja tworzenie nowej koSci poprzez tworzenie wigzania
chemicznego z naturalnym apatytowym sktadnikiem kosci. Do gléwnych
ograniczen biomaterialdow ceramicznych nalezy ich kruchos$¢ (niska odpornos¢
na obcigzenia dynamiczne i udarowe), a takze trudno$ci w przetwarzaniu na
ztozone struktury przestrzenne, co ogranicza ich zastosowanie w niektorych
typach implantow czy rusztowan [63—65].

» Metale i ich stopy, ktore naleza do najczesciej stosowanych klas biomateriatow,
szczegblnie w dziedzinach takich jak ortopedia, chirurgia szczekowo-twarzowa
1 stomatologia. Do najpowszechniej wykorzystywanych naleza: tytan i jego stopy
(np. Ti-6Al-4V) [66,67], stal nierdzewna austenityczna (np. 316L) [68,69], stopy
kobaltu 1 chromu (Co-Cr) [70-72], a takze stopy zawierajace nikiel (np. nitinol)
[73]. Materiaty te charakteryzujg si¢ wysoka wytrzymato$cig mechaniczng, dobrg
odpornoscia na zmeczenie oraz sprezystoscig, co czyni je odpowiednimi
do zastosowan narazonych na dynamiczne obcigzenia. Tytan 1 jego stopy
wykazuja ponadto wysoka biozgodno$¢, gldwnie dzigki tworzeniu stabilnej,
pasywnej warstwy tlenkowej (TiO2), ktéra chroni powierzchni¢ przed korozja
1 ogranicza interakcje z otoczeniem biologicznym [74,75]. Do potencjalnych
ograniczen biomateriatow metalicznych nalezy mozliwo$¢ uwalniania jonow
metali, takich jak nikiel, ktére mogg indukowac reakcje zapalne lub alergiczne
u wrazliwych pacjentow [76]. Przyktady zastosowan biomateriatow metalicznych
w implantologii zaprezentowano na Rysunku 2.
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Rysunek 2. Przyktady zastosowan biomaterialow metalicznych w implantologii

Polimery stanowig jedng z najszerszych klas biomaterialéw, obejmujac zaré6wno
zwiazki pochodzenia naturalnego jak i syntetycznego. Polimery syntetyczne
umozliwiaja kontrolowang degradacje, chemiczng funkcjonalizacje oraz latwe
przetwarzanie w roézne formy uzytkowe. Ich wilasciwos$ci mozna precyzyjnie
dostosowac do konkretnych wymagan aplikacyjnych [77,78]. Z kolei polimery
naturalne, ze wzgledu na swoja biozgodnos$¢ 1 podobienstwo do naturalnych
sktadnikéw macierzy pozakomoérkowej, sprzyjaja korzystnym interakcjom
z komorkami, takim jak adhezja 1 réznicowanie. Ich wada moze by¢ jednak
zmienno$¢ wlasciwosci  fizykochemicznych oraz ograniczona stabilnos$¢
w warunkach fizjologicznych. Polimery znajdujg zastosowanie m.in. w inZynierii
tkankowej, materiatach opatrunkowych, no$nikach lekéw oraz implantach
wewnatrzgatkowych, gdzie wymagana jest biozgodnos¢ i elastycznos¢ materiatu
[79,80].

Biomateriaty kompozytowe to uklady zloZzone z co najmniej dwoch faz
materialowych 0 réznych wlasciwosciach fizykochemicznych,
ktorych  potaczenie pozwala na uzyskanie struktury hybrydowej
o zoptymalizowanych parametrach uzytkowych. Kompozyty sg przyktadami
materiatow, w ktorych dazy si¢ do synergii wytrzymalo$ci mechanicznej,
bioaktywnosci 1 biodegradowalno$ci. Zastosowanie materiatow kompozytowych
umozliwia  projektowanie  struktur o wlasciwosciach  dostosowanych
do konkretnych wymagan aplikacyjnych, takich jak rusztowania kostne, implanty
stomatologiczne czy elementy protetyczne [81-83].
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Tabela 1. Poréwnanie gtownych klas biomateriatow pod wzgledem wlasciwosci i zastosowan [60—83]

T
) YP . Pochodzenie Przyklady Zalety Ograniczenia Typowe zastosowania
biomaterialu
) biozgodnos¢, . o, L, i )
. . kolagen, chitozan, . - zmienno$¢, trudnosc rusztowania, opatrunki,
Naturalne biologiczne ] o bioaktywnos¢ L
zelatyna, alginian w sterylizacji DDS
) powtarzalnos¢ ) ) - implanty, soczewki,
Syntetyczne chemiczna synteza PLA, PCL, PGA ., : niska bioaktywnos¢ ; i
tatwo$¢ przetwarzania opatrunki, rusztowania
i chemicznie taczenie bioaktywnosci  ograniczona kontrola  hydrozele, rusztowania,
Pélsyntetyczne acetylowana celuloza, o . )
modyfikowane z trwatoscia, degradacji opatrunki
Metali Ti6AL-4V, stal 316L, wytrzymatos¢, korozja, uwalnianie endoprotezy, implanty
etaliczne .. .. L, ., )
metale 1 ich stopy Co-Cr, nitinol trwalos¢ jonow metali stenty,
mineralne lub HAp, Bioglass, Al.Os, )
Ceramiczne P £ w7 twardo$¢, wybrane krucho$¢, problemy implanty kostne,
syntetyczne ZrO2 ) , , .
bioaktywnosc przetworcze stomatologia
co najmniej dwie polimer/ceramika, optymalizacja . o, . rusztowania kostne,
Kompozytowe . ) L ztozonos¢ produkeji, )
fazy materiatowe metal/ceramika wlasciwosci protezy, implanty
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Oprécz klasyfikacji biomateriatdw ze wzgledu na ich pochodzenie, sktad
chemiczny czy budowe materialowg (Tabela 1), istotnym kryterium podziatu jest réwniez
sposob, w jaki oddziatuja one z tkankami organizmu po implantacji. Klasyfikacja wedlug
funkcji biologicznej odnosi si¢ bezposrednio do zachowania biomateriatlow w srodowisku
biologicznym 1 ich zdolnosci do inicjowania lub unikania interakcji z komorkami
1 strukturami tkankowymi. Z tej perspektywy wyrdznia si¢ trzy podstawowe grupy:
bioinercyjne, bioaktywne oraz biodegradowalne, ktore roznig si¢ mechanizmem
dziatania, zakresem integracji z tkanka oraz zastosowaniem klinicznym [84].

Biomaterialy bioinercyjne sg projektowane tak, aby pozostawaty chemicznie
1 biologicznie oboje¢tne wobec §rodowiska ustrojowego. Po wszczepieniu nie inicjujg
odpowiedzi komoérkowej ani immunologicznej i nie wchodzg w bezposrednia interakcje
z tkanka, dzigki czemu wykazuja wysoka stabilno§¢ chemiczng i1 mechaniczng.
Przyktadami materialow o takim charakterze sg tytan i1 jego stopy oraz tlenek glinu.
Znalazly one zastosowanie przede wszystkim w implantach ortopedycznych, protezach
stawowych i1 sztucznych zastawkach serca. Cho¢ zapewniaja trwato$¢ 1 biozgodnos$¢,
ich wadg moze by¢ brak integracji z tkanka, co w niektérych przypadkach prowadzi
do tworzenia torebek widknistych wokot implantu [85,86]. W odrdznieniu od materiatow
bioinercyjnych, biomaterialy bioaktywne sa zdolne do inicjowania specyficznych
odpowiedzi biologicznych w miejscu implantacji. Ich interakcja z otaczajacymi tkankami
prowadzi do powstawania wigzah chemicznych, mineralizacji lub chemotaktycznej
migracji komorek, co sprzyja bezposredniej integracji materiatu z tkanka. Do tej grupy
nalezag m.in. bioaktywne szkta, fosforany wapnia takie jak hydroksyapatyt, a takze
wybrane ceramiki 1 materialy z chemicznie modyfikowang powierzchnig. Bioaktywnos¢
moze by¢ dodatkowo wzmacniana poprzez funkcjonalizacje powierzchni czgsteczkami
biologicznie czynnymi, takimi jak peptydy adhezyjne, czynniki wzrostu
czy nanostruktury. Materialy tego typu znajduja zastosowanie glownie w regeneracji
tkanki kostnej i1 nerwowej oraz w inzynierii tkankowej. Ich zaleta jest zdolno$¢
do trwalego polaczenia z otaczajaca tkanka, jednak wymagaja one precyzyjnego
dopasowania $rodowiska implantacji oraz kontroli procesu integracji biologicznej
[87,88].

Nastepna grupe stanowig biomateriaty biodegradowalne, ktore ulegaja stopniowe;j
degradacji w Srodowisku biologicznym w wyniku procesow hydrolizy, dziatania
enzymow lub resorpcji komorkowej [89]. Produkty ich rozktadu powinny by¢
nietoksyczne, tatwo metabolizowane i wydalane przez organizm. Kluczowym aspektem
w projektowaniu materiatow biodegradowalnych jest dostosowanie tempa ich degradacji
do szybkos$ci regeneracji danej tkanki. W$rdd najczesciej stosowanych znajduja sie
polimery takie jak PLA, PGA, PCL, a takze naturalne biopolimery, np. kolagen i chitozan.
Biomaterialy tej klasy wykorzystywane sa m.in. w rusztowaniach dla inzynierii
tkankowej, biodegradowalnych stentach naczyniowych, opatrunkach, szwach
chirurgicznych oraz systemach kontrolowanego uwalniania lekéw. Ich gtowng zaleta
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jest brak konieczno$ci chirurgicznego usunigcia implantu po speknieniu jego funkcji,
cho¢ nalezy uwzglednia¢ zmiany wlasciwosci mechanicznych zachodzace w trakcie
procesu degradacji [90].

Przedstawione klasyfikacje biomateriatow, oparte na ich pochodzeniu, sktadzie
chemicznym, budowie materialowej oraz funkcji biologicznej s3 wzajemnie
uzupetniajace. W praktyce cechy tych grup cze¢sto sie przenikajg, a granice migdzy nimi
staja si¢ ptynne w miar¢ postepu technologicznego. Z punktu widzenia projektowania
implantéw nowej generacji, coraz czeSciej dazy si¢ do integracji wlasciwosci
bioaktywnych 1 biodegradowalnych w ramach jednego systemu materialowego.
Przyktadem sg materiaty biodegradowalne, ktore jednoczes$nie zawierajg faze bioaktywna
stymulujaca regeneracje tkanki oraz komponenty zapewniajace odpowiednia stabilnos¢
mechaniczng w czasie gojenia [91,92]. Koncepcje te znajduja odzwierciedlenie
w  rozwoju funkcjonalnych  biomaterialdbw  hybrydowych, projektowanych
z uwzglednieniem indywidualnych potrzeb pacjenta oraz specyfiki konkretnego
zastosowania klinicznego. Takie podej$cie sprzyja realizacji strategii medycyny
spersonalizowanej i jest jednym z gtownych kierunkéw wspotczesnych badan [93].

Ponadto, niezaleznie od klasyfikacji podstawowej, wszystkie biomaterialy moga
by¢ dodatkowo modyfikowane na poziomie mikro- i1 nanostruktury, witasciwosci
powierzchniowych oraz funkcjonalizacji biologicznej. Zastosowanie takich technik,
jak immobilizacja biatek, czasteczek sygnalowych czy czynnikow wzrostu, pozwala
na precyzyjne ksztaltowanie odpowiedzi biologicznej 1 zwigkszenie skuteczno$ci
klinicznej materiatu. Tego typu modyfikacje umozliwiajg nie tylko poprawg integracji
implantu z tkankg, ale rowniez kontrol¢ procesdw gojenia i ograniczenie ryzyka reakcji
niepozadanych. W rezultacie wspolczesne biomaterialy stanowig dynamicznie
rozwijajacy si¢ dziedzing inzynierii materiatowej o kluczowym znaczeniu dla rozwoju
nowoczesnych terapii regeneracyjnych i implantologii [94,95].

2.1.2. Wlasciwosci biomaterialow

Dobér biomateriatu  do konkretnego zastosowania medycznego wymaga
uwzglednienia szeregu wlasciwosci fizykochemicznych, mechanicznych, biologicznych
1 powierzchniowych. Cechy te odgrywaja kluczowa role w ksztattowaniu odpowiedzi
organizmu na implant oraz w dlugoterminowym funkcjonowaniu materialu w srodowisku
biologicznym. Wtasciwosci biomaterialdow determinuja nie tylko efektywno$¢
terapeutyczng danego rozwigzania, ale rowniez jego bezpieczenstwo, stabilnosé
chemiczng, podatno$¢ na degradacj¢ oraz integracj¢ z otaczajacymi tkankami. Parametry
takie jak wytrzymato§¢ mechaniczna, modut sprezystosci, topografia powierzchni
czy bioaktywno$¢ musza by¢ starannie dostosowane do funkcji biologicznej, jaka dany
materiat ma pethi¢, a takze do anatomicznej lokalizacji 1 warunkéw biomechanicznych
panujacych w miejscu implantacji. Wybrane wiasciwosci biomateriatow zostaly
zaprezentowane w Tabeli 2 [96-103].

18



Tabela 2. Wybrane wlasciwosci biomateriatow [96—103]

Wiasciwosé Opis
Biomaterialy musza wykazywaé wlasciwosci mechaniczne
odpowiednie do miejsca implantacji. Np. implanty ortopedyczne
Wytrzymalos¢  wymagaja duzej wytrzymatosci na S$ciskanie i1 rozcigganie,
mechaniczna natomiast rusztowania dla tkanek migkkich powinny
by¢ elastyczne i sprezyste.
Wplywa na adsorpcje bialek po implantacji, co warunkuje
przyczepno$¢ komorek. Powierzchnie hydrofilowe lepiej wiaza
Hydrofilowos$¢  bialtka takie jak fibryonektyna, sprzyjajac integracji biomateriatu
z tkanka.
Kluczowe w inzynierii tkankowej. Determinujg transport
Porowatosé sktadnikéw odzywczych, migracje komorek i angiogeneze.
Struktura powierzchni wptywa na zachowania komorek, takie jak
adhezja, proliferacja 1  kierunkowanie  roznicowania.
Topografia ) . S .
) . Zorganizowana topografia moze np. wspiera¢ wzrost komorek
powierzchni
nerwowych.
Dla materialéw resorbowalnych tempo degradacji powinno
. . by¢ zgodne z tempem regeneracji tkanki. Produkty degradacji
Biodegradacja L . . .
muszg by¢ biozgodne, nietoksyczne 1 tatwe do usuniecia.
Zdolno$¢ materialu do wywotywania pozadanej odpowiedzi
. ., biologicznej, np. tworzenia wigzan z koscig lub stymulowania
Bioaktywnos$¢ ) .
angiogenezy. Przyktadem sa szkta bioaktywne.
Szczeg6lnie  istotna dla  biomaterialow  metalicznych.
Stabilnos$¢ Chroni przed degradacja w  S$rodowisku ustrojowym
chemiczna 1 uwalnianiem szkodliwych jonow.
., Mozliwo$¢ funkcjonalizacji chemicznej poprzez immobilizacjg
Reaktywnos¢ ) , A
) ] bioaktywnych czasteczek (np. peptydow RGD, czynnikow
powierzchni

wzrostu), co pozwala na modulowanie odpowiedzi komoérkowe;.
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Zrozumienie i kontrola opisanych wlasciwosci stanowig podstawe racjonalnego
projektowania biomaterialdow nowej generacji. Optymalizacja takich parametrow,
jak bioaktywnos¢, porowatos¢, kompatybilno§¢ immunologiczna czy odpornosé
chemiczna, pozwala nie tylko na poprawe integracji implantu z tkanka, ale takze
na dostosowanie materiatu do zmieniajgcych si¢ warunkow biologicznych. Coraz cze¢sciej
wlasciwosci biomateriatéw sg dodatkowo modulowane przy uzyciu zaawansowanych
technologii powierzchniowych oraz funkcjonalizacji biologicznej, co otwiera nowe
mozliwo$ci w zakresie personalizowanej medycyny regeneracyjnej i implantologii [104].

Przyklad takiego podej$cia ilustruje Rysunek 3, w ktéorym przedstawiono
zalezno$¢ pomigdzy wiasciwosciami biomateriatu a mozliwym zachowaniem komorek.
Stopien usieciowania materialu wptywa na jego sztywnos¢ 1 strukture pordw,
co z kolei warunkuje tempo degradacji, pgcznienia oraz zdolno$¢ do transportu
sktadnikoéw odzywczych i migracji komorek. Zmiany w tych wiasciwos$ciach przektadaja
si¢ bezposrednio na odpowiedzi komorkowe, takie jak proliferacja, migracja, synteza
macierzy zewnatrzkomorkowej czy apoptoza. Tego rodzaju zalezno$ci pokazuja,
jak istotne jest projektowanie biomaterialow w sposdéb uwzgledniajacy zar6wno
parametry strukturalne, jak i ich biologiczne konsekwencje.

Wiasciwowosci biomateriatu

—

Apoptoza Migracja J /

Pecznienie Porowatosé

Proliferacja Synteza cytokin

Odpowiedz komérkowa

Elastycznosé

Rysunek 3. Mozliwy wplyw wlasciwosci biomateriatu na odpowiedz komorkowgq

2.2 Interakcje biomaterialow z tkanka biologiczng

Interakcje biomateriatéw z tkanka biologiczng sa fundamentem skutecznego
zastosowania klinicznego implantéw, rusztowan oraz materiatow regeneracyjnych.
Proces ten jest zlozony i wieloetapowy, obejmuje zar6wno aspekty fizykochemiczne,
jak 1 biologiczne — od poziomu molekularnego po odpowiedz calego organizmu.
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2.2.1. Fazy interakcji biomaterialu z tkanka

Proces interakcji biomateriatu z otaczajaca tkanka biologiczng zachodzi etapowo
1 obejmuje szereg zlozonych, dynamicznych mechanizmow fizykochemicznych
1 biologicznych. Kluczowymi etapami sg: adsorpcja biatek, adhezja komorkowa,
odpowiedz zapalna oraz integracja lub izolacja biomateriatu.

Pierwszym etapem po implantacji biomaterialu w srodowisku ustrojowym jest
adsorpcja biatek. W wyniku kontaktu z ptynami biologicznymi, takimi jak osocze
czy limfa, powierzchnia biomaterialu zostaje natychmiast pokryta warstwag
adsorbowanych  bialek, w$réd ktérych  dominuja  albumina, fibrynogen,
immunoglobuliny, laminina oraz fibryonektyna. Charakterystyka tej warstwy — jej sklad,
gesto§¢ oraz orientacja przestrzenna czasteczek — odgrywa kluczowa role
w ksztattowaniu dalszej odpowiedzi biologicznej, w szczegdlnosci w zakresie adhezji
komorek oraz aktywacji uktadu immunologicznego. Obecno$¢ specyficznych sekwencji
sygnatowych na powierzchni adsorbowanych biatek, takich jak RGD (arginina—glicyna—
asparagina), umozliwia integrynozalezne przylaczanie si¢ komorek do powierzchni
biomateriatu, inicjujgc tym samym procesy zwigzane z jego integracja z tkanka.

Kolejnym etapem po adsorpcji bialek jest adhezja komodrkowa, polegajaca
na wigzaniu si¢ komorek z powierzchnig biomaterialu. Komorki takie jak fibroblasty,
makrofagi czy osteoblasty oddziatujg z biomaterialem za posrednictwem receptorow
integrynowych, ktoére rozpoznaja specyficzne motywy aminokwasowe obecne
w adsorbowanych biatkach, zwlaszcza sekwencje RGD. Proces ten jest silnie zalezny
od chemii powierzchni, jej topografii oraz obecno$ci czgsteczek bioaktywnych.
Powierzchnie biomateriatow funkcjonalizowane peptydami adhezyjnymi, biatkami
macierzy pozakomorkowej lub czynnikami wzrostu, sprzyjaja zwiekszonej adhezji
komorek, a takze stymulujg ich proliferacje, migracj¢ 1 rdéznicowanie. Komorki
przylegajace do powierzchni biomaterialu aktywnie wplywaja na lokalne
mikro$rodowisko poprzez wydzielanie cytokin, chemokin 1 innych mediatorow
odpowiedzi immunologicznej, co z kolei reguluje przebieg dalszych etapow regeneracji
lub integracji implantu z tkanka.

Trzecim etapem jest faza zapalna 1 immunologiczna. Biomateriaty wprowadzone
do organizmu s3 rozpoznawane przez komorki uktadu odporno$ciowego. Odpowiedz
zapalna moze mie¢ charakter przejSciowy lub przewlekly. Gléwne komorki uczestniczace
to makrofagi, neutrofile i komorki dendrytyczne. W przypadku przedluzajacego si¢
kontaktu z biomateriatem, makrofagi moga tworzyz tzw. komorki olbrzymie ciata obcego
(foreign body giant cells — FBGCs), charakterystyczne dla przewlektej odpowiedzi
na ciato obce. Intensywnos$¢ tej odpowiedzi zalezy od witasciwosci powierzchni, sktadu
chemicznego 1 ksztattu biomateriatu.

Ostatnig fazg jest integracja lub izolacja biomateriatu. W przypadku materialow
bioinercyjnych, organizm tworzy wokdét implantu torebke wioknista, ograniczajgca
kontakt biomateriatu z tkankami. Natomiast materialy bioaktywne, jak hydroksyapatyt
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czy bioaktywne szkla, wspieraja tworzenie nowej tkanki na ich powierzchni — prowadzac
do integracji. Biomaterialy biodegradowalne, szczegoélnie te wykorzystywane
w rusztowaniach do inzynierii tkankowej, ulegaja kontrolowanej degradacji,
umozliwiajgc infiltracje komorek, odbudowe macierzy pozakomorkowej i1 sukcesywnag
regeneracj¢ uszkodzonej tkanki [105-107].
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Uwalnianie sygnatdw chemicznych Przebudowa mikrosrodowiska Regeneracja tkanek i przebudowa
przez komaorki odpornosciowe poprzez odkiadanie powstajgcych sieci naczyn krwionoénych

biatek przez komérki endogenne

Rysunek 4. Schemat przebiegu odpowiedzi biologicznej na implantacje biomateriatu

Implantacja biomateriatu inicjuje ztozony cigg proceséw biologicznych, ktorych
charakter 1 dynamika zaleza bezpo$rednio od cech materiatu. Jak przedstawiono
na Rysunku 4, odpowiedz organizmu obejmuje kolejne etapy: od natychmiastowej reakcji
powierzchniowej, przez rekrutacje i aktywacje komorek uktadu odpornosciowego,
po remodeling srodowiska tkankowego oraz tworzenie strukturalnych i funkcjonalnych
komponentow nowej tkanki. Znajomos¢ tej sekwencji zdarzen ma kluczowe znaczenie
w kontek$cie przewidywania skutecznosci materiatu oraz minimalizacji ryzyka reakcji
niepozadanych. Wspotczesne podejscia zaktadajg aktywne modelowanie tych procesow
poprzez odpowiedni dobdr 1 modyfikacje wlasciwosci biomaterialu na poziomie
mikro- i nanostrukturalnym [108,109].

2.2.2. Mechanizmy odpowiedzi komorkowej

OdpowiedZ komodrkowa na  biomaterialy odgrywa kluczowa role
w determinowaniu skutecznos$ci wszczepoéw 1 systemow terapeutycznych. W zaleznosci
od typu biomaterialu oraz jego wlasciwosci powierzchniowych, fizykochemicznych
1 biologicznych, w odpowiedzi tej uczestnicza rézne typy komorek, ktore inicjuja,
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reguluja lub podtrzymuja procesy regeneracyjne i immunologiczne. W odpowiedzi
na obecno$¢ biomateriatu w organizmie uruchamiana jest ztozona kaskada biologiczna,
w ktorej uczestniczg rézne typy komorek. Kluczowa role w pierwszych etapach detekcji
1 reakcji immunologicznej petnig makrofagi i monocyty. Komorki te wykazujg zdolnos$¢
do roznicowania w dwa podstawowe fenotypy: prozapalny M;i, ktéry odpowiada
za produkcje cytokin, reaktywnych form tlenu oraz inicjacj¢ ostrej fazy zapalnej,
oraz regeneracyjny Mo, wspierajacy gojenie tkanek i angiogenezg. ROwnowaga miedzy
tymi fenotypami decyduje o kierunku odpowiedzi tkankowej na implant [110,111].

Makrofagi i monocyty sg gtownymi mediatorami odpowiedzi immunologicznej
na biomateriaty. Monocyty rekrutowane do miejsca implantacji roznicujg
si¢ w makrofagi, ktore pod wptywem sygnatow mikrosrodowiskowych i wlasciwosci
biomaterialu moga przyjmowac rézne fenotypy funkcjonalne. Fenotyp M, zwigzany
z odpowiedzig prozapalna, charakteryzuje si¢ zwigkszong fagocytoza oraz wydzielaniem
cytokin takich jak TNF-o, IL-1B i IL-6, co sprzyja eliminacji obcych struktur. Z kolei
fenotyp M> odpowiada za faze regeneracyjng, wspierajac angiogeneze, produkcje
czynnikow wzrostu (np. TGF-B, VEGF) oraz przebudowe¢ macierzy pozakomodrkowe;.
Utrzymanie odpowiedniej roéwnowagi migdzy tymi fenotypami jest istotne
dla zapobiegania przewleklemu zapaleniu i dla prawidlowego przebiegu integracji
biomateriatu z tkanka. W kolejnych fazach odpowiedzi komodrkowej istotng rolg
odgrywaja fibroblasty, ktére odpowiadaja za synteze skladnikéw macierzy
pozakomorkowe;j, takich jak kolagen typu I 1 III, elastyna czy fibryonektyna. Aktywnos¢
fibroblastow moze prowadzi¢ do korzystnej przebudowy tkanek, ale w przypadku
nadmiernej stymulacji skutkuje tworzeniem blizny i torebki wtoknistej, ograniczajace]
funkcjonalng integracj¢ implantu. Projektowanie biomaterialtow o kontrolowane;j
sztywnosci 1 topografii pozwala na modulacje zachowania fibroblastow 1 ograniczenie
reakcji fibrotycznych [112,113].

W biomaterialach przeznaczonych do regeneracji tkanek twardych kluczowe
znaczenie maja osteoblasty 1 osteoklasty. Osteoblasty odpowiadaja za synteze
1 mineralizacje macierzy kostnej. Ich aktywno$¢ zalezy m.in. od sztywnosci, topografii
1 bioaktywnosci powierzchni, a takze obecnosci czynnikow sygnalowych, takich jak
BMP-2. Osteoklasty z kolei biorg udziat w fizjologicznej resorpcji kosci 1 remodelingu,
jednak ich nadmierna aktywno$¢ moze prowadzi¢ do degradacji implantu lub ostabienia
struktury kostnej. Odpowiednia modulacja tych procesow jest kluczowa dla stabilnos$ci
dlugoterminowej wszczepdw ortopedycznych i stomatologicznych [114]. W regeneracji
tkanek szczegdlng rolg pelnig réwniez komorki macierzyste, zwlaszcza mezenchymalne
komorki macierzyste (MSCs). Ich zdolno$§¢ do migracji, adhezji i rdéznicowania
w kierunku okreslonych linii komoérkowych — osteoblastow, chondrocytow
czy fibroblastow — jest $ci§le zwigzana z wlasciwosciami biomateriatu. Parametry takie
jak sztywnos$¢, porowatos¢, topografia powierzchni czy obecno$¢ sekwencji adhezyjnych
1 czynnikéw wzrostu wptywaja na aktywacje 1 kierunek roznicowania MSCs [115].
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2.3. Hydroksyapatyt

Hydroksyapatyt, o wzorze chemicznym Caio(PO4)s(OH)2, nalezy do grupy
fosforanéw wapnia 1 stanowi podstawowy sktadnik mineralny ludzkiej tkanki kostnej
1 zebow, co czyni go niezwykle waznym z punktu widzenia inzynierii biomateriatow.
Struktura krystaliczna HAp przypomina apatyt biologiczny wystepujacy naturalnie
w organizmie cztowieka, co warunkuje jego wysoka biozgodno$¢ oraz bioaktywnos$¢.
Dzigki tym wlasciwosciom hydroksyapatyt jest zdolny do integracji z zywymi tkankami
1 inicjowania procesOw regeneracyjnych, co znajduje odzwierciedlenie w jego szerokim
zastosowaniu klinicznym [116,117].

Jedng z kluczowych cech HAp jest jego zdolno$¢ do osteokondukcii,
czyli przewodzenia wzrostu nowej tkanki kostnej wzdluz swojej powierzchni.
Dodatkowo, w odpowiednich warunkach, moze rowniez wykazywaé wiasciwosci
osteoindukcyjne, czyli zdolno$¢ do indukowania réznicowania komorek w osteoblasty.
Te cechy czynia HAp materiatem szczeg6lnie uzytecznym w ortopedii, stomatologii
1inzynierii tkankowej. Ze wzgledu na swoj sktad chemiczny i strukture, HAp jest rowniez
zdolny do adsorpcji i immobilizacji r6znych czynnikow biologicznych, takich jak biatka,
peptydy czy leki, co zwigksza jego funkcjonalnos¢ [118].

Implanty kostne

Kompozyty

Hydroksyapatyt

Dostarczanie

Stomatologia -
_ lekow

L o,

&

Rysunek 5. Przyklady zastosowan hydroksyapatytu w medycynie
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Pomimo licznych zalet, czysty hydroksyapatyt wykazuje ograniczong
wytrzymato§¢ mechaniczna, zwlaszcza w  kontek$cie naprezen $cinajacych
1 dynamicznych. Jest materiatem kruchym, co ogranicza jego zastosowanie jako
samodzielnego implantu w obszarach poddawanych duzym obcigzeniom mechanicznym.
Aby przezwyciezy¢ te ograniczenia, HAp czesto taczy si¢ z innymi materiatami, takimi
jak tytan (dla poprawy wiasciwosci mechanicznych), biopolimery (dla zwigkszenia
elastyczno$ci) oraz szkla bioaktywne i inne ceramiki [119].

Na poziomie strukturalnym HAp moze wystepowaé w roéznych formach —
materiatu krystalicznego lub amorficznego, a takze jako proszki, granulaty, powtoki
lub rusztowania tréjwymiarowe. Jego wlasciwosci fizykochemiczne moga by¢
regulowane poprzez kontrole wielko$ci czastek, powierzchni wilasciwej, porowatosci
1 obecnosci domieszek jonowych. Wysoka zgodnos¢ biologiczna, niska toksycznos¢,
mozliwo$¢ funkcjonalizacji 1 integracji z innymi biomateriatami czynig
z hydroksyapatytu niezwykle wszechstronny materiat wykorzystywany zaréwno
w zastosowaniach strukturalnych, jak i funkcjonalnych, takich jak systemy dostarczania
lekéw czy rusztowania do regeneracji kosci [120].

2.3.1. Metody otrzymywania hydroksyapatytu

Hydroksyapatyt moze by¢ pozyskiwany zaréwno z materiatow naturalnych
(np. ko$ci zwierzgcych, skorup jaj, zgbow) jak 1 otrzymywany drogg syntezy chemiczne;.
Metody syntezy chemicznej zapewniaja wigksza czystos¢ i kontrole nad wlasciwosciami
produktu koncowego, takimi jak morfologia czastek, powierzchnia wiasciwa 1 sktad
fazowy [121]. Do najczgs$ciej stosowanych metod naleza:

» Metoda mokrej precypitacji jest najczesciej stosowang technika syntezy HAp,
umozliwiajgcg otrzymanie materialu o wysokiej czystosci 1 strukturze zblizonej
do apatytu kostnego. Proces polega na reakcji roztworéw soli wapnia
(np. Ca(NO:s)2) oraz zrodta jonow fosforanowych (np. (NH4):HPO4 lub HsPO.)
w $Srodowisku wodnym, przy kontrolowanym pH i temperaturze. W wariancie
kwasnym, reakcj¢ prowadzi si¢ w sSrodowisku o pH <6, czesto z dodatkiem kwasu
azotowego lub octowego, w temperaturze 60-90°C, co umozliwia kontrole
nad procesem nukleacji 1 wzrostu krysztatow. Wariant zasadowy, prowadzony
przy pH 8-11 (z uzyciem NH+«OH lub NaOH), sprzyja formowaniu HAp
o wyzszej krystalicznos$ci 1 bioaktywnos$ci. Kolejno$¢ dodawania reagentow
(wapn do fosforu lub odwrotnie) wptywa na morfologie i rozmiar czastek.
Metoda ta jest stosunkowo prosta, tania i tatwa do skalowania, co czyni
ja atrakcyjng zaré6wno w skali laboratoryjnej, jak i poltechnicznej, szczegolnie
w konteks$cie zastosowan biomedycznych [122].
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» Metoda zol-zel to zaawansowana technika syntezy HAp, umozliwiajaca
otrzymanie materialdow o wysokiej czystosci, jednorodnej mikrostrukturze
oraz kontrolowanej porowatosci. Proces rozpoczyna si¢ od przygotowania
roztworu prekursorowego (zolu), zawierajgcego zwigzki dostarczajace jonow
wapnia 1 fosforanowych (np. alkoksylany wapnia, fosforany organiczne).
W wyniku reakcji hydrolizy i kondensacji tworzy si¢ zel — trojwymiarowa siec¢
zatrzymujaca czasteczki cieczy. Po etapie zelowania material poddawany
jest starzeniu, suszeniu i kalcynacji, co prowadzi do usunigcia rozpuszczalnikow
1 rozwoju krystalicznej struktury HAp. Dzigki mozliwosci precyzyjnego
sterowania parametrami (pH, st¢zenie, temperatura, czas), metoda ta pozwala
uzyska¢ nanostrukturalny HAp o wysokim stopniu jednorodnosci.
Technika zol-zel znajduje szczegdlne zastosowanie Ww otrzymywaniu
cienkowarstwowych powtok HAp na powierzchniach implantow. Jej zaletami
sa niska temperatura syntezy, mozliwo$s¢ modyfikacji bioaktywnymi jonami
(np. Sr**, Mg?*, Zn*') oraz dobra kontrola nad struktura koncowego materiatu.
Ograniczeniem pozostaje dtuzszy czas procesu i trudno$ci w skalowaniu

do produkcji przemystowej [123].

» Metoda hydrotermalna jest technika, w ktérej proces prowadzony
jest w zamknigtych reaktorach ci$nieniowych (autoklawach), w warunkach
podwyzszonej temperatury (100-250 °C) i ci$nienia (1-10 MPa), co umozliwia
kontrolowang krystalizacj¢ z roztworéw wodnych zawierajacych sole wapnia
1 fosforany. Mimo wysokiej jako$ci uzyskiwanych materiatow, metoda ta wigze
si¢ z istotnymi ograniczeniami. Wymaga stosowania specjalistycznej aparatury
odpornej na korozje, a takze duzych naktadow energetycznych zwigzanych
z utrzymaniem wysokiego ci$nienia 1 temperatury przez dlugi czas syntezy
(nawet kilkana$cie godzin). Dodatkowo, ze wzgledu na zamknigty charakter
uktadu, trudniejsze jest skalowanie procesu oraz kontrola nad kinetyka reakcji
w warunkach przemystowych [124].

» Metoda mechanochemiczna stanowi technik¢ oparta na jednoczesnym
zastosowaniu sit mechanicznych 1 reakcji chemicznych zachodzacych podczas
intensywnego mielenia substratéw w mtynach kulowych lub planetarnych. Proces
ten polega na mechanicznej aktywacji mieszaniny prekursorow wapniowych
1 fosforanowych — takich jak CaCOs, Ca(OH). czy HsPO. — ktorej energia
kinetyczna prowadzi do inicjacji reakcji syntezy HA w warunkach suchych
lub przy niewielkim udziale rozpuszczalnika  (wariant — mokro-
mechanochemiczny). Zaleta tej metody jest prostota technologiczna,
krotki czas reakcji, niska temperatura procesu oraz mozliwo$¢ latwego
skalowania produkcji. Ponadto, proces ten pozwala na jednoczesne
wprowadzanie jonéw modyfikujacych (np. Mg?', Sr**, Zn*'), co rozszerza
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wlasciwo$ci funkcjonalne uzyskanego materialu — nadajagc mu m.in. cechy
osteoindukcyjne lub antybakteryjne. Do gltoéwnych ograniczen metody nalezy
zaliczy¢ mozliwo$¢ zanieczyszczenia produktu czgstkami pochodzacymi
z elementow mielacych, trudno$¢ w uzyskaniu jednorodnej morfologii

oraz ograniczong kontrole nad strukturg krystalograficzng [125].

Metoda osadzania z fazy gazowej (CVD) oraz osadzania fizycznego z fazy
gazowej (PVD) to zaawansowane techniki cienkowarstwowe wykorzystywane
do nanoszenia HAp na powierzchnie implantéw, gltownie metalicznych
(np. tytanu i jego stopow). Obie metody naleza do grupy procesow
fizykochemicznych, pozwalajacych na uzyskanie cienkich, bioaktywnych powtok
o kontrolowanej grubosci, strukturze i sktadzie chemicznym. W technice CVD
(Chemical Vapor Deposition) proces osadzania zachodzi w wyniku reakcji
chemicznych par prekursoréw, ktore w wysokiej temperaturze (zwykle 400—
1000°C) ulegaja rozktadowi lub wzajemnym reakcjom na powierzchni podtoza.
Powstaje jednorodna warstwa HAp dobrze zwigzana z podtozem, wykazujaca
wysoka czysto$¢ chemiczng i dobrg adhezje. W przypadku PVD (Physical Vapor
Deposition) material zrédlowy jest fizycznie odparowywany lub rozpylany,
a nastepnie kondensuje si¢ na powierzchni implantu, tworzac cienka warstwe.
Zaleta metod CVD 1 PVD jest mozliwo$¢ otrzymywania wysoce zintegrowanych
powlok, sprzyjajacych osteointegracji oraz odpornosci na degradacje
w Srodowisku biologicznym. Ograniczeniami sg jednak wysokie koszty
operacyjne, zlozono$¢ technologiczna oraz konieczno$¢ stosowania

specjalistycznej aparatury prozniowej lub wysokotemperaturowej [126,127].

Metoda spalania polega na inicjowaniu szybkiej, silnie egzotermicznej reakcji
chemicznej pomig¢dzy prekursorami zawierajacymi wapn i fosfor, zazwyczaj
W postaci azotandw oraz zwigzkoéw organicznych (np. moczniku), ktére petnia
jednoczes$nie funkcje reduktoréw 1 paliwa. Po osiagnigciu temperatury zaptonu
mieszanina samorzutnie ulega spaleniu, co prowadzi do blyskawicznego wzrostu
temperatury i utworzenia krystalicznego hydroksyapatytu. Technika ta umozliwia
otrzymanie materialu w bardzo krotkim czasie, bez koniecznosci dlugotrwatego
wypalania, 1 jest szczegdlnie przydatna w syntezie proszkOw nanometrycznych
oraz domieszkowanych. Ze wzgledu na intensywnos$¢ reakcji i szybkos$¢ procesu,
powstaty HAp czesto cechuje si¢ wysoka czystoscia, ale tez nieregularng
morfologia. Do wad zalicza si¢ trudno$¢ w precyzyjnym kontrolowaniu struktury
1 ryzyko powstawania niepozadanych produktow ubocznych, co wymaga
starannej optymalizacji sktadu reagentdw 1 parametrow spalania [128,129].
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Tabela 3. Podsumowanie metod syntezy hydroksyapatytu — gtbwne cechy, zalety i ograniczenia [121 — 129]

Metoda syntezy

Glowne cechy

Zalety

Wady

Mokra

precypitacja

Sol-gel

Hydrotermalna

Mechanochemiczna

CVD/PVD

Spalania

Synteza w roztworach wodnych przy

kontrolowanym pH i temperaturze

Przeksztalcenie roztworu

w zel 1 wypalanie

Reakcja pod wysokim ci$nieniem

1 temperaturg w autoklawie

Mielenie substratéw w mtynach

kulowych; na sucho lub mokro

Osadzanie cienkich warstw HAp
z fazy gazowej lub przez rozpylanie

Egzotermiczna reakcja spalania
z udziatem soli 1 zrodet fosforu

Prosta, tania, fatwa do skalowania;
dobra kontrola skladu i1 stechiometrii

Wysoka czysto$¢, jednorodnosé,

kontrola rozmiaru

Wysoka krystalicznos¢,
kontrola morfologii

Kroétki czas reakcji, skalowalnosé¢

przemystowa

Cienkie, adhezyjne warstwy; wysoka
kontrola grubosci 1 sktadu

Szybka, tania, wysoka czystos$¢
1 krystaliczno$¢; brak kalcynacji

Dhugi czas dojrzewania;

niska krystaliczno$¢

Dhugi czas procesu; ograniczona

wydajnosé

Wysokie zuzycie energii; dlugi czas
syntezy; wymaga autoklawu

Nieregularna morfologia; mozliwe

zanieczyszczenia z narzedzi mielagcych

Wysoki koszt sprzetu; skomplikowany
proces

Trudna kontrola morfologii; ryzyko

powstawania faz wtornych
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2.3.2. Modyfikacja hydroksyapatytu

Hydroksyapatyt, pomimo swojej naturalnej biozgodnosci i podobienstwa
do mineralnej frakcji tkanki kostnej, moze wykazywaé ograniczong funkcjonalnos$¢
w kontekscie dynamicznych warunkow srodowiska biologicznego. Dlatego tez coraz
wiekszg uwage poswigca si¢ jego modyfikacjom, majagcym na celu rozszerzenie spektrum
wiasciwosci 1 dostosowanie go do konkretnych zastosowan klinicznych. Modyfikacje
te moga obejmowacé zardwno inzynieri¢ sktadu chemicznego, jak i struktury fizycznej
oraz funkcjonalizacji biologicznej [130].

Jednym z najczgsciej stosowanych podejs¢ jest domieszkowanie hydroksyapatytu
jonami metali, co pozwala modulowaé jego aktywno$¢ biologiczna 1 wilasciwosci
fizykochemiczne. Przyktadowo, magnez (Mg**) wplywa pozytywnie na aktywno$¢
osteoblastow 1 ogranicza resorpcje kostna, podczas gdy stront (Sr**) dziala dwutorowo —
stymuluje formowanie nowej tkanki kostnej oraz hamuje aktywno$¢ osteoklastow,
co znajduje zastosowanie w leczeniu osteoporozy. Cynk (Zn?*") wykazuje dziatanie
przeciwzapalne i wspiera proliferacje komorek, a srebro (Ag") nadaje materialowi
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, redukujac ryzyko infekcji okotowszczepowych.
Takie jony moga by¢ wprowadzane zaroOwno w procesie syntezy, jak i w etapach
pézniejszej obrobki powierzchniowej, co pozwala na uzyskanie trwatych i stabilnych
efektow [131-133].

Hydroksyapatyt

| ' }

Mg?" Sr Zn?

T osteoblasty

T osteogeneza T proliferacja
{ resorpcja komorek
! osteoklasty
T mineralizacja T regeneracja

Rysunek 6. Wphyw wybranych jonow na wiasciwosci biologiczne HAp

Drugim obszarem modyfikacji jest tworzenie kompozytéw
hydroksyapatytowych, laczacych fazg¢ ceramiczng z biopolimerami naturalnymi
(np. kolagen, chitozan) lub syntetycznymi (np. PLA, PGA). Takie hybrydowe materiaty
charakteryzuja si¢ lepsza elastycznoscig, odpornoscia na pekanie oraz wicksza
bioresorbowalno$cig w poréwnaniu do czystego HAp. Obecnos$¢ matrycy polimerowej
sprzyja takze lepszej adhezji komorek 1 wzrostowi tkanek, czynigc kompozyty
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szczegoblnie obiecujacymi w inzynierii tkankowej. Dobdr rodzaju polimeru i jego udzialu
w kompozycie pozwala regulowaé¢ tempo degradacji, witasciwosci mechaniczne
oraz interakcje z komoérkami [134].

Kolejnym kierunkiem zaawansowanej modyfikacji sg materialy opierajace si¢
na nanotechnologii, w tym integracja HAp z nanomateriatami weglowymi, takimi
jak grafen, tlenek grafenu czy nanorurki weglowe. Te dodatki poprawiajg przewodnictwo
elektryczne oraz zwigkszaja wytrzymato$¢ mechaniczng materiatu, co ma znaczenie
szczegolnie w konteks$cie regeneracji tkanek nerwowych 1 kostnych, gdzie stymulacja
elektryczna moze wspiera¢ roznicowanie komorek. Ponadto, struktury grafenowe moga
pelni¢ rolg rusztowania dla wzrostu komorek i1 nosnika czgsteczek bioaktywnych.
Innowacyjnym podejsciem jest takze wprowadzenie nanoczastek magnetycznych, takich
jak nanoczastki FesOa, ktore nadaja materialom zdolno$¢ do zdalnej kontroli przy uzyciu
pola magnetycznego. Modyfikacja taka umozliwia np. kierunkowanie materialu
w organizmie, wzrost celowanej akumulacji leku lub stymulacje termiczng. W rezultacie
powstaja wielofunkcyjne systemy, ktore lacza wilasciwosci strukturalne rusztowania
z funkcja terapeutyczng i diagnostyczng [135,136].

Nastgpnie, réwnie istotnym kierunkiem modyfikacji hydroksyapatytu
jest adsorpcja substancji biologicznie czynnych, w szczegdlnosci antybiotykow, na jego
powierzchni. Dzieki wysokiej powierzchni wtasciwej oraz zdolnosci do wigzania
czasteczek  organicznych, HAp stanowi efektywny no$nik dla  lekow
przeciwdrobnoustrojowych, takich jak klindamycyna, gentamycyna, wankomycyna
czy ciprofleksacyna. Adsorpcja antybiotykow na powierzchni HAp pozwala uzyskac
material o dzialaniu miejscowym, ktory po implantacji uwalnia substancje czynne
bezposrednio w miejscu potencjalnego zakazenia. Taka strategia ogranicza potrzebe
systemowego podawania lekow, redukuje ryzyko dziatan niepozadanych i1 zwigksza
skuteczno$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Co wigcej, kontrola warunkéw adsorpcji
(np. pH, czasu kontaktu, no$nika polimerowego) umozliwia projektowanie systemow
o przedluzonym i kontrolowanym profilu uwalniania. Modyfikacje tego typu
sg szczegoblnie istotne w kontekscie profilaktyki i1 leczenia infekcji okolowszczepowych
oraz w konstrukcji inteligentnych materiatow przeciwdrobnoustrojowych nowe;j
generacji [137-139].

Modyfikacje hydroksyapatytu nie tylko zwigkszaja jego funkcjonalnosc,
ale takze wumozliwiaja dostosowanie materialu do specyficznych potrzeb
terapeutycznych, od osteointegracji i kontroli infekcji, po zaawansowane zastosowania
|[w medycynie regeneracyjnej i terapii celowanej. Dzigki zastosowaniu strategii
wielosktadnikowych, mozliwe jest projektowanie inteligentnych i bioaktywnych
materialdow nowej generacji.
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24. Kompozyty ceramiczno-polimerowe

Kompozyty ceramiczno-polimerowe s3 uznawane za jedng z najbardziej
wszechstronnych 1 adaptowalnych klas biomateriatow, z uwagi na mozliwos¢
dostosowania ich wtasciwosci fizycznych, chemicznych, biologicznych i mechanicznych
do konkretnych zastosowan klinicznych. Ich struktura opiera si¢ na synergicznym
potaczeniu dwoch faz: fazy ceramicznej, zapewniajgcej sztywno$¢ i1 bioaktywnosc
oraz fazy polimerowej, ktora nadaje materiatowi elastycznos¢, podatnos$¢ na degradacje
oraz tatwo$¢ przetwarzania [140].

Faza ceramiczna, najczeSciej reprezentowana przez hydroksyapatyt, bioszlo,
B-TCP (trojfosforan wapnia) czy ceramike tlenkowa (ALOs, ZrO:), zapewnia
bioaktywnos¢, osteokondukcyjno$¢ i mozliwos¢ integracji z zywa tkanka kostng. Badania
wykazaty, ze HAp sprzyja wigzaniu z kolagenowa macierza pozakomorkowa, a takze
stymuluje ekspresje markeréw osteoblastycznych, takich jak ALP i osteokalcyna.
Jednakze ze wzglgdu na ich krucho$¢ i ograniczong odporno$¢ na $cinanie, materiaty
ceramiczne nie s3 wykorzystywane samodzielnie w miejscach narazonych na obcigzenia
mechaniczne. Faza polimerowa obejmuje polimery biodegradowalne, takie jak PLA,
PGA, PLC, kopolimery PLGA, jak rowniez biopolimery naturalne — kolagen, chitozan,
zelatyng. Polimery te zapewniaja kontrolowang biodegradacj¢ i pozwalaja na formowanie
przestrzennie ztozonych mikrostruktur wspierajacych migracje, adhezje 1 réznicowanie
komoérek. W pofaczeniu z komponentami ceramicznymi tworza materiaty,
ktére moga by¢ dostosowane do indywidualnych potrzeb terapeutycznych [141-143].

Wiasciwosci kompozytow moga by¢ modyfikowane poprzez regulacje sktadu
fazowego, stopnia porowatosci, orientacji witokien, domieszkowanie jonami
oraz funkcjonalizacje¢ powierzchni bioaktywnymi czgsteczkami. Tego typu modyfikacje
moga wspiera¢ angiogeneze, osteogeneze, immunomodulacje oraz integracje z tkanka
gospodarza. Literatura wskazuje rowniez na mozliwo$¢ zastosowania domieszek
nanoproszkow magnetycznych (FesOs), w celu uzyskania materiatow sterowalnych
polem magnetycznym, co moze wspomaga¢ kierunkowa regeneracje tkanek
lub kontrolowane uwalnianie lekow [144,145]. Wspotczesne kompozyty ceramiczno-
polimerowe s3 projektowane jako materialy wielofunkcyjne: moga petni¢ funkcje
mechaniczng (rusztowania), biologiczng (interakcja z komorkami) oraz terapeutyczng
(nos$niki lekdw, czynniki wzrostu). Dzigki swojej konfigurowalnosci sg wykorzystywane
w regeneracji tkanki kostnej, chrzastki, tkanek migkkich, jako opatrunki oraz implanty
biodegradowalne. Prace przegladowe i dane eksperymentalne wskazuja, ze dobrze
zaprojektowane kompozyty moga dorownywac, a nawet przewyzsza¢ wlasciwosciami
funkcjonalnymi klasyczne implanty metalowe w warunkach klinicznych [143,146,147].

W projektowaniu kompozytow ceramiczno-polimerowych wyr6znia si¢ kilka
gléwnych rodzajow, ktore przeznaczone sa do konkretnych funkcji biologicznych,
mechanicznych 1 terapeutycznych. Najczegsciej stosowane sg kompozyty o strukturze
makro- lub mikroporowatej, w ktorych faza ceramiczna stanowi szkielet sztywny,
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a faza polimerowa wypelnia przestrzenie mi¢dzyczasteczkowe Ilub pokrywa
powierzchni¢ ceramicznych czastek. Tego typu konfiguracje znajduja zastosowanie
gtownie jako rusztowania do regeneracji kosci, gdzie istotna jest zar6wno nos$nosc
strukturalna, jak 1 bioaktywno$¢ wspomagajaca kolonizacje komérkowa [148,149].

Inng kategori¢ stanowig kompozyty warstwowe, w ktorych poszczegolne warstwy
pehia rézne funkcje — np. warstwa ceramiczna odpowiada za kontakt z tkankg kostng
1 jej stymulacje, natomiast zewngtrzna warstwa polimerowa kontroluje biodegradacje
lub peini funkcj¢ nosnika lekow. Struktury te sa wykorzystywane m.in. w powtokach
implantologicznych oraz w produkcji biodegradowalnych membran barierowych
[150,151]. Istniejg réwniez kompozyty gradientowe charakteryzujace si¢ ciagla zmiang
udzialu faz ceramicznej 1 polimerowej w przekroju materialu, co pozwala lepiej
dopasowa¢ wiasciwo$ci mechaniczne do warunkéw fizjologicznych réznych typow
tkanek (np. przejécie z tkanki migkkiej do kostnej). Pomimo atrakcyjnosci tego
rozwigzania, produkcja  materiatbw  gradientowych  pozostaje = wyzwaniem
technologicznym z uwagi na trudno$¢ w uzyskaniu jednorodnego przejscia fazowego
oraz stabilnosci strukturalnej [152]. Duzg grupg stanowig rowniez kompozyty in situ
formujace si¢ w organizmie, ktére po aplikacji w formie pasty, hydrozelu lub zawiesiny
ulegaja zelowaniu, utwardzeniu lub mineralizacji bezposrednio w miejscu uszkodzenia
tkanki. Takie materialy wymagaja wysokiej biozgodnosci, odpowiedniej reologii
1 mozliwos$ci dostosowania czasu sieciowania do warunkow klinicznych. Ich zaletg jest
minimalna inwazyjno$¢ oraz mozliwo$¢ wypetniania nieregularnych ubytkow,
jednak ograniczeniem moze by¢ trudno$¢ kontroli nad ich wiasciwosciami
mechanicznymi po implantacji [153,154].

Wspdlnym wyzwaniem dla wigkszosci kompozytow ceramiczno-polimerowych
pozostaje optymalizacja granicy fazowej pomigedzy komponentami, roznice
w charakterze chemicznym i wtasciwosciach fizycznych (np. hydrofilowos$¢, sztywnos¢)
mogg prowadzi¢ do ostabienia adhezji 1 powstawania defektow mechanicznych.
Istotnym ograniczeniem jest takze r6zna kinetyka degradacji fazy polimerowej i resorpcji
ceramicznej, co moze zaburzy¢ integralno$¢ materiatu w czasie gojenia. Dodatkowa
trudno$¢ stanowi zachowanie jednocze$nie wysokiej bioaktywnos$ci, stabilnosci

mechanicznej 1 kontrolowanej degradacji.
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3. UZASADNENIE PODJECIA TEMATYKI BADAWCZEJ

Dynamiczny rozw6j medycyny regeneracyjnej, inzynierii tkankowej
oraz nowoczesnej chirurgii wymaga opracowywania innowacyjnych materiatow,
ktore tacza wysoka bioaktywnos$¢ z odpowiednimi wilasciwosciami mechanicznymi
1 funkcjonalnymi. W odpowiedzi na te potrzeby szczegodlne znaczenie zyskuja
biomateriaty kompozytowe, a zwlaszcza kompozyty ceramiczno-polimerowe,
ktore dzigki swojej strukturalnej ztozonos$ci 1 mozliwos$ci modyfikacji wykazuja potencjat
przekraczajacy mozliwosci pojedynczych komponentéw. Polaczenie fazy ceramicznej
(zapewniajacej sztywno$¢, bioaktywnos¢ i osteokondukcyjnosé) z faza polimerowa
(odpowiedzialng za elastyczno$é, bioresorbowalno$¢ i mozliwos$¢ funkcjonalizacji)
pozwala uzyska¢ materialy wielofunkcyjne, zdolne do jednoczesnego spelniania
wymogow strukturalnych i biologicznych.

W $wietle aktualnego stanu wiedzy biomateriaty takie jak hydroksyapatyt
stanowig ztoty standard w rekonstrukcji tkanki kostnej, jednak ich krucho$¢ ogranicza
zastosowania strukturalne. Z drugiej strony, polimery oferuja znakomite wiasciwosci
przetworcze, ale niska bioaktywno$¢ ogranicza ich integracje z tkankami. Kompozyty
tych dwoch klas stanowig zatem racjonalny i perspektywiczny kierunek rozwoju, taczacy
zalety obu komponentéw. Jednoczes$nie literatura wskazuje na potrzeb¢ dalszych badan
nad modyfikacjami strukturalnymi i powierzchniowymi tego typu materialow,
w celu poprawy wlasciwosci biologicznych, mechanicznych 1 terapeutycznych.
Szczegodlnie istotne jest opracowanie strategii pozwalajacych na projektowanie
materialdow dostosowanych do konkretnych wskazan klinicznych, z uwzglednieniem
medycyny personalizowanej oraz wymagan dotyczacych integracji, bezpieczenstwa
1 skutecznosci terapeutycznej.

Oproécz dynamicznego rozwoju inzynierii materiatlowej oraz stale rosngcych
wymagan stawianych nowym, innowacyjnym technologiom biomedycznym — takich jak
ich bioaktywnos$¢, biodegradowalno$¢, mozliwo§¢ personalizacji czy zgodno$¢
z zasadami zréwnowazonego rozwoju — niezwykle istotny pozostaje aspekt spoteczny
opracowywania biomateriatbw nowej generacji. Jednym z gléwnych wyzwan
wspotczesne] medycyny 1 zdrowia publicznego jest proces starzenia si¢ spoteczenstwa,
ktory postepuje w skali globalnej. Prognozy wskazuja, ze odsetek osob w wieku ponad
65 lat bedzie systematycznie wzrasta¢. Starzenie si¢ organizmu wigze si¢ zZ pogorszeniem
funkcji regeneracyjnych, obnizeniem masy kostnej 1 migsniowej oraz wzrostem ryzyka
urazéw 1 chordb przewleklych, w tym osteoporozy, zapalen stawdw czy nowotworow
uktadu szkieletowego [155-159].

Osteoporoza, jako jedna z choréb cywilizacyjnych XXI wieku, stanowi
szczegolnie istotny problem, zarowno kliniczny, jak i1 spoteczny. Charakteryzuje sie
postepujaca utratg masy kostnej oraz zwigkszong podatnoscig na ztamania, ktore czesto
prowadza do powaznych powiktan, hospitalizacji, a nawet trwatej utraty samodzielnosci.
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Choroba ta dotyka gléwnie kobiety po menopauzie i osoby starsze, co czyni j3 jednym
z najczestszych wskazan do stosowania biomaterialdéw kostnych wspomagajacych
leczenie ubytkéw 1 rekonstrukcji kosci [160—163].

[ O @)
Ztamania osteoporotyczne dotyczg 1 na 3 kobiety
? ? * i 1 na 5 mezczyzn po 50. roku zycia.
e © o o e |
£

IIIE

37 milionéw ztaman kruchych rocznie u os6b w wieku
powyzej 55 lat, co odpowiada 70 ztamaniom na minute

Rysunek 7. Skala problemu osteoporozy, opracowanie wiasne na podstawie danych
International Osteoporosis Foundation (IOF)

W  S$wietle wyzwan zwigzanych z chorobami cywilizacyjnymi, takimi
jak osteoporoza, oraz konieczno$cia poprawy efektywnosci i bezpieczenstwa terapii
implantologicznych, projektowanie materialtow o wlasciwosciach regeneracyjnych,
bioaktywnych 1 dostosowanych do specyfiki zastosowania klinicznego zyskuje
coraz wigksze znaczenie. Nowoczesne podejscie do inzynierii materialowej wymaga
uwzglednienia nie tylko parametrow technicznych, ale rowniez aspektow biologicznych,
srodowiskowych 1 spotecznych. Biomaterialty kompozytowe, 1aczace cechy
faz ceramicznych i1 polimerowych, pozwalaja na lepsze dostosowanie wtasciwosci
mechanicznych, biologicznych i1 degradacyjnych do wymagan konkretnych terapii.
Analiza stanu zagadnienia potwierdza, iz temat przewodni rozprawy doktorskiej wpisuje
si¢ w aktualne potrzeby zarowno nauki jak 1 spoteczenstwa. Realizacja zatozonych celoéw
niniejszej pracy moze przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia zalezno$ci miedzy
sktadem, strukturg i1 funkcja materiatu, a takze do opracowania rozwigzan majacych
zastosowanie praktyczne w nowoczesnych terapiach chirurgicznych
1 implantologicznych.
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4. TEZA I CEL PRACY

Na podstawie analizy literatury przeprowadzonej w ramach oceny aktualnego
stanu wiedzy sformutowano nastepujaca teze naukowa pracy:

Odpowiednio zaprojektowane biomaterialy kompozytowe, zawierajqce faze ceramiczng
oraz faze polimerowg modyfikowang bioaktywnymi dodatkami, mogg stanowic skuteczne
rozwigzanie dla inzynierii i chirurgii regeneracyjnej. Ich witasciwosci fizykochemiczne,
mechaniczne i biologiczne mozna ksztattowac poprzez dobor sktadu i struktury na etapie
syntezy. W rezultacie mozna uzyskac¢ materialy wspomagajqce regeneracje tkanki kostnej
oraz minimalizujqce ryzyko infekcji, odpowiadajgce aktualnym wyzwaniom klinicznym

zwigzanym z leczeniem osteoporozy i ubytkow kostnych.

Celem naukowym niniejszej rozprawy doktorskiej byto opracowanie
oraz  charakterystyka bioaktywnych  materiatbw  kompozytowych  opartych
na hydroksyapatycie i wybranych polimerach naturalnych oraz syntetycznych,
przeznaczonych do zastosowan w inzynierii tkanki kostnej. Praca miata na celu oceng
wptywu skladu oraz mikrostruktury kompozytow na ich wlasciwos$ci fizykochemiczne,
mechaniczne, sorpcyjne 1 bioaktywne, ze szczegdlnym uwzglednieniem kontrolowanego
uwalniania substancji czynnych, interakcji z Srodowiskiem biologicznym oraz potencjatu

przeciwdrobnoustrojowego opracowanych systemow.

Celem utylitarnym rozprawy doktorskiej bylo wytypowanie biomateriatu
kompozytowego, ktory — dzigki swoim wlasciwosciom fizykochemicznym,
mechanicznym 1 biologicznym — bedzie posiadat realny potencjal do zastosowan
w inzynierii 1 chirurgii tkanki kostne;.

W szczeg6lnosci, celem jest identyfikacja takiej kompozycji materialowej,
ktora moze by¢ wykorzystana jako:

e tymczasowe wypehienie ubytkdw kostnych wspierajgce regeneracje,

e lub/i rusztowanie do tworzenia nowej tkanki kostne;j,

e lub/i nosnik substancji bioaktywnych (np. antybiotykéw), umozliwiajacy
ich kontrolowane uwalnianie w miejscu implantacji.

Ostatecznym efektem bedzie wskazanie kompozytu, ktory spelnia kryteria
biozgodnos$ci, bioaktywnosci i odpowiednich parametrow aplikacyjnych, co czyni
go kandydatem do dalszych prac wdrozeniowych w obszarze medycyny regeneracyjne;.
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5. PLAN BADAN

W ramach realizacji tematyki niniejszej rozprawy doktorskiej opracowano plan
badan obejmujacy cztery zasadnicze etapy, ktore odpowiadaja kolejnym fazom rozwoju
1 modyfikacji materialu kompozytowego.

Czes¢ I obejmuje synteze 1 charakterystyke fazy ceramicznej — hydroksyapatytu,
stanowigcego podstawowy komponent bioaktywny 1 strukturalny. W Czesci 11
przeprowadzono synteze¢ bazowych materialdw kompozytowych poprzez potaczenie fazy
ceramicznej z wybranymi polimerami syntetycznymi. Czg¢$¢ 111 poswigcono modyfikacji
kompozytéw poprzez dodatek kolagenu — skladnika naturalnego, majacego
na celu poprawg¢ wlasciwosci bioaktywnych. Ostatni etap, Cze$¢ IV, dotyczyt
funkcjonalizacji materiatu poprzez wprowadzenie antybiotyku, co miato na celu nadanie
kompozytowi aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, istotnej w kontek$cie zastosowan
implantologicznych. Taki uktad badan umozliwil systematyczng analize wplywu
kolejnych etapéw modyfikacji na wlasciwosci otrzymywanych materiatow oraz pozwolit
na identyfikacj¢ zalezno$ci miedzy sktadem, strukturg a funkcjonalno$cig biomateriatu.
Uproszczony schemat planu badan zaprezentowano na Rysunku 8.

PLAN BADAN

y y ! y

SYNTEZA SYNTEZA MODYFIKACIJA MODYFIKACJA

I CHARAKTERYSTYKA I CHARAKTERY'STYKA MATERIALOW MATERIALOW
FAZY CERAMICZNEJ MATERIALOW KOMPOZYTOWYCH KOMPOZYTOWYCH
KOMPOZYTOWYCH KOLAGENEM ANTYBIOTYKIEM

Rysunek 8. Uproszczony schemat planu badan niniejszej rozprawy doktorskiej

Zgodnie z technikg planowania doswiadczen, dla kazdej czesci pracy doktorskiej
dokonano identyfikacji 1 klasyfikacji kluczowych czynnikow wptywajacych na przebieg
1 wyniki badan. W oparciu o przyjeta strukture eksperymentu, czynniki podzielono
na cztery gtowne grupy:

e x — czynniki wejsSciowe, celowo modyfikowane w ramach eksperymentu w celu
oceny ich wptywu na wlasciwosci materiatow,
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e y — czynniki wyjsciowe, bedace bezposrednig odpowiedzig uktadu badawczego
na dziatanie zmiennych wej$ciowych,

e c—czynniki stale, ktérych wartosci byty utrzymywane na niezmiennym poziomie
w celu zapewnienia porownywalnosci wynikow,

e h — czynniki zaktocajace, stanowigce zmienne losowe lub trudne do peinej

kontroli, mogace wptywac na powtarzalnos¢ pomiaréw 1 wiarygodnos¢ wynikow.

czynniki stale J

¢ C G G
— (—
‘% B « ’ = '% E
g o1 B OBIEKT BADAN g =
J hy “hy hy h
czynniki |
zakltdcajgce

Rysunek 9. Schemat klasyfikacji czynnikow eksperymentalnych

Zestawienie czynnikow eksperymentalnych dla Czesci I, obejmujacej synteze
1 charakterystyke fazy ceramicznej, podzielono zgodnie z nastgpujaca klasyfikacja:

e czynniki wejSciowe:
x1 - pH $rodowiska reakcyjnego (5,5 /8,0 /11,0)
X2 - stezenie reagentow wzgledem referencyjnych (%, np. 100-200%)
X3 - rodzaj mieszadla (mechaniczne / magnetyczne)

e czynniki wyjsciowe:
y1 - rozmiar krystalitow (nm)
y2 - udziat masowy fazy HAp (%)
y3 - powierzchnia wiasciwa (m?/g)
y4 - porowatos¢ (cm?/g)
ys - stosunek Ca/P (bezwymiarowy)
ye - cytotoksycznos¢ (%, test MTT)
y7 - tempo sedymentacji (mm/min)

e czynniki stale:
C1 - temperatura syntezy

c2 - czas dojrzewania osadu
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c3 - metoda suszenia

e czynniki zakldcajace:
h| - zanieczyszczenia odczynnikow
h; - nierdwnomierne mieszanie

h; - aglomeracja czastek w zawiesinie

Zestawienie czynnikow eksperymentalnych dla Czgsci II, obejmujacej synteze
1 charakterystyke materiatow kompozytowych, podzielono zgodnie z nastepujaca
klasyfikacja:

e czynniki wejsciowe:
X1 — stezenie i rodzaj polimeru
X2 —rodzaj 1 1lo$¢ czynnika sieciujacego
x3 —rodzaj 1 ilo$¢ fotoinicjatora
x4 — zawartos¢ HAp w kompozycie
e czynniki wyj$ciowe:
y1 - szybko$¢ sedymentacji czastek HAp (mm/min)
y2 - efektywnos¢ fotopolimeryzacji (polimeryzacja petna/czesciowa, brak)
y3 - wspotczynnik pecznienia (g/g po 24, 48, 72 h)
y4 - morfologia powierzchni (SEM)
ys - sktad pierwiastkowy (EDS)
ye - cytotoksycznos¢ (test MTT, % zywotnos$ci)
y7 - aktywnos$¢ zapalna (poziom NF-«xB)
e czynniki state:
c1 - czas naswietlania UV (120 s)
C2 - objetos¢ polimeru (10 ml)
c3 - rodzaj 1 moc lampy UV (EMITA, 180 W)
c4 - warunki inkubacji (temperatura)
e czynniki zaklocajace:
h; - nieplanowane interakcje komponentow
h> - niejednorodne rozmieszczenie fazy ceramicznej

h; - sedymentacja fazy ceramicznej

Zestawienie czynnikow eksperymentalnych dla Czgéci III, dotyczacej
modyfikacji materiatdéw kompozytowych kolagenem, podzielono zgodnie z nastgpujaca
klasyfikacja:

e czynniki wejsciowe:
X1 - rodzaj kolagenu (rybi/wotowy)
X2 - zawartos¢ kolagenu w kompozycie
X3 - rodzaj czynnika sieciujacego
X4 - obecnos¢ HAp
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x5 - medium inkubacyjne

czynniki wyjsciowe:

y1 - wspolezynnik pecznienia — (g/g)

y2 - zmiana pH medium inkubacyjnego — (jednostki pH)

y3 - kat zwilzania — (°)

y4 - sktadnik polarny/dyspersyjny energii powierzchniowej — (mJ/m?)
ys - parametry chropowatosci Ra, Rq, Rsk — (um)

ye - twardo$¢ Shore A — (jednostki Shore A)

y7 - wytrzymalo$¢ na rozcigganie — (MPa)

ys - wydtuzenie wzgledne przy zerwaniu — (%)

y9 - wspOlczynnik tarcia

V1o - objeto$¢ zuzycia — (mm?)

y11 - calkowita porowato$¢ — (%)

y12 - procentowa ilo§¢ uwolnionego kolagenu — (%)

czynniki stale:

c1 - sktad matrycy bazowej

c2 - czas naswietlania UV (120 s)

c3 - rodzaj i moc lampy UV (EMITA, 180 W)

czynniki zakldcajace:

h; - réznice w strukturze molekularnej kolagenu rybiego 1 wolowego
hz - lokalna niejednorodno$¢ w sieciowaniu

h; - wrazliwo$¢ kolagenu na pH 1 temperaturg

hs - ograniczona rozpuszczalno$¢ 1 dyfuzja kolagenu w glebszych

warstwach materialu

Zestawienie czynnikow eksperymentalnych dla Czgsci IV, obejmujacej

modyfikacj¢ materiatdw kompozytowych substancja przeciwbakteryjna, podzielono

zgodnie z nastepujaca klasyfikacja:

czynniki wejsciowe:

X1 - obecnos¢ klindamycyny w kompozycie

X2 - czas inkubacji w badaniu uwalniania

czynniki wyjsciowe:

y1 - procentowa ilo$¢ uwolnionej klindamycyny — (%)
y2 - wspotezynnik determinacji R? (dopasowanie do modelu)
y3 - $rednica strefy inhibicji wzrostu bakterii — (mm)
czynniki stafe:

c1 - sktad matrycy bazowe;j

c2 - czas naswietlania UV (120 s)

c3 - rodzaj i moc lampy UV (EMITA, 180 W)

c4 - stezenie klindamycyny
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cs - gatunek bakterii: Staphylococcus aureus
c6 - warunki inkubacji: temperatura, czas
e czynniki zaktocajace:
h; - niejednorodnos¢ adsorpcji klindamycyny na HAp
hy - degradacja antybiotyku podczas inkubacji
h3 - zmiany w strukturze porowatej kompozytu, wplywajace na dyfuzje
hs - zmienna aktywno$¢ biologiczna bakterii

hs - ograniczenia doktadnos$ci metod

Plan badan przedstawiony w niniejszej pracy zostal opracowany w sposob
umozliwiajacy etapowa realizacj¢ zatozonych celow eksperymentalnych. Poszczegdlne
etapy badawcze odzwierciedlaja kolejne fazy rozwoju materialu kompozytowego
— od syntezy fazy ceramicznej, przez projektowanie matrycy, po jej funkcjonalizacje
z wykorzystaniem substancji  bioaktywnych. Przyjeta struktura pozwolilta
na systematyczng ocen¢ wpltywu wybranych parametréw na wybrane wlasciwosci
otrzymanego opracowywanych materiatow. Jednocze$nie, zastosowanie klasyfikacji
czynnikow eksperymentalnych wedlug ustalonego schematu (czynniki wejsciowe,
wyjsciowe, state 1 zakldcajace) sprzyjato zachowaniu przejrzystosci procesu badawczego
oraz umozliwito identyfikacj¢ kluczowych zmiennych wptywajacych na wynik koncowy.
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6. CHARAKTERYSTYKA WYKORZYSTYWANYCH REAGENTOW

Do syntezy hydroksyapatytu oraz przygotowania materiatow kompozytowych
zastosowano odczynniki chemiczne o wysokiej czystosci. W syntezie fazy ceramiczne]
wykorzystano nastepujace odczynniki: diwodorofosforan amonu (NH4H2POa, czystosé
ACS, >98%), azotan wapnia tetrawodny (Ca(NOs). - 4H.O, czystos¢ ACS, 99%)
oraz wod¢ amoniakalng (NH«OH, 25%). Wszystkie powyzsze zwigzki chemiczne
zakupiono w firmie Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA) 1 stosowano
bez dodatkowego oczyszczania. Jako materiat referencyjny wykorzystano komercyjny
hydroksyapatyt (proszek, czystos¢ >90%), rowniez pochodzacy z oferty Sigma-Aldrich.

W dalszym etapie, podczas otrzymywania materialdw kompozytowych,
uzyto polimerow: alkoholu poliwinylowego (PVA, krystaliczny proszek, stopien
hydrolizy 87-89%, masa czasteczkowa 13 000-23 000 g/mol) oraz poliwinylopirolidonu
(PVP, proszek, $rednia masa czasteczkowa 10 000 g/mol). W celu sieciowania matrycy
zastosowano diakrylan poli(glikolu etylenowego) (PEGDA) o s$rednich masach
czasteczkowych Mn = 250 g/mol, Mn = 575 g/mol oraz Mn = 700 g/mol. Jako inicjator
reakcji fotopolimeryzacji uzyto 2-hydroksy-2-metylopropiofenonu (czystos¢ 97%,
gestos¢ 1,077 g/mL) lub tioxanthen-9-on w postaci 0,01% zawiesiny wodnej. Wszystkie
wymienione odczynniki pochodzity z firmy Sigma-Aldrich. Dodatkowo, do modyfikacji
kompozytéw zastosowano hydrolizaty kolagenu: rybiego (masa czasteczkowa 2000—
5000 Da) oraz wotowego (masa czgsteczkowa <3000 Da), zakupione w firmie
Xi’an Gawen Biotechnology Co., Ltd. Jako antybiotyk wykorzystano chlorowodorek
klindamycyny (pharmaceutical primary standard) rdéwniez zakupiony w firmie
Sigma-Aldrich.

Tabela 4. Zestawienie wybranych reagentéw wraz z ich funkcja

Skladnik Funkcja
NH4H2PO4 Zrodto fosforu w syntezie HAp
Ca(NO:s)2-4H-0 Zrédto wapnia w syntezie HAp
NH4«OH Regulator pH w syntezie HAp
HAp komercyjny Material referencyjny
PVA Sktadnik matrycy polimerowe;j
PVP Sktadnik matrycy polimerowe;j
PEGDA 250/ 575 /700 Czynnik sieciujgcy matrycy
2-hydroksy-2-metylopropiofenon Fotoinicjator sieciowania
Tioxanthen-9-on Fotoinicjator sieciowania
Kolagen rybi (Kol-r) Sktadnik bioaktywny
Kolagen wotowy (Kol-w) Sktadnik bioaktywny
Chlorowodorek klindamycyny Antybiotyk
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7. METODYKA BADAN

7.1. Spektroskopia w podczerwieni z transformacjq Fouriera

Spektroskopia FT-IR zostata zastosowana na r6znych etapach pracy do analizy
struktury chemicznej badanych materialdéw. W czeéci pierwszej postuzyta do oceny
sktadu fazowego fosforanow wapnia otrzymanych w wyniku syntezy w roznych
warunkach reakcyjnych, co umozliwito identyfikacje pasm charakterystycznych dla grup
fosforanowych oraz ewentualnych domieszek faz towarzyszacych. W kolejnych etapach
badania wykorzystano technike¢ FT-IR do potwierdzenia obecno$ci poszczegélnych
komponentéw w matrycach polimerowych, materiatach kompozytowych oraz probkach
modyfikowanych bioaktywnymi dodatkami — takimi jak hydrolizat kolagenu
1 klindamycyna.

Widma FT-IR rejestrowano przy uzyciu spektrofotometru Thermo Scientific
Nicolet iS5 z przystawka ATR iD7 (Loughborough, Wielka Brytania). Analizy
prowadzono w zakresie diugosci fali 4000-500 cm™, z zastosowaniem 32 skanow
dla kazdej probki, przy rozdzielczosci 4,0 cm™ i w temperaturze pokojowe;.

7.2. Spektroskopia Ramana

Spektroskopia Ramana zostala zastosowana do analizy proszkow fosforanow
wapnia. Jej celem byta ocena sktadu fazowego oraz identyfikacja zmian chemicznych
zachodzacych w materiale w zaleznosci od parametrow reakcji.

Pomiary spektroskopii Ramana przeprowadzono za pomoca spektrometru WiTec
Alpha M300+ (WITec Corp., Ulm, Niemcy) wyposazonego w mikroskop konfokalny
oraz laser Nd-YAG o dlugosci fali 532 nm 1 mocy 50 mW. Kalibracj¢ aparatu
przeprowadzono wzgledem pasma krzemu przy 520 cm™. Widma rejestrowano
przy czasie integracji 2 s oraz 200 akumulacjach, co zapewniato wysoka rozdzielczos¢
sygnatu 1 umozliwiato identyfikacj¢ subtelnych zmian chemicznych w analizowanych
probkach.

7.3. Dyfrakcja rentgenowska

Technika XRD zostala zastosowana w pierwszym etapie badan do analizy sktadu
fazowego proszkow HAp otrzymanych w roznych warunkach syntezy. Celem pomiarow
byla identyfikacja glownych faz krystalicznych oraz oszacowanie parametrow
strukturalnych, takich jak rozmiar krystalitow, odksztalcenie sieci oraz objg¢to$¢ komorki
elementarnej.

Pomiary wykonano za pomocg dyfraktometru Bruker D8 Advance z katodg Cu-
Ka (L= 1,54 A) i detektorem LYNXEYE XE-T, w zakresie 5°-80° 20, z krokiem 0,02°
1 predkoscig skanowania 4,8°/min. Fazy krystaliczne identyfikowano przy uzyciu
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programu DIFFRAC.EVA oraz bazy danych COD (Crystallography Open Database).
Analiza strukturalna zostata przeprowadzona metoda Rietvelda w programie TOPAS 6,
z wykorzystaniem funkcji pseudo-Voigta do opisu ksztattu reflekséw. Jako kryteria

jakosci dopasowania zastosowano wspotczynniki Rwp (weighted-pattern R-factor)
oraz GOF (goodness-of-fit).

7.4. Oznaczenie zawartosci wapnia i fosforu

Oznaczenie zawarto§ci wapnia przeprowadzono zgodnie z norma
PN-97/R-64803, stosujac metod¢ kompleksometryczng z  wykorzystaniem
miareczkowania roztworem EDTA. Celem analizy bylo poréwnanie sktadu chemicznego
otrzymanego syntetycznie hydroksyapatytu z materiatem komercyjnym.

Do oznaczen odwazono po okoto 0,1 g materiatu (z doktadnoscig do 0,001 g)
1 nastgpnie dodano 10 cm?® roztworu HNO:s o stezeniu 3 M ogrzewajac pod przykryciem
przez 8 minut. Po dodaniu 20 cm® wody destylowanej, mieszaning poddano dalszemu
gotowaniu przez kolejne 5 minut, po czym roztwory ostudzono i przeniesiono ilosciowo
do kolbek miarowych o objgtosci 100 cm?. W kolejnym etapie dodano 6,25 cm?® roztworu
azotanu(V) bizmutu(Ill) o stgzeniu 0,4 M, a objetos¢ uzupetniono woda destylowang
do kreski. Roztwory wymieszano, pozostawiono na 3 minuty 1 przesgczono
przez podwojny saczek twardy jakosciowy, odrzucajac pierwsze 20 cm?® przesaczu.
Do kazdej kolby stozkowej odmierzono 25 cm?® przesaczu, 25 cm® wody destylowanej
oraz 3 cm?® roztworu 25% trietanoloaminy. Mieszaning zoboj¢tniano 20% roztworem
KOH do uzyskania pH w zakresie 5-7, kontrolowanego za pomoca papierka
wskaznikowego. Nastepnie dodano kolejne 10 cm?® roztworu 20% KOH oraz szczypte
wskaznika, po czym przeprowadzono miareczkowanie mianowanym roztworem EDTA
o stezeniu 0,2 M do momentu zaniku zielonkawej barwy.

Zawarto$¢ wapnia (w g/g probki) obliczano na podstawie zaleznosci:

Vixcx V.
Ca = - 72 (1)

V3 *m

Vi — objetosc roztworu EDTA zuzyta podczas miareczkowania (cm?),
¢ — stezenie roztworu EDTA (mol/dm?),

V2 — catkowita objetos¢ roztworu probki (cm?),

Vs — objetos¢ pobrana do miareczkowania (cm?),

m — masa probki (g).
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Rysunek 10. Uproszczony schemat metody oznaczenia zawartosci wapnia

Oznaczenie catkowitej zawartosci fosforu przeprowadzono zgodnie z norma
PN-80/C-87015, z wykorzystaniem spektrofotometrii UV-Vis. Do oznaczen odwazano
okoto 0,2 g probki HAp (z doktadnoscia do 0,001 g), po czym dodawano 15 cm?
65% HNOs oraz 5 cm?® 36% HCI. Mieszaning poddano ogrzewaniu pod przykryciem
do momentu catkowitego odbarwienia par (przejScia barwy z pomaranczowej
na bezbarwng), co wskazywato na zakonczenie procesu mineralizacji. Po dodaniu 20 cm?
wody destylowanej, roztwdr byl ponownie gotowany przez 5 minut, ostudzony
1 przeniesiony ilosciowo do kolby miarowej 100 cm?, a nastgpnie uzupelniony woda
destylowang do kreski. Do oznaczenia fotometrycznego z kolby gltéwnej pobierano
10 cm? roztworu probki, dodawano 20 cm? roztworu D i uzupetniano do objetosci 50 cm?
wodg destylowang. Rownolegle przygotowywano probke zerowa, zawierajaca jedynie
20 cm?® roztworu D oraz wode¢ destylowang. Po uptywie 15 minut od przygotowania,
absorbancje¢ roztworéw mierzono za pomocg spektrofotometru UV-Vis w odniesieniu

do uprzednio przygotowanej krzywej wzorcowe;.
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Zawarto$¢ fosforu w probcee obliczano na podstawie zaleznosci:

Mq,xV,%2,29
P — 17V1 (2)
Vz*M

M: — zawartos¢ P:Os odczytana z krzywej wzorcowej (mg),
Vi — objetosc roztworu glownego (100 cm?),

V2 — objetosc roztworu pobranego do pomiaru (10 cm?),
M — masa probki (g),

2,29 — wspotczynnik przeliczeniowy z P:Os na P.

HAp

Mineralizacja HAp

QOdwazanie probek do . - . Stabilizacja
. w mieszaninie stezonych
oznaczenia fosforu . roztworu

kwasow
15 min

e

Pomiar absorbancji Przygotowanie prébek
UV-Vis do analizy

Rysunek 11. Uproszczony schemat oznaczania zawartosci fosforu

7.5. Analiza wielkoSci czastek

Analize rozmiaru czgstek przeprowadzono dla hydroksyapatytu syntetycznego
1 komercyjnego w celu poréwnania ich rozktadu wielkosci oraz stopnia aglomeracji.
Pomiary wykonano metoda dyfrakcji laserowej przy uzyciu analizatora Anton Paar PSA
1190, w trybie suchej dyspersji, zgodnie z norma ISO 13320. Zakres detekcji wynosit
0,1-2500 pm, a kazde oznaczenie wykonano w trzech powtorzeniach.
Wyniki analizowano pod katem $redniej wielkosci czgstek oraz jednorodnos$ci rozktadu.
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7.6. Pomiar porowatosci i powierzchni wlasciwej

Nastepnie, dla poréwnywanych proszkéw ceramicznych okre§lono powierzchnie
wlasciwg oraz porowatos¢. Pomiary przeprowadzono z uzyciem analizatora Autosorb-1
(Quantachrome), metoda adsorpcji azotu w temperaturze —196°C. Probki przed
pomiarem degazowano w prézni w temperaturze 200°C przez 18 godzin. Powierzchni¢
wlasciwg okreslono metoda wielopunktowa BET (Brunauer—Emmett—Teller). Objetos¢
1 powierzchni¢ mikroporéw wyznaczono metodg t-plot, natomiast obj¢tos¢ 1 rozktad
mezoporoéw analizowano z wykorzystaniem modeli BJH (Barrett-Joyner—Halenda)
oraz DFT (Density Functional Theory).

7.7. Okreslenie stabilno$ci zawiesiny hydroksyapatytu

Stabilno$¢ zawiesin HAp oceniano w wodzie destylowanej poréwnujac
sedymentacje proszku syntetycznego i komercyjnego a nastgpnie w etapie II
w celu optymalizacji stezenia roztworu PVP stosowanego do dalszej syntezy
kompozytéw. Pomiary przeprowadzono z uzyciem systemu analizy stabilno$ci
MultiScan MS20 (DataPhysics Instruments, USA), ktory rejestruje zmiany
intensywno$ci transmisji 1 rozpraszania wstecznego S$wiatla, zalezne od ste¢zenia
zawieszonych czastek. Analizy prowadzono w temperaturze 25°C, kazdorazowo
przez 10 minut (30 skanow, 1 skan/20 s).
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Rysunek 12. Schemat analizy stabilnosci zawiesiny hydroksyapatytu
w wodzie destylowanej lub roztworze polimeru
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7.8. Skaningowa  mikroskopia elektronowa z analiza skladu
pierwiastkowego

Technika SEM-EDS zostata zastosowana do oceny morfologii powierzchniowej
1 skladu pierwiastkowego badanych materiatow. W pierwszym etapie analizowano
proszki HAp syntetycznego i1 komercyjnego w celu poréwnania ich struktury.
W kolejnym etapie badano materialy polimerowe i kompozyty w celu potwierdzenia
obecnosci fazy ceramicznej oraz jej rozmieszczenia. Analizy SEM wykonano z uzyciem
mikroskopéw: JEOL JSM-7800F (JEOL Ltd., Japonia) dla proszkéw oraz JEOL 5510LV
z detektorem EDS (IXRF System, Niemcy) dla kompozytow. Probki przed analiza
pokrywano cienka warstwa zlota, w celu zapewnienia przewodnictwa.
System EDS umozliwit identyfikacj¢ pierwiastkow charakterystycznych dla fazy HAp
(Ca, P), potwierdzajac jej obecnos¢ w badanych kompozytach.

7.9. Mikroskopia optyczna

Mikroskopi¢ optyczng zastosowano do obserwacji morfologii powierzchni
proszkow hydroksyapatytu syntetycznego i komercyjnego w celu poréwnania wielkosci
1 ksztattu ziaren. Obrazy wykonano przy uzyciu cyfrowego mikroskopu Keyence VHX-
7000 w trybie HDR 1 4K, z wykorzystaniem funkcji multi-lighting oraz kompozycji glebi

ostrosci.

7.10. Analiza chropowatos$ci powierzchni

Chropowatos¢  powierzchni  okreslono dla materiatbw  polimerowych
1 kompozytowych. Pomiary wykonano przy uzyciu profilometru stykowego TALY SURF
6 (Taylor Hobson, USA), zgodnie z norma ISO 4287, w trybie liniowego przesuwu rylca
na dlugosci 4 mm. Analizowano parametry: R, (Srednia arytmetyczna odchytek profilu),
Rq (Sredniokwadratowe odchylenie) oraz R (sko$nos$¢ profilu). Dla kazdej probki
wykonano co najmniej trzy pomiary w réznych miejscach. Analiz¢ topografii 3D

przeprowadzono za pomocg oprogramowania TalyMap Platinum.

7.11. Analiza wlasciwosci mechanicznych

Wilasciwosci mechaniczne materialdow oceniano na podstawie testu rozciggania
oraz pomiaru twardosci. Proby rozciggania przeprowadzono zgodnie z normg PN-EN
ISO 527, na prébkach w ksztalcie wiosetek, z wykorzystaniem maszyny
wytrzymato$ciowej Shimadzu AGS-X. Dodatkowo, twardo$¢ powierzchni oznaczono
metoda Shore’a typu A z wykorzystaniem cyfrowego durometru HDA 100-1
(Sauter, zakres 0—100 ShA, doktadnos¢ 0,1 ShA).
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7.12. Analiza zwilzalnosci powierzchni

Zwilzalno$¢ powierzchni materiatow polimerowych i kompozytowych oceniano
metoda kropli osiadtej, z wykorzystaniem systemu Drop Shape Analysis DSA 10 Mk2
(Kriiss, Niemcy). Pomiar kata zwilzania przeprowadzono dla dwoch cieczy
referencyjnych: polarnej (woda ultra czysta, 18 MQ-cm) oraz niepolarnej (dijodometan,
Sigma-Aldrich). Na podstawie uzyskanych wartosci katow kontaktowych obliczono
swobodng energi¢ powierzchniowa oraz jej skladowe polarne i dyspersyjne zgodnie
z modelem Owensa—Wendta—Rabela—Kaelble (OWRK). Dla kazdej probki wykonano
trzy powtdrzenia w réznych miejscach.

< 90° >90° >150°
Hydrofilowy Hydrofobowy Superhydrofobowy

Rysunek 13. Schemat ilustrujgcy kqt zwilzania i wlasciwosci powierzchni wzgledem wody:
powierzchnia hydrofilowa (kqt < 90°), hydrofobowa (kgt > 90°)
oraz superhydrofobowa (kqt > 150°)

7.13. Badania trybologiczne

Wiasciwosci tribologiczne materiatow oceniano za pomocg tribometru NTR2
Nanotribometer (CSM Instruments, Szwajcaria) w ukladzie kontaktowym kula—tarcza,
w trybie ruchu posuwisto-zwrotnego. Pomiary prowadzono przez 60 minut
w temperaturze 25 °C, przy obcigzeniu normalnym 500 mN, predkosci Sredniej 1 cm/s
1 dlugosci Sciezki 1 mm. Rejestrowano przebieg wspdiczynnika tarcia w czasie

oraz objetos¢ zuzycia. Testy przeprowadzono w warunkach suchych (bez smarowania).

7.14. Badania inkubacyjne w symulowanych plynach ustrojowych

Badania inkubacyjne przeprowadzono w celu oceny stabilnos$ci chemicznej
1 potencjalnych interakcji materiatdw kompozytowych z symulowanymi ptynami
fizjologicznymi. Probki o masie okoto 1,0 g umieszczano w 50 mL medium:
wody destylowanej, ptynu Ringera oraz SBF (simulated body fluid). Inkubacje¢
prowadzono przez 14 dni w temperaturze 36,6 °C, odpowiadajacej warunkom
fizjologicznym. W trakcie testu co 2 dni monitorowano zmian¢ pH roztworow.
Analizie poddano zarowno probki zawierajace kolagen, jak 1 niemodyfikowane.
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7.15. Wysokosprawna chromatografia cieczowa

W celu okreslenia ilosci klindamycyny uwalnianej z materialdow kompozytowych,
analizowano plyny inkubacyjne z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii
cieczowej. Pomiar przeprowadzono na systemie Shimadzu HPLC (Kyoto, Japonia)
wyposazonym w detektor UV-Vis SPD-M20A, termostat kolumnowy CTO-20AC
oraz pomp¢ LC-20AD. Rozdzial prowadzono na kolumnie odwroconej fazy CI18
Kinetex® (250 mm x 4,6 mm, 100 A, 5 um) w ukladzie izokratycznym. Faze ruchomg
stanowita mieszanina acetonitrylu i KH.POa. (45:55 v/v, pH = 7.5), z szybkoscia
przeplywu 1,0 mL/min. Analiza umozliwila ilo§ciowe oznaczenie klindamycyny

w probkach na podstawie kalibracji z roztworem wzorcowym.

7.16. Spektroskopia UV-Vis

Do analizy ilosci kolagenu uwalnianego z materiatow kompozytowych
zastosowano spektroskopi¢ UV-Vis. Pomiar absorbancji prowadzono dla pltynow
inkubacyjnych przy dlugosci fali 290 nm, charakterystycznej dla ugrupowan
aromatycznych aminokwasdéw obecnych w czasteczkach kolagenu. Analizy wykonano
przy uzyciu spektrofotometru GENESYS™ 180 UV-Vis (Thermo Scientific,
Loughborough, UK). Zawarto$¢ biatka w probkach okre$lano na podstawie krzywej
kalibracyjnej przygotowanej dla wzorcowego roztworu hydrolizatu kolagenu wotowego.

7.17. Tomografia komputerowa

Tomografia komputerowa zostala wykorzystana do przestrzennej oceny
mikrostruktury materialdéw polimerowych i kompozytowych, w szczegdlnosci w zakresie
analizy objetosciowej porowatosci oraz ksztaltu poréw (wspotczynnika kulistosci).
Porownaniu poddano probke referencyjng (matryca PVP/PVA) oraz materiat
kompozytowy zawierajacy hydroksyapatyt. Pomiar przeprowadzono przy uzyciu
systemu Phoenix V|tome|x M240 (Waygate Technologies, Niemcy) z lampa microfocus
240 kV. W badaniach zastosowano napigcie 180 kV i prad 300 pA, przy ustawionej
czutos$ci detektora rownej 1. Obrazowanie wykonano w oparciu o 1500 projekcii,
z ktorych kazda stanowita $rednig z 5 pojedynczych ekspozycji, przy czasie projekcji
wynoszagcym 100 ms. Uzyskane dane poddano rekonstrukcji przestrzennej,
umozliwiajacej ilosciowe okreslenie udziatu porow w objetosci probki oraz ocene

ich morfologii.
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7.18. Cytotoksycznos¢

Potencjalng  cytotoksyczno§¢  materiatbw  kompozytowych  oceniano
z wykorzystaniem testu redukcji  MTT  (3-(4,5-dimetylo-tiazol-2-ylo)-2,5-
difenyltetrazolium bromek), zgodnie 2z normg ISO 10993-5:2009. Badania
przeprowadzono na fibroblastach mysich linii L929 (ATCC), hodowanych w podtozu
RPMI-1640 z dodatkiem 10% inaktywowanego surowicy ptodowej (FBS)
oraz antybiotykami. Komodrki wysiewano na ptytki 96-dotkowe, a po uzyskaniu
monowarstwy dodawano badane materiaty (HAp lub kompozyt), a nastepnie inkubowano
przez 24 godziny. Po tym czasie do kazdego dotka dodawano odczynnik MTT (5 mg/mL)
1 inkubowano kolejne 4 godziny. Po zakonczeniu reakcji formazan rozpuszczano
w mieszaninie DMSO 1 buforu glicynowego, a absorbancj¢ mierzono przy 570 nm
za pomoca czytnika Multiskan EX (Thermo Fisher Scientific, USA). Jako kontrole
dodatnia zastosowano hodowle bez dodatku materiatu, a jako kontrolg ujemng — hodowle
traktowane 2% H20.. Kazdy wariant analizowano w czterech powtdrzeniach, po osiem
replikacji w serii. Wyniki wyrazono jako procent wzglednej zywotnosci komorek
wzgledem kontroli pozytywnej.
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Rysunek 14. Uproszczony schemat metody oznaczenia cytotoksycznosci w tescie MTT

7.19. Aktywnos$¢ prozapalna

Aktywno$¢ prozapalng badanych materiatdow oceniano z wykorzystaniem
ludzkich komodrek monocytarnych THP1-Blue™ NF-kB (InvivoGen, USA),
ktoére po aktywacji wydzielaja alkaliczng fosfataze embrionalng (SEAP) do podioza
hodowlanego. Ilo$¢ uwolnionego enzymu okreslano kolorymetrycznie za pomoca
odczynnika Quanti-Blue™ (InvivoGen) po 24-godzinnej inkubacji. Komoérki hodowano
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w podiozu RPMI-1640 z dodatkiem 10% FBS, HEPES, L-glutaminy, blastocydyny,
normocyny oraz antybiotykow (penicylina, streptomycyna). Do kazdego dotka
96-dotkowej ptytki hodowlanej wprowadzano zawiesing komoérek (1x10° kom./ml)
oraz odpowiednig ilos¢ badanego materiatlu (odpowiadajaca 1/10 powierzchni dotka).
Po inkubacji w warunkach standardowych (37°C, 5% CO:) przez 24 godziny,
supernatant odwirowywano, a 20 puL przenoszono do dotkéw z odczynnikiem Quanti-
Blue™ (180 pL). Po 3 godzinach inkubacji absorbancj¢ mierzono spektrofotometrycznie
przy 650 nm (czytnik Multiskan EX, Thermo Fisher Scientific, USA). W doswiadczeniu
zastosowano kontrol¢ negatywna (komorki bez dodatku materiatu) oraz pozytywna -
komorki stymulowane 100 ng/mL PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate).

7.20. Test gojenia si¢ rany

Zdolno$¢ badanych materiatbw do wspierania regeneracji zostala oceniona
za pomoca testu migracji fibroblastow mysich L929 w modelu gojenia si¢ rany in vitro.
Komorki hodowano w warunkach standardowych (37 °C, 5% CO2, >90% wilgotnosci)
w podlozu RPMI-1640 z 10% FBS i antybiotykami. Po utworzeniu monowarstwy
wykonano sztuczng przerwe w hodowli (scratch), po czym dodano prébki materiatu (HAp
lub kompozyt) 1 prowadzono inkubacj¢ przez 24 godziny. Obserwacje migracji komoérek
w kierunku szczeliny prowadzono pod mikroskopem, a skuteczno$¢ zamykania przerwy

oceniano w odniesieniu do kontroli dodatniej (bez materiatu) oraz negatywne;.

X

Hodowla Zarysowanie Zrost
komoérek monowarstwy komorek

Rysunek 15. Schemat testu typu "scratch assay": hodowla komorek,
celowe uszkodzenie monowarstwy, analiza procentowego zrostu rany

7.21. Ocena wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych

Celem badania byla ocena aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej materiatéw
kompozytowych modyfikowanych klindamycyng wobec Staphylococcus aureus.
W tym celu wykorzystano ptyny inkubacyjne pozyskane z wczesniejszego eksperymentu
zawierajace klindamycyn¢ uwolniong z kompozytu. Jatowe krazki bibutowe nasgczano
kazdorazowo 50 pl roztworu i umieszczano na powierzchni podloza agarowego
posianego szczepem referencyjnym S. aureus (WDCM 00032 Vitroids™).
Po 24-godzinnej inkubacji w 37 °C oceniano $rednice strefy zahamowania wzrostu

bakteryjnego wokot krazkow jako wskaznik skutecznos$ci dziatania antybiotyku.
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WYNIKI BADAN I DYSKUSJA
8. Czes¢ I1-SYNTEZA I CHARAKTERYSTYKA FAZY CERAMICZNEJ

8.1. Synteza fazy ceramiczne;j

Hydroksyapatyt (HAp) otrzymano metodg mokrego stracania, wykorzystujac jako
prekursory jonéw fosforanowych 1 wapniowych odpowiednio diwodorofosforan amonu
(NH4H2POs4) oraz azotan wapnia tetrawodny (Ca(NOs). - 4H20). Stosunek molowy jondéw
Ca** do PO+~ zostal utrzymany na poziomie 1,67, co odpowiada réwnowadze
stechiometrycznej typowej dla hydroksyapatytu [164,165]. Synteze¢ prowadzono
w temperaturze pokojowej, stosujac metode stracania chemicznego. Badano wpltyw
dwoch kluczowych czynnikéw: pH $rodowiska reakcyjnego oraz stgzenia reagentdw
na wlasciwosci koncowego produktu. Reakcje przeprowadzono przy trzech wartosciach
pH: 5,5, 8,0 oraz 11,0, ktore regulowano przy uzyciu wody amoniakalnej. Schemat
otrzymywania fazy ceramicznej zaprezentowano na Rysunku 16.
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Rysunek 16. Schemat otrzymywania fazy ceramicznej
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W celu otrzymania fazy ceramicznej w pierwszym etapie przygotowano roztwor
NH4H>POs z dodatkiem wody amoniakalnej. Po osiagni¢ciu zadanego pH, do mieszaniny
stopniowo wkraplano roztwor Ca(NOs): - 4H20 w tempie okoto jednej kropli na sekundg.
Proces prowadzono przy statym mieszaniu, wykorzystujac odpowiednio mieszadto
magnetyczne lub mechaniczne. Po zakonczeniu strgcania zawiesing mieszano
przez dodatkowe 30 minut w celu uzyskania jednorodnej dyspersji czastek. Nastepnie
roztwor pozostawiano na 24 godziny w warunkach statycznych, co umozliwialo
dojrzewanie 1 sedymentacj¢ osadu. Otrzymany osad wielokrotnie ptukano woda
destylowang az do uzyskania neutralnego pH, a nast¢pnie liofilizowano przez 24h
(liofilizator Alpha 1-2 LD Plus).

Aby zbada¢ wplyw stezenia reagentdw na wilasciwosci koncowego produktu,
synteze przeprowadzono w réznych wariantach. Za punkt odniesienia przyjeto stezenia
referencyjne: C,, = 0,24 M dla NHsH2POs oraz C,, = 0,40 M dla Ca(NOs): - 4H20,
ktére uznano za 100% stezenia reagentow. W kolejnych wariantach stezenia zwigkszano
w przedzialach od 100% do 200%, z zachowaniem stosunku molowego Ca/P rownego
1,67. Warunki syntezy dla poszczegodlnych prob przedstawiono w Tabeli 5. Oznaczenia
probek wyrazaja odpowiednio: procentowg warto$¢ stezenia reagentow wzgledem
wartos§ci  referencyjnych  oraz  warto§¢ pH  $rodowiska  reakcyjnego,
przy ktorej prowadzono synteze (np. 125% 8,0 oznacza probke uzyskang przy 125%
stezeniu reagentow 1 pH = 8,0).

Tabela 5. Zestawienie warunkow syntezy fazy ceramicznej

Rodzaj mieszadla Stezenie reagentow, % pH Nazwa probki
5,5 100% 5,5
100 8,0 100% 8,0

11,0  100% 11,0

5,5 125% 5,5

125 8,0 125% 8,0
11,0  125% 11,0

55 150% 5,5
mechaniczne/magnetyczne 150 8,0 150% 8,0
11,0  150% 11,0

55 175% 5,5

175 8,0 175% 8,0
11,0 175% 11,0

55 200% 5,5

200 8,0 200% 8,0
11,0 200% 11,0
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Po przeprowadzeniu syntez w roznych warunkach przystagpiono do analizy
otrzymanych proszkow. W celu oceny sktadu fazowego i struktury chemicznej
materiatow  zastosowano  dyfrakcje = rentgenowska (XRD),  spektroskopie
w podczerwieni z transformacjg Fouriera (ATR FT-IR) oraz spektroskopi¢ Ramana.
Dodatkowo majac na uwadze wytypowanie najbardziej efektywnych parametrow syntezy
okreslono wydajno$¢ reakcji dla poszczegdlnych wariantow.

8.2. Spektroskopia w podczerwieni z transformacjq Fouriera

Spektroskopia FT-IR zostata zastosowana do identyfikacji charakterystycznych
grup funkcyjnych oraz analizy sktadu chemicznego probek. Widmo referencyjne dla
komercyjnego hydroksyapatytu przedstawiono na Rysunku 17, natomiast widma

uzyskane dla probek syntetyzowanych w roéznych warunkach zaprezentowano
na Rysunkach 18-19.
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Rysunek 17. Widmo FT-IR referencyjnego hydroksyapatytu komercyjnego

Widmo FT-IR komercyjnego hydroksyapatytu, przedstawione na Rysunku 17,
umozliwia analize struktury chemicznej tego zwigzku na podstawie charakterystycznych
pasm absorpcyjnych odpowiadajacych okreslonym grupom funkcyjnym. Czasteczki
HAp zawieraja w swojej strukturze jony fosforanowe (PO+*") oraz hydroksylowe (OH"),
ktore wykazuja aktywnos¢ w zakresie widma podczerwieni. Pozwala to na ich detekcje
1 identyfikacje [166,167]. Jony fosforanowe, ze wzgledu na tetraedryczng geometrie,
moga wykazywac cztery podstawowe tryby drgan wibracyjnych: symetryczne drgania
rozciggajace (vi), symetryczne drgania zginajace (v2), asymetryczne drgania rozciggajace
(vs) oraz asymetryczne drgania zginajace (v4) [168]. W analizowanym widmie najbardziej
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wyrazne pasma zwigzane z obecnos$cig grup fosforanowych zostaly zaobserwowane
w zakresie liczby falowej okoto 1025 cm™ oraz 560 cm™. Pasmo zlokalizowane przy
1025 cm™ przypisuje si¢ asymetrycznym drganiom rozciggajacym (vs) wigzan P-O
w tetraedrycznych grupach fosforanowych, co stanowi ceche charakterystyczng
hydroksyapatytu o dobrze uksztaltowanej strukturze krystalicznej. Z kolei obecnos¢
sygnatu w zakresie liczby falowej 560 cm™ zwigzana jest z asymetrycznymi drganiami
zginajacymi (va) wigzania O—P-O w grupach fosforanowych, potwierdzajac wysoki
stopien uporzadkowania struktury krystalicznej [169].

Obecno$¢ grup hydroksylowych (OH™) w analizowanym materiale potwierdzaja
sygnaly o niskiej intensywnos$ci zlokalizowane w zakresie liczby falowe;j
3550 —-2970 cm™, ktdre sg zwigzane z drganiami rozciggajacymi tych grup . Dodatkowo
pasmo obserwowane w okolicach 620 cm™ mozna przypisa¢ zginajacym drganiom grup
OH™ [169,170]. Na widmie FT-IR komercyjnego hydroksyapatytu mozna réwniez
zaobserwowaé sygnaty wskazujace na obecnos¢ grup weglanowych (COs*). Weglany
moga czgSciowo zastgpowac jony fosforanowe Iub hydroksylowe w  strukturze
krystalicznej, = prowadzac do  powstania  hydroksyapatytu = weglanowego.
Charakterystyczne pasma dla grup COs>~ zwykle pojawiaja si¢ w zakresie liczby falowej
okoto 1450—-1410 cm™ oraz 875 cm™'. Ich obecno$¢ moze §wiadczy¢ o zanieczyszczeniu
materialu weglanami pochodzacymi z otoczenia lub o celowej modyfikacji struktury HAp
w celu uzyskania wtasciwosci zblizonych do naturalnej tkanki kostnej [171].
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Rysunek 18. Zestawienie widm FT-IR materiatow otrzymanych w wyniku syntezy
z wykorzystaniem mieszadta mechanicznego: pH 8,0 (po lewej) i pH 11,0 (po prawej)
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pH = 8,0 / mieszadlo magnetyczne pH = 11,0 / mieszadlo magnetyczne
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Rysunek 19. Zestawienie widm FT-IR materiatow otrzymanych w wyniku syntezy
z wykorzystaniem mieszadta magnetycznego: pH 8,0 (po lewej) i pH 11,0 (po prawej)

W celu oceny wptywu pH oraz sposobu mieszania na struktur¢ chemiczng
otrzymanych materiatow przeprowadzono analiz¢ widm FT-IR probek przygotowanych
w réznych warunkach syntezy. Wyniki zaprezentowane na Rysunkach 18 - 19
przedstawiajg istotne roznice w zaleznosci od wartosci pH. Dla prébek uzyskanych
w Srodowisku silnie zasadowym (pH = 11,0), niezaleznie od zastosowanej metody
mieszania, zaobserwowano obecno$¢ wszystkich charakterystycznych pasm absorpcji
typowych dla hydroksyapatytu. Wyrazne sygnaly zwigzane z obecnos$cig jonow
fosforanowych (PO4+*"), zlokalizowane w okolicach 1025 cm™ 1 560 cm™!, potwierdzaja
formowanie si¢ dobrze uksztaltowanej struktury krystalicznej HAp [166,172].
Ponadto, analogicznie jak w przypadku produktu komercyjnego, zidentyfikowa¢ mozna
rowniez kluczowe sygnaty charakterystyczne dla grup OH- oraz COs*". Na podstawie
uzyskanych danych mozna wnioskowaé, Zze synteza przeprowadzona w $rodowisku
o wysokim pH sprzyja formowaniu materiatu o wysokiej czysto$ci fazowe;.

W przypadku probek przygotowanych przy pH = 8,0 poza pasmami absorpcji
typowymi dla hydroksyapatytu, odnotowano obecno$¢ dodatkowych sygnalow.
Pojawienie si¢ pasm w zakresie okoto 945 cm™ 1 1120 cm™* sugeruje obecnos¢ faz takich
jak a-TCP (fosforan a-trojwapniowy) oraz B-TCP (fosforan B-tréjwapniowy) [173].
Ponadto, dodatkowe pasma obserwowane w obszarze okoto 880 cm™ 1 1330 cm™ moga
by¢ zwigzane z obecnosciag DCPD (dwuwodnego fosforanu diwapniowego) [174].
Obecnos¢ innych faz wskazuje na obnizong stabilno$¢ hydroksyapatytu przy nizszym pH,

56



co prowadzi do formowania si¢ wielofazowych uktadow fosforanow wapnia.
Wyniki te potwierdzaja, ze pH jest kluczowym czynnikiem wptywajacym na sktad
fazowy uzyskanych materialéw. Nalezy rowniez podkreslic, ze dla reakcji
przeprowadzonej przy pH = 5,5 nie zaobserwowano zadnych oznak stracania
si¢ hydroksyapatytu. W roztworach o pH < 7, w ktorych stezenie jonéw wodorowych
przewyzsza stezenie jonoOw hydroksylowych, srodowisko staje si¢ kwasne. W takich
warunkach, w zalezno$ci od stezenia jondw wodorowych, hydroksyapatyt ulega
cze$ciowemu lub catkowitemu rozpuszczeniu, co uniemozliwia jego synteze. Uzyskane
wyniki wskazuja, ze w $rodowisku o pH = 5,5 proces stracania hydroksyapatytu
nie zachodzi, co znajduje potwierdzenie rowniez w innych badaniach [175,176].

8.3. Spektroskopia Ramana

W celu uzupelnienia wynikéw otrzymanych w metodzie FT-IR przeprowadzono
badania spektroskopii Ramana. Jako probke referencyjng ponownie wykorzystano HAp
komercyjny.  Analize  przeprowadzono dla réznych  wariantéw  syntezy
tj. zmiennej wartosci pH (8,0 1 11,0) oraz z zastosowaniem dwodch réznych metod
mieszania: mechanicznego i magnetycznego. Widmo Ramana dla HAp komercyjnego
zaprezentowano na Rysunku 20. Z kolei widma fosforanéw wapnia syntezowanych

przy réznych parametrach zestawiono na Rysunkach 21 - 22.
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3—
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Rysunek 20. Widmo Ramana referencyjnego hydroksyapatytu komercyjnego
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pH = 8,0 / mieszadlo mechaniczne pH = 11,0 / mieszadlo mechaniczne

—200% v,, PO —200% vy, PO,

Vs, PO?{
3
l \78 PO4 Hpoi— vs POi_

Intensywnosé, j.u.
Intensywnosé, j.u.

1
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

e e -1 o e -1
Przesunig¢cie Ramana, cm Przesunig¢cie Ramana, cm

Rysunek 21. Zestawienie widm Ramana materiatow otrzymanych w wyniku syntezy
z wykorzystaniem mieszadla mechanicznego: pH 8,0 (po lewej) i pH 11,0 (po prawej)

pH = 8,0 / mieszadlo magnetyczne pH = 11,0 / mieszadlo magnetyczne
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Rysunek 22. Zestawienie widm Ramana materiatow otrzymanych w wyniku syntezy
z wykorzystaniem mieszadta magnetycznego: pH 8,0 (po lewej) i pH 11,0 (po prawej)
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Analiza spektroskopii Ramana miata na celu okreslenie wptywu warunkow
syntezy na struktur¢ otrzymanych materiatow fosforanowych. Punkt odniesienia
stanowito widmo Ramana HAp komercyjnego (Rysunek 20), w ktérym dominujagcym
pasmem jest intensywny 1 waski sygnal zlokalizowany w okolicach 960 cm™,
odpowiadajacy symetrycznym drganiom rozciggajacym wigzania P-O (vi PO#*).
Obecnos¢ tego pasma, wraz z dodatkowymi sygnatami drgan zginajacych w obszarach
430470 cm™ (v2 PO#7), 570-610 cm™ (va PO+*) jak rowniez 1000-1100 cm™
(asymetryczne drgania rozciggajace vs), stanowig charakterystyczny profil dla fazy
hydroksyapatytowej [177,178]. W przypadku widma Ramana HAp komercynejgo
zidentyfikowano réwniez pasmo w obszarze 1070 cm™ zwigzane z obecnoscig
pozostatosci grup weglanowych (COs*"), ktére moga pochodzi¢ z procesu syntezy
hydroksyapatytu, co stanowi spojne wyniki z wcze$niej zaprezentowanymi widmami
FT-IR [179].

W przypadku wynikéw dla HAp syntetycznego, przedstawionych na Rysunkach
21 1 22, zaobserwowano wyrazne roznice zalezne od warunkéw syntezy. Widma
uzyskane dla materiatow wytworzonych przy pH = 11,0 cechujg si¢ wysokim stopniem
podobienstwa do probki referencyjnej — dominujace pasmo przy 960 cm™ pozostaje
nienaruszone zaro6wno pod wzgledem intensywnosci, jak i polozenia, co wskazuje
na skuteczne wytracenie hydroksyapatytu jako dominujacej fazy.

W widmach materiatéw syntetyzowanych przy pH = 8,0 widoczne sa natomiast
cechy, ktore §wiadcza o obecno$ci produktéw ubocznych lub faz posrednich. Szczegdlng
uwage zwraca pojawiajace si¢ w tych probkach pasmo w okolicach 870 cm™, ktorego
brak w materiale referencyjnym. Pasmo to, zwigzane z obecnoscig jonow HPO+*,
sugeruje, ze przy nizszym pH synteza nie przebiega z pelnym przeksztatceniem w faze
hydroksyapatytowa. Wskazuje to na obecnos¢ struktur takich jak brushyt lub monetyt,
ktére moga wspotistnie¢ z HAp w warunkach ograniczonej zasadowosci. Ponadto,
w niektorych przypadkach — szczegodlnie dla probek otrzymanych przy nizszych
stezeniach reagentow — widoczne sg subtelne zmiany w pozycji pasma vi, a nawet jego
podziat, co moze odzwierciedla¢ obecnos¢ mieszaniny faz lub zakidcenia w regularnos$ci
sieci krystalicznej. Efekt ten moze by¢ zwigzany z obecnoscig form mniej stabilnych,
przejsciowych lub niestechiometrycznych, co ma istotne znaczenie w kontekscie kontroli
jakosci otrzymywanego materiatu [177,180].

Zestawienie widm Ramana wskazuje jednoznacznie, ze podwyzszenie pH
srodowiska reakcyjnego do wartosci 11,0 sprzyja formowaniu si¢ fazy hydroksyapatytu,
niezaleznie od rodzaju zastosowanego mieszania. Natomiast w warunkach o pH = 8,0
obserwuje si¢ wigksza ztozono$¢ uktadu, z obecnoscig faz towarzyszacych i1 produktow
przejSciowych, szczegodlnie przy nizszym stopniu nasycenia reagentami. Uzyskane
wyniki jednoznacznie wskazujg na silne uzaleznienie sktadu fazowego od parametrow
syntezy, co podkresla znaczenie ich $cistej kontroli w procesach wytwarzania materiatow
fosforanowych.

59



84. Dyfrakcja rentgenowska

Uzupetnieniem analiz spektroskopowych byta dyfrakcja rentgenowska
otrzymanych proszkow, umozliwiajaca jednoznaczng identyfikacje faz krystalicznych
obecnych w badanych materiatach. Rysunek 23 prezentuje dyfraktogram probki
komercyjnego hydroksyapatytu, natomiast Rysunki 24 1 25 pokazujg wyniki
dla materialow otrzymanych w warunkach zmiennego pH (8,0 i 11,0) oraz dwoch

réznych metod mieszania.

Intensywnosé, j.u.

5 20 35 50 65 80
20,°

Rysunek 23. Dyfraktogram XRD referencyjnego hydroksyapatytu komercyjnego

Widmo dyfrakcyjne probki referencyjnej, przedstawione na Rysunku 23, zawiera
szereg intensywnych i dobrze zdefiniowanych refleksow, wskazujacych na wysoki
stopien krystaliczno$ci oraz uporzadkowang struktur¢ materiatu [181,182]. Gloéwne
maksima odpowiadajg fazie HAp, krystalizujgcej w uktadzie heksagonalnym (grupa
przestrzenna P6s/m), z charakterystycznymi ptaszczyznami takimi jak (002), (211), (112),
(300) 1 (202) [183—185]. Analiza ujawnila rowniez obecnos$¢ sygnatéw przypisywanych
fazom towarzyszacym takim jak TTCP oraz monetyt, co §wiadczy o zréznicowaniu
fazowym probki komercyjne;.

Na Rysunkach 24 i 25 przedstawiono wyniki dla probek syntetyzowanych przy
pH 80 1 11,0, odpowiednio z wykorzystaniem mieszania mechanicznego
1 magnetycznego. Dla probek otrzymanych przy pH 8,0 potwierdzono obecnos$¢ trzech
faz: hydroksyapatytu, TTCP oraz monetytu. W przypadku pH 11,0 sklad fazowy byt
bardziej homogeniczny — dominowata faza HAp, a sygnaty TTCP byty znacznie stabsze,
bez widocznych oznak obecnosci monetytu. Wybrane parametry strukturalne badanych

materialdow zestawiono w Tabelach 6 — 8.
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Rysunek 24. Zestawienie dyfraktogramow XRD materiatow otrzymanych w wyniku syntezy
z wykorzystaniem mieszadta mechanicznego: pH 8,0 (po lewej) i pH 11,0 (po prawej)
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Rysunek 25. Zestawienie dyfraktogramow XRD materiatow otrzymanych w wyniku syntezy
z wykorzystaniem mieszadta magnetycznego: pH 8,0 (po lewej) i pH 11,0 (po prawej)
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Tabela 6. Wybrane parametry strukturalne proszkow HAp przygotowanych przy uzyciu mieszadta magnetycznego

Nazwa probki Zidentyfikowany Grupa Parametry Parametry  Rozmiar Odksztalcenie  Udzial
zwiazek przestrzenna modelowe, obliczone, A krystalitu, sieciowe, % masowy,
CoD, A nm %
100% 8,0 magnetyczne  Caio(PO4)s(OH)2 P63/m a=b=9408, a=b=9,627, >100 0,9 77
HAp c =6,888 c=06,726
CasO(PO4)2 P12:1 a=7,023, a=06,718, 89 0,5 9
TTCP b=11,986, b=12,08,
c=9473, c=9,44,
B=90,9° B=92,17°
Ca(HPOg) P-1 a=06091, a=06,975, >100 0 14
Monetite b=6,627, b=16,343,
c=6,998, c=17,004,
o =96,34°, a=100,47°,
B=103,82°, B=101,87°,
vy = 88,33° vy = 87,62°
150% 8,0 magnetyczne  Caio(PO4)s(OH)2 P63/m a=b=9408, a=b=9458, 84 0 84
HAp c=6,888 c=06,856
CasO(PO4)2 P121 a=7,023, a=7,189, 90 0,12 5
TTCP b=11,986, b=11,730,
c=9473, c=9,495,
B=90,9° B=92,07°
Ca(HPOs) P-1 a=691, a=6921, >100 0,4 11
Monetite b=6,627, b=16,569,
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¢ =6,998, c=6,989,
a=96,34°, a=97,26°,
B=103,82°, pB=102,44°,
vy =88,33° vy = 89,09°
200% 8,0 magnetyczne  Caio(PO4)s(OH)2 P63/m a=b=9408, a=b=9,534, 94 0,28 74
HAp c=6,888 c=6,699
CasO(PO4)2 P12:1 a=7,023, a=06,652, 97 0,32 15
TTCP b=11,986, b=12,063,
¢ =9,473, ¢ =9,618,
B =90,9° B=92,17°
Ca(HPOs4) P-1 a=691, a=6,719, >100 0,16 11
Monetite b=6,627, b=6,315,
c=6,998, c=17,08,
o =96,34°, o =100,75°,
B=103,82°, pB=101,72°,
vy = 88,33° vy =87,59°
100% 11,0 magnetyczne Caio(PO4)s(OH)2 P63/m a=b=9408, a=b=946, 10,8 1,5 96
HAp c=6,888 c=06,878
CasO(PO4)2 P121 a=7,023, a=6,03, 10 0 4
TTCP b=11,986, b=12,07,
¢ =9,473, c=9,62,
B =90,9° B=91,9°
150% 11,0 magnetyczne Caio(PO4)s(OH)2 P63/m a=b=9408, a=b=9,446, 19,2 0,86 96
HAp c=6,888 c=6,862
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CasO(PO4)2 P12:1 a=7,023, a=06,628, 13 0 4
TTCP b=11,986, b=12,05,
c=9473, c=9,612,
B=90,9° B=91,98°
200% 11,0 magnetyczne Cajo(PO4)s(OH)2 P63/m a=b=9408, a=b=9425 20 0,77 95
HAp c =6,888 c =6,865
CasO(PO4)2 P12:1 a=17,023, a=6,624, 12 0 5
TTCP b=11,986, b=12,06,
c=9473, c=9,614,
B=90,9° B=92,12°
Tabela 7. Wybrane parametry strukturalne proszkéw HAp przygotowanych przy uzyciu mieszadta mechanicznego
Nazwa probki Zidentyfikowany Grupa Parametry Parametry  Rozmiar Odksztalcenie  Udzial
zwigzek przestrzenna modelowe, obliczone, A krystalitu, sieciowe, % masowy,
COD, A nm %
100% 8,0 mechaniczne  Cajo(PO4)s(OH)2 P63/m a=b=9408, a=b=9,633, >100 0 70
HAp c=6,888 c=6,734
CasO(PO4)2 P12:1 a=7,023, a= 0,660, >100 0 10
TTCP b=11,986, b=12,10,
c=9473, c=9,65,
B=190,9° B=92,38°
Ca(HPOs) P-1 a=691, a=06,764, 93 0,16 14
Monetite b=06,627, b=6,319,
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¢ =06,998, ¢ =7,097,

a=96,34°, a=100,92°,

f=103,82°, pB=101,58°,

vy = 88,33° y=287,13°

150% 8,0 mechaniczne  Caio(PO4)s(OH)2 P63/m a=b=9408, a=b=9,505, 94 0 80

HAp c=6,888 c=7,049
CasO(PO4)2 P12:11 a=7,023, a=17,165, >100 0 17
TTCP b=11,986, b=11,672,

¢c=9,473, ¢c=9,524,

B=190,9° B=92,37°
Ca(HPOs4) P-1 a=691, a=6,88, >100 1 3
Monetite b=6,627, b=6,67,

¢ =06,998, c=6,96,

a=96,34°, a=97,8°

B=103,82°, B=102,7°,

y = 88,33° y = 88,4°

200% 8,0 mechaniczne  Caio(PO4)s(OH)2 P63/m a=b=9408, a=b=9,669, >100 0 76

HAp c=6,888 c=6,729
CasO(PO4)2 P12:1 a=7,023, a= 6,668, >100 0,02 13
TTCP b=11,986, b=12,138,

¢ =9,473, ¢ =9,685,

B=190,9° B=92,37°
Ca(HPO3) P-1 a=691, a=6,759, 93 0,22 11
Monetite b=06,627, b=6,337,
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¢ =6,998, c=17,100,
a=96,34°, a=100,91°,
f=103,82°, PB=101,64°,
v = 88,33° vy = 87,40°
100% 11,0 mechaniczne Caio(PO4)s(OH)2  P63/m a=b=9,408, a=b=9432, 18 0,68 96
HAp c=6,888 c=6,875
CasO(PO4)2 P12:1 a=7,023, a= 6,00, 7 0 4
TTCP b=11,986, b =12,06,
c=9,473, c=9,64,
B=190,9° B=91,8°
150% 11,0 mechaniczne Caio(PO4)s(OH)>  P63/m a=b=9,408, a=b=9,439, 19 0,63 96
HAp c=6,888 c=6,851
CasO(PO4)2 P121 a=17,023, a=06,05, 5,7 0 4
TTCP b=11,986, b=12,1,
c=9,473, c=9,61,
B=190,9° B=92°
200% 11,0 mechaniczne Caio(PO4)s(OH)2 P63/m a=b=9,408, a=b=9424, 28 0,38 94
HAp c=6,888 c=6,868
CasO(PO4)2 P12:1 a=7,023, a=6,04, 10 0 6
TTCP b=11,986, b=12,10,
c=9,473, c=9,63,
B=190,9° B=91,9°
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Tabela 8. Wybrane parametry strukturalne dla komercyjnego HAp

Nazwa Zidentyfikowany Grupa Parametry Parametry Rozmiar Odksztalcenie Udzial
probki zwiazek przestrzenna modelowe, obliczone, A krystalitu, sieciowe, % masowy,
COD, A nm %
HAp Cai0(PO4)s(OH)2 P63/m a=b=9,408, a=b=9415, 35 0,54 93,4
komercyjny  HAp c =6,888 c=06,878
CasO(PO4)2 P12:1 a=7,023, a=6,684, 17 0 3,7
TTCP b=11,986, b=12,022,
c=9473, ¢ = 9,646,
B =90,9° B=91,74°
Ca(HPOy) P-1 a=06091, a=06,969, >100 0,14 2,8
Monetite b=6,627, b =6,66,
c=6,998, c=6,976,
a=96,34°, a=96,83°,
B=103,82°, B=103,26°,
y = 88,33° v = 87,94°
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W Tabelach 6-8 zestawiono wybrane parametry strukturalne okreslone
dla komercyjnego HAp oraz probek syntetyzowanych w réoznych warunkach pH i przy
zastosowaniu dwoch metod mieszania. W odniesieniu do danych z bazy COD podano
warto$ci parametrow sieci krystalicznej, oszacowane rozmiary krystalitoéw, odksztatcenie
sieciowe oraz udzial masowy poszczegolnych faz.

Analiza wskazuje, ze dla probek otrzymanych przy pH = 11, niezaleznie od typu
mieszania, udzial masowy fazy HAp byl najwyzszy i wynosit od 94 do 96%, przy
obecnosci  jedynie s$ladowych ilosci TTCP. Natomiast probki syntezowane
przy pH = 8 zawieraly wigkszy udziat faz towarzyszacych — zaréwno TTCP,
jak 1 monetytu — co potwierdza mniej korzystne warunki do formowania jednorodnej fazy
HAp w $rodowisku o umiarkowanej zasadowosci. Ponadto, dla probek otrzymanych przy
pH = 8 rozmiary krystalitow HAp i faz ubocznych byly wyraznie wigksze (czgsto
przekraczajace 100 nm) niz dla probek uzyskanych przy pH = 11, w ktorych wielko$¢
krystalitow HAp wynosita zazwyczaj 10-30 nm. Taki efekt moze by¢ zwigzany
z kinetyka procesu krystalizacji oraz ze stabilno$cig wytracajacej si¢ fazy w zalezno$ci
od zasadowosci srodowiska. W przypadku probek syntetyzowanych przy pH = 11 mozna
takze zauwazy¢ korzystng tendencje: wraz ze wzrostem stezenia substratow
(od 100 do 200%) obserwowano stopniowy wzrost rozmiaréw krystalitow HAp,
przy réwnoczesnym obnizeniu wartos$ci odksztalcenia sieciowego. Moze to $wiadczy¢
o poprawie uporzadkowania wewngetrznego struktury i korzystniejszym przebiegu
procesu krystalizacji w warunkach wyzszego nasycenia reagentami. Zaobserwowang
zalezno§¢ mozna uzna¢ za istotng z punktu widzenia mozliwosci precyzyjnego

sterowania parametrami syntezy w celu uzyskania materiatu o pozadanej strukturze.

8.5. Okreslenie wydajnosci przeprowadzonej syntezy

Na podstawie wynikow analiz strukturalnych (XRD) oraz spektroskopowych
(FT-IR 1 Ramana) stwierdzono, ze syntezy prowadzone w $rodowisku o pH = 8,0
skutkowaly powstaniem mieszaniny réznych fosforandbw wapnia. Z tego wzgledu,
z dalszych rozwazan wykluczono probki otrzymane w warunkach umiarkowanej
zasadowosci. W celu wyboru optymalnych parametrow syntezy, kolejnym etapem byla
ocena wydajnos$ci procesu, przy czym obliczenia przeprowadzono wylgcznie dla probek
otrzymanych przy pH = 11,0. Wydajno$¢ wyznaczono jako $rednig z pieciu niezaleznych
powtorzen dla kazdego wariantu. Szczegétowe wyniki przedstawiono w Tabeli 9.
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Tabela 9. Wydajnos¢ syntezy HAp

Nazwa probki Wydajnosé, %
100% 11,0 mechaniczne 79,86
125% 11,0 mechaniczne 81,12

150% 11,0 mechaniczne 83.42
175% 11,0 mechaniczne 83,73
200% 11,0 mechaniczne 83,56
100% 11,0 magnetyczne 79,21
125% 11,0 magnetyczne 80,92
150% 11,0 magnetyczne 82,26
175% 11,0 magnetyczne 82,43
200% 11,0 magnetyczne 83,35

Wydajno$¢ procesu syntezy stanowi istotny parametr technologiczny,
bezposrednio zwigzany z efektywnoscig wykorzystania reagentow oraz optacalnoscig
metody [186,187]. Wobec tego w kolejnym etapie dokonano oceny wydajnosci reakcji
chemicznego stragcania HAp przeprowadzonej w warunkach silnie zasadowych
(pH = 11,0) z zastosowaniem dwoch technik mieszania (mechanicznej i magnetycznej)
oraz pigciu poziomow stezen reagentow (100, 125, 150, 175 1200%). Obliczen dokonano
dla kazdego wariantu na podstawie S$redniej z pigciu niezaleznych powtorzen,
co zapewnia wiarygodno$¢ 1 powtarzalno$¢ otrzymanych wartosci (Tabela 9).

Otrzymane wyniki wykazaly wyrazng zaleznos¢ pomiedzy stezeniem reagentow
a wydajnoscig syntezy. W przypadku obu metod mieszania zauwazono stopniowy wzrost
wydajnosci wraz ze wzrostem st¢zenia od 100% do 150%, co wskazuje na korzystny
wplyw zwigkszonego nasycenia srodowiska reakcyjnego na przebieg procesu stracania.
Dla mieszania mechanicznego warto$ci wydajnosci wzroslty w tym zakresie z 79,86%
do 83,42%, natomiast dla mieszania magnetycznego — z 79,21% do 82,26%.

Warto jednak zauwazy¢, ze dla wyzszych stezen reagentéw (175% 1 200%)
nastgpito ustabilizowanie wartosci wydajnosci, co moze $wiadczy¢ o osiggnieciu
graniczne] efektywnosci procesu. W obu przypadkach dalsze zwigkszanie ilosci
substratow nie skutkowato istotnym wzrostem wydajnosci. Przyktadowo, przy stezeniach
175% 1 200% uzyskano odpowiednio 83,73% 1 83,56% (mieszanie mechaniczne)
oraz 82,43% 1 83,35% (mieszanie magnetyczne). R6znice migdzy tymi warto$ciami byty
marginalne 1 mieScity si¢ w granicach bledu eksperymentalnego. Oznacza to,
ze po przekroczeniu pewnego progu, zwigkszanie st¢zenia reagentdw przestaje byc
efektywne 1 nie przektada si¢ na realne korzysci w zakresie wydajnosci. Z praktycznego

69



punktu widzenia, dalsze zwigkszanie st¢zenia reagentow ponad poziom 150% nalezy
uzna¢ za niezasadne, szczeg6lnie w kontekscie zatozen zielonej chemii, ktorej jednym
z podstawowych postulatow jest ograniczanie zuzycia surowcoéw 1 minimalizacja ilo$ci
odpadow [188,189]. Nadmiar reagentdéw, ktory nie przektada sie na wyzszy uzysk, moze
prowadzi¢ do niepotrzebnego obcigzenia srodowiska oraz zwigkszenia kosztow procesu
bez poprawy jego efektywnosci [190]. W zwigzku z powyzszym, stezenie 150% uznano
za najbardziej racjonalny wybor — zapewniajacy wysoka wydajnos¢ (ponad 83%) przy
jednoczesnym ograniczeniu zuzycia surowcOw chemicznych. Dodatkowo, cho¢ réznice
w wydajnosci pomigdzy obiema metodami mieszania byly relatywnie niewielkie
(rzedu 0,2-0,6%), to w kazdym analizowanym przypadku mieszanie mechaniczne
prowadzilo do nieznacznie wyzszych wartosci uzysku. Moze to wynika¢ z bardziej
efektywnego rozproszenia reagentdw oraz intensywniejszego kontaktu substratow
w uktadzie dynamicznym, co prawdopodobnie wptywa na efektywniejsza nukleacje
1 wzrost krystalitow HAp [191-193]. Co istotne, wydajno$¢ na zblizonym poziomie
zostala takze uzyskana przez Kamienniak i in., ktorzy okreslili 83,7% jako warto$¢
odpowiadajaca procesom wysokoefektywnym [194].

Zestawiajac wszystkie przeanalizowane parametry — warto§¢ pH, rodzaj
mieszania oraz stezenie reagentdow — mozna wskaza¢ najbardziej korzystne warunki
syntezy hydroksyapatytu jako probke oznaczong jako 150% 11.0 mechaniczne, ktora
zostala otrzymana przy pH = 11,0, z uzyciem mieszania mechanicznego 1 st¢zeniem
reagentOw wynoszacym 150%. Probka ta taczy w sobie wysoka wydajnos$¢ reakc;i,
homogeniczny sklad fazowy (na podstawie wczesniejszych wynikow XRD
1 spektroskopii), dobrg krystaliczno$¢ 1 zgodno$¢ strukturalng z fazg referencyjna. Z tego
wzgledu zostala ona wybrana do dalszych badan i1 oznaczona jako ,,syntetyczny HAp”.
W  kolejnych etapach pracy porownano jej wilasciwosci fizykochemiczne
z komercyjnym HAp stosowanym jako materiat odniesienia.

8.6. Skaningowa mikroskopia elektronowa

Charakterystyka morfologii materiatow proszkowych stanowi istotny element
ich oceny, poniewaz wptywa na wtasciwosci aplikacyjne, takie jak zdolno$¢ do wigzania
z podtozem biologicznym, rozpuszczalno$¢ czy powierzchniowa reaktywnos¢. Roznice
w ksztalcie, wielkosci 1 aglomeracji czastek moga mie¢ bezposrednie przelozenie
na zachowanie materialu w $rodowisku fizjologicznym oraz jego potencjalne
zastosowanie w inzynierii biomateriatoéw [195-197].

W zwiazku z tym, w celu poréwnania morfologii obu badanych materiatow — HAp
syntetycznego 1 komercyjnego — przeprowadzono obserwacje z wykorzystaniem
skaningowej mikroskopii elektronowej. Uzyskane obrazy przedstawiono na Rysunku 26,
przy powiekszeniach 5 000x oraz 10 000, co pozwolito na bezposrednig oceng struktury
badanych proszkéw ceramicznych.
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Rysunek 26. Obraz SEM syntetycznego proszku HAp przy powiekszeniu 5000x (a) i 10000x (b)
oraz komercyjnego proszku HAp przy powigkszeniu 5000x (c) i 10000x (d)

Obrazy SEM zaprezentowane na Rysunku 26 ukazujg strukture powierzchniowa
proszkow HAp syntetycznego i komercyjnego w dwoch skalach powiekszenia.
W obu przypadkach widoczne sg czastki o nieregularnych ksztattach, tworzace skupiska
0 zr6Znicowanym stopniu zageszczenia, co utrudnia wyodrgbnienie pojedynczych ziaren.
Materiat syntetyczny charakteryzuje si¢ bardziej zwartg 1 uporzadkowang morfologia,
wystepujac w postaci ,,czastek/krysztatéw”. Z kolei proszek komercyjny tworzy struktury
bardziej rozproszone, o mniej regularnym konturze i bardziej rozmytej, "ktaczkowate;j"
powierzchni, co moze wskazywac na inny mechanizm formowania lub odmienny sposéb
suszenia i przetwarzania materiatu.

Zaobserwowane rdznice w morfologii badanych proszkéw moga bezposrednio
wptywaé na wtasciwosci uzytkowe materiatu, w tym powierzchni¢ wtasciwa oraz liczbe
dostgpnych miejsc aktywnych. Te z kolei majg istotne znaczenie w kontekscie
potencjalnych zastosowan biomedycznych, wptywajac m.in. na bioaktywnos$¢, zdolnos¢
wigzania z tkanka kostng oraz efektywnos$¢ oddzialywan w §rodowisku fizjologicznym.
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8.7. Mikroskopia optyczna

W celu uzupehienia charakterystyki morfologicznej badanych proszkow
przeprowadzono obserwacje z wykorzystaniem mikroskopii optycznej. Uzyskane obrazy,
przedstawione na Rysunku 27, umozliwiajg oceng¢ makroskopowej struktury czastek przy
roznych powigkszeniach (100x, 500x).

Rysunek 27. Obrazy syntetycznego proszku HAp przy powiekszeniach 100% (a) i 500% (b)
oraz komercyjnego proszku HAp przy powigkszeniach 100% (c) i 500% (d),
uzyskane za pomocq mikroskopii optycznej

Obserwacje przeprowadzone za pomocg mikroskopii optycznej umozliwity oceng
struktury badanych proszkéw hydroksyapatytu i1 stanowily uzupelnienie wcze$niejszej
charakterystyki morfologicznej uzyskanej przy uzyciu SEM. Uzyskane obrazy
potwierdzajag istnienie wyraznych roznic pomiedzy materialem syntetycznym
a komercyjnym. Dla obu proszkéow zaobserwowano niejednorodng strukture, jednak
uktad czastek oraz sposob ich aglomeracji byly odmienne. Material syntetyczny
wykazywat obecno$¢ luzno rozproszonych, nieregularnych skupisk o bardziej
wyrazistym konturze. W przypadku proszku komercyjnego czastki uktadaty
si¢ w gestsze, nieregularne struktury, o rozmytej granicy, przypominajace luzno zbite
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ptatki. Zar6wno rozmieszczenie, jak i struktura powierzchniowa czastek potwierdzaja
obserwacje SEM. Obie techniki wskazuja na odmienng morfologi¢ proszkéw, co moze
mie¢ przetozenie na ich wiasciwosci fizykochemiczne, w tym powierzchni¢ wlasciwa,

porowatos¢ czy stabilnos¢ w zawiesinie.

8.8. Analiza wielkosci czastek

W celu okreslenia rozktadu wielko$ci czastek proszkow HAp przeprowadzono
analiz¢ przy uzyciu dyfrakcji laserowej. Pomiar wykonano w trzech
niezaleznych  powtdrzeniach ~w  identycznych  warunkach  analitycznych,
a uzyskane wyniki przedstawiono jako wartos$ci charakterystyczne Dio, Dso 1 Do,
opisujace rozklad objetosciowy czastek w probce HAp syntetycznego
(Tabela 10, Rysunek 28) oraz komercyjnego (Tabela 11, Rysunek 29).

Tabela 10. Charakterystyczne parametry rozktadu wielkosci czastek HAp syntetycznego

Srednica Pomiar I Pomiar 11 Pomiar 111 Srednia SD
D10, pm 3,272 3,148 3,441 3,287 0,1467
Dso, pm 22,828 20,432 27,710 23,657  3,7090
Doo, pm 58,222 53,102 175,885 95,736 69,458
6
powtorzenie 1
5 powtorzenie 2
o powtdrzenie 3
2
2,
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Rysunek 28. Rozktad udziatu objetosciowego czgstek HAp syntetycznego w funkcji srednicy
czqstek, uzyskany metodg dyfrakcji laserowej (trzy powtorzenia pomiaru)

Na podstawie uzyskanych wynikéw okreslono charakterystyczne parametry
swiadczace o rozktadzie wielkosci czastek proszkéw ceramicznych. Parametr Do,
oznaczajacy Srednice czastek, ponizej ktorej znajduje si¢ 10% objetosci catkowite;j,
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wynosil $rednio 3,3 um, przy stosunkowo niskim odchyleniu standardowym
(SD =0,15 um), co swiadczy o dobrej powtarzalno$ci pomiaru w zakresie najmniejszych
czastek. Mediana rozktadu, okreslona jako Dso = 23,7 um, wskazuje, ze potowa objetosci
wszystkich czastek znajduje si¢ ponizej tej wartosci. Jednoczesnie parametr ten odznacza
si¢ umiarkowanym rozrzutem (SD = 3,7 um), co moze by¢ wynikiem niewielkich réznic
W rozmieszczeniu agregatOw pomiedzy analizowanymi porcjami materiatu. Warto$¢ Doo,
reprezentujgca Srednice, ponizej ktorej znajduje sie 90% catkowitej objetosci czastek,
wyniosta §rednio 95,7 um, przy znacznym odchyleniu standardowym réwnym 69,5 um.
Tak duza zmienno$¢ tego parametru wskazuje na obecno$¢ w probce stosunkowo
niewielkiej frakcji czastek o znacznie wigkszych rozmiarach, silnie wptywajacych
na koncowy rozktad objetosciowy. Analiza danych czastkowych wskazuje, ze wartosci
Do dla pomiaréw I 1 II byly porownywalne (58,2 um oraz 53,1 pm), natomiast
w pomiarze III odnotowano istotny wzrost tego parametru (175,9 pm),
co moze $wiadczyé o obecnosci pojedynczych, silnie rozwinigtych aglomeratow
lub o niepelnym rozproszeniu probki w zawiesinie podczas przygotowania do pomiaru.
Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze przy duzej czutosci metody pomiarowej, nawet niewielka
liczba duzych czastek moze w znacznym stopniu zawyza¢ warto§¢ Dop w analizie
objetosciowe;.

Ksztalt krzywych przedstawionych na Rysunku 28 wskazuje na wielomodalny
charakter rozktadu wielkosci czastek, ktory, jak wykazano réwniez w innych badaniach,
czesto towarzyszy materiatom otrzymywanym metoda mokrego stracania [198,199].
Ogo6lny profil rozktadu potwierdza obecnos$¢ czastek o zrdznicowanych rozmiarach,
od frakcji drobnych (<5 um) po wigksze agregaty przekraczajace 150 um. Najwigksze
maksimum udziatu objetosciowego przypada w zakresie S$rednic 30 — 100 um,
co $wiadczy o dominacji czastek o Srednich rozmiarach. Tylko w jednym z powtorzen
zaobserwowano dodatkowy pik w obszarze powyzej 100 um, co moze by¢ zwiazane
z wtorng aglomeracja czastek lub niepetnym rozproszeniem probki.

Wyniki analizy rozktadu wielkosci czastek dla proszku HAp komercyjnego
przedstawiono w Tabeli 11 oraz na Rysunku 29.

Tabela 11. Charakterystyczne parametry rozktadu wielkosci czastek HAp komercyjnego

Srednica Pomiar I Pomiar 11 Pomiar 111 Srednia SD

D10, pm 2,287 2,353 2,423 2,354 0,06785
Dso, pm 10,405 11,599 12,726 11,576 1,1606
Doo, pm 204,928 237,581 268,354 236,954 31,718
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Rysunek 29. Rozktad udziatu objetosciowego czgstek HAp komercyjnego w funkcji srednicy
czqstek, uzyskany metodqg dyfrakcji laserowej (trzy powtorzenia pomiaru)

Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono obecnos¢ dwoch wyraznych
frakcji o zroznicowanej S$rednicy. Glowne maksima intensywnosci znajduja
si¢ w zakresie $rednic 1 — 40 um oraz 150 — 600 pm, co potwierdza szeroki zakres
rozmiarOw obecnych w probce i wskazuje na jej niejednorodno$é. Warto§¢ Dio
wynoszgca Srednio 2,35 um wskazuje, ze 10% catkowitej objetosci czastek to czastki
bardzo drobne. Mediana rozktadu (Dso) okreslona zostala na poziomie 11,58 pm,
co $wiadczy o tym, ze potowa czastek (pod wzgledem objetosci) ma Srednice mniejsza
od tej wartosci. Warto$¢ Doo = 236,95 um, przy odchyleniu standardowym 31,72 pm,
potwierdza obecno$¢ czastek znacznie wigkszych niz w prébce syntetycznej,
co moze wynika¢ zardbwno z innego mechanizmu formowania, jak i z zastosowania
odmiennych technik przetworczych na etapie produkcji komercyjnej. Wszystkie trzy
powtorzenia pomiaru wykazujg dobrag powtarzalno$¢, co odzwierciedla zbieznos¢
uzyskanych krzywych rozktadu. Jednoczes$nie obserwowana obecnos¢ dwoch frakcji
czastek wskazuje na niskg jednorodnos¢ proszku oraz mozliwos$¢ wystepowania duzej
ilosci aglomeratéw, co moze wptywacé na wlasciwosci materiatu, takie jak powierzchnia
wlasciwa czy zdolno$¢ do formowania jednorodnych zawiesin.

Analiza rozktadow wielkosci czastek dla obu proszkéw wykazala wyrazne
réznice w ich jednorodnosci. Cho¢ rozktad syntetycznego HAp wykazywatl charakter
wielomodalny, to gtéwne maksimum objetosciowe miescito si¢ w zakresie 30—100 pum,
a dodatkowe odchylenie obserwowane bylo tylko w jednym z powtorzen,
co moze wskazywa¢ na sporadyczng obecno$¢ wigkszych aglomeratow. Natomiast
proszek komercyjny charakteryzowal si¢ jednoznacznie bimodalnym rozktadem,
z istotnym udziatem zaréwno drobnych czgstek (<40 um), jak 1 duzych agregatow
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przekraczajacych 200 um, co zaobserwowano we wszystkich powtorzeniach.
Taki uktad wskazuje na nizszg jednorodnos¢ granulometryczng materiatu komercyjnego
w porownaniu do syntetycznego, w ktérym mimo szerokiego zakresu rozmiarow czastek
obserwuje si¢ bardziej regularny przebieg rozktadu i mniejsze rozproszenie wartosci

skrajnych.

8.9. Pomiar porowatosci i powierzchni wlasciwej

W celu okre§lenia wlasciwosci powierzchniowych oraz charakterystyki
porowatos$ci otrzymanych proszkéw hydroksyapatytu przeprowadzono analiz¢ adsorpcji
fizycznej azotu (N:2). Na podstawie uzyskanych danych wyznaczono powierzchni¢
wlasciwa metodg Brunauera—Emmetta—Tellera (BET) oraz objgtos¢ 1 rozklad wielkosci
porow z wykorzystaniem teorii funkcjonalu gestosci (DFT, ang. Density Functional
Theory). Uzyskane izotermy adsorpcji—desorpcji przedstawiono na Rysunku 30,
natomiast rozktad wielko$ci mezoporéw zaprezentowano na Rysunku 31. Szczegdtowe

warto$ci parametroOw sorpcji fizycznej zestawiono w Tabeli 12.

200
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Rysunek 30. Izotermy adsorpcji—desorpcji dla HAp syntetycznego i komercyjnego
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Rysunek 31. Roznicowy rozklad wielkosci mezoporow wyznaczony metodg DFT

Tabela 12. Parametry wyznaczone na podstawie adsorpcji fizycznej azotu metoda BET 1 DFT
dla HAp syntetycznego i komercyjnego

Rozklad Objetosé
wielkosci porow
porow DFT, DFT,
nm cm’/g

6

ObjetosS¢ porow
mikroporowatych
(Vt), em3/g

Powierzchnia
wlasciwa BET,
m?/g

Nazwa
probki

7

HAp 110 0,26 0
syntetyczny 8
20

7

9

HAp 64 17 0,27 0
komercyjny

Uzyskane izotermy adsorpcji—desorpcji (Rysunek 30) pozwolilty okresli¢ typ
struktury porowatej oraz oszacowac parametry powierzchni wtasciwej 1 objetosci porow
z wykorzystaniem modeli BET oraz DFT (Tabela 12).
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Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze zaro6wno syntetyczny,
jak 1 komercyjny hydroksyapatyt wykazuja izotermy adsorpcji—desorpcji typu IV wedlug
klasyfikacji [UPAC, co potwierdza mezoporowaty charakter analizowanych materiatow.
Obecno$¢ petli histerezy w obszarze wysokich wartosci P/Po (powyzej 0,8)
jest charakterystyczna dla ukladow porowatych o nieregularnej strukturze [200,201].
W obu przypadkach obserwuje si¢ petle histerezy typu H3, ktora wskazuje na obecnos¢
porow szczelinowych, najczeséciej powstajacych w przypadku czastek nieregularnych
lub pomiedzy agregatami ptytkowych [202,203]. Ponadto, mozna stwierdzi¢, ze uzyskane
W niniejszej pracy izotermy adsorpcji—desorpcji typu IV oraz obecnos¢ petli histerezy
typu H3 s3 zgodne z wynikami przedstawionymi przez innych autorow zajmujacych si¢
analizg strukturalng hydroksyapatytu. Przyktadowo, Lai i wsp. wykazali, Ze otrzymane
przez nich czastki weglanowego HAp cechowaly si¢ typowa izoterma IV z histereza H3,
co powigzano z obecnos$cig poréw szczelinowych, powstajacych wskutek agregacji
czastek o strukturze ptytkowej [204]. Podobne obserwacje odnotowali Shafiq i wsp.,
ktérzy réwniez zaklasyfikowali swoje probki HAp jako mezoporowate materialy z petla
histerezy typu H3, wskazujaca na obecno$¢ poréw o nieregularnych szczelinach
pomiedzy skupiskami czastek [205]. Nastgpnie, réwniez Ramli i wspotautorzy
odnotowali wystepowanie tej samej klasy izoterm oraz typu histerezy w analizowanych
materialach szklistych o wlasciwosciach bioaktywnych, powigzanych z obecno$ciag
niejednorodnych porow o szczelinowej morfologii [206]. W zwiazku ze spodjnoscia
uzyskanych wynikéw mozna je uznaé za zgodne z aktualnym stanem wiedzy w zakresie
mezoporowatos$ci 1 charakterystyki teksturalnej hydroksyapatytu.

W nawigzaniu do danych zestawionych w Tabeli 12 mozna réwniez wskazaé
wyrazne réznice pomiedzy analizowanymi probkami. Syntetyczny HAp charakteryzowat
si¢ wyraznie wyzszg powierzchnig wlasciwa, osiggajagcg wartos¢ 110 m?/g,
podczas gdy powierzchnia probki komercyjnej wyniosta 64 m?*/g. Tak znaczna roéznica
moze wynika¢ zarOwno z mniejszego stopnia aglomeracji w przypadku syntetycznej
probki, jak 1 z drobniejszej frakcji porow, co zostalo potwierdzone analiza rozkladu
wielkosci porow (Rysunek 31). Warto zwrdci¢ uwage, ze pomimo roznic w powierzchni
wlasciwej, catkowite objetosci porow okreslone metoda DFT byly poréwnywalne
1 wyniosty 0,26 cm?/g dla HAp syntetycznego oraz 0,27 cm?/g dla komercyjnego.
Oznacza to, ze w obu przypadkach struktura materiatu oferuje zblizong catkowitg
objetos¢ dostepnych przestrzeni porowatych, cho¢ ich rozmieszczenie i rozktad wielko$ci
sa odmienne. Objetos¢ mikroporéw (o Srednicy <2 nm), oszacowana na podstawie
wykresow Vt, byta pomijalna (0 cm?/g) dla obu materialow, co potwierdza dominujacy
udzial mezoporow.

Rysunek 31 przedstawia roznicowy rozktad wielkosci porow okreslony metoda
DFT dla analizowanych probek HAp. W przypadku HAp syntetycznego gtowne
maksimum rozktadu zlokalizowane jest w rejonie $rednic okoto 8 nm, co wskazuje
na obecnos¢ porow mezoporowatych o stosunkowo jednorodnym zakresie rozmiarow.
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Rozktad ten cechuje si¢ wyraznie zaznaczonym pojedynczym maksimum
oraz gwaltownym obnizeniem udzialu obj¢tosciowego dla poréw o wigkszych
srednicach, co moze $§wiadczy¢ dobrze uformowane;j i jednorodne;j strukturze porowate;.
Dla probki komercyjnej maksimum rozktadu przesunigte jest w kierunku wiekszych
srednic 1 osigga warto$¢ ok. 17 nm, a sam rozklad wykazuje szerszy zakres, obejmujacy
rowniez pory o Srednicy dochodzacej do 60-70 nm. Taka charakterystyka
wskazuje na znacznie wigksza niejednorodno$¢ teksturalng materialu i moze wigzac
si¢ z potencjalng obecno$cig porow wtornych lub przestrzeni mi¢dzyczasteczkowych
wynikajacych z aglomeracji. W szerszym ujeciu, obserwowane roznice w rozktadzie
porow mogg mie¢ istotne znaczenie aplikacyjne, szczegolnie w kontekscie kontroli
procesow dyfuzji, kinetyki sorpcji czy stabilno$ci mechanicznej materialu stosowanego
jako rusztowanie biomedyczne.

Poréwnujac oba materiaty, mozna zauwazy¢, ze syntetyczny hydroksyapatyt
wykazuje korzystniejsze wiasciwosci powierzchniowe — przede wszystkim wigksza
powierzchni¢ wlasciwg oraz wezszy, bardziej jednorodny rozktad wielko$ci mezoporow.
Taka charakterystyka moze mie¢ istotne znaczenie z punktu widzenia przysztych
zastosowan biomedycznych, szczegdlnie w obszarach wymagajacych wysokiej zdolnos$ci
adsorpcyjnej, dobrej bioresorpcji lub precyzyjnie kontrolowanego uwalniania substancji
czynnych. Z kolei HAp komercyjny, mimo porownywalnej catkowitej objetosci porow,
charakteryzuje si¢ nizsza powierzchnig wtasciwg oraz mniej jednorodnym rozktadem
porow, co moze ogranicza¢ jego efektywnos¢ w niektérych zastosowaniach
biomedycznych.

8.10. Okreslenie stabilnosci zawiesiny hydroksyapatytu

Jednym z  istotnych  parametrow  charakteryzujacych — wlasciwosci
fizykochemiczne bioaktywnych proszkow ceramicznych, zwlaszcza w kontek$cie
ich dalszego przetwarzania, jest stabilno$¢ zawiesiny wodnej. Parametr ten ma kluczowe
znaczenie w takich procesach jak formowanie past, nanoszenie powlok, spiekanie
czy synteza kompozytow. Ponadto, wptywa rowniez na jako$¢ dyspersji w srodowisku
fizjologicznym. Stabilno$¢ zawiesiny zalezy m.in. od wielkosci czastek, ich morfologii,
fadunku powierzchniowego oraz stopnia aglomeracji. W celu oceny tego aspektu
przeprowadzono badanie stabilnosci uktadow wodnych zawierajacych syntetyczny
oraz komercyjny hydroksyapatyt.

Wyniki analizy przedstawiono na Rysunkach 32 — 34. Rysunki 32 1 33 prezentuja
zmiany intensywnosci rozproszenia wstecznego oraz transmisji $wiatta w funkcji pozycji
detekcji w kolumnie zawiesiny. Rysunek 34 ukazuje przebieg zmian potozenia granicy
sedymentacyjnej w czasie, co pozwala na porownanie dynamiki sedymentacji
obu materiatow.
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Rysunek 32. Zaleznos¢ intensywnosci rozproszenia wstecznego (a) oraz transmisji (b)
od pozycji detekcji w kolumnie zawiesiny (HAp syntetyczny)

Na Rysunku 32 zaprezentowano wyniki analizy stabilnosci zawiesiny HAp
syntetycznego w wodzie destylowanej, przeprowadzonej metoda pomiaru rozpraszania
wstecznego 1 transmisji $wiatta w funkcji pozycji detekcji w kolumnie pomiarowe;.
Technika ta pozwala na monitorowanie zmian koncentracji czastek w zawiesinie zarowno
w czasie, jak 1 w przestrzeni, co umozliwia szczegdtowe $ledzenie procesu sedymentacji
1 oceny dyspersyjnych wtasciwos$ci proszkéw ceramicznych.

Rysunek 32(a) przedstawia profil intensywnosci rozpraszania wstecznego Swiatta,
ktore powstaje w wyniku odbicia promieniowania przez czastki zawieszone w badanym
uktadzie. Intensywnos$¢ tego sygnatu jest silnie skorelowana z lokalng koncentracjg
czastek w probce — im wigcej czastek znajduje si¢ w danym obszarze, tym wigksze
rozpraszanie wsteczne jest rejestrowane. Na osi X oznaczonej jako ,,pozycja (mm)”
odwzorowano wysokos¢ detekcji w kolumnie zawiesiny: warto$ci ok. 20 mm
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odpowiadajg dolnej cze$ci kuwety pomiarowej, natomiast pozycje w zakresie 55—60 mm
reprezentuja jej gorng cz¢s¢. Na osi pionowej przedstawiono intensywnos$¢ rozproszenia
wyrazong w procentach. Widoczne na wykresie kolorowe krzywe oznaczaja kolejne
pomiary wykonywane w odstepach czasowych, od t = 0 (kolor czerwony) do zakonczenia
eksperymentu (kolor fioletowy). Na poczatku pomiaru krzywe rozpraszania sg wzglednie
ptaskie, co $wiadczy o réwnomiernym rozmieszczeniu czastek w catej objetosci
zawiesiny. Z czasem jednak w gornej czesci kolumny (pozycja > 50 mm) obserwuje
si¢ wyrazny spadek sygnalu, co jest wynikiem stopniowego oczyszczania tego obszaru
z zawieszonych czastek na skutek ich opadania. Jednoczesnie w przedziale 45-52 mm
nastepuje wzrost intensywnosci rozpraszania, co wskazuje na akumulacje czastek
w strefie sedymentacyjnej. Taka dynamika zmian stanowi wyrazny dowod na zachodzacy
proces separacji faz statej i ciektej w badanym uktadzie.

Na Rysunku 32(b) zaprezentowano zmiany wartosci transmisji $wiatta, ktore —
odwrotnie do rozpraszania — wzrastaja w miar¢ zmniejszania si¢ st¢zenia czastek.
Poczatkowo transmisja jest bliska zeru w catej kolumnie, natomiast w czasie trwania
analizy wyraznie wzrasta w goérnej czesci kuwety pomiarowej. Wskazuje
to na postepujace klarowanie si¢ roztworu w tej strefie, co bezposrednio potwierdza
wczesniejsze obserwacje spadku intensywnosci rozpraszania. Zaobserwowane zmiany
w sygnatach rozpraszania i transmisji potwierdzaja zachodzacy proces sedymentacji,
w ktorym czastki hydroksyapatytu opadaja na dno naczynia. Pojawienie si¢ wyraznej
granicy sedymentacyjnej w okreslonym przedziale pozycji detekcji $wiadczy
o0 ograniczonej stabilno$ci zawiesiny. Jednoczes$nie dynamika zmian sugeruje, Ze materiat
ten nie tworzy trwalej dyspersji, co moze by¢ istotne z punktu widzenia jego
aplikacyjnosci, np. w systemach iniekcyjnych lub nos$nikach substancji aktywnych.

Ponizej zaprezentowano wyniki analizy przeprowadzonej dla HAp

komercyjnego.
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Rysunek 33. Zaleznos¢ intensywnosci rozproszenia wstecznego (a) oraz transmisji (b)
od pozycji detekcji w kolumnie zawiesiny (HAp komercyjny)

W przypadku analizy HAp komercyjnego uzyskano analogiczne wyniki
jak poprzednio. Wraz z uplywem czasu obserwuje si¢ charakterystyczny spadek
intensywnos$ci rozproszenia w gornej czgsci zawiesiny (pozycje > 55 mm), co wskazuje
na postepujaca sedymentacje czastek HAp. Co istotne, zidentyfikowano jednak dwa
odregbne obszary, w ktdrych nastapit wyrazny wzrost warto$ci rozproszenia — pierwszy
zlokalizowany w zakresie 47-53 mm, a drugi nizej, w obszarze 26—33 mm. Obecno$¢
dwoch odrgbnych frontow sedymentacyjnych moze by¢ bezposrednio powigzana
z bimodalnym charakterem rozkladu wielkosci czastek tego proszku, potwierdzonym
wczesniej analiza dystrybucji. Najprawdopodobniej wigksze czastki, osiggajace nawet
powyzej 200 um (Dgo = 236,95 um), opadaja szybciej, tworzac nizszg warstwe osadu,
natomiast mniejsze frakcje (D10 = 2,35 um) sedymentujg wolniej 1 zatrzymujg si¢ wyzej
w kolumnie, co zwigksza lokalne rozproszenie §wiatla. Rysunek 33(b) przedstawiajacy
zmian¢ transmisji, wskazuje charakterystyczny wzrost w zakresie pozycji 55—60 mm.
Wskazuje to na zwigkszong przezroczystos¢ zawiesiny w tej strefie, wynikajaca
z usunigcia czastek z goérnych partii roztworu, co potwierdza efektywne opadanie fazy
stalej. Wartosci transmisji utrzymujace si¢ w pozostatym obszarze na bardzo niskim
poziomie sugerujg obecnos¢ czastek blokujacych przechodzenie promieniowania.

Opisane zjawiska, szczego6lnie podwojna strefa sedymentacyjna oraz znaczna
heterogeniczno$§¢ w zakresie potozen, sg spdjne z wczesniejszymi obserwacjami
morfologicznymi i analizag rozktadu czastek. Wskazuja one na znacznie nizsza
jednorodno$¢ granulometryczng komercyjnego HAp w poréwnaniu do probki
syntetycznej, co moze mie¢ wplyw na jego stabilno$¢ zawiesinowa i ograniczaé
potencjalne zastosowania w sytuacjach wymagajacych przewidywalnego zachowania

materialu w roztworze.
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Rysunek 34. Zmiana potozenia granicy sedymentacyjnej w funkcji czasu
dla analizowanych zawiesin hydroksyapatytu

Na powyzszym wykresie zaprezentowano zmian¢ polozenia granicy
sedymentacyjnej w funkcji czasu dla zawiesin obu badanych proszkéw HAp. Linia
granicy sedymentacyjnej wyznacza miejsce w kolumnie pomiarowej, gdzie nastgpuje
wyrazna zmiana intensywno$ci sygnatu rozproszenia lub transmisji $wiatla,
odpowiadajaca frontowi opadajacych czastek w czasie. Dla obu badanych probek
obserwuje si¢ liniowy spadek potozenia tej granicy wraz z uplywem czasu,
co sugeruje stalg predkos¢ opadania czastek w badanym przedziale. Na podstawie
nachylenia prostych regres;ji liniowej obliczono predkosci sedymentacji, ktore wyniosty
odpowiednio okoto 0,4643 mm/min dla HAp komercyjnego 1 0,4405 mm/min dla HAp
syntetycznego. Pomimo zblizonych wartosci, zawiesina komercyjna wykazuje nieco
szybsza sedymentacje¢ czastek, co pozostaje w zgodzie z wczesniejszymi wynikami
analizy rozktadu wielko$ci czastek. Komercyjny proszek charakteryzowat si¢ wigkszym
udziatem frakcji o duzej $rednicy (Doo = 237 pm), co zgodnie z réwnaniem Stokesa
skutkuje wyzsza predkoscia opadania w pordwnaniu do drobniejszych i bardziej
jednorodnych czastek HAp syntetycznego (Do =~ 96 um) [207,208].

8.11. Oznaczenie zawartos$ci wapnia i fosforu

W celu uzupehienia charakterystyki chemicznej otrzymanych materiatow
przeprowadzono oznaczenie zawartosci wapnia (Ca) 1 fosforu (P) — dwoch
podstawowych pierwiastkéw budujacych struktur¢ hydroksyapatytu. Na podstawie
uzyskanych wynikéw wyliczono stosunek molowy Ca/P, ktory stanowi istotny wskaznik
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stechiometrii 1 jednorodno$ci chemicznej analizowanych probek. Odniesienie
uzyskanych wartosci do teoretycznego stosunku Ca/P = 1,67, charakterystycznego
dla stechiometrycznego hydroksyapatytu, umozliwia ocen¢ poprawnosci procesu syntezy
oraz identyfikacje potencjalnych odchylen zwigzanych z obecno$cia dodatkowych
form fosforanow wapnia, substytucji jonowych lub niestechiometrycznych
struktur [209,210].

Tabela 13. Poréwnanie stosunku Ca/P (= SD) badanych proszkéw HAp

Nazwa probki n Ca nP Ca/P (Srednia)
HAp komercyjny 1,0285 0,5848 1,7588 £ 0,0122
HAp syntetyczny 0,9738 0,5778 1,6855 + 0,0099

Warto$ci stosunku molowego Ca/P, uzyskane na podstawie analizy zawarto$ci
wapnia i1 fosforu (Tabela 13), wskazuja, ze obie badane probki odbiegaja od wartosci
teoretycznej dla stechiometrycznego hydroksyapatytu (Ca/P = 1,67), jednak w réznym
stopniu. Dla materiatu syntetycznego stosunek ten wyniost 1,6855 + 0,0099, natomiast
dla proszku komercyjnego 1,7588 = 0,0122.

Stosunkowo niewielkie stopien odchylenie od warto$ci stechiometrycznej
(Ca/P = 1,67) w przypadku probki syntetycznej $wiadczy o wyzszym stopniu zgodnosci
skladu chemicznego i potwierdza dominujacy udziat tej fazy w materiale. W obu
przypadkach stosunek molowy Ca/P przewyzsza warto$¢ teoretyczng, co moze byc¢
efektem obecnosci faz o podwyzszonej zawarto$ci wapnia, takich jak TTCP (Ca/P = 2,0).
Wyniki te pozostaja w zgodzie z analiza dyfrakcyjng, ktora wykazata wigksza
jednorodnos¢ fazowa w probcee syntetycznej oraz obecnos¢ dodatkowych faz w materiale
komercyjnym. Roznice w skladzie chemicznym s3g rowniez zgodne z wynikami analiz
spektroskopowych, ktore ujawnity szersze spektrum pasm w probce komercyjnej,
co moze $wiadczy¢ o obecnosci niestechiometrycznych form wapniowo-fosforanowych
lub zaburzeniach w strukturze krystalicznej. Jak wynika z literatury, nawet niewielkie
odchylenia od teoretycznego stosunku Ca/P moga wptywac na rozpuszczalnos¢, resorpcje
biologiczng oraz zachowanie materiatu w $rodowisku fizjologicznym. W zwigzku
z powyzszym, kolejnym etapem badan byta ocena wtasciwosci biologicznych [211-213].

8.12. Analiza wlasciwosci biologicznych

W nawigzaniu do przeprowadzonych badan strukturalnych, morfologicznych
oraz fizykochemicznych, do dalszych etapow niniejszej pracy wybrano syntetyczny
hydroksyapatyt jako material o najbardziej optymalnych wlasciwosciach. Uzyskany
proszek charakteryzowat si¢ wysoka czystoscig fazowa, sktadem chemicznym zblizonym
do HAp stechiometrycznego, wigksza jednorodnoscia w morfologii 1 rozktadzie
wielkosci czastek. Ponadto, materiat ten wykazywal wyraznie wyzszg powierzchnie
wlasciwg oraz bardziej rozwini¢tg strukture mezoporowatg w porownaniu do dostepnego
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komercyjnie odpowiednika, co moze przektada¢ si¢ na jego wicksza aktywno$¢
powierzchniowg 1 potencjal aplikacyjny, zwlaszcza w kontek$cie interakcji z tkanka
biologiczna.

W celu uzupehienia kompleksowej charakterystyki wybranego materiatu
oraz weryfikacji jego bezpieczenstwa biologicznego, przeprowadzono badania
cytotoksycznosci oraz aktywno$ci prozapalnej. Ocena tych parametréw stanowi
kluczowy etap w kontek$cie potencjalnych zastosowan hydroksyapatytu
jako bioaktywnego komponentu w inzynierii tkanki kostnej. Wyniki analizy wtasciwos$ci
biologicznych zaprezentowano na Rysunku 35.
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W celu oceny biozgodnosci HAp przeprowadzono badanie cytotoksycznos$ci
z wykorzystaniem testu MTT, ktory umozliwia ilosciowa oceng¢ zywotnosci komorek
na podstawie aktywnos$ci dehydrogenaz mitochondrialnych. Do§wiadczenie wykonano
wykorzystujac standardowa lini¢ fibroblastow mysich 1929, zgodnie z wymaganiami
normy PN-EN ISO 10993-5:2009 (,,Biologiczna ocena wyrobow medycznych — Czes¢ 5:
Badania cytotoksycznosci in vitro”).

W przeprowadzonym badaniu fibroblasty mysie linii L929 poddano 24-godzinnej
ekspozycji na badany materiat. Zywotnos¢ komérek, wyrazona jako procent wzgledem
kontroli K (warto$¢ odniesienia 100%), wyniosta 109%. Uzyskany wynik jednoznacznie
wskazuje na brak wlasciwosci cytotoksycznych badanego proszku HAp.
Co istotne, zaobserwowano rowniez efekt stymulacji aktywnos$ci metabolicznej
fibroblastow, co znajduje odzwierciedlenie w przekroczeniu wartosci referencyjnej
kontroli. Dla poréwnania, w kontroli K2, w ktdrej zastosowano czynnik o dziataniu
cytotoksycznym (2% roztwor nadtlenku wodoru), zywotno$¢ komoérek spadia
do poziomu 7,76%, potwierdzajac prawidtowos$¢ zastosowanej metodyki. Zgodnie
z wytycznymi normy ISO 10993-5, material uznaje si¢ za niecytotoksyczny,
jezeli zywotno$¢ komorek po kontakcie z badanym materiatem przekracza 70% wartos$ci
referencyjnej. Otrzymana wartos¢ 109% nie tylko znaczaco przewyzsza ten prog,
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ale rowniez wskazuje na wysoka biozgodnos$¢ i efekt proliferacyjny. Zaobserwowany
efekt zwigkszonej aktywno$ci metabolicznej komoérek moze by¢ zwigzany
z wiasciwosciami fizykochemicznymi badanego proszku. Wysoka powierzchnia
wlasciwa, odnotowana wczesniej dla syntetycznego HAp (Rozdzial 6.9),
prawdopodobnie sprzyja zwigkszeniu interakcji na granicy faz materiat-komorka,
co moze ulatwia¢ adhezje fibroblastow poprzez zapewnienie wigkszej liczby dostepnych
miejsc kontaktu. Takie wiasciwosci fizykochemiczne powierzchni, w tym rozwinigta
porowato$§¢ oraz odpowiedni rozklad wielkosci pordéw, sa czynnikami czgsto
powigzanymi z poprawa procesOw przyczepnosci 1 proliferacji  komorek,
co zostato potwierdzone w dostepnych badaniach literaturowych [214-216].

W celu oceny potencjalnej aktywnosci prozapalnej otrzymanego proszku HAp
przeprowadzono badanie in vitro z wykorzystaniem ludzkich komoérek odpornosciowych
THP1-Blue™ NF-kB. Komorki te w odpowiedzi na aktywacje szlaku NF-kB moga
wydziela¢ do pozywki enzym SEAP (secreted embryonic alkaline phosphatase). Ilo§¢
tego enzymu, oznaczana metoda kolorymetryczng przy dlugosci fali 650 nm z uzyciem
odczynnika Quanti-Blue™, stanowita wskaznik poziomu aktywacji szlaku NF-kB
wywolanej przez kontakt z badanym materiatem.

W badaniu zastosowano dwie grupy kontrolne Ki, czyli kontrole negatywna
w ktorej komorki hodowano bez udzialu materiatlu oraz kontrole pozytywna Ko,
w  przypadku ktorej komorki stymulowano czynnikiem zapalnym PMA
(phorbol 12-myristate 13-acetate) w stgzeniu 100 ng/mL. Uzyskane wyniki wykazaty,
ze probka HAp osiggnela warto§¢ absorbancji rowna 0,389, co jest wyzsze
niz w przypadku kontroli negatywnej (0,057), jednak znaczgco nizsze od poziomu
odnotowanego dla kontroli pozytywnej, ktéra wyniosta 1,950. Takie wyniki $wiadcza
o tym, ze HAp wykazuje pewien poziom aktywacji szlaku NF-kB,
czyli nie jest catkowicie biologicznie obojetny w kontakcie z komorkami ukladu
odpornosciowego. Niemniej jednak poziom ten jest umiarkowany i nie zbliza si¢
do wartosci typowych dla silnych czynnikow zapalnych. Zaobserwowane wyniki
sg zgodne z doniesieniami literaturowymi. W pracy Liu 1 Sun wykazano, ze kontakt
nanoczastek hydroksyapatytu z komérkami odpornosciowymi skutkuje umiarkowang
odpowiedzig zapalng, co przejawiato si¢ zwigkszong ekspresja cytokin prozapalnych
[217]. Podobne efekty zaobserwowano w innych badaniach, w ktorych proszek HAp
stymulowatl produkcje cytokin zapalnych w makrofagach, przy czym intensywno$é
reakcji zalezata od wlasciwosci fizykochemicznych materiatu [218-221].
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Kolejnym etapem oceny biologicznej badanego proszku HAp byla analiza jego
wplywu na proces gojenia ran in vitro z wykorzystaniem testu migracji komorkowej typu
scratch assay. Badanie to pozwala na ocen¢ zdolnosci komoérek do regeneracji
uszkodzonej warstwy w obecno$ci analizowanego materiatu, co stanowi istotny parametr
przy ocenie potencjalnej biozgodnosci i przydatnosci materialu w zastosowaniach
zwigzanych z regeneracjg tkanek. Wyniki testu zaprezentowano na Rysunkach 36 — 38.
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Rysunek 36. Procentowy zrost rysy po 24 h i 48 h w tescie scratch assay
w obecnosci roznych stezen HAp

W celu oceny wpltywu syntetycznego proszku HAp na zdolno$¢ fibroblastow
do odbudowy uszkodzonej monowarstwy komodrkowej, przeprowadzono test migracji
komorkowej. Analizie poddano zakres stezen HAp od 2 do 1500 pg/ml, a obserwacje
wykonano po 24 h 1 48 h od momentu wykonania sztucznej rysy w monowarstwie
komorek L.929. Procentowy zrost rysy, w zalezno$ci od zastosowanego stezenia proszku
ceramicznego, przedstawiono na Rysunku 36. Z kolei na Rysunkach 37 oraz 38
zestawiono obrazy z mikroskopii optycznej prezentujacy odbudowe uszkodzonej
warstwy komorek.

W préobie kontrolnej (0 pg/ml HAp), odpowiadajacej naturalnemu tempu
regeneracji fibroblastow bez obecnos$ci materiatu, zrost rysy po 24 h wynidst ok. 54%,
a po 48 h wzrést do ok. 65%. Wprowadzenie proszku HAp do srodowiska hodowlanego
skutkowalo wyraznym przyspieszeniem procesOw migracyjnych w catym analizowanym
zakresie stezen. Juz po 24 godzinach we wszystkich grupach eksperymentalnych
uzyskano warto$ci zrostu istotnie wyzsze niz w przypadku kontroli. Szczegdlnie
korzystne wyniki obserwowano dla stgzen 20-200 pg/ml, gdzie tempo zamykania rysy
byto najwigksze. W grupach o wyzszych stezeniach HAp (500-1500 pg/ml) tempo

87



migracji komorek po 24 h byto nieco nizsze niz w probach o stezeniu umiarkowanym,
jednak nadal istotnie przewyzszalo wartosci uzyskane w prdobie kontrolne;.
Po 48 h we wszystkich grupach, niezaleznie od st¢zenia, odnotowano znaczne
zwigkszenie stopnia zrostu, dochodzace do pozioméw 85-100%, co potwierdza
pozytywny wptyw HAp na zdolno$¢ fibroblastow do zasiedlania uszkodzonego obszaru.
Nalezy podkresli¢, ze nawet najwyzsze zastosowane stezenie materiatu (1500 pg/ml)
nie wykazywalo dziatania hamujacego wzgledem kontroli, a obserwowany zrost
po 48 h $wiadczy o efektywnej regeneracji.

Wyniki te s3 w pelni spdjne z wczesniej uzyskanymi danymi dotyczacymi
wysokiej biozgodnosci HAp potwierdzonej testem MTT, w ktérym wykazano nie tylko
brak cytotoksycznosci, ale rowniez efekt stymulacji aktywno$ci metabolicznej komorek.
Dodatkowo, przeprowadzona analiza aktywno$ci prozapalnej wykazala jedynie
umiarkowang odpowiedZ komoérek immunologicznych, co dodatkowo wspiera
mozliwo§¢ zastosowania badanego materiatu w kontaktach z tkankami zywymi.
Podsumowujac, syntetyczny proszek HAp wykazuje bardzo korzystny wptyw na proces
regeneracji monowarstwy fibroblastow, niezaleznie od zastosowanego st¢zenia.
Obecnos¢ materialu w §rodowisku hodowli komodrkowej sprzyjata migracji komorek
do obszaru uszkodzenia, a zaobserwowane rdznice w dynamice procesu w zaleznosci
od stezenia nie wptywaty negatywnie na og6lny efekt regeneracyjny. Uzyskane wyniki
jednoznacznie potwierdzaja duzy potencjal badanego HAp jako bioaktywnego
komponentu wspomagajacego gojenie tkanek w zastosowaniach biomedycznych.
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Rysunek 37. Regeneracja monowarstwy fibroblastow L929 w obecnosci HAp (0—100 ug/ml) w czasie O h, 24 h i 48 h
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Rysunek 38. Regeneracja monowarstwy fibroblastow L929 w obecnosci HAp (200 - 1500 ug/ml) w czasie 0 h, 24 hi 48 h
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8.13. Podsumowanie czesci I — faza ceramiczna

W ramach pierwszej czg$ci pracy (Rysunek 24) przeprowadzono kompleksowa
syntez¢ oraz charakterystyke fizykochemiczng 1 biologiczng hydroksyapatytu
otrzymanego metoda mokrego strgcania. Analiza parametrow syntezy wykazata,
ze kluczowym czynnikiem warunkujagcym jednofazowos$¢ 1 krystaliczno$¢ produktu jest
zasadowos¢ srodowiska reakcyjnego. Syntezy prowadzone przy pH = 11,0 pozwolity
uzyska¢ proszek o dominujacej fazie HAp, wysokim stopniu uporzadkowania struktury
krystalicznej oraz minimalnym udziale faz towarzyszacych, co potwierdzono za pomocg
XRD, FT-IR i spektroskopii Ramana. Proby przeprowadzone przy pH = 8,0 prowadzity
natomiast do powstania uktadéw wielofazowych, zawierajacych a/B-TCP oraz monetyt,
co wykluczyto je z dalszych etapéw badan. W wyniku szczegdtowej analizy ustalono
optymalne warunki prowadzenia procesu jako pH = 11,0, zastosowanie mieszania
mechanicznego oraz st¢zenie reagentéw 0,36 M NH4H2PO4 1 0,60 M Ca(NOs)2-4H-0,
z zachowanym Ca/P = 1,67. Wybrana probka — oznaczona jako 150% 11.0_mechaniczne
— wykazywatla najwyzszy stopien czystosci fazowej, korzystne parametry strukturalne
(niskie odksztalcenie sieciowe, dobrze rozwinigte krysztaty), a takze najwicksza
wydajnos¢ procesu (ponad 83%). Nastepnie, dla wybranego materiatu przeprowadzono
szczegbtowa analize poroéwnawcza z materialem komercyjnym. Okreslono
charakterystyke morfologiczng 1 teksturalng, wykazujaca istotne roznice. Material
syntetyczny cechowat si¢ bardziej jednorodnym rozktadem wielko$ci czastek, mniejszym
udziatem duzych aglomeratéw oraz bardziej zwarta morfologia powierzchni. Uzyskano
wyraznie wyzszg powierzchnig wtasciwg (110 m?/g vs. 64 m?/g) oraz jednorodny rozktad
mezoporow o srednicach 6—8 nm, co moze skutkowac¢ wyzszym potencjalem sorpcyjnym
1 bioaktywnoscig. Potwierdzono takze dobra stabilno$¢ zawiesinowa, wskazujaca na
przewidywalne zachowanie w S§rodowisku wodnym. Sktad chemiczny probki
syntetycznej (Ca/P = 1,685) wykazywal bliskag zgodno$¢ ze stechiometrycznym HAp,
co $wiadczy o wysokiej jednorodnosci chemicznej. Na podstawie przeprowadzonych
badan  biologicznych  potwierdzono pelng biozgodno$¢ wybranego HAp.
Test cytotoksycznosci MTT wykazat brak dzialania toksycznego na fibroblasty oraz efekt
stymulacji ich aktywnos$ci metabolicznej. Aktywno$¢ prozapalna miescita si¢ w zakresie
umiarkowanym, charakterystycznym dla tego typu materialéw. Dodatkowo, wyniki testu
migracji komorkowej wykazaty, ze obecnos¢ syntetycznego HAp w catym analizowanym
zakresie stezen (2 — 1500 pg/ml) wywierata korzystny wplyw na regeneracje
monowarstwy fibroblastow, przyspieszajac proces zamykania rysy wzgledem kontroli.

Catoksztalt przeprowadzonych analiz potwierdza, ze otrzymany syntetyczny
proszek HAp laczy w sobie korzystne cechy strukturalne, powierzchniowe i biologiczne,
co predysponuje go do dalszych badan aplikacyjnych, w szczegolnosci w kontekscie
inzynierii tkankowej 1 biomateriatow do zastosowan w regeneracji tkanek twardych.
W zwigzku z tym, material ten zostal wybrany do dalszych etapdéw niniejszej rozprawy
doktorskiej jako sktadnik fazy ceramicznej w projektowanych uktadach kompozytowych.
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9. Cze§¢ I — SYNTEZA 1 CHARAKTERYSTYKA MATERIALOW
KOMPOZYTOWYCH

9.1. Badanie stabilno$ci zawiesiny HAp w polimerze

W dalszej czg$ci pracy badawczej skoncentrowano si¢ na fazie polimerowej
stanowigcej gtowny skladnik projektowanego biomateriatu kompozytowego.
Na podstawie analizy literatury przedmiotu, jako bazowy material macierzy polimerowej
wybrano poliwinylopirolidon (PVP). Wybdr ten uzasadniony jest szeregiem korzystnych
wlasciwosci fizykochemicznych oraz biologicznych, predysponujacych
PVP do zastosowan biomedycznych, w tym jako sktadnik materialdéw implantacyjnych
1 wspomagajacych regeneracje tkanek [222-224].

PVP jest syntetycznym, amorficznym polimerem o charakterze hydrofilowym,
wykazujacym wysoka biozgodno$¢ 1 nietoksyczno$¢, co zostalo szeroko
udokumentowane w pisSmiennictwie. Materiat ten zostat sklasyfikowany jako substancja
bezpieczna do stosowania w produktach farmaceutycznych i biomedycznych. Dzigki
obecnosci grup karbonylowych oraz zdolnosci do tworzenia wigzan wodorowych,
PVP cechuje si¢ dobrg rozpuszczalno$cia w wodzie oraz wlasciwosciami koloidalnymi,
o sprzyja jego przetwarzaniu i integracji z innymi sktadnikami uktadow kompozytowych
[225-228]. Przyktadowe zastosowania polimeru PVP w aspekcie biomedycznym

zaprezentowano na Rysunku 40.

Opatrunkina Wymiana chrzastki
| rany w zastosowaniach
i oparzenia stawowych
Systemy Systemy
kontrolowanego dostarczania
uwalniania lekow

PVP

, ] Inzynieria
astosownaia tkanki kostnej

okulistyczne

Rysunek 40. Mozliwosci wykorzystania polimeru PVP w aplikacjach biomedycznych

Istotnym aspektem, przemawiajagcym za zastosowaniem PVP jako fazy
organicznej w kompozycie z hydroksyapatytem, jest jego zdolno$¢ do formowania
stabilnych hydrozeli o wysokiej zdolnosci do pgcznienia w $§rodowisku wodnym.
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Zjawisko to moze istotnie wplywa¢ na zdolno$¢ uwalniania substancji aktywnych
oraz tworzenie mikrosrodowiska sprzyjajacego migracji i proliferacji komorek
osteoblastycznych. Co wiecej, PVP wykazuje zdolno$s¢ do homogenizacji mieszanin
zawierajacych faze nieorganiczng, co moze zapewni¢ rownomierne rozprowadzenie
czastek HAp w matrycy polimerowej, a tym samym przyczyni¢ si¢ do uzyskania
kompozytu o jednorodnych wtasciwosciach mechanicznych i strukturalnych [229-231].

Podsumowujac, wybor poliwinylopirolidonu jako podstawowego sktadnika fazy
polimerowej jest uzasadniony jego wysoka biozgodnoscia, zdolnosciag do tworzenia
funkcjonalnych ukladéw polimerowych, mozliwoscia potaczenia z faza ceramiczng
oraz pozytywnym wplywem na witasciwosci biologiczne i mechaniczne kompozytu.
Uwarunkowania te czynig PVP obiecujagcym materiatem w kontekscie projektowania
nowoczesnych biomateriatbw do zastosowan w regeneracji tkanki kostne;j.
W zwiazku z powyzszym, w niniejszej pracy podje¢to proby wykorzystania PVP
jako no$nika dla fazy ceramicznej w celu uzyskania stabilnych i homogenicznych
kompozytéw. W pierwszym etapie badan skupiono si¢ na okresleniu stabilno$ci uktadow
zawiesinowych, w ktorych hydroksyapatyt dyspergowano w roztworach PVP o ré6znym
stezeniu (0, 5, 10, 15 oraz 20% wag.). Dziatania te miaty na celu opracowanie uktadu
o optymalnych wilasciwosciach dyspersyjnych, minimalizujacych sedymentacje czastek
ceramicznych w trakcie syntezy i umozliwiajacych rOwnomierne rozprowadzenie fazy
nieorganiczne] w matrycy polimerowej. Zmian¢ potozenia granicy sedymentacyjnej

w funkcji czasu dla analizowanych zawiesin HAp w roztworze PVP zaprezentowano

na Rysunku 41.
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Rysunek 41. Zmiana polozenia granicy sedymentacyjnej w funkcji czasu dla analizowanych
zawiesin HAp w roztworze PVP o roznych stezeniach
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Rysunek 42. Zawiesiny HAp w roztworach PVP bezposrednio po badaniu
(od lewej: 0%, 5%, 10%, 15% i 20% PVP)

Rysunek 42 przedstawia wyglad zawiesin HAp w roztworach PVP o réznych
stezeniach bezposrednio po zakofczeniu eksperymentu, natomiast w Tabeli 14
zestawiono iloSciowe dane dotyczace szybkosci sedymentacji czastek w poszczegdlnych
probach. Obserwacje wizualne oraz pomiary iloSciowe umozliwily oceng¢ wptywu
zawarto$ci polimeru na stabilno$¢ zawiesiny i skutecznos$¢ dyspersji fazy ceramiczne;.

Tabela 14. Szybkos¢ sedymentacji czastek HAp w roztworze PVP o réznych stezeniach

Stezenie PVP, % Szybkos$¢ sedymentacji, mm/min
0 0,4405 £ 0,02337
5 0,4243 £ 0,00354
10 0,1329 +0,00311
15 0,0292 + 0,00362
20 0,0161 +0,00103

Uzyskane wyniki jednoznacznie wykazujg istotng zalezno$¢ pomigdzy stezeniem
fazy polimerowej a kinetyka procesu sedymentacji czastek fazy ceramicznej. W probie
kontrolnej, pozbawionej dodatku PVP (0%), zaobserwowano najwyzsza szybko$¢
sedymentacji wynoszaca 0,4405 =+ 0,02337 mm/min, co wskazuje na wyrazng
niestabilno$¢ zawiesiny 1 tendencje czastek HAp do szybkiego opadania grawitacyjnego.
Wprowadzenie PVP w stezeniu 5% wplynelo na nieznaczng redukcje predkosci
sedymentacji (0,4243 + 0,00354 mm/min), jednak istotne zmiany w charakterystyce
uktadu zaobserwowano dopiero przy stezeniach réwnych lub wyzszych niz 10%.
Wartosci te ulegly istotnemu obniZzeniu: odpowiednio do 0,1329 mm/min dla 10%,
0,0292 mm/min dla 15% oraz 0,0161 mm/min przy stezeniu 20% PVP.

Wyniki te jednoznacznie wskazujg na rosngcg stabilnos¢ uktadu wraz ze wzrostem
stezenia PVP, co jest konsekwencja zwickszenia lepkosci medium dyspergujacego
oraz mozliwego tworzenia oddziatywan adsorpcyjnych miedzy czasteczkami polimeru
a powierzchnig krysztatow hydroksyapatytu. Zjawisko to moze ogranicza¢ proces
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koagulacji pierwotnej oraz zmniejszac¢ tendencj¢ do agregacji czastek, co przektada sie
na spowolnienie procesu sedymentacji. Jednoczesnie, obserwacje makroskopowe
przedstawione na Rysunku 42, wykonane bezposrednio po zakonczeniu badania, korelujg
z danymi ilo$ciowymi — w zawiesinach o wyzszych stezeniach PVP (15% 1 20%)
widoczny jest wyraznie jednorodny rozklad fazy stalej w calej objetosci probki
oraz brak wyraznej granicy rozdzialu faz, co Swiadczy o efektywnej stabilizacji
zawiesiny.

Zatem, uzyskane wyniki jednoznacznie potwierdzaja, iz obecno$¢ PVP znaczaco
wpltywa na stabilno$¢ zawiesin hydroksyapatytu w $rodowisku wodnym,
a wzrost stezenia polimeru skutkuje istotnym ograniczeniem szybkosci sedymentacji
czastek fazy ceramicznej. Majac na uwadze, ze w kolejnych etapach pracy zaklada
si¢ otrzymywanie kompozytéw ceramiczno-polimerowych metoda fotopolimeryzacji,
ktérej wstepnie dobrany czas ekspozycji promieniowaniem UV ustalono na 120 s,
szczegolnie istotne jest zapewnienie odpowiedniej stabilnosci zawiesiny w tym krotkim
przedziale czasowym. W zwiazku z tym, na potrzeby dalszych badan jako optymalne
stezenie PVP przyjeto 15%, dla pomiaru w ktérym wykazano bardzo niska szybkos¢
sedymentacji (0,0292 mm/min), gwarantujaca jednorodne rozmieszczenie czastek HAp
w objetosci materiatu przez caty czas trwania procesu sieciowania. Wybor stezenia 15%,
a nie wyzszego (20%), podyktowany zostat rowniez wzgledami zgodnymi z zasadami
zielonej chemii, zakladajacymi minimalizacje¢ iloSci stosowanych reagentow
oraz ograniczenie zuzycia zasobow materialowych przy zachowaniu wysokiej
efektywnosci procesu. Zastosowanie nizszego, lecz wcigz wystarczajaco skutecznego
stezenia PVP umozliwia zatem nie tylko kontrole nad strukturg kompozytu,

ale takze zwigksza zrownowazony charakter opracowywanej technologii.

9.2. Wybor czynnika sieciujacego i fotoinicjatora

Kolejnym etapem prowadzonych badan bylo opracowanie optymalnego sktadu
uktadu fotopolimeryzujacego, obejmujacego wybdr odpowiedniego czynnika
sieciujgcego oraz fotoinicjatora. Etap ten miat na celu identyfikacje takich warunkow,
ktore umozliwig efektywne utwardzanie mieszaniny w zadanym czasie syntezy,
przy jednoczesnym zachowaniu stabilnos$ci oraz jednorodnosci strukturalnej materiatu.

We wszystkich przeprowadzonych prébach jako matryce bazowg zastosowano
roztwor PVP o stezeniu 15%, ktorego objetos¢ w kazdej syntezie wynosita 10 ml.
Wzgledem tego niezmiennego skladnika oceniano wplyw rodzaju i ilo$ci wybranych
czynnikow sieciujacych oraz fotoinicjatoréw na efektywnos¢ procesu fotopolimeryzacji
oraz jako$¢ uzyskanych uktadow. Jako czynnik sieciujacy zastosowano diakrylan
poli(glikolu etylenowego) (PEGDA) o trzech réznych masach molowych: 250, 575
oraz 700 g/mol. Dobor tych zwigzkow wynikat z ich szerokiego zastosowania
w materiatach polimerowych przeznaczonych do zastosowan biomedycznych, wysokiej
reaktywnosci grup akrylowych oraz mozliwosci kontrolowania gestosci sieciowania
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w zalezno$ci od dlugosci tancucha bocznego. PEGDA, jako zwigzek hydrofilowy
1 biokompatybilny, pozwala réwniez na uzyskanie ukladow o pozadanych
wlasciwosciach mechanicznych 1 transportowych, co jest kluczowe w kontekscie
aplikacji w srodowisku biologicznym [232-235]. Jako fotoinicjatory zastosowano dwa
zwiazki: 2-hydroksy-2-metylopropiofenon (komercyjnie znany m.in. jako Darocur 1173)
oraz tioxanthen-9-on (w formie 0,01g/ml zawiesiny wodnej). Oba inicjatory nalezg
do zwigzkow efektywnie absorbujacych promieniowanie UV w  zakresie
wykorzystywanym w procesach fotopolimeryzacji i s3 powszechnie stosowane
w uktadach opartych na akrylanach i winylowych polimerach. Ich wybdr podyktowany
byt rowniez wzgledami toksykologicznymi i fotochemicznymi — cechujg si¢ one wysoka
skuteczno$cig generowania rodnikoéw inicjujacych, a ich produkty rozpadu sg wzglednie
bezpieczne dla srodowiska biologicznego [236-240].

Zmiennymi w  przeprowadzonych syntezach byly zaréwno rodzaj,
jak 1 udziat poszczegdlnych sktadnikoéw uktadu sieciujacego, zgodnie ze spisem
przedstawionym w Tabeli 15, w ktérej zastosowano nastgpujace oznaczenia:

e fotoinicjator A - 2-hydroksy-2-metylopropiofenon;

e fotoinicjator B - tioxanthen-9-on;

e czynniki sieciujgce oznaczono ich masg molowa odpowiednio 250, 575
lub 700 g/mol.

Syntezy prowadzono poprzez zmieszanie 10 ml polimeru z czynnikiem
sieciujgcych oraz fotoinicjatorem (zgodnie ze sktadem podanym w tabeli), a nastgpnie
umieszczenie mieszaniny reakcyjnej w polu promieniowania UV (lampa EMITA,
moc 180 W, czas naswietlania 120 s).

Tabela 15. Zestawienie formulacji PVP z r6znymi fotoinicjatorami i sieciownikami

Fotoinicjator Czynnik
Lp. mlJ > sieciujacy,  Zdjecie prébki Komentarz
ml
Polimeryzacja cz¢sciowa,
. :erzchni
1 0.02 A 1.6 250 sp1en19na powierzc n.1a
- - materiatu, kompozycja
odrzucona
Polimeryzacja czgsciowa,
5 0.05 A 1.6 250 spieniona powierzchnia

materiatu, kompozycja
odrzucona
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Polimeryzacja czgsciowa,

spieniona powierzchnia
materialu, kompozycja
odrzucona

Kompozycja wybrana
do dalszych badan

Kompozycja wybrana
do dalszych badan

Kompozycja wybrana
do dalszych badan

Probka zbyt krucha,
kompozycja odrzucona

Probka zbyt krucha,
kompozycja odrzucona

0,07_A 1,6_250
0,02 A 1,6 575
0,05 _A 1,6 575
0,07 _A 1,6 575
0,02 A 1,6_700
0,05 A 1,6_700
0,07 A 1,6 700

Probka zbyt krucha,
kompozycja odrzucona

98



Probka nieusieciowana,
kompozycja odrzucona

Probka nieusieciowana,
kompozycja odrzucona

Prébka nicusieciowana,
kompozycja odrzucona

Konsystencja zelu,
kompozycja odrzucona

Nadmiar
nieprzereagowanego
fotoinicjatora,
kompozycja odrzucona

10 0,05 B 1,6 250
11 1,50 B 1,6_250
12 2,50 B 1,6 250
13 0,05 B 1,6 575
14 1,50 B 1,6 _575
15 2,50 B 1,6_575
16 0,05 B 1,6_700

Nadmiar
nieprzereagowanego
fotoinicjatora,
kompozycja odrzucona

Konsystencja zelu,
kompozycja odrzucona
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Probka zbyt krucha,
kompozycja odrzucona

Prébka zbyt krucha,
kompozycja odrzucona

Polimeryzacja czg$ciowa,
spieniona powierzchnia
materialu, kompozycja

odrzucona

Polimeryzacja czg$ciowa,
spieniona powierzchnia
materiatu, kompozycja

odrzucona

Kompozycja wybrana
do dalszych badan

Kompozycja wybrana
do dalszych badan

17 1,50 B 1,6_700
18 2,50 B 1,6_700
19 0,05_A 1,2_250
20 0,05 A 2,0 250
21 0,05 A 1,2_575
22 0,05 A 2,0 575
23 0,05_A 1,2_700

Konsystencja zelu,
kompozycja odrzucona
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Kompozycja wybrana

# LA 20700 do dalszych badan
25 1,50 B 12 250 Probka meyswcwwana,
B B kompozycja odrzucona
Konsystencja zelu,
26 1,50 B 2,0 250 kompozycja odrzucona
Nadmiar
27 1,50 B 12 575 nleprzeTe?gowanego
- B fotoinicjatora,
kompozycja odrzucona
Probk h
28 1,50 B 2.0 575 rob azpyt krucha,
B - kompozycja odrzucona
Prébka nicusicc
29 1,50 B 1.2 700 rob anle}151ec1owana,
B B kompozycja odrzucona
Probka zbyt kruch
30 1,50_B 2,0_700 robka zbyt krucha,

kompozycja odrzucona

Analiza wynikow wskazuje, ze skuteczno$¢ fotopolimeryzacji byta silnie
uzalezniona zaréwno od rodzaju czynnika sieciujacego, jak i rodzaju oraz ilosci
fotoinicjatora. W przypadku PEGDA o masie molowej 250 g/mol, niezaleznie
od zastosowanego fotoinicjatora, proby wykazywaty niepeing polimeryzacj¢ lub znaczne
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defekty powierzchniowe, co skutkowato odrzuceniem tych kompozycji. Obserwacje to
wskazuja na niewystarczajaca dtugos¢ tancucha sieciujacego do utworzenia stabilnej
1 cigglej sieci przestrzennej w warunkach zastosowanego procesu. Z kolei zastosowanie
PEGDA o $redniej masie molowej 575 g/mol przyniosto najbardziej obiecujgce rezultaty,
zwlaszcza w uktadach z fotoinicjatorem A (0,02-0,07 ml), gdzie uzyskano probki
o stabilnej strukturze, bez widocznych defektéw powierzchniowych ani kruchosci.
Kompozycje te zostaty zakwalifikowane do dalszych etapoéw badan. Wynik ten sugeruje,
ze PEGDA 575 zapewnia optymalng rownowage pomiedzy elastycznoscig tancucha
a gestoscig usieciowania, umozliwiajagc formowanie struktur o duzej jednorodnosci.
PEGDA o masie molowej 700 g/mol, pomimo chemicznego podobienstwa
do pozostatych wariantéw, w wigkszosci analizowanych przypadkow prowadzit
do powstawania struktur nadmiernie kruchych lub Zelowych, o obnizonej spoistosci
1 niewystarczajacej integralnosci mechanicznej. Wskazuje to na zbyt duza elastyczno$é
1 wydhuzenie tancucha sieciujacego, co mogto ogranicza¢ efektywne tworzenie stabilnej
1 zwartej sieci przestrzennej w czasie przewidzianym dla procesu fotopolimeryzacji.
Niemniej jednak, w kilku ukladach zawierajacych PEGDA 700 w potaczeniu
z fotoinicjatorem A uzyskano probki o zadawalajacej strukturze, ktére rowniez zostaty
zakwalifikowane do dalszych etapoéw badan.

Zastosowanie fotoinicjatora B (tioxanthen-9-on) nie przyniosto pozytywnych
rezultatbw w zadnej z analizowanych kombinacji. W probach z jego udziatem
zaobserwowano brak usieciowania, konsystencj¢ zelowa lub obecno$¢ nadmiaru
nieprzereagowanego inicjatora, co moze wskazywac na niedostateczng aktywnos¢ tego
zwigzku w danym uktadzie 1 czasie ekspozycji UV. Ponadto, niekorzystne zjawiska byty
obserwowane niezaleznie od wuzytego PEGDA, co jednoznacznie wskazuje
na ograniczong uzytecznos¢ fotoinicjatora B w testowanych warunkach.

Podsumowujac, na podstawie przeprowadzonego zestawienia wytypowano
najbardziej obiecujace kombinacje czynnikow sieciujacych i fotoinicjatorow do dalszych
badan. Najlepsze rezultaty uzyskano w ukladach zawierajacych PEGDA 575 g/mol
lub 700 g/mol oraz 2-hydroksy-2-metylopropiofenon (inicjator A), ktoére umozliwity
wytworzenie jednorodnych, stabilnych i mechanicznie ciggtych probek w zadanym czasie
fotopolimeryzacji. Wyniki te stanowig podstawe do dalszego etapu badan
nad wilasciwosciami fizykochemicznymi wybranych kompozycji. Sktad ostatecznie
wytypowanych kompozycji zestawiono w Tabeli 16.
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Tabela 16. Sktad wytypowanych kompozycji polimerowych

PVP, ml Fotoinicjator A, ml Czynnik sieciujacy, ml Oznaczenie probki

0,02 1
1,6
0,05 PEGDA 575 g/mol 2
0,07 3
10 0,05 1,2 4
’ PEGDA 575 g/mol
2,0
0,05 PEGDA 575 g/mol >
2,0
0,05 PEGDA 700 g/mol 6
9.3. Analiza zdolnoSci sorpcyjnych

W nastepnym etapie prac badawczych skupiono si¢ na ocenie wilasciwosci
sorpcyjnych wytypowanych wcze$niej kompozycji polimerowych, ktorych sktad
przedstawiono w Tabeli 16. W tym celu dla kazdej z sze$ciu kompozycji przeprowadzono
ponowna seri¢ syntez, tym razem modyfikujac udzial wagowy fazy ceramicznej (HAp),
ktory wynosit odpowiednio: 0%, 5%, 10%, 15% oraz 20% wag. celem okreslenia jego
wplywu na zdolno$¢ do absorpcji wody oraz stabilno$¢ strukturalng otrzymanych
materialow.

W trakcie badan zaobserwowano, ze przy najwyzszym testowanym udziale HAp
wynoszacym 20%, otrzymane probki nie podlegaty skutecznemu procesowi
fotopolimeryzacji, co skutkowato ich fragmentacja, brakiem integralnosci oraz brakiem
mozliwosci dalszej analizy. Z tego wzgledu kompozycje te zostaly wykluczone
z dalszych etapow oceny. Dla pozostalych wariantow zawarto$ci fazy ceramicznej
(0-15% wag.), ktére wykazaty jednorodnos¢ strukturalng oraz odpowiednig cigglos¢
materialu  po utwardzeniu, przeprowadzono analize zdolnosci sorpcyjnych.
Wspotczynniki pecznienia okreslono po 24 oraz 48 godzinach inkubacji w wodzie
destylowanej w warunkach statycznych. Otrzymane wyniki, obrazujace wplyw
zawartoSci HAp na wlasciwosci sorpcyjne badanych materiatow, zestawiono
na Rysunku 43.
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Rysunek 43. Zdolnosé sorpcyjna wybranych kompozycji zawierajgcych faze ceramiczng
o udziale wagowym 0% (a), 5% (b), 10% (c) oraz 15% (d)

Uzyskane wyniki wskazuja na wyrazng tendencje spadkowa wspotczynnika
sorpcji wraz ze wzrostem udzialu wagowego fazy ceramicznej. Zjawisko to wynika
przede wszystkim z ograniczenia obj¢tosci hydrofilowej fazy polimerowe;,
odpowiedzialnej za wchlanianie wody, a takze z faktu, Zze obecno$¢ czastek HAp
w matrycy moze zaburza¢ uklad sieci polimerowej, prowadzac do jej usztywnienia
1 zmniejszenia elastycznosci, co ogranicza zdolno$¢ do pecznienia. Ponadto, nadmierna
ilo$¢ czastek staltych moze wypetniaé miejsca w strukturze polimerowej potencjalnie
dostepne dla wnikajacych pltynéw, co przektada si¢ na nizsze wartosci wspodtczynnikow
pecznienia.

W przypadku kompozycji zawierajacych 20% wag. hydroksyapatytu,
nie zaobserwowano skutecznego przebiegu procesu fotopolimeryzacji. Niezaleznie
od sktadu matrycy polimerowej, proby te ulegaty dezintegracji lub pozostawaly w postaci
nieusieciowanej zawiesiny, co jednoznacznie wskazuje na przekroczenie granicznej
zawartosci fazy ceramicznej mozliwej do efektywnego przetworzenia w ramach
zastosowanej metody syntezy. Rowniez dla niektorych uktadow o nizszym udziale HAp
odnotowano trudno$ci technologiczne — np. w przypadku zawarto$ci 5% wag.
nie uzyskano stabilnej probki nr 4, natomiast dla pozioméw 10% i 15% wag. mozliwe
bylo skuteczne usieciowanie jedynie ograniczonej liczby kompozycji (probki 2, 3, 51 6).
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Pozostate warianty wykazywaly niedostateczne zwigzanie sieci polimerowe;,
co uniemozliwilo ich dalsza oceneg.

Wsrod probek, ktore pomyslnie przeszty etap fotopolimeryzacji, odnotowano
wyrazne roznice w zakresie trwatosci strukturalnej po inkubacji w srodowisku wodnym.
Dla kompozycji zawierajacych 15% wag. hydroksyapatytu wszystkie probki ulegly
catkowitej dezintegracji po 48 godzinach, niezaleznie od poczatkowej jednorodnosci
1 skutecznosci procesu utwardzania. Z tego wzgledu ten poziom udziatu fazy ceramiczne;j
zostat jednoznacznie wykluczony z dalszych rozwazan. W przypadku zawartosci 10%
HAp probki nr 2 i 3 réwniez ulegly catkowitemu rozpadowi w trakcie inkubacji,
natomiast probki nr 5 1 6, pomimo ze zachowaty swoja strukture, wykazywaly cz¢sciowe
ubytki i widoczne defekty powierzchniowe, §wiadczace o nadmiernej kruchosci.

Podobne zjawiska zaobserwowano przy zawarto$ci 5% HAp — mimo ogdlnie
lepszej stabilnosci, rowniez i w tym przypadku probki nr 5 i 6 wykazywaty oznaki
ostabienia integralnos$ci strukturalnej, co moze stanowi¢ ograniczenie dla ich dalszego
zastosowania. Biorac jednak pod uwage, ze hydroksyapatyt pelni w kompozycie role¢ fazy
bioaktywnej, kluczowej z punktu widzenia stymulacji proliferacji komorek
1 mineralizacji macierzy pozakomorkowej, podjeto decyzje o kontynuacji badan
z uwzglednieniem zawarto$ci 10% HAp. Mimo obserwowanych defektow, probki
nr 5 1 6 zachowaly czgsciowg integralno$¢, co uzasadnia ich dalsza optymalizacje.

W celu poprawy wlasciwosci mechanicznych oraz trwato$ci materiatu
w Srodowisku wodnym, na podstawie przegladu literatury zaproponowano modyfikacje
sktadu matrycy polimerowej poprzez potaczenie PVP z alkoholem poliwinylowym.
PVA, jako polimer znany z wtasciwosci blonotworczych i1 dobrej zdolnosci do tworzenia
wytrzymalych struktur hydrozelowych, moze istotnie poprawi¢ odpornos¢ materiatu
na degradacje 1 ubytki, szczegdlnie w obecnosci czastek fazy ceramicznej [241-244].
W zaprojektowanych uktadach zastosowano mieszaning 15% PVP 1 5% PVA
(w objetosci 3,0 ml 1 7,0 ml, odpowiednio) oraz sklad fotoinicjatora i czynnika
sieciujacego wytypowany w poprzednich analizach. Zoptymalizowany sktad wybranych
kompozycji zostal zaprezentowany w Tabeli 17.

Tabela 17. Optymalizacja sktadu materialow kompozytowych

PVP, PVA, Fotoinicjator A, Czynnik HAp, % Oznaczenie
ml ml ml sieciujacy, ml wag. probki
2.0 - 575
575 g/mol 10 575 HAp
3,0 7,0 0,05
2.0 - 700
700 g/mol 10 700 _HAp
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W celu weryfikacji skuteczno$ci zastosowanej modyfikacji matrycy polimerowe;j
poprzez dodatek PVA, przeprowadzono kolejng seri¢ badan sorpcyjnych
dla zoptymalizowanych kompozycji. Gtéwnym zatozeniem tego etapu byto sprawdzenie,
czy wprowadzenie PVA pozwala na poprawg stabilnosci strukturalnej materiatow,
ktore w poprzednich probach wykazywatly tendencje do czesciowej dezintegracji
w Srodowisku wodnym. Aby uzyskac pelniejsza charakterystyke zachowania badanych
kompozycji, zakres analizy rozszerzono o dodatkowe media inkubacyjne. Pomiar
prowadzono dla wody destylowanej, plyu SBF (Simulated Body Fluid)
oraz plynu Ringera, symulujacych warunki fizjologiczne. Pomiary wspolczynnika
pecznienia przeprowadzono po 1, 24, 48 oraz 72 godzinach inkubacji. Uzyskane wyniki

przedstawiono na Rysunku 44.
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Rysunek 44. Zdolnosé sorpcyjna kompozytow ceramiczno-polimerowych
inkubowanych w wodzie destylowanej (a), plynie SBF (b), plynie Ringera (c)

W calym zakresie wartosci wspotczynnikéw pecznienia zauwazalny jest ogélny
wzrost chtonnos$ci wodnej materiatow wzgledem wczesniejszych serii badawczych.
Wszystkie probki, zarowno z PEGDA 575 g/mol, jak 1 700 g/mol, osiaggnely po 72 h
wartosci wyraznie przekraczajace 2,0 g/g, a w przypadku probek bez dodatku HAp —
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nawet powyzej 2,5 g/g. Najwyzsze wartosci pecznienia  odnotowano
w wodzie destylowanej, nieco nizsze w plynie SBF, a najnizsze w plynie Ringera,
co moze by¢ zwigzane z obecnos$cig jonow w tych ostatnich mediach, ograniczajacych
swobodne wigzanie czasteczek wody przez sie¢ hydrozelowa. Obecno$¢
hydroksyapatytu, zgodnie z wczesniejszymi obserwacjami, nadal prowadzila
do czgsciowego obnizenia wspotczynnika pecznienia, jednak efekt ten byt istotnie mniej
nasilony niz w kompozycjach bez PVA. Réznice migdzy probkami 575 i 575 HAp
oraz 700 i1 700 _HAp byly stosunkowo niewielkie, co §wiadczy o tym, Zze zastosowany
uktad polimerowy (PVP/PVA) skutecznie kompensuje ograniczenia wynikajace
z obecnosci fazy nieorganicznej.

Przede wszystkim, nalezy podkresli¢, ze Zadna z analizowanych probek nie ulegla
dezintegracji ani istotnym uszkodzeniom strukturalnym w trakcie 72-godzinnej
inkubacji, niezaleznie od zastosowanego medium. Jest to istotna zmiana wzgledem
wczesniejszych wynikow dla kompozycji zawierajacych wytacznie PVP, w ktérych
probki z dodatkiem HAp, szczegolnie przy zawartosci 10—15%, wykazywaty objawy
kruchosci lub catkowitego rozpadu. Stabilno$¢ mechaniczna nowo opracowanych
materialdow $wiadczy o skutecznos$ci wprowadzenia PVA jako dodatku btonotworczego,
ktoéry wyraznie wzmocnit strukture hydrozelu i1 ograniczyt ryzyko jego degradacji
w Srodowisku wodnym 1 fizjologicznym. W zwiazku z uzyskanymi wynikami,
zoptymalizowany sklad kompozytu, zgodny z zestawieniem przedstawionym
w Tabeli 13, zostal przyjety jako material do dalszych badan. Przyktadowe zdjgcia
otrzymanych materiatow kompozytowych zaprezentowano na Rysunku 45.

Rysunek 45. Przykiadowe zdjecia otrzymanych kompozytow ceramiczno-polimerowych.
probka 575 _HAp (po lewej) oraz probka 700 _HAp (po prawej)

107



9.4. Spektroskopia w podczerwieni z transformacjq Fouriera

W celu potwierdzenia obecnosci poszczegdlnych sktadnikéw w strukturze
otrzymanych materiatdbw oraz oceny mozliwych oddziatywan miedzyfazowych
pomiedzy matrycag polimerowa a fazg ceramiczng, przeprowadzono analize widm
w FT-IR. Badania wykonano zarowno dla matryc polimerowych bez dodatku
hydroksyapatytu, jak i1 dla kompozytow zawierajacych 10% wag. HAp. Analiza
ta pozwala na identyfikacj¢ charakterystycznych pasm absorpcji odpowiadajacych
obecnym grupom funkcyjnym oraz ocen¢ ich ewentualnych przesuni¢¢ lub zmian
intensywnosci, ktore moga wskazywa¢ na oddzialywania chemiczne lub fizyczne
pomiedzy sktadnikami. Uzyskane widma FT-IR zaprezentowano na Rysunkach 46—48.
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Rysunek 46. Widma FT-IR matryc polimerowych otrzymanych przy uzyciu Srodka sieciujgcego
o sredniej masie molowej 575 g/mol (zielony) i 700 g/mol (czerwony).

Widma przedstawione na Rysunku 30 dotycza matryc polimerowych ztozonych
z mieszaniny PVP 1 PVA, przy czym jedyng r6znicg miedzy analizowanymi probkami
byla masa molowa zastosowanego czynnika sieciujagcego (PEGDA 575 g/mol 1 700
g/mol). Dla obu ukladow zaobserwowano zestaw charakterystycznych pasm
absorpcyjnych, przypisywanych grupom funkcyjnym wystepujacym w polimerach
bedacych gléwnymi sktadnikami materiatu.

Szerokie, pasmo o stosunkowo niskiej intensywnosci w zakresie 3566-3150 cm™
odpowiada drganiom rozciggajacym grup hydroksylowych (—OH), ktére pochodza
gléwnie z PVA 1 sg zwigzane z obecnos$ciag wewnatrz- 1 migdzyczasteczkowych wigzan
wodorowych [245]. W tym samym zakresie moze rowniez wystepowac nakltadanie si¢
pasm zwigzanych z drganiami rozciggajacymi grup CN obecnych w PVP [246].
Pasmo zlokalizowane w rejonie 2910 cm™ przypisuje si¢ drganiom rozciggajacym
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wigzan C—H grup alkilowych, typowych dla obu uzytych polimerow [245]. W obszarze
16601723 cm™ zarejestrowano pasma charakterystyczne dla drgan rozciagajacych grup
karbonylowych (C=0), wystepujacych zarowno w strukturze PVP, jak i PEGDA
[247,248]. Pasmo w okolicach 1441 cm™ zwigzane jest z oscylacjami zginajgcymi w
plaszczyznie grup OH [249]. Obserwowane sg roOwniez pasma przypisywane drganiom
rozciggajagcym grup CN (1254 cm™), jak réwniez pasma mieszane CN i CO w rejonie
1083 cm™ [246]. Dodatkowo, w zakresie 940—835 cm™ widoczne sg pasma wynikajace
z pozaptaszczyznowych drgan zginajacych grup hydroksylowych [249].

Widma obu préobek wykazuja wysoka zgodnos$é¢, co $wiadczy o zachowaniu
jednolitego charakteru chemicznego matrycy polimerowej, niezaleznie od zastosowane;j
masy molowej czynnika sieciujacego. Niewielkie roznice w intensywnos$ci wybranych
sygnatdéw moga wynika¢ z réznic w stopniu usieciowania, co z kolei moze wptywaé
na mikromorfologi¢ 1 wtasciwosci fizykochemiczne uzyskanych hydrozeli.

Ponizej, na Rysunku 47, przedstawiono porownawcze widma FT-IR dla probki
575 (matryca polimerowa), syntetycznego hydroksyapatytu (HAp) oraz kompozytu
575 HAp zawierajacego 10% wag. fazy ceramicznej.
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Rysunek 47. Widma FT-IR dla matrycy polimerowej 575, syntetycznego hydroksyapatytu (HAp)
oraz kompozytu 575 _HAp zawierajqcego 10% wag. fazy ceramicznej

Widmo probki HAp (kolor fioletowy) wykazuje charakterystyczne pasma
przypisywane grupom fosforanowym (PO+*"). Najbardziej intensywne sygnaty
obserwowane sg w rejonie ok. 1030 cm™ 1 960 cm™', odpowiadajagce odpowiednio
drganiom rozciggajacym asymetrycznym (vs) oraz symetrycznym (Vi) jonow
fosforanowych. Dodatkowe pasma w zakresie 600—560 cm™ zwigzane sg z drganiami
zginajacymi (v4) PO4+*", rOwniez charakterystycznymi dla tego materiatu [170,250,251].
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Widmo kompozytu 575 HAp (kolor niebieski) zawiera zardwno pasma
charakterystyczne dla matrycy polimerowej 575, jak i dodatkowe sygnaty wynikajace
z obecnosci HAp. Oprocz pasm typowych dla PVP i PVA (w szczego6lnosci w rejonie
~3300 cm™ dla grup —OH oraz ~1720 cm™ dla grup C=0), w widmie tym pojawiaja
si¢ rowniez wyrazne sygnaly w rejonach: ~1030, 960 i 560 cm™, ktore pokrywajg si¢
z pasmami obecnymi w widmie syntetycznego HAp. Ich obecnos¢ w probee
kompozytowej potwierdza skuteczne wprowadzenie fazy ceramicznej do sieci
polimerowej. Brak istotnych przesunig¢ potozenia pasm w widmie kompozytu wzgledem
pasm dla poszczegolnych skladnikéw wskazuje, ze oddziatywania pomie¢dzy matryca
a czastkami HAp maja najprawdopodobniej charakter fizyczny, bez tworzenia nowych
wigzan kowalencyjnych. Jednoczesnie, zachowana wyrazisto§¢ pasm fosforanowych
sugeruje, ze struktura krystaliczna hydroksyapatytu nie ulega modyfikacjom chemicznym
w trakcie procesu sieciowania. Przeprowadzona analiza potwierdza skuteczne osadzenie
HAp w strukturze hydrozelu oraz zachowanie integralno$ci chemicznej
obu komponentéw. Ponizej na Rysunku 48 zaprezentowano analogiczne zestawienie
dla probki otrzymanej z czynnikiem sieciujgcym o masie molowej 700 g/mol.
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Rysunek 48. Widma FT-IR dla matrycy polimerowej 700, syntetycznego hydroksyapatytu (HAp)
oraz kompozytu 700 _HAp zawierajgcego 10% wag. fazy ceramicznej

W przypadku kompozytu 700 HAp zaobserwowano zblizony przebieg widma
FT-IR do wczesniej analizowanej probki 575 HAp. W widmie probki 700 HAp obecne
sa zardbwno charakterystyczne pasma absorpcyjne odpowiadajace funkcjonalnym grupom
matrycy polimerowej, jak 1 wyrazne sygnaly przypisywane drganiom
charakterystycznym dla jonéw fosforanowych obecnych w strukturze HAp. Obserwacje
te rowniez w tym przypadku potwierdzaja skuteczne wprowadzenie fazy ceramiczne;.
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9.5. Skaningowa mikroskopia elektronowa z analizg skladu chemicznego
metoda EDS

W celu oceny morfologii powierzchni oraz potwierdzenia obecno$ci fazy
ceramiczne] w strukturze otrzymanych kompozytéw, przeprowadzono badania przy
uzyciu skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) w potaczeniu z lokalng analizg
sktadu  chemicznego metoda EDS  (Energy  Dispersive  Spectroscopy).
Na Rysunku 49 przedstawiono mikrofotografie powierzchni wybranych kompozytéw,
natomiast na Rysunku 50 zaprezentowano wyniki jakosciowej analizy sktadu
pierwiastkowego, umozliwiajace identyfikacje obecnych w prébcee pierwiastkow.

ZekU

Rysunek 49. Obraz SEM probek polimerowych z czynnikiem sieciujgcycm 575 (a); 700 (b)
oraz materiatow kompozytowych 575 _HAp (c); 700_HAp (d), przy powiekszeniu 2000x

Obrazy probek polimerowych przedstawione na Rysunku 49 a—b ukazujg wptyw
rodzaju zastosowanego czynnika sieciujagcego na morfologi¢ powierzchni materiatu.
W przypadku prébki oznaczonej jako 575 (Rys. 49 a), w ktorej wykorzystano PEGDA
o masie molowej 575 g/mol, powierzchnia charakteryzuje si¢ wyraznie pofaldowana,
nieregularng struktura, z obecno$cig licznych zaglebien o zrdéznicowanej orientacji.
Taka morfologia moze by¢ wynikiem wyzszego stopnia usieciowania,
charakterystycznego dla czynnikow sieciujgcych o krotszej dhugosci tancucha,

111



co skutkuje tworzeniem bardziej zwartej 1 sztywnej sieci polimerowej. Dla probki 700
(Rys 49 b), zawierajacej PEGDA o wyzszej masie molowej (700 g/mol), powierzchnia
jest bardziej jednorodna, z mniejsza liczbg wyraznych deformacji. Tego typu morfologia
moze $wiadczy¢ o nizszej gestosci usieciowania, co jest zgodne z wilasciwosciami
dlugotancuchowych czynnikéw sieciujacych. Dluzsze segmenty PEGDA prowadza
zazwycza] do luzniejszego przestrzennego uporzadkowania tancuchow polimerowych
i bardziej jednorodnej struktury, ktéra wykazuje ograniczong podatno$¢ na kurczenie
1 deformacje powierzchniowe [252-254].

Obecno$¢ hydroksyapatytu w probkach kompozytowych (Rys. 49 ¢ — 575 HAp;
Rys. 49 d — 700 HAp) prowadzi do wyraznej zmiany morfologii powierzchni
w poroOwnaniu z probkami zawierajacymi wylacznie matrycg¢ polimerowa.
W obu przypadkach widoczna jest wyrazna porowato$¢ oraz struktura o charakterze
gabczastym, co wskazuje na modyfikacj¢ sieci polimerowej w wyniku wprowadzenia
fazy nieorganicznej. Ponizej na Rysunku 50 zaprezentowano zestawienie obrazéw SEM
wraz z analizg sktadu pierwiastkowego metodg EDS.
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Rysunek 50. Zestawienie obrazow SEM wraz z analizq sktadu pierwiastkowego metodg EDS
dla probek 575 (a); 575 HAp (b); 700 (c); 700 _HAp (d), przy powiekszeniu 2000x

Analiza sktadu pierwiastkowego probek metoda EDS, przedstawiona na Rysunku
50, pozwala na jednoznaczne potwierdzenie obecno$ci hydroksyapatytu w kompozytach
575 HAp 1 700 HAp. W widmach odpowiadajacych tym probkom (Rys. 50b i d)
zarejestrowano wyrazne sygnaly pochodzace od fosforu (P) oraz wapnia (Ca) —
pierwiastkow charakterystycznych dla fazy ceramicznej. Ich obecnos¢ wskazuje
na skuteczne wprowadzenie HAp do matrycy polimerowej oraz jego przestrzenng
integracje z siecig hydrozelowa. W probkach referencyjnych (Rys. 50a i c), zawierajacych
wytacznie uktad PVP/PVA z odpowiednim czynnikiem sieciujgcym, zidentyfikowano
jedynie pierwiastki wegla 1 tlenu, co jest zgodne z oczekiwanym sktadem matrycy

organiczne;j.
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9.6. Analiza wlasciwosci biologicznych

Nastgpnie, w celu oceny wlasciwosci biologicznych otrzymanych materiatow
kompozytowych, przeprowadzono badania in vitro obejmujace dwie analizy:
test cytotoksycznosci MTT oraz oznaczenie poziomu aktywacji szlaku zapalnego NF-«xB.
Test MTT umozliwit oceng¢ wplywu materiatow na zywotnos¢ komorek, natomiast
analiza aktywnos$ci NF-xB pozwolita na okreslenie potencjalnego dziatania prozapalnego
badanych uktadéw, poprzez pomiar odpowiedzi komorkowej zwigzanej z tym szlakiem

sygnalizacyjnym.
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Rysunek 51. Ocena cytotoksycznosci metodg MTT (a) oraz aktywnosci prozapalnej
poprzez oznaczenie poziomu aktywacji szlaku NF-xB (b)

Wyniki testu MTT (Rysunek 51 a) przedstawiono wzglgdem kontroli K; (warto$¢
odniesienia: 100%). Badanie przeprowadzono dla wariantu zawierajacego czynnik
sieciujgcy o masie molowej 700 g/mol. Dla prébki zawierajacej wylacznie matryce
polimerowa (probka 700) odnotowano wysoki poziom zywotno$ci komorek, wynoszacy
99,4 + 1,2%, co $wiadczy o bardzo dobrej tolerancji biologicznej materiatu i braku efektu
cytotoksycznego. W przypadku kompozytu zawierajacego 10% wag. hydroksyapatytu
(700_HAp), zywotnos¢ komorek utrzymata si¢ rowniez na wysokim poziomie (94,5 +
1,4%), co potwierdza, ze wprowadzenie fazy ceramiczne] nie wywiera istotnie
negatywnego wplywu na metabolizm komoérkowy. Dla poréownania, w kontroli
pozytywnej (K;), w ktorej zastosowano czynnik o udokumentowanym dzialaniu
cytotoksycznym (2% roztwor nadtlenku wodoru), odnotowano gwattowny spadek
zywotnos$ci komorek do poziomu 7,76%, co potwierdza prawidlowe dziatanie testu 1 jego
czutos¢.

Uzyskane wyniki wskazuja jednoznacznie, ze zaro6wno matryca PVP/PVA,
jak 1 jej kompozytowa forma z HAp charakteryzuja si¢ wysoka biozgodnoscia,
co predysponuje je do dalszych zastosowan w obszarze biomateriatéw przeznaczonych
do kontaktu z tkankami biologicznymi. Zgodnie z kryteriami normy ISO 10993-5,
za materialy cytotoksyczne uznaje si¢ te, ktore powoduja spadek zywotnosci komoérek
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ponizej 70% w poréwnaniu z kontrolg negatywna. Zaro6wno probka polimerowa,
jak 1 kompozytowa wykazaly zywotnos¢ istotnie przekraczajaca ten prog (odpowiednio
99,4% 194,5%), co jednoznacznie klasyfikuje je jako materiaty niecytotoksyczne zgodnie
z obowigzujacymi standardami biokompatybilnosci.

Aktywno$¢ prozapalng badanych materiatbw oceniono poprzez oznaczenie
poziomu aktywacji szlaku sygnalizacyjnego NF-kB. Wyniki zestawiono wzglgdem
dwoch kontroli: K - (komorki nie stymulowane) oraz Ko, w ktorej zastosowano silny
czynnik zapalny PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) w stezeniu 100 ng/mL.
W przypadku K> odnotowano intensywna aktywacje szlaku NF-kB, odpowiadajaca
wartosci 1,95, co potwierdza prawidlowa reakcje uktadu testowego na bodziec zapalny.
Dla probki zawierajacej wylacznie matryce polimerowa (700) poziom aktywacji NF-xB
wynidst 0,081, natomiast dla kompozytu z dodatkiem 10% HAp (700 _HAp) odnotowano
nieco wyzszg wartos¢: 0,179. Obie wartoSci pozostaja znaczaco nizsze
od poziomu obserwowanego dla kontroli zapalnej, co wskazuje na brak istotnej
aktywnos$ci prozapalnej testowanych materialdéw. Pomimo ze dodatek hydroksyapatytu
prowadzil do umiarkowanego wzrostu odpowiedzi NF-kB w pordéwnaniu do same;j
matrycy polimerowej, uzyskane wartos$ci nadal mieszczg si¢ w zakresie uznawanym za
nieindukujacy odpowiedzi zapalnej. Tym samym, wyniki te potwierdzaja dobra
tolerancj¢ immunologiczng opracowanych kompozytow i ich potencjalng przydatnosé

w zastosowaniach biomedycznych.

9.7. Podsumowanie cze$ci II — material kompozytowy

W drugiej czesci pracy skoncentrowano si¢ na opracowaniu i charakterystyce
materiatow kompozytowych. Punktem wyjscia do dalszych prac badawczych
bylo wytypowanie odpowiedniego sktadnika fazy organicznej. Na podstawie analizy
literatury jako bazowy material matrycy polimerowej wybrano poliwinylopirolidon,
wykazujacy dobra biozgodno$¢ oraz korzystne wlasciwosci  przetworcze.
W poczatkowym etapie badan wykazano, ze wzrost stezenia PVP prowadzi do istotnego
ograniczenia szybkosci sedymentacji czastek HAp, co zwigzane jest z podwyzszeniem
lepkosci uktadu 1 mozliwym oddzialywaniem adsorpcyjnym pomiedzy czastkami fazy
ceramicznej a polimerem. Jako optymalne stezenie polimeru dla dalszej syntezy przyjeto
15%, co zapewniato wysokg stabilno$¢ zawiesiny bez nadmiernego zuzycia surowcow.
W dalszym etapie opracowano uklad fotopolimeryzujacy, uwzgledniajac rozne warianty
czynnika sieciujacego (PEGDA o masie molowej 250, 575 1 700 g/mol)
oraz dwa fotoinicjatory. Najlepsze rezultaty w zakresie ciagtosci strukturalnej,
jednorodnosci 1 efektywnosci sieciowania uzyskano dla uktadéw zawierajacych PEGDA
575 1 700 g/mol w potaczeniu z 2-hydroksy-2-metylopropiofenonem. Na tej podstawie
wybrano sze$¢ optymalnych kompozycji do dalszych etapow badan.

Kolejnym etapem byla analiza zdolnosci sorpcyjnych kompozytow z réznym
udzialem hydroksyapatytu (0-20% wag.). Wykazano wyrazny spadek wspolczynnika
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pecznienia wraz ze wzrostem zawarto§ci HAp, co przypisano ograniczeniu udziatu
hydrofilowej fazy polimerowej oraz zaburzeniom w strukturze sieci. Kompozycje
zawierajace 20% HAp nie ulegaly skutecznemu utwardzeniu, natomiast w przypadku
10% 1 15% odnotowano problemy z integralno$cia strukturalng, w szczegdlnos$ci
po inkubacji w srodowisku wodnym. Na tej podstawie do dalszej optymalizacji wybrano
dwie kompozycje zawierajace 10% fazy ceramiczne;.

Aby poprawi¢ stabilno$¢ strukturalng materialow, zaproponowano modyfikacje
matrycy poprzez wprowadzenie alkoholu poliwinylowego. Opracowano nowa
formulacj¢ PVP/PVA z dodatkiem 10% HAp, ktéra poddano analizie sorpcyjnej
w réznych mediach (woda destylowana, SBF, ptyn Ringera). Uzyskane wyniki wykazaty
znaczng poprawe odpornosci na degradacje hydrozelu, a wszystkie probki utrzymaty
integralno$¢ strukturalng przez 72 godziny inkubacji. Jednocze$nie wartoSci
wspotczynnika pecznienia wzrosty w  poréwnaniu z wcze$niejszymi seriami,
co potwierdzito skuteczno$¢ zastosowanej modyfikacji.

Dalsza charakterystyka ATR FT-IR potwierdzita obecnos¢ komponentow
polimerowych oraz hydroksyapatytu w otrzymanych kompozytach. Widma wykazaty
brak istotnych przesuni¢¢ pasm, co sugeruje, ze oddziatywania migdzyfazowe maja
gléwnie charakter fizyczny, bez tworzenia nowych wigzan kowalencyjnych. Wyniki
te zostaly potwierdzone takze badaniami SEM/EDS, w ktorych uwidoczniono zmiany
morfologiczne wynikajace z obecnosci HAp oraz jednoznacznie potwierdzono obecno$¢
pierwiastkow wapnia i fosforu w strukturze materiatu.

Ostatecznie przeprowadzono ocen¢ wilasciwosci biologicznych opracowanych
kompozytow. W tescie MTT probki wykazaly wysoki poziom zywotnosci komorek
(ponad 94%), co klasyfikuje je jako materialy niecytotoksyczne zgodnie z normag
ISO 10993-5. Z kolei ocena aktywnosci zapalnej (NF-xB) nie wykazata istotnej indukcji
szlaku sygnalizacyjnego, potwierdzajac dobra tolerancj¢ immunologiczna.

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze opracowane materialy
kompozytowe oparte na matrycy PVP/PVA z dodatkiem 10% hydroksyapatytu
charakteryzuja si¢ korzystnymi wlasciwosciami  strukturalnymi, sorpcyjnymi
oraz biologicznymi i stanowig baze do dalszych analiz w niniejszej pracy badawczej.
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Rysunek 52. Schemat podsumowania czesci I — materiat kompozytowy
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10. Czes¢ III- MODYFIKACJA MATERIALOW KOMPOZYTOWYCH
KOLAGENEM

10.1. Spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera

W poprzednim etapie badan opracowano i szczegdtowo scharakteryzowano
kompozyty ceramiczno-polimerowe oparte na matrycy PVP/PVA z dodatkiem
hydroksyapatytu. Uzyskane wyniki jednoznacznie potwierdzity ich wysoka biozgodnos¢,
odpowiednie wlasciwosci sorpcyjne, stabilno$¢ strukturalng oraz brak efektu
cytotoksycznego, co stanowi podstawe¢ do dalszych prac nad funkcjonalizacjg tych
uktadow.

Zgodnie z aktualnym stanem wiedzy 1 doniesieniami literaturowymi,
w kontek$cie zastosowan biomaterialdow w inzynierii i chirurgii regeneracyjnej tkanek
zasadne wydaje si¢ wzbogacenie opracowanego systemu o skladnik pochodzenia
biologicznego np. kolagen. Jest to biatko strukturalne o kluczowym znaczeniu
fizjologicznym, stanowigce dominujagcy skladnik macierzy pozakomoérkowej
i wykazujace wyjatkowe wiasciwosci bioindukcyjne, sprzyjajace adhezji, migracji
oraz proliferacji komorek. Wiaczenie kolagenu do kompozytu moze dodatkowo poprawic
jego wilasciwosci biologiczne, w tym integracje z otaczajacg tkanka oraz zdolno$¢
do stymulowania proces6w naprawczych [255-259].

W niniejszej czg$ci pracy podjeto probe modyfikacji wybranych materiatéw
kompozytowych poprzez dodatek kolagenu, z jednoczesnga ocena jego wpltywu
na strukture oraz wlasciwosci fizykochemiczne zmodyfikowanych ukladow
kompozytowych. Wprowadzenie kolagenu do struktury materiatu kompozytowego
zrealizowano w postaci hydrolizatu kolagenu, ze wzgledu na jego dobrg rozpuszczalnos¢
w S$rodowisku wodnym, wysoka bioresorbowalno$¢ oraz zachowane wtasciwosci
bioaktywne przy jednoczesnej zdolnosci do tatwego inkorporowania w sie¢ hydrozelow3.
Hydrolizat kolagenu zawiera niskoczasteczkowe peptydy, ktore zachowuja aktywno$¢
biologiczna charakterystyczng dla natywnego kolagenu, a jednoczesnie nie wykazuja
tendencji do tworzenia wldknistych struktur mogacych zaburzaé proces sieciowania.
Taka forma kolagenu pozwala rowniez na réwnomierne rozproszenie w matrycy
1 potencjalne tworzenie korzystnych interakcji migdzyfazowych [260-264].

Aby okresli¢ optymalny poziom modyfikacji, przeprowadzono seri¢ syntez
z zastosowaniem zawartosci hydrolizatu kolagenu na poziomie 10%, 20%, 30% oraz 40%
wag. wzgledem fazy polimerowej. Zastosowano dwa rodzaje hydrolizatu: kolagen
pochodzenia rybiego oraz wolowego. Na podstawie obserwacji wizualnych
oraz oceny ciaglosci 1 stabilnos$ci strukturalnej po procesie fotopolimeryzacji,
stwierdzono, ze w obu przypadkach kompozyty zawierajace 40% kolagenu ulegaly
dezintegracji, co uniemozliwiato ich dalszg charakterystyke. W zwigzku z tym, 30%
zawarto$¢ kolagenu uznano za maksymalng, przy ktérej uzyskiwano stabilne, integralne
1 jednorodne materiaty.
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W celu potwierdzenia skutecznego wbudowania kolagenu w strukture materiatow
kompozytowych, przeprowadzono analiz¢ spektroskopowa FT-IR, pozwalajaca
na identyfikacje¢ charakterystycznych pasm absorbcyjnych przypisanych obecnosci grup
funkcyjnych pochodzacych z peptydow kolagenowych. Tabela 18 przedstawia
szczegblowy sklad opracowanych kompozytow zmodyfikowanych kolagenem,
przy czym kazda kompozycja zawiera podstawowy sktad polimerowy wytypowany
we wczesniejszych etapach badawczych (3 ml 15% roztworu PVP, 7 ml 5% roztworu
PVA, 2 ml czynnika sieciujacego 575 g/mol lub 700 g/mol oraz 0,05 ml fotoinicjatora
2-hydroksy-2metylo-propiofenonu).

Dla uproszczenia dalszej prezentacji wynikow zastosowano skrocone oznaczenia
probek odnoszace si¢ do stosowanych parametréw zmiennych:

e liczba 575 lub 700 odnosi si¢ do rodzaju zastosowanego czynnika sieciujacego

(PEGDA o masie molowej odpowiednio 575 Iub 700 g/mol),

e skrot HAp oznacza obecnos$¢ 10% wag. hydroksyapatytu jako fazy ceramiczne;,
e dopisek Kol-r wskazuje na dodatek hydrolizatu kolagenu rybiego (30% wag.),
e dopisek Kol-w — na obecno$¢ hydrolizatu kolagenu wotowego (30% wag.).

Na przyktad: 700 HAp/Kol-w to probka zawierajaca PEGDA 700, 10% HAp

oraz 30% kolagenu wotowego.

Tabela 18. Sktad materialow kompozytowych zmodyfikowanych hydrolizatem kolagenu
Kolagen rybi,

HAp, Y%wag. o Kolagen wolowy, %owag. Oznaczenie probki
o wag.
- - - 575 HAp
10 30 - 575 HAp/Kol-r
10 - 30 575 HAp/Kol-w
- - - 700 HAp
10 30 - 700 HAp/Kol-r
10 - 30 700_HAp/Kol-w

Ponizej zaprezentowano wyniki analizy FT-IR przeprowadzonej w celu
potwierdzenia  obecnosci  kolagenu = w  zmodyfikowanych  kompozytach.
Na Rysunku 53 zestawiono widma dwoch zastosowanych hydrolizatéw kolagenowych —
rybiego (linia czerwona) oraz wotowego (linia niebieska), z zaznaczonymi
charakterystycznymi pasmami amidowymi, typowymi dla struktury biatkowe;.
Natomiast Rysunek 54a oraz 54b przedstawiaja widma odpowiednio probki 575 HAp
1 700 HAp oraz ich modyfikowanych wariantow 2z dodatkiem kolagenu
(Kol-r oraz Kol-w), co umozliwia bezposrednie poréwnanie i ocen¢ wbudowania

sktadnika biatkowego do struktury kompozytu.
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Rysunek 53. Zestawienie widm FT-IR hydrolizatow kolagenowych: rybi (linia czerwona),;
wotowy (linia niebieska)

Analiza widm FT-IR przedstawionych na Rysunku 53 pozwala na identyfikacje
charakterystycznych pasm absorpcyjnych zwigzanych z obecno$cig grup funkcyjnych
typowych dla struktur biatkowych w badanych hydrolizatach kolagenowych. Zar6wno
dla kolagenu rybiego (linia czerwona), jak 1 wolowego (linia niebieska) zarejestrowano
wyrazne pasma odpowiadajace wigzaniom amidowym, ktore stanowig cecheg
charakterystyczng peptydowego szkieletu biatek. W zakresie 1650-1600 cm™
obserwowane sg pasma amidowe I, zwigzane z drganiami rozciggajacymi wigzan C=0
w strukturze amidowe;j. Z kolei pasma amidowe II, widoczne w rejonie 1550-1530 cm™,
odpowiadaja gtéwnie drganiom zginajacym grup —NH oraz drganiom rozciggajacym
wigzan C-N. Obecnos¢ tych sygnatow $wiadczy o zachowaniu struktury biatkowe;j
w analizowanych probkach. W nizszym zakresie, okoto 1235-1200 cm™,
zaobserwowano pasma amidowe III, zwigzane z kombinacjg drgan C—N 1 6(N-H),
typowych dla struktur kolagenowych. Dodatkowo, w rejonie 2930-2850 cm™* widoczne
sg pasma zwigzane z drganiami rozciggajagcymi grup metylowych (—CHz oraz —CHs),
potwierdzajace obecno$¢ tancuchow alifatycznych w strukturze bialtka. Intensywnos¢
oraz polozenie pasm dla kolagenu rybiego i wotowego sa zblizone, cho¢ rdznice
w ksztalcie oraz wzglgdnej intensywnosci moga wynika¢ z odmienno$ci w stopniu
hydrolizy, strukturze czasteczek oraz pochodzeniu surowca. Zidentyfikowane
pasma absorpcyjne charakterystyczne dla struktur biatkowych zostaly przedstawione
rowniez w pracach badawczych innych autorow, potwierdzajac ich zgodnos¢ z typowym
profilem  widmowym  kolagenu oraz poprawno$¢ uzyskanych  wynikow
spektroskopowych [265-268].
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Rysunek 54. Zestawienie widm FT-IR probek kompozytowych po modyfikacji kolagenem
rybim (Kol-r) i wotowym (Kol-w) seria 575

Wyniki analizy spektroskopowej zaprezentowane na Rysunku 54 jednoznacznie
potwierdzaja obecno$¢ kolagenu w strukturze zmodyfikowanych materialow
kompozytowych z serii 575. Widmo prébki referencyjnej (575 HAp), pozbawionej
dodatku kolagenu, charakteryzuje si¢ zestawem pasm odpowiadajacych gléwnym
sktadnikom matrycy polimerowej oraz fazie ceramicznej, m.in. pasmem rozciagajacym
grup C-H (~2910 cm™), karbonylowym C=0O (~1720 cm™), a takze sygnatami
przypisanymi grupom CN 1 CO (~1083 cm™) oraz grupom fosforanowym PO4*" (~560—
600 cm™), charakterystycznymi dla hydroksyapatytu. Wprowadzenie kolagenu rybiego
(575 _HAp/Kol-r) 1 wolowego (575 HAp/Kol-w) prowadzi do pojawienia
si¢ dodatkowych sygnaléw charakterystycznych dla struktur biatkowych. Najbardziej
wyrazne sg pasma w zakresie 3300-3400 cm™! (wigzania —OH oraz amidowe I), 1640—
1660 cm™ (pasm amidowych I — drgania rozciggajace C=0) oraz 1530-1550 cm™
(pasm amidowych II — drgania zginajace N—H 1 rozciagajace C—N), ktdre nie wystepuja
lub sa znacznie mniej intensywne w probce niemodyfikowanej. Ich obecnos¢ wskazuje
na skuteczne wbudowanie biatkkowego komponentu w strukture hydrozelu. W widmach
probek z kolagenem obserwuje si¢ takze wzrost intensywnosci pasm zwigzanych
z grupami funkcyjnymi bialek oraz ich cze$ciowe przesunigcia wzgledem pasm
referencyjnych. Zjawisko to moze sugerowa¢ oddziatywania pomigdzy strukturg
polimerow3 a kolagenem — najprawdopodobniej o charakterze fizycznym np. sie¢ wigzan
wodorowych. Zidentyfikowane pasma absorpcyjne, charakterystyczne dla struktur

biatkowych, zostaty rowniez opisane w literaturze w konteks$cie oznaczania obecnos$ci
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kolagenu w ztozonych uktadach biomaterialowych, co spdjnos¢ uzyskanych wynikow
z danymi literaturowymi [269,270].

— 700_HAp
— 700_HAp/Kol-r
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Rysunek 55. Zestawienie widm FT-IR probek kompozytowych po modyfikacji kolagenem
rybim (Kol-r) i wotowym (Kol-w) seria 700

Widma FT-IR zaprezentowane na Rysunku 55 dotycza kompozytow opartych
na PEGDA o masie molowej 700 g/mol (700 HAp) oraz ich odpowiednikow
zmodyfikowanych kolagenem rybim (700 _HAp/Kol-r) i wotowym (700 _HAp/Kol-w).
Podobnie jak w serii 575, réwniez tutaj zaobserwowano pojawienie
si¢ charakterystycznych pasm absorpcyjnych odpowiadajacych strukturom biatkowym,
w tym wyraznych sygnatow amidowych (I, II 1 III), co jednoznacznie potwierdza
skuteczne wbudowanie kolagenu do struktury sieci polimerowej. Obecno$¢ pasm
pochodzacych od grup PO+*~ oraz sygnatow charakterystycznych dla uktadu PVP/PVA
réwniez potwierdza zachowanie integralnosci chemicznej komponentow bazowych
kompozytu. Podsumowujac, analiza FT-IR jednoznacznie potwierdza, ze zastosowana
modyfikacja umozliwia skuteczne wprowadzenie 30% wag. kolagenu do matrycy
hydrozelowej bez zakiocania jej struktury chemiczne;.

10.2. Analiza zdolnoSci sorpcyjnych

W dalszym etapie badan dokonano oceny wilasciwosci sorpcyjnych
zmodyfikowanych materiatow kompozytowych zawierajacych 30% wag. kolagenu.
Celem analizy byto okreslenie wptywu obecnosci skladnika biatkowego na zdolno$¢
badanych ukladow do absorpcji ptyndéw, co stanowi istotny parametr funkcjonalny
w kontek$cie biomaterialdéw przeznaczonych do zastosowan w inzynierii i medycynie
regeneracyjnej. Zdolno$¢ do pecznienia wpltywa bezposrednio na wiasciwosci

122



transportowe materiatu, jego zdolnos¢ do tworzenia wilgotnego mikrosrodowiska
sprzyjajacego procesom regeneracyjnym oraz potencjalng mozliwo$¢ inkorporacji
1 uwalniania substancji bioaktywnych. Badania przeprowadzono w warunkach statyczne;j
inkubacji w trzech r6znych mediach: wodzie destylowanej, sztucznym plynie ustrojowym
SBF oraz ptynie Ringera, stanowigcych odwzorowanie warunkéw Srodowiska
fizjologicznego. Takie podej$cie umozliwia bardziej kompleksowa ocen¢ zachowania
materiatdw w obecno$ci zwigzkéw jonowych o réznym skladzie i stezeniu. Otrzymane

wyniki wspolczynnika pgcznienia w funkcji czasu zostaly zestawione na Rysunku 56.
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Rysunek 56. Zdolnosé sorpcyjna materiatow kompozytowych w wodzie destylowanej (a),
ptynie SBF (b) oraz ptynie Ringera (c)

Na podstawie uzyskanych wynikéw we wszystkich analizowanych przypadkach
zaobserwowano stopniowy wzrost wspoOlczynnika pecznienia w czasie inkubacji,
osiggajacy warto$ci maksymalne po 72 godzinach. Najwyzsze zdolno$ci sorpcyjne
uzyskano w wodzie destylowanej. Dla probek inkubowanych w ptynie SBF 1 ptynie
Ringera (zawierajacych jony Ca**, Na*, Cl-, PO+* 1 inne), wspotczynniki pecznienia byty
nizsze, co potwierdza wptyw jondw na zmniejszenie gradientu osmotycznego 1 mozliwe
oddziatywania jonéw z matrycg polimerowa, ktére moga czesciowo ograniczac ekspansje
siect hydrozelowej.

W warunkach inkubacji w wodzie destylowanej wszystkie badane kompozyty
wykazaly systematyczny wzrost wspoOtczynnika pecznienia w czasie, o0siagajac
po 72 godzinach warto$ci mieszczace si¢ w zakresie 2,6-3,1 g/g. Najwyzsze wlasciwosci
sorpcyjne wykazywaty probki zawierajace kolagen wolowy
(575_HAp/Kol-w oraz 700 HAp/Kol-w), niezaleznie od zastosowanego czynnika
sieciujgcego. Efekt ten moze wynika¢ z obecnosci dodatkowych grup hydrofilowych
w strukturze kolagenu (gtownie —OH, —COOH, —NH:), ktére zwickszaja zdolnos¢
materialu do wigzania wody. Zaobserwowano réwniez, ze dla wszystkich probek
modyfikowanych kolagenem wolowym wartosci pgcznienia byty nieznacznie wyzsze niz
dla prébek z kolagenem rybim, co moze by¢ zwigzane z roznicami w strukturze
czasteczkowej zwigzanej z jego pochodzeniem. Pordéwnanie probek bazowych
(bez dodatku kolagenu) wykazato nieco wyzszy stopien pecznienia dla kompozytow
zawierajacych PEGDA o masie czasteczkowe] 575 g/mol w poréwnaniu
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do serii z PEGDA 700 g/mol, co mozna ttumaczy¢ wigkszg gesto$cig usieciowania
oraz lepsza retencja medium.

W  przypadku inkubacji w symulowanym ptynie ustrojowym (SBF)
zaobserwowano analogiczne tendencje jak dla wody destylowanej, jednakze warto$ci
wspotczynnika pecznienia byly nieznacznie nizsze, zazwyczaj o 0,2—0,3 g/g. Obnizenie
chlonnos$ci mozna przypisa¢ obecnosci jonow (m.in. Ca**, Mg?*, HCOs"), ktore oddziatuja
z grupami funkcyjnymi hydrozeli, ograniczajac ich zdolno$¢ do wigzania czasteczek
ptynu. Pomimo to, probki zawierajace kolagen, a zwlaszcza te z kolagenem wotowym,
utrzymywaty wysoka zdolno$¢ pecznienia, co potwierdza wpltyw tego skladnika
na wihasciwosci modyfikowanych kompozytow. Najnizsze wartosci wspodiczynnika
pecznienia odnotowano dla prébek inkubowanych w plynie Ringera, zawierajacym
wyzsze stezenia jonoOw sodowych i chlorkowych, ktére moga wplywac¢ na zdolnos¢
do wigzania wody. Pomimo pewnych réznic obserwowana tendencja pozostaje
niezmienna — dodatek kolagenu, szczegodlnie wolowego, przyczynia si¢ do wyraznego
zwigkszenia wlasciwosci sorpcyjnych w pordéwnaniu do probek kontrolnych.
W tym $rodowisku réznice miedzy kompozytami zawierajagcymi PEGDA 575 g/mol
oraz 700 g/mol byly mniej wyrazne, co moze $wiadczy¢ o dominujagcym wplywie
komponentu biatkowego na zdolno§¢ do absorpcji wody w warunkach zblizonych
do fizjologicznych. Przeprowadzona analiza jednoznacznie wykazata, ze wprowadzenie
30% wag. kolagenu do struktury kompozytow, niezaleznie od jego pochodzenia, istotnie
poprawia ich wlasciwosci sorpcyjne.

10.3. Badania inkubacyjne w warunkach in vitro

W ramach dalszej charakterystyki opracowanych kompozytéw przeprowadzono
badanie inkubacyjne w warunkach in vitro, majace na celu oceng stabilnosci materiatow
w srodowiskach o r6znym sktadzie jonowym oraz potencjalnych oddzialywan pomigdzy
strukturg hydrozelu a medium inkubacyjnym. Probki poddano analizie inkubacyjnej
przez okres 14 dni umieszczajac je odpowiednio w trzech réznych ptynach: wodzie
destylowanej, sztucznym ptynie ustrojowym (SBF) oraz ptynie Ringera,
odwzorowujacych  warunki fizjologiczne. Kazde =z zastosowanych mediow
rozni si¢ skltadem jonowym 1 stopniem zbuforowania, co pozwala na obserwacj¢
zachowania materialow w S$rodowiskach o odmiennym potencjale oddzialywania
chemicznego. Analiza zmian pH w trakcie inkubacji umozliwia okre$lenie stabilno$ci
chemicznej kompozytu, mozliwej biodegradacji oraz wystepujacej wymiany jonowej
zachodzacej w badanym uktadzie. Badaniu poddano probki w postaci krazkoéw, kazdy
o masie 2 g. Uzyskane wyniki zaprezentowano odpowiednio na Rysunkach 57 - 59.
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Rysunek 58. Wyniki badan inkubacyjnych przeprowadzonych w ptynie SBF':
seria 575 (a) oraz seria 700 (b)
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Rysunek 59. Wyniki badan inkubacyjnych przeprowadzonych w plynie Ringera:
seria 575 (a) oraz seria 700 (b)

We wszystkich analizowanych ukladach zaobserwowano wyrazng tendencje
do obnizania pH w obecnosci probek zawierajacych dodatek kolagenu, zarowno rybiego
(Kol-r), jak 1 wolowego (Kol-w). Zjawisko to moze by¢ bezposrednio zwigzane
z charakterem zastosowanej formy kolagenu — hydrolizatoéw, ktore sktadaja
si¢ z niskoczgsteczkowych peptydow oraz wolnych aminokwasow. W trakcie inkubacji
mozliwe jest ich stopniowe uwalnianie z matrycy hydrozelowej do otaczajgcego
srodowiska, co skutkuje lokalnym wzbogaceniem medium w grupy karboksylowe
oraz aminowe. Grupy te, szczegOlnie w formie zjonizowanej, moga prowadzié
do zakwaszenia §rodowiska, przesuwajac odczyn pH w kierunku bardziej kwasnym.
Efekt ten byl obserwowany niezaleznie od rodzaju medium inkubacyjnego, co wskazuje
na uniwersalny charakter zachodzacych procesow wymiany jonowej i uwalniania
sktadnikow organicznych z wnetrza kompozytu. Cho¢ wartosci pH pozostawaty
w zakresie tolerowanym przez uktady fizjologiczne, zauwazalna rdznica w porownaniu
do prébek niezawierajacych kolagenu sugeruje, ze komponent biatkowy wywiera istotny
wptyw na mikrosrodowisko materiatu. Co istotne, poziom obnizenia pH byl najbardzie;
widoczny w warunkach inkubacji w wodzie destylowanej, co moze wynikac
z braku zdolnosci buforujacych tego medium i wigkszej wrazliwosci na obecno$é
zwigzkéw kwasowych. Z kolei w plynach fizjologicznych, takich jak SBF i Ringera,
naturalna zawarto$¢ jonow buforujacych ograniczata skalg¢ obserwowanych zmian,
cho¢ tendencja do zakwaszenia byta nadal wyrazna.
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Uzyskane wyniki wykazaly, ze spadek pH w prébkach zawierajacych kolagen
miesci si¢ w zakresie charakterystycznym dla warunkow fizjologicznych. Umiarkowane
zakwaszenie S$rodowiska moze byc¢ interpretowane jako skutek kontrolowanego
uwalniania hydrolizatéw kolagenowych z wnetrza matrycy kompozytowej.
Z kolei obecnos¢ uwolnionych peptydéw i aminokwaséw w medium moze wspierac
procesy regeneracyjne, w tym stymulacje komodrek 1 przebudowe macierzy
zewnatrzkomoérkowej. Tym samym, uzyskane wyniki nie tylko potwierdzaja stabilno$¢
chemiczng badanych materiatow, ale rowniez wskazuja na ich potencjalne wtasciwosci
bioaktywne, istotne z punktu widzenia zastosowan w inzynierii tkankowe;.
Warto réwniez podkresli¢, ze po zakonczeniu 14-dniowej inkubacji wszystkie
analizowane kompozyty zachowaty integralnos$¢ strukturalng — nie zaobserwowano ich
dezintegracji, powstawania defektow powierzchniowych ani widocznych ubytkow
materiatu. Swiadczy to o wysokiej stabilnosci fizykochemicznej opracowanych uktadow
w warunkach zblizonych do srodowiska fizjologicznego. W ramach oceny zachowania
materialdw o zrdéznicowanej geometrii przeprowadzono rowniez inkubacje probek
o roznych ksztattach. Wszystkie materialy zachowaly integralno$¢ strukturalng
po inkubacji, a ich przykladowe zdjecia przedstawiono na Rysunku 60. Nalezy
zaznaczy¢, ze do oceny iloSciowej wykorzystano wylacznie probki o ujednoliconym

ksztatcie (krazki, kazdy o masie 2 g) co zapewnito porownywalno$¢ wynikow.

Rysunek 60. Przykiadowe zdjecia materiatow kompozytowych modyfikowanych kolagenem
po analizie inkubacyjnej (probka 700 _HAp/Kol-w)
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10.4. Ocena zwilzalnoS$ci powierzchni

W dalszej czesci pracy dokonano oceny zwilzalno$ci powierzchni otrzymanych
materiatow kompozytowych, co stanowi istotny parametr w kontekscie ich potencjalnych
zastosowan biomedycznych. Wiasciwosci zwilzania powierzchni wplywajg na interakcje
materiatu z ptynami ustrojowymi oraz komorkami, determinujgc m.in. adhezje, migracje
1 r6znicowanie komorek. W celu oceny tego parametru przeprowadzono pomiar katow
zwilzania dla probek kompozytowych z wykorzystaniem dwoch cieczy testowych:
wody destylowanej oraz dijodometanu (DJM). Uzyskane wyniki zaprezentowano
na Rysunku 61 oraz Tabeli 19-20.
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Rysunek 61. Wyniki analizy zwilzalnosci powierzchni wodg i dijodometanem:
seria 575 (a) oraz seria 700 (b)

Tabela 19. Swobodna energia powierzchniowa oraz jej sktadniki polarne i dyspersyjne
wyznaczone dla badanych kompozytow

) Skladnik Skladnik Calkowita swobodna energia
Oznaczenie ] . ]
L polarny, dyspersyjny, powierzchniowa,
probki

mJ/m? mJ/m? mJ/m?
575 1,57 37,39 38,96
575 HAp 20,05 31,19 38,96
575 _HAp/Kol-r 21,28 26,59 47,87
575 HAp/Kol-w 18,71 33,74 52,45
700 3,00 59,63 62,63
700 HAp 1,69 42,87 44,56
700 _HAp/Kol-r 14,90 29,74 44,64
700 _HAp/Kol-w 20,07 31,70 51,77
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Tabela 20. Zwilzalno$¢ materialow kompozytowych cieczg polarna

. I Przykladowe zdjecie kropli Kat zwilzania
Oznaczenie probki . .
(ciecz polarna) (ciecz polarna)
N ‘L -
I
[ |
o ‘ o
I
I
700 HAp/Kol-r ) 60,70
700 HAp/Kol-w 50,90
I

Wiasciwosci powierzchniowe biomateriatlow, w tym zwilzalno$¢ 1 swobodna
energia powierzchniowa, stanowig kluczowe parametry w kontekscie ich potencjalnych
zastosowan w inzynierii tkankowej 1 implantologii. W szczeg6lnosci, zwilzalno$é
decyduje o zdolno$ci materiatu do wchodzenia w kontakt z cieczami biologicznymi
oraz wptywa na adhezj¢ 1 rozprzestrzenianie si¢ komorek na jego powierzchni. Istotnym
wskaznikiem zwilzalnos$ci jest kat zwilzania — warto$¢, ktora okresla kat utworzony
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pomiedzy kropla cieczy a powierzchnig stata. Przyjmuje si¢, ze materialy wykazujace
kat zwilzania ponizej 90° sg hydrofilowe, co oznacza ich dobra zdolnos¢ do bycia
zwilzanymi przez ciecze polarne (np. wode). Natomiast wartosci powyzej 90° wskazuja
na hydrofobowos$¢, czyli stabg interakcje¢ z fazg cieklg polarng [271-273]. Hydrofilowos$¢
materiatu jest pozadang cechg w zastosowaniach biomedycznych, poniewaz sprzyja
tworzeniu stabilnego mikrosrodowiska wodnego, ktore utatwia adsorpcje biatek osocza,
adhezj¢ komorek oraz dalsze procesy regeneracyjne, takie jak migracja i proliferacja
komorek macierzystych czy osteoblastow. Odpowiednia zwilzalno§¢ zwigksza roéwniez
mozliwo$¢ penetracji materiatu przez plyny fizjologiczne, co moze mie¢ znaczenie
przy dostarczaniu substancji bioaktywnych lub w przypadku zastosowania materialu
jako no$nika lekow [274-276].

Przeprowadzona analiza obejmowala badania zwilzalno$ci wybranych
kompozytéw polimerowych, zaréwno referencyjnych, jak i zmodyfikowanych dodatkiem
hydroksyapatytu oraz kolagendéw (rybiego i wotowego). Analiz¢ przeprowadzono
stosujac dwie ciecze testowe: wode destylowang jako ciecz polarng oraz dijodometan
jako ciecz niepolarng. W serii 575, zawierajacej PEGDA o masie molowej 575 g/mol,
probka referencyjna (bez dodatkéw) wykazywata kat zwilzania wynoszacy 84,71°,
co klasyfikuje ja na pograniczu wtasciwosci hydrofilowych. Wprowadzenie do matrycy
hydroksyapatytu (probka 575 HAp) skutkowato znacznym obnizeniem kata do 51,42°,
co S$wiadczy o wyraznym wzroscie hydrofilowosci materiatu. Podobny efekt
zaobserwowano po wprowadzeniu kolagenu — katy zwilzania dla probek
575 HAp/Kol-r 1 575 HAp/Kol-w wyniosty odpowiednio 53,92° 1 51,15°,
co potwierdza, ze zarowno HAp, jak 1 kolagen przyczyniaja si¢ do zwigkszenia
powinowactwa powierzchni do wody. W serii 700, w ktérej zastosowano PEGDA
o masie molowej 700 g/mol, probka referencyjna wykazywata wyraznie hydrofobowy
charakter — kat zwilzania osiagal 104,14°, co wskazuje na niska interakcje z woda.
Po wprowadzeniu HAp uzyskano redukcje kata do 80,72°, natomiast dodatek kolagenow
dalej obnizal warto$ci kata zwilzania: 60,70° dla probki 700 HAp/Kol-r oraz 50,90°
dla 700 HAp/Kol-w. Wyniki te wskazuja, ze mimo wyjsciowej hydrofobowosci
serii 700, odpowiednia modyfikacja sktadu moze znaczaco poprawic jej wiasciwosci
powierzchniowe.

Nastepnie, w celu rozszerzenia charakterystyki wiasciwosci powierzchniowych,
dokonano obliczen catkowitej swobodnej energii powierzchniowe;j
oraz jej komponentow: polarnej i dyspersyjnej (Tabela 19). Obecnos¢ sktadnika
polarnego $wiadczy o zdolno$ci materiatu do oddzialywania z cieczami o charakterze
polarnym, co ma zasadnicze znaczenie w konteks$cie interakcji z woda 1 biatkami.
Probka 575 (referencyjna) charakteryzowata si¢ bardzo niskim udzialem sktadnika
polarnego (1,57 mlJ/m?), co koreluje z relatywnie wysokim katem zwilZania.
Dodatek HAp spowodowatl wzrost tej wartosci do 20,05 mJ/m?. Dalsza modyfikacja
kompozytéw kolagenem powodowata wzrost skladnika polarnego do 21,28 mlJ/m?
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(Kol-r) oraz 18,71 mJ/m? (Kol-w), co potwierdza ekspozycj¢ grup funkcyjnych typowych
dla peptydéw kolagenowych, takich jak —COOH, —NH:, czy —OH. Jednoczes$nie
obserwuje si¢ umiarkowany spadek sktadnika dyspersyjnego, co sugeruje,
ze modyfikacje sprzyjaja przechylaniu rownowagi energii powierzchniowej w strong
komponentow polarnych, istotnych biologicznie. Seria 700, mimo poczatkowo znacznie
wyzszej catkowitej energii powierzchniowej (62,63 mJ/m? dla probki 700), zawierata
glownie sktadnik dyspersyjny (59,63 mJ/m?), a warto§¢ skladnika polarnego byla
minimalna (3,00 mJ/m?). Dodatek HAp poprawit zwilzalno$¢, lecz udziat sktadnika
polarnego nie przekroczyt 1,69 mlJ/m? co wskazuje, ze faza ceramiczna zostala
najprawdopodobniej zastonigta przez hydrofobowg matryce. Dopiero wprowadzenie
kolagenu (szczegdlnie wotowego) spowodowalo wzrost komponentu polarnego
do 20,07 mJ/m? (700 _HAp/Kol-w), z jednoczesnym zwigkszeniem catkowitej energii
do 51,77 mJ/m?, co zbliza te warto$ci do poziomoéw obserwowanych w serii 575.

Wysoka zwilzalnos$¢ i odpowiednio wysoki sktadnik polarny swobodnej energii
powierzchniowej sg kluczowe w konteksScie biomaterialdw do regeneracji tkanek.
Materiaty hydrofilowe utatwiajg zwilzanie powierzchni przez ptyny ustrojowe, sprzyjaja
adsorpcji biatek sygnalowych oraz tworzeniu warstwy sprzyjajacej adhezji komorek.
Ponadto, wigksza polarno$¢ powierzchni zwicksza interakcje elektrostatyczne
1 wodorowe z komponentami macierzy pozakomorkowej oraz blonami komoérkowymi,
co moze poprawi¢ integracj¢ implantu z otaczajacg tkanka [277-279].

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze zaro6wno hydroksyapatyt,
jak 1 kolagen majg istotny wplyw na poprawe wlasciwosci powierzchniowych
materialow. HAp wnosi do uktadu grupy fosforanowe i hydroksylowe, ktore zwigkszaja
polarno$¢, natomiast kolagen, bedacy biatkiem o wysokiej bioaktywnos$ci, dostarcza
licznych grup funkcyjnych zdolnych do tworzenia wigzan wodorowych 1 oddzialywan
elektrostatycznych. Szczegélnie skuteczna okazala si¢ modyfikacja kolagenem
wolowym, ktory wykazywat korzystniejszy wptyw na zwilzalno$¢ i sktadnik polarny
niz kolagen rybi, co moze wynika¢ z rdéznic w budowie czasteczkowej 1 strukturze
fragmentéw biatkowych. Co istotne, ta sama probka charakteryzowata si¢ rowniez
najwyzszymi wspotczynnikami pecznienia w analizie sorpcyjnej, co pozostaje w petni
spojne z jej podwyzszong hydrofilowoscig 1 wyzszym udziatem komponentu polarnego
swobodnej energii powierzchniowe;.

Uzyskane wyniki sg zgodne z doniesieniami literaturowymi, w ktorych kolagen
jednoznacznie wskazywany jest jako czynnik zwigkszajacy hydrofilowos¢
1 bioaktywno$¢ powierzchni biomaterialdw. W pracy Bacenkovej i wsp., opisano,
1z zastosowanie powtok kolagenowych prowadzi do modyfikacji chemii powierzchni,
zwigkszenia jej polarnosci oraz poprawy zdolnosci do adsorpcji biatek sygnatowych,
co w efekcie wspiera adhezj¢ 1 proliferacje komoérek. Autorzy podkreslaja, ze interakcje
integrynowe z sekwencjami tripeptydu argininy, glicyny i1 kwasu asparaginowego
zawartymi w kolagenie wplywajg na organizacj¢ cytoszkieletu oraz migracje komorek,
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co ma zasadnicze znaczenie dla skutecznej integracji implantu z otaczajaca tkanka [280].
Dodatkowo, wedlug Harnetta i wspotautoréw, kolagen istotnie zwigksza zwilzalno$§¢
powierzchni, co potwierdza jego korzystny wpltyw na wiasciwosci fizykochemiczne
biomateriatbw w §rodowisku biologicznym [281]. W zwigzku z tym, zaobserwowany
w prezentowanych badaniach wzrost polarnego komponentu energii swobodnej
powierzchni oraz zwigkszona chlonno$¢ wodna materialu jednoznacznie potwierdzajg
skuteczno$¢ kolagenu jako aktywnego sktadnika modyfikujacego powierzchnie
biomateriatéw, co moze mie¢ istotne znaczenie dla ich zastosowania w inzynierii

tkankowe;j.

10.5. Ocena chropowatos$ci powierzchni

W kolejnym etapie pracy badawczej przeprowadzono charakterystyke topografii
powierzchni materialtow kompozytowych przy uzyciu profilometru stykowego.
Analiza parametréw chropowato$ci stanowi istotny element oceny wlasciwosci
powierzchniowych biomaterialdw, poniewaz cechy morfologiczne powierzchni
odgrywaja kluczowa rolg w procesach adhezji komorek, adsorpcji biatek
oraz w interakcjach z ptynami ustrojowymi.

W celu kompleksowej oceny topografii, zaprezentowano tréojwymiarowe obrazy
powierzchni oraz profile chropowatosci dla badanych materiatow. Wyniki
dla serii 575 przedstawiono na Rysunku 62, natomiast dla serii 700 zamieszczono
na Rysunku 63. Uzupelnieniem analizy byta charakterystyka parametréw chropowatosci
powierzchni, obejmujaca: Srednig chropowatos¢ arytmetyczng (Ra), Sredniokwadratowe
odchylenie chropowatosci (Rq) oraz wspotczynnik skosnosci rozktadu wysokosci (Rsk),
ktorych wartosci zestawiono w Tabeli 21.
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Rysunek 62. Profil chropowatosci (po lewej) i obraz 3D (po prawej) dla serii probek 575
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Rysunek 63. Profil chropowatosci (po lewej) i obraz 3D (po prawej) dla serii probek 700

Tabela 21. Parametry chropowatosci badanych materialéw zgodnie z norma ISO 4287

Oznaczenie préobki Ra, pm Rq, pm Rsk, pm

575 2,01 £0,148 2,44 +0,22 -0,14+£0,26

575 HAp 8,18 +1,36 9,87 +1,79 -0,09+0,17

575 _HAp/Kol-r 9,63 + 0,06 11,71 £ 0,06 -0,07 £ 0,03
575 HAp/Kol-w 9,02 +0,53 11,15+0,38 -0,02+0,32
700 1,09 £ 0,11 1,37+ 0,15 -0,11+0,19
700_HAp 8,42 +1,49 10,15+ 1,56 -0,11+0,31
700_HAp/Kol-r 9,17+ 0,96 11,23 +£1,18 -0,11+£0,23
700_HAp/Kol-w 7,98 £ 0,68 10,45+ 1,57 -0,12+0,47

Analiza topografii powierzchni materialtow kompozytowych wykonana

profilometrem stykowym pozwolita na kompleksowg ocene¢ ich mikrostruktury
pod katem parametrow chropowatosci. Na podstawie uzyskanych obrazéw oraz profili
powierzchni, a takze iloSciowych wartos$ci parametrow Ra, Rq 1 Rsk zaprezentowanych
w Tabeli 21, mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze struktura powierzchni badanych
kompozytéw ulega istotnym zmianom w zaleznos$ci od ich sktadu.

Probki referencyjne, niezawierajace fazy ceramicznej ani kolagenu (575 1 700),
wykazywaly najnizsze wartoSci $redniej chropowatosci Ra, odpowiednio 2,01 pum
1 1,09 um, co $wiadczy o gladkiej, jednorodnej strukturze powierzchni typowe;j
dla dobrze usieciowanych hydrozeli. R6znice pomiedzy tymi dwiema probkami moga
wynika¢ z zastosowania czynnika sieciujagcego o réznej masie molowej — PEGDA
700 g/mol tworzy luzniejsza i bardziej elastyczng sieé, co sprzyja lepszemu wyréwnaniu
topograficznemu i skutkuje nizsza chropowato$cia. Wprowadzenie hydroksyapatytu
skutkowalo znaczacym wzrostem chropowatosci powierzchni. W przypadku probek
575 HAp 1700 HAp wartos¢ R, wzrosta odpowiednio do 8,18 um 1 8,42 um. Zjawisko
to mozna przypisa¢ obecnosci czastek ceramicznych, ktore zwigkszajg nieregularnosé
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topografii, a ich nierownomierne rozmieszczenie w matrycy sprzyja powstawaniu
wypuklosci 1 zaglebien. Co istotne, podobny wzrost zaobserwowano réwniez
dla parametru Ry, potwierdzajac wyzszag zmienno$¢ profilu wysokosciowego
powierzchni. Warto zaznaczy¢, ze mimo wyraznego zwickszenia chropowatosci,
wartosci wspotczynnika skosnosci Rk pozostaly bliskie zeru, co sugeruje wzglednie
symetryczny rozktad nieréwnosci.

Dalsza modyfikacja materiatow poprzez wprowadzenie kolagenu nie prowadzita
do istotnych zmian w chropowato$ci powierzchni w poréwnaniu z probkami
zawierajagcymi wylacznie hydroksyapatyt. W serii 575 wartoSci Ra. dla probek
z kolagenem rybim i wolowym wyniosty odpowiednio 9,63 pm i 9,02 um, co stanowi
jedynie niewielki wzrost wzgledem probki 575 HAp (8,18 pum). Podobny trend
zaobserwowano w serii 700 — R, dla probek z kolagenem wyniosto odpowiednio
9,17 um (Kol-r) 1 7,98 pm (Kol-w), przy czym warto$¢ dla probki 700 HAp wynosita
8,42 um. Tak niewielkie roznice sugeruja, ze to faza ceramiczna odgrywa kluczowa role
w ksztattowaniu topografii powierzchni badanych materiatéw. Rozktad i aglomeracja
czastetk HAp w matrycy hydrozelowej] w najwickszym stopniu odpowiadaja
za obserwowane rozwini¢cie mikrochropowatosci. Z kolei dodatek kolagenu, mimo
ze moze lokalnie wplywaé na strukture powierzchni, nie powoduje istotnych zmian
w og6lnym profilu chropowatosci. Warto jednak podkresli¢, iz we wszystkich probkach
zmodyfikowanych kolagenem utrzymuje si¢ niska warto§¢ Rs, co potwierdza brak
dominacji wypuktosci lub zaglebien w strukturze i wskazuje na rownomierne
uksztattowanie topografii. Nalezy rowniez wskaza¢, ze pomimo istotnych réznic
w wartosci chropowatos$ci, zachowana zostata integralnos¢ powierzchni, a struktury
nie wykazywaly oznak degradacji ani defektow.

W kontekscie biologicznym uzyskane wartosci chropowatosci sg szczegdlnie
istotne. Chropowato$¢ powierzchni ma ogromny wptyw na potencjalne interakcje migdzy
nowo utworzong tkankg kostng a implantem. Proliferacja komorek, a takze tworzenie
macierzy pozakomoérkowej na styku implantu i zdrowej tkanki jest kluczowym aspektem
w procesie odbudowy kosci. Na przyktad w poprzednich badaniach udowodniono,
ze szorstka 1 bioaktywna powierzchnia implantu moze zapewni¢ lepsza adhezje
1 proliferacj¢ ludzkich osteoblastow [282]. W zwigzku z tym obserwowane
wartosci Ry w zakresie 7,98-9,63 um w probkach zawierajacych HAp i1 kolagen uznaé

mozna za pozadane z punktu widzenia zastosowan w inzynierii tkanki kostne;.

10.6. Ocena wlasciwosci mechanicznych

W dalszym etapie badan dokonano oceny twardos$ci otrzymanych materiatow
kompozytowych jako jednego =z podstawowych parametréw mechanicznych
charakteryzujacych odporno$¢ materiatu na dziatanie sit zewnegtrznych. Pomiar
przeprowadzono z wykorzystaniem skali Shore’a typu A. Wyniki pomiaréw twardosci
przedstawiono na Rysunku 64.
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Rysunek 64. Wyniki pomiaru twardosci Shore A badanych materiatow

polimerowych i kompozytowych

Pomiary twardo$ci otrzymanych materiatow przeprowadzono metoda Shore’a
typu A, ktora jest powszechnie stosowang technika do oceny migkkich i §rednio twardych
materiatéw polimerowych. Uzyskane wyniki, przedstawione na Rysunku 64, pozwolity
na poréwnanie wpltywu rodzaju matrycy, obecnosci fazy ceramicznej
oraz dodatku kolagenu na wtasciwosci mechaniczne badanych probek.

Probka 575 zawierajaca czynnik sieciujagcy o nizszej masie molowej
charakteryzowala si¢ twardo$cig na poziomie ok. 78 jednostek Shore’a A. Wprowadzenie
hydroksyapatytu (probka 575 HAp) skutkowato wzrostem twardosci do ok. 82,
co $wiadczy o efektywnym dziataniu czastek ceramicznych jako usztywniajacej fazy
rozproszonej, zwigkszajacej odpornos¢ kompozytu na lokalne odksztalcenia
mechaniczne. Z kolei modyfikacja uktadu przez dodatek kolagenu, zaré6wno rybiego
(575_HAp/Kol-r), jak 1 wotowego (575 HAp/Kol-w), prowadzita do spadku twardosci
odpowiednio do ok. 74 1 76 jednostek. Obserwowany efekt moze by¢ zwigzany
z czgsciowym zakldceniem struktury sieci polimerowej w obecno$ci biatkowych
komponentow oraz ze zwigkszong elastyczno$ciag uktadu wynikajaca z obecnosci
niskoczasteczkowych peptydow.

Dla materialow zawierajagcych PEGDA o masie molowej 700 g/mol odnotowano
ogolnie wyzsze wartosci twardosci we wszystkich wariantach. Probka 700, zawierajaca
wytacznie matryce polimerowa, osiggneta twardos¢ ok. 85 jednostek Shore’a A. Dodatek
HAp (prébka 700 HAp) przynidst istotne wzmocnienie uktadu, prowadzac
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do wzrostu twardosci do wartosci maksymalnej w calym zestawieniu — ok. 91 jednostek.
Jest to efekt synergicznego dziatania dluzszego tancucha PEGDA oraz fazy ceramiczne;j,
ktora wzmacnia dodatkowo strukture polimerowa. Co istotne, w przypadku tej serii
dodatek kolagenu nie powodowat juz tak wyraznego spadku twardosci jak w serii 575.
Probki 700 HAp/Kol-r oraz 700 HAp/Kol-w wykazaly twardo$¢ odpowiednio
ok. 87 1 88 jednostek Shore’a A, co sugeruje, ze struktura sieci utworzona przez PEGDA
700 g/mol lepiej kompensuje obecno$¢ sktadnika biatkowego i ogranicza jego wplyw
na pogorszenie wtasciwosci mechanicznych.

Wyniki pomiardw twardos$ci opracowanych kompozytow sa w pelni zgodne
z literaturowymi obserwacjami dotyczacymi wplywu obecno$ci fazy ceramicznej
oraz kolagenu na witasciwosci mechaniczne materiatow polimerowych. W badaniach
przeprowadzonych przez Subramaniyana i1 wspotautorow wykazano jednoznacznie,
ze wprowadzenie HAp do matrycy na bazie polilaktydu skutkuje wyraznym wzrostem
twardos$ci materiatu. Autorzy odnotowali najwyzsza wartos¢ twardosci w skali Shore D
dla kompozytu zawierajacego 50% wag. HAp, co przypisano zwigkszeniu sztywnosci
oraz zageszczeniu struktury w wyniku dziatania fazy ceramicznej jako czynnika
usztywniajacego i wypetniajacego pory w matrycy [283]. Podobne wnioski odnotowano
w pracy Rodrigues i in., w ktorej wykazano, ze modyfikacja uktadéw siloksanowych
nanorurkami HAp prowadzi do zwigkszenia twardo$ci materiatow. Zjawisko
to przypisano efektywnej dyspersji nanoczastek ceramicznych w matrycy i poprawie
adhezji migdzyfazowej, co przektadato si¢ na wzrost spdjnosci strukturalnej materiatu
[284]. Z kolei Tozar 1 in. wykazali odwrotng zalezno$¢ w przypadku modyfikacji
biomateriatdw kolagenem. Dodatek kolagenu w uktadach hydrozelowych prowadzit
do spadku twardosci 1 ogdlnej odpornosci mechanicznej materiatu. Efekt ten powigzano
ze zwigkszong elastycznoscig struktur zawierajacych biatka oraz obecnoscig segmentow
peptydowych o niskiej masie czasteczkowej [285].

Uzupehieniem przeprowadzonych badan twardos$ci byla ocena wiasciwosci
mechanicznych w probie rozciggania. Analiza wytrzymato$§ci na rozcigganie
oraz wydluzenia procentowego dostarcza cennych informacji na temat integralnosci
strukturalnej kompozytow, ich odpornosci na zerwanie, a takze elastycznos$ci 1 zdolnosci
do odksztatcen plastycznych, co ma istotne znaczenie w konteks$cie projektowania
materialdow do zastosowan biomedycznych. Wyniki badan wytrzymalo$ciowych zostaty
przedstawione na Rysunku 65, ktory obrazuje warto$ci maksymalnych naprezen
rozciggajacych dla badanych materialdow polimerowych i kompozytowych. Natomiast
Rysunek 66 prezentuje uzyskane wartosci procentowego wydtuzenia probki do momentu

zerwania.
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Analiza uzyskanych wynikow wykazata istotny wplyw sktadu badanych
materiatéw na ich wytrzymalo$¢ mechaniczng i zdolno$¢ do odksztalcen. Zauwazalna
tendencja wzrostu wytrzymatos$ci na rozcigganie po wprowadzeniu fazy ceramicznej
potwierdza jej rolg jako efektywnego komponentu wzmacniajacego strukture materiatu.
Obecnos¢ HAp przyczyniala si¢ do zwickszenia odpornosci na zerwanie,
co najprawdopodobniej wynika z mechanicznego zbrojenia matrycy polimerowe;j
oraz ograniczenia mobilno$ci segmentow sieci w wyniku oddzialywan migdzyfazowych.
W takim przypadku faza nieorganiczna, réwnomiernie rozproszona w ukladzie
polimerowym, petni funkcje wzmacniajaca, co przektada si¢ na poprawe integralnosci
mechanicznej 1 podniesienie warto$ci maksymalnych naprgzen przy rozcigganiu.

Wprowadzenie kolagenu, zaréwno rybiego, jak i wotowego, spowodowato
przeciwstawng tendencje¢ — obnizenie wytrzymato$ci na rozcigganie. Mozna
przypuszczaé, ze efekt ten wynika z obecno$ci elastycznych, niskoczasteczkowych
fragmentow biatkowych, ktore ostabiaja lokalng struktur¢ sieci hydrozelowe;,
wprowadzajac niecigglosci lub strefy o mniejszej gestosci usieciowania. Jednakze,
wprowadzenie kolagen, zwigksza elastyczno$¢ materiatu. Zjawisko to jest potwierdzone
przez wzrost wydluzenia wzglednego, obserwowany w probkach modyfikowanych
kolagenem, co $wiadczy o ich zwigekszonej podatnosci na odksztatcenie pod wptywem sit
mechanicznych. Takie zachowanie materialu moze by¢ korzystne z punktu widzenia
aplikacji biomedycznych, w ktorych elastycznos¢ i zdolno$¢ adaptacji do dynamicznego
srodowiska tkankowego odgrywaja istotng rolg.

Opisane powyzej zmiany pozostaja w zgodnosci z wynikami pomiarow twardosci
— obecnos¢ HAp korelowata z wyzszg twardoscig 1 wigkszag wytrzymatoscia
na rozcigganie, natomiast dodatek kolagenu prowadzit do ich redukcji,
przy jednoczesnym zwigkszeniu odksztalcalnosci. Ponadto, wyniki badan
mechanicznych pozostaja spdjne z aktualnym stanem wiedzy prezentowanym
w literaturze naukowej. Zarowno pomiary twardo$ci, jak 1 analiza wytrzymato$ci
na rozcigganie wykazaly, ze obecno$¢ fazy ceramicznej w postaci hydroksyapatytu
prowadzi do zwigkszenia sztywno$ci 1 wytrzymaloSci mechanicznej materialow
kompozytowych. Obserwacje t¢ potwierdzaja wyniki przedstawione przez Chinga i in.,
ktorzy odniesli si¢ do teoretycznego eksperymentu rozciggania dla ortorombowe;]
komoérki HAp 1 udowodnili, ze krystaliczny hydroksyapatyt cechuje si¢ wysoka
anizotropig 1 znaczng wytrzymaltoscia na rozcigganie w wybranych kierunkach
krystalograficznych [286]. Spdjnos¢ uzyskanych wynikdéw potwierdzaja réwniez badania
empiryczne prowadzone przez Converse'a i in., ktorzy wykazali, Zze wzrost zawarto$ci
hydroksyapatytu (do 50% objetosciowych) w kompozytach z matryca PEEK skutkuje
sukcesywnym wzrostem modutu sprezystosci oraz wartosci naprgzenia niszczacego.
Autorzy zaobserwowali takze, ze wzmocnienie materiatu wigze si¢ z silnym sprz¢zeniem
miedzyfazowym, co przektada si¢ na zwigkszong odpornos¢ kompozytu na obcigzenia
mechaniczne [287]. Na podstawie dostepnych danych literaturowych mozna stwierdzi¢,
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ze uzyskane w niniejszej pracy wyniki dotyczace wilasciwosci mechanicznych
materialdw kompozytowych pozostaja w pelnej zgodnosci z dotychczasowymi
doniesieniami naukowymi. Zaréwno obserwowany wzrost twardo$ci po wprowadzeniu
fazy ceramicznej, jak i jej obnizenie w wyniku dodatku kolagenu, sg zgodne z opisanymi
mechanizmami oddziatywan w uktadach polimerowo-ceramicznych oraz polimerowo-
biatkowych. Hydroksyapatyt, jako faza mineralna, wykazuje zdolno$¢ do zwigkszania
sztywnosci 1 odporno$ci mechanicznej materialu, podczas gdy kolagen, ze wzgledu
na swoja elastyczno$¢ oraz obecno$¢ funkcjonalnych grup peptydowych, przyczynia
si¢ do obnizenia twardosci 1 wytrzymatosci poprzez zaktocenie struktury usieciowane;.

10.7. Badanie wlasciwosci tribologicznych

W kolejnym etapie pracy przeprowadzono badania tribologiczne, ktérych celem
byla ocena zachowania powierzchni materialdéw kompozytowych w warunkach tarcia.
Testy te umozliwity okre$lenie podstawowych parametréw zuzycia podczas proby
tribologicznej. Analiz¢ przeprowadzono zaré6wno dla materialbw polimerowych
jak 1 kompozytéw zawierajacych faze ceramiczng oraz modyfikowanych kolagenem.
Dla kazdej z badanych probek zaprezentowano wyniki w ukladzie: przebieg zmian
wspotczynnika tarcia w funkcji czasu (a), profil $ladu zuzycia (b), tréjwymiarowa
topografi¢ powierzchni zuzytej (c) oraz mikrofotografi¢ optyczng badanego obszaru (d).
Dane te pozwalaja na ocen¢ odpornosci materiatu na zuzycie oraz wizualizacje
jego odpowiedzi na obcigzenie mechaniczne w warunkach testu tribologicznego.
Uzyskane wyniki zestawiono na Rysunkach 67 — 74 odpowiednio dla wszystkich
badanych probek. Ponadto, na Rysunku 75 przedstawiono obliczong objetos¢ zuzycia,
ktora stanowi istotny wskaznik iloSciowy pozwalajacy poréwnaé efektywnosé
materiatow w kontekscie ich odpornosci na degradacje powierzchniowa w warunkach

tarcia.
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Rysunek 67. Wyniki badan tribologicznych probki 575. wspotczynnik tarcia w funkcji czasu (a);
profil zuzycia probki (b); trojwymiarowa topografia powierzchni Sladu zuzycia (c),;
mikrofotografia optyczna powierzchni sladu zuzycia (d)
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575 HAp

Rysunek 68. Wyniki badan tribologicznych probki 575 _HAp: wspotczynnik tarcia
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w funkcji czasu (a); profil zuzycia probki (b); trojwymiarowa topografia powierzchni sladu

zuzycia (c); mikrofotografia optyczna powierzchni sladu zuzycia (d)
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Rysunek 69. Wyniki badan tribologicznych probki 575 HAp/Kol-r: wspotczynnik tarcia
w funkcji czasu (a); profil zuzycia probki (b); trojwymiarowa topografia powierzchni sladu

zuzycia (c); mikrofotografia optyczna powierzchni sladu zuzycia (d)
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Rysunek 70. Wyniki badan tribologicznych probki 575 HAp/Kol-w: wspoiczynnik tarcia
w funkcji czasu (a); profil zuzycia probki (b); trojwymiarowa topografia powierzchni sladu
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Rysunek 72. Wyniki badan tribologicznych probki 700 _HAp: wspolczynnik tarcia
w funkcji czasu (a); profil zuzycia probki (b); trojwymiarowa topografia powierzchni sladu
zuzycia (c); mikrofotografia optyczna powierzchni sladu zuzycia (d)
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Rysunek 73. Wyniki badan tribologicznych probki 700 _HAp/Kol-r: wspotczynnik tarcia
w funkcji czasu (a); profil zuzycia probki (b); trojwymiarowa topografia powierzchni sladu
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Rysunek 74. Wyniki badan tribologicznych probki 700 _HAp/Kol-w.: wspotczynnik tarcia
w funkcji czasu (a); profil zuzycia probki (b); trojwymiarowa topografia powierzchni sladu
zuzycia (c); mikrofotografia optyczna powierzchni sladu zuzycia (d)
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Rysunek 75. Objetos¢ zuzycia badanych materiatow polimerowych i kompozytowych okreslona
na podstawie analizy tribologicznej

Wyniki przeprowadzonych badan tribologicznych (Rysunki 67-74) pozwalaja
na ocen¢ wpltywu modyfikacji sktadu materiatow kompozytowych na ich odpornos¢
na zuzycie w warunkach tarcia. Analiza objgtosci zuzycia (Rysunek 75)
oraz charakterystyki §ladow tarcia jednoznacznie wskazuje, ze wtasciwosci tribologiczne
sa silnie skorelowane z wczesniejszymi obserwacjami dotyczacymi wiasciwosci
mechanicznych — twardo$ci 1 wytrzymalosci na rozcigganie — przedstawionymi
w poprzednich czgsciach pracy.

Dodatek hydroksyapatytu wykazal jednoznaczny wplyw na zwiekszenie
podatno$ci materialu na zuzycie powierzchniowe. Pomimo, ze HAp, jako skladnik
ceramiczny, istotnie poprawial twardo$¢ oraz wytrzymalos¢ kompozytow,
co zostalo wykazane w pomiarach Shore’a A 1 probie rozciggania, to jednoczes$nie
prowadzil do wyraznego pogorszenia odpornosci na Scieranie. Przyktadowo,
probka 575 HAp charakteryzowala si¢ jedng z najwyzszych wartosci objetosci zuzycia.
Efekt ten moze by¢ ttumaczony brakiem elastycznego mechanizmu kompensujacego
lokalne napre¢zenia, co w sztywnym 1 mato podatnym na odksztalcenie uktadzie prowadzi
do inicjacji pgkni¢¢ 1 kruszenia. Zjawisko to wskazuje, iz wysoka sztywnos¢
bez odpowiedniej elastycznosci moze sprzyjac przyspieszonej degradacji powierzchni
w warunkach kontaktu dynamicznego.
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Zastosowanie kolagenu, zaréwno rybiego, jak i wolowego, przyniosto wyrazng
poprawe wiasciwosci tribologicznych we wszystkich analizowanych uktadach.
Probki zawierajace zarowno HAp, jak i1 kolagen wykazywaly znacznie nizsze objetosci
zuzycia w porownaniu do odpowiednikéw bez kolagenu. Co istotne, spadkowi zuzycia
towarzyszyt jednoczesnie spadek twardosci 1 wytrzymatos§ci mechanicznej, co wskazuje
na wyrazng zmian¢ charakteru mechanicznego kompozytu w kierunku wigkszej
elastyczno$ci. Zgodnie z wynikami uzyskanymi wcze$niej, kolagen petil funkcje
modyfikatora struktury, ktory redukuje krucho$¢ sieci polimerowej, zwigkszajac
jej zdolno$¢ do odksztatcen. W kontekscie tarcia przektada si¢ to na ograniczenie
lokalnych uszkodzen i mniejsze S$cieranie materiatu. SzczegoOlnie dobre rezultaty
uzyskano dla kolagenu wotowego, co moze by¢ zwigzane z jego lepsza integracja
z matrycg oraz bardziej korzystnym wplywem na mikrostrukturg powierzchni.

Znaczaca rdznice odnotowano réwniez pomiedzy probkami zawierajacymi rézne
czynniki sieciujgce. Materialy z PEGDA 700 g/mol wykazywaty nie tylko wyzsze
warto$ci twardo$ci 1 wytrzymatos$ci w porownaniu do analogicznych uktadéw z PEGDA
575, ale rowniez zdecydowanie nizsze objgtosci zuzycia. Zjawisko to moze by¢
wyjasnione strukturg sieci — dhuzszy czynnik sieciujacy umozliwia utworzenie bardziej
elastycznej i przestrzennie rozwinigtej sieci polimerowej, ktora efektywniej kompensuje
dzialanie sil tarcia, zapobiegajac koncentracji naprezen i pegkaniu. Uzyskane wyniki
potwierdzaja zatem, ze PEGDA 700 tworzy ukfad o korzystniejszym profilu
mechaniczno-tribologicznym, zwlaszcza w potaczeniu z dodatkiem kolagenu i HAp.

Podsumowujac, obserwowane wiasciwos$ci tribologiczne sg $cisle powigzane
z charakterystyka mechaniczng badanych materiatéw. Sama obecnos¢ HAp zwicksza
sztywnos¢ 1 wytrzymato$¢, ale bez odpowiedniej elastycznosci skutkuje wyzszym
zuzyciem. Z kolei dodatek kolagenu, mimo ostabienia twardosci kompozytow, istotnie
poprawia odporno$¢ na S$cieranie. Najlepsze rezultaty uzyskano dla kompozytow
zawierajagcych PEGDA 700, HAp oraz kolagen, co wskazuje na synergi¢ komponentow
umozliwiajaca osiagnigcie optymalnych wilasciwosci zwiazanych z wytrzymaloscia,
elastycznoscig oraz trwatoscig powierzchniowa.

10.8. Tomograficzna ocena struktury kompozytow

Na podstawie kompleksowej oceny wilasciwosci fizykochemicznych,
mechanicznych, powierzchniowych 1 tribologicznych, do dalszych badan
zakwalifikowano probke 700 HAp/Kol-w, zawierajaca PEGDA o masie molowej
700 g/mol, 10% hydroksyapatytu oraz 30% kolagenu wotowego. Wybdr ten zostat
dokonany w oparciu o optymalne parametry aplikacyjne sposrdd wszystkich
analizowanych kompozytow.

Wybrany material charakteryzowat si¢ stosunkowo wysoka twardoScig
1 wytrzymatoscia mechaniczng, przy jednoczesnym zachowaniu elastycznosSci.
W  testach sorpcyjnych probka cechowala sie¢ duzg zdolnoscia do pecznienia
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oraz stabilnos$cig strukturalng we wszystkich badanych mediach inkubacyjnych,
co wskazuje na trwato$¢ uktadu w warunkach srodowiska fizjologicznego. Dodatkowo,
analiza zwilzalnosci potwierdzita hydrofilowy charakter powierzchni oraz wysoki udziat
polarnej energii powierzchniowej, co moze przetozy¢ si¢ na poprawe interakcji
z komorkami zwigkszajac ich adhezje 1 proliferacje. Ponadto, w badaniach
tribologicznych probka ta wykazata jedng z najnizszych objetosci zuzycia, co §wiadczy
o skutecznej ochronie powierzchni przed uszkodzeniami mechanicznymi.

Zestawienie wszystkich analizowanych cech jednoznacznie wskazuje,
ze probka 700 HAp/Kol-w  taczy korzystne  wlasciwosci  mechaniczne,
odporno$¢ na zuzycie, stabilnos¢ w symulowanych ptynach ustrojowych
oraz odpowiednig chropowato$¢ i hydrofilowo$¢ powierzchni, co czyni ten material
najbardziej obiecujagcym kandydatem do dalszych zastosowan w inzynierii tkankowe;j.

W zwigzku z uzyskanymi wynikami, dalsze etapy badan skoncentrowano
na prébce 700 HAp/Kol-w. W celu oceny struktury wewngtrznej wytypowanego uktadu
przeprowadzono analiz¢ za pomoca tomografii komputerowej. Badanie to umozliwia
trojwymiarowg wizualizacje¢ rozmieszczenia faz, porowatosci oraz jednorodnos$ci
materiatu, co jest szczegodlnie istotne w kontekscie jego pdzniejszej funkcjonalizacji
1 integracji z tkanka. Wybrany material kompozytowy zestawiono poréwnawczo
z odpowiednikiem polimerowym, tj. probka 700, zawierajaca wylacznie matryce

polimerowa bez dodatkow HAp 1 kolagenu.

a)

Rysunek 76. Obraz probki polimerowej 700 uzyskany metodq tomografii komputerowej: widok
przekroju poprzecznego bez analizy (po lewej) oraz z analizg strukturalng (po prawej)
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Rysunek 77. Rozklad objetosci porow w probce polimerowej 700 okreslony na podstawie
analizy tomografii komputerowej; catkowita porowatosc: 5,62%
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Rysunek 78. Zaleznos¢ srednicy porow od wspotczynnika kulistosci w probce polimerowej 700,
okreslona na podstawie analizy tomografii komputerowej
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Obraz przekroju poprzecznego zaprezentowany na Rysunku 76a wskazuje
na stosunkowo jednorodng struktur¢ badanego materiatu. Nie zaobserwowano zadnych
widocznych defektow $wiadczacych o braku homogenicznosci probki. Jednakze,
na obrazie przekroju poprzecznego z natozong analizg poréw (Rysunek 76b) widoczna
jest wyrazna niejednorodnos$¢ rozktadu porow. Najwigksze ich zageszczenie obserwuje
si¢ w czesci srodkowej 1 dolnej probki, natomiast w gornej strefie ich liczba
jest zauwazalnie mniejsza. Wskazuje to na niejednorodne sieciowanie materialu
w przekroju, co moze wynika¢ z warunkéw fotopolimeryzacji lub wystgpowania
lokalnych réznic w gestos$ci materiatu.

Zgodnie z uzyskanymi wynikami catkowita porowato$¢ probki wynosita 5,62%,
co klasyfikuje materiat jako umiarkowanie porowaty. Rozktad objetosci porow
zaprezentowany zostal na Rysunku 77. Dominujaca frakcje stanowily pory o bardzo
malej objetosci, gtdéwnie w zakresie 0,0001-0,0002 mm?. Obserwowany rozklad liczby
porow w funkcji objetosci jest charakterystyczny dla materialdéw hydrozelowych o dobrze
rozwinig¢tej mikrostrukturze, ale bez obecnosci porow makroskopowych. Taki rozktad
zapewnia korzystny bilans pomigdzy retencja plyndw a zachowaniem integralnosci
mechanicznej. Rysunek 78 ilustruje zalezno$¢ migdzy $rednica porow a ich kulistosScia.
Zdecydowana wickszo$¢ porow miala Srednice ponizej 0,5 mm 1 wykazywala
wspotczynnik kulistosci w zakresie 0,3—0,5, co oznacza, ze ich ksztatt byt w znacznym
stopniu nieregularny 1 niesferyczny. Tego typu morfologia pordéw jest typowa
dla hydrozeli sieciowanych metoda fotopolimeryzacji, w ktorych lokalne warunki reakcji
prowadza do powstawania pustek o zréznicowanej geometrii.

Wyniki CT uzyskane dla probki kompozytowej 700 HAp/Kol-w zaprezentowano
ponizej na Rysunkach 79 — 81.

a)

Rysunek 79. Obraz probki kompozytowej 700 _HAp/Kol-w uzyskany metodq tomografii
komputerowej: widok przekroju poprzecznego bez analizy (po lewej)
oraz z analizq strukturalng (po prawej)
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Rysunek 80. Rozklad objetosci porow w probce kompozytowej 700 _HAp/Kol-w okreslony
na podstawie analizy tomografii komputerowej; catkowita porowatosé: 7,00%
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Rysunek 81. Zaleznos¢ srednicy porow od wspolczynnika kulistosci w probce kompozytowej
700 HAp/Kol-w, okreslona na podstawie analizy tomografii komputerowej
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Na obrazie przekroju poprzecznego (Rysunek 79a) probka wykazuje pelna
ciagglo$¢ materialowg i brak defektow makroskopowych. Jednakze, obraz po segmentacji
strukturalnej (Rysunek 79b) wskazuje na nieznaczng niejednorodno$¢ rozmieszczenia
porow w warstwie zewnetrznej. W strefie przy zewnetrznym brzegu probki obserwuje
si¢ mniejsze zageszczenie pustek w porownaniu do glebszych partii probki. W pozostalej
objetosci porowatos¢ rozktada si¢ rownomiernie, co §wiadczy o spojnej mikrostrukturze
wewnetrznej materiatu.  Zaobserwowany gradient porowato$ci w  obszarze
powierzchniowym moze wynika¢ z ograniczonej penetracji promieniowania UV podczas
procesu fotopolimeryzacji, a takze z niejednorodnego rozktadu sktadnikow reakcyjnych,
w szczegoOlnosci HAp 1 kolagenu, ktore moga lokalnie wptywaé na lepkos¢ uktadu
oraz kinetyke sieciowania.

Catkowita porowato$¢ probki kompozytowej wyniosta 7,00%, co stanowi warto$¢
wyzsza w poréwnaniu do probki polimerowej (5,62%). Oznacza to, ze wprowadzenie
sktadnikéw modyfikujacych, przyczynito si¢ do zwigkszenia udziatu objetosciowego
poréw. Analiza rozkladu objetosci porow (Rysunek 80) wykazala, ze najwigkszy udziat
mialy pory o bardzo matlej objg¢tosci — gldéwnie w zakresie ponizej 0,0001 mm?.
Z kolei charakterystyka porow, przedstawiona na Rysunku 81, ukazuje zalezno$¢
pomiedzy $rednicg pordw a wspdtczynnikiem kulistosci. Pory w probee kompozytowe;j
charakteryzowaly si¢ $rednica ponizej 0,5 mm oraz kulistoscig w zakresie 0,3-0,6.
W pordéwnaniu do probki polimerowej, rozklad kulisto$ci byt wezszy, co wskazuje na
bardziej jednorodny ksztalt poréw, pomimo ich nieidealnie sferycznej geometrii.
Wprowadzenie hydroksyapatytu 1 kolagenu nie wptynelo zatem negatywnie
na morfologi¢ pustek, a wrecz przyczynito si¢ do jej czgsciowego uporzadkowania,
co mozna przypisa¢ stabilizujgcemu  dzialaniu komponentu  mineralnego
oraz wlasciwosciom wigzacym kolagenu. Przeprowadzona analiza wskazuje, ze probka
700_HAp/Kol-w charakteryzuje si¢ zwigkszong porowato$cia catkowita w pordwnaniu
do probki polimerowej, przy zachowaniu spdjnej oraz stosunkowo jednorodnej struktury
wewnetrznej. Rozklad objetosci porow wskazuje na obecnos$é poréw o matej wielkosci,
a analiza morfologii potwierdza ich powtarzalny, cho¢ niesferyczny ksztalt.
Wprowadzenie HAp 1 kolagenu wplyngto na rozwinigcie mikrostruktury porowatej
bez istotnego zaburzenia jej organizacji, co potwierdza efektywne zespolenie
faz modyfikujacych z matrycg polimerowa.

10.9. Kinetyka uwalniania kolagenu z materialu kompozytowego

Nastepnie, dokonano oceny profilu uwalniania kolagenu z wybranej probki
kompozytowej 700 HAp/Kol-w. Celem badania byto okreslenie ilosci i tempa
uwalniania komponentu biatkowego z wnetrza struktury kompozytu do otaczajacego
medium inkubacyjnego. Analiza ta stanowi istotny element charakterystyki materiatu,
umozliwiajagc ocen¢ jego potencjalu do kontrolowanego dostarczania sktadnikow
bioaktywnych.
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Spektroskopia UV-Vis jest powszechnie stosowang technika analityczng
w badaniach nad biatkami, w tym nad kolagenem i jego pochodnymi. Podstawa
tej metody jest obecno$¢ chromoforéw w strukturze bialek, takich jak ugrupowania
amidowe oraz pier§cienie aromatyczne aminokwasow, gtownie tyrozyny, tryptofanu
1 fenyloalaniny. Dla bialek, w tym kolagenu, charakterystyczna jest absorpcja
promieniowania ultrafioletowego w zakresie od okoto 190 do 300 nm [288-292].

W niniejszej pracy spektrofotometria UV-Vis zostata wykorzystana do oceny
profilu uwalniania sktadnikéw biatkowych z probki kompozytowej 700 HAp/Kol-w.
Ze wzgledu na zastosowanie hydrolizatu kolagenu, nalezy podkresli¢, ze uzyskane
widmo absorpcyjne moze odzwierciedla¢ obecnos¢ krotkich peptydow i1 wolnych
aminokwasow, ktore rowniez wykazuja aktywno$¢ w zakresie UV. Widmo referencyjne
(Rysunek 82) przygotowane dla badanego hydrolizatu kolagenu wykazato
charakterystyczne dla struktur biatkowych wyrazne maksimum absorpcji przy dtugosci
fali okoto 290 nm.
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Rysunek 82. Referencyjne widmo UV- Vis hydrolizatu kolagenu wotowego

Na podstawie uzyskanego widma oraz wyznaczonego maksimum w dalszych
analizach okre$lono zmiany intensywnosci absorpcji w czasie inkubacji probki,
co pozwolito na ilo$ciowg ocen¢ stopnia uwalniania sktadnikow biatkowych. Uzyskane
wartosci absorbancji zostaly przeliczone wzgledem krzywej wzorcowe] dla znanych
stezen hydrolizatu kolagenu i przedstawione jako procentowa ilo$¢ skladnikéw
uwolniona w czasie inkubacji (Rysunek 83). Dopasowanie danych eksperymentalnych
do  wybranych  matematycznych  modeli  kinetycznych  zaprezentowano
na Rysunkach 84-88. Analiza dopasowania poszczegdlnych modeli umozliwia
identyfikacj¢  dominujacego  mechanizmu transportu  (np. dyfuzji, erozji
powierzchniowej, pecznienia lub ich kombinacji), a tym samym pozwala lepiej
zrozumie¢ charakterystyki uwalniania bioaktywnego komponentu w badanym systemie.
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Rysunek 83. Kinetyka uwalniania sktadnikow biatkowych z probki 700 _HAp/Kol-w
okreslona metodg UV-Vis przy A = 290 nm
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Rysunek 84. Uwalnianie kolagenu z matrycy kompozytowej - dopasowanie modelu 0 rzedu
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Rysunek 85. Uwalnianie kolagenu z matrycy kompozytowej - dopasowanie modelu I rzedu
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Rysunek 86. Uwalnianie kolagenu z matrycy kompozytowej - dopasowanie modelu Higuchiego

160



Model Korsmeyera—Peppasa

4 Dane eksperymentalne
1— — Dopasowanie liniowe
0 -
AT K
& -

8 e
Q -1+ - - -
) -
= g y =0.6453x - 2,2505
S R?=0,5379

22 4 =

-3 T T T T T T T T T T T T T

0,0 05 1.0 15 20 25 3.0 35 40
Log(t)

Rysunek 87. Uwalnianie kolagenu z matrycy kompozytowej - dopasowanie modelu
Korsmayera-Peppasa
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Rysunek 88. Uwalnianie kolagenu z matrycy kompozytowej - dopasowanie modelu
Hixona-Crowella
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Tabela 22. Warto$ci wspotczynnika determinacji R* dla dopasowania danych eksperymentalnych
dotyczacych uwalniania kolagenu do wybranych modeli kinetycznych

Model kinetyczny Wspélezynnik determinacji R2
0 rzedu 0,5848
[ rzedu 0,2884
Higuchiego 0.7076
Korsmayera-Peppasa 0,5379
Hixona-Crowella 0,3873

Analiza profilu uwalniania sktadnikéw biatkowych z probki kompozytowej
700 HAp/Kol-w, wykazata charakterystyczny przebieg kinetyki wskazujacy
na dynamiczne zmiany stezenia uwalnianych substancji w czasie. Na podstawie wynikow
spektroskopii UV-Vis zarejestrowanych przy dtugosci fali 290 nm odnotowano typowy,
dwuetapowy charakter procesu uwalniania. Zaobserwowany poczatkowy intensywny
wzrost ilosci uwolnionego kolagenu stanowi charakterystyczny etap szybkiego
uwalniania, wynikajagcy z obecnosci fatwo dostgpnych frakcji biatkowych
zlokalizowanych w bezposrednim sasiedztwie powierzchni materialu. Tego typu
zachowanie, czyli tzw. efekt ,,burst release” jest typowy dla hydrozelowych systemow
kompozytowych, w ktorych cze¢$¢ substancji aktywnej pozostaje jedynie fizycznie
zwigzana z matryca, bez glebokiej inkorporacji w jej sie¢ przestrzenng. Sktadniki
te, niewymagajace pokonania znacznych barier dyfuzyjnych, sa szybko uwalniane
do otaczajacego Srodowiska zaraz po rozpoczgciu kontaktu z medium inkubacyjnym.
W miar¢ uplywu czasu proces ten ulega jednak spowolnieniu — ilo§¢ dyfundujacych
czasteczek maleje, a dalsze uwalnianie dotyczy juz wytacznie frakcji kolagenu osadzone;j
glebiej w strukturze hydrozelu [293-296]. Konsekwencja tego zjawiska jest coraz
wolniejsze tempo transportu i stopniowe zblizanie si¢ uktadu do stanu rownowagi,
co obserwuje si¢ w postaci stabilizacji iloSci uwolnionego biatka na poziomie
okoto 60% po 48 godzinach. Takie zachowanie wskazuje na fizyczne ograniczenie
zwigzane z glebszym osadzeniem pozostalych czasteczek oraz mozliwym utrudnionym
dostgpem do kanatow dyfuzyjnych w sieci hydrozelowe;.

W celu analizy mechanizmu transportu sktadnikow biatkowych z wnetrza
matrycy do otoczenia przeprowadzono dopasowanie uzyskanych danych
eksperymentalnych do pigciu klasycznych modeli kinetycznych. Poréwnujac wartosci
wspofczynnika determinacji (R?), najlepsze dopasowanie uzyskano dla modelu
Higuchiego (R? = 0,7076). Wynik ten wskazuje, ze dominujacym mechanizmem
odpowiedzialnym za uwalnianie kolagenu z matrycy PVP/PVA modyfikowanej PEGDA
1 HAp jest pasywna dyfuzja kontrolowana. Model Higuchiego, opracowany dla uktadow
matrycowych, zaktada liniowg zalezno$¢ ilosci uwolnionej substancji od pierwiastka
kwadratowego z czasu, co jest zgodne z teorig dyfuzji Ficka i potwierdza, ze proces
nie zalezy bezposrednio od ilo$ci substancji pozostate;] w matrycy, lecz od warunkow
fizycznych transportu. Pozostate modele, w tym model zerowego rzedu (R? = 0,5848),
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Korsmeyera—Peppasa (R? =0,5379), Hixsona—Crowella (R? = 0,3873) oraz model I rzgdu
(R* = 0,2884), wykazaly nizszy poziom dopasowania. W szczegdlnosci niskie
dopasowanie modelu I rzedu wyklucza, by szybko$¢ uwalniania byla wprost
proporcjonalna do ilosci kolagenu pozostalego w matrycy, co potwierdza, ze proces
przebiega zgodnie z mechanizmem dyfuzyjnym opisanym przez model Higuchiego.
Dodatkowo, zbiezno$¢ pomigdzy obserwowanym dwuetapowym charakterem profilu
uwalniania a dopasowaniem do modelu Higuchiego potwierdza, ze zaréwno
eksperymentalny przebieg procesu, jak 1 jego matematyczny opis wskazuja
na dominujacy udziat mechanizmu kontrolowanej dyfuzji. Warto podkresli¢, iz podobna
tendencje zaobserwowano réwniez w innych badaniach opisywanych w literaturze
[297,298].

10.10. Podsumowanie cze$ci III — modyfikacja kolagenem

W trzeciej czgsci pracy przeprowadzono modyfikacj¢ opracowanych wczesniej
kompozytow PVP/PVA/HAp poprzez wprowadzenie bioaktywnego skladnika
biatkowego — hydrolizatu kolagenu. Analizie poddano kompozyty zawierajace 30% wag.
kolagenu rybiego (Kol-r) oraz wotowego (Kol-w), przy stalym udziale
10% hydroksyapatytu. Spektroskopia FT-IR potwierdzita skuteczne wbudowanie
kolagenu do struktury materiatow kompozytowych. Nastepnie, badania sorpcyjne
wykazaly, ze dodatek kolagenu, szczegélnie wolowego, prowadzi do istotnego wzrostu
zdolnosci chtonnych materialow we wszystkich analizowanych mediach. Jednocze$nie
probki utrzymywaty petng integralnos¢ strukturalng przez 72 godziny inkubacji. Analiza
inkubacyjna potwierdzita rGwniez uwalnianie sktadnikow organicznych, co objawiato si¢
umiarkowanym obnizeniem pH $rodowiska. Pomiar zwilzalno$ci powierzchni wykazat
wyrazny wzrost hydrofilowosci probek modyfikowanych kolagenem. Ponadto, analiza
topografii powierzchni potwierdzita, zZe glownym czynnikiem ksztaltujacym
mikrochropowato$¢ pozostaje faza ceramiczna. Wyrazne zmiany wlasciwosci
zaobserwowano w przypadku przeprowadzonych badan mechanicznych. Udowodniono,
ze dodatek kolagenu obniza twardo$¢ 1 wytrzymalo§¢ mechaniczng, jednocze$nie
zwigkszajac elastyczno$¢ materiatow. Jednoczesnie odnotowano poprawe odpornosci
na zuzycie w badaniach tribologicznych — kolagen, szczegélnie wolowy, ograniczat
objetos¢ $ladu zuzycia. Na podstawie oceny wihasciwosci mechanicznych,
powierzchniowych, sorpcyjnych oraz tribologicznych, obejmujacych m.in. wysoka
elastyczno$¢, dobrag odporno$¢ na $cieranie oraz korzystne parametry zwilzalno$ci
do dalszych badaf, w tym oceny profilu uwalniania, wybrano probke 700 HAp/Kol-w.
Wyniki tego badania wskazaly na dominacje mechanizmu dyfuzyjnego z poczatkowym
efektem burst release, typowym dla tego typu uktadow.

W zwigzku z uzyskanymi wynikami, probka 700 HAp/Kol-w zostala wybrana
do kolejnego etapu pracy badawczej, obejmujacego modyfikacje materiatu substancjg
czynng o dziataniu przeciwbakteryjnym.
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Rysunek 89. Schemat podsumowania czesci IIl - modyfikacja kolagenem
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11. Czes¢ IV — MODYFIKACJA MATERIALOW KOMPOZYTOWYCH
ANTYBIOTYKIEM

11.1. Wprowadzenie antybiotyku do fazy ceramicznej

W ramach czwartej czeSci pracy podjeto probe dalszej funkcjonalizacji
opracowanego materiatu kompozytowego poprzez wprowadzenie substancji o dziataniu
przeciwbakteryjnym. Dzialania te uzasadnione sg rosngcym zapotrzebowaniem
na inteligentne materialy bioaktywne, zdolne nie tylko do wspomagania procesow
regeneracyjnych, ale takze do przeciwdziatania infekcjom bakteryjnym, ktore stanowia
istotny problem w leczeniu ran oraz w zastosowaniach implantologicznych. Ze wzgledu
na charakter kompozytowej matrycy, ktéra zapewnia odpowiednie S$rodowisko
do kontrolowanego uwalniania substancji czynnych, zaproponowano jej modyfikacje
antybiotykiem o szerokim spektrum dziatania.

Do modyfikacji wytypowano klindamycyne — antybiotyk z grupy linkozamidéw,
wykazujacy wysoka skuteczno$¢ wobec bakterii Gram-dodatnich, w tym Staphylococcus
aureus, ktore czgsto odpowiadaja za zakazenia towarzyszace gojeniu ran i implantacjom
biomateriatéw [299,300]. Klindamycyna charakteryzuje si¢ dobra penetracja tkankowa
oraz korzystnym profilem farmakokinetycznym, co czyni ja odpowiednim wyborem
do lokalnego podania w postaci no$nika kompozytowego. Jej stosunkowo niska masa
czasteczkowa oraz rozpuszczalnos¢ w  wodzie sprzyjaja jej inkorporacji
do fazy ceramicznej bez zaburzenia struktury biomateriatu [301,302]. Dodatkowym
argumentem przemawiajacym za wyborem klindamycyny jest jej szerokie wykorzystanie
kliniczne oraz dobrze poznany mechanizm dziatania [303,304].

Wprowadzenie antybiotyku do opracowanego materialu kompozytowego
przeprowadzono poprzez wczesniejsze nasycenie fazy ceramicznej klindamycyng
na drodze sorpcji. W tym celu wybrany wczesniej HAp syntetyczny, ktory w poprzednich
etapach badan wykazal wysoka powierzchni¢ wlasciwa oraz rozwinigta strukture
mezoporowatg, zostal zanurzony w roztworze wodnym klindamycyny i inkubowany
przez 24 godziny. Proces ten umozliwit fizyczne zwigzanie czasteczek antybiotyku
z porowatg strukturg HAp na drodze adsorpcji powierzchniowej, co stanowi powszechnie
opisywane w literaturze podejscie stosowane w projektowaniu nos$nikoOw substancji
czynnych [305-307]. Po zakonczeniu inkubacji, prébki HAp poddano suszeniu
w temperaturze pokojowej, a nastepnie przeprowadzono analizg ilosciowa metodg HPLC
w celu okres$lenia rzeczywistej zawarto$ci klindamycyny zwigzanej z fazg ceramiczng.
Nastepnie wybrano warunki, w ktorych zawarto$¢ antybiotyku w fazie ceramicznej
zostata ustalona na poziomie 2% wagowo wzgledem HAp, co zapewniato dobrg
powtarzalno$¢ oraz przewidywalny poziom inkorporacji substancji aktywne;j.
Tak zmodyfikowany HAp zostal nastepnie wykorzystany jako sktadnik do dalszego
sieciowania z matrycg polimerowa w celu otrzymania finalnych materiatow
kompozytowych.
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Rysunek 90. Przyktadowy chromatogram klindamycyny w metodzie HPLC
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Rysunek 91. Widma FT-IR klindamycyny, HAp oraz HAp modyfikowanego klindamycyng

Na Rysunku 90 przedstawiono przyktadowy chromatogram klindamycyny
uzyskany metoda HPLC, ktory poshuzyl do ilosciowego okreslenia zawartosci
antybiotyku zaadsorbowanego na powierzchni hydroksyapatytu po procesie sorpcji.
Wyraznie zaznaczone pasmo przy czasie retencji 5,743 min stanowi charakterystyczny
sygnat klindamycyny umozliwiajacy jej identyfikacj¢. Z kolei Rysunek 91 ilustruje
poréwnawcze widma FT-IR wuzyskane dla klindamycyny, niemodyfikowanego
hydroksyapatytu oraz HAp po modyfikacji antybiotykiem. Widmo probki
HAp—klindamycyna wykazuje obecno$¢ dodatkowych pasm w zakresie 1700-1300 cm™,
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ktorych nie odnotowano w widmie referencyjnym czystego HAp. Zakres ten odpowiada
charakterystycznym drganiom grup funkcyjnych obecnych w strukturze klindamycyny,
w tym gldwnie pasmom amidowym oraz drganiom rozciggajacym i zginajacym wigzan
N-H i C-N [308-310]. Ich obecno$¢ w widmie préobki modyfikowanej jednoznacznie
wskazuje na obecno$¢ czasteczek klindamycyny w strukturze materialu. Jednoczesnie
zachowana zostata charakterystyka widma HAp w typowym uktadzie pasm zwigzanych
z grupami fosforanowymi (vs i va PO4+*"), co potwierdza, ze proces sorpcji nie wptynat
istotnie na struktur¢ fazy ceramicznej. Obecno$¢ charakterystycznych pasm
klindamycyny oraz brak przesunig¢ pasm sugeruja charakter fizykochemiczny
tego potaczenia, ktory wynika z oddziatywan adsorpcyjnych.

11.2. Kinetyka uwalniania antybiotyku z materialu kompozytowego

Nastepnie, w celu okres$lenia profilu uwalniania klindamycyny z otrzymanych
materialdw kompozytowych, przeprowadzono analiz¢ iloSciowa z wykorzystujac
ponownie metode HPLC. Na podstawie pomiaréw stezenia antybiotyku w roztworze
inkubacyjnym w kolejnych przedziatach czasowych okreslono ilo$¢ substancji
uwolnionej w funkcji czasu. Uzyskane dane eksperymentalne postuzyly do opracowania
modelu kinetycznego, analogicznie jak w przypadku wczedniejszych badan
nad uwalnianiem kolagenu. Przeprowadzono dopasowanie wynikow do klasycznych
modeli matematycznych opisujacych kinetyke uwalniania: modelu zerowego rzedu,
modelu pierwszego rzedu, modelu Higuchiego,  modelu Korsmeyera—Peppasa
oraz modelu Hixsona—Crowella. Analiza ta miata na celu identyfikacj¢ dominujacego
mechanizmu kontrolujgcego proces uwalniania klindamycyny.

Na Rysunku 92 zaprezentowano zestawienie chromatogramow uzyskanych podczas
analizy uwalniania antybiotyku. Nastepnie Rysunek 93 przedstawia procentowa
ilo$¢ uwolnionego antybiotyku w funkcji czasu.
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Rysunek 92. Zestawienie chromatogramow uwolnionej klindamycyny po czasie 3 h (a); 24 h (b); 72 h (c); 168 h (d); 336 h (d)
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Rysunek 93. Procentowa ilos¢ uwolnionej klindamycyny w funkcji czasu

Zaprezentowany na Rysunku 93 przebieg uwalniania antybiotyku w funkcji czasu
wskazuje na charakterystyczny, dwuetapowy mechanizm, w ktorym poczatkowej fazie
towarzyszy szybkie uwalnianie antybiotyku (efekt burst release). Nastepnie tempo
uwalniania ulega wyraznemu spowolnieniu i stabilizuje si¢ w dalszym okresie inkubacji,
co sugeruje, ze pozostala ilos¢ klindamycyny ulega stopniowej dyfuzji z wnetrza
porowatej struktury kompozytu. Catkowity stopien uwolnienia po 14 dniach wynosi
okoto 40%, co $wiadczy o zdolno$ci materiatu do dtugoterminowego 1 kontrolowanego
uwalniania substancji czynne;.
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Rysunek 94. Uwalnianie klindamycyny z matrycy kompozytowej - dopasowanie modelu 0 rzedu
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Rysunek 97. Uwalnianie klindamycyny z matrycy kompozytowej - dopasowanie modelu
Korsmayera-Peppasa
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Tabela 23. Wartosci wspotczynnika determinacji R2 dla dopasowania danych
eksperymentalnych dotyczacych uwalniania klindamycyny do wybranych modeli kinetycznych

Model kinetyczny Wspélezynnik determinacji R2
0 rzedu 0,8307
I rzedu 0,6165
Higuchiego 0.9614
Korsmayera-Peppasa 0,9858
Hixona-Crowella 0,6943

Analiza dopasowania danych eksperymentalnych dotyczacych uwalniania
klindamycyny do modeli matematycznych wskazuje, ze proces ten przebiega zgodnie
z bardziej ztozonym mechanizmem transportu niz mialo to miejsce w przypadku
kolagenu. Najwyzszy wspoOtczynnik determinacji uzyskano dla modelu Korsmeyera—
Peppasa (R? = 0,9858), co sugeruje, ze mechanizm uwalniania klindamycyny obejmuje
zarowno klasyczng dyfuzjg, jak i elementy zwigzane z relaksacja sieci polimerowe;.
Wysokie dopasowanie do modelu Higuchiego (R* = 0,9614) dodatkowo potwierdza
istotny udziat kontrolowanej dyfuzji w przebiegu procesu.

W poréwnaniu do wczesniejszych wynikow dla kolagenu — w przypadku ktérego
dominujagcym modelem byl model Higuchiego — rdznice te moga wynikaé ze specyfiki
fizykochemicznej obu substancji. Klindamycyna zostata wbudowana do porowatego
hydroksyapatytu 1 charakteryzuje si¢ mniejsza masa czasteczkowa oraz wyzsza
mobilnoscig niz kolagen, co moze sprzyja¢ bardziej dynamicznemu i wieloetapowemu
mechanizmowi uwalniania. Spos$rod wszystkich testowanych modeli, najnizsze
dopasowanie uzyskano dla modelu pierwszego rzedu (R* = 0,6165), co jest spdjne
z wynikami dla kolagenu. Zarowno wlasciwosci fizykochemiczne substancji czynnej,
jak 1 sposdb jej wprowadzenia do kompozytu wpltywaja na przebieg procesu,
jednak w obu przypadkach uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja na dominujacy
udziat mechanizmu kontrolowanej dyfuzji, z mozliwym udzialem zjawisk relaksacyjnych

sieci polimerowe;.

11.3. Ocena wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych

W ramach oceny funkcjonalizacji materialow kompozytowych klindamycyna,
przeprowadzono analiz¢ aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wzgledem bakterii
Staphylococcus aureus, powszechnie wystepujacego drobnoustroju Gram-dodatniego,
ktory nalezy do najczestszych patogendw odpowiedzialnych za zakazenia zwigzane
z wszczepami biomaterialow. Tego rodzaju infekcje stanowig powazne kliniczne
wyzwanie w chirurgii ortopedycznej 1 inzynierii tkanki kostnej, prowadzac
do koniecznosci usuniecia implantu, przewlektych stanéw zapalnych oraz znacznego

wydtuzenia czasu leczenia. Dlatego tez projektowanie bioaktywnych materiatow
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zdolnych do lokalnego hamowania wzrostu patogenéw jest obecnie jednym z kluczowych
kierunkow rozwoju biomateriatow stosowanych w medycynie regeneracyjne;.

Wyniki oceny aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej wzgledem S.aureus
zaprezentowano na Rysunku 99.

Rysunek 99. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa wzgledem S.aureus dla plynow inkubacyjnych
uzyskanych po czasie 24h (1); 72h (2); 168h (3) oraz 336 h (4)

Ocena wlasciwosci  przeciwdrobnoustrojowych zostala przeprowadzona
z zastosowaniem standardowej metody dyfuzji z krazka, polegajacej na analizie
powstawania strefy zahamowania wzrostu bakterii wokoét krazkow nasaczonych
roztworem testowym. Strefa ta, widoczna jako przezroczysty obszar na powierzchni
podtoza agarowego wysianego szczepem bakteryjnym, $wiadczy o zdolnosci probki
do hamowania wzrostu drobnoustrojow w wyniku obecnos$ci substancji czynnej —
w tym przypadku klindamycyny — o dzialaniu bakteriostatycznym lub bakteriobdjczym.
Im wigksza $rednica strefy inhibicji, tym wyzsze stezenie i1 skuteczno$¢ dziatania
uwolnionego antybiotyku w badanym czasie. Do analizy wykorzystano plyny
inkubacyjne pochodzace z eksperymentu uwalniania klindamycyny, odpowiadajace
czterem punktom czasowym: 24 h, 72 h, 168 h oraz 336 h. Krazki bibutowe zanurzone
w tych roztworach umieszczono na powierzchni pozywki agarowej z S. aureus,
a nastepnie poddano 24-godzinnej inkubacji w warunkach optymalnych do wzrostu
bakterii. Obserwowane strefy inhibicji wykazywatly zr6znicowang $rednice w zaleznosci
od czasu inkubacji probki kompozytu w wodzie.

Po 24 godzinach (krazek 1) zaobserwowano powstanie umiarkowanej strefy
zahamowania o $rednicy ok. 17 mm, co §wiadczy o szybkim, poczatkowym uwolnieniu
antybiotyku (tzw. efekt ,,burst release’). W kolejnym punkcie czasowym §rednica strefy
wzrosta do ok. 24 mm, natomiast w dniach 7 i 14 (krazki 3 1 4) osiggneta okoto 27 mm.
Obserwowany progresywny wzrost srednicy stref inhibicji wskazuje na stopniowe,
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ale skuteczne uwalnianie klindamycyny z matrycy kompozytowej, ktorej struktura
umozliwia kontrolowang dyfuzje czasteczek leku z porowatego hydroksyapatytu,
przy jednoczesnym wspomagajacym udziale sieci polimerowe;.

Wyniki te pozostajg w $cistej zgodnosci z wczesniejszymi analizami ilo§ciowymi
(HPLC) oraz modelowaniem matematycznym (model Korsmeyera—Peppasa),
ktore wskazywaly na udziat zaréwno klasycznej dyfuzji, jak 1 procesOw zwigzanych
z siecig polimerowa. Co szczegdlnie istotne z punktu widzenia zastosowania klinicznego,
materiat kompozytowy wykazywat aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa
przez co najmniej 14 dni, co potwierdza jego potencjal jako nosnika substancji czynnych
w profilaktyce zakazen okotoimplantacyjnych. Uzyskane rezultaty wskazuja,
ze zaproponowany system kompozytowy nie tylko spelnia funkcje strukturalne
1 bioaktywne wymagane w regeneracji tkanki kostnej, ale rowniez wykazuje istotng
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, co moze znaczaco zmniejszy¢ ryzyko zakazen
implantologicznych 1 zwigkszy¢ bezpieczenstwo terapii. Lokalna, kontrolowana
dystrybucja antybiotyku moze zapewni¢ redukcje dawek ogolnoustrojowych
1 zminimalizowa¢ ryzyko wystapienia opornosci bakteryjnej, co czyni takie rozwigzania

szczegolnie cennymi w nowoczesnej medycynie regeneracyjnej.

11.4. Podsumowanie czesci IV — modyfikacja antybiotykiem

Czwarta czg$¢ pracy koncentrowata si¢ na dalszej funkcjonalizacji wybranych
materiatow kompozytowych poprzez wprowadzenie substancji czynnej o dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym. W oparciu o wyniki wczesniejszych badan, do modytikacji
wykorzystano kompozyt 700 HAp/Kol-w, charakteryzujacy si¢ korzystnymi
wlasciwosciami mechanicznymi, sorpcyjnymi i powierzchniowymi. Material ten zostat
wzbogacony o antybiotyk — klindamycyne, nalezaca do grupy linkozamidow, wykazujaca
wysoka skuteczno$¢ wobec bakterii Gram-dodatnich, w tym Staphylococcus aureus,
typowego patogenu infekcji okotoimplantacyjnych.

Proces modyfikacji polegal na wczesniejszym nasyceniu porowatego HAp
klindamycyng na drodze sorpcji, co pozwolito na skuteczne osadzenie czgsteczek leku
bez naruszenia struktury ceramicznej. Potwierdzenie obecno$ci klindamycyny
w materiale uzyskano przy uzyciu metod HPLC oraz FT-IR. Nastgpnie przeprowadzono
badania kinetyki uwalniania substancji czynnej z kompozytu, wskazujace na dwufazowy
charakter procesu: poczatkowe szybkie uwalnianie (burst release), a nastgpnie stopniowa,
kontrolowana dyfuzje przez kolejne dni inkubacji. Analiza matematyczna wykazata
najlepsze dopasowanie do modelu Korsmeyera—Peppasa, co potwierdza udziat
mechanizméw dyfuzyjnych oraz relaksacyjnych. Dalsze badania objely oceng
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych materiatu poprzez analize powstawania stref
zahamowania wzrostu S. aureus wokot krazkow nasaczonych ptynami inkubacyjnymi
z poszczegolnych etapoOw uwalniania. Wyniki jednoznacznie potwierdzity aktywnos¢
antybiotyku utrzymujacg si¢ przez caty okres badania (do 14 dni), co wyrazone zostato
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stopniowym zwigkszaniem S$rednicy stref inhibicji. Obserwowane zjawisko §wiadczy

o efektywnym, dlugoterminowym dziataniu przeciwdrobnoustrojowym materiatu,

co jest szczegdlnie istotne w konteks$cie zastosowan w inzynierii tkanki kostnej

oraz profilaktyce infekcji zwigzanych z wszczepami.

{”. PROFIL UWALNIANIA '\

MODYFIKACJA
MATERIALOW
KOMPOZYTOWYCH
ANTYBIOTYKIEM

l

POLACZENIE FT R
HAP - KLINDAMYCYNA | € HPLC

KOLAGENU
. DOPASOWANIE DO CHARAKTERYSTYKA
MODELI — WYBRANYCH
KINETYCZNYCH MATERIALOW
. BADANIA
\ MIKROBIOLOGICZNEJ l
( WYTYPOWANY MATERIAL \
KOMPOZYTOWY
O POTENCJALE DO ZASTOSOWAN
W INZYNIERII I CHIRURGII TKANKI
k KOSTNEJ )

Rysunek 100. Schemat podsumowania czesci 1V - modyfikacja antybiotykiem
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12. WNIOSKI KONCOWE

W ramach niniejszej pracy opracowano i kompleksowo scharakteryzowano

biomateriaty kompozytowe na bazie hydroksyapatytu oraz wybranych polimerow

syntetycznych i naturalnych, modyfikowane dodatkami bioaktywnymi. Na podstawie

przeprowadzonych eksperymentow oraz analizy otrzymanych wynikéw sformutowano

nastepujace wnioski:

>

Opracowana metoda syntezy hydroksyapatytu metoda mokrej precypitacji
pozwala na uzyskanie materialu o wysokiej czystosci fazowej, stosunku Ca/P
zblizonym do stechiometrycznego, wysokiej powierzchni wlasciwej
oraz jednorodnej strukturze porowate;.

Poréwnanie wlasciwosci syntetycznego HAp z materialem komercyjnym
wykazato istotng przewage proszku otrzymanego laboratoryjnie pod wzgledem
morfologii, stabilnosci zawiesiny oraz jednorodnos$ci rozktadu wielkos$ci czgstek,

co wskazuje na jego wiekszy potencjat aplikacyjny.

Otrzymane kompozyty ceramiczno-polimerowe zawierajace HAp 1 matryce
PVA/PVP wykazaly wysoka stabilnos¢, korzystne wlasciwosci sorpcyjne
1 biozgodno$¢, a takze zdolnos¢ do fotopolimeryzacji, co czyni je odpowiednimi

do dalszej funkcjonalizacji.

Wprowadzenie kolagenu wplyngto korzystnie na wilasciwosci mechaniczne
kompozytéw (zwigkszenie elastycznosci, poprawa parametréw chropowatos$ci),
bez istotnego pogorszenia stabilnosci strukturalnej, co wskazuje na skuteczng
integracje fazy bioaktywnej w matrycy polimerowej. Ponadto, modyfikacja
kolagenem istotnie zwigkszyla ich wtasciwosci hydrofilowe kompozytow.

Modyfikacja materiatéw kompozytowych klindamycyna umozliwita uzyskanie
systemu o kontrolowanym profilu uwalniania antybiotyku i wykazujacego
wyrazne wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe wobec Staphylococcus aureus,
co potwierdzono metodg dyfuzji krazkowe;.

Analizy biologiczne (test MTT, NF-«B, scratch assay) wykazaty, ze opracowane
kompozyty s3 biozgodne, nie wykazuja cytotoksycznos$ci 1 wspierajg regeneracje
komorek, a poziom aktywacji prozapalnej pozostaje na niskim, akceptowalnym

poziomie.

Cel niniejszej rozprawy doktorskiej zostat zrealizowany, a uzyskane wyniki badan

potwierdzaja zasadno$¢ postawionej tezy naukowej. Opracowane biomateriaty

kompozytowe, 1aczace hydroksyapatyt z fazg polimerowg oraz bioaktywnymi dodatkami,

wykazaty korzystne wihasciwosci fizykochemiczne, mechaniczne i biologiczne, istotne

w kontek$cie inzynierii 1 chirurgii regeneracyjnej. Szczegdlnie obiecujacym
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rozwigzaniem okazal si¢ kompozyt zawierajacy syntetyczny hydroksyapatyt, kolagen
wotowy oraz klindamycyne, ktory wykazat synergiczne dziatanie strukturalne, wspierat
procesy regeneracyjne 1 wykazywal  aktywno$¢  przeciwdrobnoustrojows.
Tak zaprojektowany material moze pemli¢ funkcje zaro6wno rusztowania kostnego,
jak 1 nosnika substancji bioaktywnych, odpowiadajgc na potrzeby leczenia ubytkow
kostnych, takze w przebiegu osteoporozy.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja na mozliwo$¢ racjonalnego
projektowania wielofunkcyjnych biomaterialow kompozytowych poprzez odpowiednig
kontrole ich sktadu, mikrostruktury oraz kierunkowa funkcjonalizacje, co otwiera nowe
perspektywy rozwoju materiatow dostosowanych do konkretnych wskazan klinicznych.
Uzyskane rezultaty stanowig rowniez punkt wyjscia do dalszych badan, w tym testow
in vivo oraz poglebionej oceny interakcji materiatu z tkanka kostna w warunkach

biologicznych.
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STRESZCZENIE

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo opracowanie oraz kompleksowa
charakterystyka biomaterialdw kompozytowych przeznaczonych do zastosowan
w inzynierii i chirurgii tkanki kostnej. Praca koncentrowata si¢ na otrzymaniu materialow
opartych na hydroksyapatycie (HAp) i1 wybranych polimerach syntetycznych,
modyfikowanych dodatkami bioaktywnymi (kolagenem i klindamycyng) w celu nadania
im  wlasciwosci  regeneracyjnych i1 przeciwdrobnoustrojowych.  Zalozono,
ze odpowiednio zaprojektowane kompozyty beda wykazywaé korzystne wilasciwosci
fizykochemiczne, mechaniczne i biologiczne, odpowiadajace aktualnym potrzebom
klinicznym, szczeg6lnie w kontekScie leczenia ubytkéw kostnych zwigzanych
Z 0osteoporoza.

W pierwszym etapie pracy przeprowadzono synteze fazy ceramicznej, metoda
mokrej precypitacji, optymalizujagc warunki reakcji pod katem czystosci fazowe;,
struktury  porowatej oraz  biozgodnosci. Uzyskany  materiat  porownano
z hydroksyapatytem komercyjnym, wykazujac wyrazne korzysci wynikajace
z kontrolowanego procesu syntezy. Nastgpnie opracowano kompozyty polimerowo-
ceramiczne z udziatem PVA, PVP i PEGDA, analizujgc ich stabilno$¢, morfologie,
zwilzalno$¢, chropowato$§¢ oraz wiasciwosci mechaniczne. W kolejnych etapach
przeprowadzono funkcjonalizacj¢ materiatdw: wprowadzenie kolagenu rybiego
lub wotowego poprawilto ich wlasciwosci powierzchniowe i mechaniczne, natomiast
dodatek klindamycyny zapewnit materialom aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec
Staphylococcus aureus,. Ocena wilasciwosci biologicznych obejmowata testy
cytotoksycznos$ci, aktywnos$ci prozapalnej oraz model gojenia rany in vitro. Uzyskane
wyniki potwierdzity brak cytotoksyczno$ci oraz korzystny wplyw opracowanych
materiatow na proliferacje komorek i procesy regeneracyjne.

Najbardziej obiecujacym rozwigzaniem okazal si¢ kompozyt zawierajacy
syntetyczny HAp, kolagen wotowy oraz klindamycyne. Badania potwierdzity mozliwo$¢
projektowania biomateriatdw kompozytowych o wlasciwosciach dostosowanych
do wymagan konkretnego zastosowania klinicznego. Opracowane materialy stanowia
potencjalng podstawe do dalszych badan w kierunku ich wykorzystania w medycynie
regeneracyjnej, ze szczegdlnym uwzglednieniem terapii  ubytkéw  kostnych
oraz zapobiegania infekcjom okotowszczepowym.
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SUMMARY

The aim of this doctoral dissertation was the development and comprehensive
characterization of composite biomaterials intended for applications in bone tissue
engineering and surgery. The study focused on the fabrication of materials based
on hydroxyapatite (HAp) and selected synthetic polymers, modified with bioactive
additives (collagen and clindamycin) to impart regenerative and antimicrobial properties.
It was hypothesized that appropriately designed composites would exhibit favorable
physicochemical, mechanical, and biological properties, aligned with current clinical
demands, particularly in the context of treating bone defects associated with osteoporosis.
In the initial stage of the study, the ceramic phase was synthesized using a wet
precipitation method, with optimization of reaction conditions in terms of phase purity,
porous structure, and biocompatibility. The resulting material was compared
to commercially available hydroxyapatite, demonstrating clear advantages resulting from
the controlled synthesis process. Subsequently, polymer-ceramic composites were
developed using PVA, PVP, and PEGDA, with an analysis of their stability, morphology,
wettability, roughness, and mechanical properties. In the following stages,
functionalization of the materials was carried out: the incorporation of fish or bovine
collagen improved their surface and mechanical properties, while the addition
of clindamycin conferred antimicrobial activity against Staphylococcus aureus.
The evaluation of biological properties included cytotoxicity testing, assessment of pro-
inflammatory activity, and an in vitro wound healing model. The obtained results
confirmed the absence of cytotoxic effects and a positive influence of the developed
materials on cell proliferation and regenerative processes.

The most promising solution proved to be the composite containing synthetic
HAp, bovine collagen, and clindamycin. The study confirmed the feasibility of designing
composite biomaterials with properties tailored to specific clinical applications.
The developed materials constitute a potential basis for further research toward their use
in regenerative medicine, with particular emphasis on the treatment of bone defects
and the prevention of peri-implant infections.
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Udzial w projektach badawczych
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M-ERA.NET 3 Call 2022 (Fundusze Europejskie)
Temat: New Generation of Bioactive Laser Textured Ti/HAp Implants
Okres uczestnictwa w projekcie: 07.2023 — 01.2025

POIR. 04.01.04-00-0032/20-00 (Fundusze Europejskie)
Temat: Opracowanie i demonstracja technologii wytwarzania wysoko

efektywnych sorbentow na bazie diatomitu oraz wypetniaczy diatomitowych
Okres uczestnictwa w projekcie: 05.2023 — 08.2023

OPUS, UMO0-2022/45/B/ST8/02557 (Narodowe Centrum Nauki)
Temat: Hierarchiczne podejscie do inZynierii tkanki kostno-chrzestnej

OsteoHierarch
Okres uczestnictwa w projekcie: 03.2023 — 06.2023

WND-RPSL.01.02.00-24-0133/21-005, LEON WITAS Sp. z o. 0./ RPO WSL
(Slaskie Centrum Przedsiebiorczo$ci)

Temat: Przeprowadzenie prac B+R celem opracowania innowacyjnego systemu
drzwiowego do zastosowania w infrastrukturze Medycznej

Okres uczestnictwa w projekcie: 12.2022 — 01.2023

04.04.00-00-16D7/18 TEAM-NET (Fundacja na rzecz Nauki Polskiej)
Temat: Wielofunkcyjne kompozyty aktywne biologicznie do zastosowan

w medycynie regeneracyjnej uktadu kostnego
Okres uczestnictwa w projekcie: 01.2019 — 09.2022

Zgloszenia patentowe

1.

UPRP numer: P.442978
Sposob  otrzymywania kompozytu o osnowie polimerowej zawierajgcej
hydroksyapatyt i kompozyt o osnowie polimerowej zawierajgcej hydroksyapatyt.

UPRP numer: P.442979.
Sposob otrzymywania dwuwarstwowej bioaktywnej powloki kompozytowej
i dwuwarstwowa bioaktywna powtoka kompozytowa.

. UPRP numer: P.44280.

Sposob  otrzymywania bioaktywnego kompozytu i bioaktywny kompozyt.

UPRP numer: P.446802.
Sposob wytworzenia monomerow polimerow samoregenerujgcych.

UPRP numer: P.451609

Bioaktywny material kompozytowy i sposob otrzymywania bioaktywnego
materiatu kompozytowego.
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Zrealizowane staze naukowe, dydaktyczne i przemyslowe

1.

University of Porto w ramach projektu ,,REG — region uczacy si¢”,
Praca de Gomes Teixeira, 4099-002 Porto, Portugalia

(Staz dydaktyczny)

Okres stazu: 08.11.2023 —29.11.2023

Firma UNISTAR Sp. z 0. o, ul. Pszczynska 305, 44-100 Gliwice
(staz przemystowo-zawodowy )
Okres stazu: 01.01.2023 —31.03.2023

Centrum Materialow Polimerowych i Weglowych Polskiej Akademii Nauk
w Zabrzu, ul. M.Curie-Sktodowskiej 34, 41-819 Zabrze
(staz naukowy, opiekun dr inz. Marcin Godzierz)

Okres stazu: 22.03.2021 —26.03.2021

Katedra Immunologii I Biologii Infekcyjnej Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu £.odzkiego, ul. Banacha 12/16, 90-237 £6dz
(staz naukowy, opiekun dr Karolina Rudnicka)

Okres stazu: 27.02.2020 — 06.03.2020

Lancaster University, Engineering Department and Materials Science Institute
(MS]), Bailrigg, Lancaster LA1 4YW, United Kingdom
(staz naukowy, opiekun: dr Timothy Douglas

Okres stazu: 28.01.2020 — 06.02.2020

Instytut Katalizy 1 Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego Habera Polskiej
Akademii Nauk w Krakowie, ul. Niezapominajek 8, 30-239 Krakéw
(staz naukowy, opiekun: dr inz. Aneta Michna)

Okres stazu: 01.08.2018 —31.08.2018

Comenius University, Department of Analytical Chemistry, Faculty of Natural
Sciences, Ilkovicova 6, 84215 Bratislava, Slovakia

(udziat w mentoringu naukowym, opiekun: prof. Josef Jampilek)

Okres mentoringu naukowego: 01.01.2019 — 30.09.2022; wspotpraca mentora
naukowego w zakresie badan nad biomaterialami w formie konsultacji
merytorycznych 1 wsparcia eksperckiego

216



Konferencje naukowe

1.

10.

11

12.

13.

14.

Innowacyjne pomysty miodych naukowcéw: Nauka — Startup — Przemyst,
Wystapienie posterowe. Nowoczesne materialy polimerowe z bioaktywnymi
dodatkami — charakterystyka wlasciwosci antyoksydacyjnych i kinetyka
uwalniania, 02-03.06 2025.

EUIndTech2025, Wystgpienie posterowe: Innowacyjne hydrozele PVP
z mikrometrycznymi czgstkami srebra i ekstraktem z Arnica montana
do zastosowan w leczeniu ran przewlektych, 02-03.06 2025.

Swiatowy Dzien Recyklingu — Warsztaty Gospodarki o Obiegu Zamknietym,
Wystgpienie ustne: Gospodarka o obiegu zamknigtym w projektowaniu
i syntezie biomateriatow, 18.03.2025.

Forum Inzynierii Materiatowej, Wystapienie ustne: Biohydrogels, 05.12.2024.
Sth International Conference Strategies toward Green Deal Implementation Wate,
Raw Materials & Energy in Green Transition, Wystgpienie posterowe:
Optymalizacja warunkow syntezy kompozytow gradientowych do zastosowan
biomedycznych, 27.11.2024 —29.11.2024

The 1st International Online Conference on functional Biomaterials, Wystapienie
posterowe: Obtaining hydroxyapatite as a calcium phosphate with high potential
in bone tissue engineering, 10.07.2024 — 12.07.2024.

11" International Multidisciplinary Conference of Current Research Trends-2024,
Wystapienie ustne: Plant adaptogens — characteristics and biomedical
applications, 28-29.06.2024.

32" Annual Conference “Biomaterials in Medicine and Veterinary Medicine”,
Wystapienie posterowe: Effect of Synthesis Parameters on Physicochemical
Properties of Calcium Phosphates, 12-15.10.2023.

9'h International Multidisciplinary Conference of Current Research Trends-2023,
Wystapienie ustne: Hydrogels systems based of natural polymers modified
with albumin carriers, 25-26.08.2023.

Advanced Materials and Technologies Conference ATM 2023, Wystapienie
posterowe: Calcined diatomise as a corrosion inhibitor in corrosion protection
coatings, 18 - 21.06.2023.

. XIV Miedzynarodowa Konferencja Naukowa Horyzonty Nauki, Wystapienie

posterowe: Innowacyjne materialy hydrozelowe jako no$niki wybranych
substancji aktywnych, 12-13.06.2023.

XXIV  Miegdzynarodowa Studencka Konferencja Naukowa ,Materialy
1 technologie XXI Wieku”, Wystapienie ustne: Systemy polimerowe
modyfikowane wybranymi biatkami jako nosniki lekow cytostatycznych,
24.05.2023.

V  Ogolnopolska Konferencia IMPLANTY 2023 Technologie, chemia
1 medycyna, Wystapienie posterowe: Otrzymywanie i charakterystyka wybranych
fosforanow wapnia, 18-20.05.2023.

X Ogolnopolska Konferencja Studentow Fizyki Medycznej Fizyka dla Medyka,
Wystapienie ustne: Analiza fizykochemiczna i biologiczna materiatow
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21

22.

23.

24.

25.

26.

27.

kompozytowych  przeznaczonych — do  regemeracji  ubytkow  kostnych,
15-16.04.2023.

I Ogolnopolska Konferencja Interdyscyplinarna "Biomaterialy Nadzieja
Przysztosci", Wystapienie ustne: Nanosfery biatkowe jako nosniki lekow
w celowanej terapii przeciwnowotworowej, 12.12.2022.

UK-Poland-Ukraine Bioinspired Materials Conference, Wystgpienie posterowe:
Preparation and characterization of albumin nanospheres as carriers
of cytostatic drugs, 29-30.11.2022.

Migdzynarodowa konferencja Innowacyjne pomysty mtodych naukowcoéw Nauka
Startup Przemyst 2022, Wystapienie ustne: Nanoczgstki biatkowe jako nosniki
lekow cytostatycznych - otrzymywanie i charakterystyka, 28.11.2022.

Tissue Engineering and Regenerative Medicine International Society,
Inc.- European Chapter 2022 TERMIS-EU Conference, Wystgpienie posterowe:
Physicochemical and biological analysis of synthetic hydroxyapatite obtained via
a wet precipitation technique, 28.06-01.07.2022.

Ogolnopolska Konferencja Science and Young Researchers — 6th edition,
Wystepienie ustne: Composite biomaterials designed for bone tissue
regeneration, 04.06.2022.

Ogolnopolska Konferencja Analiza Zagadnienia, Analiza Wynikow —
Wystapienia Mlodego Naukowca, Wystapienie ustne: Materialy kompozytowe
modyfikowane kolagenem pochodzenia wotowego do zastosowan biomedycznych
Wystapienie ustne: Hydroksyapatyt syntetyczny otrzymywany metodg mokrego
strqcania przeznaczony do regeneracji tkanki kostnej, 05-06.03.2022.

. Ogolnopolska Konferencja Interdyscyplinarna COGITO cz. I, Wystapienie

ustne: Trojwymiarowe kompozyty ceramiczno-polimerowe modyfikowane
kolagenem do zastosowan biomedycznych, 10-11.02.2022.

2nd International Conference Strategies toward Green Deal Implementation
Water, Raw Materials & Energy, Wystapienie posterowe: Photopolymerization
as an economical and waste-free method of obtaining composite materials
intended for bone tissue regeneration, 08-10.12.2021.

Ogolnopolska konferencja Implanty, Wystapienie posterowe: Nanosfery biatkowe
w kontrolowanym dostarczaniu lekow, 18.06.2021.

I Migdzynarodowa Multidyscyplinarna Konferencja Doktorantéw Uniwersytetu
Szczecinskiego, Wystapienie ustne: Nanosfery albuminowe jako nosniki lekow
cytostatycznych, 23-25.05.2021.

Ogolnopolska Konferencja o Kompozytach, Wystgpienie ustne: Synteza
i charakterystyka kompozytow ceramiczno-polimerowych na bazie biatka
serwatkowego, 21-22.05.2021.

National Scientific Conference , Knowledge — Key to Success” — 5™ edition,
Wystapienie posterowe: Modified protein hydrogels designed for biomedical
applications, 23.01.2021.

Konferencja Naukowa ,,Blizej chemii”, Wystapienie posterowe: Albumina jako
nosnik lekow przeciwnowotworowych, 09-10.01.2021.
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28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

e-Zjazd Zimowy SSPTChem, Wystapienie ustne: ,,Otrzymywanie nanosfer
polimerowych na bazie albuminy, 19.12.2020.

Global Virtual Conference on Biomaterials (Biopolymat), Wystapienie ustne:
Albumin nanospheres for drug delivery applications, 04.12.2020.

UK-Poland Bioinspired Materials Conference, Lancaster, United Kingdon,
Wystapienie ustne: Physicochemical and biological analysis of hydroxyapatite
for bone tissue regeneration, 23-24.11.2020.

Nowe Trendy w Badaniach Naukowych edycja I, Wystapienie ustne: Badania
inkubacyjne  bioaktywnych materiatow kompozytowych do zastosowan
w  medycynie regeneracyjnej i implantologii, Wystapienie posterowe
pt.: Hydrozelowe materialy kompozytowe zawierajgce biatka pochodzenia
naturalnego przeznaczone do regeneracji uktadu kostnego, 20.11-22.11.2020.
National Scientific e-Conference: e-Factory of Science, Wystapienie ustne:
Characteristics of polymer-ceramic composites for the regeneration
of the skeletal system, 14.11.2020.

Konferencja Naukowa ,,Polimery w Medycynie”, Wystgpienie posterowe:
Bioaktywne materialy kompozytowe do zastosowan w medycynie regeneracyjnej
i implantologii, 03.11.2020.

Ist Summer Scientific on-line School, Wystapienie ustne: Hydrogels based
on whey protein isolate modified with hydroxyapatite, 08.08.2020.

Konferencja Naukowa Nowe Trendy w Badaniach Naukowych, Edycja I,
Wystapienie ustne: Hydroksyapatyt w medycynie regeneracyjnej uktadu kostnego
oraz Modyfikowane materialy hydrozelowe do zastosowan biomedycznych,
20-21.06.2020.

Dokonania Naukowe Doktorantow, Wystapienie ustne: Otrzymywanie hydrozeli
WPI modyfikowanych hydroksyapatytem i substancjq aktywng, 27-28.04.2020.
UK-Russia bioinspired materials, Wystapienie posterowe; Hydroxyapatite
in bone regeneration — selection of synthesis conditions, 02-03.02.2020.

Nagrody i wyro6znienia

Indywidualne

l.

Laureatka Stypendium Ministra Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego dla Wybitnych
Mtodych Naukowcow w 2025 roku (edycja 20).

Laureatka Nagrody Santander dla Studentow 1 Doktorantow Politechniki
Krakowskiej 2025

Laureatka zestawienia Forbes ,,24 kobiety, ktore warto obserwowa¢ w 2024 roku”
Laureatka Nagrody Santander dla Studentow 1 Doktorantow Politechniki
Krakowskiej 2024

Wyréznienie w zestawieniu TOP 20% za efektywno$¢ publikacyjna w 2024 roku
Laureatka wyr6éznienia SUPERMENTOR 2024 za prace mentorska ze studentami
grup projektowych FutureLab PK
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18

19.

20.

21.

Tytul Najlepszego Dydaktyka na kierunku Nanotechnologia i nanomateriaty
w roku akademickim 2023/2034

Wyréznienie w zestawieniu TOP 20% za efektywno$¢ publikacyjna w 2023 roku
Laureatka wyrdznienia 2023 za prace mentorska ze studentami grup
projektowych FutureLab PK

Nagroda za najlepszy referat ustny: Systemy polimerowe modyfikowane
wybranymi biatkami jako nosniki lekow cytostatycznych, XXIV Miedzynarodowa
Studencka Konferencja Naukowa - Materialty i1 Technologie XXI wieku,
Katowice, 24.05.2023 r.

I miejsce za referat ustny: Nanosfery biatkowe jako nosniki lekow w celowanej
terapii przeciwnowotworowej, 1 Ogoblnopolska Konferencja Interdyscyplinarna
"Biomaterialy Nadzieja Przysztosci", 12.12.2022 1.

Nagroda za najlepszy poster zaprezentowany podczas konferencji 2nd
International Conference Strategies toward Green Deal Implementation: Water,
Raw Materials & Energy, 8-10.12.2022.

Nagroda Specjalna TransDOCSUM Transfer of EIT Raw Materials PhD Winter
School Entrepreneurship in the CE.

Wyrdznienie za wygloszony referat podczas Ogoélnopolskiej Konferencji
Mtodych Naukowcow: Analiza Zagadnienia, Analiza Wynikow — Wystapienie
Mtodego Naukoweca, 05-06.03.2022.

I miejsce na Uczelnianej Sesji Kot Naukowych Politechniki Krakowskiej
za referat pt. ,Materialy hydrozelowe modyfikowane sferami biatkowymi
zaprojektowane do transdermalnego dostarczania substancji aktywnych”, 2021,
Krakow.

IT miejsce na Wydziatowej Sesji Kot Naukowych za referat: Sfery albuminowe -
otrzymywanie, charakterystyka, zastosowanie, 2021, Krakow.

Wyrdznienie podczas konferencji Nowe Trendy w Badaniach Naukowych, Edycja
I za prezentowany poster: Hydrozele WPI modyfikowane hydroksyapatytem, 20-
21.06.2020.

. Wyrdznienie podczas konferencji Dokonania Naukowe doktorantéw

za prezentowany referat: Otrzymywanie hydrozeli WPI modyfikowanych
hydroksyapatytem i substancjq aktywng, 27-28.04.2020.

I miejsce w konkursie prac oryginalnych w sesji biotechnologicznej
Ogolnopolskiej Konferencji Naukowej Studentow Medycyny Laboratoryjnej
1 Biotechnologii, Diagnostyczno-Biotechnologiczne Zaglebie Nauki, Sosnowiec
2019.

Nagroda publicznosci w sesji biotechnologicznej Ogdlnopolskiej Konferencji
Naukowej  Studentow  Medycyny  Laboratoryjnej 1  Biotechnologii”
Diagnostyczno-Biotechnologiczne Zaglebie Nauki, Sosnowiec 2019.

Tytut Finalisty w kategorii Nauki Przyrodnicze i Energetyka w konkursie
Studecki Nobel 2019.
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Zespotowe

1.

Laureat Konkursu ,Student Wynalazca 2023” za wynalazek Sposob
otrzymywania kompozytu o osnowie polimerowej zawierajqcej hydroksyapatyt
i kompozyt o osnowie polimerowej zawierajgcej hydroksyapatyt oraz Sposob
otrzymywania  dwuwarstwowej  bioaktywnej  powloki  kompozytowej
i dwuwarstwowa bioaktywna powtoka kompozytowa.

Wyroéznienie w konkursie ,,Struna-Med 2023” za projekt projekt Ukfady
transdermalne w celowanej terapii nowotworow skory.

I miejsce w programie MedBiz Innovations program za projekt Biohydrogels —
nowoczesne opatrunki aktywne.

I miejsce w Ogolnopolskim Konkursie Kot Naukowych Uczelni Technicznych
“KoKoN 2018 w kategorii ,,Jnnowacja i Nowe Technologie”, 2018, Warszawa,
Polska.

Nagrody uzyskane podczas Miedzynarodowych Wystaw Wynalazkow

1.

Ztoty Medal na ,,Mi¢dzynarodowych Targach Wynalazkow i Innowacji INTARG
2025” za wynalazek Biokompozyty polimerowe dla medycyny regeneracyjnej,
03-05.06.2025.

Srebrny Medal na ,,Migdzynarodowych Targach Wynalazkéw i Innowacji
INTARG 2025” za wynalazek Funkcjonalne hydrozele o wiasciwosciach
adaptacyjnych do zastosowan w filtracji otrzymane przy uzyciu technologii druku
4D, 03-05.06.2025.

Srebrny Medal na ,Migdzynarodowych Targach Wynalazkéw 1 Innowacji
INTARG 2025” za wynalazek FLOBIOPOT — Biodegradowalne doniczki
z odpadow owocowych pokryte biopolimerem. Innowacyjne i ekologiczne
rozwiqzanie, ktore wspiera gospodarke cyrkularna oraz redukuje ilos¢
plastikowych odpadow w ogrodnictwie, 03-05.06.2025.

Srebrny Medal na ,,Migdzynarodowych Targach Wynalazkow i1 Innowacji
INTARG 2025” za wynalazek REBIOPACK — Nowa generacja ekologicznych
materiatow opakowaniowych dla przemystu spozywczego, 03-05.06.2025.
Brazowy Medal na ,Migdzynarodowych Targach Wynalazkéw 1 Innowacji
INTARG 2025” =za wynalazek Polimerowe biomaterialy hydrozelowe
o witasciwosciach antyoksydacyjnych, 03-05.06.2025.

Nagroda specjalna WIPO National Award for Creativity za wynalazek Polymer
biocomposites for regenerative medicine, 03-05.06.2025.

EKO Nagroda Prezesa Izby Ekologii za wynalazek pt. Funkcjonalne hydrozele
o wlasciwosciach adaptacyjnych do zastosowan w filtracji otrzymane przy uzyciu
technologii druku 4D, 03-05.06.2025.

Ztoty Medal na Miedzynarodowej Wystawie ,,2024 Kaohsiung International
Invention & Design EXPO” za wynalazek Development of Natural Nanogels-
Based Carriers for Controlled and Targeted Drug Delivery in Therapeutic
Applications, 05-07.12.2024.

Ztoty Medal na Migdzynarodowej Wystawie ,,2024 Kaohsiung International
Invention & Design EXPO” za wynalazek Polymeric system with natural bio-
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14.
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

components for anti-inflammatory and regenerative treatment of chronic wounds,
05-07.12.2024.

Brazowy Medal na Migdzynarodowej Wystawie ,,2024 Seoul International
Invention Fair” za wynalazek: Biomaterial with active medicinal substances
for controlled release in the therapy of hard-to-heal wounds, 27-30.11.2024.
Platynowy = Medal na  Migdzynarodowej Wystawie  ,,EUREKA
INTERNATIONAL PARIS 2024 za wynalazek Innovative hydrogel based
on adaptogens for stimulating tissue regeneration in chronic wounds, 11.2024.
Nagroda Specjalna na Mi¢dzynarodowej Wystawie ,,JENA 2024 za wynalazek
The use of biohydrogels with adaptogens in the treatment of hard-to-heal wounds,
26-28.10.2024.

Srebrny Medal na Migdzynarodowej Wystawie ,,IWIS 2024” za wynalazek
Nanocarriers for biomedical applications — synthesis and properties, 16.10.2024.
Ztoty Medal na Migdzynarodowej Wystawie ,JIWIS 2024” za wynalazek
Innovative carrrier of natural substances with antioxidant activity dermatological
applications, 16.10.2024.

Ztoty Medal na Migdzynarodowej Wystawie ,IWIS 2024” za wynalazek
Biohydrogels enriched with adaptogens in the treatment of chroni¢ wounds,
16.10.2024.

Ztoty Medal na Miedzynarodowej Wystawie ,,Korea International Women’s
Invention Exposition” za wynalazek Nano and micro polymeric systems
for biomedical applications, 22.06.2024.

Nagroda Specjalna na Migdzynarodowej Wystawie ,Korea International
Women’s Invention Exposition” za wynalazek Smart polimer hydrogels
expressing fluorescent properties, 22.06.2024.

Ztoty Medal na Migdzynarodowej Wystawie ,,The 7" China International
Exhibition of Inventions” za wynalazek Active-hydrogels with antioxidant activity
in cosmetological and dermatological therapies, 14.06.2024.

Ztoty Medal na Migdzynarodowej Wystawie ,,The 7" China International
Exhibition of Inventions” za wynalazek Advances polymer nanosystems as drug
carriers in cancer biomedicine, 14.06.2024.

Ztoty Medal na Migdzynarodowej Wystawie ,Invent Arena” za wynalazek
Nanogels - intelligent and and controlled relase of cytostatics, 12-13 .06.2024.
Ztoty Medal na Migdzynarodowej Wystawie ,Invent Arena” za wynalazek
Modern hydrogel patches based on natural ingredients with antioxidant effect,
12-13 .06.2024.

Ztoty Medal na Migdzynarodowej Wystawie ,,EUROINVENT” za wynalazek
Polymeric capsules as drug carriers in anticancer therapies, 08.06.2024.

Ztoty Medal na Migdzynarodowej Wystawie ,,EUROINVENT” za wynalazek
Delivery systems of active substances with anti-inflammatory and sooting
properties intended for dermatological applications, 08.06.2024.

Ztoty Medal na Miedzynarodowej Wystawie ,,ARCA 2023” za wynalazek Smart
polymeric materials with fluorescent properties, 14.11.2023.

Srebrny Medal na Migdzynarodowej Wystawie ,,ARCA 2023” za wynalazek /11-
generation wound dressings as suport systems for the treatment of dermatological
diseases, 14.11.2023.
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26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Srebrny Medal na Miedzynarodowej Wystawie ,,ARCA 2023 za wynalazek
Multicomponent drug carriers for anticancer therapy, 14.11.2023.

Ztoty Medal na Migdzynarodowej Wystawie ,,Seoul International Inventiof Fair”
za wynalazek Multifunctional hydrogel materials to support the therapy
of dermatological diseases, 01-04.11.2023.

Ztoty Medal na Miedzynarodowej Wystawie ,JENA 2023 za wynalazek
Transdermal systems for targeted delivery of cytostatic drugs, 30.10.2023.

Ztoty Medal na Migdzynarodowej Wystawie ,,Korea International Women’s
Invention Exposition” za wynalazek Innovative nanoparticles based on natural
substances as carriers for cytostatic drugs, 22.07.2023.

Srebrny Medal na Mig¢dzynarodowej Wystawie ,,Korea International Women’s
Invention Exposition” za wynalazek Transdermal hydrogels systems in targeted
therapy of skin cancers, 22.07.2023.

. Ztoty Medal na Migdzynarodowej Wystawie ,,Korea International Women’s

Invention Exposition” za wynalazek Multisensitive hydrogel polymer systems,
22.07.2023.

Srebrny Medal na Migdzynarodowej Wystawie “GENEVA INVENTIONS - The
International Exhibition of Inventions of Geneva” za wynalazek: Bioactive
composite materials for bone tissue engineering, 26-30.04.2023.

Srebrny Medal na Miedzynarodowej Wystawie ,,Korea International Women's
Invention Exposition” za wynalazek: Innovative third generation hydrogel
dressings designed to support skin diseases treatment, 25-27.08.2022.

Srebrny Medal na Mig¢dzynarodowej Wystawie ,,EUROINVENT — European
Exhibition of Creativity and Innovation” za wynalazek: Transdermal hydrogel
systems modified with active substances supporting skin necrosis treatment,
26-28.05.2022.

Srebrny Medal na Migdzynarodowej Wystawie ,,GENEVA INVENTIONS -
The International Exhibition of Inventions of Geneva” za wynalazek Chitosan-
based hydrogels modified with active substances as transdermal systems designed
for skin necrosis treatment, 16-20.03.2022.

Ztoty Medal na XV Migdzynarodowa Warszawska Wystawa Wynalazkow WIS
za rozwiazanie Bioactive Composite Coatings for Biomedical Application, 2021,
10.2021.

Ztoty Medal na XIV Migdzynarodowa Warszawska Wystawa Wynalazkéw WIS
za rozwigzanie Synthetic Hydroxyapatite With Controlled Morphology 2020,
10.2020.

Ztoty Medal na XIV Migdzynarodowa Warszawska Wystawa Wynalazkéw TWIS
2020 za rozwigzanie Biocompatible Collagen-Based Matrices for Application
in Bone Tissue Regeneration, 10.2020.

Srebrny Medal na Miedzynarodowej Wystawie ,,18th International Innovation
Exhibition ARCA” za rozwigzanie Bioactive Hydrogel Materials Based on WPI
Modified with Hydroxyapatite 2020, 10.2020.

Ztoty Medal na Migdzynarodowej Wystawie ,,PRO INVENT” za rozwigzanie
Biocompatible drug carriers in targeted cancer therapy, 03.2019.

223



Dzialalno$¢ organizacyjna i popularyzacja nauki

1.

10.
11.

Udziat w debacie w Palacu Prezydenckim w ramach projektu ,,Start—upy
w Patacu”, 09.05.2024
Koordynator szkoly letniej ,,Geopolymers Summer School 2023” w ramach
projektu SPINAKER — intensywne mi¢dzynarodowe programy ksztatcenia
Opiekun sekcji SmartMat Kota Naukowego Materiatow Funkcjonalnych
SMART-MAT, dziatajacego na Wydziale Inzynierii Materiatlowej 1 Fizyki
Politechniki Krakowskiej
Opiekun projektow studenckich
» SKN SP 568410 2023 — Uklady transdermalne w celowanej terapii
nowotworow skory, 29.04.2023 — 29.04.2024
» SKN SP 601893 2024 - Zastosowanie biohydrozeli zawierajacych
adaptogeny w terapii ran przewlektych, 03.06.2024 — 03.06.2025

» FutureLab 44/2022 — Systemy transdermalne z personalizowang dawka
substancji terapeutycznej w leczeniu nekrozy, 2022

» FutureLab 78/2023 — SmartGels, 2023

» FutureLab 108/2024 - Activehydrogels, 2024

» FutureLab 84/2024 — Nanogels do zastosowan biomedycznych, 2024

» FutureLab 130/2025 - Biokompozyty polimerowe dla medycyny
regeneracyjnej

» FutureLab 138/2025 - Hydrozele funkcjonalne otrzymywane

z zastosowaniem druku 4D
Opiekun pomocniczy praktyk studenckich oraz prac dyplomowych studentow
kierunku Inzynieria Materialowa oraz Nanotechnologie i nanomateriaty.
Cztonkowsko w Polskim Stowarzyszeniu Biomateriatow od 24.11.2019.
Cztonkowsko w Wydziatowej Komisji ds. Promocji WIMiF od 27.03.2025.
State zaangazowanie w organizacj¢ 1 uczestnictwo w wydarzen popularyzujacych
nauke takich jak Dzien Inzynierii Materiatlowej, Malopolska Noc Naukowcow,
Festiwal Nauki (od 2018 roku).
Organizacja 1 uczestnictwo Dnia otwartego Wydziatu Inzynierii Materiatowe;j
1 Fizyki Politechniki Krakowskiej, edycja 2024.
Organizacja i uczestnictwo w Festiwalu Uczelni - Matopolska Przysztosci 2024.
Stale zaangazowanie w organizacj¢ 1 prowadzenie warsztatdw naukowych
dla ucznidow szkoét podstawowych i ponadpodstawowych (od 2018 roku).

Ukonczone kursy i szkolenia

1.

How Circular Economy Trends are Transforming the Polymer Industry,
22.05.2025.
High-Resolution Characterization of Structure, Interaction, and Miscibility,
21.05.2025.
Kurs Audytora wewnetrznego w laboratorium wg PN-EN ISO/IEC 17025:2018.
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14.

15.

16.
17.

18

20.
21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.
30.

31

Akademia Liderow Rzeczypospolitej, Szkolenie I stopnia, czerwiec 2023.
Umiejetnosci Kierownicze 2023, Polska Agencja Rozwoju Przedsigbiorczosci,
30.06.2023.

Ekstrakcja do fazy stalej w praktyce, 13.06.2023.

Zarzadzanie projektami niskobudzetowymi, Polska Fundacja Przedsigbiorczosci,
10.06.2023.

Biznesplan, Polska Agencja Rozwoju Przedsi¢biorczosci, 10.06.2023.
Motywowanie pracownikow, Polska Fundacja Przedsigbiorczosci, 30.05.2023.
Czynniki, na ktére mozesz wptyna¢, aby wyeliminowac ryzyko zanieczyszczenia
w hodowlach komorkowych, 30.05.2023.

Zarzadzanie projektami dla poczatkujacych, Polska Agencja Rozwoju
Przedsigbiorczosci, 29.05.2023.

Wykorzystanie cytometrii przeplywowej w badaniach mikrobiologicznych,
16.05.2023.

Kontrola jako$ci konopi, 09.05.2023.

Filtracja 1 ultrafiltracja w przygotowaniu prob biologicznych, 28.03.2023.
Szkolenie Current Trends in 3D and Organoid Cell Culture for Cancer Research,
06.09.2022.

Szkolenie Cell Culture Fundamentals, 30.08.2022.

Przygotowanie i1 analiza probek biologicznych — zastosowanie urzadzen
GenoGrinder, SPECORD+, Alpha II, 17.07.2022.

. Zarzadzanie projektami, NAVOIVA, 11.07.2022.
19.

Szkolenie Choosing the Right Cell Culture Surface: Extracellular Matrix
Coatings, 06.07.2022.

Zarzadzanie innowacjami, NAVOICA, 05.07.2022.

Elektrody pH, cele konduktometryczne - dobra praktyka uzytkowania,
29.06.2022.

Cytometria przeptywowa z obrazowaniem Amnis ImageStream. Warsztaty
z analizy danych z wykorzystaniem modutow sztucznej intelgencji, 18.05.2022.
Chromatografia cieczowa: przygotowanie uktadu pomiarowego, 27.04.2022.
Ekstrakcja do fazy statej w praktyce, 20.04.2022.

Automatyczny homogenizator do zastosowan biologicznych — GenoMax 2050 I,
31.03.2022.

Nowoczesne 1 oszczedne podejscie do techniki ICP-MS na przyktadzie serii
PlasmaQuant MS, 24.02.2022.

Szkolenie Tips and Techniques for Culturing and Scaling-Up Primary Cells,
31.01.2022.

Dobra Praktyka Laboratoryjna — zapewnienie jako$ci badan laboratoryjnych
zgodnie z zasadami DPL, 21.12.2021.

Szkolenie Advances in three-dimensional Cell Culture, 30.11.2021.

Szkolenie z obstugi Mikroskopu Cyfrowego Keyence VHX Series, 18.10.2021.

. Szkolenie 3D printing in Regenerative Orthopedics, 27.09.2021.
32.

Szkolenie Nano- and Microfabricated Hydrogels for Regenerative Engineering,
15.09.2021.
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33.
34.

35.

36.

37.

38.

39.
40.

41.

42.
43.

44.

45.
46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.
55.

Szkolenie Cartilage Engineering and Regeneration, 06.09.2021.

Szkolenie dotyczace porozymetru rtgciowego PoreMaster 33 (Anton Paar),
20.07.2021.

Obstuga 1 konserwacja Liofilzatora laboratoryjnego Alpha 1-2 LDplus,
16.06.2021.

Szkolenie z obstugi i analizy danych z wykorzystaniem Czytnika ptytek 800TSI
oraz obstugi programu Gen5, 15.06.2021.

Znaczenie jako$ci wody w analizie biatek.- Dlaczego woda moze stanowic
zagrozenie, 14.06.2021.

Szkolenie Western blotting - wskazowki 1 porady dotyczace optymalizacji
procesu, 28.05.2021.

Hodowle komoérek w 3D, 23.04.2021.

Inserty Millicell do hodowli komorek - zastosowanie i1 przyktadowe aplikacje,
16.04.2021.

Dobor wlasciwych membran 1 rozwigzan w rdéznych aplikacjach filtracji
analitycznej i przygotowania prob, 29.03.2021.

Dobor whasciwej surowicy w procesie hodowli komoérek, 26.03.2021.

Szkolenie z  obstugi  systemu SHIMADZU HPLC  Prominence
oraz oprogramowania LabSolutions LC/GC Ver.5.xx., 22.03.2021.

Sprawniej 1 szybciej w chromatografii cieczowej — wspotczesne technologie
kolumn HPLC w portfolio Merck, 22.03.2021.

Szkolenie New functionalities in Scopus, 26.02.2021.

Obstuga 1 konserwacja Dwuwiagzkowego spektrofotometru UV-VIS GENESYS
180 Thermo Scientific, 12.01.2021.

Szkolenie Reaxys w praktyce — wyszukiwanie substancji 1 ich wlasciwosci,
15.12.2020.

Tygodniowa szkota zimowa TransDOCSUM Winter School, 07.12.20 — 11.12.20.
Cykl szkoleniowy ,,Forum inzynieréow przysztosci’, 24.10.2020.

Szkolenie z zakresu obstugi i konserwacji o$miostanowiskowego aparatu
do badania testow uwalniania substancji czynnej z ro6znych form lekéw Inspire 8
Basic firmy Elektrolab, 11.09.2020.

Szkolenie z obstugi Specjalistycznego sprzetu POLOS SPIN 50i spin coater,
08.06.2020.

Szkolenie z obstugi Aparatu do badan stabilnosci emulsji MultiScan MS20
DataPhysics Instruments, 01.06.2020.

Metody laboratoryjne stosowane w diagnostyce serologicznej na przyktadzie
testow EUROIMMUN, 01.06.2020.

Szkolenie ,,Diagnosta laboratoryjny”, 10.05.2020.

Potwierdzenie wazno$ci wynikow w laboratorium zgodnie z wymaganiami
normy PN-EN ISO/IEC 17025:2018-02 — analiza trendow, karty kontrolne,
interpretacja wynikow programu PT/ILC, 07.04.2020 — 08.04.2020.
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