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Spis symboli

Ra - wielko$¢ obrazujaca sredni zakres chropowatosci (profil)

Ry - srednia kwadratowa profilu chropowatosci (zwana szerokoscia profilu
chropowatos$ci)

Ry - profil gtadko$ci powierzchni zakrzywionej $wiadczacy o odchyleniu od $redniej

chropowatosci (gtadkos$¢ dotka na powierzchni)

Spis skrotow

3D - struktura przestrzenna

AFM - mikroskop sit atomowych (Atomic Force Microscope)

CFSE - dioctan karboksyfluoresceiny, ester sukcynimidowy pokazujacy rozrost
komorek

DAPI - (4',6-diamidyno-2-fenyloindol) — organiczny zwigzek chemiczny; aromatyczna,
heterocykliczna amina stosowana jako barwnik fluorescencyjny do wybarwiania jader
komorkowych

DD - stopien deacetylacji (Deacetylation Degree)

DMEM-F12 - pokarm komoérkowy

EDS - energia dyspersji spektroskopii rentgenowskiej (Energy-Dispersive X-Ray
Spectroscopy)

FBS - surowica bydleca (Fetal Bovine Serum)

FTIR - spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera (Fourier Transform
Infrared Spectroscopy)

GBR - sterowana regeneracja kosci (Guided Bone Regeneration)

HAp - hydroksyapatyt

IR - spektroskopia w podczerwieni (Infrared Spectroscopy)

SEM - mikroskop elektronowy skaningowy (Scanning Electron Microscope)

UV - $wiatlo ultrafioletowe (Ultraviolet Light)

NMR - magnetyczny rezonans jgdrowy (Nuclear Magnetic Resonance)

PBS - bufor fosforanowy (Phosphate Buffered Saline)

P/S - streptomycyna
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1. WSTEP

Inzynieria biomateriatow nalezy do najbardziej dynamicznie rozwijajacych si¢ galezi
inzynierii materialowej, ktéora taczy elementy materialoznawstwa, medycyny,
immunologii i mikrobiologii. Znaczacy postep, jaki dokonal si¢ podczas ostatnich
dwudziestu lat w inzynierii biomateriatdéw, zwigzany jest z pojawianiem si¢ kolejnych
innowacji technicznych oraz rozwojem nauk medycznych. Z drugiej strony obserwuje
si¢ coraz wigksze zapotrzebowanie na materialy implantacyjne, obniza si¢ wiek
potencjalnych biorcéw, na co ma wptyw rozwdj choréb cywilizacyjnych, degradacja
naturalnego $rodowiska cztowieka oraz wzrost liczby wypadkéw komunikacyjnych.

W grupie materiatow biomedycznych 1 biomimetycznych, popularnie zwanych
biomateriatami, znajduja si¢ zard6wno metale 1 ich stopy, ceramiki i szkta w formie
cienkich powtlok, jak wreszcie polimery naturalne i sztuczne. Wérdd tych ostatnich
zainteresowaniem cieszy si¢ chitozan — polimer otrzymywany z chityny stanowigcej
budulec wielu krabow 1 skorupiakow. Jego zaletami sa bardzo dobra biozgodnos¢ i
wlasciwos$ci bakteriobojcze, ale takze stosunkowo niski koszt wytwarzania. Z tych
powodéw chitozan coraz czgSciej jest proponowany jako sktadnik bioaktywnych
powtok lub biokompozytow.

Chitozan ma wiele zastosowan w medycynie, szczegétowo omowionych w dalszej
czgsci rozprawy. Asumptem do badan omoéwionych tutaj stalo si¢ przekonanie, iz
chitozan moze znalez¢ zastosowanie jako zamiennik kolagenu w procesie sterowanej
regeneracji kosci (Guided Bone Regeneration GBR) w stomatologii, ale takze jako
zamiennik powtoki hydroksyapatytowej (HAp) na implantach wytwarzanych ze stopow
tytanu. Aby do tego doprowadzi¢, niezbedne jest jednak posiadanie szerokiej wiedzy o
sposobach otrzymywania chitozanu, jego strukturze i wlasciwosciach zaleznych od
pochodzenia (rodzaj skorupiaka, np. krab) oraz sposobu otrzymania (stopien
deacetylacji), a tym samym o wlasciwosciach fizykochemicznych (adhezja do
powierzchni tytanu), mechanicznych (wytrzymato$§¢ na antycypowane naprezenia o
ro6znej formie i wartosci) 1 biologicznych (biozgodnos$¢, bioaktywnos$é, biobdjczose), jak
tez o mechanizmach i determinantach procesOw tworzenia 1 degradacji. Dane na ten
temat sg do$¢ fragmentaryczne, chitozan bowiem nie zdobyt takiej popularnosci jak
kolagen w procesie GBR lub powloki HAp na implantach tytanowych. Wydaje si¢
jednak, Ze moze on stanowi¢ stosunkowo dobry i o wiele tanszy zamiennik tych lub

innych materialéw biomedycznych.



Rozprawa zawiera w swej poczatkowej cze$ci omoOwienie obecnego stanu wiedzy
dotyczacego chitozanu, tytanu i jego stopow bedacych baza dla powtok chitozanowych,
wlasciwosci biomateriatow. Teza pracy stala si¢ podstawa do sformulowania celu
naukowego 1 uzytkowego badan oraz planu badan. Nastepnie pokazano wyniki badan
struktury, skladu i réznych wiasciwosci chitozanu, jak tez powierzchni tytanu
wykorzystanego jako material bazowy. Prace =zakonczono dyskusja wynikow
wskazujacg zarowno na nowe aspekty naukowe badan, jak rowniez istotng mozliwos¢

innowacyjnego zastosowania chitozanu.



2. CHITOZAN

Chitozan nalezy do grupy polisacharydow. Zaréwno formy naturalne chityny i
chitozanu, jak i poddane modyfikacji powierzchniowej stosuje si¢ w biotechnologii,
farmacji, medycynie i innych dziedzinach. Oba polimery, chityna i chitozan, maja
struktury, ktore do$¢ tatwo moga ulega¢ modyfikacjom, tworzac szerokie spektrum
pochodnych zwigkszajacych ich stosowanie. Chitozan jest szczego6lnie wyrdznianym
biopolimerem, takze ze wzgledu na zdolno$¢ do tworzenia réznorodnych struktur
morfologicznych, takich jak filmy, wiokna, hydrozele, membrany, nanoczastki i
mikrogranulki [1,2].

2.1. Preparatyka chitozanu

Chitozan wystepuje w dwoch postaciach: kopolimeru p(1—4)-2-amino-2deoksy-D-
glukopiranozy i p(1—4)-2-acetomido-2-deoksy-D-glukopiranozy (rys. 1) lub
homopolimeru B(1—4)-2-amino-2deoksy-D-gllukopiranozy [1-3]. Polimer ten
otrzymuje si¢ w wyniku reakcji chemicznej (rys. 2) lub enzymatycznej deacetylacji
chityny (rys. 2). W czasie tego procesu usuwa si¢ cz¢$¢ lub wszystkie grypy acetylowe
z grup acetyloaminowych chityny [4].

OH OH OH
HO 0 lo 0 | 0
HO HO HO OH
NH, NH, NH,
- -n

Rys. 1. Wzor przestrzenny homopolimeru chitozanu [2]



Chityna pochodzi gtownie ze skorup krabow, krewetek, kryli oraz innych skorupiakow.
Ocenia sie, ze ilo$¢ chityny z naturalnych zrédet na $wiecie wynosi corocznie 10° kg,
stanowi wiec ona drugi po celulozie, pod wzgledem wielkosci produkcji, naturalny
polimer wielkotonazowy na $wiecie [5,6].

Sktad chemiczny i struktura chityny w skorupach zmieniaja si¢ w sposob ciagly
podczas procesu usuwania organicznych i nieorganicznych zanieczyszczen z materiatu.
Zastosowane warunki procesowe wpltywaja na struktur¢ krystaliczng polimeru, jego
mase¢ czgsteczkowa, stopien acetylacji pozostatosci protein, lipidow, barwnikow i soli
mineralnych. Wtasciwosci chityny maja wplyw na chemiczng czysto$¢ i jako$¢
parametréw zwigzanych z biologiczng aktywnos$cig i technologiczng uzytecznoscia
chitozanu, takich jak stopien deacetylacji (DD — Deacetylation Degree) i masa
czasteczkowa. Kontrolujagc czas i temperature deacetylacji w calym zakresie

optymalnych wielko$ci mozna otrzymac chitozan o zatozonych witasciwosciach [7].
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Rys. 2. Powstawanie chitozanu z chityny na drodze deacetylacji [1]



2.2. Wlasciwosci chitozanu

Chitozan wytwarzany z chityny o ré6znym pochodzeniu moze posiada¢ odmienne
wlasciwosci fizyczne, np. polimer otrzymany ze skorup §limakéw i1 krabdéw rézni sie
m.in. masg czasteczkowa. Masa czasteczkowa, wytrzymato$¢ na rozerwanie oraz
wlasciwosci hydrofilowe polimeru zaleza bardzo silnie od stopnia deacetylacji
osiggnietego w procesie wytwarzania chitozanu z chityny [1-3,7]. Wiasciwos$ci
chitozanu zalezg gldwnie od jego charakterystycznych parametréw takich, jak stopien
deacetylacji oraz masa czasteczkowa.
Chitozan jest kopolimerem, w ktérym mery N-acetylowe i D-acetylowe sg roztozone
statystycznie wzdluz fancucha polimerowego. Stopien deacetylacji mozna zapisaé
rOwnaniem:
DD= Nnh2/( NnH2 + Nmco )

1)
gdzie N - liczba okreslonych merow (strukturalnych jednostek) w kopolimerze [2].
Stopien deacetylacji chitozanu wywiera duzy wplyw zardwno na jego wlasciwosci
biologiczne i fizykochemiczne, jak i na zastosowanie [4,5]. Nizszy stopien deacetylacji
zwigksza bioaktywno$¢ chitozanu, wyzszy sprzyja lepszemu zwigzaniu komoérek [8].
Obecnie w przemysle stosuje si¢ najczesciej) wysoka temperature procesu deacetylacji,
80-140°C, dzigki czemu proces zachodzi szybko, a wymagany stopien deacetylacji
moze by¢ otrzymany w krotkim czasie [3].
Stopien deacetylacji chitozanu w istotny sposob wplywa na jego reaktywnosc,
rozpuszczalnos$¢, pgcznienie 1 stabilno$¢, a jego Sciste okreslenie jest jednym z waznych
celow badan od wielu lat. Najczgsciej stosowang metoda okreslania stopnia deacetylacji
jest spektroskopia w podczerwieni (FTIR - Fourier Transform Infrared Spectroscopy)
[9,10]. Stosuje si¢ réwniez metody nowoczesne, jak magnetyczny rezonans jagdrowy
(NMR — Nuclear Magnetic Resonance) i klasyczne, w tym spektroskopie w ultrafiolecie
(UV — UtraViolet) i podczerwieni (IR — InfraRed) oraz metod¢ analizy chemicznej,
miareczkowanie [6].
Wigkszos¢ zastosowan chitozanu, jak sorpcja jonow metali czy wykorzystanie w formie
nos$nika lekéw, oparta jest na obecnosci grup aminowych w tancuchu makroczasteczki.
Parametrami odpowiedzialnymi za liczbe grup aminowych w tancuchu koopolimeru sa
masa czasteczkowa oraz stopien deacetylacji, a takze parametry srodowiskowe, jak sita

jonowa, pH, temperatura, rozpuszczalno$¢ [8].
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2.3. Degradacja chitozanu

Chitozan, podobnie jak inne biopolimery, jest bardzo wrazliwy na rézne czynniki
chemiczne i fizyczne, co w konsekwencji przejawia si¢ jego degradacja [11]. Wyr6znia
si¢ rozne formy degradacji [12]:

e utleniajaca,

e hydrolityczna,

e cieplna (termiczna),

e ultradzwigkowa,

e fotodegradacja pod wplywem promieniowania UV,

e biodegradacja pod wptywem enzymow.
Zaréwno wlasciwosci fizyczne 1 chemiczne chitozanu, jak i1 szybko$¢ procesow
degradacji zalezg silnie od stopnia deacetylacji 1 masy czasteczkowej polimeru
[4,13,14]. Uwzgledniajac zastosowanie chitozanu jako biomaterialu najwigksze
zagrozenie stwarza mozliwo$¢ jego biodegradacji, degradacji ultradzwickowe;,
degradacji cieplnej i fotodegradacji [15].
Biodegradacja chitozanu jest zwigzana z kolejnymi etapami wzrostu mikroorganizméw
i ich aktywnosci. Etap I procesu charakteryzuje si¢ niskim stopniem biodegradacji.
Mikroorganizmy adaptuja si¢ do srodowiska, a ich aktywnos$¢ w kierunku biodegradacji
polimeru jest mata. W etapie II proces degradacji jest szybki, za§ metabolizm
mikroorganizmoéw przebiega ze znaczng predkosciag. W etapie III obserwuje si¢
powolng zmiang masy chitozanu. Stezenie aktywnych mikroorganizméw maleje w
wyniku transformacji do fazy spoczynkowej, a takze zamierania. Szybkos¢ procesu
biodegradacji zalezy od stopnia deacetylacji. Dane dotyczace adsorpcji czystej wody
przez probki o ré6znym stopniu deacetylacji wskazuja, ze chitozan o niskim DD jest
bardziej porowaty i sorbuje znacznie wigcej wody niz ten o wyzszym DD. Wplywa to
jednoczesnie na szybkos¢ zardéwno hydrolizy, jak i biodegradacji [4,13-15].
W procesie biodegradacji chitozanu najwigksze zmiany masy obserwowano dla
cienkich warstw (filmow) o najnizszym DD. Biorozklad polimeru zwigzany jest z
fazowym zwigkszeniem drobnoustrojow. Szybkos$¢ biodegradacji oraz degradacji
hydrolitycznej zwigksza si¢ ze spadkiem DD chitozanu, podobnie jak jego mozliwos¢
sorpcji wody. Wynika to z nizszego stopnia upakowania zwigzanego z wigksza iloscia

przestrzennie rozbudowanych grup amidowych [5,10].
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Degradacja chitozanu pod wptywem ultradzwigckéw zalezy od czasu trwania reakcji,
stezenia roztworu, budowy polimeru i rodzaju rozpuszczalnika oraz natezenia
ultradzwigkéw. Degradacje ultradzwickami przeprowadza si¢ zwykle w roztworze.
Kiedy ciecz poddaje si¢ dzialaniu ultradzwigckow, w jej objetosci wystepuja lokalne
zmiany cis$nienia prowadzace do kawitacji (tworzenia si¢ malych pecherzykow
wypelionych parg i gazami rozpuszczonymi w cieczy). Zjawisko to powoduje
zainicjowanie reakcji chemicznych. Wystepujace sity Scinajace sg przyczyng pekania
fancuchow polimerow. Chitozan stosuje si¢ w wielu dziatach medycyny, jednakze
procedury sterylizacji produktow takie, jak wysoka temperatura czy naswietlanie UV
moga powodowaé zmiang jego wihasciwosci na skutek jego degradacji. W badaniach
Wanjuna i in. [16] poréwnano procesy pirolizy chityny i chitozanu. Proces pirolizy jest
procesem termolitycznej degradacji prowadzacym do szeregu reakcji, m.in. pgkania
fancucha 1 odszczepiania grup bocznych, a nastepnie degradacji czasteczki do
produktow gazowych i1 weglowych. Udowodniono, ze degradacja ma charakter
dwustopniowy: w pierwszym etapie wystepuje sieciowanie chitozanu, a dopiero

pozniej pojawia si¢ degradacja usieciowanego uktadu [4,13,14].
2.4. Medyczne zastosowanie chitozanu
Chitozan ze wzgledu na swoje wlasciwos$ci znalazt szerokie zastosowanie w medycynie

1 biofarmacji. Podstawowe wlasciwosci chitozanu oraz zwigzane z nim potencjalne

zastosowanie biomedyczne przedstawiono w tabeli 1 [17-21].
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Tabela 1. Wlasciwosci chitozanu do zastosowan biomedycznych

Wilasciwosci chitozanu

Potencjalne zastosowanie medyczne

Biodegradowalnos¢
Biokompatybilnos¢
Nietoksycznos¢
Biologiczna tolerancja

Dziatanie antybakteryjne,

przeciwwirusowe i przeciwgrzybiczne
Zwilzalno$¢ wodna

Tworzenie filmow

Zdolnos¢ do mukoadhezji

Odnawialnos¢ zrodet

Implantologia (rys. 3)
Odbudowa kosci

Sztuczna skora

Opatrunki (rys. 4)

Soczewki kontaktowe (rys. 5)
Farmakologia

Inzynieria tkankowa

Rys. 3. Chitozanowa proteza nerwu obwodowego [21]
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Rys. 4. Chitozanowe gqbki opatrunkowe [21]

Rys. 5. Soczewki kontaktowe [21]
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2.4.1. Farmakologia

Chitozan ma zdolno$¢ do kontrolowanego uwalniania aktywnych substancji, a jego
biodegradacja w organizmach prowadzi do powstania aminocukréw, ktore catkowicie
absorbuja si¢ przez organizm [22]. Dzigki temu ten naturalny polimer znalazt szerokie
zastosowanie w farmakologii. Doskonale sprawdza si¢ zwtaszcza jako nosnik lekow.
Innowacja w tej] dziedzinie stalo si¢ wlasnie wprowadzenie ukladow
biodegradowalnych jako nosnikow lekéw [23]. Uwalnianie leku adsorbowanego lub
kapsutkowanego przez polimery odbywa si¢ powoli przez kontrolowang dyfuzje¢ leku z
materialu polimerowego lub poprzez powloke z materialu polimerowego [24-26].
Wytwarzanie medykamentow o stopniowym uwalnianiu substancji czynnych jest
obecnie rutynowo wprowadzane przez przemyst farmaceutyczny. Chitozan jako no$nik
lekow wykorzystywany jest w postaci [27,28]:

e hydrozeli,

o tabletek,

e mikrokapsutek i mikrokulek (mikrosfer),

e membran.
Chitozan jest polimerem nietoksycznym o dobrej bioabsorbowalnosci ze zdolnos$cia do
formowania zeli w S$rodowisku o niskim pH. Ponadto wykazuje on aktywno$¢

antykwasowa 1 antywrzodowa, dzigki czemu zapobiega lub ostabia podraznienie
zotadka [20,22].

2.4.2. Inzynieria tkankowa

InZzynieria tkankowa ma na celu uzyskanie biomateriatow, ktére pozwolg na zastgpienie
albo zregenerowanie uszkodzonej tkanki i przywrocenie jej utraconej funkcji [29].
Badania w zakresie wytwarzania tkanek polegaja na posiewie komdrek w porowate
matryce (rusztowania dla komorek, skafoldy) z biodegradowalnych polimeréw.
Materiat na rusztowanie komoérkowe z przeznaczeniem jako wszczep powinien posiadac
nastepujace cechy [22,30,31]:

e nietoksycznos¢,

e bioresorbowalnos¢,

o brak reakcji alergicznych i kancerogennych,
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e brak aktywnos$ci immunologiczne;j,
e mozliwos¢ sterylizacji,
e wysoki stopien porowato$ci i odpowiednie wlasciwosci mechaniczne,

e sprzyjajace srodowisko do namnazania komorek.

Jedng z podstawowych metod wytwarzania materialu porowatego z chityn i chitozanu
dla posiewu komorek jest liofilizacja zelu [32]. Interesujace do celéw hodowli
tkankowej sa rowniez kompozyty chitozanowo - hydroksyapatytowe. Sposob
wytwarzania takich ukladow polega gléwnie na wprowadzaniu mikro badz
nanogranulek hydrosyapatytowych do soli chitozanowych, a nastgpnie uzyskaniu
struktury 3D metodg separacji faz lub wymrazania i suszenia liofilizacyjnego, badz

nastepczo obu procesow [33,34].

2.4.3. Implantologia

Obecnie w implantologii chitozan wykorzystywany jest glownie jako sktadnik
kompozytéw opartych na matrycach polimerowych z napeliaczami, ktore mozna
stawa¢ jako twarde zastepcze materialy tkankowe [34-38]. Przykladem moze by¢
material zlozony z chitozanu 1 hydroksyapatytu (HAp). Obecno$¢ polimeru
maksymalizuje w warunkach in vivo kosciotworcze dziatanie HAp, ulatwiajac wrastanie
kosci w implant, ktory jest nastepnie resorbowany [39,40]. Wprowadzenie HAp oraz
innych zwiagzkoéw wapnia, takich jak fosforany wapnia do chitozanu tworzy biomateriat,
ktéry moze by¢ uzyty w ortopedii oraz implantacji kosci 1 zgbow.

Trwaja prace nad wytworzeniem powtok chitozanowych na podiozu tytanowym tak,
aby stworzy¢ material m.in. na implanty stomatologiczne. Chitozan ze wzgledu na
swoje wilasciwosci takie, jak biokompatybilnos¢, nietoksyczno$é, bioresorbowalno$é i
zwilzalno§¢ przez ~wodg, wydaje si¢ bardzo obiecujacym  materiatem
implantologicznym. Bumgardner i wspoltpr. [41] wykorzystali reaktywno$¢ chitozanu
w celu umieszczenia go na powierzchni tytanu. Proces przebiegal w dwoch etapach.
Pierwszy etap to przeprowadzenie reakcji silanowania do wprowadzenia grup
reaktywnych, a nastgpnie wprowadzenie na powierzchni¢ glutaraldehydu w celu
zwigzania chitozanu do powierzchni tytanu. W warunkach in vivo material wykazat

dobra biokompatybilnos¢, bioabsorpcyjnos¢ oraz osteokonduktywnos¢. Yuan i in. [42]
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takze zastosowali wspomniany protokol postgpowania. Martin i in. [43,44] zastapili
silanowanie dodatkiem toluenu, a nast¢pnie uzyli glutaraldehydu, uzyskujac réwniez

zadowalajace cechy biomateriatu.

2.4.4. Opatrunki

Chitozan wykorzystywany jest obecnie przede wszystkim jako materiat opatrunkowy.
Powoduje on zwigkszenie naptywu do miejsca zakazenia komorek stymulujgcych
migracj¢ i proliferacje komorek naczyn $rodblonka oraz fibroblastow [45]. Wplyw
chitozanu na proliferacj¢ fibroblastow zalezy do stopnia deacetylacji i masy
czasteczkowej. Formy o wyzszym stopniu deacetylacji i nizszej masie czasteczkowe;j
bardziej stymulujg proliferacj¢ fibroblastow [46].

Wykazano, ze chitozan dziala bakteriostatycznie, a nawet bdjczo na komodrki bakterii
oraz grzyboéw drozdzalnych [1-3,20]. Dodatnio natadowane grupy aminowe w
czasteczce chitozanu moga powodowac jego potaczenie ze $ciang komorkowa bakterii,
co powoduje destrukcje membrany i1 niszczenie komorki. Inny mozliwy mechanizm
pojawiajacy si¢ po adsorpcji chitozanu na $cianie komoérkowej bakterii to jego
wniknigcie do wnetrza zywej komorki, co powoduje zahamowanie dziatania enzymow i
oddziatywania jego na syntez¢ mRNA oraz biatek [13,47,48].

Dobrag ilustracjg efektywnosci chitozanu w leczeniu ran sa liczne prezentacje na
migdzynarodowych oraz krajowych konferencjach. Opracowano juz wiele patentow na
preparatyke opatrunkow na bazie chitozanu, m.in. ztoty medal XVI Moskiewskiego
Salonu Wynalazkéw 1 Innowacyjnych Technologii ,,ARCHIMEDES —2013” zdobyli
naukowcy z Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej. Jury konkursu docenito
opracowany przez zespot Grzegorza Gorczycy biomaterial nowej generacji, ktory moze
zosta¢ wykorzystany w medycynie, kosmetologii oraz weterynarii. Innowacyjny
biomateriat jest proponowany gtownie jako opatrunek na trudno gojace si¢ rany skorne,
zwlaszcza te zainfekowane gronkowcem ztocistym. Opatrunki wygladem przypominaja
gabke (rys.6) lub maja posta¢ hydrozelowa, wykazuja  wlasciwosci

przeciwdrobnoustrojowe.

17



Rys. 6. Wyglgd opatrunku chitozanowego
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3. BIOMATERIALY TYTANOWE

3.1. Tytan

Tytan zajmuje dziewigte miejsce pod wzgledem obfitosci wystepowania w przyrodzie.

W stanie naturalnym najczesciej spotykany jest jako dwutlenek tytanu, mineral miekki,

ale wytrzymatly. Wystepuje w dwoch odmianach alotropowych a i . Odmiana a jest

trwala do temperatury 882°C 1 krystalizuje w sieci heksagonalnej A3. Odmiana 3

natomiast jest trwata od 882°C do temperatury topnienia 1668°C 1 krystalizuje w sieci

regularnej przestrzennie centrowanej A2. Gesto$¢ tytanu zalezy od odmiany i czystos$ci,

zmienia si¢ w granicach od 4,3 do 4,5 g/cm?® [49-53]. Podstawowe wlasciwosci fizyczne

i mechaniczne tytanu przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Podstawowe wlasciwosci fizyczne i mechaniczne tytanu [50]

WLASCIWOSCI WARTOSC
Liczba atomowa 22
Masa atomowa 47,900

Struktura krystaliczna

o regularna przestrzennie
centrowana < 882°C

B heksagonalna zwarta >882°C

Gestosé 4,54 [g/lcm’]
Temperatura topnienia 1941+-285K
Temperatura wrzenia 3533K
Twardo$¢ 70~74 HRB
Wytrzymatos$¢ na rozcigganie 241GPa
Modut Younga 102,7 GPa
Opor wlasciwy 0,554 QOm
Wspotczynnik rozszerzalnosci 8,64-10°K™
cieplnej
Kolor Ciemno szary
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Wyrdznia si¢ cztery gatunki tytanu technicznego, rdznigce si¢ stezeniem wegla, zelaza,
azotu 1 wodoru. Z uwagi na trudno$¢ w doktadnym okresleniu st¢zenia tych gazow,

tytan techniczny klasyfikuje si¢ na podstawie wiasciwosci mechanicznych (tabela 3).

Tabela 3. Wlasnosci mechaniczne tytanu technicznego [50]

Gatunek | Stan Wytrzymatosé Umowna Wydluzenie
na rozciaganie granica wzgledne
Rm[MPa] plastycznoSci Ap %

Ro2 [MPa]

1 Wyzarzony 240 170 24

2 Wyzarzony 345 230 20

3 Wyzarzony 450 300 18

4a Wyzarzony 550 440 15

4b Odksztatcony 680 520 10

Tytan techniczny posiada wytrzymato$¢ mniejsza w poroéwnaniu z jego stopami,
jednakze mozna go umacnia¢ stosujac przerobke plastyczng na zimno. Przyktadowo
wytrzymalo$¢ na rozcigganie pretow prasowanych na zimno w stanie wyzarzonym
wynosi okoto 420 MPa, za§ w wyniku 85% zgniotu wzrasta do 856 MPa [53].
Przerobke plastyczna na goraco tytanu technicznego prowadzi si¢ w obszarze
temperatur 750 — 1000 °C. Dobierajac parametry odksztatcenia plastycznego tytanu
nalezy uwzgledni¢ jego alotropig, wysoka granice plastyczno$ci 1 reaktywnosc
chemiczng z gazami atmosferycznymi juz w temperaturach powyzej 120 °C.

Tytan charakteryzuje si¢ bardzo dobra odpornoscia korozyjna. Jest odporny na dziatanie
wody morskiej, kwasu azotowego, dwutlenku siarki, siarkowodoru, roztopionej siarki,
siarczkow, siarczanéw, a takze amoniaku, nadtlenku wodoru, wilgotnego chloru,
roztworéw chlorku, dwutlenku chloru oraz chlorowanej solanki. Wykazuje takze
odporno$¢ na korozje wzerowa, migdzykrystaliczng i naprgzeniowa w $rodowisku
chlorkow [50-52]. Wysoka odporno$¢ tytanu na korozje zwigzana jest z jego duzym
powinowactwem do tlenu i1 tworzeniem na powierzchni metalu stabilnej, S$cisle

przylegajacej do podtoza pasywnej warstwy tlenkow. Warstwa pasywna zbudowana jest
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gtownie z rutylu TiO, oraz znajdujacych si¢ blizej materiatu rodzimego Ti,Oz i TiO.
Tytan wykazuje zdolno$¢ do samopasywacji takze w roztworze soli fizjologiczne;.
Pasywna warstwa tlenkow tworzy si¢ takze na stopach tytanu [55].

Tytan jako biomaterial charakteryzuje si¢ niska gestoscig, wysoka wytrzymatoscig
zmeczeniowy, najnizszym ws$rod biopierwiastkow metalicznych modutem Younga,
najwyzszg osteointegracja sposréd wszystkich stosowanych obecnie biomateriatow
[55].

3.2. Stopy tytanu

Stopy tytanu klasyfikuje si¢ w oparciu o kryterium strukturalne w stanie rOwnowagi.
Wyrodznia si¢ trzy struktury w zaleznosci od sktadu chemicznego: stopy jednofazowe a,
dwufazowe o+ i1 jednofazowe P. Powyzszej klasyfikacji dokonuje si¢ w oparciu o
wplyw pierwiastkoOw stopowych na przemiane alotropowsg tytany o< [50,53].
Mikrostrukture tytanu mozna zmienia¢ poprzez odpowiedni dobor dodatkoéw
stopowych. Pierwiastki stabilizujace faze a to azot, wegiel, tlen, aluminium, gal, lantan
oraz cer. Wymienione pierwiastki tworzg z tytanem roztwory state miedzywezlowe oraz
roztwory state roznowgztowe. Pierwiastki stabilizujace faze  to natomiast wodor, niob,
wanad, molibden, chrom, Zelazo, kobalt, nikiel, tantal, wolfram, otow, beryl, mangan
[52]. Po przekroczeniu przez dany pierwiastek granicznej rozpuszczalnosci powstaja w
stopach tytanu rozne fazy miedzymetaliczne. Dodatkami stopowymi najczescie)
stosowanymi w celu otrzymania faz miedzymetalicznych sg krzem, aluminium oraz
wegiel [55]. Wiasciwosci stopow tytanu zalezg od sktadu chemicznego, procentowego
udziatu fazy o i B, sposobu obrobki cieplnej.

W chirurgii kostnej zastosowanie znalazt gltéwnie stop Ti-6Al-4V [51] o strukturze
dwufazowej o+f. Stopy dwufazowe poddaje si¢ obrobce cieplnej, na ktorg sktada sig
zabieg przesycania i starzenia. Starzenie stopdéw tytanu polega na ich nagrzaniu do
obszaru dwufazowego o+f, tj. do obszaru temperatur od 400 do 600° C [50]. Podczas
starzenia zachodzi cze$ciowa przemiana metastabilnej fazy . Wiasciwosci stopu po
starzeniu zalezg od ksztattu wydzielen fazy migdzymetalicznej oraz udziatow
ilosciowych faz a 1 f. Wytrzymatos$¢ stopéw tytanu moze zosta¢ zwigkszona nawet o
35%, przy rbwnoczesnym zmniejszeniu ich ciggliwosci.

Stopy dwufazowe poddawane sg takze umocnieniu przez zgniot, wyzarza si¢ je rowniez

rekrystalizujagco 1 odprezajaco. W zalezno$ci od zastosowania stopy mozna obrabiac
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plastycznie przez kucie, walcowanie, prasowanie oraz ciggnienie [50,53]. Do wszelkich
zabiegow przerobki plastycznej powierzchnie tytanu i jego stopow musza by¢ doktadnie
oczyszczone, a czasami nawet polerowane, co jest warunkiem otrzymania wyrobow
dobrej jakosci.

Na przestrzeni lat pojawito si¢ wiele zastrzezen do popularnego stopu Ti-6Al-4V.
Badania wykazaty potrzeb¢ wyeliminowania, ze sktadu stopéw tytanu, aluminium i
wanadu. Obserwacje kliniczne dotyczgce biotolerancji endoprotez z tego stopu
wykazaty, ze wanad wywotuje reakcje cytologiczne i w konsekwencji zaburzenia
neurogenne, a aluminium wptywa na rozmigkczenie kosci, uszkadza komoérki nerwowe
oraz niekorzystnie oddzialuje na aktywnos¢ i funkcje enzymédw i neuroprzekaznikow, w
konsekwencji wywotujac schorzenia moézgu i naczyn krwionosnych [56]. Szczegotowe
zestawienie biotolerancji metali i stopow w zaleznosci od odpornosci korozyjnej

przedstawiono na rysunku 7.
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Rys. 7. Biotolerancja metali i stopow w zaleznosci od odpornosci korozyjnej [57]
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Poza sktadem chemicznym watpliwo$ci budzg niektdre wlasciwosci mechaniczne stopu
Ti-6Al-4V. Analiza biomechaniczna uktadu trzpien-ko$¢ udowa wykazuje potrzebe
doboru sztywnos$ci trzpieni poprzez optymalizacje ich cech geometrycznych i
mechanicznych w celu maksymalnego zblizenia do sztywnos$ci gietej kosci. Modut
sprezystosci kosci waha si¢ w granicach 20-30 GPa, natomiast stopu Ti-6Al-4V 110
GPa [57].

Na tym tle zostaly zrewidowane zalozenia dotyczace ksztaltowania niektorych
wlasciwosci mechanicznych biomateriatéw metalicznych nowej generacji. W nowej
generacji stopoOw znalazly si¢ stopy o mniejszej wartoSci modutu sprezystosci Younga
oraz o wigckszej bioaktywnosci: Ti-12Mo-6Zr-2Fe, Ti-15Mo-5Zr-3Al Ti-15-3Nb-30Zr,
Ti-Zr-4Nb-2Ta-0,2Pd, Ti-15Sn-4Nb-2Ta-0,2Pd, Ti-13Nb-13Zr. Najmniejszy modut
sprezystosci uzyskano dla stopu Ti-35Nb-5Ta-Zr, natomiast catkowita biotolerancje
wykazal stop Ti-13Nb-13Zr [53,58]. Wtlasciwosci mechaniczne poszczegdlnych

stopow dla réznych struktur krystalograficznych zestawiono w tabeli 4.
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Tabela 4. Wlasciwosci mechaniczne poszczegolnych stopow tytanu dla roznych struktur

[53,58]
Modut Wytrzymato Granica Wytrzymalo$é
Stop Struktura | sprezystosci E, $¢ na plastycznosci Ry ,, [ zmeczeniowa R,
[GPa] rozciaganie MPa MPa, dla 10’
Rm, MPa cykli
Ti o 105 785 692 430
Ti -6Al- o/P 110 960-970 850-900 330-600
4V
Ti-6Al- o/P 105 1024 921 500-600
7Nb
Ti-5Al- o/B 110 1033 914 580
2,5Fe
Ti-12Mo- | metastabi 74-85 1060-1100 1000-1060 560-640
5Zr-3Al Ina B
Ti-15Mo- | metastabi 75 882-975 870-968
5Zr-3Al Ina B
Ti-15Mo- | metastabi 82 812 771
2,8Nb- Ina B
3Al
Ti-Zr odlewany 900
o/P
Ti-13Nb- o/P 79 1030 900 500
13Zr
Ti-15Mo- | metastabi 82 1020 1020 490
3Nb-0,30 [ Inyp+
krzemian
y
Ti-35Nb- | metastabi 55 590 530 265
5Ta-7Zr Ina B
Ti-35Nb- | metastabi 66 1010 976 450
STa-7Zr- Ina
0,40
Kos¢é kompozy 10-40 90-140

t

24




Sposréd biomaterialdow metalicznych, materialy wykonane na osnowie tytanu (stopy,
kompozyty) uwaza si¢ za najbardziej nowoczesne i dobrze rokujace w zastosowaniach
medycznych. Ze wzgledu na ich bezpieczny charakter dla organizmu oraz mozliwo$¢
dhugotrwatego uzytkowania materialy te stosuje si¢ w roznych obszarach medycyny:
jako endoprotezy stawow (rys. 8), elementy sztucznego serca, implanty stomatologiczne

(rys. 9), zastawki (rys. 10), gwozdzie §rodszpikowe (rys. 11).

Rys. 8. a) Endoproteza stawu kolanowego, b) endoproteza stawu biodrowego [59]

&
F

Rys. 9. Implant stomatologiczny z tqcznikiem i korong ceramiczng [60]
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Rys. 10. Pierscien zastawki serca wykonany z tytanu [58]
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Rys. 11. GwoZdzie Srodszpikowe [61]
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4. CZYNNIKI WPEYWAJACE NA FUNKCJONALNOSC BIOMATERIALOW

Zgodnie z definicja przyjeta przez European Society of Biomaterials za biomateriat
uwaza si¢ substancje¢ niebedaca lekami lub kombinacje substancji naturalnych albo
syntetycznych, ktére w dowolnym czasie mogg zastgpi¢, jako cze$¢ lub catos¢ systemu,
tkanke lub organ badz przejac¢ ich funkcje. Biomateriaty powinny cechowac si¢ wysoka
biotolerancjg i odpornoscig korozyjng, a ich wlasciwosci fizyczne i chemiczne muszg
by¢ podobne do wilasciwosci zywych tkanek. Ponadto nie mogg dziata¢ toksycznie,
alergizujaco i nie mogg wykazywac¢ wlasciwosci mutagennych ani kancerogennych, a w
stosunku do tkanek powinny pozosta¢ obojetne pod wzgledem chemicznym i
immunologicznym [58].

Czynniki wplywajace na funkcjonalno$¢ biomateriatow zaleza z jednej strony od
przeznaczenia biomaterialu. Inne bgda wymagania wobec implantow skokowych,
stentow, implantow stomatologicznych, czy nici chirurgicznych. Z drugiej strony
czynniki te sg determinowane przez struktur¢ i wlasciwosci materiatow, a wiec beda
podobne dla zblizonych materiatéw — metali i ich stopdw, ceramik, polimeréw. Podana
wyzej definicja biomateriatu wskazuje takze, ze pewne wtasciwosci biomaterialu musza
by¢ spetnione na okre§lonym poziomie dla wszystkich ich rodzajéw. W dalszej czesci
rozdzialu omowione sg jedynie te ostatnie wilasciwosci 1 tylko w odniesieniu do
biomateriatéw metalicznych stosowanych na implanty. Degradacja chitozanu zostata

opisana w rozdziale 2.

4.1. Sklad chemiczny biomaterialéw i biozgodnos¢

Materiat implantowany do organizmu ludzkiego, srodowiska biologicznie aktywnego,
musi cechowac si¢ zgodnoscig bioelektroniczng. Opisujac to zagadnienie dokladnie;j,
powinien on posiada¢ odpowiednie wiasnosci elektryczne (potprzewodnikowe i
piezoelektryczne) oraz magnetyczne, zblizone do wlasnos$ci otaczajacego Srodowiska
[54,62,63]. Sktad chemiczny biomaterialdow metalicznych powinien zapewni¢ strukture
paramagnetyczng, jednorodng pod wzgledem rozktadu pierwiastkéw 1 mozliwych
wydzielen dyspersyjnych w metalicznej osnowie.

Organizm cztowieka oprocz wody i pierwiastkéw strukturalnych zawiera biopierwiastki
sladowe. Reakcje biologiczne srodowiska tkankowego, do ktoérego wprowadzany jest

biomateriat, s3 do$¢ ztozone i przebiegaja na ré6znych poziomach struktur i procesow
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organizmu [54]. Biozgodno$¢ wprowadzanego do organizmu implantu moze si¢
zmienia¢ pod wptywem stosowanej przez pacjenta diety lub specyfiki §rodowiska, z
ktorego do organizmu mogg przedostawac si¢ rozne biopierwiastki. Ich dziatanie wraz z
jonami metalami pochodzacymi z korozji implantu daje ztozony obraz reakcji
synergicznych, a niekiedy antagonistycznych [52,63]. Biologiczna aktywno$¢ metali
wprowadzanych do organizmu wraz z implantem podlegajacym korozji, moze
pobudza¢ lub hamowa¢ czynno$¢ bialek enzymatycznych, decydujacych o procesach
metabolicznych 1 immunologicznych. Obecny stan wiedzy na temat roli, jaka petnia
metale w strukturach tkanek i ptyndw ustrojowych, pozwala na okreslenie ich
biologicznej aktywnosci w zaleznosci od ich jako$ci i ilo$ci. Zbyt male st¢zenie
wywotuje zjawiska niedoboru, zbyt duze za$ moze spowodowaé zatrucie [53].

Zawarto$¢ pierwiastkow Sladowych w organizmie, poza zelazem, jest bardzo niska.
Korozja metalowego implantu umieszczonego w organizmie poprzez uwalnianie
sktadnikow biomateriatu do otaczajacych implant tkanek podnosi zawarto$é
biopierwiastkéw 1 tym samym moze zakldca¢ naturalny ich rozklad w organizmie.
Uwalniane w wyniku korozji czy tez na skutek procesow tarcia jony metali mogg w
konsekwencji prowadzi¢ do aseptycznego obluzowania endoprotez [63] oraz metalozy,
czyli przechodzeniu skladnikéw stopu do otaczajacego implant Srodowiska
biologicznego. W tabeli 5 przedstawiono gléwne biopierwiastki (zelazo, nikiel, chrom,
molibden, kobalt, glin, tytan, niob, tantal, cyrkon, wanad) wystepujace w materiatach

przeznaczonych na implanty oraz ich wptyw na organizm cztowieka.
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Tabela 5. Pierwiastki wystepujgce w materiatach przeznaczonych na implanty oraz ich

wplyw na organizm czlowieka [50-53]

Pierwiastek
Fe

Ni

Cr

Mo

Co

Al

Ti

Nb. Ta,

Oddzialywanie na organizm
Decyduje o aktywnosci hemoglobiny w dostarczeniu tlenu z ptuc do
catego organizmu. Nadmiar zelaza wskutek korozji implantu gromadzi si¢
gléwnie w tkankach okotowszczepowych i w komorkach $ledziony
niszczac lizosomy 1 utrudniajagc dyfuzje enzymoéw przez blony
komorkowe. Moze katalizowac reakcje powstawania wolnych rodnikow
powodujac miazdzyce naczyn, marsko$¢ watroby, nowotwory oraz
zmiany mutagenne. Jego niedobodr zaburza odczyny immunologiczne.
Pierwiastek nietoksyczny przy niskich st¢zeniach. Jego niedobor moze
prowadzi¢ anemii lub zahamowania wzrostu. Przy wigkszych wykazuje
dzialanei rakotworcze, powoduje odczyny alergiczne i stany zapalne
tkanek okotowszczepowych. Takze kontakt skory z materiatami
zawierajagcymi nikiel moze powodowac lub podtrzymywaé odczyny
alergiczne. Najbardziej toksyczna posta¢ niklu Ni(CO)s prowadzi do
uszkodzenia bton S$luzowych, oskrzeli, zapalenia pluc i1 uszkodzenia
uktadu nerwowego.
Uczestniczy w przyswajaniu glukozy, pobudza proces metabolizmu
weglowodan6éw. Niedobor chromu przyczynia si¢ do wzrostu poziomu
cholesterolu i cukru we krwi, ograniczenia wzrostu i zmian w ukladzie
krazenia. Jego nadmiar ma dziatanie toksyczne. Wywotuje dychawice
oskrzelowa , powoduje uszkodzenia watroby i1 nerek oraz komorek
okotowszczepowych. Wywotuje odczyny alergiczne.
Jego niedobor moze powodowaé prochnice zebow, zrzeszotnienie kosci.
Jego nadmiar moze prowadzi¢ do powstania odczynow alergicznych,
zwigkszenia ilo$ci metabolitow w kwasie moczowym. Uczestniczy takze
w tworzeniu enzymow.
Uczestniczy w procesie wytwarzania krwi. Zwigksza synteze kwasow
nukleinowych, uczestniczy w metabolizmie aminokwasow. Niedobor
kobaltu powoduje niedokrwisto$¢ nowotworows. Jego nadmiar powoduje
obnizenie zawarto$ci jodu we krwi, wywoluje odczyny alergiczne, moze
powodowaé zmiang struktur nukleinowych. Jest czesciowo wydalany z
organizmu.
Powoduje bdle migsni, rozmigkczenie kosci, zwiekszenie ich podatnosci
na zlamania. Moze powodowaé schorzenia moézgu o charakterze
dementywnym (choroba Alzheimera). Przy duzych st¢zeniach powoduje
stwardnienie 1 usztywnienie naczyn krwionosnych. U pacjentow z
niewydolnoscig nerek powoduje niedokrwisto$¢ mikrocytami. W postaci
Al,O3 dobrze tolerowany przez organizm. Nie uczestniczy w procesach
biologicznych.
Zaliczany do pierwiastkow biozgodnych, zazwyczaj nie wywoluje reakcji
negatywnej za strony tkanek. W matym stopniu wchtaniany przez tkanki.
Stymuluje roéznicowanie osteoklastow i1 dziala na ich aktywno$¢. Nie
bierze udzialu w reakcjach metabolicznych. Moze jednakze powodowac
alergie lub reakcj¢ okolowszczepowa w migdzy warstwie implant-tkanka,
a przez to przyczyni¢ si¢ do destabilizacji endoprotez. Powoduje
zabarwienie tkanek na szaro.
Pierwiastki  zaliczane do grupy pierwiastkbw nietoksycznych,
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Zr tolerowanych przez organizm w duzych ilosciach. Nie stwierdzono
negatywnego wplywu na tkanki.

\Y Zaliczany do pierwiastkbw o duzej toksyczno$ci juz przy matych
stezeniach. Przechodzi do otaczajacych implant tkanek. Produkty jego
korozji (V,0s) charakteryzuje si¢ duzg rozpuszczalnoscig organizmie, co
sprzyja uwalnianiu do $rodowiska jonéw wanadu. Ma dziatanie
neurogenne. Jony wanadu moga powodowa¢ odbarwienie tkanek
otaczajacych implant oraz wywotywaé stany zapalne powodujace bol i
osteolize.

Badania, jakie przeprowadzono nad dodatkami stopowymi biomaterialdéw metalowych,
zostaly gtéwnie poswigcone reakcjom toksycznym. Pozwolity one utworzy¢ szereg
toksyczno$ci metali, dzielac je na trzy grupy: toksyczne, $rednio toksyczne oraz
nietoksyczne [53]. Badania Clarke’a i Hickmana [64] wykazaly wspotzalezno$é
pomigdzy ubytkami korozyjnymi metali i ich potencjatami anodowymi w roztworach
fizjologicznych, a biotolerancja. Im mniejsze ubytki korozyjne metalu oraz wyzszy
potencjat anodowy, tym wicksza jego biotolerancja w organizmie. Steineman [65]
okreslit zwigzek miedzy biotolerancjg, a odpornosciag na korozje¢ wyrazong oporem
polaryzacyjnym. Rozréznil on trzy rodzaje tworzyw metalicznych: toksyczne, stopy
bezpieczne pod warunkiem wytworzenia na ich powierzchni warstwy pasywnej oraz
obojetne dla organizmu. Obserwacje prowadzone w oparciu o to kryterium pozwolity
stwierdzi¢, iz biozgodno$¢ produktéw korozji wigze si¢ z ich rozpuszczalno$cig w
tkankach [50-52,55,64,65].

Badania tworzyw metalowych niezbicie wykazaly, ze dobra biozgodnos$¢ wigze si¢ z
dobra odpornoscia korozyjna stopow, a w konsekwencji dobor sktadu stopow metali
sprowadzony zostal do tworzenia takich struktur, ktére sa odporne na korozje

bioelektrochemiczng 1 dodatkowo posiadaja odpowiednie wtasno$ci biomechaniczne
[56-58,66].

4.2. Wlasciwos$ci mechaniczne i fizyczne biomaterialéw

Materiat implantowany powinien posiada¢ odpowiednie wlasciwosci mechaniczne,
fizyczne oraz tribologiczne. Zgodnie z zaleceniami norm I1SO [50] dla materialow
stosowanych na implanty przenoszace obcigzenia powinny by¢ okreslone nastgpujace
wlasciwosci:

e wytrzymato$¢ na rozcigganie,
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e granica plastycznosci,

o wydhuzenie,

e modut sprezystosci,

e twardosé,

e wytrzymalo$¢ zmeczeniowa.
Odpowiednio dobrany zesp6l wlasciwosci mechanicznych tworzywa powinien
zapewnia¢ dobrg wspotprace w uktadzie implant — tkanki - ptyny ustrojowe, cO jest
nicodzowne do biofizycznej wspotpracy i elastycznego przenoszenia obcigzen [56,67].
W  przypadku biomaterialbw na implanty przenoszace obcigzenia, zwlaszcza
ortopedyczne, istotne jest uzyskanie wysokiej wytrzymalo$ci zmegczeniowej oraz
odpornosci na zuzycie przez tarcie. Szacuje si¢, ze az 80% peknig¢ implantow
spowodowanych jest korozja zme¢czeniowa [51]. Materialy stosowane w medycynie
narazone s3g na dziatanie naprezen i zmiennych obcigzen. W polaczeniu ze
srodowiskiem fizjologicznym o charakterze agresywnym implanty podlegaja
wspolnemu dziataniu proceséw korozyjnych, zmeczeniowych oraz tribologicznych.
Produkty degradacji materiatu nie moga powodowaé efektow toksycznych,
kancerogennych oraz stanéw zapalnych [50-54].
Istotnym parametrem $wiadczacym o przydatnosci danego materiatu na implanty jest
sztywnos$¢ wyrazona modutem sprezystosci Younga, ktéra powinna by¢ jak najbardziej
zblizona do sztywnos$ci gietej kosci (20-30 GPa). Stopy tytanu charakteryzuja si¢
stosunkowo niskim (55-110 GPa), jak na materialy metaliczne, modutem Younga. W
przypadku materialu na trzpien endoprotezy parametr ten ma kluczowe znaczenie.
Zastosowanie implantu o zbyt wysokim lub niskim module Younga moze prowadzi¢ do
odcigzenia lub przecigzenia kosci wokodt wszezepu. W pierwszym przypadku zbyt duza
sztywno$¢ powoduje odcigzenie kosci poprzez przeniesienie obcigzenia na implant, co
prowadzi do resorpcji kosci, a w konsekwencji do obluzowania, przecigzenia i
zniszczenia implantu. Z kolei obnizenie sztywnosci trzpienia endoprotez prowadzi do
wzrostu naprezen przenoszonych na kos$¢. Im bardziej modut Younga biomateriatu
odbiega od modulu sprezystosci kosci, w tym wigkszym stopniu zmienia naturalny
rozktad napr¢zen w tkance kostnej [54,58,68].
Odporno$¢ biomaterialdw na zuzycie przez tarcie w istotny sposob wplywa na
biofunkcjonalnos¢. Z procesami tarciowo-zuzyciowymi mamy do czynienia w wezlach

tribologicznych endoprotez stawoéw oraz w wypehieniach stomatologicznych [51,53].

31



Produkty zuzycia powstajace w wyniku tarcia wplywaja nie tylko na trwato$¢
endoprotez 1 implantow, ale wywoluja wiele niekorzystnych zjawisk takich, jak
resorpcja kosSci, reakcje alergiczne czy stan zapalny [52]. Ocenia si¢, ze dominujgcymi
procesami niepowodzen w aloplastyce stawOw sa procesy obluzowan i zniszczen
panewki [58,66]. Przyjmuje si¢, ze ok. 10-12% endoprotez stawu biodrowego wymaga
zabiegbw rewizyjnych, z czego aseptyczne obluzowanie endoprotez jest przyczyng ok.
80% powtornych operacji. Wczesne obluzowanie endoprotez zwigzane jest z
niewlasciwym mocowaniem i wyosiowaniem protezy, jak rowniez ze zmiang napre¢zen
wewnatrz tkanki kostnej po implantacji. Endoproteza jest sztywniejsza od kosci, co
powoduje spadek naprezen w poblizu tkanki kostnej. Prowadzi to do zaniku kostnego
wokot proksymalnej czgsci trzpienia.

Wiasciwosci magnetyczne i elektryczne implantu z uwagi na oddzialywanie pola
elektromagnetycznego na czlowieka nie pozostaja bez znaczenia. Procesy
bioelektroniczne zachodzace w organizmie ludzkim zwigzane sg z poiprzewodnictwem,
przewodzeniem biopradow i roznica potencjaldéw. Do poétprzewodnikéw zalicza si¢
aminokwasy 1 bialka, kwasy nukleinowe i1 ich skladowe. Tkanki wykazuja
piezoelektryczno$é¢, a sktadniki krwi - magnetotropizm. Wprowadzenie do organizmu
implantu o wlasciwosciach ferromagnetycznych sprzyja tworzeniu si¢ zakrzepoéw krwi
[50-53].

Rozwazajac wilasciwosci elektryczne implantdw, nie mozna zapomnie¢ o zjawiskach
zachodzacych w uktadzie ko$¢ — implant — migsien - nerw. W chwili urazu dochodzi do
zaktocenia naturalnego uktadu elektrycznego, w ktorym inicjowane sg 1 przewodzone
prady czynno$ciowe. W przypadku urazu kosci, po zespoleniu jej za pomoca implantu
metalicznego o innej opornosci wlasciwej niz oporno$¢ wiasciwa migsni cztowieka,
nastepuje przewodzenie indukowanych w kosciach migéniach pradow czynnosciowych
przez implant. Doprowadza to do zaburzenia zrostu kosci w wyniku uposledzenia
zjawisk elektromechanicznych oraz zaburzenia transportu masy biologicznej w oparciu
o efekty przewodzenia piezoelektrycznego. Wptyw implantu na organizm moze zostaé
spotegowany oddzialywaniem pola elektromagnetycznego. Dotyczy to glownie
implantéw o wlasciwosciach ferromagnetycznych. Najbardziej nagrzewane mikrofalami
sg stawy skokowe, bedgce tzw. ,,gorgcymi punktami” w organizmie [53]. Sztucznie
wytworzone pola elektromagnetyczne moga zmienia¢ charakterystyki magnetyczne
implantu, a nawet indukowa¢ w nim prad, oddziatujac w ten sposob na istniejace w

organizmie prady czynnosciowe, co z kolei moze przyczynia¢ si¢ do zaburzen zrostu
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potaczenia ko§¢ — implant - tkanka [58]. Fale magnetyczne moga takze powodowac
zaburzenia metabolizmu, zaburzenia rownowagi elektrolitowej oraz wymiany wodno
elektrolitowej pomigdzy krwig z tkankami.

Uwzgledniajac powyzsze dane, implanty powinny by¢ paramagnetykami lub
diamagnetykami oraz nie powinny przewodzi¢ pradu. Niedopuszczalna jest obecno$¢ w
implantach metalicznych faz ferromagnetycznych. Takie wlasciwosci posiada ferryt w
stalach austenitycznych, martenzyt w stalach kobaltu oraz martenzyt o w stopach
tytanu. Materialty metaliczne zawierajace fazy ferromagnetyczne posiadaja opor
wlasciwy nizszy niz tkanka mig$niowa i kostna [63]. Pokrycie implantu powlokami o
charakterze dielektryka lub paramagnetyka o duzym oporze wlasciwym powoduje
zwigkszenie jego biotolerancji w odniesieniu do zjawisk bioelektronicznych. W
przypadku materiatdw majacych kontakt z krwig, powtoki o cechach dielektrycznych i
potprzewodnikowych  izoluja implant od elektromagnetycznego $rodowiska

tkankowego, zwigkszajac jego biotolerancje.

4.3. Wplyw powierzchni biomaterialéw na ich wlasciwosci uzytkowe

Stan powierzchni implantu ma istotny wptyw na reakcje zachodzace na granicy implant
- biosystem. Poznanie mechanizméw tych reakcji pozwala na ukierunkowang
modyfikacj¢ warstwy wierzchniej w celu wywolania okre§lonej reakcji tkanek w
zalezno$ci od funkcji, jaka ma peli¢ implant [71]. W przypadku implantow
ortopedycznych 1 stomatologicznych celowe jest uzyskanie trwalego potaczenia
pomiedzy tkankag a biomateriatem, stad dazy si¢ do wytworzenia powierzchni o pewnej
chropowato$ci, natomiast w przypadku narzedzi chirurgicznych 1 implantow
przeznaczonych m.in. do kontaktu z krwig wytwarza si¢ powierzchnie o jak
najmniejszej chropowatosci [67,72,73].

Rozwinigcie ~ powierzchni wszczepow  tytanowych  zwieksza  potencjat
biomechanicznego kontaktu na granicy implant - ko$¢ oraz wplywa na szybkosc¢
adsorpcji bialek. Chropowato$¢ powierzchni implantu modeluje takze adhezje
osteoblastow, powoduje zwigkszenie ich aktywnos$ci enzymatycznej oraz decyduje o
ilosci 1 rodzaju syntezowanych przez nie biatek. Mikroskopowe cechy powierzchni
implantu maja rowniez wplyw na rodzaj komodrek obecnych na powierzchni

wgajajacego sie implantu [74].
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Fibroblasty maja tendencj¢ do kolonizowania powierzchni gladszych, podczas gdy
osteoblasty czeSciej wystepuja na powierzchniach chropowatych. Chropowato$é¢
powierzchni in vitro wptywa na osteoblasty modelujac ich proliferacje i roznicowanie.
Kultury komérkowe hodowane na powierzchniach bardziej chropowatych wykazujg
zwigkszong produkcj¢ macierzy pozakomorkowej. Wystepujace komorki na tych
powierzchniach osiagaja wyzszy poziom zréznicowania i zwickszone stezenie fosfatazy
alkalicznej. Osteoblasty wykazuja odmienne zrdéznicowanie na powierzchniach
charakteryzujacych si¢ rozng chropowatoscig, jak réwniez na powierzchniach o
podobnej chropowatosci, ale o odmiennej topografii [75,76]. Dobrze tolerowana przez
komorki jest powierzchnia o wspotczynniku chropowatosci R, okoto 4 pm. Wigkszos¢
implantow ma powierzchnie $rednio chropowata o wspdlczynniku R, 1-2 um.
Przeprowadzone badania wykazaty, iz zbyt duzy stopien chropowatosci wszczepu
niekorzystnie wplywa na oddziatywanie pomigdzy tytanem a koScig przez zwigkszone
uwalnianie jonéw, utrudnia adsorpcje¢ komoérek i powoduje zwickszenie naprezen
[73,75,77].
Poréwnujac wzrost kosci przy implantach o réznej powierzchni stwierdzono, iz w
przypadku powierzchni gtadkich tkanka kostna wzrasta od strony toza kostnego w
kierunku do wszczepu, podczas gdy na powierzchniach chropowatych tkanka kostna
wzrasta od powierzchni implantu do toza kostnego [78].
Problematyczna nadal pozostaje kwestia otrzymania trwatego potaczenia implant -
tkanka kostna, ktore przy dluzszym okresie uzytkowania nie prowadzitoby do
obluzowania wszczepionego implantu [79]. Wymaga to uzyskania powierzchni o
odpowiedniej topografii i bioaktywno$ci umozliwiajacej szybki i stabilny przerost
implantu tkanka. Aktualnie dazy si¢ do wprowadzenia takiej modyfikacji powierzchni
wszczepow tytanowych, ktore zapewnilyby szybka osteointegracje, umozliwiajac tym
samym natychmiastowe obcigzenie czynno$ciowe wszczepu.
Nowoczesne techniki inzynierii powierzchni zaktadajg, iz modyfikowane powierzchnie
implantéw metalicznych powinny wykazywac nastgpujace cechy [80]:

e jednorodnos¢,

e wytrzymatos¢ 1 funkcjonalnos¢,

e przyczepno$¢ dajaca wysoka odpornos$¢ na de laminacje warstwy,

e wytrzymato$¢ na sterylizacje,
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e odpowiednig grubos¢, niewplywajacg na zmiane parametrow geometrycznych i
mechanicznych calego implantu.

Metody modyfikacji powierzchni implantéw metalicznych mozna podzieli¢ na dwie
grupy: fizykochemiczne i biochemiczne. Pierwsza grupa ma na celu zamierzong
zmian¢ sktadu chemicznego istniejgcej powierzchni, mikrostruktury, topografii
powierzchni, odpornosci korozyjnej, odpornosci na zuzycie przez tarcie. Najczescie]
stosowane rodzaje obrobki powierzchniowej w tej grupie to [53,54,69,70]:

e pasywacja,

e polerowanie elektrolityczne,

e powtoki nanoszone metodami CVD oraz PVD,

e implantacja jondéw,

e powtloki bioceramiczne nanoszone poprzez elektroforeze lub metode zol-zel,

e powtloki weglowe typu DLC oraz NCD,

e piaskowanie.
Powierzchnie modyfikowane biochemicznie bazuja na wytworzeniu i przylaczeniu
zwigzkow organicznych, ktore utatwiajg wigzanie biatek do powierzchni [81]. Badania
doprowadzily do opracowania implantéw pokrytych substancjami aktywnymi
biologicznie, wptywajacymi na adhezj¢ komorek, w tym [74,75,78,82]:

e sekwencjami peptydowymi,

e warstwg kopolimeru modyfikowanej peptydem,

e czynnikiem wzrostu fibroblastow-fibronektyna,

e hydrofobianami, ktore nadajg jej wtasciwosci hydrofilne,

e polisacharydem - chitozanem,

e wzbogaconej fluorkami.
Szczegoblnie perspektywiczne wydaje si¢ by¢ potaczenie modyfikacji fizykochemicznej
z biochemiczng, ktéora pozwoli na otrzymanie powierzchni implantu o przecigtnej
chropowato$ci, 1 o takich warto$ciach napigcia powierzchniowego, mikrotopografii,
tadunku jonowego, energii powierzchniowej i strukturze krystalograficznej oraz
bioaktywizujagcym sktadzie chemicznym, ktére powodowalyby stymulacje tkanki
kostnej do wzrostu.
Potaczenie procesu pasywacji wraz z substancjami aktywnymi biologicznie
(chitozanem) znakomicie wpisuje si¢ w perspektywiczng inzynieri¢ powierzchni.

Biozgodnos¢ tytanu 1 jego stopéw wynika z obecnosci samorzutnie tworzacej si¢ na
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powierzchni metalu warstwy pasywnej. Warstwa pasywna sktada si¢ z czesci
wewnetrznej, ktorg stanowia niestechiometryczne tlenki tytanu typu TiOg, natomiast
zewngetrzng Cz¢$¢ warstwy stanowi amorficzny TiO, dwutlenek tytanu. TiO; wystepuje
w trzech odmianach krystalograficznych: anataz, brukit i rutyl. Najtrwalszy jest z nich
rutyl [54,79,83]. Warstwy tlenkowe na tytanie charakteryzuja si¢ niskim
przewodnictwem elektronowym, termodynamiczng stabilno$cig i stabg tendencja do
przechodzenia w stan jonowy w roztworach wodnych [56,58]. Samorzutnie tworzgca
si¢ warstwa pasywna jest zwarta i morfologicznie jednorodna, jej grubo$¢ wynosi od
1,5 do 10 nm. Ta cienka warstwa tlenkowa zapewnia wysoka odpornos¢ na korozje. W
obecnosci tlenu lub wody uszkodzona warstwa pasywna ulega natychmiastowej
repasywacji [51]. Wtasciwosci warstwy tlenkowej  (sktad chemiczny, grubos¢,
morfologia, struktura, obecno$¢ zanieczyszczen) odgrywaja istotng role w
oddziatywaniu implant - srodowisko biologiczne [56-58]. Krystalograficzna struktura
tlenku tytanu ztozona w krysztalow anatazu ma taki sam uktad krystalograficzny jak
krysztaly hydroksyapatytu (tetragonalny), co moze wpltywaé na lepsze potaczenie
implantu z ko$cig [68].

4.4. Zjawiska zachodzace na granicy faz: komorka-material

Okreslenie zjawisk zachodzacych na powierzchni implantu zardbwno w warunkach in
vitro, jak i in vivo wcigz pozostaje otwartym tematem dyskusji. Pomimo szeregu badan i
doswiadczen wykonanych w celu opisania zjawisk zachodzacych na granicy faz
komorka-material, nie ma jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, ktdre z parametrow
fizykochemicznych powierzchni sa najwazniejsze w pierwszym etapie, a ktore w
kolejnych etapach oddziatywan komorka - material, co 1 w jakim stopniu wptywa na
adhezje komorek.

Zjawiska majgce miejsce na granicy faz determinowane sa przez wlasciwosci
powierzchni. Kolejno$¢ reakcji nastepujacych po sobie, po wprowadzeniu biomateriatu
do s$rodowiska biologicznego jest nastgpujaca: zwilzenie woda - adsorpcja biatek -
adhezja komorki (rys.12). Czas trwania poszczegolnych etapoéw wynosi od paru sekund

do kilkudziesieciu minut [82,84,85].
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Rys. 12. Zjawiska zachodzqc na granicy faz: komorka powierzchnia biomateriatu [80]

Interakcje komorki z powierzchnig biomaterialu mozna przedstawi¢ w trzech etapach:

e Predsorpcja - zwilzenie powierzchni biomateriatu woda

e Adsorpcja - wigzanie biatek na powierzchni biomateriatow

o Wytworzenie wigzan komorka-biomaterial — adhezja komorki do podtoza.
W pozniejszej fazie wystepuje proliferacja, migracja, rdéznicowanie si¢, a W
przypadkach skrajnych (powierzchnie toksyczne) obumieranie komoérek [80,86].
Predsorpcja to etap poprzedzajacy adsorpcje biatek do powierzchni biomateriatu, ktéry
polega na zwilzeniu powierzchni materiatu molekulami wody badZz jonami
hydroksylowymi (OH") lub hydroniowymi (H30") [77,87]. Czas niezbedny do zajscia
procesu penetracji i zwilzenia to zaledwie utamki sekund. Prawdopodobnie zalezy on
od $rodowiska zewnetrznego (w warunkach in vitro tatwiejszy do osiaggniecia). Istnienie
etapu zwilzania jest kwestionowane przez niektorych badaczy [80]. Powszechnie uwaza
sie, ze pierwszag startowa fazag w reakcji komorka - powierzchnia biomateriatu jest
adsorpcja [86].
Klasyczna teoria adhezji okresla przebieg procesu jako kilkuetapowy [77,87]. W
pierwszej kolejnosci aminokwas (peptydy ) muszg natkng¢ si¢ na powierzchni¢ (etap
konieczny do zainicjowania adhezji komoérek do powierzchni biomateriatu): proces jest

odwracalny, co oznacza, ze bialka moga by¢ odczepione od powierzchni. Miejsca
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zdesorbowanych biatek zajmuja inne o wickszym powinowactwie do powierzchni (tzw.
efekt Vormanna). Biatka przechodza reorganizacj¢ tancucha (zmiang ulozenia,
skrecenia), ktora ma na celu wzmocni¢ ich wilasng przyczepno$¢ do podioza, a
jednoczesnie uzyska¢ najbardziej sprzyjajaca konformacje, utatwiajgca wykrywanie
przez receptory transbtonowe komorki [77].
Kluczowa role w przebiegu procesu adsorpcji biatek do powierzchni odgrywa sam typ
powierzchni, do ktorego absorbujg sie biatka [77,80,88]. Przede wszystkim proces ten
zalezy do zwilzalnosci powierzchni 1 jej energii powierzchniowej. Hydrofobowa
powierzchnia absorbuje wigcej fibronektyny niz powierzchnia hydrofilowa, ta druga
jednak jest powierzchnig bardziej efektywng — adsorpcja zachodzi tam szybciej, a
selektywne wigzania fibronektyny przyspiesza adhezje komorek. Celem przyspieszenia
adsorpcji biatek do powierzchni hydrofobowych modyfikuje si¢ je specjalnymi
warstwami biatkowymi (kolagen) lub polisacharydowymi (chitozan) [89].
Ostatnim etapem adhezji komorek do powierzchni jest wytworzenie wigzan komorka —
biomateriat. Proces ten mozna podzieli¢ na dwa pomniejsze, zalezne od jego kinetyki.
Pierwszy zwany adhezja odwracalng polega na przycigganiu przez sity elektrostatyczne
komoérek do powierzchni z zaadsorbowang warstwg biatkowa, drugi etap, tzw.
nieodwracalny, wigze macierz mi¢dzykomorkowa z blonami koméorkowymi. Wzajemne
relacj¢ tych etapow zmieniajg si¢ w zalezno$ci od warunkow $rodowiska i typu
komorek poddawanych badaniu [87,90].
W pierwszym etapie adhezji najsilniej dziatajg sity Van der Waalsa 1 zwigzane z nimi
oddzialywania hydrofobowe pomiedzy komorka 1 warstwa biatek na powierzchni. Im
mniejsza odleglos¢, tym wigksza role odgrywaja receptory biatkowe wbudowane w
btony komorkowe, odpowiedzialne za adhezje nieodwracalng komorki [54,82].
W celu opisania interakcji komorka-biomateriat wykorzystuje si¢ klasyczng teorig
koloidéw DLVO (Derjaguin, Landau, Vervy i Overbeck [91-93]) przy zatozeniu, ze
komorki maja zawsze jednakowa $rednice 1 otoczone sg hydrofobowa spolaryzowang
blong komoérkowa o praktycznie niezmiennym tadunku powierzchniowym [94].
Zgodnie z teorig:

e na powierzchni komorki znajduje si¢ silna, zwigzana z btong komodrkowa i

praktycznie nieruchoma, warstwa jonow powstajacych w efekcie polaryzacji

komorki (warstwa Sterna),
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z warstwg jono6w na powierzchni komoérki polaczona jest warstwa jondéw o
znaku przeciwnym pochodzaca z medium hodowlanego lub z osocza (warstwa
Helmholtza),

e dalej znajduje si¢ warstwa jonéw o ruchomych o tadunku réznoimiennym,
ktorych koncentracja zmniejsza si¢ wprost proporcjonalnie wzgledem odleglosci
od powierzchni btony komoérkowej (warstwa dyfuzyjna),

e jony warstwy Sterna oraz jony warstwy Helmholtza s3 przytrzymywane na
powierzchni komorki, podczas gdy jony warstwy dyfuzyjnej poruszaja si¢
swobodnie wraz z ruchem roztworu wzglgdem ciata statego,

e na granicy warstw jonow (ruchomej dyfuzyjnej i nieruchomej zwigzanej z
blong), zwanej ptaszczyzng poslizgu, wystepuje potencjat elektryczny,

e warto$¢ potencjatu decyduje o zjawiskach zachodzacych na granicy faz:
komorka - materiat.

Opisane zjawiska sa wynikiem wystepowania sil przeciwstawnych. Wynika to z
rozmieszczenia jondéw wokot komorki. Atmosfera warstwy jondéw  wokot
mikroorganizmu zblizajacego si¢ do podioza prowadzi do powstania sit odpychania
oraz sit przyciaggania [81,87,94-97].

Zjawiska zachodzace na powierzchni biomaterialu, tj. adsorpcja bialek i adhezja
komoérek moga by¢ wspomagane charakterem podioza. Powierzchnia biomateriatu
charakteryzowana przez hydrofilowos¢/hydrofobowos¢, zwilzalno$¢ oraz energie
powierzchniowg moze przyspieszy¢ opisane procesy lub wrecz zadziala¢ na nie

inhibitujaco.
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5. TEZA, CEL | ZAKRES PRACY

Dazy si¢ obecnie do takiej modyfikacji powierzchni wszczepow tytanowych, ktore
zapewnityby szybka osseointegracj¢, umozliwiajac tym samym natychmiastowe
obcigzenie czynnos$ciowe wszczepu. Uzyskanie takiego efektu ma kapitalne znaczenie
zarowno dla ortopedii (no. trzony implantow stawu biodrowego), jak i stomatologii
(implanty zebowe) lub chirurgii twarzowo-szczgkowej (plytki stabilizujace).
Rozwinigcie powierzchni wszczepow  tytanowych  zwieksza  potencjat
biomechanicznego kontaktu na granicy implant-ko§¢ oraz wpltywa na szybko$é
adsorpcji bialek. Chropowato$¢ powierzchni implantu modeluje takze adhezje
osteoblastow, zwigkszenie ich aktywno$ci enzymatycznej oraz decyduje o iloSci i
rodzaju syntezowanych przez nie bialek. Obecnie, jak wskazano w analizie stanu
wiedzy, problem ten rozwiazuje si¢ za pomoca powtok hydroksyapatytowych, a innymi
propozycjami sg warstwy szklane i kompozytowe oparte na HAp lub szkle badz
ceramikach tlenkowych. Rozwigzania te nie wykazuja jednak biobojczosci w
odniesieniu do drobnoustrojéw, co zmusza do stosowania dtugotrwatej ogdlnej ostony
antybiotykowej, ani bioaktywnos$ci, skutkiem czego jest zaktadany 6-miesigczny, a
czesto 1 dhuzszy czas trwalej stabilizacji implantu.

W obecnej pracy postanowiono wigc podja¢ badania nad powloka chitozanowa jako
nowa metoda inzynierii powierzchni, odniesiong do implantéw tytanowych. Jest to
podejscie stosunkowo rzadko stosowane w odniesieniu do implantow metalowych, dla
ktorych w przypadku procesu sterowanej regeneracji kosci w stomatologii
wykorzystywany jest do wytwarzania membran glownie kolagen, natomiast do
powlekania implantow zebowych i stawow skokowych w ortopedii — powtloka
hydroksyapatytowa. Postawiono wigc tez¢ o nast¢pujacej tresci:

»Modyfikacja warstwy wierzchniej tytanu przez naniesienie powlok chitozanowych o
odpowiednim stopniu deacetylacji powoduje zwig¢kszenie biozgodnosci oraz
aktywnosci biologicznej implantu tytanowego”.

Celem naukowym pracy bylo okreslenie zalezno$ci miedzy stopniem deacetylacji
chitozanu oraz biozgodno$cig 1 aktywnos$cig biologiczng implantu z naniesiong
powlokg. Celem uzytkowym byto opracowanie technologii pokrywania powierzchni

metalu powtoka chitozanowg o odpowiednich whasciwosciach.
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Obiektem badan byty powloki chitozanowe o stopniu deacetylacji DD86, DD 86 Sigma
oraz DD94 naniesione na podloze tytanowe. Plan badan i ich analizy pokazany zostal w

postaci graficznej.
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6. MATERIALY I METODYKA BADAN

6.1. Dobor i preparatyka probek

Badania zostaly przeprowadzone na tytanie technicznym oraz na sproszkowanym
chitozanie (udostgpnionym przez Bloodbank, Landspitali-Univ. Hospital) o réznym
stopniu deacetylacji: DD 87% sigma, DD 87%, DD 94%, wykorzystanym w procesie
nanoszenia powloki na powierzchni¢ tytanu. Uzyty zostal tytan zawierajacy 99,4% Ti
(AST B262) w formie blaszek o wymiarach 10x10x2 mm. Sktad chemiczny tytanu

technicznego podano w tabeli 6.

Tabela 6. Sktad chemiczny tytanu technicznego (% mas.) wg producenta Titanium

Industries
Materiat C Fe H N (@) Ti
Stezenie 0,1 0,3 0,015 0,03 0,25 reszta

Przygotowanie powierzchni probek tytanowych do badan obejmowato:
e szlifowanie jednostronnie na wodoodpornym papierze do koncowej gradacji
2400,
e czyszczenie w myjni ultradzwickowej kolejno w acetonie, etanolu 1 wodzie
dejonizowanej, przez 5 minut kazde,
e utlenianie w powietrzu w temperaturze 550°C przez 3 h.

Z przygotowanej partii probek metoda losowa wybierano materiat do dalszych badan.

6.2. Preparatyka powlok chitozanowych o r6znym stopniu deacetylacji

Do preparatyki powlok uzyty zostat chitozan w postaci proszku, o dwoch stopniach
deacetylacji DD 87 i DD 94, pochodzacy z pancerzy krewetek (udostgpniony przez
Bloodbank, Landspitali-Univ. Hospital, dostarczony przez firme Genis). W badaniach
wykorzystano takze chitozan o stopniu deacetylacji DD 87, pochodzacy z pancerzy
krabow (producent Sigma-Aldrich); nazwa wykorzystywana w pracy to DD 87 sigma.

W celu przygotowania powltok chitozanowych zastosowano nast¢pujace komponenty:
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e 0,1 g proszku chitozanu

e 9,85 g wody destylowanej

e 50 pl kwasu octowego

Procedura przygotowania powlok obejmowata nast¢pujgce czynnosci:

a) do pojemniczka z tworzywa sztucznego wprowadzono 0,1 g sproszkowanego
chitozanu, 9,85 g wody destylowanej oraz 50 pl kwasu octowego, a nastgpnie
mieszano z uzyciem mieszadta magnetycznego do catkowitego rozpuszczenia
proszku chitozanowego,

b) przygotowany roztwor przeniesiono do probowki, a nastepnie poddano
homogenizacji w wirowce z predkosciag 5000 obr/min. w czasie 1 h,

€) odwirowany roztwor rozlano do 6 dwudotkowych pojemnikéw z tworzywa
sztucznego,

d) rozlane roztwory poddano suszeniu w inkubatorze przez czas 24 h w
temperaturze 37°C.

Kolejnym etapem byta neutralizacja wysuszonych roztwordéw, ktore przybraty postaé
membran o przezroczystym kolorze. Neutralizacja zostala przeprowadzona z
wykorzystaniem 0,5 M NaOH. W tym celu na powierzchnie membran zaaplikowano
roztwor wodorotlenku sodu na czas 30 minut i umieszczono w shakerze w celu
doktadnego rozprowadzenia na powierzchni. Po tym czasie nadmiar roztworu zostat
odciagnigty i membrany zostaty ponownie umieszczone w inkubatorze na czas 12 h do
ponownego wysuszenia. Nastepnie przeprowadzone sterylizacj¢ z wykorzystaniem
70% etanolu. Na czas 30 minut pokryto powierzchni¢ membran etanolem, bez uzycia
shakera, a po uptywie zadanego czasu etanol zostat usuniety z powierzchni membran.
Caty proces przeprowadzono indywidualnie dla kazdego rodzaju chitozanu tj. DD 87,
DD 94 oraz DD 87 sigma.

6.3. Analiza topografii powierzchni powlok chitozanowych o réznym stopniu

deacetylacji

Badania topografii powierzchni powlok chitozanowych wykonano za pomoca
mikroskopu sit atomowych (AFM) Park Systems, typ XE-100 w Innovation Center
Iceland. Polegaly one na skanowaniu powierzchni igla bezkontaktowg z powierzchnig

przy parametrach:
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e rozmiar skanu 5 um
e czestotliwos¢ skanowania 0,15 Hz
Analizie poddane byty powtoki o kazdym stopniu deacetylacji.
Otrzymane wyniki przeanalizowano za pomocg programu komputerowego XEI Manual
1.7.6 . Wyznaczono nastgpujace parametry:
e Ry - $rednia kwadratowa profilu chropowatosci (zwana szerokoscig profilu
chropowatos$ci)
o R;- wielko$¢ obrazujaca $redni zakres chropowato$ci (profil)
e R, - profil gtadkosci powierzchni zakrzywionej S$wiadczacy o odchyleniu od

sredniej chropowatosci (gltadkos$¢ dotka na powierzchni)

6.4. Badania zwilzalno$ci powlok chitozanowych

Hydrofobowo$¢ powlok chitozanowych okreslono przeprowadzajac pomiar wielkosci
kata zwilzania 0 utworzonego migdzy powierzchnig ciata statego pod kropla, a linig
styczng do powierzchni kropli w punkcie jej kontaktu z powierzchnig. Kat zwilzania
mierzony byt za pomocag goniometru KSV-CAM 200 (rys 14) w Innovation Center
Iceland. Do pomiaru uzyta zostata kropla wody dejonizowanej o objetosci kropli 2 pl.
Pomiar zwilzalnosci przeprowadzono w temperaturze pokojowej wykorzystujac metode
swobodnie spadajacej kropli. Warto§¢ kata wyznaczana byla bezposrednio po
spuszczeniu kropli na membrang, ale przed jej wchlonigciem. Analizie poddano rézne
losowo wybrane fragmenty powierzchni. Wynik pomiaréw kata zwilzania stanowi

srednig z 9 pomiarow.
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Rys. 14. Goniometr KSV-CAM

6.5. Badania morfologii powierzchni i skladu chemicznego tytanu na mikroskopie

skaningowym

Mikrostruktura powierzchni tytanu technicznego po obrébce powierzchniowej zostata
zbadana za pomoca mikroskopu elektronowego skaningowego SUPRA 25 ZEISS (rys.
15) udostgpnionym przez Innovation Center Iceland. Dodatkowo przeprowadzono
analiz¢ EDS badanych probek tytanowych. Mikroanaliza EDS pozwala na identyfikacje
(powierzchniowg i ilosciowa) pierwiastkéw chemicznych badanego materiatu. Badaniu

poddano losowo wybrane probki po procesie utleniania gazowego.
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Rys. 15. Mikroskop SEM, Supra 25 Zeiss w Innovation Center Iceland

6.6. Nakladanie powlok chitozanowych o réznym stopniu deacetylacji na

powierzchnig¢ tytanu

Powloki chitozanowe przygotowano wg procedury opisanej w punkcie 6.2, podpunkt a i
b. Tak przygotowane roztwory nanoszono na probki tytanowe metoda zanurzeniowg w
trzykrotnym procesie. Odstgp pomigdzy poszczegdlnymi zanurzeniami wynosit 5
minut. Nastgpnie probki umieszczono w naczyniu hodowlanym (rys. 16) i
przeniesiono do inkubatora o temp. 37°C, gdzie ulegly wysuszeniu przez czas 24 h.
Kolejnym etapem byla neutralizacja membran w wodorotlenku sodu oraz sterylizacja z

wykorzystaniem etanolu, wg procedury opisanej w punkcie 6.2.
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Rys. 16. Naczynie hodowlane szesciodotkowe
6.7. Badania bioaktywnoSci

Oceny bioaktywnosci materialu dokonano w Bloodbank, Landspitali-Univ. Hospital w
Islandii. Badania polegaty na zasiedleniu komorek kosciotwoérczych typu MC3T3-E1 na
powierzchni tytanu pokrytego powtoka chitozanowg o réoznym stopniu deacetylacji (DD
87% sigma, DD 87%, DD 94%). Nastepnie zbadano proliferacj¢ komorek do

powierzchni materialu wykorzystujac barwienie fluorescencyjne.
6.7.1. Hodowla komoérek kosciotwérczych

W badaniach wykorzystano komorki ko$ciotworcze pochodzace od myszy, typu
MC3T3-El. Komorki pobrane z organizmu zywego byly przechowywane w
temperaturze -80°C. W celu wykorzystania ich do badan do§wiadczalnych zostaty one
rozmrozone w tazni wodnej w temperaturze 37°C. Dalszy etap przygotowywania
hodowli odbywat si¢ w warunkach sterylnych, w laboratorium mikrobiologicznym pod
wyciggiem. 1 ml rozmrozonych komorek zostat przeniesiony do probowki z 5 ml
odzywki, a nastepnie poddany odwirowaniu w czasie 5 min z predkoscig 1750 obr./min.
Po odwirowaniu komorki zostaly zliczone, zainkubowane w ilo$¢ 5000 komérek/cm? i
umieszczone w plaskiej butelce (rys. 17) przeznaczonej do hodowli komorek, o
powierzchni 75 cm? z 22,5 ml pozywki. Nastepnie butelke z komorkami umieszczono

w inkubatorze o temperaturze 37°C 1 wilgotnosci do 95% oraz z dodatkiem 5% COx.
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Jako pozywke dla komorek zastosowano specjalny pokarm sktadajacy si¢ z roztworu o
nazwie handlowej a-MEM przygotowanego przez firm¢ GIBCO™ z dodatkiem 10%
surowicy bydlecej FBS i po 1% mas. penicyliny oraz streptomycyny. Obserwacje

komorek byly prowadzone kazdego dnia, natomiast ich karmienie nastgpowato co 2 dni.

Rys 17. Butelka do hodowli komorek

6.7.2. Badania proliferacji komérek kosciotworczych do powierzchni materialu

Na probki  tytanowe pokryte powlokami chitozanowymi zasiedlono komorki
ko$ciotworcze MC3T3-E1 w liczbie 5000 komorek na cm?® Komoérki byly karmione co
2 dni pokarmem o nazwie handlowej DMEM-F12 przygotowanym przez firme
GIBCO™ 7z dodatkiem surowicy bydlgcej (FBS) oraz penicyliny i streptomycyny
(P/S).
Po siedmiu dniach przeprowadzono testy proliferacji komorek wykorzystujac w tym
celu dwa odczynniki:

e CFSE (dioctan karboksyfluoresceiny, ester sukcynimidowy) pokazujacy rozrost

komorek,

e DAPI (4, 6-diamidyno-2-fenyloindol) pokazujacy jadra komorkowe.

Probki po utrwaleniu wskazanymi odczynnikami zostalty poddane obserwacji

mikroskopowej. W celu wizualizacji zaadherowanych komoérek postuzono sig
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barwieniem fluorescencyjnym. Obserwacje przeprowadzono na mikroskopie
fluorescencyjnym Olympus BX 51 w Blood Bank Landspitali Reykjavik.

6.7.3. Test z wykorzystaniem czerwieni alizarynowej

W celu sprawdzenia stopnia pokrycia powierzchni tytanu powtokami chitozanowymi
przeprowadzono test z wykorzystaniem czerwieni alizarynowej. Probki po
przeprowadzanych testach proliferacji zostaty zanurzone w 2% roztworze czerwieni
alizarynowej. Czas ekspozycji wynosit 20 minut, zanurzone probki zostaly umieszczone
w shakerze. Po tym czasie roztwor zostat usunigty, a probki wyplukane 3-krotnie woda

destylowang. Probki pozostawiono do wyschnigcia na czas 12 h.

6.8. Nanotribotest powlok chitozanowych na podlozu tytanowym

Badania wykonano na nanotribometrze firmy CSM Instruments. Pomiarom poddano
probki tytanowe z powloka chitozanowa o stopniu deacetylacji DD87 i DD94. Badania
polegaty na cyklicznym nacisku powierzchni probki ceramiczng kulka o $rednicy 2 mm,
przy parametrach: promien 1,5 mm, zakres ruchu 90°, czgstotliwos¢ 1 Hz, ilos¢ cykli
60 na minutg, obcigzenie 100 mN. Celem badania bylo uzyskanie charakterystyki

zacierania probki w zaleznosci glgbokosci i tarcia od czasu.
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7. WYNIKI BADAN

7.1. Ocena topografii powierzchni powlok chitozanowych o réznym stopniu

deacetylacji

Pomiar chropowatosci powierzchni (Rg, Ra, R,) wykazat zblizong topografi¢
wszystkich badanych powtok chitozanowych (tab. 7). Wszystkie powloki wykazuja
nieréwnosci W skali nanometrycznej. Powloka 94% DD charakteryzuje si¢ najnizszg
chropowato$cia, co wynika z duzej gestosci proszku chitozanowego o tym stopniu
deacetylacji.

Uzyskany obraz trojwymiarowy powierzchni (3D) wykazuje, ze powloki sa

topograficznie do siebie zblizone (rys. 18-20).

Tabela 7. Parametry topografii powfok uzyskane technikg AFM dla powtoki DD 87

Linia | Ra[nm] | Rq[nm] Rp [nm]
1 1,415 1,815 9,659
2 1,495 1,835 8,468
3 1,384 1,599 8,419
4 1,373 1,765 9,037
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Rys. 18. Topografia powierzchni powtoki DD87, obraz 3D

Tabela 8. Parametry topografii powloki uzyskane technikq AFM dla powtoki DD 87

sigma
Linia |Ra[nm] [Rqg[nm] [Rp[nm]
1 1,860 2,346 12,173
2 1,816 2,338 12,835
3 1,854 2,276 12,483
4 1,673 2,125 11,219
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Rys. 19. Topografia powierzchni powtoki DD87 sigma

Tabela 9. Parametry topografii powlok uzyskane technikq AFM dla powtoki DD 94

Linia Ra[nm] [ Rg[nm] | Rp [nm]

1 1,194 1,412 6,087
2 1,853 2,152 9,262
3 1,235 1,435 6,732
4 1,671 2,033 9,137
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Rys. 20. Topografia powierzchni powtoki DD 94, obraz 3D

7.2. Ocena kata zwilzania powlok chitozanowych

Analizie poddano rézne fragmenty powierzchni. Wyniki pomiarow kata zwilzania
stanowig $rednig z 9 pomiarow (tab. 9). Warto$¢ kata zwilzania wzrasta ze stopniem
deacetylacji. Roznice w kacie zwilzania powierzchni dla powloki DD 87 (z pancerzy
krewetek) i DD 87 sigma (z pancerzy krabow) sg niewielkie. Wszystkie powtoki

wykazuja wlasciwosci hydrofobowe.

Tabela 10. Srednia warto$¢ kqta zwilzania membran chitozanowych

Powloka Kat zwilzania
stopnie
DD 87sigma 69,5
DD 87 73,6
DD 94 75,2
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Zwilzalnos¢ membran chitozanowych

76,0
75,0
74,0
73,0
72,0
71,0
70,0
69,0
68,0
67,0
66,0

Wartosé srednia

DD 87% sigma DD 87% DD 94%

Rys. 21. Wartos¢ kqta zwilzania powltok chitozanowych

7.3. Ocena morfologii powierzchni i skladu chemicznego tytanu
Uzyskana struktura warstwy tlenkowej jest jednorodna, bez nieciaglosci warstwy (rys.

22 i 23). W sktadzie chemicznym poza tytanem i tlenem wystepuje krzem. Sladowe

ilosci krzemu sg pozostato$cig po wezesniejszym procesie szlifowania probek (rys. 24).
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WD =125 mm EHFR 2000k Signal A = SE2 Date :29 Mar 2011 @ Innovation Center
o ; Mag= 1.00 KX Iceland
Oxide Ti- 01 .tif —

Rys 22. Topografia powierzchni tytanu po utlenianiu gazowym, powigkszenie x1000

WD =12.5mm EHT = %%(:ﬂ_nkv Signal A = SE2 Date :29 Mar 2011 @ o
= lceland
Oxide Ti - 09 if P Mag = 5.00 KX

Rys. 23. Topografia powierzchni tytanu po utlenianiu gazowym, powigkszenie x5000
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Spectrum processing -
No peaks omitted

Processing option : All elements analyzed
(Normalised)
Number of iterations = 3

Standard :

0 2440 CaCO3 15-Mar-2011 03:37 PM
Si 3587 AISI 316 14-Dec-2010 02:09 PM
Ti 24401 2-Dec-2010 03:56 PM

Element Weight% Atomic%
0K 13.40 3162
SiK 0.26 0.35
TiK 86.33 68.02

Totals  100.00

Clactran | Tiage

{8 BT | e A W T O N e

Rys. 24. Sktad chemiczny probki tytanowej po utlenianiu (EDS)

7.4. Ocena bioaktywnosci

7.4.1. Hodowla komorek kosciotworczych

Na zdjeciach przedstawiono wzrost komoérek typu MC3E3-T1 po 24 h (rys. 25), 72 h
(rys. 26) oraz 96 h (rys. 27). Komorki rozrastaly si¢ rOwnomiernie, morfologia komorek
jest odpowiednia dla osteoblastow. Zaobserwowac¢ mozna staty wzrost komorek. Po 72

h hodowli w warunkach in vitro komorki zajmowaty powierzchnig ok. 80%.
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Rys. 25. Wzrost komorek MC3T3-E1 po 24h
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Rys. 27. Wzrost komorek MC3T3-E1 po 96 h
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7.4.2. Proliferacja komoérek kosciotworczych do powierzchni materialu

W tym etapie badan in vitro okreslono szybkos$¢ proliferacji komoérek do powierzchni
tytanu pokrytego membrang chitozanowa. Analizie zostaty poddane 4 probki:

e probka z powtoka chitozanowg DD87% sigma (rys. 28),

e probka z powloka chitozanowa DD87% (rys. 29),

e probka z powloka chitozanowg DD 94% (rys. 30),

e probka tytanowa po procesie utleniania gazowego (rys. 31).
Przeprowadzone testy wykazaty dobre wyniki ilosciowe (uwidoczniona ilo$¢ jader
komorkowych) i jakosciowe (morfologia osteoblastow) komorek na powierzchni z
powloka DD 87 i DD94, ktore pochodzity z pancerzy krewetek. Osteoblasty
zajmowaly ok. 80 % powierzchni probki po czasie 7 dni. W przypadku membrany DD
87 sigma pochodzgcej z pancerzy kraboéw liczba ukazanych jader komérkowych byta
nieliczna, nie dalo si¢ takze zaobserwowac pozadanej morfologii osteoblastéw na
powierzchni. Najwigksza ilo$¢ osteoblastow o zakladanej inklinacji znaleziono na

prébee tytanowej.
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Rys. 28. Obraz powierzchni probki tytanowej pokrytej powtokq chitozanowq
DD87sigma z zastosowanymi odczynnikami: a) CFSE b) DAPI

Rys. 29. Obraz powierzchni prébki tytanowej pokrytej powtokg chitozanowg DD8T z
zastosowanymi odczynnikami: a) CFSE b) DAPI
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Rys. 30. Obraz powierzchni probki tytanowej pokrytej powtokq chitozanowg DD94 7
zastosowanymi odczynnikami: a) CFSE b) DAPI

Rys. 31. Obraz powierzchni probki tytanowej po procesie utleniania ,
z zastosowanymi odczynnikami: a) CFSE b) DAPI
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6.7.3. Wybarwienie powierzchni tytanu z powlokami chitozanowymi czerwienia

alizarynowa

Badanie polegato na wybarwieniu chitozanu czerwienig alizarynowg. Test potwierdzit
obecno$¢ wszystkich powtok chitozanowych na podtozu tytanowym. Probka tytanowa
pokryta membrang DD 87 (rys. 32) sigma posiada braki powtoki w lewym dolnym
rogu. Przyczyng jest umieszczenie kleszczy w tym miejscu probki podczas zanurzania
probki w roztworze chitozanu w miejscu umieszczenia kleszczy.

W przypadku probki z powloka DD 94 (rys. 33) w prawym dolnym rogu mozna
zaobserwowacé brak powtoka. Dla probki z powtoka DD 87 sigma (rys. 34) wystepuje

analogiczna sytuacja ze wskazaniem na lewy dolny rog.

Rys. 32. Powierzchnia probki tytanowej pokryta powtokqg DD 87 po wybarwieniu

czerwieniq alizarynowq
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Rys. 33. Powierzchnia probki tytanowej pokryta powfokg DD 94 po wybarwieniu

czerwieniq alizarynowq

Rys. 34. Powierzchnia probki tytanowej pokryta powtokg DD 87sigma po wybarwieniu

czerwieniq alizarynowq
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7.5. Wyniki badan nanotribologicznych powlok chitozanowych na podlozu
tytanowym

Pomiarom poddane zostaly probki tytanowe z powloka chitozanowa o stopniu
deacetylacji DD 87 sigma, DD87 oraz DD94. Charakterystyki badania odpornosci na
zacieranie powtok chitozanowych przedstawiono na rys. 35-37.

W przypadku powtoki DD 87 sigma wglebnik zaglebit sie i sita tarcia byta na stalym
poziomie, jedynie w poczatkowej fazie mozna zaobserwowac jej spadek.

Dla powtoki DD87 nastepowal skokowy wzrost sity tarcia do ustabilizowania si¢ na
statym poziomie, co moze wskazywac¢ na niewielkie nierownosci powierzchni. Powtoka
DD 94 ukazata charakterystyke w formie statym poziomie sity tarcia, co potwierdza

jednorodnos$¢ powierzchni.
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Rys. 35. Charakterystyka badania odpornosci na zacieranie (wykres zaleznosci glebokosci i

tarcie od czasu) powloki dla prébki tytanowej pokrytej powtokq chitozanowg DD 87 sigma
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Rys. 36. Charakterystyka badania odpornosci na zacieranie (wykres zaleznosci glebokosci i

tarcie od czasu) powlok, dla probki tytanowej pokrytej powlokq chitozanowg DD 87
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Rys. 37. Charakterystyka badania odpornosci na zacieranie (wykres zaleznosci

glebokosci i tarcie od czasu) powtok, dla probki tytanowej pokrytej powtokq chitozanowq
DD 94
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8. DYSKUSJA

8.1. Ocena mozliwosci wytwarzania powlok chitozanowych na podlozu tytanowym

W pracy przedstawiono procedur¢ przygotowania powlok chitozanowych na podilozu
tytanowym w procesie dwuetapowym. Pierwszy etap polegal na uzyskaniu na
powierzchni tytanu wyzarzonej warstwy tlenku tytanu, a nastepnie w drugim etapie — na
aplikacji membran chitozanowych metoda zanurzeniowg. Wykorzystany chitozan byt
dwojakiego pochodzenia; proszki DD87 i DD94 pozyskano z pancerzy krewetek,
natomiast proszek DD87 sigma z pancerzy krabow. Pozwolito to na spodziewane
zréznicowanie wlasciwosci danego materiatu ze wzgledu na jego pochodzenie.
Zastosowanie metody zanurzeniowej do pokrycia tytanu powtoka chitozanowg nie jest
powszechnie praktykowang formg. Najczesciej stosowang metoda wigzania chitozanu
do powierzchni tytanu jest wykorzystanie reakcji chemicznych z silanami i
glutaraldehydem [53]. Yuan i in. w swoich badaniach wykorzystywali silanowanie w
celu powigzania tytanu z chitozanem [42]. Zblizong metodyke badan stosowat takze
Bumgaredner i in. [39,41]. Opisana przez nich metoda polegata na przygotowaniu
powierzchni implantow z wykorzystaniem szlifowania probek na papierze o gradacji
80, a nastgpnie pasywacji w 30% kwasie HNOj3 przez czas 30 minut, a w dalszym etapie
na wykorzystaniu reakcji silanowania. Wybrana tutaj metoda zanurzeniowa okazata si¢
bezpieczna, tania 1 rownie skuteczna, jak mozna wnioskowa¢ z uzyskanych wynikow i
ponizszej dyskusji. Metoda opisana przez Yuana i1 Bumgardnera wykorzystuje
odczynniki w postaci silanow i glutaraldehydu, ktore naleza do toksycznych dla zywego
organizmu, cho¢ nie w ilo$ciach zagrazajacych zdrowiu pacjenta.

Opracowanie alternatywnej, bezpiecznej 1 taniej metody uzyskania powlok
chitozanowych na powierzchni implantow tytanowych bylo celem tej pracy, ktory
zostal osiagnigty.

Wykonane badania wykazaty, ze zastosowana technologia pozwala na wytworzenie
powtlok chitozanowych o strukturze, topografii 1 wtasciwos$ciach, ktére daja pozytywna
odpowiedZ komdrkowa w warunkach in vitro. Obecno$¢ powtok zostata wykazana za
pomocg testu alizarynowego. Analiza EDS potwierdzita uzyskanie na powierzchni
tytanu warstwy tlenkowej. Topografia powierzchni, scharakteryzowana w oparciu o
analiz¢ parametréw chropowatosci i profilu powlok, wykazata minimalnie chropowaty

charakter powierzchni. Wtasciwosci biologiczne uzyskanych powtok zostaly wykazane
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poprzez prawidlowa adherencje i proliferacj¢ komorek do podtoza. Przeprowadzane
badania zwilzalno$ci potwierdzily hydrofobowy charakter powierzchni implantu
przeznaczonego na implantacje statg. Badania nanotribologiczne wykazatly, ze powtoka
posiada wystarczajaca przyczepnos¢ do podioza bez wzgledu na stopien deacetylacji.

Analizujagc mechanizm otrzymywania powlok chitozanowych mozna stwierdzié, ze jest
on determinowany przez stan powierzchni tytanu, wlaczajac w to chemi¢ powierzchni,
topografi¢, tadunek powierzchni i zwilzalno$¢ [4,9], ale takze przez parametry
wytwarzania powloki chitozanowej. W przeciwienstwic do opisanych wyzej
wczesniejszych metod, w obecnej pracy zastosowano silnie wypolerowang
powierzchni¢ (ostatni papier $cierny 2400, dotychczas 80) wychodzac z zatozenia, ze
zbyt duzy stopien chropowatos$ci wszczepu niekorzystnie wplywa niekorzystnie na
oddziatywanie pomiedzy tytanem a koscig przez zwigkszone uwalnianie jonow,
utrudniong adsorpcje komoérek i zwigkszenie naprezen [97,98]. Ponadto silna
chropowato$¢ praktycznie uniemozliwia usunigcie ziaren $cierniwa SiC, a wigc
zanieczyszczenie powierzchni pozostaje trwate. Nawet w tu zastosowanej metodyce,
przy niemal gladkiej powierzchni 1 trzyetapowym procesie czyszczenia powierzchni,
widoczne byly w analizie chemicznej $lady krzemu. Dzigki malo chropowatej
powierzchni powtloki chitozanowe posiadaly takze duza gladkos¢ odwzorowujac
podtoze, co jest istotne dla ich projektowania jako pokrycia czy to Srubowych lub
anatomicznych implantéw stomatologicznych, czy dla zastosowania powlok
chitozanowych w procesie sterowane] regeneracji kosci. Co najwazniejsze jednak,
powtloki posiadaly wystarczajaca adhezje do podtoza, co §wiadczy o duzej powierzchni
przylegania i tworzeniu silnych i licznych wigzan, przede wszystkim van der Waalsa.
Mozna wnioskowac, ze silne wypolerowanie powierzchni 1 mata odleglo$¢ miedzy
tytanem 1 chitozanem ufatwiajg wzrost adhezji fizycznej determinowanej przez wigzania
stabe. Wiasciwosci chitozanu, a zatem 1 jego adhezja oraz odpowiedZz biologiczna
zaleza od liczby natadowanych grup rodnikowych (aminowe, acetoamidowe i
hydroksylowe), a to z kolei — od stopnia deacetylacji, do dzi$ zresztg nie posiadajacego
swojej S$cistej definicji; masy czasteczkowej 1 jej rozktadu (stopnia polidyspers;ji);
wreszcie, porzadku pojawiania si¢ w fancuchu reszt acetylowanych i deacetylowanych

[4].
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8.2. Ocena mozliwosci projektowania chropowatosci powlok przez zastosowanie

zmiennego stopnia deacetylacji chitozanu

Na przebieg interakcji pomi¢dzy implantem na tkankg kostng ma wptyw migdzy innymi
powierzchnia implantu. Istnieje szeroka gama metod obrébki powierzchni wszczepow
srédkostnych prowadzacych do powstania powierzchni roéznorakich pod wzgledem
topografii, chropowatosci i chemii. Poniewaz obrobka tytanu prowadzaca do zmiany
topografii i chropowatosci prowadzi rowniez do zmiany chemii powierzchni, dlatego
tez wlasciwos$ci powierzchni implantu mogg si¢ migdzy sobg rézni¢. Udokumentowany
jest wpltyw zmian topografii, chropowato$ci i chemii powierzchni na odpowiedz
komorkowsg [85]. Znana jest przewaga chropowatej powierzchni nad powierzchniami
gtadkimi w kwestii adhezji, kolonizacji i proliferacji komoérek [77,99]. Udowodniono
rébwniez przewage powierzchni umiarkowanie chropowatych nad znacznie
chropowatymi, minimalnie chropowatymi i gtadkimi w kwestii reakcji na nie tkanki
kostnej. Znany jest rowniez korzystny wptyw biokompatybilnych i osteokondukcyjnych
zwigzkow chitozanu na reakcje tkanki kostnej [94].

W  prezentowanych badaniach porownywane jest oddzialywanie na odpowiedz
biologiczng powierzchni tytanu pokrytego powlokami chitozanowymi o réznym
stopniu deacetylacji 1 réznych wlasciwosciach samego materialu. Do numerycznego
scharakteryzowania chropowatosci materialdow planowanych jako implanty $rodkostne
zalecane jest przedstawienie jednego parametru hybrydowego, jakim jest $rednia
kwadratowa profilu chropowato$ci [100].

Badania nie wykazaty, wbrew niektorym doniesieniom [7,99], istotnego wplywu
stopnia deacetylacji na topografi¢ powierzchni wyrazang przez chropowatos¢ Przyczyna
moga by¢ stosunkowo niewielkie rdéznice w DD. Z drugiej strony wielko$ci
charakteryzujgce powierzchni¢ majg wymiary nanometryczne, wiec nawet pojawiajace
si¢ roznice s3 niemierzalne 1 nie maja znaczenia w odpowiedzi komorkowe.
Stwierdzono, ze $redni zakres chropowatosci Ry probek tytanowych pokrytych powtoka
chitozanowa DDS87, DD 94 oraz DD87 sigma, jest do siebie bardzo zblizony i
ksztattuje si¢ na poziomie 1,5 nm. Powierzchnie te maja charakter minimalnie
chropowaty z topografig o zroznicowanej amplitudzie. Osteoblasty wykazujg odmienne
zrdznicowanie na powierzchniach o roéznych chropowatosciach, jak réwniez na
powierzchniach o podobnej chropowatosci, ale o odmiennej topografii [80]. POwtoki

chitozanowe posiadajg zblizong chropowatos¢ i topografie, natomiast probka tytanowa
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z warstwa tlenku tytanu posiada topografie¢ o innej strukturze niz membrany.
Osteoblasty na powierzchniach membrany DD 87 i DD 94 ukladaty si¢ w sposob
niezorientowany, natomiast na membranie DD 87 sigma widac¢ jedynie nieznaczng ilos¢
komorek i ich jader, co $wiadczy o wptywie zrédlowego pochodzenia chitozanu.
Powtloki chitozanowe przygotowane z proszku pochodzacego z krewetek (DD86 i
DD94) wykazuja wigksza bioaktywnos$¢ w stosunku do membrany przygotowanej z
proszku pochodzacego z krabow (DD 87 sigma). Na bioaktywnos¢ powtok
chitozanowych wptywa réwniez jego zrodto pozyskania.

W przypadku powierzchni probki tytanowej z warstwa tlenkowa o chropowatosci na
poziomie mikrometrycznym [94], liczba zadherowanych komorek jest wigksza niz w
przypadku powierzchni minimalnie chropowatych. Tytan posiadal powierzchni¢ o
ukierunkowanych bruzdach, co widoczne jest na analizie mikroskopowej (rys. 38) oraz
na odpowiedzi komoérkowej. Komorki na powierzchni uktadaty si¢ w uporzadkowany

sposob wzdhuz widocznej morfologii powierzchni warstwy tlenkowe;.

Wo=f25mm  EHT=2000KV Signal A= SE2 Date 229 Mar 2011
H Mag= 1.00KX

Oxide Ti- 08.£if

Rys. 38. a) Powierzchnia utlenionego gazowo tytanu, b) obraz powierzchni préobki
tytanowej po procesie utleniania , z zastosowanymi odczynnikami CFSE
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Wykorzystanie chitozanu o réznym stopniu deacetylacji nieznacznie wpltywa na
chropowato$¢ wytworzonych z niego membran. Oznacza to, ze struktury przestrzenne
(konformacje) chitozanu sg do siebie zblizone, za$ o chropowatosci decyduje topografia

podtoza, co moze zosta¢ wykorzystane w projektowaniu.

8.3. Ocena wplywu stopnia deacetylacji chitozanu oraz jego pochodzenia na

biozgodnosé

Wysoka warto$¢ DD jest wg niektorych autoréw [5] bardziej korzystna do wzrostu
przylegania komorek, ale niski DD z kolei szybciej indukuje okres zdrowienia.
Kazdorazowo wiec dopiero ocena bioaktywnosci chitozanu z okre§lonego zrodia daje
odpowiedz na pytanie, czy jest on bardziej korzystny od innych.

Ocena biozgodno$ci w pracy oparta zostata na dwoch testach: kata zwilzania i
badaniach komoérkowych. W pracy poréwnano proszki chitozanowe o zblizonym
stopniu deacetylacji, ale o ré6znym pochodzeniu. Zwilzalno$¢ powierzchni jest jednym
z parametrow fizykochemicznych, ktory decyduje o jakosci materialu 1 jego
przydatnosci w inzynierii biomaterialow. Hydrofobowos¢ powierzchni w przypadku
materiatéw przeznaczonych na implanty kostne jest istotna, gdyz znaczaco wplywa na
jako$¢ adhezji komoérek 1 szybkos$¢ ich proliferacji. Przyjmuje si¢, ze przyleganie
komorek do powierzchni jest silniejsze, gdy materiat wykazuje umiarkowany stopien
hydrofilowosci [85]. Wynika to z silniejszych oddziatywan pomig¢dzy grupami
funkcyjnymi znajdujagcymi si¢ na powierzchni materialu a komoérkami. Okreslenia
stopnia hydrofilowosci dokonuje si¢ na podstawie pomiarow kata zwilzania.

Warto$¢ kata zwilzania analizowanych membran zwigksza si¢ wraz ze wzrostem
stopnia deacetylacji, ale pozostaje na poziomie poréwnywalnym od 69,5 do 75,2.
Zrédlowe pochodzenie chitozanu nie wplywa znaczaco na warto$¢ kata zwilzania
uzyskanych membran (DD 87 sigma to 69,5, a DD 87 to 73,6), ktory dla proszku
pochodzacego z pancerzy krewetek jest nieznacznie wyzszy. Wszystkie membrany
wykazaly umiarkowang hydrofilowos¢.

Parametry powierzchniowe uzyskanych membran zostaly zweryfikowane poprzez
odpowiedz komoérkowa w warunkach in vitro. Badania proliferacji komorek zostaty
przeprowadzone po 7 dniach hodowli. Uwidocznione jadra komérkowe oraz morfologia
osteoblastow typu MC3T3-E1 wykazaly, ze w przypadku membran przygotowanych z

chitozanu pochodzacego z pancerzy krewetek uzyskano liczne zywe kolonie na
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powierzchni badanego materiatu, co $wiadczy o wysokiej biozgodnosci uzyskanych
powlok chitozanowych na podtozu tytanowym. W przypadku powtoki chitozanowej
pochodzenia krabowego liczba ukazanych jader komorkowych jest jednostkowa, brak
takze widocznych kolonii komorkowych na badanej powierzchni. Pochodzenie ma wigc
bardzo istotny wplyw na biozgodno$¢, zapewne dzigki zrdéznicowanej budowie
przestrzennej i tym samym zréznicowanej polarnosci czasteczki. Przyczyng jest inna
budowa chitozanu pochodzacego z réznych zrodet i poddanego w réznym stopniu
deacetylacji. O przydatnos$ci chitozanu z réznych zrédet mozna sadzi¢ na podstawie
jego masy czasteczkowej: lepsza odpowiedz komorkowa chitozanu z krewetek
wskazuje na jego mniejsza mase¢ czasteczkowa, ale i zarazem wigksza przydatnos¢ w
medycynie. Badania wptywu pochodzenia chitozanu na odpowiedZ biologiczng znane
sa z jedynie rzadkich prac badawczych, to spostrzezenie stanowi wigc niewatpliwg
nowo$¢. Trzeba jednak dodaé, ze o wiasciwosciach biologicznych z pewnoscia
decyduje takze struktura przestrzenna (konformacja) tego skomplikowanego zwigzku
organicznego, a takze wzajemne ulozenie wzgledem siebie polarnych grup w jego
czasteczce. Badania takie planowane sa w przysztosci z udzialem autorki rozprawy.

Stopien deacetylacji nie wplywa na biozgodno$¢ powltok chitozanowych. Potwierdza to
wyrazong wczesniej opini¢, iz czasteczki o réznym DD maja podobng budowe
przestrzenng i w istocie dopiero DD rzedu 50-60 by¢ moze réznicuje w istotny sposob

wlasciwosci biologiczne w poréwnaniu z DD rzgdu 90%.

8.4. Ocena wplywu stopnia deacetylacji chitozanu oraz jego pochodzenia na proces

tworzenia tkanki kostnej

Tkanka kostna jest rodzajem tkanki tacznej podporowej, sktada si¢ z komorek
(osteocytow, osteoblastow, osteoklastow) oraz substancji zewnatrzkomorkowej, ktora
sktada si¢ z kolei z czgsci organicznej — wiokien kolagenu i innych biatek oraz
mineralnej (zwigzki wapnia, magnezu i fosforu — gtéwnie hydroksyapatyt) [51-55].
Osteoblasty, czyli komorki kosciotworcze odpowiedzialne s3 za proces tworzenia
tkanki kostnej. Aktywnie syntetyzujg biatka macierzy pozakomorkowej, glikozyluja je i
wydzielajg, produkujg czynniki wzrostu, inicjuja i1 kontrolujg mineralizacj¢ osteoidu.
Hydrolizuja takze sktadnik organiczne kos$ci, odpowiedzialne za proces kalogenezy.

Proces tworzenia tkanki kostnej inicjowany jest poprzez adherencj¢ komorek do

podloza 1 ich dalszg proliferacj¢, Przeprowadzone badania wykazaty dobrg
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przyczepno$¢ komorek do podtoza oraz ich morfologi¢ (rys. 39-40) w przypadku
membran DD87 1 DD94, pochodzacych z pancerzy krewetek. Przebieg profileracji
komoérek w przypadku wyzej wymienionych membran byt zadowalajacy. Po okresie 7
dni zajmowaty one ok. 80-90 % powierzchni, a ich morfologia wskazywata na dalszy
rozwdj. W przypadku membrany DD87 sigma nie wystgpito zjawisko zasiedlenia
komoérek na powierzchni oraz ich proliferacji, pojawily si¢ jedynie nieliczne jadra
komorkowe. Sa to wigc wyniki zgodne z przedstawionymi wczes$niej, za$ ich
wytlumaczeniem moze by¢ mniejsza masa czasteczkowa chitozanu z krewetek, inna
liczba grup polarnych, moze takze ich inne wzajemne ulozenie i w zwigzku z tym

zrdéznicowana aktywnos$¢ biologiczna.

10pm 10-08-2015
1.00kV WD 10.0mm 08:47:22

Rys. 39. Osteoblast na powierzchni tytanu pokrytego powfokq chitozanowg DD87
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10pm 10-08-2015
1.00kV WD 9.9mm 09:19:36

Rys. 40. Osteoblast na powierzchni tytanu pokrytego powlokq chitozanowg DD 94

Siedmiodobowy okres hodowli komorek na powierzchni nie jest jednak wystarczajacy
do okreslenia w sposob calkowicie pewny wplywu stopnia deacetylacji oraz
pochodzenia chitozanu na proces tworzenia tkanki kostnej. Przyjmuje si¢ mimo to, ze
ten okres czasu pozwala na zdefiniowanie biozgodnos$ci materialu oraz prognozuje
pozytywny wzrost osteoblastow w kierunku mineralizacji, ktéra prowadzi do
utworzenia tkanki kostnej. Analiza trendu wskazuje wigc, iz stopien deacetylacji w
badanych granicach i o przyjetych wartosciach nie wywierat istotnego wptywu na
proces osteointegracji implantu. Na wlasciwosci materialu wplywa wigc jego
pochodzenie zrodtowe, a $cisle czynniki zwigzane z budowa i masg czasteczky

chitozanu oraz jego polarnoscia (fadunkiem).

8.5. Ocena mozliwosci i celowosci zastosowania powlok chitozanowych na

implanty tytanowe

Wykonane badania wykazaty perspektywiczne zastosowanie chitozanu, zwlaszcza z
krewetek, na powtoki implantéw tytanowych. Uzyskany materiat wykazuje wysoka

bioaktywnos¢, ktora przyczynia si¢ do szybszego procesu osseointegracji wszczepu z
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tkanka kostng. W dalszym ciaggu mimo bogatej oferty rynkowej implantéw tytanowych i
50-letniego okresu implantologii nadal problematyczne pozostaje otrzymanie trwatego
potaczenia implantu z koscig, dodatkowo dazy si¢ wiec do wytworzenia implantéw o
mozliwosci natychmiastowego czynnosciowego obcigzenia.

Na rynku implantéw tytanowych stomatologicznych wyr6znia si¢ kilka podstawowych
rodzajow powierzchni wszczepdw, ktore zmienialy si¢ na przestrzeni lat. W kolejnosci
chronologicznej wprowadzania produktow na rynek wyroznia si¢ powierzchnie: gladka
(powierzchnia maszynowa), tytan plasma spray (TPS - powierzchnia pokryta plazma
tytanowa), powierzchnia piaskowana, trawiona, hydroksyapatytowa (warstwa HAp ok.
50 um) oraz nano HAp (uzyskany metoda elektroosadzania).

Pomimo doskonalenia biomateriatow i technologii ich wytwarzania, okolo 15-25 %
implantow metalowych ulega zniszczeniu po 15 latach uzytkowania: po 5 latach 20%
implantow ulega obluzowaniu, a po 10 latach - 30% [78]. Takie niekorzystne
zachowanie zwigzane jest z nieodpowiednim (za stabym) zwigzaniem implantu z
koscig, zbyt szybkim obcigzeniem wszczepu, zta dieta, zaniechaniem terapii
antybiotykowej itp. [87].

Nieswiadomos$¢ zagrozen z braku stosowania zalecen lekarskich moze doprowadzi¢ do
lokalnego stanu zapalnego w miejscu implantacji. Takie zjawisko niesie za sobg szereg
powiktan wlacznie z obnizeniem lokalnego pH do poziomu 2,9. Te warunki
srodowiskowe niekorzystnie wplywaja na materiat wszczepu (material metaliczny).
Tytan, ktory wyroznia si¢ duza odpornoscig korozyjna, ma trwatos¢ przeciwkorozyjna
do pH 4, a wystgpienie stanu zapalnego w miejscu implantacji moze zainicjowac
procesy korozyjne, ktére w konsekwencji prowadza do uwalniania produktéw korozji
do otaczajacych tkanek i1 obluzowanie implantu. Umieszczajac biomaterial w
organizmie ludzkim nalezy pamigtaé, ze znajduje si¢ on w $Srodowisku biologicznie
czynnym. Oddziatywania mechaniczne, chemiczne i fizyczne mig¢dzy implantem, a
organizmem zywym prowadza do nieodwracalnych zmian w materiale spowodowanym
korozja lub degradacja.

Celowe jest zatem poszukiwanie nowych rozwigzan, ktore przyczynia si¢ do spetnienia
oczekiwan wspodlczesnej implantologii 1 pozwola uzyska¢ implant o wysokiej
bioaktywnosci katalizujagcej proces osSeointegracji. Chitozan ze wzgledu na swoje
wlasciwo$ci  (nietoksyczny, bakteriobdjczy, biodegradowalny) jest potencjalnym
materiatem do wykorzystania w inZynierii powierzchni wszczepdéw tytanowych,

przeznaczonych na implanty przenoszace obcigzenia. Zmieniajac wlasciwosci
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powierzchni implantu mozna wplywaé na procesy zachodzace na granicy implant-

srodowisko biologiczne.
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WNIOSKI

1. Badania wykonane w pracy pozwolity na uzyskanie szeregu wynikow o
istotnym znaczeniu naukowym i uzytkowym, w tym zwlaszcza wykazanie
istotnej roli zrédta pochodzenia chitozanu w ksztalttowaniu jego masy
czasteczkowej, budowy przestrzennej, stopnia deacetylacji, a wigc takze w
procesach determinujacych zjawiska biozgodnosci i1 bioaktywnosci.

2. Membrany chitozanowe wykazuja w warunkach in vitro istotng bioaktywnos$¢,
wystarczajaca do stosowania ich w medycynie, ale zalezng w duzym stopniu
od pochodzenia chitozanu.

3. Stopien deacetylacji oraz pochodzenie chitozanu nie wptywaja znaczaco na
chropowato$¢ powierzchni. Wytworzone membrany na powierzchni tytanu
zaliczaja si¢ do powierzchni minimalnie chropowatych, co wynika¢ moze z
tendencji do odwzorowania topografii podtoza.

4. Chitozan, ktérego zrodlem sg pancerze krewetek, wykazuje zarowno wyzsza
biozgodnos$é, jak i lepsza reakcje z komorkami typu MC3T3-E1 w warunkach
in vitro. Przyczyng moze by¢ mniejsza masa czasteczkowa, inna budowa
przestrzenna (konformacja), inny ladunek powierzchniowy, inna kolejnos¢
grup rodnikowych.

5. Stopien deacatylacji chitozanu w granicach 86-94% nie wywiera istotnego
wplywu na jego wlasciwosci biologiczne.

6. Technologia wytwarzania membran chitozanowych metoda zanurzeniowa
pozwala na otrzymanie membran dobrze przyczepnych do podloza, dosé
odpornych mechanicznie, 0 wysokiej biozgodnosci i bioaktywnosci, celowych
do stosowania w medycynie jako powloki na implanty tytanowe, zwlaszcza
implanty stomatologiczne o ztozonym ksztalcie.

7. Dalsze prace naukowe powinny koncentrowac si¢ na okresleniu Zrodta istotnie
lepszych wtasciwosci chitozanu otrzymywanego z krewetek, w tym jego
budowy przestrzennej i1 tadunku powierzchniowego, jak tez reakcji z
dorobnoustrojami z jednej strony, i osteoblastami — z drugiej.

8. Dalsze prace technologiczne beda miaty na celu opracowanie parametréw
technologicznych, poczawszy od pozyskania surowca przez proces
otrzymywania membran i pokrywania nimi implantow tytanowych, przy

wysokiej powtarzalno$ci procesu.
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Streszczenie

W pracy postawiono hipotezg, ze modyfikacja warstwy wierzchniej tytanu przez
naniesienie powtok chitozanowych o odpowiednim stopniu deacetylacji powoduje
zwigkszenie biozgodnosci oraz aktywnosci biologicznej implantu tytanowego. Celem
naukowym pracy okreslenie zalezno$ci migdzy stopniem deacetylacji chitozanu oraz
biozgodnoscig 1 aktywno$cig biologiczng implantu z naniesiong powtloka. Celem
uzytkowym bylo opracowanie technologii pokrywania powierzchni metalu powtoka
chitozanowa o odpowiednich wlasciwosciach.

Obiektem badan byly powtoki chitozanowe o réznym stopniu deacetylacji DD86, DD
86 Sigma oraz DD94 naniesione na podtoze tytanowe. Do preparatyki powlok uzyty
zostat chitozan pochodzacy z pancerzy krewetek oraz z pancerzy krabow.

Powloki chitozanowe przygotowano metoda zanurzeniowa.  Metodyka badan
obejmowata badania topografii powierzchni membran za pomoca AFM, pomiary
hydrofobowosci powltok chitozanowych przez pomiar wielkosci kata zwilzania,
badania morfologii powierzchni 1 sktadu chemicznego tytanu SEM 1 EDS, oceng
bioaktywnosci z uzyciem komorek kos$ciotworczych, badania nanotribologiczne.

Pomiar chropowatosci powierzchni wykazal zblizong topografie wszystkich badanych
powlok chitozanowych. Warto§¢ kata zwilzania wzrastata ze stopniem deacetylacji.
Uzyskana struktura warstwy tlenkowej byta jednorodna i ciggta. Obserwowano wzrost
komorek typu MC3E3-T1 po 24-96 h, zalezny istotnie od pochodzenia chitozanu.
Wiasciwosci mechaniczne w nanoskali byly zadowalajace.

Stwierdzono na podstawie uzyskanych wynikow, ze powltoki chitozanowe wykazujg w
warunkach in vitro bioaktywno$¢ wystarczajaca do stosowania ich w medycynie.
Stopien deacetylacji oraz pochodzenie chitozanu nie wplywaja znaczaco na topografig
powierzchni. Wyzsza bioaktywno$¢ chitozanu z krewetek wynika z jego mniejszej
masy czgsteczkowej i innej budowy przestrzennej. Technologia wytwarzania powlok
chitozanowych metoda zanurzeniowg pozwala na otrzymanie powtok dobrze
przyczepnych do podioza, odpornych mechanicznie, o wysokiej biozgodnosci i
bioaktywnosci, celowych do stosowania w medycynie jako powloki na implanty

tytanowe, zwlaszcza implanty stomatologiczne o ztozonym ksztalcie.
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Abstract

It was assumed that modification of the surface layer of titanium by applying a chitosan
coating of a significant deacetylation degree would increase the biocompatibility and
biological activity of the titanium implant. The scientific aim of the research work was
to determine the relationship between the degree of deacetylation, and the
biocompatibility of the implant and the biological activity of the coating. The practical
aim was to develop a usable metal surface coating technology with chitosan coatings of
suitable properties.

The chitosan coatings with varying degrees of deacetylation, namely the DD86, DD 86
Sigma and DD96, were applied to the titanium substrate. To prepare the coatings, the
chitosan derived from shrimps and crab armors was used.

The chitosan coatings were prepared by an immersion method. The test methods
included an examination of the surface topography of the coatings by means of the
AFM, measurements of hydrophobic properties of coatings by measurement of contact
angle, an examination of surface morphology and chemical composition of titanium
with the SEM and EDS methods, the assessment of the bioactivity using osteoblasts, the
nanotribology tests.

The surface roughness measurements showed similar topography of all tested chitosan
coatings. The contact angle increased with the degree of deacetylation. The resulting
structure of the oxide layer was homogeneous and continuous. The cell MC3E3-T1
growth after 24-96 hours was very dependent on the origin of chitosan. The mechanical
properties at the nanoscale were satisfactory.

Based on obtained results, the chitosan coatings demonstrate the in vitro bioactivity
sufficient for their use in medicine. The degree of deacetylation of the chitosan and its
origin does not significantly affect the surface topography. The higher bioactivity of the
chitosan from shrimp can be attributed to its lower molecular weight and a different
spatial structure. The applied technology of fabrication of chitosan coatings allows to
obtain a firmly adhering, mechanically resistant, highly biocompatible and bioactive
surface recommended to use in medicine as coatings on titanium implants, especially

dental implants of complex shape.
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