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Biomaterialy stosowane w inzynierii tkankowej
do regeneracji tkanek

STRESZCZENIE

InZynieria tkankowa jest interdyscyplinarng dziedzing nauki, rozwijajaca sie bardzo
intensywnie w ostatnich kilkunastu latach. Nowe sposoby leczenia uszkodzonych tka-
nek i narzadéw s3a nieustannie poszukiwane. Rusztowania tkankowe do hodowli ko-
morki pacjenta wydaja sie przetomowym rozwigzaniem, majagcym ogromne mozli-
wosci wdrozeniowe w medycynie regeneracyjnej. Aktualnie bada sie réznorodne po-
rowate struktury wspierajace adhezje, réznicowanie i proliferacje komérek. Dobor
odpowiedniego biomateriaty, na ktérym bedzie sie rozwija¢ nowa tkanka pacjenta,
jest jednym z kluczowych zagadnien w trakcie projektowania nowoczesnego rusz-
towania tkankowego i catego procesu leczenia. Sposréd licznej grupy biomateriatéw
stosowanych do wytwarzania tréjwymiarowych skafoldow na szczegdlna uwage za-
stuguja biodegradowalne polimery, takie jak polilaktyd (PLA), poliglikolid (PGA), ko-
polimer polilaktyd-glikolid (PLGA), polikaprolakton (PCL), chityna, kolagen oraz bioak-
tywna ceramika - tréjfosforan wapnia (TCP) i hydroksyapatyt (HAp). Celem niniej-
szej pracy jest przedstawienie przegladu literaturowego dotyczacego biomateriatow
wykorzystywanych do wytwarzania tréjwymiarowych rusztowan tkankowych do ho-
dowli komérkowej. Stosowane materiaty podzielono na trzy grupy - polimery, cerami-
ke i metale - z uwzglednieniem aktualnie panujacych trendéw.

SLOWA KLUCZOWE

inzynieria tkankowa, biomateriaty, polimery biodegradowalne, rusztowania tkankowe,
regeneracja tkanek

Wprowadzenie

InZynieria tkankowa (TE, tissue engineering) jest interdyscyplinarng dziedzi-
na nauki, aczaca wiedze z zakresu biologii (szczegélnie biologii komérek),
medycyny klinicznej oraz nauk technicznych, takich jak biofizyka, bioche-
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mia, biomechanika, a takze inZynieria materiatowa i biomedyczna. Jej gtéw-
nym celem jest regeneracja uszkodzonych tkanek i narzagdéw wewnetrz-
nych oraz wytworzenie nowych tkanek w przypadku catkowicie usunietych
struktur. W inzynierii tkankowej wyréznia sie trzy kluczowe elementy: ko-
morki biologiczne, matryce strukturalng umozliwiajaca zasiedlenie komérek
(wykonana z odpowiednich biomateriatéw) oraz czynniki wzrostu?.
Leczenie ubytkéw tkanek z wykorzystaniem produktéw inzynierii tkanko-
wej (rusztowan tkankowych) jest stosunkowo nowym rozwigzaniem, w kté-
rym poktadane sa ogromne nadzieje medycyny regeneracyjnej, dazacej do
odtwarzania struktur i funkcji uszkodzonych struktur organizmu?. Inzynie-
ria tkankowa zaktada wykorzystanie macierzystych komoérek pacjenta (po-
zyskanych na przyktad ze szpiku kostnego lub tkanki ttuszczowej), zasie-
dlenie nimi wytworzonego rusztowania (stanowigcego szkielet dla namna-
Zajacych sie komoérek) i wszczepienie catej struktury (rusztowania poro-
$nietego komdrkami) w miejsce zmienionej chorobowo lub usunietej tkanki

(Ryc. 1).

} @ obrazowanie
pacjent z medyczne -

uszkodzona/ informacja o
chorg tkanka defekcie tkanki
U INZYNIERIA
wszczepienie TKANKOWA
zasiedlonego wytworzenie
rusztowania rusztowania
tkankowego

(np. biodrukowanie)
zasiedlenie
rusztowania
komorkami

pacjenta

Ryc. 1. Idea inzynierii tkankowej - schemat
Zrédto: opracowanie wtasne.

Ogromne zainteresowanie inzynierig tkankowg i rusztowaniami tkanko-
wymi bierze sie z ograniczen aktualnie stosowanych sposobéw leczenia -
przeszczepiania tkanek (auto- i alloprzeszczepy) i catkowicie sztucznych im-
plantéw, ktérych zadaniem jest wspieranie odbudowy uszkodzonej struk-

1 S. Gogolewski, Biomaterialy polimerowe, [w]: Biocybernetyka i Inzynieria Biome-
dyczna 2000. Biomateriaty, red. M. Natecz, Warszawa 2003.

2 A. Atala, Regenerative Medicine Strategies, “Journal of Pediatric Surgery” 2012,
No. 47 (1).
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tury (na przyktad ptytki tagczace, $ruby). Gtéwne problemy wynikaja z nie-
dostatecznej podazy tkanek i narzadéw oraz niedopasowania w zakresie
zgodnoSci tkankowej oraz geometrycznej. Inzynieria tkankowa ma dostar-
cza¢ zindywidualizowane wszczepy wytworzone na bazie komoérek pacjenta,
co zapewnia lepsza reakcje organizmu na terapie i skuteczniejsze leczenie.

Biomaterialy w inzynierii tkankowej

Biomateriat jest materiatem biozgodnym, mogacym podlegaé diugotrwate-
mu kontaktowi z zZywymi tkankami oraz ptynami ustrojowymi bez nega-
tywnej reakcji organizmus3. Zadaniem biomateriatu jest czesciowe lub cat-
kowite zastepowanie tkanki lub organu i przejmowanie ich funkcji w orga-
nizmie. Do niezbednych wtasciwos$ci biomateriatéw stosowanych w inzy-
nierii materiatowej zalicza sie miedzy innymi:

— biokompatybilno$é¢,

— biozgodno$¢,

— bioaktywno$c,

— biofunkcyjnos¢,

— brak reakcji toksycznych,

— brak reakgji alergicznych,

— odpowiednie cechy powierzchni (wspieranie adhezji komérek),

— odpowiednia wytrzymato$¢ mechaniczna i zmeczeniowa dostosowa-
na do zastosowania,

— biodegradowalno$¢/bioresorbowalno$¢ (opcjonalnie).

Biomateriaty stosowane w inzynierii tkankowej mozna klasyfikowa¢ we-
dtug klasycznego podziatu materiatéw inzynierskich. Wyrézniamy zatem
metale, ceramike, polimery i biomateriaty kompozytowe. TE jest zdomino-
wana przez biomateriaty polimerowe, zwtaszcza biodegradowalne i biore-
sorbowalne oraz bioaktywna ceramike. Obecnie kompozyty polimer-cera-
mika sg szczegdlnie rozwijane w celu zwiekszenia mechanicznej stabilnosci
rusztowan komoérkowych i poprawy interakcji tkankowej+.

3 S. Gogolewski, op. cit.; H. Leda, Materiaty inzynierskie w zastosowaniach biomedycz-
nych, Poznan 2012.

4 K. Rezwan et al,, Biodegradable and Bioactive Porous Polymer/Inorganic Composite
Scaffolds for Bone Tissue Engineering, “Biomaterials” 2006, No. 27 (18).
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Materiaty polimerowe

Materiaty polimerowe wykorzystywane w inzynierii tkankowej mozna po-
dzieli¢ ze wzgledu na ich pochodzenie na polimery naturalne i syntetyczne.
Do pierwszej grupy, tak zwanych biopolimeréw, zalicza sie polisacharydy
(skrobia, chityna, pochodne kwasu hialuronowego) i biatka (kolagen, ela-
styna) oraz réznego rodzaju witékna petiace funkcje wzmacniajaca (na
przyktad naturalne wtékna lignocelulozowe). Do drugiej kategorii naleza
poliestry alifatyczne (polilaktyd PLA, poliglikolid PGA i ich kopolimery oraz
polikaprolakton PCL), polimery z grupy krzemoorganicznej, na przyktad
polidimetylosiloksan PDMS, polihydroksyalkanolany PHA, fumaran poli-
propylenu PPF i polihydroksymaslany PHB. Zar6wno syntetyczne polimery
biodegradowalne, jak i te nieulegajace degradacji wytwarzane sa w kontro-
lowanych warunkach, dzieki czemu posiadaja przewidywalne i powtarzalne
wiasciwosci fizyczne i mechaniczne, takie jak modut Younga czy wytrzyma-
to$¢ na Sciskanie i rozcigganie. Dodatkowg zaletg syntetycznie wytwarza-
nych biomateriatéw jest kontrola ich sktadu chemicznego i zanieczyszczen
w nich wystepujacych.

Do najcze$ciej wykorzystywanych materiatéw polimerowych na rusz-
towania tkankowe zalicza sie alifatyczne poliestry - polilaktyd (PLA), poli-
glikolid (PGA) i polikaprolakton (PCL), ktére cechuja sie tatwoscig przetwa-
rzania i bioresorbuja do nietoksycznych substancji, takich jak na przyktad
dwutlenek wegla i wodas. Ryc. 2 przedstawia przyktadowy proces syntezy
dla PCLe. W pierwszym etapie syntezy monomeru kaprolaktonu tworzy sie
kwas nadoctowy podczas reakcji kwasu octowego z ditlenkiem wodoru. Na-
stepnie kwas nadoctowy reaguje z cykloheksanem i powstaje monomer.

Degradacja do nietoksycznych produktéw nastepuje przez hydrolize i zaj-
muje sporo czasu ze wzgledu na wysokg mase czgsteczkowg?’. Szybkos$¢ de-
gradacji w alifatycznych poliestrach ksztattuje sie w nastepujacej kolejno-
$ci: najszybciej degraduje PGA, nastepnie PLA, a najdtuzej - PCL. Wsréd
czynnikdw wptywajacych na kinetyke degradacji znajduja sie miedzy inny-
mi: sktad chemiczny, konfiguracja struktury, sposéb przetwarzania mate-
riatu, masa molowa, czynniki sSrodowiskowe, naprezenia, odksztatcenia, kry-
staliczno$¢ oraz rézne dodatki i wypetniacze. Kontrolowany proces degra-
dacji materiatu wszczepianego do Zywego organizmu jest jednym z najwaz-
niejszych zagadnien, nad ktérym ciaggle prowadzone sa prace badawcze.

5 W. Szlezynger et al., Tworzywa sztuczne. Polimery specjalne i inzynierskie, t. 2, Rze-
szow 2012.

6 T. Patricio et al., Characterisation of PCL and PCL/PLA Scaffolds for Tissue Engineer-
ing, “Procedia CIRP” 2013, No. 5.

7 K. Rezwan et al,, op. cit.
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Ryec. 2. Proces syntezy monomeru kaprolaktonu
Zrodto: opracowanie whasne.

W tabeli 1 zaprezentowano najwazniejsze cechy PCL z punktu widzenia
jego zastosowania w inzynierii tkankowe;j.

Tab. 1. Cechy polikaprolaktonu PCL

Modut Younga 0,4 GPa
Granica plastycznosci 4-25 MPa
Czas degradacji catkowitej >2-3 lat
Temperatura topnienia T;, 55-65°C
Temperatura zeszklenia Ty -60°C

Wykazuje charakter hydrofobowy

Wysoka rozpuszczalno$¢ w rozpuszczalnikach organicznych w temperaturze
pokojowej

Zdolno$¢ do tworzenia mieszanin z réznymi polimerami

Zrédto: opracowanie wiasne na podstawie: W. Szlezynger et al,, op. cit; M. A. Woodruff
et al,, The Return of a Forgotten Polymer - Polycaprolactone in the 21st Century, “Progress
in Polymer Science” 2010, No. 35.,5. 1217-1256.

W ostatniej dekadzie coraz wazniejsza role zaczynaja odgrywac¢ materia-
ty hydrozelowe, ktére moga by¢ zrobione zaréwno z naturalnych, jak i syn-
tetycznych polimeréw usieciowanych przez kowalencyjne lub niekowalen-
cyjne wigzania chemiczne8. Hydrozele wykazuja strukture podobng do mi-

8 B. Dhandayuthapani et al.,, Polymeric Scaffolds in Tissue Engineering Application:
A Review, “International Journal of Polymer Science” 2011, Vol. 2011.
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kromolekularnych komponentéw naszego organizmu, sg biodegradowalne
oraz wspieraja formowanie sie nowej tkanki. Obecnie uzywa sie ich do re-
generacji kosci, w leczeniu uszkodzonej chrzastki, a takze jako no$niki le-
kéw. Do wytworzenia hydrozeli stosuje sie miedzy innymi kolagen, alginian,
chitozan, PLA i kopolimery PPF.

Materialy ceramiczne

Kolejng grupa materiatéw w inZzynierii tkankowej jest bioaktywna cerami-
ka. Materiaty ceramiczne tatwo tworza potaczenie z tkankg o charakterze
chemicznym. Fosforany wapnia cechuja sie doskonata biozgodnoscig ze
wzgledu na swoje chemiczne podobienstwo do kosci®. Posiadajg one wta-
Sciwosci osteokonduktywne, czyli wspomagaja proces tworzenia sie nowej
tkanki kostnej. Fosforany wapnia moga sie krystalizowa¢ w sole, takie jak
hydoksyapatyt (HAp) lub tréjfosforan wapnia (TCP), w zalezno$ci od sto-
sunku Ca:P. Hydroksyapatyt (HAp) jest chemicznie podobny do naturalnego
sktadnika kosci i tkanek twardych u ssakéw. Naturalnie wystepuje w formie
mineratu Cas(P0O4)3(OH), a idealny stosunek Ca:P wynosi 10:6. Wéréd troéj-
fosforanéw wapnia (TCP) wyréznia sie odmiany wysokotemperaturowg
(a-TCP) i niskotemperaturowg (3-TCP). Pomimo bardzo dobrych wtasciwo-
$ci biologicznych HAp i TCP, ich zastosowanie jest ograniczone. Wynika to
z powolnej degradacji (w przypadku HAp) i szczeg6lnie niskiej wytrzyma-
toSci mechanicznej, nizszej niz naturalna ko$¢. Szybkos¢ rozpuszczania tych
materiatdw zmniejsza sie w nastepujacej kolejnosci: amorficzny HAp » a -
TCP » B - TCP » krystaliczny HAp.

Witasciwosci syntetycznych fosforandw wapnia zmieniajg sie wraz ze
zmiang ich stopnia krystalicznos$ci, wielko$ci ziaren, porowatosci i sktadu
chemicznego?. Pogorszenie wtasciwosci mechanicznych odnotowuje sie
przy wzroscie udziatu fazy amorficznej, mikroporowatosci i wielkos$ci ziarna.

Bioaktywne szklta sg powierzchniowo bioaktywng ceramika, ktéra po
implantacji prowadzi do silnej osteointegracji z tkanka gospodarza. Do wad
bioaktywnych szkiet zalicza sie niskie wtasciwosci mechaniczne i stabg
odporno$¢ na pekanie, szczegdlnie form porowatych. Sg to materiaty, ktére
nie sprawdza sie w elementach przenoszacych znaczace obcigzenie.

9 K. Rezwan et al., op. cit.

10 ], Kundu et al., Biomaterials for Biofabrication of 3D Tissue Scaffolds, [w]: Biofabri-
cation. Micro- and Nano-fabrication, Printing, Patterning and Assemblies, eds. G. Forgacs,
W. Sun, Amsterdam, Boston, Heidelberg, London, New York, Oxford, Paris, San Diego,
San Francisco, Singapore, Sydney, Tokyo 2013.
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Tab. 2. Wtasciwosci mechaniczne HAp, bioszkta i ko$ci gabczastej

Wytrzymatos$¢ na Sciskanie | Modut Younga
Hydroksyapatyt HAp >400 MPa ~100 GPa
Porowaty HAp 82-86% | 0,21 - 0,41 MPa 0,83-1,6x10-3 GPa
Bioszkto (Bioglass®) ~500 MPa 35 GPa
Ko$¢ gabczasta 4-12 MPA 0,1-0,5 GPa

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie: K. Rezwan et al., op. cit.

Materiaty metalowe

Metale prezentujg najkorzystniejsze wtasciwosci mechaniczne i wytrzyma-
toSciowe sposrod weze$niej omawianych biomateriatéw. Dzieki temu moz-
na je zastosowa¢ w ortopedii i protetyce jako elementy narazone na dziata-
nie duzych sit $ciskajacych. Wymagane jest, by implanty kos$ci miaty wta-
$ciwos$ci mechaniczne poréwnywalne do kos$ci naturalnej, poniewaz moze
to doprowadzi¢ do zaniku naturalnej tkanki. Metale wykazuja wyzsze pa-
rametry mechaniczne (miedzy innymi sztywno$¢ i twardo$¢) niz naturalna
struktura, stad czesto dochodzi do przejecia przenoszonych obciazen przez
implant i redukcji gestosci koSci (stress shielding).

Niewatpliwymi zaletami materiatéw metalowych sg ich wtasciwosci me-
chaniczne, umozliwiajgce implantom przenoszenie znaczgcych obcigzen!?.
Niestety medyczne uzycie metali jest wciaz ograniczone czasowo ze wzgle-
du na niska bioaktywno$¢ i uwalnianie toksycznych substancji do ludzkiego
organizmu. Gtéwne zalety i problemy zwigzane z biomateriatami metalicz-
nymi w zastosowaniach medycznych zostaty zestawione w tabeli 3.

Tab. 3. Zalety i wady biomateriatéw metalicznych

ZALETY WADY I PROBLEMY
korzystne wtasciwo$ci mechaniczne i . .

‘o biotolerancja
wytrzymato$ciowe
odpornos¢ na zuzycie $cierne zjawisko metalozy

11 X. Zhang et al., Preparation and Mechanical Property of a Novel 3D Porous Magne-
sium Scaffold for Bone Tissue Engineering, “Materials Science and Engineering: C” 2014,
No. 42.
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wysoka twardos$¢ odporno$¢ korozyjna

brak tendencji do tworzenia zakrzepdw

odpowiednie wtasnosci elektryczne

dobra jako$¢ metalurgiczna i jednorod-
nos¢

Zrédto: opracowanie wiasne na podstawie: M. Ashby et al,, Materialy inzynierskie. Ksztat-
towanie struktury i wtasciwosci, dobér materiatéw, Warszawa 1996; J. Marciniak, Bioma-
teriaty, Gliwice 2002.

Do grupy metali majacych potencjat w zastosowaniach ortopedycznych
w inzynierii tkankowej mozna zaliczy¢:

— tytanijego stopy,

— stal austenityczna,

— magnezijego stopy!2.

Ze wzgledu na unikatowe wtasciwosci najbardziej pozadanym materia-
tem metalicznym ws$réd biomateriatéw jest tytan. Rusztowania tkankowe
Z jego stopéw mozna wytworzy¢ metodg drukowania 3D lub selektywnym
topieniem wigzka lasera (SLM - Selective Laser Melting). Tytan jest materia-
tem biozgodnym, jednakze nie jest bioaktywny i nie wptywa pozytywnie na
przyczepianie sie komérek i ich szybki rozwdj. Modyfikacja powierzchni
stanowi dobre rozwigzanie tego problemu, na przyktad pokrywajac rusz-
towanie tkankowe powtoka ceramiczng, hydroksyapatytem.

Ostatnio wiele prac badawczych po$wiecono magnezowi i jego stopom?3.
Unikatowe wtasciwosci magnezu, takie jak biozgodno$¢, biodegradowal-
no$¢ i wiasciwosci mechaniczne poréwnywalne do tych prezentowanych
przez ludzka kos¢ gabczasta, stwarzaja mozliwo$¢ zastosowania go jako
rusztowania tkankowego do regeneracji tkanki kostnej. Tabela 4 zawiera
zestawienie wybranych parametréw dla magnezu i kosci ggbczaste;.

Tab. 4. Wybrane wtasciwo$ci mechaniczne magnezu i kosci ggbczastej

Wytrzymato$¢ na Sciskanie [MPa] | Modut Younga [GPa]

Magnez 11,1-30,3 0,1-0,37

Ko$¢ gabczasta | 4-12 0,1-0,5

Zr6dto: opracowanie wlasne na podstawie: K. Rezwan et al,, op. cit.; X. Zhang et al,, op. cit.

12 [bidem.
13 [bidem.
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Podsumowanie

InZynieria tkankowa jest skuteczng alternatywa dla tradycyjnych metod le-
czenia uszkodzonych tkanek i narzadéw. Powszechnie znane sposoby, takie
jak transplantologia czy wykorzystanie sztucznych organéw, okazuja sie
do$¢ problematyczne, gtéwnie ze wzgledu na mozliwo$¢ odrzutu przeszcze-
pu przez organizm, brak integracji z tkanka biorcy czy ograniczony czas
uzytkowania. Zastosowanie rusztowan tkankowych wytworzonych z od-
powiednich biomateriatéw umozliwia regeneracje wielu zdefektowanych
tkanek (miedzy innymi tkanki kostnej i chrzestnej, skory, tkanki nerwowej,
naczyn krwiono$nych).

Sposréd kilku grup biomateriatéw stosowanych w inzynierii tkankowej
polimery biodegradowalne posiadaja najwiekszy potencjat uzytkowy. Rusz-
towanie wykonane z takiego materiatu degraduje sie w okreslony sposéb,
w czasie dostosowanym do tempa namnazania sie komoérek. Eliminuje to
konieczno$¢ usuwania implantu z organizmu pod koniec procesu leczenia,
co zwieksza prawdopodobienstwo powodzenia zastosowanej terapii.

BIOMATERIALS USED IN TISSUE ENGINEERING FOR TISSUE REGENERATION

ABSTRACT

Tissue engineering is an interdisciplinary field of science that develops very inten-
sively in recent years. New ways of treatment of damaged tissues and organs are con-
stantly sought. Scaffolds for cell culture appear to be a breakthrough solution with
great implementation possibilities in regenerative medicine. Currently, various po-
rous structures supporting adhesion, cell differentiation and cell proliferation are
investigated and developed. Choosing the right biomaterial for tissue regeneration is
one of the key issues in designing scaffolds and entire treatment process. There is
a numerous group of biomaterials used in scaffold production. It is worth listing such
as polylactide (PLA), polyglycolide (PGA), polylactide-glycolide (PLGA), polycapro-
lactone (PCL), chitin, collagen, bioactive calcium phosphate (TCP) and hydroxyapa-
tite (HAp). The purpose of this paper is to present a literature review of the biomate-
rials used for the production of three-dimensional scaffolds for cell culture. Discussed
materials are divided into three groups, i.e. polymers, ceramics and metals.

KEYWORDS

tissue engineering, biomaterials, biodegradable polymers, scaffolds, tissue regenera-
tion
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