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Streszczenie

Podstawowe cechy jakimi powinny charakteryzo-
wac sie materiaty stosowane na protezy szkieletowe
w stomatologii to biotolerancja w Srodowisku tkanek
i ptyndéw ustrojowych oraz duza odporno$c na korozje
wzerowg i szczelinowg. Wazna jest rowniez stabilno$¢
zespotu okre$lonych wtasnosci fizyczno-mechanicz-

nych (wysoka wytrzymato$c, odpowiednia ciggliwo$c,

twardo$c¢ i odpornosc na Scieranie) oraz jednorodnosc
sktadu chemicznego W pracy przedstawiono wyniki
badan konwencjonalnych stopow odlewniczych
Co-Cr-Mo-W stosowanych do wykonywania odlewéw
szkieletow protez ruchomych, koron i mostow w pro-
tetyce dentystycznej. Badania wykonano na czterech

MATERIAL AND CORROSION
STUDIES OF CONVENTIONAL
Co-Cr-Mo-W ALLOYS FOR
FRAME CONSTRUCTION CASTS
IN DENTAL PROSTHETICS

JOANNA AucusTYN-PIENIAZEK', ALICJA LUKASZCZYK?,
JOANNA LocH?

" AGH UNIVERSITY OF SCIENCE AND TECHNOLOGY,

FAcuLTY oF METALS ENGINEERING AND INDUSTRIAL COMPUTER
SciENCE, DEPARTMENT OF PHYSICAL AND POWDER METALLURGY,
Mickiewicza Av. 30, 30-059 Krakow, PoLAND

2 AGH UNIVERSITY OF SCIENCE AND TECHNOLOGY,

FacuLTY oF FOUNDRY ENGINEERING,

DEPARTMENT OF CHEMISTRY AND CORROSION OF METALS
ReymonTA 23 STREET, 30-059 KrAKOW, POLAND

* E-MAIL: JAP@AGH.EDU.PL

Abstract

The basic characteristics of skeletal prosthetic
materials used in dentistry are: biotolerance with
tissues and body fluids, as well as high pitting and
crevice corrosion resistance. Also important are such
characteristics as: high strength, adequate ductility,
hardness and abrasion resistance, as well as homoge-
neity of the chemical composition. The work presents
the results of the studies of conventional Co-Cr-Mo-W
casting alloys used in the production of frame casts
of removable dentures, crowns and bridges in dental
prosthetics. The studies were performed on four
Co-Cr-Mo-W alloys of different contents of Mo, W
and other additives. The work analyzes the alloys
microstructures with the use of a light microscope

stopach Co-Cr-Mo-W o réznej zawarto$ci Mo, W
oraz innych domieszek. W pracy dokonano analizy
mikrostruktury stopéw z zastosowaniem mikroskopu

and a scanning electron microscope. Additionally,
hardness measurements were made by means of the

Swietlnego oraz elektronowego mikroskopu skaningo-
wego. Dodatkowo wykonano pomiary mikrotwardosci

metodg Vickersa oraz badania odporno$ci korozyjnej.

Dla kazdego z badanych stopow Co-Cr-Mo-W wykreslo-
no zaleznosc potencjatu stacjonarnego w funkcji czasu
oraz wykonano badania woltamperometryczne w $ro-
dowisku sztucznej $liny. Przeprowadzone obserwacje
metalograficzne pozwolity stwierdzic, ze analizowane

Vickers method and corrosion resistance tests were
conducted. For each examined Co-Cr-Mo-W alloy, the
open circuit potential as a function of time was deter-
mined and voltamperometric tests were performed in
artificial saliva. The microstructure of the examined
alloys was of the dendrite type. This microstructure
was chemically inhomogeneous and consisted of an
austenitic matrix formed by a solid cobalt solution and
chromium in the core dendritic structure. The investi-

materiaty charakteryzowaty sie budowg dendrytyczng
typowa dla stopow odlewanych. Mikrostruktura ta jest
chemicznie niejednorodna, ztozona z austenitycznej
osnowy sktadajgcej sie z roztworu statego kobaltu oraz
chromu w rdzeniowej strukturze dendrytycznej. Stopy
charakteryzowaty sie wysokg twardoscig. Wzrost
mikrotwardosci jest silnie determinowany wystepowa-
niem wydzielen weglikowych M,,C,, ktore zapewniajg
duzo silniejsze umocnienie stopu. Analizowane stopy
wykazywaty zblizone przebiegi krzywych polaryzacji.
Zachowanie elektrochemiczne stopow Co-Cr-Mo-W
w duzej mierze zalezy od zawartosci w stopie chromu
i molibdenu, pierwiastkéw, ktore przyczyniajg sie do
pasywacji stopow.

Stowa kluczowe: konwencjonalne stopy na osnowie
kobaltu, protetyka dentystyczna, roztwér sztucznej
$liny, odpornosc¢ korozyjna, woltamperometria liniowa

[Inzynieria Biomateriatéw 130 (2015) 2-9]

gated alloys were characterized by high hardness.
The increase in the microhardness was depended
on the presence of carbide precipitates M,;C,, which
provide a much stronger reinforcement of the alloy.
The analyzed materials exhibited a similar progress of
the polarization curves. The electrochemical corrosion
of Co-Cr-Mo-W alloys was depended on the content of
chromium and molybdenum, which largely contributed
to alloy passivation.

Keywords: conventional cobalt-based alloys, dental
prosthetics, artificial saliva solution, corrosion resi-
stance, linear sweep voltammetry

[Engineering of Biomaterials 130 (2015) 2-9]
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Wprowadzenie

Stopy kobaltu odporne na zuzycie zwane s3g tez po-
wszechnie stellitami, zostaty opracowane i opatentowane
przez Elwooda Haynesa na poczatku XX w. W ostatnim
¢wieréwieczu wraz z postepem biomedycyny i rozwojem
techniki wzrosty wymagania stawiane tym stopom. Materiaty
te powinny charakteryzowac sie nie tylko biokompatybil-
noscig [1] czy odpornoscig korozyjng [2-4], ale rowniez
dobrymi wtasnosciami mechanicznymi i plastycznymi [5-9],
ze wzgledu na wcigz rosngce wymagania eksploatacyjne.

Omawiane w prezentowanej pracy stopy z grupy me-
tali nieszlachetnych Co-Cr-Mo-W cechuje srebrzystobiata
barwa, gestos¢ ich waha sie w granicach 8,2-8,5 g/cm?®.
S3 to stopy o duzej wytrzymatosci mechanicznej, granica
plastycznosci (R, ,) wynosi 490-540 MPa, wytrzymatos¢ na
rozcigganie (R,) waha sie w granicach 680-790 MPa, zas
wydtuzenie A; wynosi 5-14% [10-14].

Konwencjonalne stopy Co-Cr-Mo-W zawierajg w swoim
sktadzie chemicznym gtéwnie 60% kobaltu, ok. 18-30%
chromu, zmienng zawarto$¢ molibdenu (1-6%), wolfra-
mu (1-15%) i wegla (0,1-3,2%). W stanie lanym stopy
Co-Cr-Mo-W posiadajg strukture dendrytyczng roztworu
statego chromu, molibdenu lub wolframu w kobalcie [6,7].
Stop umacniajg dyspersyjnie wydzielenia twardych weglikow
o strukturze ztozonej typu M,;C, [17-19].

Wedtug Taylora i Waterhausa [20] powstajg tez pierwotne
wegliki typu M,C,, a wedtug innych naukowcéw Clemowa
i Daniella [21] rowniez MyC o twardosci wynoszgcej ok.
1600 HV. Obecnos¢ weglikdw w stopie jest jedng z przyczyn
wystepowania w materiale korozji wzerowej i miedzykry-
stalicznej. Twardos¢ stopu zalezy nie tylko od zawartosci
wegla, ale gtéwnie od powstatych weglikdw, ich dyspersiji,
ksztattu i rozmieszczenia w stopie. Chrom w stopach
z kobaltem rozszerza pole roztworu 3-Co, stosuje sie go,
by zapobiec dechromizacji osnowy w przypadku tworzenia
sie weglikow.

Odpowiednio dobrana obrébka cieplna pozwala zmienié¢
mikrostrukture stopu Co-Cr. Po wyzarzaniu ujednorodnia-
jacym prowadzonym w zakresie 1220-1260°C struktura
dendrytyczna zanika, a wegliki cze$ciowo przechodzg do
roztworu statego kobaltu. Z kolei zbyt wysoka zawarto$é
kobaltu w stopie uniemozliwia przeprowadzenie wyzarzania
zmiekczajgcego, co w znacznym stopniu zmniejszytoby
twardos¢ stopu, a tym samym utatwitoby to obrébke me-
chaniczng gotowych, odlanych metalowych elementow
protetycznych. Zgodnie z ostatnimi badaniami przeprowa-
dzonymi w laboratoriach Cabot Corporation Technology
zawartos¢ kobaltu w stellitach moze by¢ z powodzeniem
ograniczona do 30-35% bez pogorszenia ich wtasnosci
eksploatacyjnych [22].

Twardos¢, sprezystos¢ oraz dobra lejno$¢ sprawiaja,
ze stopy Co-Cr przeznaczone sg gtdwnie do wykonywania
odlewow szkieletéw protez ruchomych [23,28]. Te o niz-
szej twardosci przeznacza sie na odlewy koron i mostéw.
Ze wzgledu na wysoka twardos¢ stopy Co-Cr sg trudno ob-
rabialne, co w dalszej kolejnosci przektada sie na trudnosé
przebiegu obrébki mechanicznej gotowych, odlanych ele-
mentow protetycznych. Szlifowanie gotowego elementu ma-
teriatami $ciernymi, piaskowanie i polerowanie powierzchni
do lustrzanego potysku jest determinowane wtasnosciami
mechanicznymi obrabianego stopu.

Sama technologia odlewania stopéw Co-Cr jest trudna i
wymaga precyzyjnego dotrzymania warunkéw technicznych.
Stopy te sg topione w atmosferze powietrza w zakresie od
1285°C do 1400°C [10-14].

Introduction

Cobalt alloys resistant to wear are commonly called
stellites. They were elaborated by Elwood Haynes at the
beginning of the 20" century. In the last 25 years, together
with the biomedicine progress and the development of
technology, the requirements made for these alloys have
risen. These materials should be characterized not only in
terms of biocompatibility [1] and corrosion resistance [2-4],
but also in good mechanical and elastic properties [5-9], due
to the constantly rising performance requirements.

The alloys discussed in this work, which belong to the
group of non-precious Co-Cr-Mo-W metals, characterize in
a silver-white colour and a density varying in the range of
8.2-8.5 g/cm3. They are alloys of high mechanical strength;
their yield point (R, ,) equals 490-540 MPa, their tensile
strength (R,,) varies within the range of 680-790 MPa, and
their elongation A; equals 5-14% [10-14].

Conventional Co-Cr-Mo-W alloys contain mainly 60%
of cobalt, about 18-30% of chromium, as well as a vary-
ing content of molybdenum (1-6%), tungsten (1-15%) and
carbon (0.1-3.2%). In the state as-cast, Co-Cr-Mo-W alloys
have a dendritic structure of a solid solution of chromium,
molybdenum or tungsten in cobalt [15,16]. The alloy is rein-
forced with dispersive precipitates of carbides of a complex
M,;Cy type structure [17-19].

According to Taylor and Waterhaus [20], also formed are
primary carbides of the M,C, type, and according to other
scientists, Clemow and Daniell [21], MC is formed as well,
the hardness of which equals about 1600 HV. The presence
of carbides in the alloy is one of the causes of the occur-
rence of pitting and intercrystalline corrosion in the material.
The hardness of the alloy depends not only on the carbon
content, but mainly on the formed carbides - their disper-
sion, shape and distribution in the alloy. Chromium in the
alloys with cobalt expands the solution B-Co region, and it
is used in order to prevent dechromization of the matrix in
the case of carbide formation.

A properly selected thermal treatment allows for a change
in the microstructure of the Co-Cr alloy. After a homogenizing
treatment, performed in the temperature range of 1220-
1260°C, the dendritic structure decays, and the carbides
are partially transferred to the solid cobalt solution. Too high
content of cobalt, in turn, makes itimpossible to perform soft
annealing, which would significantly lower the alloy’s hard-
ness and thus facilitate the thermal treatment of ready cast
metal prosthetic elements. According to the recent studies
conducted at the Cabot Corporation Technology laborato-
ries, the cobalt content in stellites can be successfully limited
to 30-35% without impairing their performance [22].

Their hardness, elasticity and good castability make the
Co-Cr alloys good candidates mainly for the production of
removable denture frame casts [23,28]. Those of a lower
hardness are assigned for casting crowns and bridges.
Due to their high hardness, Co-Cr alloys are hard to treat,
which further translates to a difficult course of mechanical
treatment of ready cast prosthetic elements. The grinding of
a ready element with the use of abrasive materials, as well
as the sand blasting and polishing of the surface to obtain
bright polish, are determined by the mechanical properties
of the treated alloy.

The casting technology itself, in the case of Co-Cr
alloys, is difficult and requires precision in the fulfilment of
the technological requirements. These alloys are melted in
air atmosphere within the range of 1285°C to 1400°C [10-14].
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Stopy Co-Cr-Mo-W charakteryzujg sie rowniez bardzo

® o e o o o o wysokg odpornoscig na korozje, nawet w skrajnie agresyw-

nych srodowiskach korozyjnych. Takg ceche zawdzieczajg
wysokiej zawartosci chromu. Odpornos$¢ stellitow na ko-
rozje w srodowisku jamy ustnej determinowana jest przez
ich naturalng zdolno$¢ do tworzenia warstwy pasywnej
na powierzchni stopu. W jej sktad wchodzg gtéwnie tlenki
chromu i pierwiastkow stopowych. Podsumowujgc, im
bardziej stabilna, dobrze przylegajgca warstwa pasywna
pokrywajgca stopy Co-Cr-Mo, tym lepsza ich odpornos$¢
korozyjna, a takze mniejsza ilos¢ jonéw metali uwalnia-
jacych sie do organizmu. Stopy implantowane korodujg
w Srodowiskach biologicznych, gtéwnie z powodu zuzywania
sie materiatdow implantowanych w wyniku obluzowywania
protez, zakazen, korozji ciernej oraz zachodzenia proceséw
metabolicznych [24].

Celem pracy byta charakterystyka mikrostruktury, wtas-
nosci mechanicznych oraz odpornosci na korozje konwen-
cjonalnych stopéw odlewniczych Co-Cr-Mo-W stosowa-
nych jako materialy metalowe na elementy wykonywane
w protetyce dentystycznej. W ramach badan wykonano
obserwacje mikroskopowe z wykorzystaniem mikroskopii
Swietlnej i elektronowej mikroskopii skaningowej (SEM),
pomiary mikrotwardosci oraz badania odpornosci na korozje
w roztworze sztucznej sliny.

Materiaty i metody

Materiatem przeznaczonym do badan byty cztery stopy
odlewnicze: Co-Cr-Mo-W firm: Eisenbacher Dentalwaren
ED GmbH (Robur 400), Bego Bremer Goldschlagerei Wilh.
Herbst GmbH & Co. (Wirobond 280), Feguramed GmbH
(Combibond BST Triumph), Heraeus (Heraenium PW). Skta-
dy chemiczne badanych stopéw przedstawiono w TABELI 1.

Probki do badan o wymiarach: @ = 8 mm, h = 15 mm
poddano obrébce mechanicznej, ktéra sktadata sie z dwoch
proceséw, ktére nastepowaty bezposrednio po sobie:
(1) szlifowanie mechaniczne na papierach sciernych (FEPA,
o gradacji 120-1200), (2) polerowanie mechaniczne, ktére
obejmowato koncowe etapy przygotowania prébki.

Do polerowania uzyto pasty diamentowej o wstepne;j
gradacji 1 ym, natomiast koncowe polerowanie — o gra-
dacji ¥4 pm. Procesy szlifowania oraz polerowania zostaty
wykonane na maszynie polersko-szlifierskiej firmy Struers.
W celu ujawnienia mikrostruktury badanych materiatéw,
probki zostaty poddane trawieniu chemicznemu, przy zasto-
sowaniu nastepujgcych odczynnikéw trawigcych: 1 ml HNO,
(stezenie kwasu 65%) + 3 ml HCI (stezenie kwasu 38%)
oraz 3 ml HNO; (stezenie kwasu 65%) + 1 ml HF (stezenie
kwasu 40%) + 1 ml gliceryny.

Prébki do badan obserwowano z wykorzystaniem mi-
kroskopu swietlnego LEICA DM 4000. Dodatkowo prébki
poddano obserwacji mikroskopowej przy zastosowaniu ska-
ningowego mikroskopu elektronowego HITACHI S-3500N,
wyposazonego w analizator EDS — firmy Noran.

Pomiary mikrotwardosci przeprowadzono metodg Vicker-
sa przy uzyciu mikrotwardosciomierza firmy Innovatest
stosujgc obcigzenie 0,9807 N. Na podstawie otrzymanych
wynikéw pomiaréw obliczono warto$¢ srednig mikrotwardo-
Sci (HV 0.1) oraz odchylenie standardowe.

Pomiary elektrochemiczne miaty na celu ocene odporno-
Sci korozyjnej badanych stopow. Kazdorazowo powierzchnia
badanej prébki stopu wynosita 50 mma2. Prébki polerowano przy
uzyciu papierdw sciernych z weglika krzemu (SiC) o ziarnistosci
do 4000. Badania elektrochemiczne zostaty przeprowadzone
w wodnym roztworze sztucznej $liny o pH = 6,8 ze swobod-
nym dostepem tlenu w temperaturze 37°C. Sktad chemiczny
roztworu sztucznej sliny podaje TABELA 2.

Owing to the high content of chromium, Co-Cr-Mo-W
alloys characterize in a very high corrosion resistance, even
in extremely aggressive corrosive environments. Stellites’
corrosion resistance in the environment of the oral cavity is
determined by their natural ability to form a passive layer on
the surface of the alloy, which contains mainly oxides of chro-
mium and other alloying elements. Generally, the stronger
and the more stable the passive oxide film on the Co—Cr—Mo
implant alloy, the better the corrosion resistance and also
the lesser the release of the metallic ions from the implant
alloy. Evidently, it was found that the implanted alloy cor-
roded in the biological solution due to prosthesis loosening,
infection, wear or fretting corrosion, and metabolism [24].

The aim of the work was to characterize the microstru-
cture, mechanical properties and corrosion resistance of
conventional Co-Cr-Mo-W casting alloys as metal materi-
als assigned for dental prosthetics elements. The research
included microscopic observations with the use of light
and electron scanning (SEM) microscopy, microhardness
measurements as well as corrosion resistance tests in the
environment of artificial saliva.

Materials and Methods

The following casting alloys were used in the research:
Co-Cr-Mo-W produced by: Eisenbacher Dentalwaren ED
GmbH (Robur 400), Bego Bremer Goldschlagerei Wilh.
Herbst GmbH & Co. (Wirobond 280), Feguramed GmbH
(Combibond BST Triumph), Heraeus (Heraenium PW).
The chemical compositions of the tested alloys are pre-
sented in TABLE 1.

TABELA 1. Skiady chemiczne badanych stopow
Co-Cr-Mo-W, % wag.

TABLE 1. The chemical compositions of the tested
alloys Co-Cr-Mo-W, wt%.

= Nazwa handlowa

D = Commercial Name

8 = :

GEJ S Robur Wirobond COTTBltéIEI)_Oﬂd Heraenium

i 400 280 Triumph PW

60.20 .

Cr 28.70 25.00 25.00 24.00
Mo 6.15 4.80 1.00 0.80
Si 0.42 <2.00 1.00 1.00
Mn 0.50 <2.00 <1.00 0.80
W 1.1 6.20 9.00 15.00
C 0.54 <0.35 <0.10 <0.35
Fe <0.01 - <1.00 4.00
Ga - 2.90 - -
Nb - - 2.00 -
\ - - 1.00 -

The test samples of @ =8 mm and h = 15 mm underwent
mechanical treatment, which consisted of two consecutive
processes: (1) mechanical grinding with abrasive papers
(FEPA gradation 120-1200), (2) mechanical polishing includ-
ing the final stages of sample preparation.

The initial polishing involved the use of diamond paste,
with the preliminary gradation of 1 um, whereas, during the
final polishing, the gradation of ¥4 um was applied. The grind-
ing and polishing processes were performed with the use of
a polishing-grinding machine by Struers. In order to reveal
the microstructure of the examined materials, the samples
underwent chemical etching with the application of the fol-
lowing etching reagents: 1 ml of HNO; (concentration 65%) +
3 ml of HCI (concentration 38%) and 3 ml of HNO, (concentra-
tion 65%) + 1 ml of HF (concentration 40%) + 1 ml of glycerol.
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TABELA 2. Sktad sztucznej sliny [15].
TABLE 2. Composition of artificial saliva [15].

SKiadnix NaCl KH,PO,
Component

llos¢ [g/l]
Quantity [g/1]

Skladnik o, Na,HPO,  KSCN
Component

llos¢é [g/l]
Quantity [g/1] 1.50 0.26 0.33

Dla kazdego stopu wyznaczono potencjat korozyjny oraz
krzywag polaryzacji z predkoscig zmiany potencjatu wynoszaca
1 mV/s, na podstawie ktorych okreslono ich wtasciwosci koro-
zyjne. Badania elektrochemiczne przeprowadzono w uktadzie
tréjelektrodowym, w ktérym elektrode pracujgcg stanowity
badane stopy, elektrodg pomocniczg byta elektroda platy-
nowa, zas elektrodg odniesienia elektroda chlorosrebrowa
(Ag/AgCl w 3 mol/l KCI). Badania przeprowadzono na poten-
cjostacie AutoLab PGSTAT302N.

Wyniki i dyskusja

Przeprowadzone obserwacje mikroskopowe pozwolity
ujawni¢ mikrostrukture badanych stopéw Co-Cr-Mo-W.
Materiaty do badan obserwowano przy powiekszeniu:
200x i 500x wykorzystujgc mikroskopie swietlng (RYS. 1
a, b - 4 a, c). Dodatkowo na RYS. 1 ¢ - 4 ¢ zamieszczono
zdjecia mikrostruktur wykonane za pomocg elektronowego
mikroskopu skaningowego celem ujawienia szczegotow
mikrostruktury.

Badania z zastosowaniem mikroskopii sSwietlnej i ska-
ningowej wykazaty, ze analizowana struktura pierwotna
badanych stopéw, po krystalizacji posiadata mikrostrukture
dendrytyczng charakterystyczng dla materiatow odlewa-
nych. Mikrostruktura ta jest chemicznie niejednorodna,
ztozona z austenitycznej osnowy sktadajgcej sie z roztworu
statego kobaltu oraz chromu w rdzeniowej strukturze den-
drytycznej. Wedtug danych literaturowych [15,17,26-30]
w obszarach miedzydendrytycznych zlokalizowane sg
wydzielenia weglikowe M,;Cq tj. Cr,;Cq i typu MC, ktore
wystepujg w charakterystycznych pasmach dendrytow.
Wegliki te stanowig gtéwne zrédto umocnienia materiatu.

Uzyskane wyniki pomiaréw mikrotwardosci stopow Co-
-Cr-Mo-W pozwolity stwierdzi¢, ze najwyzszg mikrotwar-
doscig cechowat sie stop o nazwie Robur 400, mikrotwar-
dos¢ badanej probki wynosita 488 HV0.1, najnizszg zas
stop o nazwie Wirobond 280, mikrotwardos$¢ wynosita ok.
360 HVO0.1. Poszczegdlne wartosci srednich mikrotwardo-
Sci i odchylen standardowych zamieszczono w TABELI 3.
Wysoka twardos$¢ analizowanych materiatow jest pozada-
na, poniewaz przy leczeniu stomatologicznym wazne jest
aby dany stop cechowat sie odpornoscig na zarysowania,
zniszczenia oraz pekniecia. Wzrost mikrotwardosci praw-
dopodobnie jest silnie determinowany wystepowaniem
wydzielen weglikowych M,,Cg, ktére zapewniajg umocnienie
stopu. Twardos$¢ stopu zalezy rowniez od dyspersiji, ksztattu
i rozmieszczenia weglikow w stopie.

The test samples were observed with the use of the
LEICA DM 4000 light microscope. Additionally, the samples
underwent microscopic observations with the application
of the HITACHI S-3500N scanning electron microscope,
equipped with an EDS analyzer by Noran.

The microhardness measurements were performed with
the Vickers method, by means of a microhardness tester by
Innovatest, load of 0.9807 N. On the basis of the obtained
measurement results, the mean values of microhardness
(HVO0.1) and standard deviation were calculated.

The aim of the electrochemical measurements was an
analysis of the corrosion behaviour of the tested alloys.
The surface of the electrochemically tested alloys equalled
50 mm?2. Prior to the measurements, the samples Co-Cr alloys
were polished with the use of abrasive papers made of silicon
carbide (SiC) with the granularity of up to 4000. The corrosive
environment was artificial saliva (pH = 6.8). The tests were
carried out at 37°C. The composition of the artificial saliva is
given in TABLE 2.

The polarization tests included open circuit potential as
well as polarization measurements with the potential scan
rate of 1 mV/s. The polarization curves were plotted with
the use of a three-electrode system, where the auxiliary
electrode was a platinum gauze, the working electrode
was represented by the examined alloys and the reference
electrode was Silver/Silver Chloride Electrode (SSCE) in
3 mol/l KCI. The measurements were carried out with the
use of a potentiostat AutoLab PGSTAT302N.

Results and Discussions

The performed microscopic observations made it possible
to reveal the microstructure of the examined Co-Cr-Mo-W
alloys. The test materials were observed with the magni-
fications of 200x and 500x, by means of light microscopy
(FIG. 1 a, b - 4 a, c). Additionally, FIGs 1 c - 4 ¢ include
microstructure images made with the use of an electron
scanning microscope, with the purpose to reveal the mi-
crostructure details.

The examinations with the use of light and scanning mi-
croscopy showed that the analyzed primary structure of the
tested alloys, after crystallization, has a dendritic microstruc-
ture characteristic for cast materials. This microstructure
is chemically homogeneous and consists of an austenitic
matrix formed by a solid cobalt solution and chromium in
the core dendritic structure. According to the literature data
[15,17,26-30], in the interdendritic spaces, carbide precipi-
tates M,,C; are located, i.e. Cr,;,C; and MC type distributed in
the characteristic dendritic bands. These carbides constitute
the main source of the material’s reinforcement.

The obtained microhardness test results for the
Co-Cr-Mo-W alloys made it possible to state that the high-
est microhardness is exhibited by the alloy named Robur
400 (the microhardness of the examined sample equaled
488 HVO0.1), whereas the lowest value was shown by the
alloy named Wirobond 280, whose microhardness equalled
about 360 HV0.1. The particular mean microhardness and
standard deviation values are presented in TABLE 3. The
high hardness of the analyzed materials is desirable, as, in
stomatological treatment, it is important for the alloy to be
resistant to scratches, damage and cracks. The increase
in microhardness is strongly determined by the presence of
carbide precipitates M,;C4, which provide a much stronger
reinforcement of the alloy. The alloy’s hardness depends
on the dispersion, shape and distribution of the carbides.
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RYS. 1. Mikrostruktura stopu Robur 400: a) obraz wykonany przy wykorzystaniu mikroskopii Swietlnej pow. 200x,
b) obraz wykonany przy wykorzystaniu mikroskopii Swietlnej pow. 500x, c) obraz wykonany przy pomocy SEM.
FIG. 1. Microstructures of Robur 400 alloy: a) light microscopy, magnification 200x, b) light microscopy,
magnification 500x, c) SEM.

RYS. 2. Mikrostruktura stopu Wirobond 280: a) obraz wykonany przy wykorzystaniu mikroskopii Swietinej pow. 200x,
b) obraz wykonany przy wykorzystaniu mikroskopii Swietlnej pow. 500x, c) obraz wykonany przy pomocy SEM.
FIG. 2. Microstructures of Wirobond 280 alloy: a) light microscopy, magnification 200x, b) light microscopy,
magnification 500x, c) SEM.

SE 06-Feb-14

RYS. 3. Mikrostruktura stopu Combibond BST Triumph: a) obraz wykonany przy wykorzystaniu mikroskopii
swietlnej pow. 200x, b) obraz wykonany przy wykorzystaniu mikroskopii Swietlnej pow. 500x, c) obraz wykonany

- U) przy pomocy SEM.

O | FIG. 3. Microstructures of Combibond BST Triumph alloy: a) light microscopy, magnification 200x, b) light
< microscopy, magnification 500x, c) SEM.
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RYS. 4. Mikrostruktura stopu Heraenium PW: a) obraz wykonany przy wykorzystaniu mikroskopii $wietinej pow.
200x, b) obraz wykonany przy wykorzystaniu mikroskopii Swietlnej pow. 500x, c) obraz wykonany przy pomocy SEM.

FIG. 4. Microstructures of Heraenium PW alloy: a) |
magnification 500x, c) SEM.

ight microscopy, magnification 200x, b) light microscopy,

Rodzaj badanego stopu

Type of investigated alloy
Wirobond Combibond Heraenium

Robur

400 280 BST

HV0.1

TABELA 3. Wyniki pomiaréow mikro-
twardosci HV0.1 i odchylen standardo-
wych badanych stopow Co-Cr-Mo-W.
TABLE 3. The results of microhard-
ness measurements HV0.1 and stan-

PW

Odchylenie standardowe

Standard deviation iz 25 20

dard deviations of the tested alloys
20 Co-Cr-Mo-W.

-0.15
-0.20
-0.25

.. RYS. 5. Potencjat obwodu otwartego

.- ’ (OCP) w funkcji czasu dla stopow kobaltu

w roztworze sztucznej sliny, temp. 37°C.
FIG. 5. Evolution of open circuit potential

-0.30
-0.35

. . 0
Zanurzenie w roztworze sztucznej sliny w 37 C

' vs. time of tested cobalt alloys in artificial
saliva, temp. 37°C.

Potencjat [V] vs. Ag/AgCl
Potential [V] vs. SSCE

Czas/Time [h]

-0.40 Immersion in artificial saliva solution at 37°g
-0.45 Combibond BST Triumph
- - - - Wirobond 280
0000 Robur 400
-0.55 — = Heraenium PW
_0~60 1 . T N T X T T T T T 4 T . T X 1
00 05 1.0 1.5 20 25 30 35 40

Dla kazdego ze stopdw okreslono wartos$¢ potencjatu bez-
pradowego w funkcji czasu w badanym roztworze. RYS. 5
przedstawia zmiane potencjatu korozyjnego w czasie.
Potencjat korozyjny wzrastat dla kazdego stopu i osiggnat
stabilng warto$¢ po okoto 2 godzinach. Najwyzszy poziom
potencjatu jest zauwazalny dla stopu Wirobond 280 PW,
ktory osigga wartos¢ stabilng okoto —0,15 V vs. Ag/AgCl.
Dla pozostatych stopéw potencjat ten jest nieco nizszy
i wynosi okoto —0,20 V dla stopu Heraenium PW oraz—0,30 V
dla stopéw Combibond BST Triumph i Robur PW vs Ag/
AgCl. Przebieg zaleznosci E = f(t) dla wszystkich stopow jest
charakterystyczny dla materiatéw dobrze pasywujgcych sie.

Podobng charakterystyke zmiany potencjatu bezprgdo-
wego widac dla dwdch stopow kobaltu: Robur 400 i Com-
bibond BST Triumph, w ktérych potencjat ten poczatkowo
gwattownie wzrasta przez 30 min, po czym utrzymuje juz
staty poziom. Nieco odmienny przebieg krzywej potencjatu
bezpragdowego ma stop Wirobond 280, ktéry po pierwszych
30 min zachowuije sig podobnie, jak dwa wczes$niej opisane
stopy, natomiast po tym czasie warto$¢ potencjatu wzrasta
i po okoto 4 godzinach osigga wartos¢ wynoszgcg ok.
—-0,15V, stale nieznacznie wzrastajac.

For each tested alloy, the open circuit potential as
a function of time in the examined solution was determined.
Free corrosion potential (FIG. 5) increased for each alloy
and reached a stable value after about 2 hours. The high-
est potential value was recorded for the Wirobond 280
alloy, which reached its stable value of about —0.15 V vs.
SSCE. For the other alloys, the potential was slightly
lower and equalled —0.20 V for the Heraenium PW and
-0.30 V for the Combibond BST Triumph and Robur PW vs.
Ag/AgCl. The course of the relations E = f(t) for all the alloys
is characteristic of well-passivating materials.

A similar characteristic of the change in the open circuit
potential can be observed in the case of the two cobalt al-
loys: Robur 400 and Combibond BST Triumph, in which the
potential initially rapidly increases for 30 minutes, after which
it maintains a constant level. A slightly different course of the
open circuit potential curve is exhibited by the Wirobond 280
alloy, which, after the initial 30 minutes, behaves similarly
to the two other alloys, yet, after about 2 hours, its potential
partially increases and after 4 hours, the potential is about
—0.15 V and slightly increases.
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® @ @ @ @ @ ® konano klasyczne krzywe pola-

Na kazdej prébce stopu, wy-

i s e 0
10  Zanurzenie w roztworze sztucznej sliny w 37 C

For each alloy sample,
classic polarization curves

ryzacyjne w roztworze sztucznej
Sliny (RYS. 6). Dla wszystkich
badanych stopoéw krzywe polary-
zacyjne majg podobny charakter.
Powyzej potencjatu bezprgdo-
wego istnieje plateau do wartosci
0,55 V vs. Ag/AgCl, a nastepnie
widoczny jest wyrazny wzrost
gestosci pradu anodowego.
Przebiegi krzywych sg cha-
rakterystyczne dla materiatéw o
wysokiej odpornosci na korozje.
Badane stopy charakteryzujg sie

-
—

0.01

1E-3

1E-4

5
W

Immersion in artificial saliva solution at 3702

were made (linear sweep
voltammetry) in the solution
of artificial saliva (FIG. 6).
For all the examined alloys,
the polarization curves have
a similar character. Above the
open circuit potential, there
is a plateau up to the value
of 0.55 V vs. SSCE. We can

* - - ~Combibond BST Triumph } 40 observe an increase of
Wironid 280 the anodic current densit
Robur 400 Y-

The progress of the curves

- - - -Heraenium PW . ... X
is characteristic for materials

Gestosc pradu / Current density [mA/cm’]

szerokim obszarem pasywnym
(-0,15 - 0,40 V) o bardzo niskiej
gestosci pradu (okoto 0,005
mA/cm?). Ptaski przebieg krzy-

T T
-1.0 -0.5

Potencjat vs. Ag/AgCl/ Potential vs. SSCE [V]

of a high corrosion resistance.
The tested alloys are charac-
terized by a wide passive re-
gion (-0.15—-0.40 V) of a very

T T T T
0.5 1.0 1.5

wej polaryzacji i mate gestosci
pradu anodowego sg charak-
terystyczne dla metali dobrze
pasywujgcych sie. Zachowanie
elektrochemiczne stopéw Co-Cr
w duzej mierze zalezy od za-
wartosci w stopie chromu i molibdenu, pierwiastkow, ktore
przyczyniaja sie do pasywacji stopéw. Szereg przeprowadzo-
nych badan nad odpornoscig korozyjng stopéw Co-Cr-Mo
wskazuje, ze skiad filmu ochronnego tworzgcego sie na
powierzchni stopéw jest zdominowany obecnoscig Cr,O,
z niewielkim dodatkiem tlenkéw kobaltu i molibdenu [31].
Na krzywych polaryzacyjnych rozpatrywanych stopéw wi-
doczny jest wyrazny pik anodowego utleniania przy wartosci
potencjatu wynoszgcej -0,25 V. Pik ten jest zwigzany z utle-
nianiem kobaltu. Jony kobaltu reagujgc z czgsteczkami wody
przyczyniajg sie do tworzenia warstwy pasywnej na powierzch-
ni stopéw. Region transpasywny dla wszystkich stopdw rozpo-
czyna sie od wartosci okofo 0,65 V vs. Ag/AgCl i jest zwigzany
z intensywnym utlenianiem kobaltu Co(lll) do Co(lV) [26].

artificial saliva at 37°C.

Whioski

Na podstawie danych literaturowych i wynikéw badan
wtasnych ponizej przedstawiono zaleznosci pomiedzy
mikrostrukturg, wtasciwosciami mechanicznymi i odpor-
noscig korozyjng badanych stopéw kobaltu dedykowanych
sektorowi stomatologicznemu:

1. Strukture pierwotng odlewdéw komercyjnych stopéw
Co-Cr-Mo-W stanowity krystality o zréznicowanej geometrii
oraz wielkosci. Osnowe badanych materiatéw tworzy nie-
jednorodny chemicznie roztwor staty chromu, molibdenu,
wolframu i wegla w 3-Co. W granicach krystalitéw oraz
w przestrzeniach miedzydendrytycznych wystepujg wydzie-
lenia weglikow typu M,,Cqi MC.

2. Najwyzszg mikrotwardos¢ z posréd badanych ma-
teriatéw posiada stop Robur 400 (488 HVO0.1). Na wzrost
mikrotwardosci prawdopodobnie ma wplyw ilos¢, typ i roz-
mieszczanie weglikéw w obszarach miedzydendrytycznych
mogacych wystepowaé w stopach Co-Cr-Mo-W.

3. Samorzutny proces utleniania stopéw powodowat
wzrost wartosci potencjatu bezprgdowego w poczatko-
wym okresie pomiaru. Potencjat korozyjny wzrastat dla
kazdego stopu i osiggnat stabilng warto$¢ po okoto 2 go-
dzinach. Najwyzszy poziom potencjatu jest zauwazalny
dla stopu Wirobond 280, ktory osigga wartos¢ potencjatu
bezpragdowego wynoszacg okoto —0,15 V vs. Ag/AgCl po
okoto 4 godzinach ekspozycji w roztworze sztucznej Sliny.

RYS. 6. Krzywa polaryzacji anodowej stopéw Co-Cr
w roztworze sztucznej sliny, temperatura 37°C.
FIG. 6. Anodic polarization curve for Co-Cr alloys in

low current density (about
0.005 mA/cm?). The flat course
of the polarization curve and
the low densities of the anodic
current are characteristic of
well-passivating metals. The
electrochemical corrosion of Co-Cr alloys is significantly
dependent on the content of chromium and molybdenum,
which largely contribute to alloy passivation. A number of
tests performed on the corrosion resistance of the Co-Cr-Mo
alloys points to the fact that the content of the protective
film which forms at the surface of the alloys is dominated
by the presence of Cr,0; with a minor addition of cobalt
and molybdenum oxides [31]. On the polarization curves,
the oxidation peak is visible at —0.25 V for the tested alloys.
This peak is related to the oxidation of cobalt. Cobalt ions
react with water molecules and the passive film is formed.
The transpassive region for all the alloys begins with the
value of about 0.65 V vs. SSCE and it is related to the intense
oxidization of cobalt Co(lll) to Co(IV) [26].

Conclusions

Based on the literature data and the results of our own
studies, presented below are the relations between the
microstructure, the mechanical properties and the corrosive
resistance of the examined cobalt alloys dedicated to the
stomatological sector:

1. The primary structure of the Co-Cr-Mo-W alloys was
constituted by crystallites of a diversified geometry and size.
The matrix of the tested materials is formed by a chemically
homogeneous solution of chromium, molybdenum, tungsten
and carbon in 3-Co. In the crystallite boundaries and the
interdendritic areas, we can observe precipitations of M,;Cs-
and MC-type carbides.

2. The highest microhardness of the examined materi-
als is exhibited by the Robur 400 alloy (488 HVO0.1). The
increase of the microhardness is probably affected by the
amount, type and distribution of the carbides in the inter-
dendritic areas, which can be present in Co-Cr-Mo-W alloys.

3. The spontaneous process of alloy oxidation caused an
increase in the values of the open circuit potential at the initial
stage of the measurement. The corrosion potential increased
for each alloy and it reached a stable value after about 2
hours. The highest potential level was observed for the
Wirobond 280 alloy, which reached the value equal to about
—0.15V vs. SSCE after 4 hours of exposition to artificial saliva.
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Dla pozostatych stopéw potencjat ten jest nieco nizszy i wy-
nosi okoto —0,30 V vs. Ag/AgCl. Przebieg zaleznosci E= f(t)
dla wszystkich stopow jest charakterystyczny dla materiatéw
dobrze pasywujgcych sie.

4. Dla wszystkich badanych stopéw krzywe polaryzacyjne
majg podobny charakter. Przebiegi krzywych sg charaktery-
styczne dla materiatéw o wysokiej odpornosci na korozje.
Badane stopy charakteryzujg sie szerokim obszarem pa-
sywnym (-0,15 — 0,40 V) o bardzo niskiej gestosci pradu
(okoto 0,005 mA/cm?). Plaski przebieg krzywej polaryzaciji
i mate gestosci prgdu anodowego sg charakterystyczne dla
metali dobrze pasywujgcych sie.
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Praca realizowana jest w ramach badan statutowych
nr11.11.110.299 AGH.
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Abstract

Gtownym celem prezentowanej pracy byto zbada-
nie przebiegu degradacji hydrolitycznej porowatych
rusztowan komoérkowych wykonanych z bioresorbo-
walnych terpolimeréw z pamiecig ksztattu; L-laktydu,
glikolidu i weglanu trimetylenu, oraz L-laktydu, gliko-
lidu i e-kaprolaktonu.

W trakcie prowadzonej hydrolizy odnotowywano
spadki masy i $rednich mas czgsteczkowych, oraz
niewielkie zmiany chtonnosci wody badanych mate-
riatow. Za pomocg mikroskopii skaningowej (SEM)
$ledzono zmiany morfologii powierzchni rusztowan
zachodzgce podczas prowadzonej degradaciji in vitro.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze podfoza
komorkowe formowane z terpolimeréow L-LA/GA/
o-TMC i L-LA/GA/e-CL ulegajg stopniowej degradacji
hydrolitycznej, a udziat enzymu — lipazy wyraznie przy-
spieszat ten proces zwtaszcza w wypadku rusztowania
formowanego z kopolimeru zawierajgcego mikrobloki
weglanowe. Najnizszy ubytek masy odnotowano dla
probki zawierajgcej jednostki weglanowe, wynosit on
okoto 10% masy wyjsciowej rusztowan po 112 dniach,
a w wypadku obecnosci lipazy masa tego materiatu
byta nizsza o ponad 24%.

Wysoki stopien porowatosci otrzymanych rusz-
towan, a co za tym idzie ich duza powierzchnia
wtasciwa powoduje, ze materiaty te podatne sg
w znacznie wiekszym stopniu na degradacje en-
zymatyczng, niz podobne lite materiaty wykonane
z tych samych terpolimeréw. Spadek liczbowo Sredniej
masy czgsteczkowej byt obserwowany w przypadku
obu rodzajéw terpolimeréw, jednak dla terpolimeru
Z jednostkami kaproilowymi byt on wyraznie wiekszy
(po 112 dniach z okoto 40 tys. g/mol do okofo 2 tys. g/
mol). Warte uwagi jest to, ze stopien degradacji probek
wykonanych z terpolimeru L-LA/GA/o-TMC, podczas
trzech pierwszych tygodni, byt stosunkowo maty, a
dopiero wyrazne silne przyspieszenie tego procesu
nastgpito po 30 dniach. W przypadku degradacji pro-
wadzonej w obecnosci lipazy zanotowano w czasie
112 dni spadek liczbowo $redniej masy czgsteczkowej
tego materiatu z okoto 40 tys. g/mol do 9 tys. g/mol.

The main aim of this work was to check the degra-
dation course of polymeric scaffolds in medium with
and without of enzyme - pancreatic lipase. Based on
the conducted degradation studies the usefulness of
the formed scaffolds was confirmed. Scaffolds have
been prepared using two types of terpolymers varying
in composition: L-lactide, glycolide, trimethylene car-
bonate, and L-lactide, glycolide and e-caprolactone.

The weight loss, water absorption, molecular weight
distribution (by GPC) as well as changes in surface
morphology using SEM during degradation process
have been evaluated.

The results have proved the degradation process
of scaffolds, both in the hydrolytic and enzymatic ways
has been occurred. Addition of an enzyme - lipase
facilitates the degradation process of the samples,
especially those containing carbonate segments.
High porosity of the scaffolds and their huge specific
surface area make these materials more susceptible
to degradation as compared to solid materials i.e.
blown, extruded polymers. Decrease in the number
average molecular weight was observed in the case
of both degraded scaffolds; however in that containing
caproyl units it was higher. It is worth noting, that
degradation rate of sample L-LA/GA/o-TMC during
first three weeks is quite slow showing almost the
same behaviour for both enzymatic and hydrolytic
degradation. From the tissue engineering point of
view the slow degradation process of the terpolymer
L-LA/GA/o-TMC during first two - three weeks is very
promising because cells would have enough time for
migration, adhesion and proliferation.

Keywords: terpolymers, tissue engineering, cell scaf-
folds, biodegradable polymers, polymer degradation

[Engineering of Biomaterials 130 (2015) 10-19]
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Z punktu widzenia inzynierii tkankowej powolny proces
degradacji terpolimeru L-LA/GA/o-TMC w ciggu pierw-
szych dwdch - trzech tygodni jest bardzo korzystny,
poniewaz komoérki majg wystarczajgco duzo czasu na
migracje, adhezje i namnazanie.

Stowa kluczowe: terpolimery, inzynieria tkankowa,
rusztowania komérkowe, polimery biodegradowalne,
degradacja polimeréow

[Inzynieria Biomateriatéw 130 (2015) 10-19]

Wprowadzenie

W metodach leczenia chirurgicznego ubytkéw kostnych
zastosowanie przeszczepow allogenicznych czy autoge-
nicznych pomimo wielu swoich zalet ma jednak zasadnicze
ograniczenia zwigzane z ryzykiem infekcji, koniecznoscig
leczenia immunosupresyjnego i uszkodzeniem zdrowej
tkanki dawcy. W czasach, gdy przeszczepy auto- i alloge-
niczne nie spetniajg czesto stawianych im wymagan, duze
nadzieje na rozwigzanie wszystkich wyzej wymienionych
probleméw daje wytworzenie za pomocg metod inzynierii
tkankowej biologicznych zamiennikéw. W sytuacji, gdy nie
jest mozliwa regeneracja uszkodzonej tkanki w naturalny
sposob, konieczne jest wprowadzenie w miejsce ubytku
sztucznej substancji miedzykomdrkowej wspomagajgcej
proces odbudowy. Podtoze komoérkowe stuzy zapetnieniu
pustej przestrzeni w miejscu ubytku do czasu, az zostanie
odbudowana uszkodzona tkanka. Podtoze komérkowe
powinno cechowac sie stabilnoscig ksztattu i tymczasowg
odpornoscig na biodegradacje po implantacji, a po spetnie-
niu zatozonych przy projektowaniu funkcji powinno ulegaé
stopniowej degradacji i resorpcji w organizmie na rzecz
naturalnej matrycy pozakomorkowej. Tworzenie porowatych
trojwymiarowych struktur umozliwia komérkom dostep do
sktadnikéw odzywczych i metabolitéw oraz zapewnienia
odpowiednig powierzchnie do osadzania i namnazania sie
komorek [1-3].

Podtoza te formowane sg coraz czesciej z bioresorbo-
walnych kopoliestréw lub poliestroweglandw alifatycznych.
Materiaty takie mogg wykazywac efekt pamieci ksztattu, co
pozwala na otrzymanie nowych ,inteligentnych” materiatow
dla konkretnych zastosowan, przyktadowo podtozy samo-
dopasowujgcych swoje wymiary do miejsc implantaciji, lub
rusztowan komérkowych, ktére zdolne sg poprzez zmiane
Srednicy poréw w trakcie prowadzonej hodowli komorek in
vitro, na zwiekszenie efektywnosci prowadzonej hodowli.

Jedng z zasadniczych wiasnosci, ktére muszg spet-
nia¢ materiaty przeznaczone do formowania podtozy
komérkowych jest mozliwos¢ ich degradacji w sSrodowisku
biologicznym. Tempo tej degradaciji i jej przebieg powinny
by¢ skorelowane z szybkosciag namnazania sie komorek
i przerastania tkankg. Profil degradacji rusztowan komor-
kowych jest zalezny nie tylko od sktadu, ale réwniez od
mikrostruktury fancucha kopolimeru matrycy oraz morfologii
i porowatosci tego materiatu [4].

W niniejszej pracy zostaty przedstawione wyniki badan
degradacji porowatych rusztowan komoérkowych terpoli-
merow wykonanych z L-laktydu/glikolidu/trimetyloweglanu
(L-LA/GA/o-TMC) i L-laktydu/glikolidu/e-kaprolaktonu (L-LA/
GA/e-CL), jako bioresorbowalnych materiatow wykazujgcych
pamiec¢ ksztattu, do potencjalnego zastosowania w inzynierii
tkankowe;.

Introduction

The allogeneic or autogenous methods of surgical treat-
ment of bone defects, despite their many advantages have
fundamental limitations associated with the risk of infection,
the necessity of immunosuppressive therapy as well as
cause damage of donor’s healthy tissue. Since the auto- and
allogeneic transplants do not often meet their requirements,
great hopes gives preparation of biological substitutes using
tissue engineering methods. If the regeneration of damaged
tissue in a natural way is not possible, it is necessary to fill
the bone defect with an artificial extracellular matrix support-
ing the process of reconstruction. Three dimensional, porous
scaffolds allow for colonization of cells in whole space of
material until the damaged tissue will be finally regenerated.
This material meets the criteria of shape stability and tem-
porary biodegradation resistance after implantation. After
fulfiling its function, scaffolds should start to degrade and
become bioresorbable by human body. The 3D structure
of fabricated medium allows transfer of the nutrients and
metabolites of cells providing also appropriate surface for
their adhesion and proliferation [1-3].

Scaffolds for cell culturing are increasingly formed using
bioresorbable copolyesters or aliphatic polyester-carbon-
ates. Moreover, these porous, “smart” carriers exhibit shape
memory behaviour. It is a valuable property that can be
used in many tissue engineering techniques. Such feature
allows to conduct more effective and efficient cell culturing.
The scaffolds with the “temporary” shape have relatively
larger pores than the optimum size, which will facilitate cell
seeding and adhesion and greatly increase the accessibility
of the entire volume of the carrier.

One of the fundamental properties that must comply the
materials for the formation of biomaterials is the possibility
of its biodegradation in the body environment. The rate of
degradation of the scaffold should be correlated with the rate
of cellular proliferation in the extent avoiding the production
of excessive amount of rebuilded tissue. Degradation profile
of porous scaffolds is dependent not only on the composition
but also the chain microstructure of the used copolymer, the
scaffold morphology and porosity of this material [4].

In this work the results concerned with the in vitro deg-
radation of porous, three dimensional terpolymers made
from L-lactide/glycolide /trimethylene carbonate (L-LA/
GA/o-TMC) and L-lactide/glycolide/e-caprolactone (L-LA/
GA/e-CL) as a potential material useful for tissue engineer-
ing have been presented.

Materials and Methods

Materials

Three-dimensional scaffolds for cell culture have been
formed from two terpolymers: sample LP212 - L-lactide/
glycolide/oligo trimethylene carbonate terpolymer (L-LA/GA/
0-TMC) and sample LW1 - L-lactide/glycolide/e-caprolactone
terpolymer (L-LA/GA/e-CL). Monomers used in the synthe-
sis reaction were as following: L-lactide (L-LA), glycolide
(GA) (PuracBiomaterials, Glaco LTD), e-caprolactone
(e-CL) (Acros Organik). To synthesize trimethyl carbonate
oligomer (o-TMC) the cyclic monomer - trimethylene carbon-
ate (Huizhou Foryou Medical) 99% 1,4-butanediol (POCH
Gliwice, Poland) and acetylacetonate, zinc (Il) (Zn(acac),)
(Sigma Aldrich) were used. The zirconium acetylacetonate
(IV) (Zr(acac), (Sigma Aldrich) was used as an initiator for
ROP reactions.
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Materialy i metody

Materialy

Tréjwymiarowe rusztowania do hodowli komérek zo-
staty utworzone za pomocg dwéch terpolimerow: LP212
- terpolimeru L-laktydu/glikolidu/oligoweglanu trimetylenu
(L-LA/GA/o-TMC) i LW1L — terpolimeru laktydu/glikolidu/
e-kaprolaktonu (L-LA/GA/e-CL). Do syntezy terpolimeru
wykorzystano monomery L-laktydu (L-LA), glikolidu (GA)
(PuracBiomaterials,Glaco LTD), e-kaprolaktonu (e-CL)
(Acros Organik)). W syntezie oligomeru weglanu trimetylu
(o-TMC) wykorzystano cykliczny monomer — weglan trime-
tylenu (Huizhou Foryou Medical). Jako koinicjator oligome-
ryzacji TMC stosowano 1,4-butandiol 99% (1,4-BD) (POCH
Gliwice, Polska). Acetyloacetonian cynku (ll) (Zn(acac),)
(Sigma Aldrich Corp.) byt katalizatorem tej oligomeryzaciji,
a acetyloacetonian cyrkonu (IV) (Zr(acac),) byt inicjatorem
reakcji ROP. Polimery rozpuszczano w chloroformie (POCH
Gliwice) i wytrgcano w alkoholu metylowym 99,8% (POCH
Gliwice). Degradacje prowadzono w $rodowisku wodnym
(woda zdemineralizowana) buforowanym (0,13M bufor PBS
o pH =7,4). Jako czynnika porotwoérczego uzyto krysztatki
NaCl (frakcja 350-450 um) (POCH Gliwice). Modelowym
enzymem zastosowanym w badaniach byt enzym lipa-
zy trzustkowej (lipase HP- Hog pancreas) (EC 3.1.1.3,
22,7 U/mg) (Sigma AldrichCorp).

Aparatura
Spektroskopia magnetycznego rezonansu protonowego
'H NMR

Zmiany sktadu terpolimeréw podczas degradacji wyzna-
czono na podstawie widm '"H NMR otrzymanych za pomocg
spektrometru wysokiej rozdzielczosci Avance |l Ultrashield
Plus firmy Bruker 600 MHz stosujgc jako rozpuszczalnik
deuterowany chloroform (CDCIl,) i TMS jako wewnetrzny
standard.

Chromatografia zelowa GPC

Do wyznaczenia liczbowo s$redniej masy czgsteczko-
wej (M,) oraz rozrzutu mas czgsteczkowych PDI (M,/M,)
wykorzystano chromatograf GPC Spectra Phisics SP8800
wyposazony w kolumny Styragel 103, 104, 500A i detektor
refrakcyjny Shoedex SE 61. Faze ruchomg stanowit chlo-
roform o przeptywie 1,0 ml/min.

Skaningowa kalorymetria réznicowa DSC

Do badan witasciwosci termicznych, takich jak: tempe-
ratura zeszklenia (T,), temperatura topnienia (T,), ciepto
topnienia fazy krystalicznej (AH,,), terpolimeréw L-LA/
GA/o-TMC i L-LA/GA/e-CL uzyto kalorymetru DSC 2010 TA
Instruments. Kalibracje wykonano przy uzyciu galu i indu.
Szybkos$¢ grzania wynosita 20°C/min.

Skaningowa mikroskopia elektronowa SEM

Skaningowy mikroskop elektronowy SEM VEGA3
firmy TESCAN postuzyt do badan struktury i zmian mor-
fologicznych na powierzchni oraz we wnetrzu porowa-
tych materiatdw wynikajgcych z postepujgcej degradaciji.
W celu zminimalizowania wptywu energii strumienia elek-
trondbw na obserwowane probki zastosowano napiecie
przyspieszajgce elektrony 1-2 kV. Probki nie byty rowniez
powlekane warstwg przewodzgca, w celu nie zaburzania
rzeczywistej morfologii powierzchni badanych rusztowan.

The final terpolymers were dissolved in chloroform
(POCH Gliwice) and precipitated in methyl alcohol 99.8%
(POCH Gliwice). Degradation was carried out in an aque-
ous medium (deionised water) buffered with 0.13M PBS,
pH = 7.4). Crystals of sodium chloride NaCl (fraction
350-450 um, POCH Gliwice) has been used as porogens for
scaffold preparation. The enzyme pancreatic lipase (HP-Hog
pancreas lipase) (EC 3.1.1.3, 22.7 U/mg) (Sigma Aldrich)
has been used for enzymatic degradation experiment.

Equipment
Spectroscopy 'H NMR

Changes in composition of the terpolymers during degra-
dation were determined from NMR spectra 'H obtained with
a high resolution spectrometer Avance Il Plus Ultrashield
Bruker 600 MHz using deutered chloroform as a solvent
(CDCl,) and (TMS) as internal standard.

Gel permeation chromatography GPC

The number average molecular weight (M,) and the
molecular weight distribution PDI (M,/M,) of degraded sam-
ples have been determined using chromatograph Physics
Spectra SP8800 equipped with Styragel columns 103, 104,
500A and refractive index detector 61 Shoedex SE. The
mobile phase was chloroform with a flow rate of 1.0 ml/min.

Differential scanning calorimetry DSC

Thermal properties of terpolymers such as glass transi-
tion temperature (T,), melting temperature (T,), heat of
fusion of the crystalline phase (AH,,) were determined us-
ing the calorimeter DSC 2010 TA Instruments. Calibration
was performed using gallium and indium. Heating rate was
20°C/min.

Scanning electron microscopy SEM

Scanning electron microscope (SEM) was used to study
the structure and morphological changes of the surface and
interior of porous materials ongoing during degradation pro-
cess. To minimize the impact energy of the electron beam
on the analysed sample, the electron accelerating voltage
1-2 kV has been used. The samples were not coated with
the conductive layer in order maintain actual morphology
of investigated scaffolds.

Research methodology

Terpolymers were synthesized via ring-opening polymeri-
zation using low-toxicity zirconium (IV) acetylacetonate as
an initiator. Ring opening polymerization of the mentioned
terpolymer has been previously described in details [4,6].

Oligomerization of TMC

Synthesis of L-LA/GA/o-TMC terpolymer was carried
out according to the two-stages synthesis reaction already
described [6]. The first step is the oligomerisation of trimeth-
ylene carbonate using 1,4-butanediol as co-initiator and
Zn(acac), as the catalyst. The reaction was carried out for
3 hours in the melt at 120°C under argon in a glass reactor
equipped with a magnetic stirrer.

Obtained oligomer, having an average molecular weight
of about 5000 g/mol, was used as a macroinitiator for the
copolymerization of L-lactide and glycolide.
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Metodyka badan

Prace obejmowaty synteze terpoli-
merow w wyniku reakcji polimeryzacji
otwarcia pierscienia ROP z odpo-
wiednich jednostek monomerycznych.
Otrzymano terpolimery L-LA/GA/o-
TMC i L-LA/GA/e-CL. Zsyntezowane

o) CHs Q i
o% NP &
o o
CHs o o)
n m |

SCHEMAT 1/ SCHEME 1

polimery zostaty uzyte do formowania

rusztowan komorkowych.

Oligomeryzacja TMC

Proces otrzymywania terpolimeru
L-LA/GA/o-TMC prowadzono zgod-
nie z metodg syntezy opracowang
wczesniej [5]. Proces jest dwuetapowy.

CH; ) i
o) ‘ o o o) o

SCHEMAT 2 / SCHEME 2

Pierwszym etapem jest oligomeryza-
cja weglanu trimetylenu przy uzyciu 1,4-butandiolu jako
koinicjatora i Zn(acac), jako katalizatora reakcji. Reakcje
oligomeryzacji prowadzono w szklanym reaktorze, pod
poduszka argonu i z ciggtym mieszaniem, przez 3 h,
w temperaturze 120°C. Otrzymany oligomer, o sredniej
masie czgsteczkowej okoto 5000 g/mol wykorzystano, jako
makroinicjator w nastepnym etapie syntezy — kopolimery-
zacji L-laktydu i glikolidu.

Synteza terpolimeréw L-LA/GA/o-TMC i L-LA/GA/e-CL

W syntezie terpolimeru L-LA/GA/e-CL (SCHEMAT 1)
jako inicjatora reakcji uzyto niskotoksycznego Zr(acac),.
Stosunek molowy inicjatora do komonomeréw wynosit
1:1000 [5,8].

W syntezie terpolimeru L-LA/GA/o-TMC (SCHEMAT 2)
zastosowano otrzymany wczesniej oligomer, jako makroi-
nicjator reakcji. Katalizatorem tej reakcji byt Zr(acac), w tej
samej ilosci jak w poprzedniej terpolimeryzacji [6,7].

Reakcje prowadzono w szklanym reaktorze przez 72 h,
pod poduszkg argonu, przy ciggtym mieszaniu w tempera-
turze 120°C. Zsyntezowane materiaty polimerowe oczysz-
czano poprzez rozpuszczenie w chloroformie i wytrgcanie
z metanolu. Oczyszczone terpolimery wstepnie suszono w
warunkach normalnych, a nastepnie w suszarce préznio-
wej w temperaturze pokojowej do statej masy. Otrzymano
terpolimer o sktadzie 70% mol L-Laktydylu, 8% glikolidylu
i 22% jednostek weglanowych, i o liczbowo $redniej masie
czgsteczkowej 33 000 g/mol, oraz terpolimer zawierajgcy
81% mol laktydylu, 10% glikolidylu i 9% €-kaproilu, o liczbo-
wo $redniej masie czgsteczkowej 37 000 g/mol.

Formowanie rusztowan komoérkowych

Otrzymane terpolimery zostaty wykorzystane do for-
mowania porowatych rusztowan komorkowych. Materiaty
polimerowe rozpuszczono w chloroformie do osiggniecia
wymaganej lepkosci i dodano przesiane wczesniej krysz-
tatki soli NaCl (frakcja 350-450 um). Otrzymang lepka
masg wypetniono gniazda formy teflonowej. Cylindryczne
formy PTFE (Srednica 1 cm x dlugos¢ 15 mm) z miesza-
ning suszono przez 24 godziny na powietrzu, a nastepnie
wysuszono pod zmniejszonym cisnieniem w temperaturze
22,5°C (250 mbar cisnienia) przez 7 dni. Po wysuszeniu
z gniazd wydobywano otrzymane ksztattki i wyptukiwano
porofor poprzez kapiel w zdemineralizowanej wodzie, przy
czestej zmianie kgpieli. Wyptukiwanie poroforu prowadzono
do momentu, kiedy przewodnictwo wody wynosito okoto
3 uS/cm. Otrzymane rusztowania w postaci walcéw o sredni-
cy 8 mm i wysokosci 10 mm suszono w suszarce prozniowej
do statej masy. Otrzymano rusztowania o bardzo zblizonej
porowatosci; rusztowanie wykonane z terpolimeru L-LA/GA/
TMC miato porowatos¢ 84%, zas wykonane z terpolimeru
L-LA/GA/e-CL — 82%.

Synthesis of terpolymers of L-LA/GA/o-TMC and L-LA/
GA/e-CL

In the synthesis of the terpolymer L-LA/GA/e-CL
(SCHEME 1) as the initiator reaction low toxity Zr(acac),
was used. The molar ratio of the initiator to comonomers
was 1: 1000 [5,8].

For the synthesis of L-LA/GA/o-TMC terpolymer
(SCHEME 2), oligo-trimethylene carbonate as macro-
initiator and catalyst Zr(acac), in the same amount as in the
previous terpolymerization has been used [6,7].

Reactions were carried out in a glass reactor for 72 h
under argon condition with stirring at 120°C. The obtained
product was purified by dissolution in chloroform and pre-
cipitation in methanol. Purified terpolymers were initially
dried under room conditions, and then in a vacuum oven
at room temperature to constant weight.

Finally, two terpolymers have been obtained: LP 212
sample - L-LA/GA/o-TMC terpolymer with the average
molecular weight 33 000 g/mol and molar composition as
follows: 70% L-lactidyl, 8% glicolidyl and 22% TMC units
and LW1 sample - L-LA/GA/e-CL terpolymer with the aver-
age molecular weight 37 000 g/mol and molar composition
as follows: 81% L-lactidyl, 10% glycolidyl and 9% caproyl
units.

The formation of cell scaffolds

Terpolymers [6,7] have been used for forming the porous
scaffolds. Samples were dissolved in chloroform to achieve
the required viscosity of polymer solution and the NaCl
crystals sieved before (fraction 350-450 ym) were added
and thoroughly mixed afterwards. The cylindrical forms of
PTFE (1 cm diameter x 15 mm length) were filled with pre-
pared mixture and dried for 24 h in the air, then was dried
in a reduced pressure at 22.5°C (pressure 250 mbar) for
7 days. After that, scaffolds were removed from the forms
and immersed in demineralized water in order to leach out
the salt. This process has been repeated several times
until water conductivity was close to that of distilled water
(3 uS/cm). Finally, after complete salt removal, the samples
were dried at ambient temperature and stored in vacuum
drier prior to use. The porosity of the obtained scaffolds
containing o-TMC and caproyl units was 84 and 82%,
respectively.
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Degradacja rusztowan terpo-
limerowych

Rusztowania wykonane
z terpolimeréw L-LA/GA/
o-TMC i L-LA/GA/e-CL, po
przeprowadzeniu petnego
cyklu pamieci ksztattu, po
powrocie do ksztattu perma-
nentnego, poddano proceso-
wi degradacji hydrolitycznej
i enzymatycznej (przy uzyciu
lipazy trzustkowej). Odwazone
fragmenty rusztowania (0,1 g)
umieszczono w jednako-
wych naczyniach i zanurzano
w 10 ml soli fizjologicznej
zawierajgcej bufor fosforano-
wy (PBS) o pH = 7,4. Czyn-
nosc¢ tg prowadzono tak, aby
usung¢ catkowicie powietrze
z poréw rusztowan i wypetnic
je medium, postugujac sie
strzykawkg. W czesci prébek
do roztworu dodawano 1 mg
lipazy tworzgc trwatg zawiesi-
ne. Degradacje prowadzono w
temperaturze 37°C, przy lek-
kim mieszaniu. W ustalonych

Lactidyl TCM units

2 Glycolidyl
_J{ \JJ
Lactidyl
) )}A

B

Gilycolidyl

WJ)K JJJMWM

a5 as as a3 42 41 40

&19 1'8 ‘IT
Chemical Shift (ppm)

Caproil

V.

s3 52 s1 s0

RYS. 1. Spektrogram 'H NMR (zakres protonéw me-
tinowych i metylenowych) terpolimeru: A) L-laktyd/
glikolid/o-TMC, B) L-laktyd/glikolid/e-kaprolakton.
FIG. 1. '"H NMR spectra (methine and methylene
proton range) of terpolymer; A) L-Lactide/glycolide/
TMC, B) L-Lactide/glycolide/e-caprolactone.

Degradation process of scaffolds

The hydrolytic and enzymatic
degradation process using pan-
creatic lipase enzyme was con-
ducted for both types of the scaf-
folds i.e. L-LA/GA/o-TMC and
L-LA/GA/e-CL, which have been
previously subjected to a full
shape memory cycle. Weighed
samples of each scaffold (0.1 g)
were placed in identical vessels,
soaked with appropriate medium
under a reduced pressure in
a syringe in order to remove free
air from the pores. For hydro-
lytic degradation process, the
scaffolds were soaked in 10 ml
PBS, pH 7.4. In the case of
enzymatic degradation, 1 mg of
enzyme was added to 10 ml PBS.
Degradation process was carried
out at 37°C. After selected, speci-
fied periods of time the samples
were removed, washed and
submitted to further investiga-
tion. Each result was averaged
on the basis of measurements
from 3 independent samples.
The confidence interval was cal-

odstepach czasu poddawano

kolejne probki badaniom,

okreslajgc ich zmiany masy, chtonnosci wody. Kazdy wynik
usredniano na podstawie pomiaréw 3 niezaleznych probek.
Liczono przedziat ufnosci, korzystajgc z rozktadu prawdo-
podobienstwa t-Studenta przy poziomie ufnosci 95%. Ana-
lizujgc widma '"H NMR terpolimeréw (RYS. 1) obserwowano
zmiany ich sktadu z czasem degradaciji.

Obliczanie porowatosci

Porowato$¢ wyznaczano z pomiaréw gestosci terpoli-
merow, masy i wymiarow kazdego z rusztowan zgodnie
z normg ASTM D-3574-08. Przyjeto $rednig z 5 pomiaréw
dla kazdego z typow rusztowan.

Obliczanie ubytku masy
W celu zbadania postepu degradacji rusztowan komor-

kowych obliczano ubytek masy na podstawie wzoru (1):
Wq

Ubytek masy (%) = Wo- Wy

1
W, x 100 (1)

gdzie:
W, - masa poczgtkowa suchego rusztowania [g],
W, - masa rusztowania po okreslonym czasie degradac;ji
i wysuszeniu do statej masy [g]

Obliczanie chtonno$ci wody
Chtonnos¢ wody zostata obliczona na podstawie wzoru (2):

Ww'Wd

Chtonno$¢ wody (%) = W

x 100 (2)
gdzie:
W,, - masa po wyjeciu z buforu, po okreslonym czasie
degradacii [g],
W, - masa po okreslonym czasie degradacji i wysuszeniu
rusztowania do statej masy [g].

Zarowno ubytek masy jak i chtonno$¢ wody byty oblicza-
ne ze Sredniej liczbowej dla 3 prébek tego samego rodzaju.

culated with the use of t-Student
distribution at a confidence level of 95%. By analysis the
'"H NMR spectra of the terpolymers (FIG. 1) changes of their
composition with degradation time was observed.

Calculation of porosity

Porosity was determined based on the density, weight
and dimensions measurements of each of the scaffolds in
accordance with ASTM D-3574-08 standard. An average of
5 measurements for each type of the scaffolds was taken.

Calculation of weight loss
The weight loss of the scaffolds during degradation pro-
cess was calculated based on the formula (1):

Wo - Wy

0

Weight loss (%) = x 100 (1)

Where:
W, - initial dry weight of scaffolds [g]
W, - dry weight of scaffold after degradation time [g].

Calculation of water absorption
Water absorption was calculated using the formula (2):
Ww - Wd
W,

w

Water absorption (%) = x 100 (2)
Where:
W,, - weight of scaffold after removal from the medium
after degradation time [g]
W, - dry weight of scaffold after degradation time [g].

Both weight loss and water absorption was calculated by
the averaging of 3 samples of the same kind.
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Wyniki i dyskusja

Analiza sktadu oraz wtasciwosci termicznych
terpolimeréw podczas procesu degradacji

Wyniki analizy spektrofotometrycznej '"H NMR oraz
chromatograficznej GPC dla terpolimeréow L-LA/GA/o-TMC
i L-LA/GA/e-CL, a takze wyniki pomiaréw termicznych
skaningowej kolorymetrii réznicowej DSC w czasie pro-
wadzonej degradacji zestawiono w TABELI 1. Terpolimer
L-LA/GA/o-TMC po 24 dniach degradacji hydrolitycznej wy-
kazat wyrazny spadek zawartosci jednostek weglanowych
TMC, wysoki wzrost zawartosci laktydylu LA i nieznaczny
spadek sekwenciji glikolidylowych GA, co wskazuje na to,
ze mikrobloki LA, tworzgce obszary semikrystaliczne byty
bardziej oporne na hydrolize niz pozostate elementy tancu-
cha. Spadek zawartosci jednostek weglanowych zwigzany
jest z degradacjg wigzan pomiedzy sekwencjami laktydy-
lowymi lub glikolidylowymi i mikroblokiem weglanowym, co
spowodowato jego uwalnianie do medium. W odrdznieniu
od tych wynikéw, w trakcie degradacji z uzyciem enzymu,
terpolimeru L-LA/GA/o-TMC zaobserwowano jedynie bardzo
niewielkie zmiany sktadu, co swiadczy, ze mechanizm tej
degradacji w duzej mierze nie zalezat od rodzaju wigzan
estrowych jak i struktury morfologiczne;.

W przypadku degradacji hydrolitycznej terpolimeru L-LA/
GA/e-CL stosunek molowy komonomerow w tancuchu w
poczatkowym etapie rozktadu byt niezmienny w stosunku
do préby startowej. Znaczgce zmiany obserwuje sie dopiero
po dtuzszym czasie inkubacji w PBS. Dopiero po 112 dniach
stwierdzono wzrost zawartosci segmentéw LA oraz spadek
sekwencji GA i e-CL. W wyniku degradacji enzymatyczne;j
zaobserwowano nieznaczne zmiany w skfadzie podobnie
jak w przypadku degradacji enzymatycznej terpolimeru
L-LA/GA/o-TMC.

W czasie degradacji wystepowaty niewielkie zmiany tem-
peratury zeszklenia (T,) terpolimeréw zwigzane ze spadkiem
ich masy czgsteczkowej. Na wszystkich termogramach DSC
badanych terpolimeréw zaobserwowano wyrazne obszary
topnienia, swiadczace o semikrystalicznosci otrzymanych
terpolimerow. Wraz z postepem degradaciji dla wiekszosci
badanych prébek zaobserwowano jedynie niewielki jej
wzrost. Jedynie w wypadku degradacji hydrolitycznej ruszto-
wania formowanego z terpolimeru zawierajgcego sekwencje
kaproilowe, wzrost ten byt znaczny. Ciepto topnienia fazy
krystalicznej mikro-blokéw laktydylowych w tym wypadku
wzrosto z 16,5 J/g do 23,5 J/g (TABELA 1).

Czas degradacji

Results and Discussions

Analysis of the composition and thermal properties of
the terpolymers during degradation process

The results of '"H NMR, gel permeation chromatography
GPC, differential scanning calorimetry DSC of both types of
terpolymers during degradation process were collected in
TABLE 1. Analysis of molar composition of terpolymer L-LA/
GA/o-TMC after 24 days of hydrolytic degradation revealed
decrease in the carbonate units content of TMC, increase
in lactidyl and moderate decrease in glycolidyl units. This
phenomenon is probably caused by creation of semicrystal-
line block of LA units resulting in growing resistance against
hydrolysis. The decrease in the carbonate units content is
related to the cracking of bonds between the lactidyl (or
glycolidyl) sequences and carbonate microblock which
caused release of TMC oligomers to the medium. During
enzymatic degradation of the same type of the scaffold, not
significant changes of molar composition have been noticed
which indicate that the mechanism of this degradation was
not dependent on the type of ester bonds as well as mor-
phological structure.

In the case of hydrolytic degradation of terpolymer of
L-LA/GA/e-Cl, the molar ratio of comonomers at the begin-
ning of hydrolysis was constant. Significant changes of
composition were observed after longer incubation time
of the samples in PBS. First drop of caproyl and glycolidyl
units with simultaneous increase in lactydoil units were
observed after 112 days of hydrolysis. The slow enzymatic
degradation mechanism of this scaffold was similar to those
containing o-TMC.

During degradation process slight changes in glass
transition temperature (T,) of analysed terpolymers as-
sociated with a decrease in their molecular weight were
measured. Melting areas at all DSC thermograms of stud-
ied terpolymers indicated their semicrystalline character.
The heat of melting of the crystalline phase of lactidyl mi-
croblocks increased from 16.5 J/g to 23.5 J/g (TABLE 1).

TABELA 1. Zmiany skfadu terpolimerow w czasie
degradacji.

TABLE 1. Changes in the composition of terpoly-
mers during degradation process.

Stosunek molowy
komonomeréw

Rodzaj terpolimeru  Rodzaj degradac;i Degradation w terpolimerze
Terpolymer type Degradation type time The mole ratio of
[dni/days] comonomers in
the terpolymer [%]
Préba wyjsciowa
Initial sample 0 70/8/22 45.6 76.5 4.7
LP 212 Hydrolityczna 24 0/8/12 S5 | 568 50
Hydrolytic 112 82/6/12 41.3 55.1 5.8
L-LA/GA/o-TMC : : :
Enzvmatvczna 7 70/9/21 46.7 130.2 8.9
Sl 24 71/9/20 46.4 56.6 5.9
y 112 73/8/19 425 55.4 5.7
Préba wyjsciowa
Initial sample 0 85/10/5 51.8 135.2 16.5
. 7 85/10/5 45.9 128.4 7.4
LW1 Hydralityczna 20 85/10/5 44.1 135.9 155
LLA/GA/CL yaroly 112 88/8/4 432 133.0 235
Enzvmatvczna 7 86/10/4 50.2 134.8 10.6
B 20 85/10/5 49.3 135.9 13.3
y 112 88/7/5 44.0 132.9 19.0
'"Uzyskane metodg DSC (I bieg analizy termicznej) / Obtained using DSC method (I run thermal analysis)
zyskane metoda ieg analizy termicznej, po uprzedniej amorfizacji probki ained using metho
2Uzysk todg DSC (Il bi lizy termi j dniej rfizacji probki) / Obtained using DSC method
(second run of thermal analysis of the sample after an amorphization).
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Badanie ubytku masy

Stopien degradacji porowatych rusztowan komoérkowych
analizowano na podstawie ubytku masy prébek w czasie
degradacji. Wyniki przeprowadzonej analizy zostaty przed-
stawione na RYS. 2.

Najwyzszy ubytek masy po czasie 112 dni degradacji
zaobserwowano dla rusztowan wykonanych terpolimeru
L-laktyd/glikolid/e-kaprolakton poddanych degradacji enzy-
matycznej. Najnizszy ubytek masy wykazata proba LP212
uzyskana z terpolimeru L-laktyd/glikolid/o-TMC poddana
degradacji hydrolitycznej. W obu przypadkach badanych
terpolimerow uzycie lipazy spowodowato wiekszy ubytek
masy podtoza podczas biodegradaciji, niz w przypadku
degradacji bez uzycia enzymu.
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Badanie chtonnosci wody

Chtonnos¢ wody badanych prob przedstawia RYS. 3.
Oba rusztowania wykazywaty zblizong chtonnos¢ wody
przez caty okres degradacji w zakresie 70-90%. Obliczenia
chtonnosci wody wykazaty, iz otrzymane materiaty polimero-
we charakteryzowaty sie wysokim stopniem hydrofilowosci
[9].

Utrzymanie wysokiego stopnia chtonnosci wody w po-
rowatych podtozach przez caty czas procesu degradacii
pozwala na zasiedlenie rusztowan komoérkami w warunkach
in vitro i gwarantuje, ze po zaimplantowaniu do organizmu
podtoza zasiedlonego komodrkami, dostep do skfadnikow
odzywczych bedzie na tym samym poziomie na kazdym
etapie degradacji rusztowania. Wysoka chtonno$¢ wody
pozwala tez na lepszy transport enzymow, w konsekwencji
przyspiesza przebieg procesu degradacji.

The study of weight loss of samples

The degree of degradation of the porous scaffolds
were analyzed on the basis of the weight loss of the
samples during degradation (FIG. 2). The highest weight
loss after 112 days, was observed for L-lactide/glycolide/
e-caprolactone scaffolds incubated in medium with a
presence of lipase. The lowest weight loss was noticed
for sample LP212 L-lactide/glycolide/o-TMC submitted to
hydrolytic degradation. Comparing the rate of weight loss
for both terpolymers upon both hydrolytic and enzymatic
degradation, the higher weight loss for both samples have
been noticed in medium with the enzyme.

RYS. 2. Zmiany ubytku masy skafoldéw w czasie
degradacji: LW1 (formowany z terpolimeru L-LA/
GA/e-CL, degradacja hydrolityczna), LW1E (for-
mowany z terpolimeru L-LA/GA/e-CL, degradacja
enzymatyczna), LP212 (formowany z terpolime-
ru L-LA/GA/o-TMC, degradacja hydrolityczna),
LP212E (formowany z terpolimeru L-LA/GA/o-TMC,
degradacja enzymatyczna).

FIG. 2. Changes in weight loss of scaffolds dur-
ing degradation: LW1 (formed from a terpolymer
of L-LA/GA/e-CL, hydrolytic degradation), LW1E
(formed from a terpolymer of L-LA/GA/e-CL,
enzymatic degradation), LP212 (formed from
terpolymer L-LA/GA/o-TMC, hydrolytic degrada-
tion), LP212E (formed from a terpolymer of L-LA/
GA/o-TMC, enzymatic degradation).

Examination of water absorption

Results related to water absorption (WA) of tested sam-
ples are presented in FIG. 3. Both types of the scaffolds
showed a similar absorption of water throughout the period
of degradation. A slightly higher value of water absorption,
but within the limits of measurement error, was observed
for the sample LP212 (L-LA/GA/o-TMC), which was more
than 80%. Water absorption calculations have shown that
obtained polymeric materials are characterized by high
degree of hydrophilicity [9].

Regardless the scaffolds are degraded in vitro or im-
planted, maintaining a high degree of water absorption of
highly porous samples during entire degradation process
allows for full communication and nutrition of cultured cells
at the every stage of ongoing degradation. Moreover, such
condition kept at the whole volume of matrix allows also for
the transport of enzymes responsible for the degradation
process of this material.
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RYS. 3. Zaleznos$¢ chtonnosci wody od czasu
degradacji dla probek: LW1 (L-LA/GA/e-CL, de-
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GA/o-TMC, degradacja enzymatyczna).
FIG. 3. Relationship of water absorption and time
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of degradation for samples: LW1 (L-LA/GA/e-CL,
hydrolytic degradation), LW1E (L-LA/GA/e-CL,
enzymatic degradation), LP212 (L-LA/GA/o-TMC,
hydrolytic degradation), LP212E (L-LA/GA/o-TMC,
enzymatic degradation).
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Analiza zmian mas czasteczkowych dla terpolimeru
L-LA/GA/o-TMC i L-LA/GA/CL

Zmiany masy czgsteczkowej, wyznaczone za pomocg
metody chromatografii zelowej przedstawiono na RYS. 4.

Spadek liczbowo s$rednich mas czasteczkowych zaob-
serwowano w wypadku badan degradacji obu rusztowan,
ztym, ze rusztowanie otrzymane z terpolimeru zawierajgcego
ugrupowania kaproilowe cechuje sie szybszym spadkiem masy
czgsteczkowej w czasie degradacji. Uzycie lipazy ma wptyw
na zmiane liczbowo $redniej masy czasteczkowej jedynie
w wypadku degradacji rusztowania wykonanego z terpoli-
meru zawierajgcego mikrobloki weglanowe. Co jest bardzo
intersujace, profil degradacji tego materiatu ma nieczesto
spotykany charakter. W trakcie pierwszych 2 tygodni de-
gradacji spadek mas czasteczkowych jest bardzo wolny,
zaréwno w trakcie degradacji czysto hydrolitycznej, jak
i w degradacji z udziatem lipazy. Znaczne przyspieszenie
spadku mas czgsteczkowych wystepuje dopiero po okoto
30 dniach, w wypadku degradacji enzymatycznej i okoto 50
dniach degradacji hydrolityczne;j.

Molecular weight analysis of samples

A change of the molecular weight of the samples, de- ® @ @ e @ o o

termined by gel permeation chromatography method is
shown in FIG. 4.

The decrease in the number average molecular weight
was observed in the case of both degraded scaffolds;
however those containing caproyl segments showed higher
changes regardless the type of degradation. Only in the
case of scaffolds containing o-TMC the use of lipases affect
the higher drop in number average molecular weight when
compared to hydrolytic degradation of the same sample.
It is worth to notice, that the degradation rate of sample
L-LA/GA/o-TMC during first two weeks is quite slow showing
almost the same behaviour for both enzymatic and hydrolytic
degradation. A significant decrease in the molecular weight
of the samples with o-TMC in the presence and without
lipase occurred after approximately 30 days and 50 days,
respectively.
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RYS. 4. Zaleznos¢ zmian masy czasteczkowej od
czasu degradacji dla préob: LW1 (L-LA/GA/e-CL,
degradacja hydrolityczna), LW1E (L-LA/GA/e-CL,
degradacja enzymatyczna), LP212 (L-LA/GA/
o-TMC, degradacja hydrolityczna), LP212E (L-LA/
GA/o-TMC, degradacja enzymatyczna)

FIG. 4. The dependence of the molecular weight
change from degradation time for samples: LW1
(L-LA/GA/e-CL, hydrolytic degradation), LW1E
(L-LA/GA/e-CL, enzymatic degradation), LP212
(L-LA/GA/o-TMC, hydrolytic degradation), LP212E
(L-LA/GA/o-TMC, enzymatic degradation).

Obserwacje morfologii poréw i ich powierzchni

Powierzchnie poréw rusztowan zbadano za pomoca
skaningowego mikroskopu elektronowego SEM (RYS. 5i 6).
W trakcie degradacji rusztowan zachodzg zmiany nie tylko
w strukturze samego materiatu polimerowego, ale rowniez
w morfologii powierzchni i budowie poréw rusztowan.
W rusztowaniach wykonanych z terpolimeru L-LA/GA/
0-TMC wiele poréw, pomimo duzych ubytkéw i silnych zmian
powierzchni na wskutek zachodzacej erozji, ma jeszcze
w duzej czesci zachowany ksztatt pierwotny. Stopien zmian
morfologii probek poddanych degradacji hydrolityczne;j
jest podobny do prébek, ktére degradowaty w srodowisku
wodnym zawierajgcym lipaze. Dopiero szczegétowa analiza
powierzchni pozostatych poréw tych probek, przy znacznym
powigkszeniu obrazu SEM, ujawnia ich bardziej ztozong,
porowatg strukture z obecnoscig wielu gtebokich kawern
i kanatow.

Obrazy SEM rusztowan wykonanych z terpolimeru L-LA/
GA/e-CL wykazujg znacznie wieksze skutki degradacji.
Po 112 dniach struktura tego materiatu ulegta praktycznie
catkowitej fragmentacji. W trakcie degradacji prowadzonej
w medium zawierajgcym lipaze wystepowata znacznie sil-
niejsza erozja powierzchni prébek, w poréwnaniu do czystej
degradacii hydrolitycznej. Swiadczg o tym zaobserwowane
roznice na zdjeciach mikroskopowych SEM, probki zde-
gradowane w obecnosci lipazy majg powierzchnie bardzo
porowatg i znacznie bardziej spekang.

Observation of morphology and surface pores

The surface of the 3-D scaffolds examined using a scan-
ning electron microscope SEM (FIG. 5 and 6).

Scanning electron microscope analysis of the scaffolds
has revealed changes of both the structure of the polymeric
material as well as the erosion of sample surface.

The scaffolds made from a terpolymer of L-LA/GA/
o-TMC despite the extensive surface erosion of polymer,
large weight loss of samples exhibited permanent shape
during incubation.

The changes in the morphology of the samples degraded
both via hydrolytic and enzymatic mechanism are similar,
however detailed analysis of the surface of the remaining
porous scaffolds at high magnification of SEM images re-
vealed the presence of many splits and cracks.

SEM images of the scaffolds made from a terpolymer of
L-LA/GA/e-CL showed a significant disintegration of these
samples after 112 days. During degradation carried out in
a medium containing lipase much stronger erosion of the
material resulting in increased porosity and occurring cracks
when compared to the samples degraded hydrolytically has
been observed.
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RYS. 5. Fotografie SEM przekroju rusztowania wykonanego z terpolimeru L-LA/GA/o-TMC: (a) przed degradacja,
(b) po 112 dniach degradaciji hydrolitycznej, (c) po 112 dniach degradacji enzymatyczne;.

FIG. 5. SEM cross-sectional images of the scaffold made from a terpolymer of L-LA/GA/o-TMC (a) before deg-
radation, (b) after 112 days of hydrolytic degradation, (c) after 112 days of enzymatic degradation.
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RYS. 6. Fotografie SEM przekroju rusztowania wykonanego z terpolimeru L-LA/GA/e-CL: a) przed degradacja,
(b) po 112 dniach degradacji hydrolitycznej, (c) po 112 dniach degradacji enzymatycznej.
FIG. 6. SEM cross-sectional images of the scaffold made from a terpolymer of L-LA/GA/e-CL, a) before degradation,
(b) after 112 days of hydrolytic degradation, (c) after 112 days of enzymatic degradation.

Whioski

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze
rusztowania komorkowe formowane z terpolimeréw L-laktyd/
glikolid/o-trimetyloweglan i L-laktyd/glikolid/e-kaprolakton
ulegajg degradacji hydrolitycznej in vitro, przy wyraznym
wptywie lipazy na jej przyspieszenie. Dodatek enzymu
powoduje silniejsze zmiany erozyjne, jakie zachodzg na
powierzchni poréow rusztowan, co powoduje nieco inne
zmiany morfologiczne w trakcie degradacji.

Rusztowanie z terpolimeru L-LA/GA/e-CL wykazato wyz-
szy ubytek masy podczas degradacji enzymatycznej, niz
podioze z terpolimeru L-LA/GA/o-TMC, za$ przyrost stopnia
O degradacji w wypadku obecnosci lipazy w poréwnaniu do
czystej degradacji hydrolitycznej byt znacznie wigkszy dla
terpolimeru zawierajgcego mikrobloki weglanowe.

Oba podtoza wykazywaty wysoka chtonnos¢ wody, niezalez-
nie od stopnia degradacji. Rusztowanie zawierajgce mikrobloki
weglanowe miato bardzo interesujgcy profil degradaciji cechu-
jacy sie stosunkowo matymi zmianami wtasnosci rusztowan,
jak i masy czgsteczkowej w trakcie pierwszych 2 tyg. hydrolizy.

Conclusions

Based on the obtained results some conclusion can be
drawn from the work. It was found that both terpolymers de-
graded hydrolytically and the rate of the degradation process
was dependent on the presence of an enzyme. The pres-
ence of the enzyme facilitates the erosion of scaffold surface.
Based on the measurements of sample weight loss, it looks
that the scaffold formed with terpolymer containing caproyl
units was more susceptible for enzymatic degradation. How-
ever the rate of degradation when comparing hydrolytic and
enzymatic mechanism is higher for the scaffold with o-TMC.
The water absorption was high for both types of scaffolds re-
gardless the time of degradation. From the tissue engineer-
ing point of view the slow degradation process of terpolymer
L-LA/GA/o-TMC during the first two weeks is very promising
because cells have enough time for migration, adhesion
and proliferation until the process of degradation is going to
start. Moreover, this time allows for the proliferation of cells,
transfer their nutrients and metabolites, as well as should
affect the vascularization process. The slow degradation of
the 3-D scaffolds after the period of about 40-50 days should
keep the balance between the rate of growth of the tissue
and the degradation time of the scaffold.
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Zjawisko to jest bardzo korzystne z punktu widzenia przy-
datnosci tych materiatéw dla hodowli komérek, powinno
przyczyni¢ sie do zwiekszenia ilosci osadzonych na tym
podtozu komérek i ich namnazania, do utatwienia dyfuzji
skfadnikéw odzywczych do osadzonych w porach komo-
rek oraz do przyspieszenia i utatwienia przebiegu procesu
unaczynienia. Powolny rozpad podtozy dopiero po okresie
okoto 40-50 dni powinien réwniez pozwoli¢ na wtasciwe
przerastanie degradujgcego rusztowania przez tworzgcg sie
tkanke, po implantacji. Stwierdzone wyrazne zwiekszenie
wptywu enzymu na przebieg degradacji badanych ruszto-
wan w poréwnaniu do degradacji folii czy grubosciennych
implantéw wykonanych z tego samego typu terpolimeréw
spowodowane jest znacznie wiekszg powierzchnig wtasciwg
tego materiatu [9,10].
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Narodowe Centrum Nauki.

Pismiennictwo

[1] Grolik M.M., Fiejdasz S.: Materiaty dla inzynierii tkankowe;.
Majowka Miodych Biomechanikéw, Ustron (2008)

[2] Chan B.P., Leog K.W.: Scaffolding in tissue engineering: general
approaches and tissue-specific considerations, Review, Eur Spine J
17(4) (2008) S467-S479.

[3] Kaznica A., Joachimiak R., Drewa T., Rawo T., Dreszczynski J.:
Nowe trendy w inzynierii tkankowej. Artroskopia i Chirurgia Stawow
3 (2007) 11-16.

[4] Albertsson A.C., Eklund M.: Influence of molecular structure
on the degradation mechanism of degradable polymers: In vitro
degradation of poly(trimethylene carbonate), poly(trimethylene
carbonate-co-caprolactone), and poly(adipic anhydride). J. Appl.
Polym. Sci. 57 (1995) 87-103.

[5] Dobrzynski P., Kasperczyk J., Janeczek H., Bero M.: Synthesis
of Biodegradable Copolymers with the Use of Low Toxic Zirconium
Compounds. 1. Copolymerization of Glycolide with t-Lactide Initiated
by Zr(Acac),. Macromolecules 34 (2001) 5090-5098.

[6] SmolaA., Pastusiak M., Dobrzynski P., Kasperczyk J., Sobota M.:
New semicrystalline bioresorbable materials with shape-memory
properties. Inzynieria Biomateriatéw / Engineering of Biomaterials
89-91 (2009) 82-87.

It has been proved the porous scaffolds and their high
specific area in the presence of the enzyme make these
materials more susceptible to degradation as compared to
solid, blown, extruded polymeric materials [9,10].

Acknowledgments

The work was performed within the framework of the
research project NCN 2011/01/B/ST5/06296 funded by the
National Science Centre.

References

[7] Smola A., Dobrzynski P., Cristea M., Kasperczyk J., Sobota M.,
Gebarowska K., Janeczek H.: Bioresorbable terpolymers based on
L-lactide, glycolide and trimethylene carbonate with shape memory
behaviour. Polymer Chemistry 5 (2014) 2442-2452.

[8] Dobrzynski P.: Synthesis of biodegradable copolymers with
low-toxicity zirconium compounds. lll. Synthesis and chain-micro-
structure analysis of terpolymer obtained from L-lactide, glycolide,
and e-caprolactone initiated by zirconium(lV) acetylacetonate.
J. Polym. Sci. Part. A 40 (2002) 3129-3143.

[9]Hu Y., He Y., Wei J., Fan Z., Dobrzynski P., Kasperczyk J., Bero M.,
Li S.: Hydrolytic Degradation of Glycolide/L-Lactide/e—Capro-
lactone Terpolymers Initiated by Zirconium(IV) Acetylacetonate.
J. Appl. Polym. Sci. 103 (2007) 2451-2456.

[10] Jaros A., Gebarowska K., Stojko J., Kasperczyk J., Smola A.:
Badania mechanizmu degradaciji in vivo terpolimeréw z pamiecia
ksztattu. Inzynieria Biomateriatow / Engineering of Biomaterials
106-108 (2011) 79-84.

19

“U)
©
¢
2
L
L=
<

M

G

[
[ ]
[ J
[
[
[
[ J
[ J
[ J
[
[ ]
(]
(]
[ J
[
(]
(]
(]
(]
(]
[ J
[ J
[ J
[ J
(]
(]
[ J
(]
(]
(]
(]
[ J
(]
(]
(]
(]
(]
[ J
(]
[ J
[ J
(]
N

E



20

OSZACOWANIE STABILIZACJI
Zt AMANIA TRZONU KOSCI
UDOWEJ PRZEZ PLYTKE
PRZYKOSTNA PRZY
WYKORZYSTANIU METODY
ELEMENTOW SKONCZONYCH

MARek S. Kozien', JAcek Lorkowski2, IWONA GORKA3,
MAGDALENA KORNAGA?, OLIWIA GRZEGOROWSKA*?,
ANDRzEJ KoTELA?, IRENEUSZ KOTELA?

" PoLITECHNIKA KRAKOWSKA, INSTYTUT MECHANIKI STOSOWANEJ,
AL. JANA Pawea Il 37, 31-864 Krakow

2 KLINIKA ORTOPEDII | TRAUMATOLOGII

CENTRALNEGO SzpPITALA KLINIcZNEGO MSW w WARSZAWIE

3 Panstwowa Wyzsza Szkota Zawobowa w Nowym Saczu,
INSTYTUT TECHNICZNY,

uL. ZAMENHOFA 1A, 33-300 Nowy Sacz

4 CENTRUM REHABILITACYJINE "ZDROWIE", KRAKOW

*E-MAIL: KOZIEN@MECH.PK.EDU.PL

Streszczenie

Ztamania koSci dtugich mogg byc¢ leczone na kilka
sposobow. Jednym z nich jest zastosowanie ptytki
przykostnej. Plytka zamocowywana do ko$ci umoz-
liwia przeprowadzenie leczenia, ale z drugiej strony
jest zrodtem powstawania dodatkowych naprezen
w obszarach gdzie jest ona przytwierdzona do kosci
za pomocg Srub. Warto$ci naprezen zalezg od roz-
miaru ptytki i Srub, miejsca zamocowan oraz obcigzen
zewnetrznych dziatajgcych na ko$c¢. Celem pracy byto
okreslenie przemieszczen kosci diugiej stabilizowanej
implantem przykostnym, szczegdlnie w rejonie ztama-
nia. Z uwagi na wykorzystang metode analizy przy
okazji oszacowano warto$ci naprezen wystepujgcych
w kosci. W oparciu o obrazy radiologiczne trzydziestu
leczonych chorych, wykonano analize obcigzen wyste-
pujgcych w przypadku ztaman o typie poprzecznym
i skosnym. Uzyskano potwierdzenie biomechanicznej
stabilno$ci ztamania przy stabilizacji nawet czasowej
co najmniej szescioma Srubami. Zwiekszenie liczby
Srub wptywa korzystnie na stabilizacje, szczegolnie
w przypadku ztaman skosnych. Liczba Srub jest jednak
ograniczona z uwagi na mozliwo$c¢ zniszczenia struk-
tury kosci. Symulacja zostata przeprowadzona metodg
elementéw skoriczonych przy zastosowaniu pakietu
komputerowego Ansys. Dla uproszczenia analiz oraz
w celu przetestowania mozliwo$ci wykorzystania
uproszczonego podejscia wykorzystany zostat mo-
del ptaski. Mozliwo$¢ zastosowania takiego modelu
w analizach uproszczonych wynika z faktu, ze najczes-
ciej Sruby mocujgce plytke do kosci rozmieszczane sg
wzdtuz jednej linii w przyblizeniu rownolegtej do osi
koSci. Wyniki analiz wskazujg, ze model ptaski wydaje
sie byc wystarczajgco doktadny do okotooperacyjnej
oceny sposobu stabilizacji ztamania, majgc na uwadze
krotki czas potrzebny do zbudowania modelu.

Stowa kluczowe: ztamanie, symulacja komputerowa,
kosc dtuga, metoda elementéw skoriczonych, analiza
naprezen

[Inzynieria Biomateriatéw 130 (2015) 20-26]
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Abstract

Long bone fractures can be treated in several ways.
One of them is using the paraosteal plate. The plate
mounted to a bone enables the therapy process, but it
can also be a source of extra stresses in the mounting
regions. Values of stresses depend on the plates’and
screws’ dimensions, number of screws, the mounting
place and external loads acting on the bone. The
aim of this paper was to determine displacements
of long bone stabilized by the paraosteal implant,
especially in the fracture area. Due to applied method
of analysis, the stresses value occurring in the bone
were also estimated. Based on radiological images of
thirty patients, an analysis of transverse and oblique
fractures burthen was performed. The biomechanical
fracture stabilization by even temporary stabilization
with at least six screws was confirmed. Increasing the
number of screws affects profitably the stabilization,
especially in the case of oblique fractures. Number of
screws is limited by possibility of damage of bone’s
structure. The simulation was performed using a finite
element method and application of the Ansys com-
puter package. In order to simplify the analysis and
to test the possibility of reduced attempt application,
the plane model was applied. Possibility of application
of such a model in simplified analyses is explained
by the fact that usually the screws mounting plate to
a bone are situated along one line parallel to the line
ofthe bone axis. Results of the analysis show, that the
plane model seems to be good enough to preoperative
estimation of the way of fracture stabilization due to

short time required to creation of the model.

Keywords: fracture, computer simulation, long bone,

finite element method, strength analysis

[Engineering of Biomaterials 130 (2015) 20-26]
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Ztamania kosci dtugich mogg by¢ leczone na kilka spo-
sobdéw. Jednym z nich jest zastosowanie ptyty przykostnej
np. Zespol. Do zadan ptyty nalezy przenoszenie obcigzen
z odtamu proksymalnego na dystalny i odwrotnie. Ptyty
powinny by¢ wystarczajgco sztywne, aby zapobiec prze-
mieszczeniom odtamoéw kostnych. Najwazniejszym celem
zastosowania ptyt pozostaje zapewnienie optymalnych
warunkow do szybkiego i prawidtowego zrostu kostnego [1].

Jedng z powszechnie stosownych metod przyblizonego
rozwigzywania problemow mechaniki ciat odksztatcalnych,
majgcych szerokie zastosowanie w projektowaniu kon-
strukgji jest metoda elementéw skonczonych — MES [2,3].
W ostatnich dziesigtkach lat coraz czesciej metode te stosu-
je sie do symulacji zagadnien szeroko rozumianej biomecha-
niki, w tym analiz wytrzymatosciowych pojedynczych kosci,
stawow [4-10], segmentow kregostupa [11], zebow wraz
z wypetnieniami [4]. Autorzy stosowali wczesniej MES do sy-
mulacji odksztatcen kosci strzatkowej i piszczelowej przy ich
leczeniu [6,7] oraz do wyznaczania naprezen w rzepce [12].
Zasadniczym problemem analiz ilosciowych metody do ana-
liz wytrzymatosciowych kosci jest opis wtasnosci materiatu,
z jakiego zbudowana jest kos¢. Materiat ten cechuje sie nie-
jednorodnoscig i zwykle nieizotropowoscia (w szczegolnosci
brakiem ortotropii). Dla przypadku kosci dtugich wigze sie to
z budowg wewnetrzng w postaci nieregularnych beleczek
kostnych, ktore jednak w skali makro tworzg okreslone
tuki najczesciej wzdtuz linii kierunkéw naprezen gtéwnych
(np. tuki gotyckie w obrebie konca blizszego kosci udowej).
Ponadto warstwa korowa kosci ma inng budowe i wkasno$ci
mechaniczne. Powoduje to trudno$¢ w wyodrebnieniu tak
zwanego reprezentatywnego elementu objetosciowego
(RVE), a w spojrzeniu szerszym trudno$¢ w homogenizaciji
materiatu kosci. Mimo wspomnianych ograniczen od wielu lat
dokonywane sg proby symulacji odpowiedzi kosci dtugich na
obcigzenia zewnetrzne przy zastosowaniu modeli wytrzyma-
tosci materiatow, a szerzej mechaniki ciat odksztatcalnych.
W tym celu budowane sg modele MES zaréwno o charak-
terze ptaskim jak i przestrzennym.

Celem pracy jest okreslenie przemieszczen kosci diu-
giej stabilizowanej implantem przykostnym, szczegdlnie
W rejonie ztamania, przy zastosowaniu roznej liczby $rub
mocujgcych oraz doborze najlepszego rozwigzania mozli-
wego do zastosowania w procesie leczenia.

Materiat i metodyka

W oparciu o obrazy radiologiczne reprezentatywnej grupy
trzydziestu chorych, wykonane w projekcji przednio-tylnej
uzyskano wzorcowy model przekroju czotowego kosci
udowej, przechodzacy przez srodek glowy kosci udowe;j.

Rozwazono przypadki ztamania o typie skosnym (dwa
przypadki réznigce sie katem ztamania tj. 30°, 45°) i zta-
mania poprzecznego (0°). Zastosowano analize MES typu
ptaskiego, jako jeden z przekrojoéw kosci wybierajgc przekroj
czotowy kosci udowej. Symulacje wykonano przy wykorzy-
staniu pakietu komputerowego Ansys.

Aby dokona¢ doktadnej analizy odksztatcen i naprezen
wystepujgcych podczas leczenia badanych ztaman nalezato
zbudowac przestrzenny model kosci udowej i na jego podsta-
wie wykona¢ poszczegdlne symulacje. W celu przetestowa-
nia modelu uproszczonego oraz majgc na uwadze charakter
wstepny analizy wptywu zastosowanego implantu, a w szcze-
golnosci sposobu jego zamocowania do kosci, w prezento-
wanej pracy rozwazono jedynie analize przeprowadzong dla
przekroju czotowego kosci przy zastosowaniu modelu ptaskie-
go uktadu. Model MES kosci wraz z ptytkg stabilizujacg oraz
sposéb zamodelowania ztaman przedstawiono na RYS. 1.

Introduction

Long bone fractures can be treated in several ways. One
of them is using the paraosteal plate, e.g. Zespol. The plate’s
task is to transfer the load from proximal to distal fraction
and vice versa. Plates should be inflexible enough to prevent
fraction displacements. The most important purpose of us-
ing it, is to ensure optimal conditions for rapid and proper
bone healing [1].

One of the commonly used methods of approximate
strength problem solving in solid mechanics, having wide
application in the design of the structure is a finite element
method (FEM) [2,3]. In recent decades more and more
often it has been used to simulate issues of broad under-
stood biomechanics, including strength analysis of single
bones, joints [4-10], spine segments [11], teeth with fillings
[4]. AFEM method was earlier used by authors to simulate
fibula and tibia deformations during treatment [6,7] and to
set down the stress in kneecap [12]. The main quantita-
tive analysis problem of the method used to bone strength
analysis, is a material properties description, of which the
bone is built. This material is non-homogeneous and usu-
ally anisotropic (especially non-orthotropic). In the case of
long bones it is connected with the internal structure in the
form of irregular trabeculae, which, however, in the macro
scale create defined arches. Most frequently along the
line of the main stress directions (e.g. gothic arches within
the proximal femur). Moreover, the bone cortical layer has
different structure and mechanical properties. It results
in difficulties to identify the so called representative volume
element (RVE), and, in the wider look, also a difficulty
in homogenizing the bone material. Despite mentioned
limitations, for many years, attempts have been made to
simulate the response of the long bones to external loads
using models of material strength, and wider - solid mechan-
ics. In order to achieve this goal, both kinds of FEM model
are built: plane or volume.

The aim of this study is to determine displacement of the
long bone stabilized by the paraosteal implant, especially
in the region of fracture, using different amounts of fixing
screws and choosing the best solution that would be pos-
sible to use in the treatment process.

Methods

Based on radiological images of thirty representative
patients, that were made in the anterior-posterior projec-
tion, the reference model of the femur frontal section view,
passing through the centre of femoral head, was made.

Cases of oblique fractures (two different cases for frac-
tures: 30°, 45°) and transverse fracture (0°) were concerned.
Aplane FEM analysis was used, choosing the femur frontal
section as one of the bone sections. Simulations using
computer package Ansys were performed.

To make an exact deformation and stress analysis,
which occur during fracture treatment, a three-dimensional
femur model was built, to perform particular simulations on
its basis. In order to simplify the analysis and to test the
possibility of reduced attempt application, only the frontal
section of the bone analysis using plane FEM was consid-
ered in presented analysis. The nature of initial impact of
implant used, especially its attachment to the bone were
analysed. The model of the bone with paraosteal plate
and form of modelling of fractures are presented in FIG. 1.
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RYS. 1. Model MES kosci udowej wraz ze stabilizatorem dla ztamania prostego (a), skosnego pod katem 30° (b)

i skosnego pod katem 45° (c).

FIG. 1. FEM model of a bone with mounted plate stabilizer for different types of fractures: transverse (0°) — (a),

oblique (30°) — (b) and oblique (45°) — (c).

Z uwagi na przyjety model ptaski zatozono, ze sruby mocuja-
ce ptytke stabilizujgcg potozone sg w ptaszczyznie przekroju
kosci. Mozliwos$¢ zastosowania takiego modelu w analizach
uproszczonych wynika z faktu, ze najczesciej Sruby mocu-
jace plytke do kosci rozmieszczane sg wzdtuz jednej linii
w przyblizeniu rownolegtej do osi kosci. Ponadto przyjeto, ze
Sruby tworzg integralng cato$¢ zaréwno z koscig w obszarze
kontaktu (z uwagi na gwint) jak tez i z ptytkg w obszarze
kontaktu (z uwagi na dopasowanie $rednicy otwordéw i Sruby
w trakcie przygotowywania ptytki do montazu). Zatozono tez,
ze obszar kontaktu pomiedzy ptytkg a koscig jest swobodny,
€0 0znacza ze nie wprowadzono w modelu MES elementéw
kontaktowych, a w praktyce, ze cate obcigzenie w miejscu
ztamania przenoszone jest przez ptytke wraz ze Srubami.

Obcigzenie kosci w stawie biodrowym zamodelowano
poprzez wprowadzenie sit zewnetrznych o charakterze
statycznym dziatajgcych na wybranym fragmencie osi
o kierunku pionowym modelujgcym obcigzenie analogiczne
do standardowego ciezaru cztowieka bgdz o kierunku pio-
nowym modelujgcym obcigzenie rowne cigzarowi cztowieka
z dodatkowymi sitami dziatajgcymi w ptaszczyznie czotowej
w kierunku dobocznym bgdz doprzysrodkowym (RYS. 2a)
w wyniku przecigzenia zewnetrznego. Sposéb podparcia
kosci w stawie kolanowym zamodelowano poprzez za-
blokowanie przemieszczen na wybranym fragmencie osi
(RYS. 2b).

Do analiz wzieto ko$¢ udowg o dtugosci 700 mm.
Materiat kosci zamodelowano jako jednorodny i izotropowy
o wiasnosciach: E = 15 GPa, v = 0,29. Kos¢ stabilizowana
jest przez stalowg ptytke o grubosci 9 mm i dtugosci zmien-
nej w zakresie od 100 mm do 150 mm w zaleznosci od
liczby i ustawienia $rub mocujgcych dang ptytke. Srednica
kazdej ze Srub wynosi 3,5 mm, ich dtugos¢ dobrana jest
do srednicy kosci. Odlegtos¢ ptytki od kosci wynosi 5 mm.

Due to used plane model it was assumed that the screws
mounting the paraosteal plate are situated in the plane of
the cross-section of the bone. Possibility of application of
such model in simplified analyses is explained by the fact
that usually the screws mounting plate to a bone are situated
along one line parallel to the line of the bone axis. Moreover
it was assumed that the screws are integral with a bone in
region of contact (due to thread) and with a plate in region
of contact (due do matching of the diameters of holes and
diameter of screws during individual preparing of the plate
to its mounting). Moreover, it was assumed that contact
between plate and bone is free. It means that no contact
FEM elements were used. It means that in practice the whole
loading in place of fracture are acting on plate with screws.

The load of the bone in the hip joint was modelled by
inserting static external forces, operating on the selected
axis fragment of the vertical direction. This approach enabled
the load modeling by analogy to the standard weight of the
man (FIG. 2 a). We have also used the vertical direction,
modeling the load equal to the standard weight of the man
with additional forces acting in the frontal plane lateral and
medial as a result of external overload. The way of the bone
support in the knee joint was modelled by blocking the dis-
placements on the selected fragment of the axis (FIG. 2 b).

A 700 mm long femur was taken to the analysis. The bone
material was modelled as homogeneous and isotropic with
the following properties: E = 15 GPa, v = 0.29. The bone is
stabilized by a 9 mm thick steel plate, which length ranging
from 100 mm to 150 mm, depending on the amount and
setting of screws, which were used for plate fixation. The
diameter of each screw is 3.5 mm, their length is fitted to
the diameter of the bone. The distance to the bone is 5 mm.
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RYS. 2. Model MES obcigzenia zewnetrznego (a) i warunkéw brzegowych (b).
FIG. 2. FEM models of external loadings (a) and boundary conditions (b).

Przyjeto, ze stabilizatory i Sruby wykonane sg z jednorodne;j
i izotropowej stali o wtasnosciach: E = 210 GPa, v = 0,29.
Obliczenia zostaly wykonane przy zastosowaniu pakietu
komputerowego metody elementéw skonczonych Ansys.
Struktury byly zamodelowane przy wykorzystaniu dwuwy-
miarowych elementéw strukturalnych plane42 pracujgcych
w zakresie ptaskiego stanu naprezen.

Ztamanie proste kosci zamodelowano w postaci przerwy
w materiale kosci o szerokosci 3 mm. Zatozono, istnienie
przerwania ciggtosci struktury koéci oraz niewielkich jej
ubytkow. Tak duza warto$¢ odlegtos$ci spowodowana byta
czestym brakiem drobnych fragmentéw kostnych korelujg-
cym z brakiem zastosowania elementdéw skohczonych typu
kontaktowego w tym obszarze i konieczno$ci spetnienia wa-
runku nie zachodzenia na siebie analizowanych obszaréw
wskutek odksztatcenia kosci. Analogicznie zamodelowano
ztamanie sko$ne o kacie nachylenia szczeliny ztamania 30°
i 45°. Rozwazono obcigzenie pionowe o catkowitej warto-
$ci 500 N oraz obcigzenie poziome o catkowitej wartosci
50 N, dziatajgce alternatywnie dobocznie i doprzy$rodkowo
w ptaszczyznie czotowej. Rozwazono przypadki stabilizacji
z uzyciem 2 - 8 srub.

Wyniki

Przeprowadzone symulacje dla ztamania poprzecznego
oraz ztaman skosnych prowadzg do nastepujgcych obserwa-
cji. W przypadku ztaman poprzecznych lub skosnych o kacie
nachylenia szczeliny ztamania 30° przy zastosowaniu 4 lub
wiecej $rub najwieksze przemieszczenia wzgledne fragmen-
toéw ztamanej kosci pojawiajg sie przy obcigzaniu jednobie-
gunowo. Zmniejszenie ilosci Srub zwieksza przemieszczenia
wzgledne. Jedna Sruba umocowana w danym odtamie kosci,
nie jest w stanie utrzymac w stabilnym potozeniu odtamoéw
kostnych, nawet czasowo. Zwiekszenie liczby srub ma
korzystny wptyw réwniez na oszacowany rozktad naprezen
i utrzymanie stabilnosci w catym uktadzie, tworzonym przez
kosc¢ i ptytke ze Srubami. Podczas zastosowania co najmniej
6 srub rozkiad naprezen uktada sie podobnie przy ztama-
niach poprzecznych i skosnych 30° i 45°. Zastosowanie
wigkszej liczby $rub ma korzystny wptyw na réwnomierny
rozklad naprezen. Na RYS. 3 pokazano przyktadowag mape
sumy przemieszczen (a) oraz naprezen zastepczych von Mi-
sesa (b) w przypadku ztamania skosnego o kacie 45° i uzycia
stabilizatora o szesciu $rubach dla kosci obcigzonej jedynie
sitg pionowg o wartosci 500 N. Dokonane symulacje pokazu-
ja, ze na zachowanie uktadu poza obcigzeniami pionowymi,
majg réwniez wptyw sity dziatajgce w ptaszczyznie poziome;j.

It was assumed, that the stabilizers and screws were
made of homogeneous and isotropic steel with properties:
E =210 GPa, v = 0.29. Analyses were performed by appli-
cation of the finite element package Ansys. The structures
were modelled by 2D structural solid element plane42 with
the option of the plane stress analysis.

The simple bone fracture was modelled as a 3 mm wide
gap in the bone material. An existence of the bone structure
disruptions and small cavities were assumed. Such a large
distance value was caused by a frequent lack of small bone
fragments correlated with the lack of application of the con-
tact type finite elements in this area, and also the necessity
to meet the condition of no overlapping analyzed areas as
a bones’ deformation result. Similarly, oblique fractures
of the fracture gap angle of 30° and 45° were modelled.
A total vertical load of 500 N and a total horizontal load of
50 N acting alternatively lateral and medial in the frontal
section were considered, as well as stabilization cases
with 2 - 8 screws.

Results

Simulations that were made for the transverse and
oblique fractures lead to the following observations. In the
case of transverse or oblique fractures with the fracture gap
angle of 30°, by using four or more screws, the higher rela-
tive displacements of the bone’s parts appears with unipolar
loading. Reducing the number of screws increases the rela-
tive displacements. One screw fastened in one particular
bone fragment is not able to maintain stable position of the
bone fragments, even temporarily. The increasing number of
screws has a beneficial effect on the estimated stress distri-
bution and stability in the whole system, formed by the bone
and the plate with screws. By using at least 6 screws, the
stress distribution is similar in both: transverse and oblique
fractures 30° and 45°. The application of higher number of
screws has a beneficial effect on the homogeneous stress
distribution. In FIG. 3 there were shown exemplary map sum
of displacements (a) and equivalent von Mises stress (b)
for the case of oblique fracture with the fracture gap angle
of 45°, using the plate with six screws and for bone loaded
only by vertical force of 500 N. The simulation shows that
the behaviour of the system beyond the vertical loads, is
also influenced by the forces acting in horizontal plane.
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RYS. 3. Mapa wartosci przemieszczen (a) i naprezen zastepczych von Misesa przy symulacji ztamania uko$nego
pod katem 45° (b), przy uzyciu stabilizatora o szesciu srubach i obciazeniu jedynie sita pionowa o catkowitej

wartosci 500 N.

FIG. 3. Maps of displacements (a) and equivalent von Mises stress (b) for oblique fracture (45°), stabilizer with

six screws and bone loaded by vertical force of 500 N.
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RYS. 4. Mapa wartosci przemieszczen przy symulacji ztamania ukosnego pod katem 45°, przy uzyciu stabili-
zatora o szesciu srubach i obcigzeniu sitg pionowa o catkowitej wartosci 500 N oraz sitg poziomg o catkowitej

wartosci 50 N dziatajaca w lewo (a) i w prawo (b).

FIG. 4. Maps of displacements for oblique fracture (45°), stabilizer with six screws, bone loaded by vertical force
of 500 N and horizontal force of 50 N acting to left (a) and to right (b).

Zwrot takich sit ma istotne znaczenie na rozktad naprezen na
ptytce. Sity zwrdcone zgodnie ze zwrotem osi X, w strone pio-
nowej osi ciata, majg niekorzystny wptyw na uktad obcigzen,
awiec i proces leczenia. Sity takie powodujg, ze zastosowany
implant nie jest w stanie utrzymac czgsci ztamanej kosci bez
niekorzystnych odksztatcen w obszarze ztamania. Gérny
odtam ztamanej kosci, naktada sie na dolny, przy przyjetych
typach elementéw skonczonych. Oznacza to w praktyce
powstanie dodatkowych naprezen w obszarze ztamania.
Natomiast niewielkie sity zwrdcone odwrotnie na osi x, nie
majg tak negatywnego wptywu na interakcje w obrebie ze-
spolenia i szczeliny ztamania. Na RYS. 4 pokazano wptyw
dziatania sit obcigzenia poziomego na przemieszczenia
kosci w postaci mapy sumy przemieszczen. Pokazano przy-
padek ztamania skosnego o kacie 45°, uzycia stabilizatora
0 szesciu Srubach dla kosci obcigzonej sitg pionowg o war-
tosci 500 N oraz sitg o wartosci 50 N dziatajgcg poziomo
alternatywnie w dwoch kierunkach. Mapy te warto porownac
z RYS. 3a, na ktorym przestawiono te same mapy dla przy-
padku bez obcigzenia poziomego.

The turn of such forces is important to stress distribution
on the plate. Forces turned in accordance with the turn of
x-axis, towards the vertical body axis, have an adverse ef-
fect on the load system, and thus the healing process. Such
forces cause, that the implant used, is not able to maintain
the part of broken bone without adverse deformations in the
fracture. The superior fragment of the broken bone overlaps
the inferior one by established types of finite elements.
In practice it means, that additional stresses in the fracture
occur. In contrast, the opposite small forces on the x-axis
do not have such negative influence on an interaction of
the fusion and the fracture gap. In FIG. 4 the influence
of the horizontal force on bone’s displacements in the form
of map sum of displacements was shown. It were shown
the two cases of oblique fracture with the fracture gap angle
of 45°, using plate with six screws loaded by vertical force
of 500 N and horizontal force acting separately in two direc-
tions. The maps may be compared with this from FIG. 3a
obtained for the case without horizontal load.
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Dyskusja

Metoda elementéw skonczonych jest powszechnie sto-
sowang metodg we wspotczesnej mechanice ciat odksztat-
calnych. Stuzy ona do znajdowania rozwigzan przyblizonych
- lecz wystarczajgco doktadnych — zagadnieh w wytrzyma-
tosci materiatéw [2,3]. W celu zbudowania poprawnego
modelu odpowiednie zatozenia dotyczace:

- typu modelu ciata odksztatcalnego (typu zastosowanego
elementu skohczonego),

- stosowanego opisu materiatu (rownania konstytutywne),
- zamodelowania sposobdéw podparcia elementéw
(warunki brzegowe),

- zamodelowania obcigzen zewnetrznych musza by¢ zde-
finiowane i zastosowane.

Pozwala to na przeprowadzenie analizy wytrzymatoscio-
wej wybranego elementu strukturalnego, w szczegoélnosci
ukfadu kosc¢/staw.

Zasadniczym ograniczeniem w zastosowaniu MES do
analiz o charakterze iloSciowym jest trudnos¢ zamodelowa-
nia wtasnosci mechanicznych kosci (niejednorodnosc, brak
izotropii). Kolejng trudnoscig jest uogdlnione (nieosobnicze)
zamodelowanie geometrii ko$ci w ujeciu przestrzennym
wraz z zamodelowaniem warunkéw brzegowych (interakcji
z sgsiednimi ko$s¢mi w stawach) oraz zamodelowania ob-
cigzen zewnetrznych, réwniez o charakterze incydentalnym.

W oparciu o przedstawione analizy mozna stwierdzi¢,
ze bazujgc na metodzie elementéw skonczonych mozliwe
jest zbudowanie prostego, lecz wystarczajgco doktadnego
z punktu widzenia stawianego celu, dwuwymiarowego (pta-
skiego) modelu kosci udowej (w odréznieniu od powszech-
nie stosowanych obecnie modeli tréjwymiarowych, ktérych
utworzenie wymaga czasu, a precyzja modelowania nie jest
oczywista z uwagi ma modelowanie ksztattow, wtasnosci
materiatowych i warunkéw brzegowych). Wyniki analiz
pozwalajg na okreslenie przemieszczen (i pomocniczo
naprezen) wystepujgcych w ptytce i Srubach mocujgcych,
a przede wszystkim w rejonie ztamania.

Rezultaty analiz wskazujg na istotne znaczenie liczby za-
stosowanych srub mocujgcych. W przypadku zamocowania
ptytki stalowej na dwoch srubach kos¢ ulega z jednej strony
wiekszemu rozwarciu, a w kosci wystepujg koncentracje
naprezen blisko rejonu ztamania. W przypadku zwigksze-
nia liczby $rub przemieszczenia wzgledne fragmentow
ztamanej kosci zmniejszajg sie. Juz przy mocowaniu przy
wykorzystaniu czerech srubach widac, ze obcigzenia prze-
noszone sg bardziej przez ptytke i zmniejsza sie rozwarcie
ztamania. Najbardziej optymalnym z tego punktu widzenia
rozwigzaniem jest zastosowanie ptytki zamocowanej przy
uzyciu szesciu $rub. Dalsze zwiekszanie liczby Srub jest
jednak ograniczone z uwagi na naruszenie struktury kosci.

W niniejszej pracy ograniczono sie do zastosowania
modelu ptaskiego. Model ten moze by¢ rozszerzony na
model przestrzenny, co zwigekszytoby doktadnos¢ analizy
w sensie ilosciowym. Rozszerzeniem analiz moze by¢
réwniez wziecie pod uwage stabilizatora o innych rozmia-
rach, bgdz mocowanego przy zastosowaniu $rub o innych
Srednicach, rozmieszczonych inaczej niz wzdtuz jednej
linii, badZz wykonanych z innego materiatu. Mozna réwniez
zasymulowac inne rodzaje i wartosci obcigzen. W doktad-
niejszych analizach o charakterze ilosciowym nalezatby
réwniez zwroci¢ uwage na modelowanie materiatu kosci
oraz posta¢ hipotezy wytezeniowej [4,13]. Zastosowanie
modelu ptaskiego pomimo watpliwosci przedstawianych
w literaturze wydaje sie sensowne z punktu widzenia klinicz-
nego, pozwala bowiem na szybkg okotooperacyjng analize
i stworzenie modelu dziatania chirurgicznego.

Discussion

The finite element method is commonly used in contem-
porary applied solid mechanics. The method is sufficiently
accurate to approximate, strength analysis of materials
[2,3]. For building appropriate model the suitable assump-
tions concerning:

- type of applied model of solid body (type of used finite
element),

- adequate description of the material (constitutive equa-
tions),

- the element support modelling (boundary conditions),

- modelling the external loads must be defined and applied.

It allows to make the chosen structural element strength
analysis, in particular the bone/anastomosis system.

The fundamental limitation in using FEM for quantitative
analysis is the difficulty in mechanical bone properties mod-
elling (non-homogeneity, anisotropy). Another difficulty is the
general (not individual) modelling of the three dimensional
bone geometry, including boundary conditions (interactions
with next bones in joints) and modelling the external loads,
also with incidental nature.

Based on presented analysis, it can be concluded, that
it is possible to create a simple, but good enough from the
formulated aim, plane finite element model of femur bone
(alternate to commonly used three dimensional ones, which
building is time consuming and the obtained precision of
modelling is not obvious due to problems with modelling of
shapes, material properties and boundary condition). The
results can be helpful to determine displacements (and
by the occasion stresses) occurring in the plate and fixing
screws materials, and mainly in region of bone fracture.

The results indicate the importance of the number of
fixing screws. In the case of fixing the steel plate using two
screws, the bone becomes more divergent on one side, and
there is a stress concentration near the fracture area. When
more screws are used, relative displacements of parts of
fractured bone decreases. By using only four screws it can
be seen, that the load is transferred more by the plate and
the opening of fracture fissure decreases. The most optimal
seems to be the use of the plate fixed by six screws. Higher
number of screws are limited by possibility of damage of
bone’s structure.

The presented work is limited to the plane model. It can
be extended to the three-dimensional model, which would
increase the analysis precision in quantitative meaning.
A stabilizer with different diameters, fixed with different
diameters screws, located in the other way than along one
line and made of different material, could also be taken
into consideration as an analysis extension. Other types
and values of the loads can be simulated. In more detailed
quantitative analysis also bone material modelling and form
of the equivalent stress should be taken into account [4,13].
Using the plane model, despite doubts presented in the
literature, seems to make sense from the clinical point of
view, as it allows quick perioperative analysis and creating
the model of surgical action.
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obcigzenia, ktorych wielkosci przekraczajg wytrzymatosé
mechaniczng uktadu stabilizator - kosci. Rodzaj ztamania,
jego postac i charakter zalezg od wielu czynnikéw, analo-
gicznie wytrzymatos¢ struktury biomechanicznej powstatej
w wyniku stabilizacji ztamania. Decydujgce znaczenie ma
rodzaj, kierunek i wielko$¢ dziatajgcych sit. Ewentualne po-
wtorne uszkodzenie kosci bgdz zespolenia zalezy réwniez
od stanu uktadu kostnego, zwigzanego z wiekiem i zdrowiem
cztowieka. W okresie rozwojowym pojawiajg sie ztamania
podokostnowe typu zielonej gatgzki. Sg to ztamania bardziej
stabilne, z dodatkowym "stabilizatorem wewnetrznym" jakim
jest okostna. Natomiast u oséb starszych ztamania osteo-
porotyczne wieloodtamowe nie majg tego typu dodatkowej
stabilizacji [14]. Nakfada sie na to inny metabolizm kosci.

Z wytrzymatosciowego punktu widzenia mozna posta-
wi¢ zagadnienie doboru wielko$ci stabilizatora oraz liczby
i Srednicy zastosowanych $rub mocujgcych. Zwykle dobér
ten dokonywany jest przez lekarza majgc na wzgledzie jego
doswiadczenie kliniczne, rodzaj ztamania oraz wielko$¢
kosci. W niniejszej pracy dokonano symulacji interakcji
stabilizatora ze ztamang koscig, majgc na uwadze rézng
liczbe zastosowanych srub mocujgcych, z punktu widzenia
stabilizacji ztamania, okreslajgc powstate przemieszczenia
przy wybranych obcigzeniach zewnetrznych kosci w zakre-
sie statycznym.

Whniosek

Ptaski model MES wydaje sie by¢ korzystnym do oko-
tooperacyjnej oceny sposobu stabilizacji ztamania. Jego
zastosowanie jest zalecane i uzasadnione w niektérych
przypadkach leczenia przez krétki czas wymagany do jego
powstania.
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Muscles acting on relatively long levers, in the case of
long bone fractures create excessive stresses, which size
exceeds the mechanical strength of the stabilizer, which is
the bone structure. The fracture type, its form and feature
depend on many factors, and so does the strength of bio-
mechanical structure resulting from the stabilization of the
fracture. The type, direction and size of acting forces are
critical. Possible second bone or anastomosis damage de-
pend on the state of skeletal system, connected with the age
and health of the man. In the juvenility greenstick fractures
appear. Subperiosteal fractures are more stable, with an ad-
ditional, internal stabilizer, which is periosteum. In contrast,
osteoporotic fractures leading to multiple fractures in elderly
people, do not have this type of additional stabilization [14].
It is due to a different metabolism in the bones.

From the point of view of the strength, an issue of the
stabilizer’s size selection and the fixing screws diameter can
be raised. This selection is usually made by the doctor, tak-
ing into consideration his/her experience, type of the fracture
and the size of the bone. In this research the simulation of
interaction between stabilizer and bone was made, taking
into account different number of screws, from the point of
view of stabilization effect, determining simulated displace-
ments by chosen external loads of the bone in a static range.

Conclusion

The plane FEM model seems to be favourable to periop-
erative estimation of fracture stabilization way. Its application
is justified and recommended in some cases by short time
required to create the model.
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Streszczenie

Od bardzo dawna skéra jest miejscem aplikacji
kosmetykéw i lekéw dermatologicznych. Obecnie
mozna zauwazy¢ coraz wieksze zainteresowanie
preparatami aplikowanymi na skére w celu lecze-
nia, czy uzyskania dobrego efektu kosmetycznego.
Dziatanie lekoéw podawanych na powierzchnie skory
nie ogranicza sie tylko do jej obszardw, ale dzieki
wchtanianiu substancji leczniczych przez nig lek moze
dotrze¢ do gtebiej potozonych tkanek lub do krwiobie-
gu. Podobnie preparaty kosmetyczne mogg dziata¢
w obrebie warstw naskorka jak rowniez skory wtasci-
wej oraz przedostawac sie do krwiobiegu. Liposomy
sg to pecherzyki, ktére otoczone sg podwdjng warstwag
lipidowg. Powstajg one samoistnie z fosfolipidéw
w Srodowisku wodnym i sg wypetnione niewielkg
iloscig roztworu wodnego, z ktérego powstajg.
Posiadajg wiele pozytywnych wtasciwosci na przyktad:
mogg przenosi¢ zarbwno wode jak i rozpuszczalne
w lipidach leki, mogg zawiera¢ micro i makro molekuty,
zapewniajg dtugotrwate uwalnianie i ukierunkowane
dostarczanie leku oraz docelowe dostarczenie leku
w Srodowisku nieprzyjaznym, stabilizujg biodegra-
dowalne leki i zwigzki aktywne zapewniajgc ochrone
przed utlenianiem, poprawiajg stabilizacje protein
i mogag byc¢ aplikowane do organizmu poprzez wiele
drég dostarczania. Liposomy znalazty swoje zastoso-
wanie w wielu dziedzinach, takich jak biotechnologia,
mikrobiologia oraz w przemysle kosmetycznym, far-
maceutycznym i spozywczym. Ponadto osiggniecia
nanomedycyny sg przefomowe w przenoszeniu lekow,
a wszechstronno$c liposomoéw spowodowata wzrost
ich uzycia w wielu dziedzinach medycyny, takich jak
diagnoza i terapia.

Stowa kluczowe: liposomy, stratum corneum, dyfuzja
przezskérna

[Inzynieria Biomateriatow 130 (2015) 27-39]
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Abstract

Since ancient times cosmetics and dermatological
medicines have been applied to the skin. Presently
growing interest in topical administration in order to
achieve therapeutic or good cosmetic effects can be
noticed. Effectiveness of medicines topically applied is
not limited only to the skin, but due to the absorption
of medical substances, the drug can reach subder-
mal tissues or circulatory system. Similarly, active
substances in cosmetic can act both within epidermis
and dermis layers, and can enter the bloodstream.
Liposomes are vesicles which are surrounded by
a lipid bilayer. They are created spontaneously from
phospholipids in aqueous environment and they are
filled with a small amount of aqueous solution of hy-
drophilic active substances. Incorporation of micro and
macro molecules in liposomes provides stabilization,
constant release during the time unit and targeted
drug delivery in hostile environment. Biodegradable
drugs protected from oxidation improve protein sta-
bilization and can be administered through various
routes. Liposomes are used in numerous applications,
including cosmetics and biotechnology, microbiology,
and also pharmaceutical and food industry. Moreover,
nanomedicine developments are crucial for carrying
drugs, and liposomes versatility leads to increase in
their application in medical fields, like diagnosis and
therapy.

Keywords: liposome, stratum corneum, transdermal
diffusion

[Engineering of Biomaterials 130 (2015) 27-39]

Introduction

Skin as an application area of cosmetic and therapy
preparations

The skin, essentially its outermost layer (stratum cor-
neum), protects underlying tissue from dehydration, me-
chanical and chemical stress, viral, bacterial and fungal
infections, and UV radiation. The skin is the largest organ of
the human body, with the area of up to 2 m?, weight of up to
20 kg, and thickness varying from 1 mm to 4 mm, depend-
ing on the age and place. It is composed of three layers
(subcutaneous tissue, dermis and epidermis) and append-
ages of skin (hair follicles, sweat and sebaceous glands).
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Wprowadzenie

Skoéra jako miejsce aplikacyjne preparatow
kosmetycznych i leczniczych

Skora, a przede wszystkim zewnetrzna warstwa zrogo-
waciata (stratum corneum) chroni przed nadmierng utratg
wody z organizmu, urazami mechanicznymi, zakazeniem
wirusami, bakteriami i grzybami, nadmiernym dziataniem
UV oraz zapobiega wnikaniu zwigzkéw chemicznych ze $ro-
dowiska. Skora jest najwiekszym narzadem ludzkiego ciata,
ktorego powierzchnia dochodzi do 2 m?, a masa do 20 kg.
Grubos$¢, w zaleznosci od wieku i miejsca wystepowania,
wynosi od 1-4 mm. Zbudowana jest z trzech warstw (tkanki
podskornej, skory wtasciwej i naskorka) oraz przydatkow
skoérnych (mieszkéw wiosowych, gruczotéw potowych i to-
jowych). Pemni wiele waznych funkcji, tgczac ciato cztowieka
ze $srodowiskiem zewnetrznym, a jednoczesnie izolujac je od
niego. Wnikanie wody, czy niskoczgsteczkowych substancji
hydrofilowych przez skoére jest powolne i utrudnione lecz
mozliwe. Wzrost ciezaru czgsteczkowego substancji polar-
nych uniemozliwia ich przenikanie. Znacznie mniej odporna
natomiast jest skéra na dziatanie zwigzkow lipofilnych, ktére
dobrze wnikajg i dyfundujg do skéry wiasciwej. W skérze
wiasciwej mozemy wyrézni¢ dwie warstwy brodawkowg
(stratum papillare) i siateczkowg (stratum reticulare). Gtow-
nymi elementami wchodzgcymi w skiad skory wiasciwej sg
fibroblasty (komorki tkanki tgcznej, ktére wytwarzajg biatka
fibrylarne - kolagen i elastyne), makrofagi, komorki tuczne,
limfocyty oraz liczne naczynia krwionosne i zakonczenia
nerwowe. Biatka fibrylarne oraz komorki skéry witasciwej sg
osadzone w bardzo uwodnionej macierzy zewngtrzkomor-
kowej, w sktad ktorej wchodzg glikozaminoglikany (GAG).
Glikozaminoglikany, do ktérych zaliczane sg miedzy innymi
siarczan chondroityny i kwas hialuronowy (HA) nalezg do
polianionéw. Makroczagsteczki te posiadajg wtasciwosci
hydrofilne i majg zdolno$¢ tworzenia wigzan wodorowych
z hydroksylizyng i hydroksyproling suprheliksy kolage-
nu. Gtéwnie HA odgrywa kluczowg role w stabilizowaniu
kolagenu i jest czynnikiem utrzymujgcym wode w skérze
wiasciwej. Na stopien hydratacji wptywa wysoki tadunek
ujemny czagsteczki GAG. Kwas hialuronowy ma zdolnos$¢
wigzania wody w ilosci stukrotnie przekraczajgcej jego ciezar,
a uwodniona czgsteczka HA jest okoto 75 000 razy wieksza
od czgsteczki kolagenu o tej samej masie czgsteczkowe;.

Skin performs numerous, important functions, connecting
the body with the outer environment and isolating it from the
one at the same time. Penetration of water or low-density
hydrophilic substances through skin is slow and hindered,
but possible. The increase of polar substances’ molecular
weight makes it impossible for them to penetrate the skin.
However, skin is definitely less resistant to lipophilic com-
pounds which penetrate and diffuse dermis well. Dermis is
formed by two layers: papillary layer (stratum papillare) and
reticular layer (stratum reticulare). The main cells found in
dermis are fibroblasts (cells of connective tissue which pro-
duce fibrous proteins — collagen and elastin), macrophages,
mast cells, lymphocytes; in skin numerous blood vessels
and nerve endings are present as well. Fibrous proteins
and cells of dermis are fixed in an aqueous gel matrix
made of glycosaminoglycans (GAG). The glycosaminogly-
cans, i.e., hyaluronic acid (HA) and chondroitin sulphate,
are polyanions. These macromolecules have hydrophilic
properties and are capable of forming hydrogen bonds with
hydroxylysine and hydroxyproline collagen suprhelix. Mainly
HA plays a key role in stabilizing the collagen and maintain
stable concentration of water in the dermis.

The high negative charge of GAG molecules effects on
the degree of skin hydration. Hyaluronic acid has the ca-
pacity to bind water in an amount greater than one hundred
times its molecular weight. The hydrated HA molecule is
about 75 000 times greater than the collagen molecules
with the same molecular weight. Such a high hydration
capacity in the dermis is essential for the transport of active
substances (vitamins C, A, D), the chemical composition
of the basic and it reflects in the physiological processes
in the surrounding cells. The high water binding capacity
maintains proper flexibility and elasticity of the skin [1-4]. The
epidermis is a multilayer epithelium regenerating itself in a
continuous way, and its outermost layers undergoing a pro-
cess of keratinisation (FIG. 1). lts thickness is 0.3-1.5 mm,
depending on the region of skin being considered. There are
no blood vessels or ends nerve fibres in the epidermis, but
its deeper layers are bathed in interstitial fluid of the dermis
which delivers oxygen and nutrients. The epidermis consists
of dead, completely keratinised area (stratum corneum)
and living area, where granular layer (stratum granulosum),
spinous layer (stratum spinosum) and basal layer (stratum
basale) are found [1-6].

Tak wysoka zdolno$¢ hydratacji w skoérze
wiasciwej jest niezbedna dla transportu sub-
stancji czynnych (witaminy C, A, D), sktadu
chemicznego substancji podstawowej i ma
odzwierciedlenie w procesach fizjologicz-
nych w otaczajgcych komérkach. Wysoka
zdolnos$¢ wigzania wody utrzymuje prawid-
towg elastycznosé i sprezystosc skory [1-4].

Naskorek jest wielowarstwowym nabton-
kiem odnawiajgcym sie w sposob ciagty,

Exfoliating laye|
Warstwa zbita

Potaczenie
desmosomalne

Desmosomal

a jego wierzchnie warstwy ulegajg keraty- e
nizacji (RYS. 1). Grubos¢ jego wynosi od

0,3-1,5 mm w zaleznosci od wystepowania Jadro
na ciele. Naskorek nie ma naczyn krwionos- Nucleus

nych oraz zakonczen nerwowych, ale jego
gtebsze warstwy sg zanurzone w ptynie
zewnatrzkomérkowym skéry wtasciwe;j,
skad dyfundujg do niego tlen i sktadniki
odzywcze. Naskoérek obejmuje obszar
martwy, catkowicie skeratynizowany, do
ktérego nalezy warstwa rogowa (stratum
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corneum) oraz zywy gdzie znajduje sie
warstwa ziarnista (stratum granulosum),
warstwa kolczysta (stratum spinosum) oraz
warstwa podstawna (stratum basale) [1-6].

RYS. 1. Komorki naskorka cztowieka.
FIG. 1. Cells in human epidermis.
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Warstwa rogowa jako podstawowa bariera

Warstwa rogowa naskorka stanowi podstawowg bariere,
ktéra wnosi ograniczenia w sterowaniu wewnatrz i na ze-
wnatrz ruchem substancji chemicznych. Sktada sie z 15-20
warstw ostro sptaszczonych, metabolicznie nieaktywnych,
wielokgtnych komorek o grubosci okoto 10 ym oraz zawar-
tosci suchej masy o gestosci 1,3-1,4 g/cm?3 [5]. Wyr6zniamy
W jej obrebie obszar warstwy zbitej (stratum compactum)
i warstwy zluszczajacej (stratum disjunctum). Warstwa ro-
gowa zbudowana jest z korneocytéw (posiadajgcych rdzen
i biatkowo-lipidowa otoczke zwang kopertg korneocytu) i lipi-
dowego cementu miedzykomdrkowego o budowie ciekfokry-
stalicznej. Cement migdzykomorkowy sktada sie z utozonych
naprzemiennie warstw lipidéw (gtéwnie ceramiddw, steroli,
wolnych kwasoéw ttuszczowych i weglowodoréw) oraz war-
stewek wody. Lipidy cementu miedzykomoérkowego powstajg
w procesach rozwoju i keratynizacji komorek naskoérka.
W prawidtowo zbudowanej warstwie rogowej wystepujg
one w okreslonych ilo$ciach niezbednych dla utrzymania
ciektokrystalicznej struktury cementu. Za prawidtowg budowe
cementu odpowiada ceramid 1 (RYS. 2) zawierajgcy kwas
linolowy. Jego obecnos¢ warunkuje spoistos¢ catej struk-
tury. Cement miedzykomorkowy jest znaczaca barierg dla
wody, zmniejsza jej dyfuzje z zywych warstw naskorka do
powierzchni skéry, zapobiegajgc jej wysychaniu [1,2,8-10].

Stratum corneum as a basic barrier

The stratum corneum of the epidermis constitutesabasic ® @ @ @ @ @ o

barrier which limits the exchange of chemical substances
between the cytosol and the external cell environment.
Stratum corneum consists of 15 to 20 layers of flattened,
polygonal and metabolically inactive cells, about 10 um thick,
with a content of dry matter of density of 1.3 -1.4 g/cm? [5].
Stratum corneum comprises a compact outer layer (stratum
compactum) and an exfoliating layer (stratum disjunctum).
The layer is composed of corneocytes (with a core and
protein-lipid aureole, called a corneocyte envelope) and a
lipid intercellular cement with a liquid crystal structure. The
intercellular cement is composed of layers of lipids, organised
alternatively (mainly ceramides, sterols, free fatty acids and
hydrocarbons) and thin layers of water. Lipids of intercellular
cement are created as a result of the epidermis develop-
ment and keratinisation processes. In a properly structured
stratum corneum lipids are present in defined amounts and
are indispensable for maintaining liquid crystal structure of
the cement. Ceramide 1 (FIG. 2), containing linoleic acid,
remains responsible for the adjust structure of the cement.
Its presence conditions cohesion of the whole structure.
The intercellular cement is a significant barrier for water; it
diminishes its diffusion from the living epidermis layers to
the surface of the skin, preventing it from drying [1,2,8-10].

H3C

Ceramid 1
Ceramide 1

RYS. 2. Molekularna struktura ceramidu 1.
FIG. 2. Molecular structure of ceramide 1.

Korneocyty w stratum compactum sg potgczone korneo-
desmosomami, ktore po przejsciu do stratum disjunctum
ulegajg degradaciji, co daje poczatek eksfoliacji. Rdzen
korneocytéw zbudowany jest z keratyny, filagryny, wody
oraz higroskopijnych substancji niskoczgsteczkowych
wchodzacych w sktad naturalnego czynnika nawilzajgcego
(Natural Moisturizing Factor, NMF). Korneocyty sg utrzymy-
wane razem poprzez wyspecjalizowane struktury zwane
korneodesmosomami, ktére zbudowane sg z glikoprotein
z rodziny kadheryny gtdéwnie z desmoglein i desmokollin [6].

Mechanizm wchianiania substanciji leczniczych przez
skore

Po aplikacji na powierzchnie skéry substancja aktywna
zawarta w kosmetykach lub lekach dyfunduje do zrogowa-
ciatego naskorka z rezerwuaru (proces uwalniania). Dalej
substancja czynna przenika do gtebszych warstw naskérka
(proces penetraciji) i skory wtasciwej, a nastepnie jest wchta-
niana (proces absorpcji) do naczyn krwionosnych, skad
ulega dystrybucji do tkanek. Szybkos$¢, z jaka substancja
lecznicza dyfunduje do miejsca przeznaczenia w duzej
mierze zalezy od warstwy rogowej, ktéra stawia najwiekszg
bariere podczas wchtaniania przez skore. Zdolnosc¢ prze-
nikania substancji aktywnej przez warstwe zrogowaciatg
zalezy od jej grubosci, a ta z kolei od miejsca wystepowa-
nia na ciele. Ogdlnie, ciensza i bardziej przepuszczalna
warstwa rogowa wystepuje od wewnetrznej strony ciata,
a grubsza i trudniej przepuszczalna zewnetrznie. Pierw-
sze preparaty transdermalne byly stosowane za uchem.

Corneocytes in stratum compactum are connected by
corneodesmosomes which after reaching stratum disjunc-
tum undergo degradation, which starts exfoliation. The
corneocytes’ core is made of keratin, filaggrin, water and
hygroscopic low density substances, being a part of natural
moisturizing factor (NMF). Corneocytes are kept together
through highly specialised structures called corneodes-
mosomes which are made of glycoprotein of the cadherin
family, mainly of desmoglein and desmocollin [6].

Mechanism of penetration of medicinal substances
through the skin

After skin application, the active substance included in
cosmetics and medicines diffuses to the cornified epider-
mis (release process). Afterwards, it penetrates to deeper
layers of epidermis (permeation process) and dermis, and
finally it is absorbed by blood vessels. The speed at which
the medicinal substance diffuses to the area of destina-
tion to a great degree depends on the stratum corneum
which offers greatest diffusivity resistance during transder-
mal permeation. Power of penetration from the cornified
epidermis is varied depending on the area of the body.
Generally, the inner parts of the body are permeable to
a greater extent than the outer ones. The first transdermal
preparations were applied in the areas behind the ear.
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Wchtanianie zalezy rowniez od rodzaju substancji aktywnej/
leczniczej oraz substancji pomocniczych. Substancje ak-
tywne zawarte w kosmetykach i lekach mogg wnikac przez
naskorek poprzez przydatki skorne, (gruczoty potowe, tojo-
we oraz mieszki wtosowe) oraz warstwe rogowg naskorka,
a ich transport do gtebszych warstw moze odbywac sie
drogg intercelularng (pomiedzy komdrkami naskorka, przez
lipidy cementu miedzykomodrkowego) oraz drogg transce-
lularng (poprzez komarki naskérka — korneocyty) (RYS. 3).
Najczesciej wchianianie substancji aktywnej z kosmety-
ku, czy leku odbywa sie na drodze dyfuzji biernej i poprzez
transport aktywny. Dyfuzja bierna prowadzi gtéwnie przez
cement miedzykomorkowy, ktory sktada sie w przewadze
z obszaroéw lipofilnych. Proces zachodzi zgodnie z gra-
dientem stezen i nie wymaga naktadu energii. Przejscie
czgsteczek zalezy jedynie od sit fizycznych (dyfuzji, osmo-
zy i ich energii kinetycznej). W procesie dyfuzji biernej
bariere naskérkowg mogg pokonywac jedynie substancje
0 masie czgsteczkowej nie wiekszej niz 3 kDa, apolarne
i 0 charakterze lipofilnym [1]. Transport czgsteczek poprzez
dyfuzje czynng (transport aktywny), wymaga dostarczenia
energii. W transporcie tym wykorzystywane sg nosniki, ktére
majg powinowactwo do przenoszonej substancji aktywne;j.
Energia potrzebna do aktywacji nosnika jest wytwarzana
w procesach utleniania lub rozpadu ATP. Substancja aktyw-
na docierajgc do odpowiedniego miejsca musi przejs¢ kilka
etapow po aplikacji preparatu na skore [11,12]:
- partycja zwigzku pomiedzy podtoze o roznej lipofilnosci
oraz warstwe rogowg naskorka,
- dyfuzja zwigzku przez warstwe rogowg naskorka,
- partycja zwigzku pomiedzy lipofilng warstwe rogowg na-
skorka, a hydrofilng gtebsze warstwy naskorka,
- dyfuzja zwigzku przez kolejne warstwy naskoérka oraz
skory wiasciwej,
- wchtanianie zwigzku do krwi przez Sciany naczyn witoso-
watych.

The penetration is also dependant on the kind of medicinal
substance and additives. Active substances included in
cosmetics and medicines can penetrate through append-
ages of skin (hair follicles, sweat and sebaceous glands)
and stratum corneum of epidermis. Transport of active sub-
stances can occur through an intercellular route (between
cells of epidermis, through lipids of intercellular cement)
or through transcellular route (through cells of epidermis —
corneocytes) (FIG. 3).

Most penetration of an active substance from a cosmetic
or medicine takes place by passive diffusion or active trans-
port. Passive diffusion takes place mainly in intercellular
cement which to a great extent consists of lipophilic areas.
The process does not require delivering energy, it occurs
by way of equalising concentration. Particles penetrate ac-
cording to the concentration gradient, which is dependant
exclusively on physical phenomena (diffusion, osmosis
and their kinetic energy). In passive diffusion process only
substances of molecular weight lower than 3 kDa can
overcome the epidermis barrier [1]. Transport of molecules
in active diffusion (active transport) requires energy. Carri-
ers which are capable of carrying an active substance are
employed here. The energy needed to activate the carrier
is created in oxidative phosphorylation in mitochondria or
ATP disintegration. After topical administration, on its way
to destination, the active substance has to go through
a number of stages [11,12]:

- partition of the compound between vehiculum of varied
lipophilicity and stratum corneum of epidermis,

- diffusion of the compound through stratum corneum of
epidermis,

- partition of the compound between lipophilic stratum
corneum of epidermis and hydrophilic deeper layers of
epidermis,

- diffusion of the compound through subsequent layers of
epidermis and dermis,

- penetration of the compound to the bloodstream through
walls of capillaries.

korneodesmosomy

corneodesmosoma intercellular route

droga miedzykomérkowa

droga przezkomoérkowa

korneocyty transcellular route

corneocytb’_
I T - -

Tr—
-1
=0 =1

ceramidy
ceramides

[~~~ cholesterol

kwasy tluszczowe
\fatty acid

RYS. 3. Drogi przenikania przez stratum corneum.
FIG. 3. Penetration pathways into and through the stratum corneum.

Z ommm® 0 00000 0000000000000 000006000000060000000000

L



Liposomy jako naturalne nosniki substancji
kosmetycznych i leczniczych

Duza czesc fosfolipidéw, w srodowisku wodnym tworzy
spontaniczne, podwdjne warstwy fosfolipidowe. Do takich
struktur nalezg liposomy (pecherzyki fosfolipidowe, peche-
rzyki Banghama), bedgce zamknietymi kulistymi struktu-
rami btonowymi. Liposomami okresla sie pecherzykowate
struktury o wielkosci od 0,01-1 um, ktére otoczone sg dwu-
-warstwg lipidowg. Powstajg one samoistnie z fosfolipidéw
w $rodowisku wodnym i sg wypetnione niewielkg iloscig
roztworu wodnego, z ktérego powstajg. Standardowe li-
posomy zbudowane sg z obojetnych i anionowych lipidow,
wiekszo$¢ zawiera lecytyne (fosfatydylocholing), fosfaty-
dyloetanoloamine (PE), sfingomieling, fosfatydyloseryne,
fosfatydyloglicerol (PG) i fosfatydyloinozytol (PI) [14]. Dzieki
takiej budowie pecherzyki mogg zawrze¢ leki o réznej lipo-
filnosci, dziatajgce miejscowo i systemowo. W warunkach
in vivo mate liposomy (<100 nm) trudniej opsonizujg niz
wieksze. Klinicznie przydatne okazaty sie liposomy o roz-
miarach 50-200 nm. Wykazano, iz tracg one mniej leku i nie
ulegaja fagocytozie. Duze liposomy majg z kolei tendencje
do przedituzonego uwalniania substancji rozpuszczalnych
w wodzie [15,16].

Lecytyna

Lecytyna (fosfolipid) to gtéwny surowiec, z ktérego wy-
twarzane sg liposomy. Nalezy do waznych przedstawicieli
naturalnych zwigzkéw powierzchniowo czynnych, zaliczana
jest do emulgatoréw emulsji typu woda w oleju W/O. Bogatym
zrodtem lecytyny sa zéttka jaj, nasiona soi, rzepak, stonecznik.
Otrzymuije sie jg przez oczyszczenie ,szlamu lecytynowego”
w procesie utwardzania olejow. Surowiec ten posiada wiele
waznych wiasciwosci m.in. natluszcza, uelastycznia skére,
zmiekcza naskorek i utatwia przenikanie sktadnikow aktyw-
nych zawartych w emulsjach kosmetycznych, znany jest
z dziatania antyalergicznego. Lecytyna w organizmie cztowie-
ka jest obecna w kazdej komorce ciata, przede wszystkim jako
sktadnik bton komorkowych. Fosfolipid ten opdznia procesy
starzenia, wspomaga wykorzystanie witamin rozpuszczal-
nych w ttuszczach, podnosi sprawnos¢ krgzenia krwi[17,18].

Lecytyna jest bragzowg substancjg o lepkiej konsystenc;ji.
Stanowi mieszanine polarnych i niepolarnych lipidow, przy
czym niepolarne stanowig ponad 60% masy mieszaniny.
Przed wykorzystaniem lecytyny do celéw kosmetycznych
poddaje sie jg rafinacji. Sposréd najbardziej znanych fosfo-
lipidow mozna wymienic kilka potgczen réznigcych sie ugru-
powaniem zwigzanym z resztg kwasu fosforowego (RYS. 4).

Liposomes as natural carriers of cosmetic and
medicinal substances

In aqueous environment a large part of phospholipids
create spontaneous, double phospholipid layers. Liposomes
(phospholipid vesicles, Bangham'’s vesicles), being spherical
membrane structures belong to phospholipids. Vesicle struc-
tures of 0.01-1 ym, surrounded by a lipid double-layer are
referred to as liposomes. They are created spontaneously
from phospholipids in aqueous environment and they are
filled with a small amount of aqueous solution that they are
formed form. Standard liposomes consist of inert and anion
lipids, most of them include lecithin (phosphatidylcholine),
phosphatidylethanolamine (PE), sphingomyelin, phosphati-
dylserine, phosphatidylglycerol (PG) and phosphatidylinosi-
tol (P1) [14]. Due to such a structure the vesicles can absorb
medicines of various lipophilicity, acting locally and systemi-
cally. In in vivo conditions small liposomes (<100 nm) do
not opsonise as easily as the larger ones do. Liposomes
of 50-200 nm turned out to be more clinically useful. It was
demonstrated that they lose smaller amounts of medicine
and do not undergo phagocytosis. On the other hand, large
liposomes tend to release water-soluble substances in an
extended period [15,16].

Lecithin

Lecithin (phospholipid) is the main raw material from
which liposomes are made. Lecithin belongs to important
representatives of natural surfactants and it is classified
as water-in-oil (W/O) emulsifiers. Egg yolks, soybeans,
rapeseed and sunflower are rich sources of lecithin. It is
extracted through “lecithin sludge” purification in the process
of oils hardening. The raw material has numerous important
properties: it makes the skin more elastic, softens epidermis
and facilitates penetration of active components included
in cosmetic emulsions. Furthermore, it is known to have
anti-allergic properties. Lecithin is present in every cell of
human body, mainly as a component of cell membranes.
The phospholipid slows down processes of ageing, supports
utilisation of vitamins soluble in fats and increases blood
circulation efficiency [17,18].

Lecithin is a yellow-brownish substance of sticky consist-
ency. It is a mixture of polar and non-polar lipids, while the
non-polar ones constitute over 60% of the mixture weight.
Before being used in cosmetic purposes it is refined. Among
the best known phospholipids a few combinations can be
mentioned, differing in formations bonded with the rest of
phosphoric acid (FIG. 4).

a) fosfatydylocholina (lecytyna)
phosphatidylcholine (lecithin)

Y \/I\/ \l/ \/\N_CH Y \)\/ \l/ N

Y \)\/ \'/ \)\NHQ

c) phosphatldylseryna
phosphatidylserine

b) fosfatydyloetanoloamina
phosphatidylethanolamine

RYS. 4. Struktury: a) fosfatydylocholina (lecytyna), b) fosfatydyloetanoloamina, c) phosphatidylseryna.
FIG. 4. Structures: a) phosphatidylcholine (lecithin), b) phosphatidylethanolamine, c) phosphatidylserine.
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Podziat liposomow

Liposomy mozna podzieli¢ pod
wzgledem rozmiaru, ilosci warstw
otoczki i sposobu wykonania na grupy
(RYS. 5):
e Liposomy wielowarstwowe
(multilamellar vesicles, MLVs) -
rozmiar: 0,4-10 um.

Classiffication of
liposomes

Liposomes can be di-
vided in groups on the
basis of their size, number
of envelope layers and
production method:
e Multilamellar vesicles,

e Liposomy jednowarstwowe (uni- MLVs
lamellar vesicles, UVs) - rozmiar:
0,01-1 pm,
- duze liposomy jednowarstwowe
(large unilamellar vesicles, LUVs) -
rozmiar: 0,05-1 ym,
- mate liposomy jednowarstwowe
(small unilameller vesicles, SUVs) -
rozmiar: 0,02-0,03 ym.
e Wielopecherzykowe liposomy (mul-
tivesicular vesicles, MVVs) - rozmiar:
>1 um.

LUVs ‘ SUVs ‘

ULVs MLVs — size: 0.4-10 pm,

e Unilamellar vesicles, UVs -

size: 0.01-1 ym,

- Small unilamellar vesicles,

SUVs - size: 0.02-0.03 pm,

‘ - Large unilamellar vesicles,
LUVs - size: 0.05-1 pm,

e Multivesicular vesicles,

@ MVVs - size: > 1 ym,

e Giant unilamellar vesi-

cles, GUV - size above -

size: > 1 ym. (FIG. 5)

e Pecherzyki ogromne (giant unila-
mellar vesicles, GUV) o wielkosci
powyzej - rozmiar: > 1 ym.

Metody wytwarzania liposomoéw

Znanych jest wiele metod wytwarzania liposoméw, ktére
wymieniono ponizej, a wazniejsze omowiono.

1. Hydratacja lipidow w obecnosci rozpuszczalnika

Metoda hydratacji lipidow w obecnos$ci rozpuszczalnika
jest metodg konwencjonalng. Do tego celu wykorzystuje
sie kolbe okragtodenng, w ktérej lipidy rozpuszczane sg
w rozpuszczalniku organicznym. Nastepnie suszone sg
w prozni w celu usuniecia pozostatosci rozpuszczalnika
organicznego, w wyniku czego na $ciankach kolby osa-
dza sie cienki film lipidowy. Wysuszony film jest wowczas
hydratowany w fazie wodnej, co powoduje wytworzenie
heterogenicznej mieszaniny MLVs, MVVs i kilku LUVs.
Ten proces jest przedstawiony schematycznie na RYS. 6.
Taka heterogeniczna mieszanina liposomowa zaraz po
wytworzeniu moze by¢ wyciskana poprzez membrany
0 znanej wielkosci poréw w celu wyprodukowania LUVs
lub poddana sonikacji do produkcji SUVs [15,16,19].

RYS. 5. Podziat liposomoéw.
FIG. 5. Classiffication of liposomes.

Liposome preparation methods

Among the numerous production methods of liposomes
only the most important are discussed below.

1. Hydration of lipids in the presence of solvent

The method of lipids hydration in the presence of sol-
vent is a conventional one. In this method a round-bottom
flask is used, where lipids are dissolved in organic solvent.
Then they are dried in vacuum in order to remove residues
of organic solvent, which results in a thin lipid film being
deposited on the flask’s walls. The desiccated film is then
hydrated in aqueous phase, which causes creation of
heterogenic mixture of MLVs, MVVs and a few LUVs. The
process is diagrammatically presented in the FIG. 6. Right
after preparation such heterogenic liposome mixture can be
squeezed out through membranes with known pore diameter
in order to produce LUVs or subjected to sonication in order
to produce SUVs [15,16,19].

> W&o

Membrana 100 nm
100 nm membrane

— H W

Przeciskanie przez membrane 100 nm
Extrusion through 100 nm membrane

RYS. 6. Hydratacja suchego lipidu.
FIG. 6. Hydration of dry lipid.
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2. Ultrasonikacja

Metoda wykorzystujgca ultradzwieki wykorzystywana
jest do wytwarzania jednorodnych rozproszonych matych
pecherzykow SUV-y, ktére mogg zwiekszy¢ penetracje
tkanek. Najpierw poddaje sie sonikacji w atmosfera azotu
lub argonu przygotowane wczesniej MLVs, wykorzystujgc
dezintegratory zanurzeniowe lub wannowe. W wyniku
niszczenia MLVs powstajg SUV o $rednicy w zakresie od
15-50 nm [20,21]. Wadami tej metody jest m.in. utlenianie
wigzan nienasyconych w tancuchach kwasu tluszczowego
fosfolipidoéw i hydroliza do lizofosfolipidéw i wolnych kwa-
séw. Inng wadg jest, denaturacja lub inaktywacja niektérych
termicznie substancji (na przyktad, DNA, biatka, itp.) w celu
ich zamkniecia [16].

3. Prasa Frencha

Prasa Frencha stuzy do wytwarzania matych liposomoéw
SUVs przez rozbijanie duzych MLV sitami $cinania. W tym
celu zawiesina przeciskana jest przez pojedynczy otwor
wykorzystujgc wysokie cisnienie [21].

4. Metoda wstrzykiwania rozpuszczalnikow

a) wstrzykiwanie roztworu etanolowego lub roztworu
eterowego.

Wstrzykiwanie etanolowego roztworu rozpuszczonych

2. Ultrasonication

The method, in which ultrasonic waves are used, is ® @ e @ @ @ o

applied to prepare homogeneously distributed SUVs vesi-
cles which can increase penetration of tissues. Previously
prepared MLVs undergo sonication in nitrogen or argon
atmosphere with the application of immersion or tank disinte-
grators. As a result of MLVs destruction, SUVs of 15-50 nm
in diameter are created [20,21]. The disadvantages of this
method include oxidation of unsaturated bonds in the fatty
acid chains and hydrolysis of phospholipids to lysophospho-
lipids and free acids. Another disadvantage is, denaturation
or inactivation of some thermally labile substances (e.g.,
DNA, proteins, etc.) enclosed in liposomes [16].

3. French press

French press is used to prepare SUV small liposomes
through breaking large MLVs with shearing forces. The
suspension is pushed through a single opening with the
application of high pressure [21].

4. Method of solvents injection

Methods of solvent injection include injection ethanolic
solution or injection ether solution.

Injecting ethanol solution of dissolved lipids into quickly
stirred aqueous phase has been shown in FIG. 7.

lipidéw do szybko mieszanej fazy wodnej zob-
razowano na RYS. 7.

5. Usuniecie detergentu

W metodzie tzw. usuwania detergentow, w
ktorych lipid rozpuszcza sie w roztworze deter-
gentu o wysokiej wartosci krytycznego stezenia
miceli. Nastepnie usuwa sie detergent poprzez
np. dialize. Ta metoda laboratoryjna nie jest
wykorzystywana na skale przemystowej pro-
dukgji liposomow. Jednak na rynku pojawity sie
ekstrudery liposomowe o pojemnosci ~800 ml.

6. Odparowanie technikg faz odwréconych o

Metoda ta polega na gwattownym wstrzyk-
nieciu roztworu wodnego do rozpuszczalnika
organicznego, ktéry zawiera rozpuszczone lipi-
dy z rbwnoczesnym dziataniem ultradzwiekéw
prowadzgcym do formowania sie kropel wody
w rozpuszczalniku organicznym (emulsja w/o0).

T

OOS

Membrana 100 nm
100 nm membrane

v

Etanolowy
roztwor lipidow
Ethanol solution

of lipid

‘Buforowa . .

faza wodna ——> Przeciskanie przez membrane 100nm
Extrusion through 100 nm membrane

Buffered

aqueous phase
— Q

Otrzymana emulsja jest suszona w rotacyjnej
wyparce do wytworzenia sie potstatego zelu.
Nastepnie uformowany zel poddawany jest
intensywnemu mieszaniu mechanicznemu
w celu zainicjowania odwrécenia sie faz z w/o
do dyspersji o/w. Podczas mieszania niektére krople wody
zapadaja sie formujgc faze zewnetrzng, podczas gdy pozo-
stata czes¢ tworzy uwieziony wodny film. Duze jednorodne
pecherzyki (Srednicy 0,1-1 pm) sg tworzone podczas tego
procesu. Wytwarzanie liposoméw za pomocg tej metody
wykorzystuje sie do zamykania makromolekut np. jak RNA,
enzymy bez straty ich aktywnosci [16].

7. Przeciskanie przez pory pod wysokim cisnieniem

Metoda przettaczania pod wysokim ci$nieniem daje jed-
norodne SUV. W metodzie tej przygotowang zawiesine MLVs
wielokrotnie przepuszcza sie przez poliweglanowe memb-
rany o bardzo matych $rednicach poréw (0,8-1,0 um) pod
wysokim cisnieniem (najczesciej cisnienie od 5-10,5 MPa).
Wybierajac filtry z odpowiednig wielkoscig porow mozemy
wytwarzac¢ dowolne Srednice pecherzykow liposomowych.
Dzieki tej metodzie otrzymujemy ujednorodnione i mate
wielkosci liposomow.

8. Metoda zamrazania-rozmrazania

W naczyniach z mieszaning oziebiajgca jak ciekty azot,
czy suchy 16d umieszcza sie zawiesine liposomow, ktéra
zostaje szybko zamrozona. Nastepnie po catkowitym zamro-
zeniu umieszcza sie jg w tazni wodnej o temperaturze ~60°C.

lipidow.

RYS. 7. Wstrzykiwanie etanolowego roztworu rozpuszczonych

FIG. 7. Injecting ethanolic solution of dissolved lipids.

5. Detergent removal

In this method the detergent, in which lipid is dissolved
in detergent solution of high value of critical micelle concen-
tration (CMC), is removed in the process of, e.g. dialysis.
The laboratory method is not applied on commercial scale
of liposomes production. However, liposome extruders of
~800 ml capacity have been present on the market for
some time now.

6. Inverted phases of evaporation

The method consists in intense injection of aqueous
solution into organic solvent containing lipids with simul-
taneous application of ultrasounds leading to formation of
water droplets in the organic solvent (w/o emulsion). The
obtained emulsion is dried in a rotary evaporator until semi-
solid gel is created. Then the formed gel undergoes intense
mechanical stirring in order to initiate inversion of phases
with w/o to o/w dispersion. During mixing some water drops
subside forming outer phase, while the remaining part cre-
ates bonded aqueous film. Large homogenous vesicles
(of 0.1-1 um in diameter) are created during the process.
Preparing liposomes with the application of the described
method is used to close macromolecules, as RNA and
enzymes, without losing their activity [16].
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Zamrazanie i rozmrazanie powtarza sie kilkakrotnie obser-
wujgc zawiesine liposoméw. Metoda ta umozliwia zwiek-
szenie objetosci roztworu zamykanego w liposomie, zmniej-
szenie liczby warstw oraz uzyskanie liposoméw LUV [15].

9. Mikrofluidyzacja

Metoda fluidyzacji to metoda odpowiadajgca produkcji na
skale przemystowg. Zaletg mikrofluidyzacji jest wytwarzanie
liposomow bez koniecznosci wprowadzania rozpuszczal-
nikéw organicznych do rozpuszczenia lipidow. Proces ten
jest wykorzystywany w technologii zywosci i kosmetyce.
Zageszczona dyspersja lipid/woda jest wprowadzana do
mikrofluidyzera, ktory nastepnie pompuje pod wysokim
cisnieniem poprzez filtry o wielkosci poréw od 1-5 pym.
Nastepnie ciecz jest przeciskania przez dwa mikrokanaty,
a nastepnie zderza sie z duzg predkoscia. Ciecz zbierana
na koncu jest ponownie zawracana do czasu otrzymania
dyspersji wyglgdajgcej na homogeniczng z liposomami
o jednakowej wielkosci. Technika mikrofluidyzacji wytwarza
jednowarstwowe pecherzyki o $rednicach od 50-1000 nm.
Wielko$¢ wytwarzanych liposomoéw podczas procesu jest
kontrolowana zmiang ci$nienia np. im mniejsze cisnienie
tym wieksze pecherzyki liposoméw [16].

Promotory przenikania

Liposomy zbudowane z fosfolipidow sg zbyt duze i za
mato elastyczne, aby mogty dobrze penetrowac i przeni-
ka¢ warstwe rogowg. Najczesciej absorbowane sg przez
stratum corneum, gdzie w goérnych jej warstwach nastepuje
fuzja lipidowej otoczki i uwolnienie substancji aktywnej,
ktora nastepnie swobodnie dyfunduje do gtebszych warstw.
Problem ze stosowaniem liposomoéw wigze sie z niestabil-
noscig ze wzgledu na podatnos¢ ich na utlenianie i rozpad
liposomowej struktury. W tym celu nalezy optymalizowaé
warunki ich przechowywania i przenikania wprowadzajgc
zwigzki chelatujgce oraz przeciwutleniacze jak np.: witaminy
A, E, likopen, karotenoidy. Substancja aktywna z liposomu
moze zosta¢ uwolniona na kilka sposobéw np. po przez
wigczenie do btony komodrkowej miejsca docelowego lub na
zasadzie fagocytozy - czyli wchionigcia do wnetrza komorki.
Powierzchnie liposoméw mozna modyfikowac przez pokry-
cie jej roznymi polimerami [22,23,24]. Ponadto stosuje sie
szereg modyfikacji liposomoéw zwiekszajgc ich elastycznosé
i trwatos¢. Do struktury liposoméw wprowadza sie précz
fosfolipidow surfaktanty np. polisorbat 80 oraz wiele innych,
czesto syntetycznych czgsteczek. Takimi zmodyfikowanymi
uktadami w celu poprawy przenikania zwigzkéw aktywnych
sg: transferosomy, etosomy, polimerosomy, niosomy, kate-
somy, itp. [25] Lipidowa otoczka liposoméw moze petni¢
takze role promotora wchtaniania wptywajgc na wtasciwosci
warstwy rogowej zwiekszajgc jej przepuszczalnos¢ poprzez
zmiany w strukturze cementu miedzykomorkowego. Précz
liposomow stosuje sie wiele réznych modyfikacji warstwy
rogowej stosujgc promotory przejscia, ktére majg na celu
poprawi¢ jej przepuszczalnosc¢ dla sktadnikéw aktywnych.
Takie promotory sorpcji powinny by¢ nietoksyczne, szybko
przenika¢ do warstwy rogowej skory, wywotywac odwracal-
ne zmiany w przepuszczalnosci stratum corneum, nieak-
tywne farmakologicznie oraz niedraznigce i nieuczulajgce.
Wazng cecha charakteryzujgcg bezpieczny promotor sorpcji
jest jego odwracalne dziatanie, tak aby po aplikacji preparatu
przywrdcona zostata bariera warstwy rogowe;.

Promotorami sorpcji bardzo czesto sg matoczgsteczkowe
alkohole, glikole, nienasycone kwasy ttuszczowe, terpeny,
substancje powierzchniowo czynne itp. Mogg one dziata¢
w rézny sposob:
- zaburzac¢ uporzgdkowany uktad ciektokrystaliczny cementu
miedzykomorkowego,

7. Pushing through pores under high pressure

The method of pushing through under high pressure
gives homogenous SUVs. A prepared MLV suspension is
repeatedly passed through polycarbonate membranes with
very small pores diameters (0.8-1.0 um) under high pressure
(most often 5-10.5 MPa). Selecting filters with adequate
pores size it is possible to produce arbitrary diameters of
liposome vesicles. The method allows obtaining homog-
enous and small sizes of liposomes.

8. Frozen and Thawed — FAT method

Suspension of liposomes is placed in containers with
freezing mixture, as liquid nitrogen or dry ice, where it
is quickly frozen. Then, after being completely frozen,
it is placed in aqueous bath of the temperature of ~60°C.
Cycles of freezing and thawing are repeated several times
while the liposome suspension is observed. FAT method
allows to increase the volume of suspension enclosed in
liposome, decrease the number of layers and obtain LUV
liposomes [15].

9. Microfluidisation

The method of fluidisation is a method used in produc-
tion on a commercial scale. One of the advantages of
microfluidisation is a possibility of liposomes production
without the need of introducing organic solvents to dis-
solve lipids. The process is used in food technology and
cosmetics. Condensed lipid/water dispersion is inserted
to micro-diffuser, where it is pumped under high pressure
through filters with pores of 1-5 pm in diameter. Then the
liquid is pushed through two micro-channels, and collided
at high speed. The liquid finally collected is returned again
in order to obtain dispersion, looking like homogenous with
identical size liposomes. The microfluidisation technology
allows to obtain unilamellar vesicles of 50-1,000 nm in di-
ameter. The size of liposomes produced in the process is
controlled with changes in pressure, e.g. the lower pressure
the larger liposomes vesicles [16].

Penetration activators

Liposomes made of phospholipids are too small and not
elastic enough to penetrate the stratum corneum well. Most
often, they are absorbed by stratum corneum, where, in its
upper layers, fusion of lipid envelope and release of active
substance take place. Then the active substance freely dif-
fuses to deeper layers. The problem with applying liposomes
is connected with their instability due to their susceptibility to
oxidation and disintegration of liposomes structure. In order
to avoid that, storing and penetration conditions must be
optimised by introducing chelating agents and antioxidants,
as vitamins A and E, lycopene or carotenoids. The active
substance from liposome can be released in various ways:
through inclusion to cell membrane of the target area, or in
phagocytosis, that is engulfing into the cell’s interior. Lipo-
some surface can be modified by covering it with various
polymers [22,23,24]. Moreover, numerous liposomes modi-
fications are used to enhance their elasticity and durability.
Apart from phospholipids, surfactants, e.g. polysorbate 80
and many other, often synthetic particles are introduced
into liposomes structure. Such modified structures improv-
ing active substances penetration include: transferosomes,
ethosomes, polymersomes, niosomes, katesomes, etc. [25].
Liposomes lipid envelope can also perform a role of an
absorption activator, influencing on the properties of
stratum corneum and increasing its permeability through
changing the structure of intercellular cement. Apart from
liposomes, numerous other modifications of stratum cor-
neum are used by applying transfer activators, which aim is
to enhance the layer’s permeability for active components.
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- zwiekszac¢ ptynnos¢ lub rozpuszczac lipidy cementu mie-
dzykomérkowego,
- zmienia¢ hydratacje grup polarnych lipidow [26].

Zastosowanie liposomow

Liposomy znalazty swoje zastosowanie w wielu dziedzi-
nach nauki i gateziach przemystu takich jak biotechnologia,
mikrobiologia, przemyst kosmetyczny, farmaceutyczny, spo-
zywczy. Ponadto stosuje sie je w wielu dziedzin medycyny,
takich jak diagnoza czy terapia. Zastosowanie ich pozwala
na ochrone i stabilizacje zamykanych w nich skfadnikoéw
oraz wprowadzania sktadnikéw niekompatybilnych. Lipo-
somy jako wazne nos$niki lekarstw charakteryzujg sie niskg
toksycznoscig i biokompatybilnoscig, sg szeroko uzywane
w formutach farmaceutycznych [27-29].

Posiadajg wiele pozytywnych wiasciwosci na przyktad:
moga przenosi¢ zarowno wode jak i rozpuszczalne w lipi-
dach leki, mogg zawiera¢ micro i makro molekuty, zapew-
niajg dtugotrwate uwalnianie i ukierunkowane dostarczanie
leku oraz docelowe dostarczenie leku w Srodowisku nieprzy-
jaznym, stabilizujg biodegradowalne leki i zwigzki aktywne
zapewniajgc ochrone przed utlenianiem, poprawiajg stabili-
zacje protein i moga by¢ aplikowane do organizmu poprzez
wiele drog dostarczania. Liposomy posiadajg 3 podstawowe
wady: niskg stabilnos¢, wolne uwalnianie leku i bardzo
duzg akumulacje liposomu w watrobie i $ledzionie [29-31].
Ponadto posiadajg takze niekorzystne wiasciwosci, takie
jak: matg rozpuszczalnosé, krotki okres poéttrwania, problem
z docelowym dostarczaniem leku do réznych tkanek ze
wzgledu na ich duzy rozmiar, fosfolipidy ulegajg utlenianiu,
szybkie wychwytywanie przez komérki RES, wysokie koszty
produkcji i mozliwos¢ wystepowania reakcji alergicznych na
sktadniki liposomalne. Substancja aktywna z liposomu moze
zosta¢ uwolniona na rézne sposoby: poprzez wigczenie
do btony komdrkowej miejsca docelowego lub na zasadzie
fagocytozy (wchtoniecia do wnetrza komaorki). Powierzchnie
liposoméw mozna modyfikowaé, co moze wydtuzaé okres
poéttrwania oraz zapobiegac reakcjom z innymi zwigzkami.
Do liposoméw przytgcza sie rowniez ligandy specyficzne dla
poszczegolnych komérek. Moga to by¢ biatka oddziatujgce z
odpowiednim receptorem, co powoduje, ze lek moze wigzaé
sie tylko z okreslonym miejscem docelowym warunkujgcym
okreslony efekt biologiczny.

W kosmetologii

Pierwszy produkt kosmetyczny z zastosowaniem li-
posomow pojawit sie na rynku w 1986 roku, byt to krem
przeciwstarzeniowy opracowany przez firme Dior [25].
Powodem stosowania liposoméw w kosmetyce jest ich
tatwos$¢ przygotowania i mozliwo$é poprawy absorpcji
skfadnikow aktywnych przez skoére. Tworzenie liposoméw
umozliwia wprowadzenie niemal dowolnych substancji
czynnych. Do najczesciej transportowanych substancji przez
liposomy w preparatach kosmetycznych nalezg witaminy:
A, B, C, E, kolagen, elastyna, pantenol, aminokwasy, kwas
hialuronowy, tyrozyna, kofeina, ekstrakty roslinne (mitorzgb
japonski, aloes, kietki pszenicy), koenzym Q10, ATP itp.
Dzieki tej metodzie mozliwe jest kontrolowane, stopnio-
we uwalnianie, ktére wykorzystywane jest w preparatach
o przedtuzonym dziataniu. Do produktéw kosmetycznych
zawierajgcych liposomy mozemy zaliczy¢ kosmetyki pie-
legnacyjne, regeneracyjne, przeciwzmarszczkowe, prepa-
raty samoopalajgce, ptyny do twarzy itp. [32]. Najczesciej
liposomy stosowane sg w ukladach wodnych, jednak
mozna spotka¢ struktury polimerowe (mikrosfery) w prepa-
ratach bezwodnych takich jak pomadki, czy dezodoranty.

Such sorption activators should be nontoxic, quickly pene-
trate stratum corneum of the skin, cause reversible changes
in stratum corneum’s permeability, pharmacologically
inactive and inoffensive and should not cause allergies.
Very often sorption activators are low-molecular alcohols,
glycols, non-saturated fatty acids, terpenes, surface active
surfactant, etc. They may act in various ways:

- disturb orderly liquid crystal system of intercellular cement,
- increase liquidity or dissolve lipids of intercellular cement
- change hydration of lipids’ polar groups [26].

Application of liposomes

Liposomes are widely used in many fields of science
and industry, biotechnology, microbiology, pharmaceutic,
food and cosmetic industry, to name a few. In medicine,
diagnosis and therapy are also the fields where liposomes
have found application. They enable to protect and stabilise
components enclosed in them, and introduce incompatible
elements. Liposomes, as important carriers of medicines,
that are characterised with low toxicity and biocompat-
ibility, are widely used in pharmaceutical formulas [27-29].
Liposomes have many positive advantages for example:
they can carry both water and lipid soluble drugs, and can
incorporate micro and macro molecules. Furthermore,
phospholipids provide stabilization and sustained release
and targeted drug delivery or site specific drug delivery in
hostile environment, biodegradable drugs can be stabilized
from oxidation. They improve protein stabilization and can
be administered through various routes. Liposomes have
three basic disadvantages: low stability, slow release of
medicine and very high accumulation of liposome in liver
and spleen [29-31]. Additionally, liposomes have problem
with targeting to various tissues due to their large size,
phospholipids undergoes oxidation, quick uptake by cells of
R.E.S, high production costs. Allergic reactions may occur
to liposomal constituents. Active substance from liposome
can be released in various ways: through inclusion in cell
membrane of the target area, or by way of phagocytosis
(vesicular internalization of solids). The surface of liposomes
can be modified, which can result in extending the period
of half-life and preventing reactions with other compounds.
Ligands specific for individual cells can also be bound
to liposomes. They may be proteins reacting with a rela-
tive receptor, which makes a medicine combine only with
a definite target area, giving a desired biological effect.

In cosmetics

The first cosmetic product with liposomes was intrioduced
to the market in 1986, and it was an anti-ageing cream devel-
oped by Dior company [21]. The main reason why liposomes
are used in cosmetics is the ease of their preparation and
possibility to increase absorption of active components by
the skin. Vitamins A, B, C, E, collagen, elastin, panthenol,
amino acids, hyaluronic acid, tyrosine, caffeine, vegeta-
ble extracts (ginkgo, aloe, wheat germ), Q10 coenzyme,
ATP, and other are substances in cosmetic preparations,
most often carried by liposomes. Owing to this method,
a controlled, gradual release is possible, which is applied
in long-acting preparations. Cosmetic products containing
liposomes are functional, regeneration and anti-wrinkle
cosmetics, sunless tanning preparations, face lotions, etc.
[32]. Liposomes are most frequently used in hydrous ar-
rangements, but polymer structures (micro-spheres) can
be encountered in anhydrous preparations such as lip-
sticks or deodorants. They have been elaborated in order
to provide aromatic compounds, herbs and vitamins [23].
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Zostaty one opracowane w celu dostarczania zwigzkéw
zapachowych, ziét i witamin [23]. Fosfatydylocholina,
to jeden z gtéwnych skfadnikow liposomow, jest stosowany
w produktach do pielegnacji skéry i szamponach z powodu
wiasciwosci zmiekczajgce i kondycjonujgcych. W pracy
przeprowadzono badania z enzymem YeastCuZnSOD [33]
w postaci liposomowej, ktéry otrzymano z drozdzy. Drozdze
wczesniej zostaty poddane fermentacji w pozywce bogatej
w czgsteczki miedzi i cynku. Wykazano in vitro, ze otrzymany
produkt ma doskonatg aktywnos¢ przeciwutleniajgca, lepsza
niz wiekszos¢ popularnych antyoksydantow stosowanych
w kosmetyce np.: takich jak tokoferol i polifenole [33].
W pracy [34] omoéwiono wprowadzenie resweratrolu do lipo-
somow w alginianie. Wzrost stezenia alginianu lub lepkosci
powoduje wzrost rozmiaru mikrokulek i efektywnosci enkap-
sulacji. Badany uktad charakteryzowat sie przediuzonym
czasem uwalniania resweratrolu gdzie szybkosc¢ dyfuzji zale-
zata od stezenia macierzy alginialu. Mikrokulki liposomu-w-
-alginianie mogg by¢ wykorzystane do ochrony i przedtuzo-
nego w czasie uwalniania naturalnych antyoksydantow [34].
W pracy [35] opisano liposomy bazujgce na sfingomielinie,
ktére nastepnie aplikowano do warstwy podstawnej oraz
warstwy rogowej. Zasugerowano, ze ten typ liposomow
moze mie¢ wplyw na efekt nawilzania oraz funkcje barierowe
stratum corneum.

W dermatologii i medycynie

Liposomy stosowane jako czynniki transportujgce leki
niosg za sobg pewne ograniczenia. Wynikajg one przede
wszystkim z nietrwatosci liposomoéw, ktérych dystrybucja
ograniczana jest przez uktad siateczkowo-$rédbtonkowy
Sledziony - RES (Reticulo-Endothelia System), ktory je roz-
poznaje i usuwa z uktadu krgzenia [36,37]. Ich efektywnos¢é
jest réwniez zwigzana z wyciekaniem, skutkujgcym uwal-
nianiem leku do krwiobiegu oraz trudnosci z pokonywaniem
bariery krew-tkanka [38]. Dlatego wprowadzono bardziej
trwate formy liposoméw uzywajgc np. syntetycznego poli-
meru — hydrofilowego poliglikolu etylenowego (PEG) [29,31].
Optaszczajgc PEG liposomy, uzyskano ciche, niewidoczne
liposomy. Liposomy ciche nie sg rozpoznawane przez ukfad
RES, co pozwolito wydtuzy¢ czas ich krgzenia i uwalniania
substancji aktywnej do krwiobiegu. Ich wadg jednak jest
wolne uwalnianie substancji czynnej, prowadzace do niskiej
bioaktywnosci i uodpornienia komérek rakowych na lek.
Utozenie przestrzenne gtdéwnych grup PEG stanowi zatem
bariere ochronng liposomu, zapobiegajgc jego interakcjom
ze skfadnikami krwi oraz uktadem RES [39]. Wykorzystanie
tak zmodyfikowanych liposoméw zaowocowato wprowa-
dzeniem liposomowej formy doksorubicyny powlekanej
poliglikolem etylenowym PEG-DOX (Pegylated Doxorubicin)
w zastosowaniach leczenia nowotworow [40].

Wocigz trwajg badania nad modyfikacjami pecherzykéw
liposomowych w zaleznosci od ich przeznaczenia i sposobu
dostarczenia leku. Wielu badaczy [41-43] proponuje w celu
poprawy biodostepnosci leku, zastosowanie liposomoéw po-
limerowych o wysokiej czutosci pH. Takie nosniki wrazliwe
na zmiane pH mogg przenies¢ lek do cytoplazmy, poniewaz
chronig zawarto$¢ uwieziong w cytozolu od srodowiska ze-
wnatrzkomérkowego. Liposomy tego typu moga stac sie za-
tem cennymi, bezpiecznymi i skutecznymi czynnikami w im-
munoterapii nowotworowej [42]. W pracy [43] dla liposomow
pH-wrazliwych wyposazonych w pH czuty aktywator zapropo-
nowano termin fliposomy. Uktady dostarczania lekéw na bazie
liposomow posiadajg duzy potencjat w terapii nowotworowe;.
Wazna jest kontrolowana i ogélnoustrojowa metoda dostar-
czania liposoméw do komérek nowotworowych. Na przyktad
sprzezenie liposomow kationowych, zawierajgcych disteary-
lo-glicerylo-difosfoetanoloamine (DSPE) z polietylenoiming
(PEI) poprawito dostep leku do komérek nowotworowych.

Phosphatidylcholine is one of the chief components of li-
posomes and is used in skin care products and shampoos,
owing to its softening and conditioning properties. In the
course of the study the analyses were carried out with the
Yeast CuZnSOD [33] enzyme in the form of liposomes, which
was obtained from yeast. The yeast was earlier subjected to
fermentation in the culture medium rich with copper and zinc
rich particles. It was demonstrated in vitro that obtained prod-
uct has excellent antioxidant properties, better than that of
most of popular antioxidants used in cosmetic industry, e.g.:
tocopherol and polyphenols [33]. The study [34] discusses
the introduction of resveratrol into the liposomes in alginate.
The increase in alginate concentration or viscosity causes
the increase in microspheres sizes and the effectiveness of
encapsulation. The arrangement under study was character-
ized by the prolonged resveratrol release time, where the
diffusion rate was dependent on the concentration of alginate
matrix. The liposomes microspheres in alginate can be used
for the protection and prolonged release of natural antioxi-
dants [34]. The study contains [35] a description based on
sphingomyelins which were then applied to the germinative
layer and corneous layer. It was suggested that this type
of liposomes can influence the moisturizing effect and skin
barrier function of the stratum corneum (corneous layer).

In dermatology and medicine

Liposomes applied as carriers of medicines have some
limitations. Firstly, they follow from impermanence of
liposomes, whose distribution is limited by the reticular-
endothelial system (RES) which recognises them and
eliminates from the blood circulation system [36,37]. Their
effectiveness is also connected with discharging drug to
blood circulation system and problems with overcoming the
blood-tissue barrier [38]. That is why more durable forms of
liposomes were introduced, e.g. synthetic polymer — hydro-
philic polyethylene glycol (PEG) [29,31]. Through coating
liposomes with PEG, quiet and invisible (stealth) liposomes
were obtained, invisible for the RES system, which enabled
to increase the time of their circulation and release active
substances to the blood circulation system. However, their
disadvantage is slow release of active substance, which
leads to low bioactivity and immunization of cancer cells.
Special organisation of main PEG groups constitutes lipo-
some’s protective barrier, preventing its interactions with
blood components and the RES system [39]. The utilisation
of liposomes modified in this way resulted in PEG-DOX (pe-
gylated doxorubicin), liposome form of doxorubicin coated
with polyethanol glycol, in treatment of tumour [40].

Research on modifications of liposome vesicles, de-
pending on their purpose and way of medicine delivery,
is on its way. Numerous researchers [41-43], in order to
improve medicine’s bio-accessibility, suggest application of
polymer liposomes with high pH sensitivity. Such carriers,
sensitive to pH changes, can transport drug to cytoplasm,
as they protect the content enclosed in cytosol from the
influence of extracellular environment. Thus, liposomes of
this kind may become valuable, safe and efficient agents
in tumour immunotherapy [42]. In the article [43] a term
fliposomes has been suggested for pH-sensitive liposomes
equipped with pH-sensitive activator. Systems of drug
delivery with the application of liposomes are widely dis-
cussed, as they show huge potential in tumour therapy.
A controlled and systemic method of liposomes delivery
to tumour cells is important. An example can be given that
linking cation liposomes, containing distearoyl-sn-glycero-
diphosphoethanolamine (DSPE) with polyethylenimine (PEI)
improved access of medicine to tumour cells. Intracellular
absorption of DSPE-PEI liposomes by tumour cells was
higher than the absorption in the case of DSPE liposomes.
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Wewnatrzkomoérkowa absorpcja liposoméow DSPE-PEI
przez komorki nowotworu byta wyzsza niz w przypadku lipo-
soméw DSPE. Zatem liposomy DSPE-PEI s3 interesujace
jako nosniki lekéw skutecznie zwiekszajgcych absorpcje
i wewnatrzkomorkowg lokalizacje przeciwnowotworowych
lekow w tkance nowotworowej przez wstrzyknigcie ich do
nowotworu [44].

W dermatologii liposomy stosuje sie gtéwnie ze wzgledu

na ich wtasciwosci terapeutyczne, gdzie mogg by¢ wyko-
rzystane jako nosniki zaréwno hydrofilowych jak i lipofilnych
terapeutykdw ze wzgledu na ich charakter amfifilowy. Wyko-
rzystywane sg jako nosniki lekdw migdzy innymi w leczeniu
atopowego zapalenia skory, trgdziku, tuszczycy, bielactwa,
rybiej tuski, przy wypadaniu wtoséw oraz raka skory. Lipo-
somy moga stabilizowac niestabilne leki poprzez ich kap-
sutkowanie, zwiekszajgc mozliwosci penetracji zwigzkdéw
nieprzenikajgcych przez skore. Pomagajg rowniez w zmniej-
szeniu podraznien skory poprzez regulowane uwalnianie
lekéw oraz uwodnienie naskorka. Mogg stuzy¢ réwniez do
docelowego przenoszenia lekéw do struktur tojowych, czyli
wspomagac leczenie choréb zwigzanych z zaburzeniami
mieszkow wiosowych i gruczotdw tojowych [45]. Retinol
i hydrochinon sg stosowne w leczeniu odbarwien skornych,
jednak wprowadzenie ich razem do preparatu powoduje
utlenienie retinolu. Zastosowanie liposomow w takich
preparatach umozliwia oddzielenie zwigzkéw i otrzyma-
nie stabilnego preparatu. Znajdujg réwniez zastosowanie
w leczeniu atopowego zapalenia skory AZS. Mutacja genu fi-
lagryny wptywa na zaburzenia funkgiji i struktury naskorkowej
u pacjentow chorych na AZS. Zaburzenia te doprowadzajg
miedzy innymi do zmniejszenia ilosci biatka niezbednego
w utrzymaniu prawidtowego ksztattu korneocytéw i zmiany
organizacji blaszek lipidowych. W pracy [45,46] stwierdzono,
ze po aplikacji liposomow zwiekszyto sie wydzielanie ciat
lamelarnych (lamellar bodies), co prowadzito do poprawy
stanu skory. Ze wzgledu na podobienstwo zachodzace
pomigdzy strukturg liposomow i warstwy lipidowej w war-
stwie rogowej skory, liposomy wigzg sie z keratyng warstwy
rogowej naskorka, tworzac cienki film okluzyjny. Prowadzi
to do zmniejszenia przeznaskérkowej utraty wody (trans-
-epidermal water loss) oraz przenikania substancji draznia-
cych i alergogennych [45-47].
(BPO), tretynoina, adapalen, klindamycyna) stosowane
do leczenia trgdziku powodujg wiele skutkdow ubocznych,
co prowadzi do niepowodzenia w leczeniu skérnych zmian
chorobowych. Zamkniecie leku przeciwtrgdzikowego
w liposomach umozliwia dostarczenie leku w wigkszym
stezeniu w miejscu jego aplikaciji [45]. W pracy [48] porow-
nano zastosowanie liposomu z 1% roztworem klindamycyny
z samym 1% roztworem klindamycyny w leczeniu trgdziku.
Lek przenoszony przez liposomy wykazat lepsze dziatanie
oraz brak skutkéw ubocznych. W literaturze [49] opisano
poréwnanie preparatu liposomowego z 0,01% tretynoing
(liposomal tretinoin 0,01%) z ogdlnie dostepnymi w han-
dlu zelami zawierajgcymi tretynoine. Badania wykazaty
1,5 krotne wzmocnienie skutecznosci leku z liposomami
oraz zmniejszenie efektdw ubocznych zwigzanych z terapig
tretynoing.

Analogi witaminy D takie jak kalcypotriol, kalcytriol
i takalcytol majg dziatanie przeciwluszczycowe ze wzgle-
du na zwalczanie zapalen i szybkiego namnazania sie
komoérek naskoérka. Autorzy w pracy [50] sugerujg, ze
stosujgc preparaty liposomowe, stezenie witaminy D,
moze by¢ zmniejszone w poréwnaniu z obecnie dostep-
nymi preparatami handlowymi bez pogorszenia efektu
terapeutycznego, jednoczesnie zmniejszajgc efekty
uboczne (podraznienie skory) oraz ogodlnoustrojowe.

Thus DSPE-PEI liposomes are interesting as carriers of
drugs effective for increasing absorption and intracellular lo-
calisation of anti-tumour medicines in tumour tissue through
injecting into the tumour [44].

In dermatology liposomes are mainly applied due to their
therapeutic properties, where they can be used as the car-
riers of both hydrophilic and lipophilic therapeutics, due to
their amphiphilic nature. They are used as the carriers of
drugs, among others in the treatment of atopic dermatitis,
acne, psoriasis, albinism, ichthyosis, or in hair fall and
skin cancer. Liposomes can neutralize unstable medicines
through their capsulation, increasing the possibilities of the
penetration of the compounds that do not permeate the skin.
They also help to reduce skin irritation by the controlled re-
lease of medicines and cuticle hydration. They can be used
for the target transportation of medicines into the sebaceous
structures, that is support the treatment of ilinesses related
to hair follicles and sebaceous glands disorders. Retinol
and hydroquinone are used in treatment of skin discolora-
tions, but if they are introduced to the preparation together,
they cause oxidation of retinol. Application of liposomes
in such preparations enables to separate the compounds
and provides a stable preparation. They are also applied
in the treatment of atopic dermatitis. The filaggrin gene
mutation influences the disorders of the cuticle functions
and structure in patients suffering from atopic dermatitis.
Those disorders lead, among others, to the reduction of
albumin indispensable in maintaining the correct shape of
corneocytes and changes in the organization of lipid lami-
nas. The authors [45,46] find in the study that after applying
liposomes the lamellar bodies secretion has increased,
which led to the improvement of the skin condition. Due to
the similarity between the liposomes structure and the lipid
layer in the corneous layer of the skin the liposomes bond
with the keratin of the corneous layer of the skin, forming
a fine occlusive film. This leads to the reduction of the trans-
epidermal water loss and the permeation of irritating and
allergenic substances [45-47].

The medicines of the first and second line (such as, for
instance: benzoyl peroxide (BPO), tretinoin, adapalene,
clindamycin), used in the treatment of acne, cause numer-
ous side effects, which lead to failure of the treatment of
skin lesions. Enclosing the anti-acne medicine in liposomes
enables the provision of a drug higher concentration in the
place of its application [45]. The study [48] compares the
application of liposome with 1%-solution of clindamycin
with a single 1%-solution of clindamycin in the treatment
of acne. The medicine carried by liposomes demostrated
a better result and lack of side effects. The literature [49] also
describes a comparison of liposomal tretinoin 0.01% with
gels containing tretinoin, generally available on the market.
The studies have demonstrated the 1.5-fold improvement
of the effectiveness of the medicine with liposomes and the
reduction of side effects related to the therapy with tretinoin.

The analogues of vitamin D, such as calcipotriol, calcitriol
and tacalcitol, have anti-psoriatic effect due to the fact that
they fight inflammations and fast cuticle cell proliferation.
The authors of the study [50] suggest that by using lipo-
somal preparations the concentration of vitamin D, can be
reduced in comparison to the preparations now available on
the market without any detriment to their therapeutic effect,
at the same time reducing side effects (skin irritation) and
systemic effects. Dithranol is a medicine used externally in
the treatment of psoriasis. The treatment with Dithranol is
highly effective in fighting psoriasis, and at the same time it
is troublesome for patients due to its irritating and colouring
effects on the skin. Enclosing Dithranol in liposome bubbles
enhances its availability in the cuticle, which enables the re-
duction of the dose and side effects dependent on the dose.
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Ditranol to lek stosowany zewnetrznie w leczeniu tuszczycy.
Terapia ditranolem daje wysokg skutecznos¢ w walce
z tuszczycg bedac rownoczesnie ucigzliwg dla chorego
ze wzgledu na dziatanie draznigce i barwigce. Uwiezienie
ditranolu w pecherzykach liposoméw wspomaga jego bio-
dostepnos¢ w naskorku, co umozliwia zmniejszenie dawki
i zaleznych od dawki dziatan niepozgdanych. Liposomy
znalazty réwniez zastosowanie w leczeniu schorzen ptuc
do podawania lekow drogg wyziewng w celu uzyskania
przedtuzonego ich dziatania [51,52]. Droga oddechowa jest
wykorzystywana do dostarczania makromolekut takich jak
proteiny, peptydy, szczepionki, DNA oraz w terapii genowe;j.
Nanonosniki fosfolipidowe sg bardzo atrakcyjnymi uktada-
mi przenoszenia leku w inhalacji aerozolowej. Liposomy
ochraniane sg przed atakiem systemu immunologicznego
ptuc poprzez modyfikacje ich powierzchni przy pomocy np.
poliglikolu etylenowego PEG zwiekszajgc mukopenetracje
poprzez PEGylacje i utrzymujac uwalnianie leku dla kontro-
lowanego jego dostarczania. Muralidharan et al. [52] podajg
zalety stosowania nanoprzenos$nikéw fosolipidowych PEG
i terapeutykoéw PEG w aerozolach do podawania donosowo
lub drogg wziewng. Liposomy staty sie rowniez przedmiotem
badan w medycynie diagnostycznej, mogg by¢ stosowane
jako srodki kontrastujgce w obrazowaniu komoérkowym
i nowotworowym [53]. W tym celu zmodyfikowano para-
magnetyczne nanoczgsteczki liposomowe w bimodalne
neutralne nanoczgsteczki obrazujgce do zastosowania
in vivo. Doniesienia literatury fachowej przedstawiajg farma-
kokinetyczne i farmakodynamiczne modele, ktére sg kluczo-
we w fizycznym, biochemicznym i fizjologicznym procesie
rozprowadzania lekéw onkologicznych przez preparaty
liposomowe. Modele te przetwarzajg zaobserwowane dane
w wspotczynniki okreslajgce ogdlng przeciwnowotworowg
odpowiedz i w pewnych przypadkach przewidujg warunki do
optymalizowania kombinacji chemioterapii, ktére zawierajg
nanoczasteczkowe nosniki lekow [54].

Interesujgce wydaje sie wykorzystanie preparatow lipo-
somowych bazujgcych na fullerenach uzywanych w terapii
i obrazowaniu molekularnym [55]. Medycyna fullerenowa
jest nowg i szybko rozwijajgcg sie dziedzing. Fullereny
posiadajg wiele wtasciwosci, ktére mozna wykorzystac
wigczajgc w to wtasciwosci przeciwutleniajgce, zapobie-
ganie starzeniu, fotodynamiczne terapie przeciwzapalne,
rozprowadzanie leku oraz srodki kontrastujgce w rezonansie
magnetycznym.

Podsumowanie

Liposomy jako nosniki zwigzkow aktywnych znalazty za-
stosowanie w przemysle kosmetycznym, farmaceutycznym,
spozywczym oraz preznie bada sie je w roznych dziedzinach
medycyny. Przede wszystkim badania liposomow skupiajg
sie wokot wprowadzania i ukierunkowanego dostarczania
lekdw przeciwnowotworowych, przeciwgrzybiczych, prze-
ciwzapalnych, dostarczanie lekéw genowych, srodkow
znieczulajgcych, w leczeniu chordb ptuc i chordb skory.

Liposomy nie sg jednak idealnymi uktadami i posiadajg
wiele wad miedzy innymi niskg stabilno$¢, wolne uwalnianie
leku i bardzo duzg akumulacje liposomoéw w watrobie i $le-
dzionie. W tym celu stosuje sie wiele modyfikacji pecherzy-
kow fosfolipidowych aby poprawic ich stabilnosé¢, odpornosé
oraz zapewni¢ odpowiednie kontrolowane i ukierunkowane
uwalnianie leku. Ponadto liposomy znajdujg réwniez zasto-
sowanie jako srodki kontrastujgce w obrazowaniu komoér-
kowym. Liposomy i ich modyfikacje sg wcigz obiecujgcymi
uktadami dla medycyny, przemystu kosmetycznego.

Liposomes are also used in treatment of lung diseases, to
be administered by inhalation in order to obtain extended
effectiveness of the drug [51,52]. Respiratory tract is used
to deliver macromolecules, such as proteins, peptides, vac-
cines, DNA and in gene therapy. Phospholipid nanocarriers
are extremely attractive systems of carrying drug in aerosol
inhalation. Liposomes are protected against attacks of the
lungs’ immune system due to modification of their surface,
with the aid of, e.g. PEG polyethylene glycol, increasing
mucopenetration through PEGylation and maintaining re-
leasing drug for controlled delivery. Muralidharan P et al. [52]
list advantages of application of PEG phospholipid nanocar-
riers and PEG drugs in intranasal administered aerosols or
by inhalation. Liposomes have also become the subject of
study in diagnostic medicine, as they can be used as con-
trast medium in cellular and tumour imaging [53]. In order
to achieve this, paramagnetic liposome nanoparticles were
modified to bi-modal, neutral imaging nanoparticles to be
used in vivo. Literature reports pharmacokinetic and phar-
macodynamic models, fundamental in physical, biochemical
and physiological process of distribution of oncologic drugs
by liposome preparations. Those models process observed
data into coefficients determining general anti-tumour re-
sponse, and in some cases foresee conditions to optimise
chemotherapy combinations which contain nanoparticle
drug carriers [54].

Utilisation of liposome preparations relying on fullerenes
used in therapy and molecular imaging seems interesting
[55]. Fullerene medicine is a new and quickly developing
domain. Fullerenes have numerous properties to be taken
advantage of, including antioxidant and anti-ageing proper-
ties, photodynamic anti-inflammatory therapies, distributing
drugs and contrast medium in magnetic resonance.

Summary

Liposomes as carriers of active compounds have found
application in cosmetics, pharmaceutical and food industry,
and undergo large-scale tests in various fields of medicine.
First of all, liposomes tests are concentrated on the introduc-
tion and directed delivery of anti-tumour drugs, antifungals,
anti-inflammatory drugs, delivery of gene medicines, anaes-
thetics, in lungs and skin diseases treatment.

However, liposomes are not ideal systems and have
numerous drawbacks, among other things low stability, slow
release of medicine and very high accumulation of liposome
in liver and spleen. In order to improve their stability and
resistance, and ensure proper release of medicine, various
modifications of phospholipid vesicles are used. Moreover,
liposomes can also be used as contrast media in cell imag-
ing. Liposomes and their modifications are still promising
systems for medicine, cosmetic and food industries.
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AGH Biomaterialy — Materialy dla Medycyny

2015/2016

Organizator: Adres:

Akademia Gorniczo-Hutnicza 30-059 Krakow, Al. Mickiewicza 30

im. Stanistawa Staszica w Krakowie Pawilon A3, p. 208 lub p. 210

Wydziat Inzynierii Materiatowej i Ceramiki tel. 12 617 44 48, 12 617 47 44, fax. 12 617 33 71
Katedra Biomateriatow email: epamula@agh.edu.pl; krok@agh.edu.pl
Kierownik: Prof. dr hab. inz. Elzbieta Pamuta http://www.agh.edu.pl/ksztalcenie/oferta-ksztalcenia/
Sekretarz: Dr inz. Matgorzata Krok-Borkowicz studia-podyplomowe/biomaterialy-materialy-dla-medycyny/
Charakterystyka:

Tematyka prezentowana w trakcie zaje¢ obejmuje przeglagd wszystkich grup materiatéw dla zastosowan medycznych:
metalicznych, ceramicznych, polimerowych, weglowych i kompozytowych. Stuchacze zapoznajg sie z metodami projek-
towania i wytwarzania biomateriatéw a nastepnie mozliwosciami analizy ich wtasciwosci mechanicznych, wtasciwosci fi-
zykochemicznych (laboratoria z metod badan: elektronowa mikroskopia skaningowa, mikroskopia sit atomowych, spek-
troskopia w podczerwieni, badania energii powierzchniowej i zwilzalnosci) i wtasciwosci biologicznych (badania: in vitro
i in vivo). Omawiane sg regulacje prawne i aspekty etyczne zwigzane z badaniami na zwierzetach i badaniami klinicznymi
(norma EU ISO 10993). Stuchacze zapoznajg sie z najnowszymi osiggnieciami w zakresie nowoczesnych nosnikéw lekéw,
medycyny regeneracyjnej i inzynierii tkankowej.

Sylwetka absolwenta:

Studia adresowane sg do absolwentéw uczelni technicznych (inzynieria materiatowa, technologia chemiczna), przyrodni-
czych (chemia, biologia, biotechnologia) a takze medycznych, stomatologicznych, farmaceutycznych i weterynaryjnych,
pragnacych zdoby¢, poszerzy¢ i ugruntowac wiedze z zakresu inzynierii biomateriatéw i nowoczesnych materiatéw dla me-
dycyny. Stuchacze zdobywajg i/lub pogtebiajg wiedze z zakresu inzynierii biomateriatéw. Po zakonczeniu studiow wykazujg
sie znajomoscig budowy, wtasciwosci i sposobu otrzymywania materiatéw przeznaczonych dla medycyny. Potrafig anali-
zowac wyniki badan i przektadac¢ je na zachowanie sie biomateriatu w warunkach zywego organizmu. Ponadto stuchacze
wprowadzani sg w zagadnienia dotyczgce wymagan normowych, etycznych i prawnych niezbednych do wprowadzenia
nowego materiatu na rynek. Ukonczenie studiow pozwala na nabycie umiejetnosci przygotowywania wnioskéw do Komisji
Etycznych i doboru metod badawczych w zakresie analizy biozgodnosci materiatéw.

Zasady naboru:

Termin zgtoszen: od 20.09.2015 do 20.10.2015 (liczba miejsc ograniczona - decyduje kolejno$¢ zgtoszen)
Wymagane dokumenty: dyplom ukornczenia szkoty wyzszej

Osoby przyjmujgce zgtoszenia:

Prof. dr hab. inz. Elzbieta Pamuta (tel. 12 617 44 48, e-mail: epamula@agh.edu.pl)

Dr inz. Matgorzata Krok-Borkowicz (tel. 12 617 47 44, e-mail: krok@agh.edu.pl)

Czas trwania: 2 semestry (160 h) Optaty: 2 600 zt
8 zjazddw (soboty-niedziele) 1 raz w miesigcu
Przewidywana data rozpoczecia: 28.11.2015
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