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nadomestkov

The Use of Biocompatible PolyHIPE Acrylates for Bone Tissue Engineering
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Tkivno inZenirstvo je relativno novo podrocje regenerativne medicine, ki je v zadnjih deset-
letjih bolj ali manj preSlo zgodnje razvojne faze in Ze daje klini¢ne rezultate. Njegovo bis-
tvo je z inZenirskim pristopom, ob uporabi celic, neZivih materialov ter biokemijskih in
fizikalno-kemijskih dejavnikov izboljSati oziroma nadomestiti prizadeto bioloSko funkci-
jo. Ker ima kostno tkivo klju¢no oporno in integracijsko vlogo za celoten organizem, poleg
tega pa se relativno pocasi regenerira, je uporaba primernih neZivih materialov Se posebej
pomembna. Kostno tkivo vsebuje relativno veliko zunajceli¢nega matriksa in je hkrati
mehansko trdno in proZno, a ne glede na to biolo8ko zelo dinami¢no. Njegova tvorba in
razgradnja potekata v odvisnosti tako od okolja kot od celic samih. Poleg tega predstav-
lja tudi ustrezno bioinformacijsko okolje za rast in razvoj kostnih celic. 3D-porozni material
mora zato imeti ustrezne mehanske, kemijske in bioloSke lastnosti, zaradi Cesar je iska-
nje primernih materialov in tehnologij zahtevno. Akrilni polimeri so se Ze izkazali kot
zelo obetajoci, predvsem v izvedbi emulzij z visokim deleZem notranje faze. Njihove pred-
nosti so predvsem tehnoloSke, kar pomeni enostavno in prilagodljivo pripravo ter repro-
ducibilnost, slabosti pa so predvsem bioloSke, med drugim neustrezno bioinformacijsko
okolje, (neustrezna) biorazgradljivost in toksi¢nost monomerov.

ABSTRACT
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Tissue engineering as a relatively new field of regenerative medicine has already gone
through early developmental stages in a way that it already gives some clinical results.
In essence, tissue engineering includes the use of a combination of cells, engineering,
materials methods, and suitable biochemical and physio-chemical factors to improve or
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replace biological functions. Because bone tissue provides the main mechanical and inte-
grating support to the whole organism and because it also regenerates relatively slow-
ly, it is of great importance to use appropriate inanimate materials during wound healing.
The principal component of bone tissue is extracellular matrix which is mechanicaly both
firm and flexible but still biologicaly dynamic structure that is synthesized and degrad-
ed as a result of extra- and intracellular signaling. Apart from that, it also represents a suit-
able bioinformational environment for bone cell growth and development. That is why
it is necessary for a 3D scaffold to have proper mechanical, chemical, and biological char-
acteristics. Acrylate polymers have already proved as a promising material for 3D scaf-
fold engineering especially in the form of high internal phase emulsion. Their advantages
are mainly technological, i.e. simple and adaptable production and reproducibility, but they
lack some biological qualities such as suitable bioinformational environment, biodegrad-

ability, and monomere toxicity.

uvoD
Odpoved oziroma zmanjSano delovanje ¢lo-
veskih tkiv in organov kot posledica fizio-
loSkih okvar ter mehanskih in drugih pos-
kodb je eden izmed najbolj dragih in zaple-
tenih izzivov zdravstvenega varstva (1).
Razvite so bile razli¢ne kirurske strategi-
je, med drugim uporaba povsem umetnih
nadomestkov (protez), neZivih procesira-
nih tkiv ter Zivih avto- oziroma alogenskih
tkiv (2).
Kljub uspehom ima vsaka od uveljavlje-
nih metod zdravljenja negativne plati (1):
+ pomanjkanje primernih tkiv ali organov
za presaditev,

+ pogosto dosmrtna imunosupresija v pri-
meru alogenske presaditve,

+ nezadostna oziroma neustrezna funkcio-
nalnost vsadkov in presadkov,

+ njihova predhodna odpoved,

+ okuZbe s patogenimi mikrobi in

 druge.

Zaradi omenjenih problemov trenutnih na-
¢inov nadomeS$canja izgubljenih funkcio-
nalnosti tkiv ali organov se Ze nekaj ¢asa
Vv znanstvenem raziskovanju pozornost pos-
veca predvsem mati¢nim celicam, tkivnemu
inZenirstvu (angl. tissue engineering, TE) in
de novo organogenezi, in sicer ne samo kot
novemu viru tkiv in organov za presaditev,

ampak tudi kot moZnosti neposrednega
zdravljenja poSkodb ali bolezni (3).

Principi in tehnologije TE so trenutno
Se v fazi razvoja, Ceprav v nekaterih pri-
merih Ze dajejo klini¢ne rezultate (1). Eden
izmed ve¢jih preskokov v razvoju je bil
zamenjava procesiranega bioloSkega mate-
riala s tridimenzionalnimi poroznimi mate-
riali (3D-nosilci), v katere pred presaditvijo
naselimo celice in jim s tem omogoc¢imo
organizirano tvorbo ciljnega tkiva (3). Ta
¢lanek obravnava izklju¢no regeneracijo
kostnega tkiva, zato se v nadaljevanju osre-
dotoca predvsem nanj.

Pri iskanju novih terapevtskih strategij
za poSkodbe kostnega tkiva s pomocjo TE
je potreben interdisciplinaren in veckom-
ponenten pristop (4). Potrebno je medseboj-
no dopolnjevanje poglobljenega znanja
dolocenih znanstvenih disciplin s podrocja
biologije, kemije, medicine, ved o materia-
lih in medicinskega inZenirstva (slika 1). Le
na tak nacin lahko korak za korakom dose-
Zemo optimizacijo postopkov in pripomoc-
kov (4).

KOSTNO TKIVO

Zgradba kostnega tkiva

Podrobno razumevanje biolo3kih in biome-
hanskih znacilnosti kosti je seveda klju¢ne-
ga pomena za uspedno TE. Kostno tkivo je
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kompleksno, visoko organizirano in specia-
lizirano vezivno tkivo, ki je v primerjavi
z mehkimi tkivi fizi¢no trdo, rigidno, se rela-
tivno dobro upira mehanskim poSkodbam
in je tudi delno prozZno (5). Mikroskopska

slika razkrije manjs$i deleZ celic in obseZen
medceli¢ni matriks, ki ga sestavljajo pretezno
kolagenska vlakna ter trdna, toga in mine-
ralizirana anorganska snov, kalcijev hidrok-
siapatit [(Ca),,(PO,),(OH),] (slika 2) (5).

Slika 1. Strategije regenerativne medicine temeljijo na dinamicnih in kompleksnih interakcijah razli¢nih
specialnosti in so potrebne, da ustvarimo uporabne umetne kostne nadomestke.
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Slika 2. Shematska zgradba kostnega tkiva (6).
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Osteoblasti se nahajajo na povr$ini kost-
nega tkiva in so odgovorni za sintezo organ-
skih sestavin zunajceli¢nega matriksa,
njegovo organizacijo in kon¢no mineraliza-
cijo (7). Razvijejo se iz mezenhimskih pre-
kurzorskih celic kostnega mozga, ki imajo
sposobnost razvoja v celice maS¢obnega,
hrustanénega in miSi¢nega tkiva (7). Glav-
ni produkti zrelih osteoblastov so kolagen
tipa I (90 % kostnih proteinov), osteokalcin,
osteonektin, osteopontin, matriksni Gla-pro-
tein, fosforilirani glikoproteini (sialoprotei-
ni I in II), razni proteoglikani ter alkalna
fosfataza (7).

Manjsi deleZ osteoblastov ostane ujet
v lakunah znotraj kostnega matriksa in te
osteoblaste imenujemo osteociti (5). Verjet-
no opravljajo vlogo medceli¢ne komunika-
cije, saj so njihova najopaznejSa morfoloska
znacilnost dolgi in tanki celi¢ni izrastki
(filopodiji), ki se raztezajo po kanalih med
lakunami (5). Med lakunami obstajajo Se
manjSe povezave od kanalov filopodijev,
kanalikuli, ki med krvnimi Zilami in osteo-
citi omogocajo izmenjavo hranil, plinov,
odpadnih produktov in signalnih mole-
kul (5). Pomembna naloga osteocitov je
razgradnja kostnega matriksa. Pri tem se
sprostijo kalcijevi ioni Ca?*, ki so pomem-
ben sekundarni obveS¢evalec pri uravnava-
nju notranjega celinega ravnovesja (8).
Lakune so razporejene radialno okrog
Haversianovega kanala, v katerem se naha-
jajo Zile (5).

Tabela 1. Proteini, ki sestavljajo kostno tkivo.

Osteoklasti so polarizirane celice z va-
lovitim, nagubanim delom celi¢ne povrsi-
ne, pod katerim znotraj celice ni organelov
(angl. clear zone), na zunanji povrS$ini tega
podrodja pa so izraZeni receptorji iz skupi-
ne integrinov, ki omogocajo stik s povrsi-
no kostnega tkiva (9). Na mestu tega stika
poteka regulirana, od sekrecije lizosomskih
encimov in lokalnega kislega okolja odvi-
sna resorpcija kostnega matriksa, zacenSi
z demineralizacijo, ki ji sledi razgradnja
organskega matriksa (10). Sinteza enci-
mov in njihovo spro$canje iz celice (izkljuc-
no na nagubanem predelu celice) sodita
v obicajno aktivnost osteoklastov. Najbolj
tipi¢ni osteoklastni encimi so na tartrat (sol
vinske kisline) odporni izoencimi kisle fos-
fataze (sluZi kot oznacevalec osteoklastne-
ga fenotipa) in cisteinske proteinaze, ki
razgrajujejo kolagen (11). Osteoklasti onto-
genetsko izvirajo iz hematopoetskih celic,
podobno kot makrofagi.

Zunajceliéni matriks kostnega
tkiva

Zunajceli¢ni matriks (angl. extracellular
matrix, ECM) igra pomembno vlogo pri
funkciji rastnih dejavnikov (12). Ta koope-
rativen proces se kaZe kot konvergenca
znotrajceli¢nih signalnih poti, ki jih spro-
Zijo tako proteini zunajceli¢nega matriksa
kot rastni dejavniki iz ostalih predelov
telesa. TakSno vzajemno delovanje je Se
posebej pomembeno pri regeneraciji pos-

Tip proteina Ime

Funkcija

Kolagen kolagen tipa |
kolagen tipa V
Nekolagenski proteini osteokalcin
osteopontin
kostni sialoprotein-2
osteonektin

fibronektin

natezna trdnost

natezna trdnost
mineralizacija
mineralizacija, adhezija celic
mineralizacija

adhezija celic, mineralizacija

adhezija, diferenciacija in migracija celic
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kodovanih tkiv (13). Poleg ogrodja za nala-
ganje mineralov kalcijevega hidroksiapati-
ta sluZi ECM tudi za adhezijo celic in vpliva
na njihovo diferenciacijo, saj celice zazna-
vajo njegovo obliko in strukturo (13).

Kostno tkivo sestavlja vec razli¢nih pro-
teinov (tabela 1). Kolagen tipa I je pogla-
vitna sestavina mineraliziranega kostnega
matriksa. Predstavlja 90-95 % organskega
materiala in je osnova za zacetek anorgan-
ske mineralizacije, v manjSih koli¢inah pa
je prisoten tudi kolagen tipa V (14).

Prisotnih je tudi ve¢ nekolagenskih
proteinov, ki imajo razli¢ne regulatorne in
organizacijske vloge. IzraZanje osteokalci-
na je omejeno na osteoblaste in predstav-
lja pribliZno 15 % nekolagenskih proteinov.
Osteokalcin je drugi najpogostejsi protein
v kostnem matriksu, njegova karakteristi-
ka pa so trije glutamatni ostanki, ki so mesto
od vitamina K odvisne karboksilacije, nasta-
li y-karboksiglutamati pa omogocajo viso-
koafinitetno vezavo minerala hidroksiapa-
tita (15-17).

Osteopontin je glikoziliran fosfopro-
tein in je obicajna sestavina mineralizira-
nih tkivnih struktur (18). Odgovoren je za
adhezijo celic preko Arg-Gly-Asp (RGD)
motiva aminokislinskih ostankov, ki ga
prepoznajo in veZejo integrini v plazmale-
mi kostnih celic (18). Lahko je moc¢no gliko-
ziliran, poleg tega pa je bogat z aspartatom.
Prav ta kisla narava mu najverjetneje omo-
goca uravnavanje rasti kalcijevih krista-
lov (19). Sintetizirajo ga osteoblasti in
lahko obstaja v ve¢ strukturnih oblikah, kar
je odvisno od nacina in stopnje posttransla-
cijskih modifikacij (20).

Kostni sialoprotein-2 (angl. bone sialo-
protein 2, BSP-2) v€asih imenujemo tudi
integrin vezavni protein, kar nakazuje na
njegovo vlogo pri adheziji celic, poleg tega
pa sodeluje pri mineralizaciji (21). Je moc¢-
no glikoziliran, kislo naravo z izoelektri¢-
no tocko pri pH 3,9 pa mu daje relativno
velik deleZ siali¢ne kisline (21). Eksperimen-
ti so pokazali, da lahko pride do medseboj-

nega vplivanja med BSP in kolagenom,
hidroksiapatitom, matriksno metalopro-
teinazo-2 in faktorjem H (22-25). Kolagen
veZe ne samo iz kosti ekstrahiran, ampak
tudi rekombinanten BSP, in sicer z evolu-
cijsko ohranjeno N-terminalno regijo (ami-
nokislinski ostanki 19-406) (21, 22). Slednja
vsebuje preteZzno hidrofobne aminokisline
brez fosforilacij in glikozilacij, moZne pa so
tirozinske sulfatacije, vendar posttransla-
cijske modifikacije niso udeleZene pri veza-
vi kolagena (21, 22). Zelo pomembno je
C-terminalno integrin prepoznavno podroc-
je RGD, ki dokazano vpliva na celi¢no sig-
nalizacijo in posledi¢no diferenciacijo
osteoblastov (20).

Osteonektin ali SPARC (angl. secreted
protein, acidic and rich in cysteine) je kalcij
vezavni glikoprotein z visoko afiniteto do
hidroksiapatita, tudi v prisotnosti denatu-
rantov, kot sta urea in gvanidin (27). Poleg
tega mocno veZe kolagen tipa I, kar posle-
di¢no vodi do in vitro mineralizacije kola-
gena tudi v odsotnosti kostnih celic (27).
Ravno zaradi te lastnosti je osteonektin Ze
bil preizku3en pri razvoju naprednih nano-
kompozitov za regeneracijo skeletnih
tkiv (28).

Tudi fibronektin ima znacilno integrin
prepoznavno podrocje RGD in pomembno
vpliva na adhezijo, rast, diferenciacijo in
migracijo celic (29). Sodeluje v zacetnih
fazah osteogeneze, domnevno zaradi spo-
sobnosti nukleacije hidroksiapatitnih kri-
stalov (30). Zanj so znacilne razli¢ne
konformacijske oblike, ki so odvisne od nje-
govega okolja. Tako je pri vezavi fibronek-
tina na hidroksiapatit molekularna oblika
in s tem njegova aktivnost odvisna od elek-
tri¢nega naboja in kemijskih lastnosti povr-
Sine (31).

Pristop mimikrije zunajcelicnega
matriksa

Kostne celice bodo tvorile ECM, analogen
nativnemu, le, ¢e bodo v ustreznem okolju,
zato je treba pripraviti 3D-nosilce s struk-
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turo, sestavo in fizikalno-kemijskimi last-
nostmi, ¢im bliZjimi naravnemu zunajceli¢-
nemu matriksu kosti (32). SploSen pristop
bi torej zajemal osnovno ogrodje iz bioraz-
gradljive organske snovi z ustreznimi
mehanskimi lastnostmi in veliko poroznost-
jo. Potreben bi bil tudi dodatek optimalnih
koli¢in kolagena (oziroma kolagenomime-
tika) in anorganskih kristalov hidroksiapa-
tita. UpoStevati je treba tudi ostale proteine,
opisane v tem poglavju, ki so klju¢ni za
uspesno adhezijo, migracijo, proliferacijo in
diferenciacijo kostnih celic.

TKIVNO INZENIRSTVO KOSTNIH

NADOMESTKOV NA OSNOVI

TRIDIMENZIONALNIH NOSILCEV

Tako kot pri TE ostalih tkiv, moramo biti

tudi pri pripravi kostnih nadomestkov

pozorni na tri podrocja oziroma sestavine,

in sicer (5):

« invitro pripravo viabilnih in vitalnih celic
ciljnega tkiva,

« pripravo ustreznih 3D-nosilcev in

« identifikacijo ter pripravo osteoinduktiv-
nih rastnih dejavnikov oziroma njihovih
sinteti¢nih kemijskih nadomestkov.

Da doseZemo ¢im vecjo uspeSnost in ucin-
kovitost, mora biti celotmo nacrtovanje posa-
meznih sestavin Ze od samega zacetka
skladno s kon¢nimi lastnostmi vseh osta-
lih sestavin, ravno zato je podrobno pozna-
vanje biokemijsko-fizikalnih lastnosti
kostnega tkiva in lastnosti uporabljenih
materialov tako pomembno.

Kostne celice

V dosedanjih raziskavah so za namene TE
Ze raziskovali osteoregenerativno spo-
sobnost mezenhimskih mati¢nih celic
(angl. mesenchimal stem cell, MSC), stromal-
nih celic kostnega mozga, periostealnih
celic in osteoblastov (33-30). Izbira celic je
odvisna predvsem od tega, na kateri razvoj-
ni stopnji kostnega tkiva Zelimo zaceti
zdravljenje. Skladno s tem izberemo tiste

celice, ki jih je najlaZje pridobiti in namno-
Ziti in vitro, saj je za izvedbo posega potreb-
na relativno velika koli¢ina celic (4).

V prakti¢ne namene so se kot zelo upo-
rabne izkazale odrasle MSC, saj jih z lah-
koto izoliramo iz razli¢nih tkiv, predvsem
iz kostnega mozga, pa tudi iz maS¢obnega
in miSi¢nega tkiva ter iz periferne krvi
(37-41). Imajo sposobnost razvoja v hondro-
geno, adipogeno ali osteogeno linijo, pri
C¢emer za razvoj v osteogeno zadostuje
dodatek deksametazona, askorbinske kisli-
ne in B-glicerolfosfata v gojisce celic (33).
Delez MSC je v samem kostnem mozgu
sicer zelo majhen (0,003-0,015 %), a jih je
moZno razmnoZevati daljSe obdobje, ne da
bi izgubile zmoZnost diferenciacije (33, 38).
Pri veckratnih ponovitvah podvojitve celic
sicer lahko pride do s starostjo povezane
zaustavitve celi¢nega cikla, ki je povezana
predvsem s skrajSevanjem dolZine telo-
mer po vsaki celi¢ni delitvi (42). Ta prob-
lem je moZno reSiti z genskim inZenirstvom,
in sicer z ektopi¢nim izraZanjem c¢loveske
telomerne reverzne transkriptaze (angl. hu-
man telomerase reverse transcriptase, h\TERT),
s Cimer prepreCimo krajSanje telomer in
obcutno podaljSamo Zivljenjsko dobo
celic (43).

Pri samem gojenju je treba popolnoma
in v celoti izkljugiti kakrSne koli potencial-
no toksi¢ne, imunogene ali kako drugace
Skodljive snovi. Na tem mestu naj izposta-
vimo rutinsko uporabo govejega fetalnega
seruma (angl. fetal bovine serum, FBS) pri in
vitro proliferaciji. Enake zahteve za odobri-
tev klini¢nih Studij postavlja tudi ameris-
ki vladni urad za prehrano in zdravila
(FDA) (4, 44). Verjetnost prenosa patogenih
mikrobov in prionov je zelo nizka, imunski
odziv zaradi ksenogenih proteinov pa prav
tako ni zelo verjeten, vendar tveganje za raz-
voj zapletov Se vedno obstaja, zato bodo za
klini¢no uporabo primerne samo celice,
gojene brez prisotnosti Zivalskih proteinov,
ali e bolje, v definiranih sinteti¢nih gojis-
¢ih (45, 40).
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MSC so primerne za razvoj optimalnih
tehnolo8kih postopkov pri pridobivanju
potrebnih koli¢in celic ustrezne kvalitete za
TE kostnih nadomestkov. Neprecenljiva je
tudi moZnost individualnega pristopa pri
zdravljenju, saj je priprava avtolognih celic
enostavna, s tem pa se izognemo predvsem
nevarnostim okuZzbe ali zavrnitvi kostnega
nadomestka.

Tridimenzionalni porozni materiali

Ustrezni 3D-porozni materiali morajo biti

v prvi vrsti biolo8ko zdruZljivi, neimunoge-

ni, optimalno porozni in tehnoloSko ponov-

ljivi (47). Pomembne lastnosti so tudi
ustrezna trdnost in proZnost, ¢as bioloske
razgradljivosti (ustrezna sinhroniziranost
med rastjo novega tkiva in sprotnim razpa-
dom 3D-nosilca) ter bioresorpcija (4). Tudi
elasti¢nost in rigidnost, ki sta povsem fizi-
kalni lastnosti, imata vpliv na smer diferen-

ciacije zarodnih celic (48).

Kot Ze omenjeno, morajo 3D-nosilci
oponasati zunajceli¢ni matriks, saj ta posre-
duje kemijske in fizikalne signale celicam,
signaliziranje pa poteka v obeh smereh (47).
Celice zaznavajo in organizirajo ECM pre-
ko integrinov, ki v odvisnosti od okolja spro-
Zijo v celici signalne poti, ki vplivajo na
migracijo, morfogenezo in homeostazo, v red-
kih primerih pa lahko pride tudi do tumo-
rogeneze (47). Cukierman s sodelavci je
glede na razli¢ne morfologije in moleku-
larne oznacevalce predlagal Stiri tipe
povezav med celicami in ECM, pri ¢emer
je vsaka prejs$nja osnova za razvoj nasled-
nje (49):

» fokalni kompleks (pribliZno 1 pm velike
toCkaste adhezivne strukture na osnovi
integrina),

- fokalna adhezija (mocne povezave na
osnovi aktina, najpogostejSe in najocitnej-
Se in vitro povezave kostnih celic z ECM),

. fibrilarna adhezija (centripetalna pre-
mestitev integrinov a3, ki omogocajo
fibrilogenezo fibronektina v odvisnosti od
mehanske napetosti) in

+ 3D-adhezija (prostorsko omreZje fibronek-
tina s svojstvenima sestavo in fosforila-
cijskim vzorcem).

Sestavine ECM lahko vmeSamo v samo
zmes za pripravo 3D-nosilca, lahko jih nak-
nadno kovalentno veZemo na 3D-nosilec ali
pa nosilec impregniramo z njimi (nekova-
lentna vezava) (47). Za enakomerno porazde-
litev celic sama porozna struktura 3D-no-
silca ni dovolj, klju¢nega pomena je nacin
inokulacije celic (47). Eden od nacinov je
umesSanje celic med ostale sestavine med
pripravo 3D-nosilca (47). Tak$no zmes lah-
ko vbrizgamo na mesto poSkodbe, polime-
rizacija oziroma gelatinizacija 3D-nosilca
pa potece in situ, vendar se zaradi nevarno-
sti poSkodb celic ne zdi obetajoc¢a. Primer-
nejsi nacin je rotacijska naprava, ki s pomoc-
jo vakuuma hitro in enakomerno porazdeli
celice (50).

Kljunega pomena za to, da se iz po-
sameznih celic razvije tkivo, je vsekakor
zagotavljanje zadostnega in konstantnega
dotoka hranil in kisika ter odtoka odpadnih
snovi in ogljikovega dioksida (4). V in vivo
pogojih zadostujejo difuzijski procesi, saj je
razdalja med celicami in krvnimi kapilara-
mi med 20 in 200pm (51). Pri gojenju
celi¢nih kultur v petrijevih posodah pa ti
procesi ne zadostujejo in globlje leZece celi-
ce hitro odmrejo zaradi omejene difuzi-
je (52). Uporaba bioreaktorjev z dinami¢no
perfuzijo problem v ve¢ji meri resi, vendar
ga ne odpravi povsem, saj je ta pristop ome-
jen s hitrostjo pretoka hranilne raztopine,
ki Se ne odplavi celic iz 3D-nosilca (52).
Resitev je v pripravi ¢im bolj mikroporoz-
ne strukture 3D-nosilca, pa tudi v pripravi
3D-nosilcev z notranjo povrsino, ki je viso-
ko higroskopna, s ¢imer bi povecali kapi-
larni u€inek in s tem dosegli enakomernej-
So porazdelitev hranilnega medija.

Kot osnovno sestavino ECM so Ze razi-
skovali razne bioloSke molekule (kolagen,
hialuronska kislina, laminin in druge),
vendar se zaradi teZavnega pridobivanja,
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shranjevanja in ravnanja z njimi niso izka-
zali kot tehnoloSko in cenovno primerni za
komercialno proizvodnjo (47). Sinteti¢ni
organski polimeri pa so po drugi strani poce-
ni, priprava je enostavna, prilagodljiva in
ponovljiva.

Osteoinduktivni rastni dejavniki
Osteoinduktivni rastni dejavniki (angl. oste-
oinductive growth factors, OGF) v sploSnem
predstavljajo skupino proteinov, ki uravna-
vajo delovanje celic specifi¢nega tkiva (4).
Nekatere od teh je prvi odkril Marshall Urist
leta 1965 (53). Glavne skupine teh dejavni-
kov so transformirajoci rastni dejavnik 3
(angl. transforming growth factor B, TGF-p),
inzulinu podobni rastni dejavnik (angl. in-
sulin-like growth factor, IGF), iz trombocita
izvirajoc€i rastni dejavnik (angl. platelet-de-
rived growth factor, PDGF), bazi¢ni fibrob-
lastni rastni dejavnik (angl. basic fibroblast
growth factor, bFGF) in kostni morfogenet-
ski proteini (angl. bone morphogenetic pro-
teins, BMPs). V bioloSko aktivni obliki jih
izlo€ajo predvsem osteoklasti in delujejo sti-
mulatorno tako na ostale kostne celice kot
tudi na endotelne in Zilne celice, s ¢imer se
izgubljeno tkivo regenerira (4).

V praksi lahko uporabljamo dva ena-
kovredna pristopa, vkljucitev bioaktivnih
rekombinantnih OGF oziroma njihovih ana-
logov v 3D-nosilec ali pa s pomocjo teh-
nologije rekombinantne DNA kostne celice
spremenimo tako, da Cezmerno izraZajo
OGF (4). Slednje lahko doseZemo Ze z obi-
¢ajnimi metodami genskega inZenirstva
(54, 55). MoZnost njihove uporabe nedvom-
no obstaja, vendar je zaradi kompleksnega
(so)ucinkovanja razli¢nih OGF in njihove Se
ne povsem razumljene fiziologije omeje-
na (4). Bolj kot za terapijo bodo ti pristopi
kljuéni pri raziskovalnem delu.

MATERIALI POLIHIPE

Splosne znacilnosti

Emulzije so meSanice vsaj dveh tekocin, ki
se med sabo ne meSata, pri ¢emer je vsaj

ena tekocina (notranja ali diskontinuirna
faza) dispergirana v eni izmed ostalih (zu-
nanja ali kontinuirana faza) (56). Emulzije,
ki imajo volumski deleZ notranje faze vedji
od 74,05 % (najvecji moZni deleZ prostorni-
ne, ki ga lahko zavzamejo pravilno obliko-
vane enako velike kroglice, razporejene na
najbolj u€inkovit nacin), imenujemo poli-
HIPE (angl. polymerised high internal phase
emulsions). Izraz poliHIPE je prvi definiral
Lissant leta 1966 (57). Glede na to, da lah-
ko pripravimo poliHIPE z deleZem notranje
faze do 99 %, je le-ta ali iz razli¢no velikih
kroglic ali pa iz geometrijskih struktur,
imenovanih poliedri (58). Glede na naravo
notranje in zunanje faze lo¢imo 3tiri tipe:

+ voda v olju,

+ olje v vodi,

« olje v olju, kjer uporabimo dve nepolarni
topili, ki se v danih pogojih ne meS3ata, in
ogljikov dioksid v vodi, kjer notranjo fazo
predstavlja superkriti¢ni CO, (58).

Komercialno je najbolj zanimiv tip voda
v olju, saj je pri tipu olje v vodi potrebnega
veliko organskega porogena (snov, ki vpliva
na velikost kroglic notranje faze), pri tipu
ogljikov dioksid v vodi pa so uporabljeni fluo-
rirani surfaktanti dragi in bioloSko nerazgra-
dljivi, potrebna pa je tudi draga specialna
oprema (59).

Priprava poliHIPE je relativno enostav-
na (58). Za pripravo tipa voda v olju zmeSa-
mo enega ali ve¢ monomerov, navadno tudi
precni povezovalec, zaCetnik polimerizaci-
je in primeren surfaktant, medtem ko raz-
topino notranje faze dodajamo pocasi med
meSanjem. Nastalo emulzijo toplotno obde-
lamo, da zunanja faza polimerizira, notranjo
speremo oziroma odstranimo s Soxhletovim
ekstraktorjem ter posuSimo (58). Tako dobi-
mo trden porozen material, analogen peni.
Morfolosko lo¢imo tri vrste por, ki se med
sabo locijo po nacinu nastanka:

« »vrzeli« nastanejo na mestu, kjer so
v emulziji (pred toplotno obdelavo) bile
kroglice oziroma poliedri notranje faze,
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+ »okna« so pore med sosednjima vrzelma
in

« »poreg, ki so znatno manjSe od vrzeli in
oken, prisotne pa so znotraj kontinuira-
ne faze (58).

Nastalo polimerno porozno strukturo lah-
ko dalje kemijsko spreminjamo, ¢e uporabi-
mo monomere z reaktivnimi funkcionalni-
mi skupinami (58).

PoliHIPE-materiali so se izkazali kot
uporabni pri pripravi hrane in kozmetike,
kot kromatografski nosilci, za sintezo na trd-
ni podlagi, imobilizacijo encimov in shra-
njevanje vodika ter kot 3D-nosilci za rast
bioloskih celic (58, 60).

Znactilnosti, pomembne za tkivno
inZenirstvo kostnih nadomestkov,

in dejavniki, ki vplivajo na njih

Velikost vrzeli se obi¢ajno giblje med 1 in
ve¢ 100 pm, znani pa so tudi primeri z ve-
likostmi pod 1 pm pa vse do 1 mm (58, 61).
V sploSnem vsakrSno povecanje stabilno-
sti emulzije povzroci tvorbo manj$ih kro-
glic v emulziji in s tem tvorbo manjSih
vrzeli (62). Velikost oken je odvisna od
deleZa notranje faze (vedcji kot je njen volu-
men, bolj deformirane so kroglice) in od
koncentracije surfaktanta, saj s poveca-
njem deleZa surfaktanta stanjSamo plast
monomernega filma med sosednjimi kro-
glicami (63). Odprtost strukture poliHIPE,
ki je definirana kot razmerje premerov
oken in vrzeli, pove€amo z dodajanjem
organskih spojin, ki so topne v obeh fazah,
saj se s tem poveca difuzija vodnih mole-
kul med kroglicami, z njo pa Ostwaldow
efekt (64). Okna nastanejo zaradi kréenja
zunanje faze med polimerizacijo, ko vme-
sna plast med sosednjima kroglicama izgi-
ne (58).

Dejavniki, ki povecajo stabilnost emulzije,
so:

+ povecanje polarnosti vodne faze,

+ povecanje hidrofobnosti oljne faze,

+ povecanje deleZa surfaktanta,

« zviSanje hidrofilno-lipofilnega ravnotez-
ja (angl. hydrophile-lipophile balance, HLB)
surfaktanta in

+ niZja temperatura notranje faze.

Relativno velik vpliv imata vrsta in koli¢i-
na surfaktanta, ki zmanjSuje povrSinsko
napetost med obema fazama. Med sabo jih
lo€¢imo po HLB-vrednosti, ki je definirana
kot dvajsetkratnik razmerja molske mase
hidrofilnega dela molekule in molske mase
celotne molekule in po tej definiciji lahko
zavzame vrednosti od 0 do 20. Ce upora-
bimo vec razli¢nih surfaktantov, je skupna
vrednost HLB vsota zmnoZkov vrednosti
HLB posameznega surfaktanta in njegovega
deleZa v meSanici surfaktantov (60). Empi-
ri¢no je bilo ugotovljeno, da uporaba kom-
binacije surfaktantov, Se posebej iz razli¢-
nih skupin detergentov (neionski, kationski,
anionski), u¢inkoviteje zmanjsa povrSinsko
napetost kot en sam (65). Namesto detergen-
tov so v vlogi surfaktanta uporabni tudi del-
ci nano- in mikrometrske velikosti, na pri-
mer ogljikove cevke, titan in silicij, s ¢imer
dobimo tako imenovane Pickerjeve emul-
zije (59). Komercialno njihova uporaba ni
zanimiva, saj so relativno dragi, vprasljiva
pa je tudi njihova biokompatibilnost.

Povecevanje deleZa pre¢nega povezoval-
ca praviloma poveca specificno povrsino
poliHIPE, merjeno v m?/g (66). V primeru,
da deleZ osnovnega monomera pade pod
10 %, pride pri zamreZevanju do nehomo-
genosti in s tem do nastanka podrocij z manj
mikroporami (67).

Odvisno od namena uporabe poliHIPE
materiala Zelimo doseci ustrezno razmer-
je med trdnostjo in proZnostjo. Elasti¢nost
povecamo z dodajanjem hidrofobnih mono-
merov, ki zniZajo temperaturo steklastega
prehoda (68).

Kemijske lastnosti notranje povrSine
nimajo posebnih skupnih znacilnosti. Odvisne
so od kemijskih reagentov, ki jih uporablja-
mo, natancneje, od stranskih funkcionalnih
skupin polimernega omreZja.
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AKRILATNI MATERIALI poliHIPE
KOT KOSTNI NADOMESTKI

Do sedaj je bilo opisanih relativno malo pri-
merov uporabe poliHIPE-monolitov v TE,
vendar imajo kar nekaj lastnosti, zaradi kate-
rih bi jih lahko uporabili pri izdelavi kost-
nih nadomestkov (69). Obstaja kar nekaj
monomerov, izpeljanih iz akrilne kisline, ki
lahko tvorijo Sirok spekter polimerov, na pri-
mer metil akrilat, etil akrilat, n-butil akrilat,
s-butil akrilat, i-butil akrilat, t-butil akrilat,
2-etilheksil akrilat in drugih, ki so dobra
osnova za pripravo kostnih nadomestkov
(slika 3).

Prednosti

Poliakrilati so biokompatibilni polimeri, ki
se Ze uporabljajo v biomedicinski tehnolo-
giji (70). Priprava akrilatnih poliHIPE je
relativno enostavna, njihovo fizikalno in
kemijsko strukturo pa je moc¢ prilagajati
Sirokemu spektru potreb s kontroliranjem
vrste sestavin in njihovega deleZa ter pogo-
ji sinteze. Tako lahko doseZemo ustrezne
mehanske lastnosti, poroznost in prepust-
nost, biokompatibilnost ter pritrditev in pro-
liferacijo celic (71). Pomembna lastnost
uporabnega 3D-nosilca je tudi ponovljivost
in homogenost strukture, saj lahko Ze majh-
ne razlike med 3D-nosilci vodijo v neena-
komeren razvoj novega tkiva (59).

Slabosti

Poliakrilati sami so za €loveSki metabolizem
zelo slabo razgradljivi, v€asih celo popolno-
ma nerazgradljivi, zato je pri njihovi sintezi
treba uporabiti kombinacijo razli¢nih akri-

\AOH

Slika 3. Akrilna ali propenojska kislina (monomer).

latnih monomerov, da pove¢amo razgradlji-
vost in vivo (59). Celice imajo doloceno spo-
sobnost adhezije in proliferacije, vendar so
potrebni dodatni vkljucki, da se njuna uéin-
kovitost Se poveca. Poleg tega poliakrilat-
ni monomeri ne predstavljajo ustreznega
okolja za diferenciacijo in aktivnost kostnih
celic, zato so potrebni razni dodatki, na pri-
mer osteoinduktivni dejavniki.

Predlagane izboljsave

ProZnost in rigidnost

Ustrezno razmerje med proZnostjo in rigid-
nostjo doseZemo z dodajanjem hidrofobnih
monomerov, ki zniZajo temperaturo stekla-
stega prehoda, na primer z 2-etilheksil akri-
latom (EHA) in n-butil akrilatom (nBA),
vendar z dodatki ne smemo pretiravati, saj
hidrofobni monomeri hkrati povecajo sta-
bilnost emulzije, kar vodi v vrzeli manjSe-
ga premera, kar pa zmanjSuje proliferacijo
celic (62, 68). Prevelika proZnost 3D-nosil-
ca ima lahko tudi negativne posledice na
diferenciacijo, saj mehkej$i matriks favo-
rizira diferenciacijo MSC v hondrogeno in
adipogeno linijo (48). Pri izbiri polarnih ozi-
roma hidrofobnih monomerov moramo biti
Se posebej pozorni v primeru, ko akrilatne
monomere kombiniramo z neakrilatnimi.

Poroznost in odprtost

Zadostna poroznost in odprtost sta nujni za
uspesno in ucinkovito migracijo in prolife-
racijo celic. Teoreti¢no morajo biti okna vsaj
malo vedja od celic, tj. velikosti 40-50 pm,
kakr3na je tudi povprecna Sirina Haverso-
vega kanala, vendar se je v praksi izkazalo,
da morajo biti odprtine velike ve¢ 100 pm
oz.blizu 1 mm (5, 71). Odprtost 3D-nosilca
povecamo z dodatkom spojin, ki so topne
v obeh fazah, kot so polietilenglikol, tetrahi-
drofuran ali metanol (64). Na povecanje
poroznosti vpliva poleg Ze naStetih dejavni-
kov tudi nacin dodajanja notranje faze, tako
v primeru kontroliranega dodajanja z briz-
galno ¢rpalko doseZemo §irS§i spekter preme-
ra vrzeli kot s kaplji¢nim dodajanjem (72).
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Biorazgradljivost

Priprava biorazgradljivih poliHIPE ni eno-
stavna, saj prisotnost tako vodne kot organ-
ske faze omejuje nabor polimerizacijskih
reakcij, hkrati pa je ravno popolna bioraz-
gradljivost klju¢nega pomena pri nacrtova-
nju in situ regeneracije kostnega tkiva
s pomocjo 3D-nosilcev (71). Kot relativno
uspesne so se Ze izkazale metode z upora-
bo razgradljivih oligomerov (73, 74). Nas-
protno pa so se polimeri na osnovi izklju¢no
bioloSkih monomerov (poliglikolna kisli-
na, polimle¢na kislina in poli-e-kaprolakton
(PKL)) izkazali za zelo nestabilne, bodisi
zaradi nizke temperature tali§¢a bodisi
zaradi hidroliti¢no nestabilne glavne veri-
ge, pri Cemer Se sami degradacijski produkti
polimera delujejo avtokataliti¢no (71). Zato
je smiselna kombinacija dveh monomerov,
enega sinteti¢nega, ki bi dajal 3D-struktu-
ri trdnost, in enega bioloSkega, ki bi zago-
tavljal biorazgradljivost. Poskusi so Ze bili
narejeni s kombinacijo EHA oziroma tBA
in PKL, vendar rezultati niso prevec vzpod-
budni (71). PoliHIPE na osnovi EHA ni
strukturno stabilen, poleg tega pa ima zelo
nehomogeno morfologijo in se zelo hitro
razgradi (73). PoliHIPE na osnovi tBA in

dodanim PKL je sicer strukturno obstojnej-
§i, vendar zaradi hidrolize t-butilne skupine
pride do razpadanja strukture Se pred raz-
gradnjo (71).

Veliko bolj kot PKL je zanimiv propilen
fumarat (PF) kot monomer za sintezo poli-
HIPE. PF se razgradi do dveh neSkodljivih
produktov, fumarata in propilen glikola (75).
Prva spojina je telesu lastna, propilen gli-
kol pa se metabolizira do piruvata, acetata,
laktata in deloma do sicer Skodljivega propio-
naldehida. Vendar so za zastrupitev potrebne
izjemno velike doze propilen glikola (> 1 g/L
v plazmi) (76). ZamreZeni polimeri lahko
nastanejo samo z uporabo PF, lahko pa upo-
rabimo tudi ostale pre¢ne povezovalce, kot
so N-vinil pirolidinon, poli(etilen glikol)-di-
metakrilat, poli(propilen fumarat)-diakrilat
in dietil fumarat (77-80). Tak§ne meSanice
(ob uporabi ustreznega zacetnika) se lahko
vbrizgajo in polimerizirajo in situ, so bio-
kompatibilne, biorazgradljive in raziskave
v biomedicinske namene na njih Ze poteka-
jo (75). Sinteza pPF (poli(propilen fumarat))
je Ze znana, ni pa Se konkretnih raziskav
priizdelavi poliHIPE-materialov (75). Ven-
dar vsaj pri polimerih tipa poli(propilen
fumarat)/poli(propilen fumarat)-diakrilat

HO

HO 0

Slika 4. Poli(propilen fumarat) (pPF) polimer, precno povezan s pPF-diakrilatom. Monomerni ostanek
v oglatem oklepaju se lahko poljubno ponovi n-krat oziroma m-krat. V praksi obi€ajno velja, da je Stevilo n
mnogo vedje od Stevila m. (79)
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(pPF/pPF-diakrilat) obstaja bolj majhna
moZnost njihove uporabe, ¢eprav so mehan-
ske lastnosti obetajoce, so ti polimeri zelo
Sibko higroskopni (79), kar bi omejevalo
impregnacijo monolita v zacetnih fazah in
vitro razvoja tkiva (slika 4).

Kemijske in biokemijske spremembe
poliHIPE

Dodatek hidroksiapatita k poliHIPE nedvom-
no izbolj$a pritrditev in proliferacijo celic (61).
Dodatek sinteticnega peptida Glu,-Pro-Arg-
Gly-Asp-Thr, ki vsebuje dve funkcionalni
peptidni skupini iz BSP-2 (poli-Glu, ki omo-
goca vezavo na hidroksiapatit, in Arg-Gly-
Asp, ki omogoca vezavo na celi¢no povrsino
vseh kostnih celic), bi pritrditev, migracijo
in diferenciacijo celic Se dodatno izbolj-
Sal (81). Za pravilno organizacijo nastajajo-
Cega tkiva izberemo pravilno razmerje
posameznih sestavin OGF, ki jih dodajamo
ob pravem casu.

Uvajanje kemijskih skupin, ki jih na
poliHIPE veZemo kovalentno, je bolj obstojno
in bolj kontrolirano, vendar se s tem spre-
menijo fizikalno-kemijske lastnosti tako
3D-nosilca kot vezanih (makro)molekul,
slednje Se posebej velja za proteine z bio-
loSko aktivnostjo. V tem pogledu je pri-
mernej$a nekovalentna vezava kemijskih
skupin na poliHIPE s postopkom impreg-
nacije.

KOMERCIALNA PROIZVODNJA
AKRILATNIH poliHIPE
MATERIALOV

Izdelavo samih poliHIPE-monolitov bi
prevzela obstojeca podjetja, ki se ukvarja-
jo s proizvodnjo polimerov, gospodarsko
zanimiva pa je tudi ustanovitev novih viso-
ko tehnoloskih »spin-off« podjetij. InZenir-
ski cilj je pripraviti 3D-nosilce po merah in
potrebah vsakega bolnika posebej (4). Nove
procesne tehnologije hitre izdelave pro-
totipov Ze omogocajo pripravo 3D-nosilcev
na osnovi bolnikovih klini¢nih rezulta-
tov in rezultatov CT (86, 87).

PREDKLINICNE IN VIVO STUDIJE

NA ZIVALIH

PrejSnja poglavja na Siroko obravnavajo TE

kostnih nadomestkov ter poglobljeno pred-

stavljajo zmoZnost akrilatnih poliHIPE-ma-
terialov na osnovi in vitro raziskav. Zivalski
in vivo modeli predstavljajo vmesno stop-

njo med in vitro in klini¢nimi Studijami (4).

Uporabili so Ze Zivali razli¢nih velikosti, od

miSi in podgane pa do psa, ovce, koze in svi-

nje (88). Ne glede na izbiro vrste Zivali deli-
mo in vivo Studije na Zivalih na ektopi¢ne

(izven mesta poSkodbe) in ortotopicne (na

mestu poskodbe) (4). Razlika med pristopo-

ma je, da pri prvem dobimo pomembne
podatke, ki se nana$ajo na biokompatibil-
nost in osteoinduktivnost 3D-nosilca, pri

C¢emer pa ne dobimo nobene informacije

o biomehanski ustreznosti nadomestka,

ocenitev slednje nam omogoca prav orto-

topicen pristop (4).

Z in vivo Studijami ugotavljamo tudi
angiogenetsko sposobnost kostnega nado-
mestka. Razvoj funkcionalnega Zilnega
omreZja ni pomemben samo za transport
hranil in celi¢nih metabolitov, ampak tudi
za uspe3no integracijo kostnega nadomest-
ka v nastajajoce kostno tkivo (Ce je ta pred-
videna) ali odtok razgradnih produktov
resorpcije 3D-nosilca (¢e popolna vkljuci-
tev 3D-nosilca v kostno tkivo ni predvide-
na) (4). Od oblike kostnega nadomestka je
odvisen nacin zagotavljanja zadostne vasku-
larizacije nastajajoCega tkiva:

+ Ce je razmerje povrSine proti prostorni-
ni relativno veliko, zadostuje z angioge-
netskimi rastnimi dejavniki stimulirana
rast krvnih Zil iz okoliS8kega zdravega tki-
va v kostni nadomestek,

- Ce pa je omenjeno razmerje majhno, je
potrebna uporaba mikrokirurskih teh-
nik za razvoj Zilnega omreZja (4, 89).

Pozitiven uc¢inek BMPs v tkivnem inZenirs-
tvu je Ze bil dokazan v predklini¢nih in vivo
Studijah (90). IzboljSano regeneracijo kostne-
ga tkiva so pokazale tako celice s Cezmernim
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izraZanjem BMPs kot tudi neposredna per-
kutana aplikacija adenovirusnega vektorja
z zapisom za BMPs ali kompleksa BMP-pre-
naSalec (91-94). Nadaljnje izboljSanje dose-
Zemo s hkratno uporabo angioinduktivnih
rastnih dejavnikov, kot je Ze bilo dokazano
za Zilni endotelijski rastni dejavnik (angl. vas-
cular endothelial growth factor, VEGF) (94).

KLINIENE STUDIJE

Klini¢ne Studije z uporabo akrilatnih poli-
HIPE 3D-nosilcev kot kostnih nadomestkov
za zdaj Se niso bile opravljene. Razlog leZi
v tem, da se je raziskovanje akrilatnih poli-
HIPE-materialov zacelo Sele pred pribliz-
no desetimi leti in da so bili zagetni napori
vloZeni predvsem v fizikalno-kemijsko izo-
polnjevanje materialov. Skladno s tem je
tudi na$ pregled usmerjen predvsem v opis
lastnosti akrilatnih poliHIPE-materialov ter
predstavitev njihovega potenciala v TE kost-
nih nadomestkov. Glede na do sedaj zbrane
podatke si upamo trditi, da se bodo akrilat-
ni poliHIPE-materiali izkazali kot ustrez-
ni 3D-nosilci za regeneracijo kostnega
tkiva, na konkretne rezultate klini¢nih Stu-
dij pa bo treba Se pocakati.

ZAKLJUCEK
V prejsnjih poglavjih smo podrobno, na
osnovi dosedanjih raziskav, razpravljalio TE

kostnih nadomestkov, s poudarkom na upo-
rabnosti akrilatnih materialov poliHIPE pri
iskanju novih reSitev.

Vsi do sedaj naSteti pristopi pri uporabi
akrilnih materialov poliHIPE v TE kostnih
nadomestkov so sicer dale¢ od popolnosti,
vendar so Ze v fazi raziskovanja. Na osno-
vi zbranih podatkov iz literature in naSe kri-
ti€ne presoje predlagamo predlog povsem
novega materiala poliHIPE.

Polimer propilenglikol
akrilotartarna kislina

Predlagamo izdelavo povsem novega poli-
HIPE-materiala s polimerizacijo tako ime-
novane propilenglikol akrilovinske kisline
(PGAT) (sestavljene iz vinske kisline, akril-
ne kisline in propilen glikola) (slika 5), prec-
no povezane z dipropilen tartrat-diakrilatom
(dPT-dA) oziroma poli(propilen tartrat)-dia-
krilatom (pPT-dA) (slika 6).

Pri teoreti¢nem razvoju predloga smo
izhajali iz polimerizacije pPF/pPF-diakrilat,
raziskava He s sodelavci pa predstavlja naSe
izhodiS¢e (79). Ti polimeri so Sibko higroskop-
ni, kar je najverjetneje posledica pomanjka-
nja stranskih polarnih funkcionalnih skupin
(slika 3). Zato namesto fumarata uporabi-
mo tartrat, in sicer v L-stereokemijski obli-
ki, ki je bioloSkega izvora. Z uporabo tartrata
sicer pridobimo dve hidroksilni skupini,

OH 0 0
HO /\)k OH
NO N D/\T
0 OH

Slika 5. Struktura predlaganega monomera, imenovanega propilenglikol akrilovinska kislina.

SRENS e ag

Slika 6. Struktura predlaganega pre¢nega povezovalca, imenovanega dipropilen tartrat-diakrilat.
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vendar izgubimo dvojno vez, ki je pri poli-
meru pPF/pPF-diakrilat sluZila za pre¢no
povezavo. To vlogo sedaj igra dvojna vez
akrilata, ki je s terminalnim ogljikom dvojne
vezi kovalentno vezan na hidroksilni kisik
karboksilne skupine tartrata. Ker pa akrilat
nima alkoksi hidroksilne skupine, ki bi omo-
gocala polimerizacijo s tvorbo estrske vezi
z drugo karboksilno skupino tartrata, pred-
lagamo Se uvedbo propilen glikola, in sicer
estrsko vezavo le-tega z eno izmed obeh
hidroksilnih skupin na karboksilno skupi-
no akrilata. Morda najvedji izziv pri sintezi
te spojine, ki smo jo poimenovali propilen-
glikol akrilovinska kislina, bi bila vezava
vinske in akrilne kisline na predlagan nacin,
vendar upravic¢eno domnevamo, da je s po-
mocjo sodobne organske sinteze moc naj-
ti u€¢inkovit in komercialno zanimiv nacin.
Za precno povezovanje prav tako predlaga-
mo novo spojino, dipropilen tartrat-diakri-
lat, in sicer kot tako ali pa v njeni polimerni
obliki poli(propilen tartrat)-diakrilata. Tudi
tukaj smo, glede na izhodi$¢no raziskavo,
zamenjali fumarat s tartratom ravno zara-
di dodatnih hidroksilnih skupin, poleg tega
pa tako omejimo Stevilo produktov razgrad-

nje. Ce pripravimo taksno polimerizacijsko
meSanico, da je razmerje dvojnih vezi mono-
merov in dvojnih vezi pre¢nega povezoval-
ca 1:1, potem naj bi dobili strukturo, ki je
shematsko prikazana na sliki 7.
Mehanske lastnosti reguliramo z raz-
merji dvojnih vezi med PGAT in dPT-dA oz.
pPT-dA. Vedje kot je razmerje, vecja sta kom-
presivna napetost (sposobnost materiala
upirati se aksialno usmerjenim silam) in
kompresivni modulus (sposobnost materia-
la upirati se silam, ki enakomerno deluje-
jo na njegovo povrsino). Mehanske lastnosti
lahko prilagajamo tudi z dodatkom p-trikal-
cijevega fosfata (3-TCP), ki skladno s pove-
¢anjem vsebnosti povecuje oba omenjena
parametra (79). MoZno je doseci kompresiv-
no napetost do priblizno 50 MPa in kompre-
sivni modulus do priblizno 100 MPa. 3-TCP
se uporablja kot prehransko dopolnilo (oz-
naka E341), prav tako pa so ga Ze uspes$no
uporabljali pri regeneraciji kosti s kostnimi
nadomestki, saj ima tudi osteoinduktiven
ucinek. Njegov dodatek je v naSem prime-
ru priporocljiv tudi zato, ker je dober pre-
kurzor za tvorbo hidroksiapatita. Slednjega
namre¢ zaradi njegove slabe topnosti pri

0 OH 0
0 0
6] ‘ 0
0 HO 0
m
OH 0 0

HO OH

n

Slika 7. Shematski prikaz polimerne strukture poli(propilen glikol akrilotartrat)/poli(propilen tartrat)-diakrilat
(pPAT/pPT-dA). Monomerni ostanek v oglatem oklepaju se lahko poljubno ponovi n-krat 0z. m-krat. V praksi
obicajno velja, da je Stevilo n mnogo vecje od Stevila m.
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nevtralnem pH ne moremo dodati (dobro
je topen le v kislem). Nevtralen pH prepa-
rata je pred vbrizganjem pomemben zato,
da se izognemo ex situ degradaciji polime-
ra in moZnim negativnim posledicam na
bolnikovo zdravje. Poleg tega je znano, da
nizek pH negativno vpliva na regeneraci-
jo tkiva, kar Se dodatno pogojuje uporabo
nevtralnega pH (95). Ce bi do padca pH med
pripravo vseeno priSlo, je za korekcijo pH
moZna uporaba bazi¢nih soli, kot sta kalci-
jev karbonat in natrijev bikarbonat.

Ne glede na uporabljen material poli-
HIPE pa je za ucinkovitejSo in uspesnejSo
regeneracijo kostnega tkiva priporocljiva
uporaba demineraliziranega kostnega ma-
triksa, ki je osteoinduktiven in osteokonduk-
tiven komercialni biomaterial. Odobren je
s strani FDA, ki ga regulira s sekcijo 510(k).
Komercialno je dostopen v razli¢nih obli-
kah, primernih tudi za injiciranje, in veli-
ko jih Ze ima opravljene klini¢ne Studije na
ljudeh (906).

Po temeljitem pregledu aktualne litera-
ture uporabe propilenglikol akrilovinske
kisline in dipropilen tartrat-diakrilata ter
njunih polimerov v omenjene namene nismo

zasledili, zato sklepamo, da ta pristop e
nibil uporabljen. V prihodnje bi bilo treba
izvesti obseZne in temeljite fizikalno-kemij-
ske in tehnoloSke Studije, vendar na osnovi
do sedaj zbranih podatkov moZnost pripra-
ve materialov poliHIPE ter njihova uporab-
nost pri pripravi TE-kostnih nadomestkov
obstaja.

V tem kratkem pregledu biokompatibil-
nih akrilnih poliHIPE-materialov v tkiv-
nem inZenirstvu kostnih nadomestkov smo
prikazali njihov potencial v regenerativni
medicini. Iz relativno majhega Stevila eno-
stavnih monomerov je moc sintetizirati Ste-
vilne razli¢ne polimerne strukture, funk-
cionalno pestrost pa lahko Se povecamo
z uporabo razli¢nih kombinacij tehnoloskih
parametrov. Po naSem prepri¢anju so tako
fizikalno-kemijske in tehnoloSke osnove
priprave akrilatnih poliHIPE-nosilcev kot
tudi in vitro Studije njihove uporabnosti v re-
generativni medicini kostnega tkiva Ze
dovolj poznane, da lahko v kratkem prica-
kujemo najprej mnoZico in vivo in klini¢nih
Studij, nato pa Se $irSo komercialno uporab-
no na razli¢nih podrocjih, predvsem v Sport-
ni in vojaski medicini.
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