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BIOCOMPOSITE FOR HARD TISSUE REPLACEMENT DESIGN
WITH RESPECT TO ITS OSSEOINTEGRATION

NAVRH BIOKOMPOZITU PRO NAHRADY TVRDYCH TKANI
S PRIHLEDNUTIM K JEJICH OSSEOINTEGRACI

Miroslav Sochorl, Karel Balikz, Lucie Bagékové® , Barbora Vagaské4, Tomas Such}’ls, Martin
Cerny®, Zbynék Sucharda’

Abstract: The study presented is aimed at development of an advanced porous composite material with suitable
mechanical properties for potential use in the bone tissue engineering, hierarchically organized at both
micrometer and nanometer scale. The composite will consist of polyamide fabrics embedded in siloxane matrix
with hydroxyapatite micro- or nanocrystals. At the same time, the nanocrystals homogeneously dispersed within
the matrix will protrude on the pore walls and will create a bioactive nanopattern on the wall surface.
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1. Uvod

Cilem nasi studie byl vybér vhodnych druhi polyamidové vyztuze pro pfipravu kompozitnich
materiali na bazi polysiloxanové pryskyfice, ovefeni jejich biokompatibility a mechanickych
vlastnosti. Polysiloxanova pryskyfice jako matrice uvazovanych kompoziti byla zvolena na zakladé
vysledkd zna$i predchozi studie, ve které byla testovana jeji biokompatibilita a smacivost [1].
Polyamid, jako vyztuz ve formé tkaniny, byl vybran diky jeho biokompatibilit¢ a moznosti
dlouhodobéjsi resorpce tohoto materialu (az 4 roky) [2, 3]. Dale byla mikroskopicky charakterizovana
Casticova plniva na bazi hydroxyapatitu (HAp) z hlediska jejich velikosti a tvaru.

2. Pouzité materialy a vyroba kompoziti

2.1 Vlaknové vyztuZe

1) UHELON 67 M; jednd se o sitovinu z alifatického polyamidového vldkna PA 6
(Polyamide technical sieves, Silk and Progress, Moravska Chrastova), mérnd hmotnost vlakna
1,14 g/em’, tloustka monofilu 50pum, velikost otka 99 um, volna plocha 44% (Obr. 1, Tab. 1).
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2) Tkanina 20796; jedna se o tkaninu platnové vazby z aromatickych polyamidovych vldken
(Aramid balanced fabric, Hexcel, Francie, pouzité¢ vlakno HM 215), mérna hmotnost vldkna
1,44 g/em’, tloustka monofilu 13,5 pm, graméaz 60g/m’, tloustka tkaniny 0,07 mm (Obr. 1,
Tab. 1).

Obr. 1. 3D snimky tkanin; vlevo UHELON, vpravo aramidova tkanina 20796 (MarSurf TS

50/4)
Aramid UHELON
priimér monofilu [um] 12 50
hustota [g/cm®] 1,44 1,14
tahova pevnost [MPa] 3150 480
Younglv modul [GPa] 110 0,092
bod méknuti [°C] 400 255

Tab. 1. Vlastnosti monofilt pouzitych tkanin

2.2 Matrice

Polymetylsiloxanové pryskytice M130 (Lu¢ebni zavody Kolin, CR), roztok 1:1(hm) v xylenu,
mérna hmotnost cca 1,31 g/cm’. Pomocna latka - sil kyseliny fosfore¢né (fosforeény aniont),
jako katalyzator polykondenzace siloxanové pryskyfice (phosphorus (V) aniont)
(phosphoricacid).

2.3 Casticova plniva

Casticova plniva byla do matrice dodavana z diivodd vylepSeni mechanickych vlastnosti a
dosaZeni bioaktivity. Oba tyto aspekty jsou predmétem dal§iho vyzkumu. Byly pouzity dva
druhy mikro-¢astic HApu (viz niZe). Pied aplikaci plniv byla provedena jejich rozmérova
analyza (Obr. 2, 3), potfebna predev§im z pohledu jejich vlivu na mechanické, ale i
osseointegracni vlastnosti kompoziti. Plniva pouzita pro dosavadni vyrobu kompozitt:

1) HAp (Lasak s.r.o.), ¢astice 10-100 pm, méma hmotnost cca 3,1 g/em® (pouzity dvé
rozmérove se liSici Sarze, viz kapitola 5.1)

2) HAp (School of Mechanical and Aerospace Engineering, Singapore, déle jen Singapore),
¢astice 5-40 pm, mérnd hmotnost cca 3,1 g/cm3 .



Obr. 3. TEM snimky HApu Lasak (vlevo) a Singapore (vpravo), ¢astice na spodni hranici
pouzitych frakci

2.4 Priprava prepregu

Byl proveden piedbézny propocet obsahu jednotlivych slozek tak, aby jejich pomér byl cca
50:50 (obj.), pfi vypoctu se vychazelo z uvedenych mérnych hmotnosti jednotlivych slozek a
z pravdépodobnych ztrdt matrice pii lisovani ve formé pretoku. V piipadé prepregi s
¢asticovym plnivem byl vypocet proveden pro zajisténi pomeéru 40:10:50(obj.) pryskyfice:
¢asticové plnivo:vlaknitd vyztuz se zohlednénim pietoku pryskyfice s plnivem. Byla
piipravena odpovidajici plocha vyztuZze a odvazena pryskyfice, resp. zamichéna pryskyfice s
plnivem a pfipadné¢ s dal§imi piidavky komponent. Z hlediska pribéhu teplot bylo nutno
zvolit dva rozdilné postupy pro pouzité dva typy vldknovych vyztuzi: PA 6 ma tepelnou
odolnost do max.180°C, pricemz pii teplotach nad 160°C kiehne. Pro tento typ kompozitu
bylo nutno ptfidavat do siloxanové pryskyfice kyselinu fosfore¢nou (0,5g kys./100 g
pryskyfice),kterd snizuje zpracovatelské teploty na 135-160°C. Aramidové vlakno ma
odolnost do 280°C, takZe pottebné zpracovatelské podminky jsou odpovidajici a bylo mozZno
pouzit zavedeny a odzkouseny rezim.

Lisovani s vyztuzi UHELON: 135°C/tlak=kontakt/1hod.-135°C/1MPa/1hod.-160°C/1,1MPa/4
hod.

Lisovani s aramidovou vyztuzi: 135°C/kontakt/2 hod-135-225°C/1 MPa/0,5 hod -
225°C/1,1MPa/4 hod.- dotvrzeno ve formé bez tlaku 250°C/4 hod. v susarn¢.

3. Mechanické vlastnosti

U obou typt vyrobenych kompozitti byly méfeny mechanické vlastnosti, jmenovité modul
pruznosti v ohybu a ohybové pevnost. Tyto zédkladni charakteristiky byly stanoveny pro prvni
prehled chovani kompoziti. Kompozit z UHELONu vykazoval bohuzel ptili§ malou tuhost a



ohybovou pevnost tedy nebylo mozné urcit s dostateCnou piesnosti. Pro zvySeni tuhosti bude
dale modifikovan HApem.

Modul pruznosti v ohybu Ej byl méfen ctytbodovym ohybem (Inspekt 100 HT,
Hagewald&Peschke, Némecko). Ohybova pevnost Ry byla méfen tfibodovym ohybem
(Inspekt 100 HT, Hagewald&Peschke, Némécko). Vzorek byl nejprve tiikrat piedtizen silou
50 N a odleh¢en. Vlastni méfeni opét probihalo od ptedpéti 10 N a rychlost zatéZovani byla
0,5 mm/min. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 2.

Ewm Rwm
[GPa] | [MPa]
Aramid+M130 (bez povrchové Upravy) 30,4 165,9
Aramid+M130 (povrchové péry 0,4-0,6mm) 22,6 93,1
UHELON+M130 3,9 -

Tab. 2. Métené mechanické vlastnosti kompozit

4. 1In vitro testy kultivace bunék na tkaninach

4.1 Priprava materialu pro in vitro kultivaci bunék

Tkaniny byly nejprve nastiihdny na kolecka o priméru 2,1 cm, sterilizovany v autoklavu
(120°C, 1hod., 1 atm) a poté vloZeny do polystyrenovych komirek (TPP, Svycarsko). Jako
kontrolni kultivacni materidl byly pouzity komutrky TPP. Pro kultivaci byly pouzity kostni
buiiky linie MG 63 (European Collection of Cell Culture, Salisbury, UK).

4.2 Hodnoceni morfologie bunék

Buiikky byly fixovany vychlazenym 70% etanolem (-20°C, 5min) a barveny propidium
iodidem (barvivo pro nukleové kyseliny, Smg/ml roztok v PBS). Rovnéz bylo provedeno
imunofluorescen¢ni barveni proti cytoskeletdlnimu proteinu — beta-aktinu a osteokalcinu.
Buniky byly hodnoceny ve fluorescenénim mikroskopu Olympus IX 50 a fotografovany
kamerou DP 70. Pocet 1 Zivotachopnost bun¢k byly hodnoceny pfistrojem ViCell XR
analyzer (Beckman Coulter, USA). Byly provedeny konstrukce ristovych kiivek a vypocet
doby zdvojnéasobeni poctu bun¢k v kultute.

4.3 Hodnoceni plochy bunék

Bunky byly obarveny propidium iodidem a imunofluorescenénim barvenim proti
cytoskeletdrnimu proteinu — beta-aktinu a fotografovany ve fluorescencnim mikroskopu
Olympus IX 50 (dig. Kamera DP 70, objektiv 20x), k analyze byl pouzit software Atlas
(Tescan, Brno, CR).

4.4 Zavér

Z vysledkl kultivace bun¢k na tkaniné UHELON 1 aramidové tkaniné vyplyva, ze pocet
bunck na obou byl sice vzdy nizsi nez na referen¢nim kultivacnim materiale (polystyrén), ale
ze tyto bunky se vyznacuji vysokou zivotaschopnosti srovnatelnou pravé s kontrolnim
vzorkem. Jejich morfologie byla srovnatelna s morfologii charakteristickou pro Zivotaschopné
buiiky — buniky byly dobfe pfichycené a rozprostfené, nebyly zakulacené a mély betaaktinovy
cytoskelet srovnatelny s bunikami rostoucimi na referen¢nim materiale- viz Obr.4.



Obr. 4. Bunky rostouci na testovanych materidlech sedmy den po nasazeni, barveny
propidium iodidem (vlevo: UHELON, vpravo: aramidova tkanina)

5. In vitro testy kultivace bunék na kompozitech

5.1 Pouzité materialy, zpisob provedeni testi

Pro in vitro testy kultivace bun€k na kompozitech bylo vyrobeno celkem Sest vzorkl na bazi
aramidové vyztuze (vyroba dle ¢asti 2.4). Kompozity z UHELONu nebyly zatim pro svou
nizkou tuhost a také vzhledem k dalS§im pldnovanym upravam struktury do téchto zkouSek
zafazeny. Tyto testy si kladly za cil porovnat vliv pfimési v matrici a povrchovych tGprav na
prilnavost a zivotnost kostnich bunék. Testy byly provedeny uzitim stejného postupu jako v
ptipad¢ tkanin (sledovany 1., 3. a 7. den).

Pouzité materialy:

A: aramidova tkanina + M130

B: aramidova tkanina + M 130+ fosf.aniont

C: aramidova tkanina + M 130 — lisovano s povrchovymi pory 400-600 pum
D: aramidova tkanina + M 130 + HAp (Lasak) (frakce 10-100 pum)

E: aramidova tkanina + M 130 + HAp (Lasak, frakce do 60 um)

F: aramidova tkanina + M 130 + HAp (Singapore)

5.2 Zavér

Pocet bunék na vSech testovanych kompozitnich materidlech je vZdy niz$i nez na referencnim
kultivaénim materidlu (polystyrén (PS), a sklo) viz Obr. 5, coz je pravdépodobné zplisobeno
predeviim hydrofébni polysiloxanovou matrici a vy3si drsnosti. Zivotaschopnost bunék na
kompozitech je vSak srovnatelna s hodnotami na kontrole. Materidl neni cytotoxicky. Na
vSech materiadlech se uz tieti den po nasazeni tvoii souvisla vrstva kostnich bun¢k. Material se
jevi jako vhodny pro konstrukci kostnich nahrad.
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Obr. 5. Riistové kiivky pro testované kompozitni materialy

6. Diskuse a shrnuti

Zda se, ze pocty bunék i jejich morfologie na obou vyztuzich, UHELONu i Aramidu dovoluji
pouzit tyto materidly pro piipravu kompoziti. Stejny zavér je mozno konstatovat i pro
pfipravené kompozity. V piipadé UHELONu bude ovéfen jesté vliv HAp Casticové vyztuze
na mechanické vlastnosti. Kompozit na bazi aramidové vyztuze vykazoval mechanické
vlastnosti shodné s vlastnostmi lidské kosti.
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