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POLIURETANOWE PIANKI KOMPOZYTOWE Z KALCYTEM
PRZEZNACZONE DO HODOWLI TKANEK KOSTNYCH

Przedmiotem prezentowanych wynikéw badan byly tréjwymiarowe rusztowania przeznaczone do hodowli komérkowych:
poliuretanowe (PUR) i kompozytowe (PUR/kalcyt), wytworzone ré6znymi metodami. W wyniku badan stwierdzono, ze rusz-
towania PUR/Kalcyt cechuje wyZzszy modul sprezystosci niz rusztowan z PUR, a badania in vitro potwierdzily biozgodnos$¢ tego
materialu. Oceniono zdolno$¢ rusztowan do mineralizacji w wyniku oddzialywania z roztworem SBF. Badania rusztowan
przeprowadzono z uzyciem mikroanalizatora rentgenowskiego EDS oraz spektroskopii w podczerwieni FTIR-ATR. Dla
wszystkich rodzajow skaffoldéw wyznaczono stopien porowato$ci metoda Archimedesa. Wykonano obserwacje mikrostruktu-
ry porowatych rusztowan oraz warstwy apatytowej na ich powierzchni za pomoca skaningowego mikroskopu elektronowego
(SEM). Przeprowadzono takze badania termicznych wlasciwosci mechanicznych (DMA).

Stowa kluczowe: rusztowania, kalcyt, poliuretan, kompozyty

POLYURETHANE COMPOSITE FOAMS WITH CALCITE FOR BONE TISSUES CULTURES

The main function of a tissue engineering scaffolds is to act as a substrate for depozition of cells, and their subsequent
growth and proliferation.The basic requirements for the scaffold material are biocompatibility, degradability, mechanical in-
tegrity and osteoconductivity. Novel biodegradable scaffolds made of poly (s-caprolactone) urethane (PCL_PUR) porous ma-
trix and calcite were developed and studied for bone tissue engineering. The scaffolds were prepared by in situ polymeriza-
tion. Porous structure of the scaffolds was obtained by combining leaching and coagulation techniques, using NaCl with the
grain size 250+500 pm as a porogen. An influence of solution concentration on scaffolds structure and properties was eva-
luated.The structure and properties of scaffolds were studied by scanning electron microscopy. The scaffolds were incubated
in a buffered simulated body fluid (SBF) at 37°C for certain periods of time to allow for apatite formation and potential im-
provement of osteoconductivity. Calcium phosphates formation of the apatite layer on three dimensional scaffolds was inves-
tigated by Scanning Electron Microscope (SEM) equipped with Energy-Dispersive Spectrometer (EDS) and Fourier trans-
formed infrared spectroscopy-attenuated total reflectance (FTIR-ATR). The in vitro research showed the highest biocompati-
bility of the PUR/ calcite composite, which was confirmed by the mole Ca/P ratio of the apatite layer on the scaffolds’ surface.
The mechanical properties of composites were investigated using Dynamic Mechanical Analysis (DMA). Porsity of the scaf-
folds were investigated with Archimedes method. The viability of cell was performed with commercial test.

Keywords: scaffolds, calcite, polyurethane, composite

WPROWADZENIE

Jednym z priorytetowych kierunkéw badan wspot-
czesnej medycyny, w ktéorym zastosowanie znalazly
syntetyczne materiaty, jest dynamicznie rozwijajaca si¢
inzynieria tkankowa i genetyczna [1, 2]. W ostatnich
latach prowadzi si¢ intensywne badania w obszarze
technologii biodegradowalnych i bioresorbowalnych
zwiazkow wielkoczasteczkowych stosowanych w pro-
dukcji materiatéw biomedycznych, majacych bezpo-
$redni kontakt z wewngtrznymi tkankami organizmu.
Naukowcy takich dziedzin, jak biologia, chemia czy
inzynieria materiatlowa $cisle wspolpracuja ze soba
W celu wytworzenia materialu dostosowanego pod
wzgledem funkcji i wlasciwosci do miejsca uszkodze-

nia. Zaktada sig, iz owe biomateriaty powinny spetiac
podstawowe zalozenia, takie jak wysoka biozgodnosc,
oraz okre$lone wymagania mechaniczne (modut spre-
zysto$ci, odksztalcenie, wytrzymatos¢) i uzytkowe
(tatwos¢ sterylizacji). Wydaje sig, ze regeneracja
uszkodzonych lub catkowicie zniszczonych tkanek oraz
narzadow to najbardziej perspektywiczny kierunek
aplikacji materiatow polimerowych. W grupie tych
biomaterialdw istotna rol¢ odgrywaja poliuretany
(PUR), ktorych glowna zaleta jest duzy stopien swobo-
dy w projektowaniu wlasciwosci fizycznych i mecha-
nicznych szczegolnie uzytecznych w znaczacym obsza-
rze inzynierii tkankowej, jakim jest rekonstrukcja tka-
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nek migkkich, chrzastek czy regeneracja kosci [3, 4].
Poliuretany charakteryzuje dwufazowa mikrostruktura,
na ktora sklada si¢ faza uporzadkowanych domen
sztywnych, przenikajaca si¢ z faza segmentow gietkich
[5]. Stosunek zawartosci segmentoéw, ich dlugos¢ oraz
rodzaj zastosowanych substratow ma istotny wpltyw na
wlasciwoséci  otrzymanych materiatow. Szczegodlnie
interesujaca grupe polimeréw resorbowalnych stanowia
poliuretany na bazie poli(e-kaprolaktonu) (PUR/PCL),
ktory uwazany jest za tkankowo zgodny, ulegajacy
biodegradacji i nietoksyczny [6, 7]. W wyniku coraz
bardziej zlozonych wymagan stawianych biomateria-
tom odpowiedzia wspolczesnej inzynierii materialowej
sa biokompozyty. Specyfika tych materiatow jest moz-
liwo$¢ uzyskania niestandardowych wlasciwosci im-
plantow, takich jak: jednoczesna wysoka wytrzymatosé
mechaniczna, niski modul sprezysto$ci oraz wysoka
biozgodnos¢, co jest trudne do osiagnigcia dla innych
materiatow. Obiecujaca grupa materiatow kompozyto-
wych sa kompozyty resorbowalne. Niniejsza praca
dotyczy tréjwymiarowych resorbowalnych rusztowan
(ang. skaffolds). Przedmiotem badan sg uktady ztozone
z resorbowalnej poliuretanowej ostony na bazie poli(e-
-kaprolaktonu), wzmocnione faza ceramiczna w postaci
weglanéw wapnia [8]. Weglany wapnia czgsto stosuje
si¢ do poprawy biozgodnosci i przyspieszenia osteoin-
tegracji z naturalna tkanka kostna.

MATERIALY

Poliuretany otrzymano metoda prepolimerowa z na-
stepujacych substratow: 4,4'-diizocyjanianu dicyklo-
heksylometanu (Hy,MDI), poli(e-kaprolaktono)diolu
(PCL) o masie czasteczkowej M, = 530 firmy Sigma-
Aldrich sp. z o0.0., proszku kalcytowego o S$redniej
wielkoséci ziaren 50+20 pm (rys. 1), pochodzacego
Z Instytutu Szkta i Ceramiki w Warszawie. Poliol
z proszkiem kalcytowym poddano procesowi odwad-
niania w prozni 2+5 hPa przez 2 h w temperaturze
120°C. Nastgpnie dodano HMDI i mieszano z pozosta-
tymi substratami, utrzymujac przez 45 minut stala tem-
perature reakcji na poziomie 60°C. Ostatnim sktadni-
kiem syntezy, jakiego dodano, byt srodek wydtuzajacy
i calo$¢ mieszano przez 10 minut. Jako $rodka wydtuza-
jacego tancuch prepolimeru uzyto glikolu etylenowego
(EQG) firmy POCH z Gliwic. Odlang mieszankg polime-
rowa utwardzano w temperaturze 110°C przez 16 h.
Polimer wytworzono przy stosunku molowym substra-
tow H;pMDIL:PCL:EG réwnym 2:1:1. Wytworzone
kompozyty zawieraty 10% wagowych proszku kalcy-
towego.

Trojwymiarowe rusztowania PUR i PUR/kalcyt wy-
twarzano metoda wymywania czastek statych z roz-
puszczonego polimeru. Do wytworzenia rusztowan
stosowano roztwory polimeru w 1-metylo-2-pirolidonu
o roznym stgzeniu 15 1 20%. Schlodzony w cieklym
azocie kompozyt PUR/kalcyt zmielono i rozpuszczono.
Jako poroforu uzyto krysztatdw NaCl o rozmiarach
300+420 pm. Stosunek masowy PUR i kompozytu do

NaCl wynosit 1:1. Mieszanke polimer/sél/rozpuszczal-
nik odlano do foremek w $rodowisku wody destylowa-
nej i pozostawiono na 24 h. Podczas procesu moczenia
dochodzito do wytracania polimeru i wymywania cza-
steczek soli i resztek rozpuszczalnika. W celu doktad-
niejszej penetracji wody destylowanej w gtab porowatej
struktury materiatu przez kolejne 24 h probki mieszano
z uzyciem mieszadla magnetycznego, zmieniajac wode
co 6 h. Otrzymane porowate probki PUR i PUR/kalcyt
suszono pod proznia.
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Rys. 1. Obrazy SEM struktury proszku kalcytowego (a), sktad chemiczny
proszku kalcytowego (b)

Fig. 1. SEM images the surface of calcite powder (a), EDS analyses of
the surface calcite powder (b)

Wykonano trzy typy rusztowan: typ 1 - rusztowanie
z PUR wykonane z roztworu o 15% stgzeniu polimeru
w rozpuszczalniku, typ 2 - z kompozytu PUR/kalcyt
wykonane z 15% stezenia kompozytu w rozpuszczal-
niku, typ 3 - z kompozytu PUR/kalcyt wykonane z 20%
roztworu kompozytu. Wytworzone kompozyty zawiera-
ty 10% wagowych napetniacza w postaci proszku kal-
cytowego. Parametry wytwarzania rusztowan z PUR
opracowano w trakcie wczesniej prowadzonych badan.
Wprowadzenie napetniacza do polimerowej osnowy
zmienia lepko$¢ roztworu, z ktéorego wykonywane sa
rusztowania, dlatego zaproponowano wykonanie rusz-
towan z 15 i 20% roztworu kompozytu, aby dobrac
optymalne parametry procesu wytwarzania rusztowan.

W ramach pracy oceniono wplyw kalcytowego na-
petniacza oraz sposobu wykonania kompozytowych
rusztowan na ich bioaktywnos¢.

METODYKA BADAN

Jedna z gléwnych wiasciwosci, ktora decyduje
0 przydatnosci materiatu do hodowli tkanki kostnej, jest
jego bioaktywno$¢, rozumiana jako zdolno$¢ do mine-
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ralizacji, czyli wytwarzania apatytu w wyniku oddzia-
lywania z ptynem ustrojowym [9]. Badania in vitro
przeprowadzono w roztworze (SBF) o stezeniu jonow
zblizonym do plazmy krwi (tab. 1), sporzadzonym we-
dtug receptury Kokubo [10].

TABELA 1. Stosunek jonéw w roztworze SBF i w plazmie krwi

ludzkiej
TABLE 1. lonic concentrations of SBF and human blood plas-

ma

Stezenie, MM

Na* | K | Ca® | Mg® |HPO2 | CI” | HCOs | SO
Plazma | 1420 | 50 | 25 | 15 1,0 103,0 | 27,0 0,5
krwi
SBF | 142,0 | 50| 25 | 15 1,0 1250 | 27,0 0,5

Probki inkubowano w roztworze SBF w temperatu-
rze 37°C przez 7, 14 i 28 dni. Po odpowiednim czasie
inkubacji porowate materialty doktadnie ptukano
W wodzie destylowanej i suszono w temperaturze 37°C.
Zmiany powierzchni poliuretanowych pianek po inku-
bacji obserwowano za pomoca elektronowego mikro-
skopu skaningowego (SEM) Hitachi S-2600 i S-5500.
W celu analizy warstwy osadzonej na powierzchni
pianek po inkubacji w SBF wykonano analiz¢ sktadu
chemicznego z uzyciem mikroanalizatora rentgenow-
skiego EDS oraz spektroskopii w podczerwieni FTIR-
-ATR (spektrometr Nicolet 6700, zakres widma od 400
do 4000 cm™'). Poliuretanowe rusztowania poddano
cyklicznemu $ciskaniu w celu wyznaczenia wlasciwosci
mechanicznych, uzywajac do tego celu urzadzenia
DMA Q800 firmy TA Instruments. Do badan wykorzy-
stano walcowe probki o wymiarach & = 8 mm i grubo-
$ci h = 3,2+3,7 mm. Probki $ciskano z amplitudg 15 pm
w trakcie ogrzewania do temperatury 80°C z predkoscia
3°C/min.

Porowato$¢ otwarta wyznaczono metoda Archime-
desa zgodnie z norma PN-76/E/06307, korzystajac ze
wzoru

P = (mz— ml)/(mz_ m3)><100, %

gdzie: m; - masa probki suchej, g, m, - masa probki
nasaczonej, g, M3 - masa probki w wodzie, g.

Do badan wykorzystano walcowate probki o wymia-
rach & =6 mm i grubosci h =5 mm.

Przeprowadzono takze test przezywalnosci komor-
kowej w warunkach in vitro w hodowli z ludzkimi
osteoblastami  linii SaOS-2. Probki umieszczono
W ptytce 24-studzienkowej i zasiedlono komorkami
(8000 komorek/studzenkg) w 1 ml pozywki hodowlane;j
(Dulbecco’s Modified Eagle’s medium, Sigma) wzbo-
gaconej 10% bydlgcej surowicy ptodowej, 1% penicyli-
ny oraz 10 pg/ml streptomycyny. Po 3 dniach hodowli
w standardowych warunkach zbadano zywotno$¢ ko-
morek za pomoca testu WST-1. Przed badaniami in
vitro i in vivo porowate materiaty poddano procesowi
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sterylizacji radiacyjnej dawka 25 kGy w Instytucie
Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie w akcelerato-
rze Elektronika 10/10. Promieniowanie o tej dawce nie
wplywa na zmiang wlasciwosci poliuretandw [11, 12].

WYNIKI BADAN

Na rysunku 2 przedstawiono przykladowe obrazy
struktury trzech typoéw rusztowan stosowanych do ho-
dowli komodrkowych. Rusztowania poliuretanowe
(PUR) (rys. 2a) i kompozytowe (PUR/kalcyt) (rys. 2c),
cechuje regularna i otwartokomoérkowa struktura poro-
wata, w przeciwienstwie do kompozytu typu 2 (rys. 2b)
gdzie pory maja nieregularne i czg¢sto zamknigte ksztat-
ty. Roznice w strukturze kompozytéw wynikaja ze
sposobu ich wykonania. Korzystniejsza strukturg ze
wzgledu na przeznaczenie do hodowli tkanek kostnych
majq rusztowania kompozytowe wykonane z roztworu
o stezeniu 20%.

Rys. 2. Struktury poréw rusztowan: a) poliuretanowego (PUR) typ 1,
b) PUR/kalcyt typ 2, c) PUR/kalcyt typ 3

Fig. 2. Polymers foams: a) polyurethane (PUR) Type 1, b) composites
PUR/calcite Type 2, c) PUR/calcite Type 3

W tabeli 2 przedstawiono wyniki badan porowatosci
otwarte] metoda Archimedesa, ktore potwierdzity ob-
serwacje mikrostruktury wykonane z zastosowaniem
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SEM. Kompozyty typu 2 charakteryzuja si¢ najmniej-
sza porowatoscia otwarta. Rusztowania polimerowe
typu 1 i kompozyty typu 3 maja porownywalnie wyso-
ka porowatos¢ w ok. 80%.

TABELA 2. Warto$ci porowato$¢ otwartej
TABLE 2. Porosity of scaffolds

PUR PUR/CaCO; | PUR/CaCO:
(typ 1) (typ 2) (typ 3)
F(’)‘t’\;\‘,’;’:;“’; 78,8 37,2 79.4

Poliuretanowe rusztowania poddano cyklicznej pro-
bie $ciskania w celu poréwnania wlasciwosci mecha-
nicznych trzech typoéw materiatéw (rys. 3). Najwyzsza
wartoécia modutu sprezystosci dynamicznej (SM) cha-
rakteryzuje si¢ kompozyt typu 3. Ze wzrostem tempera-
tury jednak wartosci te ulegaja szybkiemu spadkowi
W przeciwienstwie do poliuretanowych probek, dla
ktorych modut sprezystoscei jest najnizszy, natomiast ze
wzrostem temperatury nie rejestruje si¢ znaczacego
spadku. Pozadane jest, aby material miat modut sprezy-
stosci zblizony do kos$ci. Z badan wynika, ze wprowa-
dzenie napelniacza poprawia wiasciwosci mechaniczne
rusztowan w interesujacych nas temperaturach (od 35
do 45°C). Nastgpnym etapem, majacym na celu poréw-
nanie wytworzonych materiatéw, byly badania in vitro,
na rysunku 4 pokazano obrazy porowatych materiatlow

£ — k SE

z warstwa apatytowa, wytworzona na powierzchni rusz-
towan w wyniku 28-dniowej inkubacji w roztworze
SBF. Narastajaca warstwa, na kazdej z powierzchni
porowatych rusztowan, charakteryzuje si¢ inng mikro-
struktura. Na powierzchni kompozytu typu 2 obserwu-
jemy mate skupiska apatytu nieregularnie rozmieszczo-
ne na powierzchni. Rusztowania poliuretanowe typu 1
i kompozyty typu 3 sa regularnie i jednolicie pokryte
warstwa apatytu. Jego ,,ptatkowa” budowa moze wska-
zywac, ze jest to przejsciowa forma krystaliczna (OCP),
wystepujaca czgsto w procesie tworzenia si¢ hydroksy-
apatytu (HA) [13].

Modut sprezystosci (MPa)

20 75 % = " A
Temperatura ('C) Universal ¥ 3

Rys. 3. Wykres DMA trojwymiarowych rusztowan poddanych probie
cyklicznego $ciskania
Fig. 3. DMA curie of scaffolds

3 0K SE

Rys. 4. Obrazy SEM struktury powierzchni trojwymiarowych rusztowan po 28 dniach inkubacji w roztworze SBF: a) poliuretanowych (PUR) typ 1,

b) PUR/kalcyt typ 2, c) PUR/kalcyt typ 3

Fig. 4. SEM images of the surface HAp layer grown after 28 days in SBF scaffolds: a) polyurethane (PUR) Type 1, b) composites PUR/calcite Type 2,

¢) PUR/calcite Type 3
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Jedna z metod okre$lania rodzaju apatytu tworzace-
go si¢ na powierzchni materiatu, w wyniku inkubacji
w SBF, jest wyznaczenie stosunku molowego Ca/P
badanej warstwy. W tym celu na podstawie pomiarow
EDS wyznaczono stosunek Ca/P badanych materiatow
(tab. 3).

TABELA 3. Stosunek molowy Ca/P wyznaczony z widm EDS
TABLE 3. Ca/P ratio of scaffolds surfaces following immersion
in SBF as determined by EDS analysis

PUR PUR/CaCO; PUR/CaCO;
(typ 1) (typ 2) (typ 3)
stosunek Ca/P 1,44 1,47 1,68

Efektem pozadanym jest uzyskanie na powierzchni
apatytu o budowie jak najbardziej zblizonej do natural-
nego HA o stosunku molowym Ca/P rownym 1,67 [14].
Kompozyt PUR/Kkalcyt z 20% roztworu (typ 3) charak-
teryzuje si¢ najwyzsza wartoscia stosunku Ca/P i jest
najblizszy pozadanej wartosci.

Rysunek 5 przedstawia wyniki badania FTIR-ATR
wykonane w celu analizy budowy chemicznej po-
wierzchni rusztowan po inkubacji w SBF.

) [T~

b)

c) |

Rys. 5. Widma FTIR-ATR przed i po 28 dniach inkubacji w roztworze
SBF trojwymiarowych rusztowan: a) poliuretanowych (PUR) typ
1, b) PUR/kalcyt typ 2, ) PUR/Kkalcyt typ 3

Fig. 5. FTIR-ATR spectra of the surface of scaffolds before degradation
and after 28 days in SBF: a) polyurethane (PUR) Type 1,
b) composites PUR/calcite Type 2, ¢) PUR/calcite Type 3
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Widma FTIR-ATR zestawiono dla kazdego rodzaju
rusztowan przed i po 28-dniowej inkubacji w roztworze
SBF. Na widmach widoczne sa charakterystyczne piki
typowe dla apatytow w okolicach 560600 cm™' oraz
w okolicach 10201040 cm™', odpowiadajace zginaja-
cym i rozciagajacym drganiom grup PO, Ponadto na
widmach przedstawiajacych rusztowania po inkubacji
pojawia si¢ pik w okolicach 873 cm™', odpowiadajacy
drganiom grup weglanowych $wiadczacych o tworzeniu
si¢ na powierzchni weglanow wapnia [15]. Z badan in
vivo wynika, Ze najlepsza bioaktywnos¢ wykazuje
kompozytowe rusztowanie wykonane z roztworu
0 stezeniu 20% (typ 3). Te kompozytowe rusztowania
maja procentowo najwigksza porowatos¢, a w wyniku
oddziatywania z ptynem SBF charakteryzuja si¢ naj-
wigksza zdolnoscia do mineralizacji. Badania wskazuja,
iZ maja one najwyzszy z przebadanych materialow
wspolczynnik Ca/P oraz najwyzszy modul sprezystosci.
Kolejnym etapem pracy byty badania in vitro na ludz-
kich osteoblastach, ktérych wyniki przedstawiono na
rysunku 6. Z testu WST-1 (rys. 6) wynika, ze najlep-
szymi wynikami przezywalno$ci komérkowej charakte-
ryzuja si¢ osteoblasty hodowane na podtozach kompo-

zytowych typu 3.

50

40

1D .
a

typ 1 typ 2

typ3

Rys. 6. Wyniki testu przezywalno$ci komorkowej ludzkich osteoblastow

Fig. 6. Relative viability of SaOs-2 measured using the WST-1 assay
after 3 days of culture on modified scaffolds

PODSUMOWANIE

Wytworzono i przebadano trzy typy porowatych
rusztowan: poliuretanowe (PUR) oraz kompozytowe
(PUR/kalcyt), ktoére wytworzono z roztworu o ré6znym
stezeniu - 15 1 20%. Wykazano, ze istotnym parame-
trem wptywajacym na strukturg rusztowan jest stezenie
roztworu polimer/rozpuszczalnik. Konieczno$¢ doboru
stezenia roztworu do wytwarzania kompozytowych
rusztowan wynika ze zmian lepko$ci roztworéw spo-
wodowanych wprowadzeniem napetniacza. Przeprowa-
dzone badania dowiodly, ze mozna wytworzy¢ porowa-
te kompozyty z napetniaczem kalcytowym o wysokim -
80% stopniu porowatosci otwartej, polepszajac jedno-
cze$nie wilasciwosci mechaniczne skaffoldow, m.in.
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zwigkszajac modul sprezystosci materialu. Wykazano,
iz wprowadzenie do poliuretanu napetniacza w postaci
proszku kalcytowego powoduje polepszenie bioaktyw-
nosci, rozumianej zarowno jako zdolno$¢ do minerali-
zacji w wyniku oddziatywania z plynem ustrojowym,
jaki i przezywalnos$ci komorkowe;.
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