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Goodal i inni [10] wskazali, ze tetniaki aorty brzusznej sg
wynikiem ogolnoustrojowej choroby, ktéra dotyka catego
systemu krwionos$nego i jest charakteryzowana poprzez
wzrost sztywnosci scian naczyn. Wielu autoréw, podobnie
jak autorzy, obserwuje obnizenie koncentracji elastyny
w Scianie tetniaka aorty brzusznej w poréwnaniu do sciany
zdrowego naczynia [7,8,10,11]. Na podstawie przepro-
wadzonych badan i otrzymanych wynikéw, mozliwe jest
stwierdzenie, ze w procesie rozwoju tetniaka, widkna ela-
stynowe ulegajg degradacji, ktéra skutkuje obnizeniem wy-
trzymatosci Sciany naczynia oraz wzrostem jego sztywnosci.
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walls of vessels. Many authors, similarly like in presented
study, have noted a loss of elastin in the wall of abdominal
aortic aneurysm in comparison with the wall of a healthy
abdominal aorta [7,8,10,11]. On the basis of the obtained
results, it can be stated that in the process of aneurysm
development elastin fibres undergo degradation, which
results in a decrease of mechanical strength of a vessel
and an increase of stiffness of the aortic wall.
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Streszczenie

Obiektem badan byty nanostrukturalne elastomery
termoplastyczne typu (A-B)n zawierajgce segmenty
gietkie pochodzgce od dimeru kwasu linoleinowego
(DLA) i segmenty sztywne zawierajgce poli(tereftalan
butylenu) (PBT). Te nowe biomateriaty proponowane
sg jako alternatywa dla elastomeru silikonowego w
zastosowaniach na implanty piersi. Struktura, a tym
samym wtasciwosci kopolimeréw zostaty poddane mo-
dyfikacji wigzkg szybkich elektronéw. Stwierdzono, ze
kopolimer poddany dziataniu dawki 100kGy wykazat
lepszg proliferacje komérek w poréwnaniu do mate-
riatu niemodyfikowanego i elastomeru silikonowego
uzytego jako materiat odniesienia. Promieniowanie
Jonizujgce wptyneto réwniez pozytywnie na wtasciwo-
$ci mechaniczne zwiekszajgc o 100% warto$¢ modufu
Young’a w poréwnaniu do elastomeru silikonowego o
Jakos$ci medycznej.
Stowa kluczowe: Elastomery termoplastyczne, bioz-
godnos$¢ komdrkowa in vitro, promieniowanie jonizujgce
[Inzynieria Biomateriatow, 81-84, (2008), 100-103]
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Abstract

Nanostructured multiblock thermoplastic elasto-
mers of the (A-B)n type with aliphatic segments from
dimer of linoleic acid (DLA) and aromatic segments of
poly(butylene terephthalate) (PBT) were investigated
in this work. These new materials are proposed as an
alternative to silicone elastomer for breast implants.
Their structure, and thus properties were modified with
e-beam radiation. It was found that polymer exposed to
100 kGy showed better cell proliferation as compared
to unmodified material and to silicone elastomer used
as reference material. E-beam radiation enhanced
also mechanical properties by over 100% increase
of Young’s modulus as compared to medical grade
silicone elastomer.

Keywords: Thermoplastic elastomers, in vitro cell
biocompatibility, e-beam radiation.

[Engineering of Biomaterials, 81-84, (2008), 100-103]
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Wstep

W ostatnich latach obserwuje sie wzrost zaintereso-
wania implantowanymi biomateriatami o polepszonych
wiasciwosciach mechanicznych i biologicznych. Materiaty
dotychczas stosowane jako implanty piersi nie zawsze
spetniaty wymagania ,idealnego” implantu z powodu kur-
czenia si¢ implantow lub rozerwania polimerowej powtoki
[1,2]. Dlatego wcigz poszukuje sie nowych polimeréw o
lepszych wiasciwosciach pod wzgledem zachowania sie w
zywym organizmie i ich biofunkcjonalnosci.

W prezentowanej pracy zbadano nowe materiaty modyfi-
kowane promieniowaniem jonizujgcym. Poli(alifatyczno/aro-
matyczne-estry) (PED) sg nanostrukturalnymi elastomerami
termoplastycznymi wykazujgcymi biozgodnos¢ in vitro i in
vivo [3-5], i oczekuje sie, ze modyfikacja promieniowaniem
jonizujgcym poprawi ich wtasciwosci mechaniczne. Kopo-
limery PED zbudowane sg z segmentow sztywnych takich
jak w poli(tereftalanie butylenu) PBT, natomiast segmenty
gietkie zbudowane sg z estréw utworzonych przez 1,4-bu-
tanodiol (1,4-BD) i dimeryzowany kwas lioleinowy (DLA).
Przy matym udziale segmentéw sztywnych (do 40% wag.)
sg one miekkie i przezroczyste.

Kopolimery modyfikowano wigzkg szybkich elektronéw o
réznej dawce, odpowiednio 25, 50, 75 i 100kGy. Zbadano ich
wiasciwosci fizyko-chemiczne i mechaniczne oraz oceniono
biozgodnos¢ komérkowa.

Materialy i metody

Synteza poli(alifatyczno/aromatycznych-estréw) (PED)
odbywata sie w reakcji transestryfikacji i polikondensaciji
w stopie, ktérg opisano we wczesniejszych publikacjach
[6,7]. Badaniom poddano kopolimer zawierajgcy 70%wag.
segmentéw gietkich i 30%wag. segmentow sztywnych.

Probki byty napromieniane w temperaturze otoczenia
strumieniem wysokoenergetycznych elektronéw generowa-
nych w liniowym akceleratorze elektronow Elektronika 10/10
do wskazanych dawek (25, 50, 75 i 100kGy).

Frakcje zelowg usieciowanych kopolimeréw oznaczono
metodg ekstrakcyjng. Probki kopolimeréw w postaci roz-
drobnionych folii (0,1-0,2 g) umieszczono w tyglach Schotta
typu P2 i poddano ekstrakcji we wrzacym tetrahydrofuranie
(100cm?®) pod chiodnicg zwrotng w ciggu 3 godzin. Po
ekstrakcji prébki suszono w suszarce prozniowej w 60°C w
ciggu 3 godzin. Dla kazdej dawki wykonano 3 oznaczenia.
Zawartosc¢ frakcji zelowych obliczono ze wzoru (1) jako
wartos¢ srednig z trzech pomiaréw:

X=m,/m; 100% (1)
gdzie: m,—masa wysuszonej prébki po ekstrakgiji
m, — masa probki przed ekstrakcjg

Réznicowa kalorymetria skaningowa (DSC) wykonana
zostata na aparacie TA Instruments (DSC Q100). Probki
byly suszone pod préznig w 60°C i trzymane w desykatorze.
Proces byt prowadzony w trzech cyklach: pierwsze grzanie,
nastepnie chtodzenie, i drugie grzanie w zakresie temperatur
od — 100°C do temperatury 50°C powyzej temperatury top-
nienia dla kazdego materiatu. Proces grzania i chtodzenia
prowadzony byt z szybkoscig 10°C min-'.

Badania wytrzymatosciowe wykonywano w tempera-
turze pokojowej przy uzyciu maszyny wytrzymatosciowej
Instron TM-M z gtowicg 500N i szybkoscig przesuwu szczek
100mm/min. Poczatkowy rozstaw szczek wynosit 25mm.
Wynik usredniono z 6 wiosetek o przekroju 0,5x4mm.

Mase czgsteczkowa (M,, M,,) i stopien polidyspersyjnosci
(Mw/Mn) kopolimeréw wyznaczono metodg GPC SEC firmy
Waters wykorzystujgc system szesciu kolumn Styragel-HR
columns (106, 105, 104, 103, 500, and 100_AA), termosta-

Introduction

Over the recent years, an increasing interest on implant-
able biomaterials with improved mechanical and biological
proprieties is observed. Materials used for breast implants
nowadays do not always fulfill all the requirements of “ideal”
implant, since capsule contracture and implant shell rup-
ture are major problems [1,2]. Therefore, many efforts are
continuously made to produce better materials in term of
enhanced performance and biofunctionality.

In this work, new materials modified with e-beam radia-
tion are investigated. Poly(aliphatic/aromatic-ester)s (PED)
are nanostructured thermoplastic elastomers which showed
biocompatibility in vitro and in vivo [3-5], and it is expected
that after ionizing radiation, their mechanical properties
will be improved. PEDs are composed of hard segments
as in poly(butylene terephthalate) PBT and soft segments
derived from 1,4-butanediol (1,4-BD) and unsaturated dimer
of linoleic acid (DLA). At very low concentration of hard seg-
ments (up to 40wt%), very soft and transparent materials
are produced.

Materials were modified with different radiation doses
of ionizing energy, namely 25, 50, 75 and 100kGy. Their
physico-chemical and mechanical properties were evalu-
ated and in vitro cell biocompatibility was investigated in
this work.

Experimental and methods

The synthesis method of poly(aliphatic/aromatic-ester)
(PED) copolymer, involving transesterification and poly-
condensation from the melt, was described in previous
publications [6,7]. The PED copolymer containing 70wt%
soft segments and 30 wt% hard segments was used for
the experiments.

Samples of copolymers were irradiated at ambient tem-
perature with a high energy electron beam generated in a
linear electron accelerator Elektronika 10/10 to indicated
doses.

Gel fraction was calculated from the extraction method.
Small pieces of polymer foils (0.1-0.2g) were placed in
Schott’s crucibles P2 type and extracted from boiling THF
(100cm?®) during 3h. Samples were then dried and weighted
in order to calculate the gel fraction as in formula (1):

X=m,/my, 100% (1)

where: m;—mass of dried sample after extraction

my,—mass of sample before extraction

Differential scanning calorimetry (DSC) scans were per-
formed with a TA Instruments (DSC Q100) apparatus. The
samples were dried in vacuum at 60°C, and then kept in
a desiccator. The process was carried out in a triple cycle:
first heating, then cooling, and second heating in the tem-
perature range from —100° C to 50°C higher than melting
point of each copolymer. The rate of heating and cooling
was 10°C min-'.

The quasi-static tensile data were collected at room
temperature with an Instron TM-M tensile tester equipped
with a 500N load cell employing a crosshead speed of 100
mm/min. The starting clamp distance was 25mm. The ob-
tained results were averaged from 6 specimens with cross
section of 0.5x4mm.

The molecular weight (M,,, M,,) and molecular weight dis-
tribution (M,/M,) of the block copolymers were determined
by size exclusion chromatography (SEC) using a Waters
system equipped with six Styragel-HR columns (106, 105,
104, 103, 500, and 100_AA pore sizes), thermostated at
35°C, a Waters 410 DRI detector thermostated at 40°C, a
Dawn DSP 18 angle laser light scattering detector (MALLS)
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towanych w 35°C, detector Waters 410 DRI termostatowany
w 40°C, system 18 detektoréw rozpraszajgcych swiatto
(MALLS) (Wyatt Technology), Waters 996 detektor UV.
Probki polimeréw rozpuszczono w THF.

Badania cytokompatybilnosci in vitro wykonano zgodnie
z1S0 10 993-5. Wycieto okragte krazki z bton polimerowych
o srednicy 15 mm, sterylizowano tlenkiem etylenu (EtO) i
umieszczano w 24 dotkowych ptytkach (Greiner). Fibroblasty
mysie L-929 (DSMZ, Braunschweig) wysiewano w ilosci
1.0x10% komoérek/ml na 24 godziny, w Srodowisku 90%
RPMI 1640 (GIBCO) uzupetnionym 10% serum surowicy
bydlecej (GIBCO) i 1% Penstrep (GIBCO). Komoérki byty
hodowane w 37°C w nawilzanej atmosferze (RH=95%) i 5%
CO,. Zastosowano test WST-1 do oszacowania aktywnosci
mitochandrialnej komérek. Komorki byly enzymatycznie
odklejane przez trypsynizacje (0.25% trypsyna in EDTA,
Sigma) i zliczane przez zliczanie komérek (Beckman,
Coulter Z2). Wykonano cztery pomiary dla kazdego ma-
teriatu. Wyniki testu poréwnano z wartosciami polistyrenu
jako kontroli. Wykonano analize wariancyjng (test ANOVA)
i przyjeto poziom istotnosci przy 0.001>p.

Wyniki i dyskusja

Zsyntezowane polimery PED oraz prébki poddane
modyfikacji scharakteryzowano za pomocg granicznej
liczby lepko$ciowej i oznaczen mas czgsteczkowych, a
wyniki przedstawiono w TABELI 1. Jak wynika z TABELI 1,
wzrost dawki promieniowania prowadzi do wzrostu zaréwno
lepkosci jak i mas czgsteczkowych polimerow. Wiadomo, ze
promieniowanie jonizujgce jest jedng z metod sieciowania
polimeréw, dlatego oznaczono réwniez zawarto$¢ frakcji
zelowej. Wyniki przedstawione w TABELI 1 wskazujg, ze
ekspozycja materiatu na dawke 100kGy znaczaco wplywa
na zawartos¢ frakcji zelowej, ktéra wynosi ponad 50%.
Ttumaczy to zatem obserwowany wzrost lepkosci i mas
czgsteczkowych z rosngcg dawkg promieniowania. Po-
dobne obserwacje nasuwajg sie podczas analizy wynikéw
badan mechanicznych: materiat poddanych dawce 100 kGy
wykazuje wzrost wartosci naprezenia przy zerwaniu i ponad
dwukrotnie wyzszg wartos¢ modutu Younga w poréwnaniu
do elastomeru silikonowego (TABELA 1). Wyniki badan
mechanicznych mogg zatem sugerowac, ze tak zmodyfiko-
wany materiat jest znacznie lepszy pod wzgledem wartosci
E...s W porownaniu do materiatdw stosowanych obecnie na
implanty piersi.

Za tworzeniem sie dwojakie-
go rodzaju wigzan: fizycznych
(natywnych) i chemicznych (po
napromienianiu) przemawiajg
réwniez wyniki analizy termicz-
nej (DSC). Kopolimery PED sg
elastomerami termoplastyczny-
mi wykazujgcymi niskotempe-
raturowg przemiang zeszklenia
(T4) oraz wysokotemperaturowe
topnienie (T,,), jak to pokazano
na RYS. 1. Ta natywna ,fizycznie
usieciowana” struktura polimeru
ulega modyfikacji po dawce
promieniowania jonizujgcego na
co wskazuje mocne obnizenie

PED copolymers.

Dawka X
. Materiat

[n]

TABELA 1. Sktad i wybrane wlasciwosci kopolime-
row PED. X—frakcja zelowa, [n]-graniczna liczba
lepkosciowa, M,, M,—liczbowo i wagowo s$redni
ciezar czasteczkowy, M, /M —stopien polidysper-
syjnosci, o—naprezenie zrywajace, e-wydtuzenie
przy zerwaniu, E_ ., - modut Younga.

TABLE 1. Composition and selected properties of

X—gel graction, [n]- limiting viscosity number, M,,
M,—molecular weight, M,/M —molecular weight
distribution, o —tensile stress, g—elongation at
break, E, ,-Young’s modulus.

[kGy] [%] [dl/g] [g/mol] [g/mol] n

5556

(Wyatt Technology), and a Waters 996 UV detector. The
mobile phase for the SEC was THF at 1 ml/min, continuously
distilled off CaH, and recirculated.

The in vitro cytocompatibility investigations were carried
out according ISO 10 993-5. Polymer films were stamped
into round disks of 15mm diameter, sterilized by the ethylene
oxide (EtO) and placed in 24-well plates (Greiner) serving as
positive control. L-929 mouse fibroblasts (DSMZ, Braunsch-
weig) were seeded at 1.0x10° cells/ml for the 24 hour test in
90% RPMI 1640 medium (GIBCO) supplemented with 10%
fetal bovine serum (GIBCO) and 1% Penstrep (GIBCO).
Cells were cultured at 37°C in a humidified atmosphere
(RH=95%) and 5% CO,. The WST-1 test assay was used
to estimate the mitochondrial activity of the cells. The cells
were enzymatically detached by trypsination (0.25% trypsin
in EDTA, Sigma) and counted with a cell counter (Beckman,
Coulter Z2). Four measurements on each material were
performed. The test results were evaluated as percentage
of the values received with polystyrene. Analysis of variance
(one-way ANOVA) was performed and differences consid-
ered highly significant at 0.001>p.

Results and discussion

The synthesized PED materials were characterized by
limiting viscosity number and gel permeation chromatog-
raphy and results are summarized in TABLE 1. It can be
noticed that increasing radiation dose increases polymer
viscosity and molecular mass. Since e-beam radiation can
induce cross-linking, the cross-links density was also deter-
mined. As can be also seen from TABLE 1, radiation dose
of 100kGy increases significantly crosslinks density up to
51,4%. This explains significant increase of limiting viscos-
ity number and molecular weight of this material. The same
observation was made when results of mechanical testing
were analyzed: material exposed to 100kGy e-beam radia-
tion showed increased tensile strength and more importantly,
over two fold increase of Young’s modulus as compared to
silicone elastomer (TABLE 1). Resulted mechanical proper-
ties are higher in E,., values as compared to material used
nowadays for breast implants.

Formation of a double physical (native) and chemical
network (after modification) and manifested by changes of
physical and mechanical properties, was also investigated
by differential scanning calorimetry (DSC). PED materials
are thermoplastic elastomers
showing low temperature glass
transition (T,) and high tempera-
ture melting (T,,) as can be seen
from FIGURE 1. This ,physically
crosslinked” polymer structure
is modified after exposure to
e-beam as demonstrated by
significant shift of T, toward
lower temperature after 100KGy
dose. This clearly indicates that
additional chemical network
within soft amorphous phase is
formed.

The results of cell cytotoxicity
of PED material after exposure to
100kGy is presented in FIGURE
2. Investigated material shoved

M, M/M o & Ennoa

[MPa] [%] [MPa]

12610 | 2,27 | 8,48

1181

5,10

47940

22110

32780

102800

77050 | 1,60 | 8,54 | 1183 | 4,54 [[higher values of cell proliferation
48590 | 2,20| 8,77 | 1234 | 4,08 ||as compared to unmodified PED
69290 | 2,11| 8,86 | 1237 | 4,11 |Imaterial and to silicone elas-
182200 1,80 | 961 | 1223 | 569 |[tomer. This observation again

w kierunku nizszych temperatur || | PBT/DLA 0,998
wartosci T, po dawce 100kGy. || 2 |pBT/DLA| 25 1,001
Jest to wyrazna oznaka utworze- || 3 [PBTDLA| 50 [29,6[1,059
nia sie dodatkowej sieci wigzan || 4 |PBTIDLA| 75 1,133
chemicznych w obszarach amor- || 5 [PBT/DLA| 100 [51.4[1,307
ficznych segmentow gigtkich. 6 [SILICONE

12,3 | 1005 | 2,53 [lconfirms that e-beam radiation
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is enhancing PED material
properties thus making it as
very promising candidate for
soft tissue implants.

Conclusions

Nanostructured PED ther-
> moplastic elastomers were
azs synthesized and subjected to
e-beam radiation. The results
of physical and thermal char-
acterization revealed forma-
tion of a double physical and
chemical network structure
providing enhanced mechani-
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RYS. 1. Krzywe DSC grzania (A) i chtodzenia (B) kopolimeréw PED modyfikowanych
promieniowaniem jonizujgcym. Numery krzywych odpowiadaja numerom prébek

w TABELI 1.

FIG. 1. DSC curves of PED copolymers during heating (A) and cooling (B) modified
with e-beam radiation. Numbers of curves correspond to the numbers of samples

in TABLE 1.

Wyniki biozgodnosci komdérkowej polimerow PED po
dawce 100kGy przedstawiono na RYS.2. Badany materiat
wykazat wyzszy procent proliferacji komérek w poréwnaniu
do materiatu niemodyfikowanego i elastomeru silikonowego
o jakosci medycznej wskazujgc na duzy potencjat stosowa-
nia tego materiatu jako implant tkanek miekkich.

Whnioski

Nanostrukturalne elastomery termoplastyczne (TPE)
zostaty zsyntezowane i poddane napromienianiu dawka
szybkich elektronow. Wyniki badan fizycznych i termicznych
wskazujg na utworzenie sie podwadjnej sieci wigzan fizycz-
nych i chemicznych wptywajgcej na polepszenie wiasciwosci
mechanicznych. Modyfikacja szybkimi elektronami wptywa
réwniez na proliferacje komorek, stad tez polimer poddany
modyfikacji dawkg 100kGy jest bardzo obiecujgcym materia-
tem na implanty tkanek miekkich (np. na implanty piersi).

Podziekowania

Prace byty finansowane w ramach projektu DWM/18/
POL/2005.

PiSmiennictwo References
[1] E.G. Wilkins EG, et al, Journal of the American Cancer Society
1995; 180(2), 177.

[[2] S.E. Ong, S. Zhang, H. Du, H.C. Too, K.N. Aung. Biomaterials
2007; 28, 4033.

[3] M. El Fray, A. Bartkowiak, P. Prowans, J. Slonecki. J. Mater. Sci.
Mater. Med., 2000, 11, 757.

[4] P. Prowans, M. El Fray, J. Slonecki, Biomaterials, 2002, 23, 2973.
[5] M. Renke-Gluszko, M. El Fray, Biomaterials, 2004, 25, 5191.
[6] M. El Fray, J. Slonecki. Angew. Mikromol. Chemie, 1996, 234, 103.
[7] M. El Fray, M. Pigtek, G. Przybytniak. Elastomery, 2007, 11, 20.

cal properties. The ionizing
radiation enhances also cell
proliferation, thus making
the PED material exposed to
100kGy radiation dose a very
promising candidate to soft tis-
sue implants (e.g. as material
for breast implants).
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RYS. 2. Proliferacja komorek (fibroblasty L-929,
24h) na powierzchni niemodyfikowanego kopo-
limeru PED, modyfikowanego promieniowaniem
jonizujgcym (100kGy) oraz elastomeru silikono-
wego o jakosci medycznej.

FIG. 2. Cell proliferation (L-929 fibroblasts, 24h)
on the neat PED copolymer, modified with e-beam
radiation (100kGy) and medical grade silicone.
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