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Streszczenie

Przedmiotem badan sq prébki roznigce sie para-
metrami mikrostrukturalnymi; (chropowato$c, wielko$¢
i ksztaft poréw) oraz energig powierzchniowg. Probki
wytworzono z polimeru, do ktérego wprowadzano
wtékna weglowe lub wtdkna alginianowe. Roznice
odpowiedzi komoérkowej na powierzchnie polimeru
modyfikowanego faza wtdknistg dotyczg zaréwno
przezywalnosci komorek (fibroblasty, osteoblasty) jak
poziomu wydzielanego przez nie kolagenu. W opar-
ciu wyniki przedstawione w pracy mozna stwierdzic
Ze zastosowanie witdkien do modyfikacji polimeru sta-
nowi¢ moze przydatna metode modyfikowania po-
wierzchni wykorzystywang w konstrukcji materiatow
stosowanych dla sterowanej regeneracji tkanek.
[Inzynieria Biomateriatow, 54-55,(2006),19-23]

Wstep

Polimerowe materiaty implantacyjne sg od wielu lat po-
wszechnie stosowane w medycynie. Polimery okreslane
jako biostabilne, stosowane sg zaréwno jako protezy na-
czyn nici chirurgiczne, elementy réznego rodzaju endopro-
tez, jako implanty stosowane w laryngologii stomatologii,
kardiochirurgii lub neurologii. Ostatnio w coraz szerszym
zakresie do praktyki klinicznej wprowadzane sg kompozy-
ty wytwarzane z polimerdéw tgczonych z takimi materiata-
mi jak bioaktywna ceramika, wibékna ceramiczne lub we-
glowe. Kompozyty polimerowo- widkniste sg tworzywem
stanowigcym w inzynierii biomateriatéw alternatywe dla
implantéw metalicznych. Obecnos$¢ widkien w osnowie
polimerowej pozwala na modyfikacje parametrow mecha-
nicznych polimeru, zarébwno w obszarze wytrzymatosci,
modutu sprezystosci jak i pozwala na otrzymanie implan-
téw o biomimetycznej anizotropii wtasciwosci mechanicz-
nych. Rozprowadzenie fazy modyfikujacej, w matrycy poli-
merowej wptywa zaréwno na wytrzymato$¢ kompozytu ale
réwniez na energie powierzchniowg i mikrostrukture mate-
riatu.

Szczegolnym typem ztozonego materiatu kompozyto-
wego sg implanty wykorzystywane w technice GTR.
Sterowana regeneracja tkanki kostnej (GBR) jest skutecz-
ng technikg leczenia ubytkow kosci zwtaszcza ubytkow ko-
$ci zuchwy. Zasada metody polega na stworzeniu optymal-
nych warunkéw regeneraciji tkanki kostnej i stosowana moze
by¢ réwniez wszedzie tam gdzie niezbedna jest szybka
odbudowa tkanki kostnej. Membrany GTR musza charak-
teryzowac¢ otwartg porowatoscig, pozwalajacg na migracje
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Abstract

The aim of this study was to examine the samples
with different surface topography and surface energy.
Experimental materials were made of polymer, to
which carbon or alginate fibres were introduced. Dif-
ferences in cellular response to polymer surfaces
modified with fibrous phase concern both viability
(fibroblasts and osteoblasts) and the level of their col-
lagen production. Based on obtained results it may
be concluded that application of fibres for polymer
modification may become a useful method of confer-
ring functionality to the surface, suitable for construc-
tion of materials applicable in controlled tissue regen-
eration.

[Engineering of Biomaterials, 54-55,(2006),19-23]

Introduction

Polymer implant materials have been widely applied in
medicine within the past several years. Polymers defined
as biostable find use as vascular implants, surgical threads
and elements of various types of endoprostheses. They are
also useful as laryngological, dental, cardiosurgical and
neurological implants. Recently, composites made of poly-
mers combined with such materials as bioactive ceramics,
ceramic or carbon fibres, are being increasingly used in clini-
cal practises. Fibrous polymer implants become an alter-
native to metal implants in biomaterials engineering.

The presence of fibres in polymer matrix allows for modifi-
cation of mechanical parametres of polymer (strength,
modulus of elasticity), as well as it enables the formation of
implants with biomimetic anisotropy of mechanical proper-
ties. The distribution of modifying phase within polymer
matrix affects both composite strength and its surface en-
ergy, and also the microstructure of the material.

Implants applied in GTR technique are particular types of
composite materials. Controlled regeneration of bone tis-
sue (GBR) is an effective technique of healing bone defi-
cits, in particular deficits in submaxilla bone. The principle
of the method is based on creation of optimal conditions for
regeneration of bone tissue and may be also applied every-
where, where the fast restoration of bone tissue is required.
The GTR membranes must be characterised by open po-
rosity allowing for migration of components necessary for
appropriate cell functioning, and the presence (in surface
layer) of the phase which supports restoration of bone tis-
sue.

Composites made of biostable polymer matrix modified
with carbon fibres were the object of this study. The experi-
ments were also carried out on polymer membranes made
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sktadnikéw niezbednych dla prawidtowego funkcjonowania
komoérek oraz obecnoscig w warstwach powierzchniowych
fazy, ktéra wspomagac bedzie odbudowe tkanki kostne;j.

Przedmiotem badan bylty kompozyty z osnowg biosta-
bilnego polimeru, do ktérej wprowadzano faze modyfikuja-
cgq w formie wtokien weglowych. Obok kompozytéw bada-
nia dotyczyty membran polimerowych do wytworzenia kté-
rych uzyto kompozytéw polimer/rozpuszczalne witékno al-
ginianowe.

Celem pracy byfa analiza odpowiedzi komorkowej na
funkcjonalizaowang przy pomocy widkien resorbowalnych
(rozpuszczalnych) i biostabilnych matryce polimerowa. Ma-
teriaty w formie membran i kompozytéw polimerowo - wtdk-
nistych, réznigce sie mikrostrukturg i energig powierzch-
niowg kontaktowano z dwoma typami komérek w warun-
kach in vitro.

Materiaty i metody

Materiaty

Do wytworzenia prébek wykorzystano terpolimer PTFE/
PVDV/PP (Aldrich Chemical Co., USA nr katalogowy 45
458-3) o gestosci d=1.6 Rozpuszczalnikiem byt aceton
(POCh SA Gliwice nr katalogowy 102480111). Witdkna we-
glowe AGH (otrzymane z prekursora PAN, karbonizowane
w 1400°C ) poddawano fragmentacji do postaci pojedyn-
czych widkien o dtugosci 1,2+0,25 mm. Widkna alginiano-
we wykonano w Katedrze Widkien Sztucznych, Politechni-
ki Lodzkiej. Roztwor przedzalniczy wykonano z alginianu
sodu (Biopolimer,AS Protanal LF 20/60 o przewadze blo-
kéw kwasu guluronowego ok. 65%)

W celu otrzymania prébek polimerowych sporzadzono
roztwor terpolimeru: stosujac 5 g PTFE/PVDF/PP na 50 mli
acetonu. Nawazke witdkien weglowych rozprowadzono w
roztworze terpolimeru przy uzyciu ptuczki ultradzwiekowe;.
i wylano na szalke Petriego. Nastepnie podano swobodne-
mu odparowaniu przez 24 godziny. W ten sposob otrzy-
mano lity kompozyt; wtokno weglowe krétkie/polimer (ozna-
czony jako CP1). Membrany wykonano w analogiczny spo-
séb dodajac do polimeru wtokna alginowe (oznaczenie
CP2). Sam roztwér polimeru bez faz modyfikujacych po-
stuzyt do wykonania prébek w postaci folii polimerowych
(oznaczenie CPO0). Materiaty kompozytowe zawierajace
rozpuszczalny biopolimer w postaci widkien., poddano in-
kubacji w wodnym roztworze soli fizjologicznej. W wyniku
inkubacji otrzymano porowate membrany, w ktérych pory
powstaty w wyniku rozpuszczenia obecnego w materiale
alginianu sodu. Membrane scharakteryzowano z punktu jej
przepuszczalnosci, wyniki przedstawiono na RYS.5. Prze-
puszczalnos¢ badano w doswiadczeniu w ktéorym membra-
ne umieszczano na granicy roztworu 0,1M NaCl i wody
destylowanej. Mierzono wzrost przewodnictwa wody na-
stepujacy w wyniku dyfuzji jonéw Na+ i Cl- poprzez badang
membrane.

Metody

Mikrostrukture powierzchni materiatéw kompozytowych
obserwowano w skaningowym mikroskopie elektronowym
JSM - 5400, Joel przy powiekszeniu 20 i 50 razy. Na RYS.3
przedstawiono obrazy powierzchni czystej probki polime-
rowej oraz kompozytu wtékno weglowe / polimer. Na RYS.4
zebrano mikrofotografie powierzchni kompozytéw z algi-
nian /polimer oraz utworzonych (przez wyptukiwanie) z nich
membran.

Charakterystyke stanu powierzchni badanych materia-
téw dokonano metodg dynamiczng pomiaru kgta zwilzenia,
uzywajac aparatu DSA 10 Kruss (Niemcy). Swobodna ener-
gie powierzchniowg wyznaczono metodg Owensa-Wend-

of polymer and soluble alginate fibres. The aim of the work
was the analysis of cellular response to polimer matrix,
functionalized with use of resorbable (soluble) and biostable
fibres. Materials in form of membranes and fibre/polymer
composites of different microstructures and surface ener-
gies, were put in contact with two types of cells under in
vitro conditions.

Materials and methods

Terpolymer PTFE/PVDV/PP (Aldrich Chemical Co.,
USA) with density d=1.6g/cm3 was used for sample manu-
facturing. Acetone (POCh SA Gliwice) was used as solvent.
Carbon fibres were obtained from PAN precursor (Mavilon
Hangary), carbonized at 1400°C. Alginate fibres were pre-
pared by Man Made Fibres Institute, Lodz Technical Uni-
versity, Poland. Spinning solution was prepared from so-
dium alginate (Biopolymer, AS Protanal LF 20/60, with domi-
nating blocs of guluron acid, ~ 65%). The terpolymer solu-
tion: 5 g PTFE/PVDF/PP per 50 ml of acetone, was poured
onto a Petri platter and was let to free evaporation during
24 hours. This way the samples of polymer foils were ob-
tained (CPO0). The weighed portion of defragmented carbon
fibres was introduced to terpolymer solution using ultrasonic
bath, and after the solvent evaporation the short carbon fi-
bre/polymer composite (CP1) was obtained. Membranes
were fabricated in two stages: firstly the short alginate fibre/
polymer composite was prepared, and then this composite
was subjected to incubation in distilled water, which caused
pore formation due to dissolution of sodium alginate present
in the material (CP2). The permeability of the membrane
was characterised by placing it between the 0,1M NaCl so-
lution and the distilled water. The conductivity increase was
measured based on diffusion of Na+ i Cl- ions through the
membrane (FIG.5).

The surface morphology of composite materials was ob-
served using scaning electron microscope Jeol, JSM-5400.
FIG.3 show surface images of polymer sample (foil)(CPO),
and carbon fibre/polymer composite (CP1). FIG.4 present
the photomicrographs of membrane surfaces. The free sur-
face energy was determined using Owens-Wendt method
(DSA 10 Kruss). The vapour of measuring liquids consisted
of double distilled water UHQ and the di-iodomethane
(Aldrich Chemical Co., USA).

Biological examinations were performed on disc-shaped
samples of diametre of 21 mm, sterilised on both sides us-
ing the UV radiation during 30 min. Human line of hFOB
1.19 osteoblasts and HS-5 fibroblasts were applied in the
study. Cell cultures were developed in 12-well culture plates,
where the samples were placed in well bottoms and cell
suspension in culture liquid was added. Cultures were grown
in the incubator with 5% CO, / 95% air atmosphere at the
temperature of 37°C, during 7 days. Cell viability was deter-
mined by modified method, using the metabolism of MTT
dye in mitochondria (activity of mitochondrial dehydroge-
nase). Type 1 collagen concentration for both cell lines
(osteoblasts and fibroblasts) was determined using the
ELISA test.

Results and discussion

SEM

The results of microscopic observations indicate differ-
ences in topography of the surfaces of all examined sam-
ples. The surface of solid polymer sample is smooth, while
introduction of short carbon fibres to polymer matrix signifi-
cantly modifies its surface. The composite sample shows
exposed fibres, forming irregular arrays of randomly oriented

oM



Level of collagen type |

ug/um

[ Osteo MFibro

viability of cells

[%]

[Mosteo [ fibro

RYS. 1. Poziom kolagenu typu | produkowanego
przez komorki tkanki tacznej: osteoblasty i
fibroblasty na powierzchniach badanych
materiatéw.

FIG. 1. Level of collage type | produced by MG 63
on the surfach of materiale: CP0-polymer foli, CP1-
short carbon fibre/polymer composite, CP2-
membranes with short carbon fibre/polymer/
alginate.

ta. Parg cieczy pomiarowych byta woda podwdjnie destylo-
wana UHQ i dijodometan (Aldrich Chemical Co., USA, cat.
no. 15-84-29).

Badania biologiczne wykonano na probkach w ksztatcie
krazkéw o $rednicy 21 mm Srednicy wyjatowionych obu-
stronnie za pomocg promieniowania UV przez 30 minut.
Do badan uzyto ludzka linie osteoblastow hFOB 1.19 i ludzkg
linie fibroblastéw HS-5. Hodowle komorkowe poprowadzo-
no w 12 - dotkowych ptytkach hodowlanych, w ktérych na
dnie umieszczano badane prébki i dodawano zawiesine
komérek w medium hodowlanym. Hodowle przeprowadza-
no w inkubatorze w atmosferze, 5% CO, / 95% powietrze w
temperaturze 37°C (fibroblasty) lub 34°C (osteoblasty) przez
7 dni. Zywotno$é komoérek oznaczono zmodyfikowang
metoda wykorzystujgca metabolizm barwnika MTT w mito-
chondraich (aktywnos$¢ dehydrogenazy mitochondrialnej)-
RYS.2. Oznaczenie stezenia kolagenu typu | dla obu typow
linii komorkowych: osteoblastycznej i fibroblastycznej ozna-
czono przy pomocy testu ELISA.

Wyniki i dyskusja

SEM

Wyniki badan mikroskopowych wskazujg na réznice w
topografii powierzchni wszystkich badanych prébek. Po-
wierzchnia litej prébki polimerowej jest gtadka natomiast
wprowadzenie do polimeru krotkich widkien w znacznym

RYS. 2. Przezywalnos¢ komorek tkanki tacznej:
osteoblastow i fibroblastow na badanych
materiatach.

FIG. 2. Cells viabilityLevel of collage type |
produced by MG 63on the surfach of materiale:
CPO0-polymer foli, CP1- short carbon fibre/polymer
composite, CP2-membranes with short carbon
fibre/polymer/alginate.

fibres coated with polymer layer. Polymer membranes pro-
duced by washing out of alginate fibres have surfaces show-
ing pores of irregular as well as spheroidal shape.

Surface energy

The results indicate that introduction of carbon fibres to
polymer affects not only the surface topography, but also
the value of surface energy. Higher surface energy value
observed in the case of composite samples (carbon fibre/
polymer) as compared to the angle for polymer matrix alone,
may be related to changes of chemical composition of poly-
mer introduced to the matrix by carbon fibre surface. On
the other hand, the introduction of alginate fibres to poly-
mer matrix as the pore-generating agent does not affect
significantly the value of polymer's surface energy (TABLE
1).

The 'in vitro' examination

The biological studies indicate that cell viability (both
fibroblasts and osteoblasts), in contact with examined ma-
terials is high, and sometime it exceeds the detection level.
However, both viability and the level of collagen secretion
(type 1), is different for different samples. The osteoblasts
survivability in contact with composite surface is high (around
130%), whereas the viability of fibroblasts is much lower as
compared to pure polymer. Viability of osteoblasts in con-
tacts with the membrane is close to survivability in contact
with the surface of pure polymer, while fibroblasts viability
is remarkably lower.

As it can be noted from FIG. 1, the modification of poly-
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RYS. 3. Obraz SEM powierzchni probek czystego ( Y
polimeru (CP0) i kompozytu polimerowo- - - LLlI
weglowego CP1. FIG. 4. Obraz SEM powierzchni probek kompozytu Z|_

FIG. 3. Surface microphotographs of terpolymer
(2-CP0) and of the composite polymer with carbon
fibers (3-CP1).

membranowego CP2.
FIG. 4. Surface microphotographs of terpolymer
based samples without alginate (membrane).
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stopniu modyfikuje powierzchnie. Na powierzchni probki
kompozytowej widoczne sg wyeksponowane widkna, ktore
tworzg nieregularny uktad przypadkowo zorientowanych
widkien pokrytych warstwg polimeru. Membrany polimero-
we powstate w wyniku wyptukania widkien alginowych maja
powierzchnie na ktérych widoczne sg pory zaréwno o ksztat-
tach nieregularnych jak i kulistych.

Energia powierzchniowa

Wyniki wskazuja, ze wprowadzenie do polimeru widkien
weglowych wptywa nie tylko na topografie powierzchni ale
rowniez modyfikuje stan chemiczny powierzchni. Wyzsza
wartos¢ energii powierzchniowej, obserwowana w przypad-
ku probki kompozytowej (polimer/wiékno weglowe) w po-
réwnaniu z wartoscig kata dla osnowy polimerowej zwig-
zana jest najprawdopodobniej ze zmianami w chemicznej
budowie polimeru jakie wprowadza do osnowy powierzch-
nia widkna weglowego. Pomiedzy osnowg polimerowa a
powierzchnia widkien weglowych zachodzi reakcja, w kto-
rej angazowane sg zaréwno grupy funkcyjne z powierzchni
widkien jak i grupy funkcyjne polimeru. Natomiast wprowa-
dzenie do osnowy polimerowej widkien alginianowych jako
srodka porotwdrczego nie wptywa In istotny sposéb na
wartos¢ energii powierzchniowej polimeru (TABELA 1).

Badania in vitro

Badania biologiczne wskazujg, ze przezywalno$¢ ko-
mérek zaréwno fibro jak i osteo w kontakcie z materiatami
badanymi jest wysoka a niekiedy przewyzsza poziom kon-
troli. Jednakze, zaréwno przezywalno$¢ komorek jak i po-
ziom wydzielanego przez nie kolagenu (typ |) jest rézna dla
poszczegodlnych prébek. Przezywalno$¢ osteoblastow w
kontakcie z kompozytem jest wysoka (ok. 130%), za$ prze-
zywalnos¢ fibroblastow jest duzo nizsza w poréwnaniu z
czystym polimerem. Przezywalnos¢ osteoblastéow w kon-
takcie z membrana jest zblizona do przezywalnosci w kon-
takcie z powierzchnia czystego polimeru. Natomiast prze-
zywalnosc¢ fibroblastéw jest wyraznie nizsza. Co podobnie
jak w przypadku probki kompozytowej zdaje sie przema-
wiac za tym, ze chropowatos¢ powierzchni wptywa nega-
tywnie na przezywalnosci fibroblastéw natomiast poprawia
stopien przezywalnosci osteoblastow.

Jak wida¢ z RYS.2 modyfikacja polimeru wptywa ma po-
ziom kolagenu wydzielanego przez komorki kontaktowane
z badanymi materiatami. Poziom kolagenu typu I, wydzie-
lanego przez komorki (fibroblasty, osteoblasty) w kontak-
cie z badanymi probkami jest najwyzszy dla komorek kon-
taktowanych z kompozytem witdkno weglowe/polimer w
poréwnaniu z pozostatymi probkami, natomiast najnizszy
dla komorek kontaktowanych z membrana.

Podsumowanie

Kompozytowe tworzywa, to przede wszystkim materiaty
otrzymywane w celu poprawy wiasciwosci wytrzymatoscio-
wych. Zastosowanie w medycynie kompozytéw polimer/
wiékno prowadzi do otrzymania implantéw o z géry zapro-
jektowanych parametrach mechanicznych. Wyniki przed-
stawione w artykule wskazujg na nowe mozliwosci w za-
kresie funkcjonalizowania materiatéw dla celéw medycz-
nych, jakie stwarzaja kompozyty wtdkniste. Wprowadze-
nie wiékien do matrycy polimerowej prowadzi do zmian
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Polymer CP0
Polymer-carbon fibers CP1
Polymer- alginate fibers
(membrane) CP2

20,31+1,62
87,2425 | 24,00+0,67

93,842,42 | 20,28+0,61

TABELA 1. Wyniki pomiaréw kata zwilzania.
TABLE 1. Results of the contacts angle
measurements for the samples before and after
modification.

mer affects the level of collagen released due to contact of
cells with the examined materials. The collagen type | level,
released by cells (osteoblasts and fibroblasts) in contact
with the examined samples, is the highest for cells having
contact with carbon fibre/polymer composite, as compared
to other samples, whereas it is the lowest for cells having
contact with the membrane material only.

Summary

Composite materials are being manufactured predomi-
nantly in order to improve their mechanical properties. The
application of fibre/polymer composites in medicine opens
the possibility of producing implants with designed mechani-
cal parametres. Results of this study point out new possi-
bilities which can be acquired by medicinal application ma-
terials in terms of functionality, presented by the abilities of
fibre composites. Introduction of fibres to polymer matrix
leads to variation of surface parametres of the material,
which are important from the point of view of cell reaction to
polymers. The surfaces, the topographies of which have
been modified by carbon fibre, beneficially affect the viabil-
ity of osteoblasts being in contact with them, while this phe-
nomenon can not be observed on porous surfaces. In the
case of fibroblasts, each type of modification leading to in-
crease in surface roughness, causes the decrease of their

- arametrow powierzehni materiatu. istotnveh z punku wi- survivability. The application of fibres for design and manu-
- gz nia reak 'Fi)k mérek na sztuczn ‘tw rz}:/v Zpt w facturing of implants based on polymer matrix modifies the
Ll zenia reaxcji komorek na sziuczne tworzywo. ~astosowa- surface topography and affects the value of surface energy,
ZI_ nie wtdkien do konstrukcji implantéw z osnowg polimerowg . . .
thus determines the response of cells to composite materi-

modyfikuje topografie powierzchni oraz wptywa na wielko$¢
energii powierzchniowej a tym samym decyduje o odpo-
wiedzi komérek na tworzywa kompozytowe.
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Streszczenie

Celem pracy byto wykonanie wktadek protezy sto-
py z materiatdbw kompozytowych o kontrolowanych
wiasciwosciach na podstawie wynikéw badan wtasci-
wosci mechanicznych préobek kompozytowych. Uzy-
to kompozytéw o osnowie z zywicy epoksydowej
modyfikowanych tkaning weglowg oraz hybrydowg
weglowo - aramidowg.

Badania wykazaty, ze kompozyty zawierajgce tka-
nine hybrydowg charakteryzujg sie lepszymi witasci-
wosciami mechanicznymi w poréwnaniu do kompo-
zytow z wtéknami weglowymi, ktore sq kruche i weze-
$niej ulegajg zniszczeniu. Protezy wykonane z kom-
pozytéw modyfikowanych tkaning hybrydowg weglo-
wo - aramidowg powinny bezpiecznie spetniac swoje
funkcje biomechaniczne, nie narazajgc pacjenta na
ryzyko ich uszkodzenia podczas codziennej aktyw-
nosci.

Stowa kluczowe: proteza stopy, kompozyty, wtok-
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Abstract

The aim of this work was to prepare prosthetic in-
serts made of composite materials with controlled
properties, based on results of examination of me-
chanical properties of composite samples. Compos-
ites with epoxy resin matrix modified with carbon fab-
ric, as well as hybrid carbon-aramid fabric, have been
used in this study.

The experiments proved that composites contain-
ing hybrid fabric have better mechanical properties
than composites containing only carbon fibres, which
are brittle and subjected to premature damage. Pros-
theses made of composites modified with hybrid car-
bon-aramid fabric should safely fulfil their mechanical
functions, without exposing patients to risk of dam-
age during every day's activity.

Keywords: foot prosthesis, composites, carbon fi-
bres, hybrid fabric
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na weglowe, tkanina hybrydowa
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Introductions

A

Wprowadzenie Amputation is a serious surgical procedure, which in many
cases relieves the pain, suffering and ailment, and very of-
ten saves the life. Major reasons for lower limb amputa-

tions are diseases of peripheral vessels and the diabetes.

N

MATER|

Amputacja jest powaznym zabiegiem chirurgicznym, kto6-
ry w wielu wypadkach przynosi ulge w bélu, cierpieniu i cho-
robie, a czgsto ratuje zycie. Gtéwnym powodem amputacji For most people, particularly the young ones, the loss of
konczyny dolnej sg choroby naczyn obwodowych oraz cu- limb is a tremendous drama, affecting strongly their psy-
krzyca. che. For this reason, it is important to prepare the appropri-
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