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Abstract

The aim of the research is to produce and characterize a sandwich-like scaffold for bone regeneration. The
cover layers of the scaffold are polyvinyl alcohol (PVA) fibrous meshes produced by electrospinning, and the
core material is a chitosan composite containing [-tricalcium phosphate (B-TCP) produced by
Iyophilization. The in-situ crosslinking of the nanofibrous PVA and the formation of the sandwich-like
structure were performed using the vacuum bagging. Our results contribute to the development of new
generations, biocompatible materials that can provide optimal support for bone regeneration processes.
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Kivonat

A kutatds célja szendvicsszerkezetii scaffold vikuumfolids modszerrel torténd eldallitasa és karakterizalasa.
A scaffold kiilsé rétegei elektrosztatikus szdlképzéssel eléallitott polivinil-alkohol (PVA) szalhalok, a scaffold
mag anyaga liofilizaldassal eléallitott p-trikalcium-foszfat (f-TCP) tartalmu kitozan kompozit. A nanoszalas
szerkezetli PVA in situ térhaldsitasa és a szendvicsszerkezet kialakitdasa vakuumfolias eljarassal tortént.
Eredményeink hozzajarulhatnak az j generacios, biokompatibilis anyagok fejlesztéséhez, amelyek optimalis
tamogatast nydjthatnak a csontregeneracios folyamatokhoz.

Kulcsszavak: vakuumfolias madszer, elektrosztatikus szalképzés, nanoszalas szalhalo, szendvics szerkezet,
szerkezeti integritas

1. BEVEZETES

A haromdimenzids (3D) scaffold szerkezetek fejlesztése az elmult évtizedekben kiemelt jelentdséget
nyert az anyagtudomanyi és biomérnoki teriileteken, koszonhetden sokrétii alkalmazhatéosaguknak a
szovetmérnokség, a gydgyszerhatéanyag lead6 rendszerek és a fejlett kompozit anyagok terén. Tervezésiik
soran alapvetd kovetelmény a megfeleld porozitas, mechanikai szilardsag és biokompatibilitas biztositasa,
ami komoly anyagtudomanyi és gyartastechnoldgiai kihivasokat jelent a kutatok szamara.

A nanoszalas szerkezetli polimercket, kilondsen a polivinil-alkoholt (PVA), széles korben
alkalmazzak a korszeri scaffold anyagok fejlesztésében, ami kedvezé tulajdonsagaiknak, példaul a
biokompatibilitas, biodegradalhatdsag és a jol szabalyozhaté mechanikai sajatsagoknak koszonhet6 [1]. Az
elektrosztatikus szalképzés egy hatékony és széles korben alkalmazott mddszer a PVA nanoszélak
szabalyozasat.

A B-trikalcium-foszfat (B-TCP) és a kitozdn kombinaciodja kiilondsen igéretes a csontszévet mérnoki
alkalmazasokban, koszonhet6en a B-TCP kivald osteokonduktivitasanak [5] és a kitozan kedvezé biologiai
tulajdonsagainak. A kitozdn, mint természetes eredetii poliszacharid, kivalé biokompatibilitassal,
biodegradalhatdsaggal és antimikrobialis tulajdonsdgokkal rendelkezik [6], mig a B-TCP, mint bioaktiv
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keramia, el6segiti a csontképz6dést és biztositja a mechanikai szilardsagot. A B-TCP-kitozdn kompozitok
elballitasanak egyik leghatékonyabb madja a liofilizalas. Reves és munkatarsai tanulmanyukban részletesen
vizsgaltak a liofilizalas hatasat a kitozan-kalcium foszfat mikrogdmbokre és scaffoldokra, kiilonos tekintettel
a gyogyszerhatoanyag leadasi tulajdonsagokra [7]. Kutatasukban kimutattdk, hogy a liofilizalas a scaffoldok
feluletének tébb mint 400%-0s névekedését és a porozitas 50%-0s ndvekedését eredményezte.

A szendvicsszerkezetli kompozit anyagok, amelyek kiilonb6z6 tulajdonsagu rétegekbdl allnak, szamos
elonyt kinalnak a homogén anyagokhoz képest, beleértve a jobb mechanikai, testre szabhato tulajdonsagokat
és a funkciondlis rétegek integralasat [8]. A vakuumfolias technika a szendvicsszerkezetii kompozitok
eloallitasanak hatékony maddszere, amely soran a kiilonb6z6 rétegeket vakuum segitségével tomoritik és
kapcsoljak 6ssze [9]. Ez a modszer kiilondsen elényds lehet porozus scaffoldok esetében, mivel lehetdvé
teszi a kontrollalt tomoritést anélkiil, hogy karositana a scaffold belsé szerkezetét. A vdkuumfolias technika
elénye, hogy egyenletes nyomaseloszlast biztosit a teljes szerkezet mentén, ami homogénebb végterméket
eredményez. Az in situ térhalositas a vakuumfolias technikaval kombinalva kilondsen hatékony modszer
lehet a szendvicsszerkezetii scaffoldok szerkezeti stabilitasanak javitasara.

Korabbi kutatdsunk soran nanoszalas szerkezeti, csontosodasi folyamatokat segité polivinil-
alkohol/kitozan martixa p-TCP-vel modositott aerogél tartalmt kompozit scaffoldot allitottunk elé [10]. A
biztatd eredmények ellenére felmeriilt az igény arra, hogy a bioaktiv anyagot nagyobb koncentracioban
alkalmazzuk, melynek az elektrosztatikus szalképzés komoly korlatot szab. Célunk szendvics-szerkezetii
scaffoldok eléallitasa PVA nanoszalas rétegek és B-TCP tartalmu kitozan kompozit rétegek kombinalasaval
vakuumfolias madszerrel in-situ térhalositassal.

ANYAG ES MODSZER

1.1. PVA szalhalok eléallitasa

A szalas szerkezetli anyag polivinil-alkohol (Merck, Darmstadt, Németorszag) (65 kDa,
polidiszperzitas: 3,168) 10 tdmegszéazalékos citromsavat is tartalmaz6 vizes oldatdnak felhasznélasaval
tortént elektrosztatikus szalképzéssel (Nanospinner NS1, Inovenso Ltd, Tordkorszag). A PVA oldéasahoz a
desztillalt vizhez mért polimert 24 6ran at 80 °C-on kevertettlik, majd hozzaadtuk a citromsavat (CA; VWR
Chemicals, Franciaorszag), melynek alkalmazott mennyiségeit az 1. tdblazatban foglaltuk 6ssze.

1. tdblazat — A nanoszélas PVA eléallitasahoz alkalmazott citromsav és PVA tOmegaranya

Minta jel6lése Tomegarany
Mpva/Mca

CL-9 9/1

CL-8 8/2

CL-7 7/3

CL-6 6/4

CL-5 5/5

A PVA oldatot 5 ml-es fecskenddbe tettilk és 25 kV fesziltség, 13 cm diizni-kollektor tavolsag,
0,62 ml/6ra &ramlési sebesség mellett 1 6rén at elektrosztatikus szalképzéssel készitettiink bel6le szalhalot.
Az igy elkészitett szalhalok alkottak a kés6bbiekben a szendvicsszerkezetli anyag hatarolo rétegét (CL). A
halo fizikai és bioldgiai tulajdonsagainak javitasa érdekében a szalhalokat a késébbiekben térhalositottuk.

1.2. B-TCP/kitozan kompozit maganyag preparaléasa

A B-TCP/kitozan kompozit eldallitasahoz alkalmazott kitozanbol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) (750-1000 kDa) eclbozetesen 4 tomegszazalékos oldatot készitettiink, melyhez olddszerként 2
térfogatszazalékos esetsav-oldatot hasznaltunk. Az oldasi folyamatot keveréssel és melegitéssel segitettiik
eld (24 ora, 80 °C). Az oldodast kovetden az oldat szarazanyag tartalmara (kitozdn) vonatkoztatott 30
tdmegszazalék B-TCP-t adtunk hozza és Gjabb 24 6réan at intenziven kevertettlik. Az igy kapott szuszpenziot
12 mm atméréjii és 3 mm magassagu korong alak( mintatartoba tettiik és -70 °C-ra hiitottiik, majd -53 °C-on
72 6ran at liofilizaltuk.
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1.3. Szendvicsszerkezetii scaffold kialakitasa

A szendvicsszerkezet kialakitasa vakuumfoélias modszerrel tortént gy, hogy két PVA szalhalo kdzé
tettiink egy liofilizalt B-TCP/kitozan kompozit magot, majd az 1. abran lathaté mddon 4 6ran keresztil 0,5
bar nyomason, 120 °C-on tartottuk a mintat. A szendvicsszerkezet kialakitasaval egyidében a térhalositasi
folyamat is végbement.

vakuum vakuum vakuum perforalt
szelep félia filc formalevélaszté

vakuum
ragasztdszalag

szerszam formalevalasztd Kompozit mag
(BTCP/Ch)

Nanoszélas membran (PVA)

1. &bra. 4 szendvicsszerkezetii scaffold kialakitasanak sematikus abraja vakuumfolias modszerrel

1.4.Vizsgalati modszerek

Pésztazd elektronmikroszkopia (SEM)
kétsugaras pasztazd elektronmikroszképpal (Thermo Fisher Scientific Scios2 FIB-SEM, Waltham, MA,
USA) jellemeztiik. A nem vezetd mintak toltésfelhalmozodasanak elkeriilése érdekében a megfigyeléseket
alacsony, 5 kV-os gyorsitofesziltségen végeztiik.

Infravoros spektroszkopi (FTIR)

A mérést egy gyémant ATR kristalyt tartalmazé Nicolet 6700 FT-IR spektrométerrel (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) végeztik. A mérések soran a PVA szalhalokrol és a kompozit mag
mintakrol 16 szkennelés tortént 0,482 cm™ felbontassal. A térhalositott PVA szalhdlokat a mérés eldtt
desztillalt vizben aztattuk, hogy az esetlegesen el nem reagalt citromsavat eltavolitsuk beldle.

Nedvesitési peremszog

A PVA szélhdlok nedvesitési paraméterét kontaktsz0g méréssel (Kriiss Gmbh, Hamburg,
Németorszag) vizsgaltuk 20 °C-on, Young-Laplace modellt alkalmazva. A PVA szélhalok feliiletére egy
vizcseppet (2 pl) helyeztiink és a kontaktszoget a vizcsepp felhelyezését kovet6 5 masodpercben megmértiik.

2. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

2.1. A PVA szélhaldk jellemzése

crer

vakuumfolids modszerrel térhalositott PVA szovedék képét lathatjuk. A térhalositast ebben az esetben a
szendvicsszerkezet kialakitasatol fuggetlendl végeztik el, hogy a kép értékelését ne zavarja a B-TCP/kitozan
kompozit jelenléte. A szalas szerkezetli anyag jellemzdé szalatmér6je 250 nm korili, ami a szakirodalom
szerint kedvezd a sejtek megtapadasa szempontjabol.

2. abra. Az észterezési reakcié utani (térhal6s) nanoszalas PVA SEM képei (5000x és 12000x nagyitasok)
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A térhalositas eredményeképpen a szélak az érintkezési pontok mentén kissé ellapulnak, amit az egymast
keresztezo szalak dsszekapcsolodasa eredményez.
Néhany esetben a szalak teljes hossza mentén térténé Gsszekapcesolddas is megfigyelhetd, ugyanakkor még
igy is megmaradt a porozus szerkezet.

A térhalositott PVA mintakrol készitett IR spektrumok a 3. abran lathatdk. A térhalésodas a PVA
—OH csoportjai és a citromsav —COOH csoportjai kozott végbemend észterezési reakcioval értelmezhetd,
ami a karbonil csoport vegyértékrezgéséhez rendelhetd 1720 cm™ abszorpcids cstcs intenzitas novekedését
eredményezi. Megfigyelheté tovabba, hogy a kiindulasi mintak citromsav tartalmanak novelése, a
térhalésodas fokozodasat eredményezi, ami az emlitett vegyeértékrezgési sdv intenzitdsndvekedését
eredményezte.
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3. abra. 4 kiilonbozé mértékben térhalositott nanoszalas PVA mintak FTIR spektrumai
(CL-5: PVA/CA=5/5; CL-7: PVAICA=7/3; CL-9: PVA/CA=9/1)

A kilénbozé mértékben térhalositott PVA szalhdldk nedvesedési peremszog értékeit a 2. tablazatban
foglaltuk Ossze. A kontaktszog értéke minden minta esetén kisebb, mint 90° vagyis a mintdk vizzel
részlegesen nedvesithetok. Mivel a vizzel vald nedvesithet6ség elofeltétele a sejtek megtapadasanak a feliilet
hidrofil jellegének megtartasa elvart a térhalositast kovetden is. Az eredmények alapjan megfigyelhetd, hogy
a citromsav mennyiségi ndvekedésével a mintdk kontaktszog értékei ndvekedtek, vagyis a szalhalok vizzel
valo nedvesithetésége fokozatosan csokkent, ami a térhaldsodas mértékének novekedésével értelmezhetd.

2. tablazat — A kiilonb6z6 mértékben térhaldsitott nanoszalas PVA membranok kontaktszog értékei

Minta jeldlése Tdmegarany Hoékezelés Peremszdg + SD
Mpva/Mca []

CL-9 9/1 51,90 +4,9

CL-8 8/2 120°C 72,18 £6,2

CL-7 7/3 4 6ra 79,55+5,3

CL-6 6/4 81,33+5,4

CL-5 5/5 84,87 +6,1

2.2. B-TCP/Kkitozan kompozit maganyag jellemzése

A B-TCP/kitozan kompozit morfoldgiajanak vizsgalata a 4. abran lathato SEM kepek alapjan tortént.

777 A

B Soouv spa > 5t 7o00zmm 43% 00+ 204mm | ramoscerincsoos [ OF S0 Sopa £ SE 023 mm 1000x 00° 137um

4, &bra. A p-TCP/Kitozan kompozit SEM képei (43x és 1000x nagyitasok)
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A bal oldali képen jol lathato a liofilizalas eredményeként kapott xerogél porozus, lamellés szerkezete,
mig a jobb oldali, nagyobb felbontasd képen a B-TCP homogén eloszlasa is megfigyelhet6 a kitozanban.

Az 5. abrén a kiindulasi B-TCP és kitozan, valamint a bel6liik képzett kompozit maganyag FTIR
spektruma lathatd. A spektrumok Gsszevetése alapjan egyértelmilen megallapithato, hogy a kompozitban a f-
TCP karakterisztikus jelei beazonosithatok.

[PO,]

B-TCP

B-TCP/kitozan kompozit

3700 3200 2700 2200 1700 1200 700

Hullamszam (cm!)

5. &bra. A p-trikalcium-foszfat, a kitozan és a p-TCP/kitozan kompozit FTIR spektrumai

2.3. A szendvicsszerkezetii scaffold jellemzése

A scaffold mintdk morfoldgiai vizsgalata SEM vizsgéalattal tértént, melyek képei a 6. bran lathatok. A
6. abra (a) képe egy korong alakl minta ,,tépett” keresztmetszeti képe, melyen jol lathaté a PVA szalhalok
kozott elhelyezked6 B-TCP/kitozan maganyag. A kép alapjan elmondhato, hogy a vakuumfdliazas kiméletes
megoldas a szendvicsszerkezet kialakitasara, mivel ennek eredményeként megmaradt a maganyag (6.d kép)
lamellas, por6zus szerkezete és a hatarol6 PVA réteg (6.c kép) nanoszélas szerkezete is. A 6. abra (b) képe a
PVA szalhalo és a kompozit mag érintkezési hatarfeliiletérdl készitett felvétel.

P Stow s0pa £

6. dbra. A szendvicsszerkezetii scaffoldrol készitett SEM képek: (a) a minta ,,tépett” keresztmetszeti
képe, (b) a nanoszélas halo és a kompozit xerogél hatarfelllete, (c) a szendvicsszerkezetii minta felszine, (d)
a minta kompozit maganyaga
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Jelentds réteglevalas nem figyelgetd meg annak ellenére sem, hogy kiilonboz6 szerkezetli rétegek
egymasra épitse tortént, ami azzal értelmezhets, hogy az in situ térhalositas soran erés kémiai kotések
nemcsak a PVA szdvedéken szalain beliil és a szalak érintkezesi pontjain alakulhat ki, hanem a vakuum
hatasara érintkezé PV A és kitozan hatarfeliilet kozott is 1étrejohet.

3. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink soran elektrosztatikus szalképzéssel allitottunk el6 jellemzéen 250 nm szélatmér6vel
rendelkez6 PVA nanoszélas szOvedéket és liofilizalassal B-TCP/kitozdn kompozitot, melyekbdl
vakuumfolias modszerrel alakitottuk ki a szendvicsszerkezetti scaffoldot. Megéllapitottuk, hogy a liofilizalas
lehet6séget biztosit nagy mennyiségii (akar 30%) homogén eloszlasu bioaktiv keramia bevitelére és porézus,
haromdimenzids struktura Iétrehozaséra, mely kedvez6 tulajdonsagokat biztosithat a csontszdvet regeneracio
szempontjabdl. Az in-situ térhalositas kiilondsen elényos lehet a PVA nanoszalas szalhalo és a -
TCP/kitozadn kompozit kombinalasa esetén, ahol a kiilonb6z6 kémiai Osszetételi rétegek kozotti hatékony
adhézio kritikus a szerkezet stabilitisa szempontjabol. Megallapitottuk, hogy a PVA szalhaldk
térhaldsodasanak mértéke a CA mennyiségi valtoztatasaval befolyasolhato.

Osszességében elmondhatd, hogy a vakuumfélids technika és az in-situ térhaldsitds kombinacioja
kiilondsen igéretes a szendvicsszerkezetl scaffoldok szerkezeti stabilitdsanak optimalizalasaban.
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