شبیه‌سازی وصله نانوکامپوزیت زیست سازگار جهت بهبود بخشی بافت استخوان آسیب دیده

[bookmark: _Hlk108121826]هدی حسینی1، سارا دانشجو2*، محمد امین‌جعفری3، مهدی فکور4، ابوالفضل میرزاپور5

	1 دانشجوی کارشناسی ارشد نانوبیوتکنولوژی، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایران
2*استادیار دانشکده علوم زیستی، دانشگاه تربیت مدرس ، تهران، ایران
	1h.hoseini476@gmail.com 2*s.daneshjou@modares.ac.ir
3mohamad.amin@ut.ac.ir 4mfakoor@ut.ac.ir
5a.mirzapour@modares.ac.ir

	3دانشجوی دکتری دانشکده علوم و فنون نوین، دانشگاه تهران، تهران، ایران
4استاد دانشکده علوم و فنون نوین، دانشگاه تهران، تهران، ایران
5استادیار دانشکده علوم زیستی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایران
	



چكيده
در این مطالعه، به  طراحی و تحلیل یک نانوکامپوزیت متشکل از ماتریس ماده زیست سازگار و الیاف نانولولههای کربنی برای استحکامبخشی به ترک ایجاد شده روی بافت استخوان پرداخته می‌شود. موضوع کاهش ضرایب شدت تنش بر روی بافتهای آسیبدیده میتواند یک رویکرد مناسب جهت تسریع در بهبود استخوان و کاهش عوارض ناشی از ترکخوردگی باشد. در این مقاله از ترکیب نانوهیدروکسی آپاتیت و نانولوله کربن وصله کامپوزیتی طراحی و طی فرآیند ریخته‌گری حلال ساخته میشود. با انتخاب استخوان ساق گوسفند (crura bons) به عنوان نمونههای تست مورد بررسی و ایجاد ترکهای یکسان، بار بحرانی از طریق تست MMB محاسبه و با ایجاد مدل المان محدود مربوطه ضرایب شدت تنش محاسبه میشود. هدف از این مطالعه، سنتز و دست پیدا کردن به نانوکامپوزیتی با بهترین خواص استحکام بخشی و ترمیم دهندگی استخوان می‌باشد، به گونه‌ای که با قرار دادن آن وصله بر روی ترک، بستری ایجاد شود که با باربرداری از محل شکافتگی سبب تسریع روند بهبود ترک شود. مواد بکار رفته در طراحی وصله به گونهای است که علاوه بر استحکام بخشی، به تسریع در ترمیم ترک نیز کمک می‌کند. کارایی وصله کامپوزیتی طراحی شده با مقایسه ضرایب شدت تنش بحرانی توسط نرم‌افزارهای تحلیل تنش تجاری، در حالت قطعه استخوانی با و بدون وصله مورد بررسی قرار میگیرد.

کليدواژهها: نانوکامپوزیت، وصله هیدروکسی آپاتیتی، کربن نانوتیوب، بازسازی و ترمیم بخشی بافت استخوان

Abstract
Using a nanocomposite made of biocompatible material and carbon nanotubes, this investigation aims to reinforce the bone tissue by reducing the amount of damage caused by cracks in the bone. Decreasing the stress intensity coefficients of injured tissues can be an effective strategy for accelerating bone repair and minimizing the consequences of cracking. During the solvent casting method, a nanohydroxyapatite and carbon nanotube composite patch are developed and manufactured in this paper. By choosing the crura bons as the test samples and developing identical cracks, the MMB examination determines the critical load. The stress intensity coefficients are determined by developing the matching finite element model. The objective of this research was to synthesize and develop a nanocomposite containing the most effective bone strengthening and mending characteristics. Applying this patch to the crack establishes a surface that facilitates the crack's healing process by unloading the fracture site. The design of the patch, along with the kinds of materials employed in its construction, were chosen so that they not only strengthened the area but also helped speed up the process of repairing cracks. The effectiveness of the developed composite patch is assessed by comparing the critical stress intensity coefficients of bone fragments with and without the patch employing commercial software for stress evaluation.

Keywords: Nanocomposite, Hydroxyapatite patch, Nanotube carbon, Bone tissue reconstruction, and repair




مقدمه
برای ترمیم بافت استخوان در مراجع مختلف معمولاً از  کامپوزیت با ماتریس هیدروکسی‌آپاتیت مصنوعی  و تقویت کنندههای کربن نانوتیوب ( HA-CNT ) استفاده شده است که زیست سازگاری خوبی را هم به دنبال دارد [1].
ساختار، خواص مکانیکی و خواص الکتریکی فیلم‌های متشکل از نانولوله‌های کربنی چند جداره-کیتوزان-هیدروکسی آپاتیت (CS-HAp-MWCNT)، در طیف وسیعی از غلظت‌ها در مرجع [2] مطالعه و بررسی شد. فیلمهای نانوکامپوزیتی نانوذرات هیدروکسی آپاتیت و کربن نانوتیوب چند دیواره، خواص مکانیکی برتر و رسانایی‌ای را نشان دادند.
در مرجع [3] به جای پیچ و صفحات فلزی، یک ایمپلنت چسبی منحصر به فرد برای تثبیت انواع مختلف شکستگی‌های استخوان توسعه داده شد که با عنوان فناوری چسب تقویت شده با فیبرتعریف شده است. 
 در سال 2017، فکور و همکاران، یک فرآیند ترکیب شده از الگوریتم ژنتیک چند هدفه (MOGA: Multi-Objective Genetic Algorithm) با روش اجزای محدود (FEM: Finite Element Method) را برای بهینه‌سازی چیدمان لایهها در وصله‌های کامپوزیتی پیشنهاد  دادند که دارای حداقل وزن و حداکثر مقاومت در برابر انتشار ترک‌ها می‌باشد [4].
در سال 2018، داربست نانوکامپوزیتی کلاژن-نانولوله کربنی چند جداره-کیتوزان-هیدروکسی‌آپاتیت، سنتز شده است. این داربست، هر دو خواص مکانیکی و زیست فعالی را نشان می‌دهد [5].
با توجه به تحقیقی که در سال 2019 انجام شده بود، داربست‌های کامپوزیتی با محتوای مختلف نانولوله‌های کربنی چند جداره (MWCNTs) به همراه کیتوزان و ژلاتین و نانوهیدروکسی آپاتیت، با روش freeze-drying آماده شدند. این داربست‌ها، دارای ساختار متخلخل بودند در نتیجه، فضای زیادی را برای چسبندگی، تکثیر و تمایز سلول‌های استخوانی فراهم می‌کند [6].
استفاده از خاصیت بازسازی استخوان هدایت شده، یک روش جدید برای ترویج تشکیل استخوان است. این مطالعه بر روی موجود زنده برای بازسازی شکستگی‌های استخوان با استفاده از یک داربست بسیار انعطاف پذیر متشکل از نانوهیدروکسی آپاتیت و کیتوزان انجام شد که این داربست "وصله استخوان یا patch  استخوان" نامیده می‌شود [7].
با توجه به مرجع [8] می‌توان از نانولوله‌های کربنی (CNTs) که مواد  مناسبی در زمینه پزشکی، به ویژه در مهندسی بافت استخوان هستند، استفاده کرد. با این حال، CNT‌ها عمدتا دارای سمیت نامطلوبی هستند. راه حل‌هایی برای بهبود حلالیت و سازگاری زیستی CNT‌ها و کاهش سمیت آن‌ها مانند اصلاح و مهندسی سطح آن‌ها با موادی مانند PEG یا حتی خود هیدروکسی آپاتیت وجود دارد.
Jing Z و همکاران، در سال 2017، به بررسی یک داربست متخلخل جدید با افزودن نانولوله کربنی چند جداره (MWCNT) به کامپوزیت‌های کلاژن (Col)/هیدروکسی آپاتیت (HA) پرداخته‌اند. داده‌ها نشان داد که گروه 0.5CNT/Col/HA ٪ ،تقریباً ده برابر سفت‌تر از Col -HA بوده است [9].
یک نانوکامپوزیت متشکل از نانولوله کربنی-کلاژن و هیدروکسی آپاتیت،  ساخته و بررسی شد. مشاهده شد این کامپوزیت، دارای خواص مکانیکی و بیولوژیکی خوبی است [10]. 
در سال2016، به بررسی اثر پوشش کامپوزیت بر عوامل شدت تنش مخازن تحت فشار کامپوزیتی ترک خورده پرداخته شده است. استفاده از پوشش کامپوزیت یکی از روش‌های تقویتی مناسب برای تعمیر مخازن تحت فشار ترک خورده است. در این تحقیق، اثرات خواص مکانیکی و هندسه پوشش‌های کامپوزیت بر عوامل شدت تنش (SIF) مورد بررسی قرار گرفته است [11].
یک مطالعه تحلیلی و عددی برای یک صفحه ترک خورده که با استفاده از یک وصله کامپوزیت پیوندی تعمیر شده بود، انجام شد. نتایج برای فاکتور شدت تنش در ترک وصله شده ارائه شده است و این نتایج به این صورت بوده است که میزان شدت تنش وارد شده به ترکی که با وصله پوشیده شده است، کمتر از حالت بدون وصله است [12].
در مقاله‌ای که در سال 2021 نوشته شده بود، به این نکته اشاره شد که هیدروکسی‌آپاتیت (HAp)، دارای فعالیت بیولوژیکی قابل توجهی است و قابلیت تجزیه پذیری و osteoconductivity را دارد. با این حال، هیدروکسی‌آپاتیت دارای خواص مکانیکی ضعیفی است و معمولا به تنهایی استفاده نمی‌شود [13].
 یکی از بهترین روش‌ها برای تعمیر قطعات فلزی و کامپوزیت‌ها، استفاده از وصله‌های کامپوزیتی می‌باشد. این وصله باند شده، مزایای زیادی دارد که شامل  افزایش طول عمر قطعه ترک خورده و بهبود رفتار خستگی، کاهش خوردگی و انطباق آسان با خطوط پیچیده آیرودینامیکی است. در  مرجع [14] به بررسی مزایای وصله کامپوزیت و کارایی و دوام آن پرداخته شده  است.
با توجه به مرور مراجع صورت پذیرفته میتوان به این جمع بندی رسید که تا به ‌امروز، پچ یا وصله‌ای با کارایی ترمیم ترک استخوان و استحکام بخشی، با کنترل نسبت مواد استفاده شده جهت سنتز ، ساخته و استفاده نشده است. همچنین، تابه حال این پچ با این نسبت مواد از طریق شبیه‌سازی با نرم‌افزار‌‌های تحلیل تنش ، به جهت اطمینان از کارایی قطعه مورد بررسی قرار نگرفته است. در این تحقیق به دنبال طراحی و ساخت نانوکامپوزیتی به شکل پچ (روکش یا چسب) هستیم که دارای استحکام‌بخشی خوبی باشد و مانع رشد ترک شود و در عین حال سبب ترمیم ترک شود. پچ طراحی شده، نانوکامپوزیتی زیست سازگار است که دارای خاصیت ترمیمی و استحکام‌بخشی به بافت آسیب‌‌دیده استخوانی می‌باشد. این پچ، به دلیل داشتن نانو‌هیدروکسی‌آپاتیت، تعامل خیلی خوبی با استخوان پیدا می‌کند. علاوه بر آن، سبب ترمیم ترک ایجاد شده نیز می‌شود. ما در این تحقیق به دنبال افزایش و بهبود استحکام بخشی پچ مورد نظر هستیم تا این پچ قادر به تحمل نیروی کششی بیشتری در ناحیه ترک شود تا ترک انتشار پیدا نکند و بستر مناسبی را جهت تسریع بهبود ترک، فراهم کند. بنابراین از الیاف کربن‌نانوتیوب استفاده می‌کنیم. کربن‌نانوتیوب، دارای مقاومت مکانیکی قوی و استحکام فشاری بسیار بالایی می‌باشد. علاوه بر آن، تا حدی سبب بازسازی استخوان و  افزایش تقسیم سلول‌های استخوانی می‌شود. بنابراین گزینه بسیار مناسبی جهت افزایش استحکام‌بخشی پچ استخوانی در مهندسی بافت استخوان است. 
در این مطالعه به طراحی و ساخت وصله نانوکامپوزیتی، مرکب از ماده زمینه ترمیم‌دهنده استخوان و الیاف استحکامبخش به آن پرداخته میشود. پارامترهای طراحی و سنتز از جمله مواد استحکام بخش و ترمیم دهنده استخوان به جهت رسیدن به ترکیب بهتر مورد ارزیابی قرار میگیرد. ساخت و سنتز  وصله با ترکیب کردن پودر نانوهیدروکسی آپاتیت و کربن نانوتیوب، از طریق روش سنتزی گفته شده، انجام شد. پس از ساخت و سنتز وصله مورد نظر، برای بررسی میزان استحکام بخشی، وصله سنتز شده، از طریق دستگاه تست کشش-فشار ، با وارد کردن نیرو و افزایش آن، مورد تست و ارزیابی قرار داده شد. در این راستا پس از استخراج خواص مکانیکی و استحکامی وصله سنتز شده (از طریق تست)، به کمک نرمافزارهای تحلیل تنش تجاری، به شبیه سازی و بررسی میزان تحمل نیروی فشاری وارده و تأثیر استحکام بخشی وصله در کاهش تنش در محل ترک پرداخته میشود.
مواد و روش‌ها
مواد
پودر نانو‌هیدروکسی آپاتیت (با فرمول شیمیایی Ca10(PO4)6(OH)2): نانوذرات آن دارای سایز nm25 و خلوص 99.9% می‌باشد. رنگ آن سفید است و سوزنی شکل نیز می‌باشد. دارای چگالی واقعی g/cm33.1 و فلزات سنگین کمتر از 0.1% است/ پودر الیاف کربن‌نانوتیوب چند دیواره: دارای قطر nm20-30 و خلوص بیش از 95%/ آب مقطر.
روش‌ها
برای تست پچ‌ سنتز شده از استخوان ساق گوسفند استفاده شد. 4 استخوان‌ به گونه ای انتخاب شد که دوبه دو از نظر طول و قطر شبیه به یکدیگر بودند. یک جفت از استخوان‌ها دارای طول بیشتر و بزرگ‌تر از جفت دیگر بودند. پس از خریداری و تمیز کردن استخوان‌ها با دستگاه فرز بر روی آن‌ها ترک‌هایی با طول و عرض مورد نظر انداخته شد. ترک‌ها با 2 زاویه 90و 45 درجه نسبت به طول استخوان، انداخته شدند. علاوه برآن، گوشه‌های ترک نیز با تیغ تیز‌تر شد تا به ترک واقعی شبیه‌تر شود. در شکل1، استخوان‌های با ترک نشان داده شده اند.
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شکل1: مشخص کردن محور و زاویه 45درجه و مکان ترک‌ها. سپس در مکان‌های مشخص شده، با دستگاه فرز برروی استخوان‌ها ترک‌ها ایجاد شد.
   
سنتز و آماده سازی پچ
روش سنتز پچ:
ابتدا یک محلول cc5‌ای هیدروکسی آپاتیتی ساخته شد به این صورت که 7 درصد وزنی پودر هیدروکسی آپاتیت در cc5 آب مقطر ریخته شد. سپس 7 درصد وزنی پودر کربن نانوتیوب را که به 6 قسمت تقسیم شده بود، به آرامی و به مدت 1ساعت به محلول هیدروکسی آپاتیت اضافه شد و محلول هم خورد. سپس این بشر به مدت 30دقیقه در حمام اولتراسونیک قرار داده شد. سپس به مدت 45دقیقه در آون 70درجه سانتی‌گراد  و در ادامه دمای آون به 80 درجه سانتی گراد افزایش داده شد.
بعد از آن به مدت 15ساعت در دمای اتاق قرار داده گرفت تا خشک‌تر شود.
بعد از 15ساعت، بشر حاوی پچی که کمی از حلال آن تبخیر شده و غلیظ‌تر شده، برروی stirrer با دمای 70درجه سانتی گراد، قرار داده شد و به آرامی 86درصد وزنی پودر هیدروکسی آپاتیت به آن اضافه شد تا حالت کرمی بگیرد. سپس دور stirrer خاموش شد و دمای آن افزایش داده شد و به مدتی روی دمای 80درجه سانتی گراد گذاشته شد تا کمی خشک‌تر شود و حالت کرمی بگیرد که در شکل2 نشان داده شده است.
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شکل2: پچ خشک‌تر شده در دمای 80درجه سانتی گراد به مدت 10دقیقه.

سپس مواد به ویال ml1.5 منتقل شدند و در ویال با پارافین و فویل پوشیده شد و در یخچال گذاشته شد که تا زمان تست، خشک‌تر نشود. جهت تست پچ‌، آن‌ را بر روی ترک‌های موجود بر روی استخوان قرار داده شدند. استخوان‌های استفاده شده جهت تست، در دو سایز بودند که یکی از استخوان‌های بزرگ‌تر به عنوان شاهد، بدون پچ گذاشته شد و بر‌روی ترک استخوان بزرگ دیگر، پچ قرار داده شد بعد از قرار دادن پچ برروی استخوان‌ها، آن‌ها به مدت 19ساعت در دمای اتاق قرار داده شد تا خشک شوند.

تست نمونه‌ها
جهت بررسی میزان استحکام بخشی پچ‌های ساخته شده و تست آن‌ها، از دستگاه تست کشش و فشار استفاده شد. استخوان‌ها در دستگاه تست کشش-فشار، تحت بارگذاری قرار گرفته و تست می‌شوند.

مدلسازی المان محدود و استخراج ضرایب شدت تنش
بعد از بررسی هندسی مدل استخوان با شبیه سازی یک سیلندر‌ توخالی به طول 6 سانتی متر و قطر خارجی یک سانتی متر و قطر داخلی 6 میلی‌متر مدل شد. این مدل برای تحلیل مکانیک شکست به محیط المان محدود انسیس برده شد. دو سر استوانه با  شرط مرزی Simply support بسته شد و بار معادل شکست در آزمون‌ها وسط  قطعه اعمال گردید. ترک صفر و 45 درجه هم به کمک ابزار semi elliptical در قسمت مکانیک شکست روی وسط استوانه مدل شد. برای قسمت پچ هم یک صفحه روی استوانه در قسمت ترک مدل گردید که با فعال یا غیرفعال کردن این قسمت، اثر ان روی مدل قابل دیدن بود. برای قسمت استوانه از المان Tetrahedrons و برای پچ از المان Shell استفاده شد. برای خواص مکانیکی استخوان و پچ نانوکامپوزیتی از خواص ذکر شده در جداول 1 و 2 استفاده شد.




جدول 1 : خواص مکانیکی استخوان [15].
	Compressive Strength
	Tensile Strength
	Tensile Yield Stress
	Young Modulus (E)

	250 MPa
	150 MPa
	120 MPa
	15 GPa



جدول 2: خواص مکانیکی پچ نانوکامپوزیتی [2].
	Tensile Strength
	Young Modulus (E)

	10.68 MPa
	1.52 GPa



شکل 3 و 5 نمونه مدل المان محدود ساخته شده برای ترک با زاویه 45 و شکل 4و6 مش بندی استخوان با ترک صفر درجه را نشان می‌دهد.
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شکل3: مش بندی استخوان و ترک 45 درجه روی آن.
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شکل4: مش بندی استخوان و ترک صفر درجه روی آن.
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شکل5: مش بندی ترک 45 درجه.
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شکل6: مش بندی ترک صفر درجه.
با اعمال بار شکستی که درآزمون به دست آمده است می‌توان چقرمگی شکست را برای این ماده به دست آورد. پچ به صورت شماتیک شبیه سازی شد که در شکل7 نشان داده شده است.

[image: H:\Proposal\Pictures\3.jpg]
شکل7: مدل سازی شماتیک پچ روی استخوان.

در شکل 8 نمایی  بزرگنمایی شده از جابجایی استخوان و باز شدن دهانه ترک در حالت صفر درجه و بدون پچ نشان داده شده است.
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شکل8: نمایی از باز شدن دهانه ترک در اثر اعمال بار روی استخوان.

در جدول زیر نتایج مرتب شده‌اند.

جدول 3: چقرمگی شکست در ترک با زاویه 45 و صفر درجه با و بدون پچ استخراج شده از نرم افزار تجاری المان محدود.
	
	در حالت ترک صفر درجه
=0θ
	در حالت ترک 45 درجه
=45θ

	چقرمرگی شکست در حالت بدون پچ
 (MPa
	KIC =0.99
	(KI, KII)c=(0.56,0.72)

	چقرمگی شکست با استفاده از پچ
 (MPa
	KIC =1.32
	(KI, KII)c=(0.75,0.96)



نتایج 
نتایج به دست آمده از تست کشش-فشار
نتایج به دست آمده به این صورت بود که ترک استخوان شاهد پچ (استخوان شماره3)،در نیروی kg100، اولین پیشرفت را داشت اما ترک در استخوان دارای پچ (استخوان شماره4)، در نیروی kg90 اولین پیشرفت را داشت که در شکل9، استخوان‌ها پس از بارگذاری نشان داده شده اند. همینطور در شکل 10و11، نمودار‌های آن نشان داده شده است. در نتیجه می‌توان نتیجه گرفت که این پچ تاثیرگذاری  و افزایش استحکام‌بخشی موردنظر را نداشته است.
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شکل9: استخوان‌های شاهد و پوشیده شده با پچ، پس از اعمال نیرو.
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شکل10: نمودار نشان دهنده نیرویی که موجب اولین پیشرفت ترک در استخوان‌ شاهد پچ (استخوان شماره3) شده است.
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شکل11: نمودار نشان دهنده نیرویی که موجب اولین پیشرفت ترک در استخوان‌ دارای پچ (استخوان شماره4) شده است.

آنالیز انجام شده
همانطور که در شکل 12 نشان داده شده است، مورفولوژی(FESEM) پچ مورد بررسی قرار گرفت تا موقعیت قرارگیری HAp و MWCNT در کنار هم تجزیه و تحلیل شود. ماتریکس این پچ، یک سطح صاف را به همراه ذرات سفید رنگ نشان می‌دهد. ذرات سفید، ذرات نانوهیدروکسی‌آپاتیت می‌باشد. لوله‌هایی که به رنگ سفید دیده می‌شوند، الیاف کربن‌نانوتیوب هستند که به صورت رندم در ماتریکس قرار گرفته‌اند.
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شکل12: تصاویر FESEM گرفته شده از پچ حاوی ماتریکس نانوهیدروکسی‌آپاتیت و الیاف کربن‌نانوتیوب.
 بحث و جمع بندی
یک نانوکامپوزیت زیست سازگار در قالب پچ یا وصله‌هایی متشکل از نانوهیدروکسی آپاتیت و کربن نانوتیوب در این مطالعه سنتز و با نرم افزارهای تحلیل تنش تجاری، شبیه سازی و مورد بررسی قرار گرفت. دلیل انتخاب این دو ماده این بود که پچ علاوه بر شبیه بودن به بافت استخوانی، بتواند تعامل خوبی با بافت استخوان داشته باشد و سبب ترمیم ترک‌های موجود در استخوان شود. علاوه براین، در این مطالعه به دنبال ایجاد استحکام بخشی این وصله نیز هستیم که تا به امروز بر روی آن کار نشده است. ماتریکس این نانوکامپوزیت حاوی هیدروکسی آپاتیت می‌باشد. این ماده خاصیت ترمیمی خوبی دارند اما از استحکام بخشی و مقاومت ضعیفی برخوردارند. بنابراین از الیاف کربن نانوتیوب در این پچ نیز استفاده می‌کنیم. زیرا کربن نانوتیوب دارای استحکام بخشی بسیار بالایی است. بنابراین گزینه خیلی خوبی برای قرارگیری در کنار ماتریکس نانوهیدروکسی آپاتیت می‌باشد. به علاوه این پچ، توسط نرم افزار تحلیل تنش تجاری نیز شبیه سازی شد و تحت بارگذاری قرار گرفت و در این شبیه سازی چقرمگی شکست برای هر یک از حالت‌های با پچ و بدون پچ به دست آورده شد. با این شبیه سازی تاثیر این پچ‌ها در افزایش این خصوصیت مکانیکی ماده به وضوح کمی سازی شد.
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