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Streszczenie

W niniejszej pracy analizowano wptyw substancji
wymywalnych, otrzymanych w drodze ekstrakcji z
bioresorbowalnych terpolimeréw zsyntetyzowanych
przy uzyciu Zr(Acac), i przetwarzanych metodag
prasowania, na wzrost chondrocytow ludzkich w
warunkach in vitro. Matryce wykonane z poli(L-lak-
tydo-ko-glikolido-ko-weglanu trimetylenu) 75:14:11
oraz poli(L-laktydo-ko-glikolido-ko-e-kaprolaktonu)
55:29:16 charakteryzowano za pomocg spektroskopii
NMR, GPC oraz DSC. Ekstrakcje przeprowadzono w
medium hodowlanym z matryc polimerowych przed
degradacjg oraz po 30, 60 i 90 dniach degradacji.
Nie stwierdzono zahamowania wzrostu chondrocytéw
inkubowanych w obecnosci ekstraktow uzyskanych
z matryc P(L-LA-GA-TMC) 75:14:11 w poréwnaniu
z kontrolg (medium hodowlane) oraz UHMWP, nie-
zaleznie od zastosowanego rozciericzenia i stopnia
zdegradowania matryc. Zaobserwowano natomiast
zahamowanie wzrostu chondrocytéw inkubowanych
w obecnosci rozcienczonych pozywkag ekstraktow
(1:4), otrzymanych z matryc P(L-LA-GA-CL) 55:29:16,
poddanych 60- i 90-dniowej degradacji.

Stowa kluczowe: polimery z pamiecig ksztafttu,
bioresorbowalne terpolimery, biokompatybilnosc,
chondrocyty, degradacja hydrolityczna

[Inzynieria Biomateriatow, 96-98, (2010), 121-125]

Wprowadzenie

Biodegradowalne materiaty terpolimerowe z pamigcig
ksztattu, otrzymane z L-laktydu, glikolidu, weglanu trimetyle-
nu (TMC) czy e-kaprolaktonu sg w ostatnich latach intensyw-
nie badane pod kagtem ich zastosowan biomedycznych.

Efekt pamigci ksztattu polega na zdolnosci materiatu do
przejscia (powrotu) z ksztattu tymczasowego, uzyskanego w
wyniku deformacji, do ksztattu podstawowego (pierwotnego)
w wyniku dziatania odpowiedniego bodzca — np. tempera-
tury, Swiatta, promieniowania, pola magnetycznego czy tez
bodzcoéw chemicznych takich jak zmiana pH, sity jonowej
etc. [1]. Wykorzystanie biodegradowalnych materiatéw
polimerowych charakteryzujgcych sie pamiecia ksztattu do
celow medycznych ma ogromny potencjat, ze wzgledu na
mozliwo$¢ zastosowania ich w formie implantéw w chirurgii
matoinwazyjnej (np. jako stenty, nici, klamry), nosnikow lekéw
czy tez w technikach usuwania skrzepéw z naczyn krwionos-
nych [2]. Niewatpliwg zaletg jest mozliwos¢ wprowadzenia
stentu w formie zmniejszonej (ksztalcie tymczasowym),
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Abstract

The influence of substances extracted from biore-
sorbable terpolymers, synthesized with Zr(Acac), as
initiator and processed by compression, on human
chondrocytes growth in vitro, was analyzed in this
study. The matrices obtained from poly (L-lactide-
co-glycolide-co- trimethylene-carbonate) 75:14:11
and poly (L-lactide-co-glycolide-co-g-caprolactone)
55:29:16 were characterized by means of NMR spec-
troscopy, GPC and DSC. Extracts were prepared of
polymeric matrices before and after 30, 60 and 90
days of degradation in chondrocytes growth medium.
The obtained results did not show growth inhibition
of chondrocytes incubated with extracts of P(LA-GA-
TMC) 75:14:11, compared to growth medium (control)
and UHMWRP (negative control), regardless the used
dilution and degree of matrices’ degradation. Growth
inhibition was observed in the case of chondrocytes
incubated with extracts of P(LA-GA-CL) 55:29:16
matrices after 60 and 90 days of degradation diluted
with medium to 1:4.
Keywords: shape memory polymers, bioresorbable
terpolymers, biocompatibility, chondrocytes, hydrolytic
degradation
[Engineering of Biomaterials, 96-98, (2010), 121-125]

Introduction

Biomedical application of biodegradable shape memory
terpolymers obtained from L-lactide, glycolide, trimethylene
carbonate (TMC) and e-caprolactone have been intensively
investigated in recent years.

The shape memory effect is an ability of material to
recover permanent (primary) shape from obtained by defor-
mation temporary form, as a result of stimulation by different
factors - such as temperature, light, radiation, magnetic field
or chemical stimuli e.g. changes of pH or ionic strength,
etc. [1]. Biodegradable polymeric materials with shape
memory-effect have great potential for biomedical applica-
tions, because of the possibility of using them as implants in
minimally invasive surgery (stents, sutures, or clamps), drug
delivery systems or techniques used in removing of the clots
from blood vessels [2]. The main advantage is the possibility
of incorporation of stent in reduced size (temporary shape),
which recovers the original, permanent shape and after
implantation, under the influence of external stimuli such as
temperature. The most desirable is the ability to recover the
permanent shape in human body temperature, because it
eliminates the necessity of using high temperatures, which
may adversely affect tissues surrounding the stent [1,3,4].
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ktory po implantacji, pod wptywem bodzcow zewnetrznych,
np. temperatury, odzyskuje pierwotng, docelowg forme
(ksztatt podstawowy). Najbardziej pozgdana jest zdolnos¢
odzyskiwania ksztattu w temperaturze ludzkiego organizmu,
gdyz koniecznos¢ zastosowania wyzszych temperatur moze
negatywnie wptywac¢ na otaczajgce stent tkanki [1,3,4].

Podstawowg cecha, jakg muszg spetniaé wszystkie
materiaty majgce zastosowanie biomedyczne jest biokom-
patybilno$c, czyli catkowita zgodnos$¢ materiatu z ludzkim or-
ganizmem, oznaczajgca brak wywotywania reakcji toksycz-
nych, cytotoksycznych, alergicznych czy kancerogennych.
Pierwszym badaniem oceniajacym biozgodnos¢ danego
materiatu jest okreslenie jego cytotoksycznosci [5].

Na cytotoksyczno$¢ materiatdw polimerowych ma
wplyw wiele czynnikéw, tj. masa czgsteczkowa polimeru,
szybkos$¢ jego degradacji, masa, struktura implantu i jego
ksztatt (np. obecnos¢ ostrych krawedzi) [5,6]. Istotne sg
takze substancje uwalniane podczas degradaciji (inicjator,
Sladowe ilosci zanieczyszczen niskoczgsteczkowych czy
rozpuszczalnika) [7,8]. Koncowymi produktami degradacji
hydrolitycznej poli(L-laktydo-ko-glikolido-e-kaprolaktonu)
jest kwas L-mlekowy, glikolowy oraz 6-hydroksyheksanowy
[9,10]. Szybki przebieg procesu degradacji i uwolnienie
duzych ilosci produktéw kwasowych prowadzi¢ moze do
znacznego obnizenia pH w miejscu implantacji i indukcji
stanu zapalnego [7]. Niewatpliwg zaletg jest zatem za-
stosowanie polimeréw otrzymanych z udziatem weglanu
trimetylenu (TMC), ktorych gtéwnym produktem degradaciji
jest 1,3-propandiol [11].

Opracowywane nowe metody syntezy biodegradowalnych
alifatycznych poliestrow i poliestroweglanéw uwzgledniajg
zastosowanie nietoksycznych inicjatorow reakcji polimery-
zacji. Aktualnie powszechnie wykorzystywany do syntezy
polimerowych materiatdbw medycznych jest oktanian cyny (Il)
(Sn(Oct),) [7]. Ze wzgledu jednak na jego toksycznos¢ bada
sie mozliwo$¢ zastosowania zwigzkéw wapnia, zelaza lub
cyrkonu [12]. Badania wykazuja, iz polimery zsyntetyzowane
przy udziale acetyloacetonianem cyrkonu Zr(Acac),, wptywa-
ja korzystnie na zywotnosc¢ i aktywnos¢ komorek, w porow-
naniu do polimerow zawierajgcych resztkowe ilosci cyny [7].

Celem pracy byta ocena in vitro cytotoksycznosci
produktow degradacji ekstrahowanych z poli(L-laktydo-
ko-glikolido-ko-weglanu trimetylenu) 75:14:11 oraz poli(L-
laktydo-ko-glikolido-ko-¢-kaprolaktonu) 55:29:16 wzgledem
ludzkich chondrocytow.

Materialy i metody

W badaniu zastosowano dwa rodzaje terpolimerdéw:
poli(L-laktydo-ko-glikolido-ko-weglan trimetylenu) (P(L-LA-
GA-TMC)) 75:14:11 oraz poli(L-laktydo-ko-glikolido-ko-ge-ka-
prolakton) (P(L-LA-GA-CL)) 55:29:16, ktdre zostaty zsynte-
tyzowane w Centrum Materiatéw Polimerowych i Weglowych
Polskiej Akademii Nauk w Zabrzu. W reakgiji terpolimeryzacji
jako inicjatora uzyto nietoksycznego acetyloacetonianu
cyrkonu Zr(Acac),. Synteze polimeru prowadzono w masie,
w temperaturze 120°C przez 72 h.

Liczbowo $rednig mase czgsteczkowg (M,)) i rozrzut mas
czgsteczkowych (D) analizowano metodg chromatografii
zelowej (Viscotek RImax; kolumny Viscotek 3580), stosujgc
chloroform jako eluent z szybkoscig przeptywu 1 mL/min w
oparciu o standardy polistyrenowe. Udziat komonomeréw
wyznaczano metodg spektroskopii 1-H NMR o wysokiej roz-
dzielczosci (AVANCE Il Ultra Shield Plus, Bruker 600 MHz)
z zastosowaniem CDClI, jako rozpuszczalnika. Wiasciwosci
termiczne oceniano za pomocg skaningowej kalorymetrii
réznicowej (DSC) (TA DSC 2010; TA Instruments, New
Castle, DE).

All applicable biomedical materials must characterize
biocompatibility, which means that they can not cause
toxic, cytotoxic, allergenic, or carcinogenic reactions. The
first study evaluating the biocompatibility of the material is
determination of its cytotoxicity [5].

Cytotoxicity of polymer materials depends on many fac-
tors: molecular mass of polymer, degradation rate and mass
of the final product, its structure and shape (e.g. presence of
sharp edges) [5,6]. Essential are substances released during
degradation process (initiator, trace amount of low-molecular
weight impurities or solvent) [7,8]. The final product of poly
(L-lactide-co-glycolide-co-e-caprolactone) degradation is L-
lactic acid, glycolic acid and 6-hydroxyhexanoic acid [9, 10].
The fast degradation rate and releasing of high amount of
acidic products may cause significant pH reduction at the
site of implantation and induce inflammatory response [7].
The main advantage of using polymers obtained from
trimethylene carbonate (TMC) (homo- and copolymers) is
degradation to 1,3-propandiol [11].

The new methods of synthesis of aliphatic polyesters and
polyestercarbonates aim to use nontoxic initiators of polym-
erization reaction. Currently, stannous octoate (Sn(Oct),) is
commonly used in synthesis of polymeric materials for bio-
medical applications [7]. However, it’s high toxicity causes
development of polymerization methods using calcium, iron
or zirconium as the initiator [12]. It was determined, that
polymers obtained with the use of Zr(Acac), have positive
effect on cells viability and activity compared to polymers
containing trace amount of tin compounds [7].

The aim of this study was to assess the in vitro cytotoxicity
of the degradation products extracted from poly (L-lactide-
co-glycolide-co- trimethylene-carbonate) and poly (L-lactide-
co-glycolide-co-g-caprolactone) on human chondrocytes.

Materials and methods

Two terpolymers, synthesized at the Centre of Polymer
and Carbon Materials of Polish Academy of Sciences in
Zabrze were used in this study: poly(L-lactide-co-glycolide-
co-trimethylene carbonate) (P(L-LA-GA-TMC)) 75:14:11 and
poly(L-lactide-co-glycolide-co-g-caprolactone) (P(L-LA-GA-
CL)) 55:29:16. Terpolymerization reaction was conducted in
bulk at 1200C for 72h, with the use of non-toxic zirconium
acetylacetonate Zr(Acac), as initiator .

Number average molecular weight (M,) and molecular
weight dispersity (D) were analyzed by means of gel per-
meation chromatography (Viscotek RImax; Viscotek 3580
columns), with chloroform as eluent and 1mL/min flow rate,
based on polystyrene standards. Terpolymers composition
was investigated with the use of 1-H NMR high resolution
spectroscopy (AVANCE Il Ultra Shield Plus, Bruker 600
MHz) with CDCI; as solvent. Thermal properties were ex-
amined by differential scanning calorimetry (DSC) (TADSC
2010; TA Instruments, New Castle, DE).

Compression method with the use of hydraulic press
was used to obtain polymeric matrices. The steel frame of
40,2cm? dimension was filled with appropriate amount of
polymer, which was compressed in elastic state (above T)
between heated stainless steel blocks with pressure of 2,3
tons for 1 minute in the case of P(L-LA-GA-CL) and 4 min-
utes in the case of P(L-LA-GA-TMC). Then the polymer film
was cut in order to prepare 1 cm diameter matrices, which
were sterilized with high-energy electron beam radiation in
dose of 25 kGy .

Extracts were prepared of polymeric matrices by add-
ing chondrocytes growth medium (Clonetics CGM Single
Quots, Lonza) for 3 days at 37°C (in compliance with the
ISO 1993-13 standard). The volume of incubation medium
was calculated from the following equation:
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Matryce polimerowe wykonano poprzez prasowanie
materiatu polimerowego w stanie elastycznym (powyzej T,)
za pomocg prasy hydraulicznej. Odpowiednig ilos¢ terpoli-
meru umieszczano w stalowej formie (ramce o powierzchni
40,2 cm?), miedzy termostatowanymi blokami wykonanymi
ze stali nierdzewnej i prasowano z sitg nacisku 2,3 tony w
czasie 1 minuty (P(L-LA-GA-CL)) lub 4 minut w przypadku
P(L-LA-GA-TMC). Otrzymano w ten sposob film polimerowy
o grubosci 1 mm, z ktérego wycieto matryce o srednicy 1 cm.
Zostaty one nastepnie poddane sterylizacji wysokoenerge-
tyczng wigzkg elektronow w dawce 25 kGy.

Ekstrakcje substancji wymywalnych z matryc polimero-
wych przeprowadzono w medium hodowlanym (Clonetics
CGM Single Quots, Lonza) w czasie 3 dni w temperaturze
370C (zgodnie z wytycznymi normy ISO 10993-5). Objetosé
ptynu ekstrakcyjnego obliczono wg. wzoru:

Objetos¢é medium = 25 x masa matrycy (g)

Czes¢ matryc poddano procesowi ekstrakcji bezposred-
nio po ich wytworzeniu i sterylizacji. Pozostate poddano
wstepnej degradacji, ktérg prowadzono w wodzie dejoni-
zowanej, w temperaturze 37°C (degradacja w czasie rze-
czywistym) przez 30, 60 i 90 dni. Wstepnie zdegradowane
matryce przenoszono do pozywki i poddawano ekstrakc;ji
W sSposOb opisany powyze;.

Kontrole negatywng stanowity matryce wykonane z
polietylenu o wysokiej masie czgsteczkowej (UHMWP
— ultra-high molecular weight polyethylene), degradowane
i poddawane ekstrakcji w sposob analogiczny do badanych
probek.

Test cytotoksycznosci przeprowadzono na chondro-
cytach pochodzgcych z chrzgstki stawu kolanowego 50
letniego mezczyzny, rasy kaukaskiej (Lonza, nr kat. CC-
2550, 11.11.2005 - krioprezerwacja). Hodowle chondrocy-
téw prowadzono na ptytkach 96-dotkowych w warunkach
standardowych (w temperaturze 37°C, atmosferze z 5%
zawartoscig CO, i 90% wilgotnoscig). 24 h po zatozeniu
hodowli ze studzienek ptytki testowej usunieto medium,
dodano ekstrakty rozcienczone pozywkg CGM w stosunku
1:4 oraz 1:10 i prowadzono inkubacje przez kolejne 3 dni.

Szybkos¢ wzrostu komodrek oceniano za pomocg testu
,In Vitro Toxicology Assay Kit, Sulforhodamine B Based”
(Sigma-Aldrich, nr kat. TOX-6) zgodnie z dotgczonym
protokotem — komérki utrwalono przy pomocy 10% TCA
(kwas tréjchlorooctowy) i wybarwiono sulforodaming-B,
ktora wigze sie z biatkami zawartymi w komérce. Nastepnie
niezwigzany barwnik wyptukano (1% kwasem octowym), a
inkorporowany barwnik uwolniono roztworem Tris (o zasa-
dowym odczynie pH). Ostatnim etapem testu byt pomiar
spektrofotometryczny absorbancji przy dtugosci fali 570 nm
oraz 690nm (dtugos¢ referencyjna).

Analize statystyczng przeprowadzono z zastosowaniem
programu komputerowego Stastistica 8. Analizy jednorodno-
$ci wariancji dokonano testem Levena i Browna-Forsythe’a.
Wyniki analizowano wykorzystujgc analize wariancji (ANO-
VA) oraz test RIR Tukeya. Za poziom istotnosci statystycznej
przyjeto p<0,05.

Wyniki i dyskusja

W pracy analizowano wptyw substancji wymywalnych,
otrzymanych w drodze ekstrakcji z bioresorbowalnych
terpolimerow zsyntetyzowanych przy uzyciu Zr(Acac), i
przetwarzanych metodg prasowania, na wzrost chondro-
cytow ludzkich w warunkach in vitro. Przed rozpoczeciem
procesu ekstakcji czes¢ matryc poddano wstepnej de-
gradacji w wodzie. Do otrzymania matryc zastosowano
poli(L-laktydo-ko-glikolido-ko-weglan trimetylenu) 75:14:11
oraz poli(L-laktydo-ko-glikolido-ko-e-kaprolakton) 55:29:16,
ktorych charakterystyke przedstawiono w TABELI 1.

Medium volume = 25 x matrix mass (g)

Some extracts were obtained of non-degraded matrices ® ® @ @ ® @ o

(after processing and sterilization). The rest of them were de-
graded in deionized water at temperature of 37°C (real time
degradation) for 30, 60 and 90 days. After predetermined
time of degradation, matrices were removed from water
and placed in vials with culture medium in order to prepare
extracts according to protocol described above.

Ultra high molecular weight polyethylene (UHMWP)
was used as negative control. Degradation and extracts
of UHMWP was prepared in the same way as the other
samples.

Cytotoxicity test was performed on normal human
chondrocytes-knee (Lonza, cat. n. CC-2550, 11.11.2005
— cryopreserved). The cells were cultured in 96 well plates,
under standard conditions (at 37°C, in the atmosphere of
5% CO, / 95% air). After 24 hours of incubation, CGM
medium was removed from wells, and extracts diluted with
CGM were added. The cells were incubated with extracts
for 3 days.

Cells proliferation was quantified with the use of In Vitro
Toxicology Assay Kit, Sulforhodamine B Based (Sigma-
Aldrich, Poland) according to the manufacturer’s protocol.
Briefly, cells were fixed with TCA (trichloroacetic acid) and
then stained with sulphorodamine-B, which is a dye staining
cellular proteins. The unbound dye was removed with 1%
acetic acid, and incorporated dye liberated form cells with
Tris solution. Absorbance was measured at A=570 nm and
A=690 nm (reference wavelength).

Statistical analysis was performed using Statistica 8, with
quantity tests: normality tests, Leven’s and Brown-Forsythe’s
variance tests, variance analysis (ANOVA) and RIR Tukey’s
test (p<0,05).

Results and discussions

The influence of substances extracted from bioresorb-
able terpolymers, synthesized with Zr(Acac), as initiator
and processed by compression, on human chondrocytes
growth in vitro, was analyzed in this work. Some of the ma-
trices were degraded in water for 30, 60 or 90 days before
extraction. Characterization of poly(L-lactide-co-glycolide-
co-trimethylene carbonate)) 75:14:11 and poly(L-lactide-
co-glycolide-co-ge-caprolactone) 55:29:16 used to obtain
matrices is presented in TABLE 1.

P(LA-GA-CL) had lower number average molecular
weight (Mn) compared with P(LA-GA-TMC) and higher mo-
lecular-weight dispersity (D). Melting points were identified
in thermograms of both polymers, however relatively low
melting enthalpy signifies low content of crystalline phase.

Proliferation of chondrocytes incubated with extracts of
the matrices, extracts of UHMWP (negative control) and in
growth medium (control) is shown in FIG. 1.

The obtained results did not show growth inhibition of
chondrocytes incubated with extracts of P(LA-GA-TMC)
75:14:11, compared with control (growth medium) and
UHMWRP, regardless used dilution and degree of matrices’
degradation. It signifies biocompatibility of P(LA-GA-TMC)
before degradation and after 30, 60 and 90 days of deg-
radation. However, matrices after 90 days of degradation
characterized very low mass loss (7,4%), but very significant
decrease of molecular weight (M,=2600 Da), so further
studies are necessary to confirm lack of cytotoxicity on
later stages of degradation, after disintegration of polymer
matrix.

Growth inhibition was observed in case of chondrocytes
incubated with extracts of P(LA-GA-CL) 55:29:16 matrices
after 60 and 90 days of degradation diluted with culture
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P(LA-GA-CL) charakteryzowat sie znacznie nizszg

® o o o o o o Jiczbhowo $rednig masg czgsteczkowg (M,) w poréwnaniu z

P(LA-GA-TMC) oraz wigkszg polidyspersjg (D). Chociaz na
termogramach obu polimeréw stwierdzono punkty topnienia,
jednak dos¢ niskie wartosci entalpii topnienia $wiadczg o
matym udziale frakcji krystalicznych.

Szybkos¢ wzrostu chondrocytow w hodowli kontrolnej
oraz inkubowanych w obecnosci ekstraktow przedstawia
RYS. 1.

Na podstawie uzyskanych wynikow nie stwierdzono
istotnego zahamowania wzrostu chondrocytéw inkubowa-
nych w obecnosci ekstraktow uzyskanych z matryc P(L-
LA-GA-TMC) 75:14:11 w porownaniu z kontrolg (medium
hodowlane) oraz UHMWP, niezaleznie od zastosowanego
rozciefczenia i stopnia zdegradowania matryc. Swiad-
czy to o biozgodnosci matryc P(L-LA-GA-TMC) 75:14:11
niedegradowanych oraz poddanych 30-, 60- i 90- dniowej
degradacji. Jednakze, majgc na uwadze fakt, iz matryce po
90 dniach degradacji charakteryzowat niewielki ubytek masy
(7,4%), ale silny spadek masy czgsteczkowej (M,=2 600
Da), konieczne sg dalsze badania, potwierdzajgce brak cy-
totoksycznosci na pézniejszym etapie

TABELA 1. Charakterystyka matryc P(L-LA-GA-
TMC) i P(L-LA-GA-CL) przed degradacja (FT FCap,
FLL, FGG — zawartos¢ procentowa odpowiednio:
jednostek weglanowych, kaproilowych, laktydylo-
wych i glikolidylowych; M, ~liczbowo srednia masa
czgsteczkowa, D-rozrzut mas czasteczkowych
(M,/M,), T,—~temperatura zeszklenia, T,.—~temperatura
topnienia, AH, —entalpia topnienia.

TABLE 1. Characterization of P(L-LA-GA-TMC) and
P(L-LA-GA-CL) (FT FCap, FLL, FGG - the percen-
tage content of carbonate, caproyl, lactidyl and
glycolidyl units, respectively; M,.—number average
molecular weight, D-molecular-weight dispersity
M,/M,), T,—glass transition temperature, T,—melting
temperature, AH,—melting enthalpy).

Fr Fere FuFosMy[Da] D T, [°C] Ty, [°C] AH,[J/G]
P(LA-GA-TMC)|11|  |75{14[39400[2,2| 52 | 120 | 8

[Pia-cacL) | [35]50[15[12300}.9] 20 | o2

12 |

degradacji, po dezintegracji matrycy
polimerowe;j.

Zaobserwowano zahamowanie
wzrostu chondrocytéw inkubowanych
w obecno$ci rozcienczonych pozyw-
ka ekstraktow (1:4), otrzymanych
z matryc P(L-LA-GA-CL) 55:29:16,
poddanych 60- i 90-dniowej degrada-
cji. Nie wykazano natomiast réznicy
w wzroscie komorek inkubowanych
z ekstraktem otrzymanym z matryc
poddanych 30-dniowej degradacji.
W zwigzku z szybkim przebiegiem
degradacji hydrolitycznej P(L-LA-
GA-CL) 55:29:16 i niewielkg iloscig 1
materiatu, jaki pozostat po degradacji, !:.
niemozliwe byto wyznaczenie zmian
ubytku masy i Mn. Jak jednak wspo-
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mniano, materiat ten charakteryzowat
sie juz przed degradacjg dos¢ niskg
masg czgsteczkowg i wysokg poli-
dyspersjg (D=4,9), ktéra swiadczy o
obecnosci tancuchéw polimerowych o
niskiej masie czgsteczkowej. Wedtug
danych z piSmiennictwa naukowego
[7] produkty degradacji o niskiej masie
czasteczkowej odpowiada¢ mogg za
cytotoksycznos¢ polimeréw. Badania
wykazaty korelacje pomiedzy spadkiem M, polimeréw do
ok 10000 — 500 Da a indukcjg stanu zapalnego. Nie ulega
watpliwosci, iz stan zapalny negatywnie oddziatuje na
otaczajgce implant tkanki [7]. Drugim czynnikiem, odpo-
wiedzialnym za oddziatywanie cytotoksyczne jest spadek
pH wywotany przez uwolnienie kwasowych produktow de-
gradacji. Wg Cordewener i wsp. istnieje wyrazna zaleznosé
miedzy spadkiem odczynu pH a inhibicjg wzrostu komérek
(CGl - ang. cell growth inhibition). Wyzsza poczatkowa masa
czgsteczkowa P(L-LA-GA-TMC) 75:14:11 oraz obecnos¢
jednostek weglanowych degradujgcych do 1,3-propandiolu
pozwala zatem na eliminacje ryzyka zwigzanego z uwol-
nieniem duzych ilosci produktéw degradacji i znacznego
obnizenia pH

Czynnikiem, ktéry moze wptywac¢ na zmiane witasci-
wosci materiatéw i w konsekwencji ich biozgodno$¢ jest
takze metoda przetwarzania. W niniejszej pracy matryce
terpolimerowe uzyskano w procesie prasowania materiatu.

RYS. 1. Wplyw ekstraktéw na wzrost ludzkich chondrocytéw. Wykres przed-
stawia wartosci srednie poziomu absorbancji (+SD), n=9, p<0,05. Grupa kon-
trolng byly chondrocyty inkubowane w ekstraktach matryc polietylenowych
(kontrola negatywna) oraz hodowla w czystym medium wzrostowym.

FIG. 1. Influence of extracts on human chondrocyte growth. Bars show the
average value of absorbance levels (+SD), n=9, p<0,05. Control groups were
chondrocytes incubated in extracts from polyethylene (negative control) and
in growth medium.

medium to 1:4. There were no significant changes in pro-
liferation of chondrocytes incubated with extract of matrix
after 30 days of degradation. It was impossible to deter-
mine the mass loss and decrease of Mn of P(L-LA-GA-CL)
55:29:16, because of low amount of remaining material due
to fast hydrolytic degradation. However, as was mentioned
above, this material before degradation had relatively low
molecular weight and high polidyspersion (D=4,9), which
indicated the presence of low molecular weight polymer
chains. According to the literature data [7], low molecular
weight degradation products can cause cytotoxicity. Cor-
relation between decrease of M, to 10000 — 500 Da and
induction of inflammation was shown. Undoubtedly, inflam-
mation has negative effect on tissues surrounding implant
[7]. pH decrease, caused by released acidic degradation
products is a second factor, responsible for cytotoxic effect.
According to Cordewener et al. there is a strict correlation
between pH decrease and cell growth inhibition (CGI).
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Badania Chtopka i wsp. [13] poli(L-laktydo-ko-DL-laktydu)
70:30), wskazuja, iz prasowanie polimerow zmienia ich
zachowanie w $rodowisku biologicznie czynnym. Zaob-
serwowano, iz polimery poddane procesowi prasowania
charakteryzowaty sie szybszg degradacjg oraz wigkszg
zmiang odczynu pH i przewodnictwa ptynu inkubacyjnego.
Mozliwe zatem, ze przetwarzanie metodg prasowania
P(L-LA-GA-CL) 55:29:16 miato wptyw na wtasciwosci ma-
tryc, przyspieszenie ich degradacji oraz wywotanie efektu
cytotoksycznego.

Nalezy pamietaé, ze nawet catkowity brak cytotok-
sycznosci materiatu polimerowego nie jest wystarczajgcy,
aby stwierdzi¢, ze dany materiat jest w petni biozgodny
— konieczne sg dalsze badania [5]. Z pewnoscig jednak,
na podstawie dotychczasowych analiz, obiecujgcym ma-
teriatem jest P(L-LA-GA-TMC) 75:14:11. Dalsze badania
w przypadku P(L-LA-GA-CL) 55:29:16 powinny zmierzac
do poprawy jego wtasciwosci fizykochemicznych i obnize-
nia tempa degradacji (synteza materiatu o wyzszej masie
czgsteczkowej, wyzszym Tg lub wybdr innej metody prze-
tworstwa).

Whioski

Na podstawie uzyskanych wynikéw nie stwierdzono
zahamowania wzrostu chondrocytéw inkubowanych w obec-
nosci ekstraktéw uzyskanych z matryc P(L-LA-GA-TMC)
75:14:11 w poréwnaniu z kontrolg (medium hodowlane)
oraz UHMWP, niezaleznie od zastosowanego rozcienczenia
i stopnia zdegradowania matryc. Zaobserwowano nato-
miast zahamowanie wzrostu chondrocytéow inkubowanych
w obecnosci rozcienczonych pozywka ekstraktow (1:4),
otrzymanych z matryc P(L-LA-GA-CL) 55:29:16, poddanych
60- i 90-dniowej degradacji.
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Higher molecular weight of P(L-LA-GA-TMC) 75:14:11 be-
fore degradation and the presence of carbonate units, which
degrade to 1,3-propanediol enable to eliminate the risk of
releasing large amount of acidic degradation products and
significant pH decrease.

Processing method is also a factor that may affect the
properties of materials and their biocompatibility. Compress-
ing method was used to obtain polymeric matrices in this
study. The results of the studies on poly (L-lactide-co-DL-
lactide) 70:30) conducted by Chtopek et al [13] indicated
that compression of polymers changed their behavior in a
biologically active environment. It was observed that the
polymers processed by compressing method character-
ized faster degradation, more significant changes of pH
and conductivity of incubating solution. Therefore, the
used processing method of P(L-LA-GA-CL) 55:29:16 may
be a factor that affected the properties of matrices and led
to acceleration of degradation process and induction of
cytotoxic effect.

It should be mentioned that polymer that does not
show cytotoxic effect can not be considered as completely
biocompatible, because further studies are needed [5].
However, the obtained results revealed a great potential
of P(L-LA-GA-TMC) 75:14:11. Further studies in the case
of P(L-LA-GA-CL) 55:29:16 are needed to improve its
physicochemical properties and reduce the degradation rate
(synthesis of material with higher molecular weight, higher
Tg, or modification of processing method).

Conclusions

The obtained results did not show any growth inhibition
of chondrocytes incubated with extracts of P(LA-GA-TMC)
75:14:11, compared to growth medium (control) and UH-
MWP (negative control), regardless the used dilution and
degree of matrices’ degradation. Growth inhibition was
observed in case of chondrocytes incubated with extracts
of P(LA-GA-CL) 55:29:16 matrices after 60 and 90 days of
degradation diluted with medium to 1:4.
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