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Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki badan cytotoksycz-
nosci i odpowiedzi tkankowej nowych elastomeréw
poli(estrowo-eterowo-estrowych) (TEEE). Materiaty
te byty dodatkowo modyfikowane hydroksyapaty-
tem (HAP). Stwierdzono, ze polimery zawierajgce
hydroksyapatyt spiekany (HAP lll) wykazujg lepszg
biozgodnos$¢ komoérkowsa, wplywajg na mniejszy od-
setek komérek apoptycznych oraz powodujg lepszg
odbudowe kosci w poréwnaniu do polimeru zawiera-
jacego hydroksyapatyt niekalcynowany (HAP |).

[Inzynieria Biomateriatow, 76, (2008), 2-5]

Wprowadzenie

Poszukiwanie nowych materiatéw do rekonstrukcji tkanek
miekkich i twardych prowadzi do opracowywania materiatow
hybrydowych, polimerowo-ceramicznych, fgczgcych zalety
poszczegdlnych komponentéw: elastycznos¢ i wytrzyma-
tos¢ polimeréw oraz wysokg biozgodnos¢ ceramiki, ktore
w zaleznosci od rodzaju tkanki, wykazujg pozgdany profil
degradacji, elastyczno$ci lub twardo$ci.

Jednym z komercyjnie dostepnych biomateriatéw do
rekonstrukcji tkanek jest Polyactive®, bedgcy kopolimerem
poli(glikolu etylenowego) (PEG) i poli(tereftalanu butylenu)
(PBT), o wzorze strukturalnym jak na RYS. 1.

Polyactive® o zawartosci 70% wagowych PEG i 30%
wagowych PBT jest biozgodnym polimerem [1]. Moze by¢
zastosowany jako substytut chrzgstki, powiezi w postaci
siatki, sztucznej skory [2] lub materiatu do rekonstrukciji
kosci [3]. Materiat ten ulega szybkiej biodegradacji, dlatego
stosowany jako skafold umozliwia jednoczesne wnikanie
komoérek kostnych do wnetrza poréw polimeru podczas
jego degradac;ji [4,5]. W przypadku zastosowania go do
rekonstrukcji kosci nie powoduje jej przebudowy, a jedynie
stymuluje powstawanie tkanki wtoknistej [4].

Alternatywg dla szybko degradujgcego materiatu, takiego
jak Polyactive®, ktory nie zawsze spetnia wymogi stabil-
nosci mechanicznej stawiane substytutom wymagajgcym
dtuzszego czasu degradacji moze by¢ nowy terpoli(estro-
etero-ester) (TEEE), zawierajacy oprocz blokéw PEG i PBT,
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Summary

In this work, the results of cytotoxicity and tissue
response to new terpoly(ester-ether-ester) (TEEE)
elastomers are presented. The materials were ad-
ditionally modified with hydroxyapatite. It has been
found that polymers containing sintered hydroxyapatite
(HAP Ill) showed better cell compatibility and induced
lower number of apoptotic cells with simultaneous
better bone regeneration as compared to polymers
with non-calcined hydroxyapatite (HAP I).

[Engineering of Biomaterials, 76, (2008), 2-5]

Introduction

Development of new materials for soft and hard tissue
reconstruction leads to preparation of hybrid polymer-
ceramic materials, bringing together advantages of single
components: elasticity and strength of polymers with excel-
lent biocompatibility of ceramics, and depending from the
type of tissue, they show desired profile of degradation,
elasticity or hardness.

One of commercially available biomaterials for tissue
reconstruction is Polyactive®, a segmented copolymer of
poly(ethylene glycol) (PEG) with poly(ethylene terephtha-
late) (PBT), with a structure as depicted in FIG. 1.
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segment gietki (PEG)  segment sztywny (PBT)

RYS. 1. Wzér strukturalny multiblokowego kopoli-
meru PEG/PBT.
FIG. 1. Chemical structure of PEG/PBT copolymer.

Polyactive® containing 70wt% PEG and 30wt% PBT
shows good biocompatibility [1]. It can be used as cartilage
substitute, surgical mesh, artificial skin [2] or material for
bone reconstruction [3]. Polyactive® degrades rapidly there-
fore if used as a scaffold, it enables penetration of bone cells
into material’s pores during subsequent degradation [4,5].
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hydrofobowy blok zbudowany z estru dimeryzowanego
kwasu tluszczowego, zwanego kwasem dilinoleinowym
(DLA) [6]. Dodatkowo, modyfikacja TEEE nanometrycz-
nym hydroksyapatytem [7], pozwala otrzyma¢ materiaty
hybrydowe o doskonatych wtasciwosciach mechanicznych
i kontrolowanej biodegradacji.

Celem pracy byto zbadanie biozgodnosci komdérkowej
i odpowiedzi tkankowej nowych terpolimerow i materiatow
hybrydowych.

Materiaty

Do badan wykorzystano nowe terpoli(estro-etero-estry)
o zawarto$ci 45% wagowych segmentéw sztywnych PBT,
19% wagowych segmentdéw gietkich tworzonych przez DLA
i 36% wagowych segmentdw gietkich tworzonych przez PEG
o ciezarze czgsteczkowym 1000 Da [6]. Zsyntezowano poli-
mer bez stabilizatora termicznego (TEEE) oraz zawierajgcy
witamine E jako stabilizator (TEEE/VE). Do polimeréw TEEE
wprowadzono na drodze polikondensaciji in situ ceramike
hydroksyapatytowag w ilosci 0,5% wag. Uzyto hydroksyapa-
tyt niekalcynowany (HAP |) oraz hydroksyapatyt spiekany
(HAP 1) [7]. Z syntezowanych polimeréw przygotowano
cienkie filmy (o grubosci 0.5 mm) metodg prasowania na
gorgco, z ktérych nastepnie wycinano kragzki i pateczki
o wymiarach podanych w nastepnym paragrafie.

Metody

Zawiesine komorek linii 3T3 mysich fibroblastow nanie-
siono na krazki polimerowe o $rednicy 14 mm umieszczone
w 26-dotkowych ptytkach hodowlanych. Komorki hodowano
przez 5 dni (120 godzin) w medium RPMI-1640 w obecno-
sci 10% surowicy ptodowej bydlecej, L-glutaminy (0.125
mM), streptomycyny (100 pg/ml) i penicyliny (100 1U/ml)
(wszystkie odczynniki z Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)
w wilgotnosci 95%, temperaturze 37°C i stezeniu CO, wy-
noszacym 5%. Po inkubacji zywotno$¢ komérek oceniono
na cytometrze przeptywowym stosujgc prosty test z jodkiem
propydyny. Komorki zywe nie ulegajg wybarwieniu (usuwajg
jodek propydyny z wnetrza), komérki martwe i apoptotycz-
ne barwig sie jodkiem propydyny. Proliferacje oceniano
liczgc komorki na powierzchni polimeru pod mikroskopem
odwroconym w 5 dniu trwania doswiadczenia. Wynik poda-
wano jako wartos¢ wzgledng w odniesieniu do kontroli w
momencie zaktadania hodowli (100000 komorek / krgzek
polimeru /1 ml pozywki).

Z polimeréw wykonano pateczki o dtugosci 10mm do
12mm, szerokosci od 3mm do 5mm oraz grubosci od 0,6
mm do 0,8 mm. Prébki sterylizowano tlenkiem etylenu w
sterylizatorze firmy 3M Steri-Vac5. Jako zwierzeta doswiad-
czalne wykorzystano 30 szczurdw rasy Wistar pici meskiej o
wadze od 200g do 220g. Pierwszej dziesigtce wszczepiono
do lewego uda podokostnowo polimer TEEE I. W celu oceny
reakcji kosci na uraz operacyjny u kazdego z tych zwierzat z
kosci udowej prawej ztuszczono okostng bez wszczepiania
polimeru. Drugiej dziesigtce wszczepiono do uda lewego
polimer TEEE Ill. Trzeciej dziesigtce szczuréw wszczepiono
do uda prawego silikon.

Operacje wykonywano wstrzykujgc domiesniowo pre-
parat ketaminy — Narkamon w dawce 120mg/kg m.c. Po
znieczuleniu golono skoére w okolicy obu ud i nacinano
odstaniajgc miesnie, a po ich rozwarstwieniu odstaniano
kos¢ udowa. Nastepnie ztuszczano okostng i umieszczano
na kosci udowej polimer. W celu wszczepienia prébki do
miesni rozwarstwiano na tepo migsien i wprowadzano do
wytworzonej kieszeni pasek polimeru. Rane zamykano
dwoma szwami skornymi.

When used in bone tissue engineering, it stimulates forma-
tion of fibrous tissue rather than bone remodeling [4].

An alternative to fast-degrading material, such as Polyac-
tive®, which is not always fulfilling the requirements of higher
mechanical stability during longer degradation time, can be a
new terpoly(ester-ether-ester) (TEEE), containing PEG and
PBT as in Polyactive®, and additionally hydrophobic unit con-
taining dimer of unsaturated fatty acid (DLA) [6]. Moreover,
modification of such system with nanometer hydroxyapatite
[7], allows to obtain hybrid materials with excellent mechani-
cal properties and tailored biodegradation.

The aim of this work was to investigate cell biocompat-
ibility and tissue response of TEEE and hybrid materials.

Materials

New terpoly(ester-ether-ester)s containing 45wt% PBT
hard segments, 19wt% DLA soft segments and 36wt% PEG
soft segments with a molecular weight 1000Da were used
[6]. TEEE without thermal stabilizer and terpolymer contain-
ing vitamin E (TEEE/VE) were prepared. Hydroxyapatite
ceramic was added into TEEE during in situ polyconden-
sation in amount of 0.5wt%. Two different hydroxyapatites
were used: non-calcined (HAP ) and sintered (HAP IIl). Thin
polymer films (0.5mm thick) were prepared by hot press and
then samples in a form of discs and sticks were cut off.

Methods

The suspension of mouse fibroblast 3T3 cell line was
poured on polymer discs in 26-well plastes. Cells were
cultured for 5 days (120 hours) in RPMI-1640 medium sup-
plemented with 10% fetal bovine serum, L-glutamine (0.125
mM), streptomycin (100 ug/ml) and penicillin (100 1U/ml) (all
chemicals from Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) in 95%
humidity, 37°C, 5% CO,. After the incubation, the viability of
cells was assessed by simple, propidium iodide exclusion
test. Living cells remove propidium iodide while apoptosis
and dead cells do not. Proliferation was assessed by count-
ing cells during observation under an inverted microscope
on day 5 of experiment. Results were given as a ratio of cell
number in day 5 in relation to number of cells in day 0 equal
to 100000 cell / polymer disc / 1 ml of medium.

Small polymer sticks 10 to 12 mm long, 3 to 5 mm wide,
and 0.6 to 0.8 thick were prepared. Samples were EtO
sterilized with 3M Steri-Vac5 apparatus. Polymer rods were
implanted into 30 Wistar rats weighing 200-220 g. TEEE |
polymer was implanted into left thigh subperiostealy into 10
rats. In order to evaluate bone response to surgical proce-
dure, the periosteum was peel out from the right thigh. TEEE
Il polymer was implanted into next 10 rats in a similar way.
Silicone elastomer was implanted into third group of rats.

Surgical procedure was performed with the use of keta-
mine (Narkomon) injections at dose of 120 mg/kg of b.w.
Animal observations were performed for 180 days, and
then sacrificed with sodium pentobarbital in amount 200
mg/kg b.w. The structure of bone and fibrous capsule were
analyzed followed the preparation of tissues with implanted
polymers.

Tissue samples were fixed in 10% buffered formalde-
hyde, decalcified and microscopic slides were prepared
and stained with hematoxylin and eosin. Atrophic changes
and osteoblastic reactions were assessed by 12 subse-
quent measurements of cortical bone. The mean value of
bone thickness was calculated. The structure of bone was
also analyzed by means of changes of cancellous bone to
trabecular bone and callus formation over the implanted
polymer sample.
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Obserwacje zwierzgt kontynuowano przez 180 dni. Po

® o o o o o o yptywie 180 dni zwierzeta usmiercano podajgc domigsnio-

wo pentobarbital sodu w dawce 200mg/kg m.c. i pobrano
tkanki do badan.

Po wypreparowaniu tkanek razem z wszczepionymi
polimerami zbadano wyglad kosci poszukujgc zanikow
tkanki kostnej. Oceniono wyglad otoczek fgcznotkankowych
powstatych dookota wszczepow.

Probki tkanek z wszczepionymi polimerami utrwalano
w 10% zbuforowanej formalinie, odwapniano a nastgpnie
wykonywano z nich preparaty mikroskopowe stosujac
barwienie hematoksyling i eozynag (HE). Oceniajgc tkanke
kostng poszukiwano zanikéw lub pogrubienia kosci. Ocene
przeprowadzono wykonujgc 12 pomiardw grubosci kosci ko-
rowej a nastepnie obliczano $rednig dla danego preparatu.
Badano budowe mikroskopowg kosci zwracajac uwage na
powstate zmiany przejscia kosci drobnowtdknistej w kosé
grubowidknistg oraz powstate ogniska kostniny pokrywajgce
wszczep.

Wyniki i dyskusja

Wyniki badan cytotoksyczno$ci nowych polimeréw TEEE
oraz TEEE zawierajgcych hydroksyapatyt (HAP |i HAP III)
przedstawiono na RYS. 2 3. Polimer TEEE nie zawierajgcy
stabilizatora termicznego wykazat wyzszg proliferacje komo-
rek w poréwnaniu do materiatu zawierajgcego VE i dodatkowo
zmodyfikowanego HAP | (RYS. 2a). Zastgpienie hydroksy-
apatytu niekalcynowanego (HAP I) hydroksyaptytem spieka-
nym (HAP Ill) spowodowato znaczny wzrost ilosci komorek,
wskazujac na lepszg biozgodnos¢ komérkowa (RYS. 2b).

Potwierdzeniem dobrej biozgodnos$ci polimeru TEEE
zawierajgcego HAP Il sg rowniez wyniki pomiaru ilosci ko-
moérek martwych i apoptycznych przedstawione na RYS. 3.
llo$¢ komorek apoptycznych dla tego polimeru nie przekro-
czyta 5% (RYS. 3b), podczas gdy dla TEEE zawierajacego
HAP 1, ilo$¢ komorek martwych i apoptycznych przekroczyta
25% (RYS. 3a).
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FIG. 3. Number of dead and apoptotic cells.

Results and discussion

The results of cytotoxicity of new TEEE polymers and
TEEE modified with hydroxyapatite (HAP | and HAP IlI)
are presented in FIGs. 2 and 3. TEEE polymer synthesized
without thermal stabilizer showed higher cell proliferation as
compared to TEEE containing VE, and additionally modified
with HAP | (FIG. 2a). By changing the type of hydroxyapatite
from HAP | to HAP Il (sintered HAP), the cell proliferation
was significantly higher, thus indicating better cell compat-
ibility (FIG. 2b).
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RYS. 2. Wyniki testow cytotoksycznosci komoér-
kowej.
FIG. 2. Results of cytotoxicity tests.

Good biocompatibility of TEEE containing HAP Ill was
also confirmed by the results of measurements of dead
and apoptotic cells, respectively (FIG. 3). The number of
apoptotic cells for this material was not higher as 5% (FIG.
3b), while for TEEE modified with HAP |, the number of dead
and apoptotic cells was above 25% (FIG. 3a).

All animals subjected to implantation tests survived well
the observation period (no changes in animals’ behavior,
appearance and activity were noticed). No changes around
the soft tissue were detected. Fibrous tissue capsule around
implant was thin and weak (FIG. 4). No fluid was detected
in a thin a weak capsule.

Thickness of bones and type of changes in its structure
was assessed microscopically (TABLE 1). Analysis of the
influence of new polymers on thickness and remodeling of
bone as well as on amount of fibrous tissue revealed that
polymer TEEE Il with hydroxyapatite had the best proper-
ties.
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RYS. 4. Otoczka tacznotkankowa dookota polimeru
zawierajacego a) HAP | i b) HAP Ill (pow. 200x).
FIG. 4. Fibrous capsule around polymer containing:
a) HAP |, and b) HAP lll (magn. 200x).

Wszystkie zwierzeta poddane testom implantacji przezyty
okres obserwacji. Rany wygoity sie przez rychtozrost. Nie
stwierdzono zmian w wygladzie, zachowaniu i aktywnosci
zwierzgt. W ocenie makroskopowej tkanek miekkich nie
stwierdzono zmian naciekowych lub zanikowych w otoczeniu
wszczepow. Widoczne na przekrojach poprzecznych otoczki
tacznotkankowe dookotfa polimeru (RYS. 4) byly cienkie i
wiotkie. Nie stwierdzono obecnosci ptynu w otoczce.

W badaniu mikroskopowym oceniono grubo$¢ kosci
oraz rodzaj zmian zachodzacych w jej obrebie (TABELA 1).
Poréwnujgc wptyw nowych polimeréw na pogrubienie i prze-
budowe kosci oraz zawartos¢ tkanki tacznej stwierdzono,
ze najlepszymi wiasciwosciami charakteryzowat sie TEEE
Il zawierajgcy hydroksyapatyt spiekany.

Whioski

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wnio-
skowaé, ze nowe terpolimery o strukturze segmentowej
i hydrofilowo-hydrofobowych wtasciwosciach odznaczajg
sie bardzo dobrg biozgodnoscig w stosunku do komérek
fibroblastow. Wprowadzenie do struktury polimeréw nano-
czagstek hydroksyapatytu spiekanego (HAP lll) dato lepsze
wyniki biorgc pod uwage pogrubienie i przebudowe kosci
w poréwnaniu do polimeru zawierajgcego hydroksyapatyt
niekalcynowany (HAP 1).
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TABELA 1. Zestawienie wynikéw pomiaru grubosci
kosci i intensywnosci wytworzenia tkanki taczne;j.
TABLE 1. The results of bone thickness and intensity
of bone tissue formation.

Grubos¢

Kkosci Pogrubienie Przebudo-  Tkanka
Materiat Bone kosci wa kosci* taczna
Material T Bone Bone re- Connective

. s s .

[mm] thickening modeling tissue
Zdrowa
SLERE | ey 3424+ 3+ 34/24+
Healthy
bone
TEEE | 0,641 1+ - 4+/1++
TEEE IlI 0,657 2+/1++ 2+ 6+/1+++
Sllen || g aes 3+ 3+ |24/244[34++
Silicone

* Przebudowa: zmiana struktury z kosci uporzgdkowanej
drobnowtoknistej, blaszkowatej na kos¢ nieuporzgdko-
wang, grubowioknistg, splotowatg (wyglad jak w $wiezym
zroscie kostnym). Oznaczenia: kolejne cyfry oznaczajg
ilos¢ stwierdzonych przypadkéw w grupie 10 badanych
zwierzat; znaki + odnoszg sie do intensywnosci zmian:
+ nieznaczne, ++ $rednie, +++ intensywne.

* Remodeling: change of bone structure from oriented
and lamellar thin fiber to non-oriented bone with thick
fibers. Notations: consequent numbers correspond to
the number of animals from the group of 10 animals
where changes were detected; symbol + correspond
to the intensity of changes: + discrete, ++ moderate,
+++ intense.

Conclusions

As presented in results and discussion, new terpolymers
of segmented structure and mixed (two component) hard
segments showed very good cell proliferation and low
percentage of dead and apoptotic cells. Incorporation of
sintered hydroxyapatite (HAP ) into polymer structure gave
better results for bone remodeling as compared to polymer
containing non-calcined HAP .
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