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Streszczenie

Praca miata na celu ocene kompozytu otrzymane-
go z biodegradowalnego kopolimeru glikolidu z lakty-
dem wzmocnionego wtdknami weglowymi w warun-
kach dotkankowej implantacji. Wykonano badania na
zwierzetach, a uzyskane wyniki poddano ocenie kli-
nicznej, radiologicznej i histopatologicznej. Uzyska-
ne wyniki badan wykazaty, iz badany materiat nie
wywotuje negatywnych odczyndw miejscowych i ogol-
noustrojowych, a najbardziej aktywny proces odnowy
tkanki kostnej nastepuje miedzy 14 a 21 dobg, nato-
miast mineralizacji pomiedzy 6 a 12 tygodniem ob-
serwacji. Ponadto dodane do kopolimeru widkna we-
glowe wptywajg na przyspieszenie odnowy tkanki
kostnej w poréwnaniu z jego czystg postacig.

Stowa kluczowe: biomateriaty, polimery biodegra-
dowalne, kopolimer P(LLA/GLA), wtékna weglowe,
regeneracja tkanki kostnej, badania na zwierzetach.

[Inzynieria Biomateriatéw, 47-53,(2005),104-107]

Wprowadzenie

Ze wzgledu na dobrg biozgodnosé poliglikolidu i jego kopo-
limeréw obserwuje sie ciggty wzrost zainteresowania tymi
materiatami w codziennej praktyce klinicznej [1,2,3,4]. Wy-
twarza sie z nich biodegradowalne implanty w postaci srub,
ptytek czy gwozdzi chirurgicznych jak i zaopatruje sie nimi
uszkodzenia niektérych organéw wewnetrznych
[5,6,7,8,9,10]. Kopolimery glikolidu z laktydem stosowane
sg rowniez czesto jako nosniki lekéw w procesach ich kon-
trolowanego uwalniania czy w inzynierii tkankowej jako pod-
toza dla nowo powstajgcych tkanek [11,12,13,14]. Sg one
ponadto typowymi materiatami termoplastycznymi dzieki
czemu mozliwe jest wytwarzanie z nich metodami wtrysku
czy wyttaczania wyrobow przeznaczonych dla medycyny.
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Abstract

The main purpose of this investigation was
estimation of some biological properties of biodegrad-
able lactide-glycolide co-polymer reinforced by car-
bon fibres. The results of the research subjected to
clinical, radiological and histopathological estimation.
The tested material caused lack of local and general
negative reactions, the most active process of osseous
tissue regeneration was between 14 and 21 day, how-
ever the most mineralization was between 6 and 12
week of observation. Besides added to co-polymer
carbon fibres influence on acceleration of osseous tis-
sue regeneration compared to its pure form.

Keywords: biomaterials, biodegradable polymers,
lactide-glycolide co-polymer, carbon fibres, osseous
tissue regeneration, experiments on animals

[Engineering of Biomaterials, 47-53,(2005),104-107]

Introduction

Good biocompatibility of polyglycolide and its co-poly-
mers is the reason of the observed growing interest in these
materials in clinical practice [1,2,3,4]. They are used as bio-
degradable implants shaped into screws, plates or surgical
nails and also as dressing for the wounds of some internal
organs [5,6,7,8,9,10]. The glycolide-lactide co-polymers are
also often used as drug carries for a controlled drug release
or as the scaffolds in tissue engineering [11, 12, 13, 14].
Besides they are typical thermoplastic materials and there-
fore it is possible to shape them by injection moulding to
obtain the articles for medical applications. However, they
have relatively low mechanical parameters, which essen-
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Jednakze kopolimery te posiadajg stosunkowo stabe para-
metry mechaniczne, co w zasadzie ogranicza zakres ich
stosowania w medycynie do przypadkéw, gdzie nie muszg
przenosi¢ znacznych obcigzen [9,15]. Dlatego optymalng
drogg poprawy ich wtasciwosci mechanicznych wydaje sie
zbrojenie ich wtdknami syntetycznymi, takimi jak przykfa-
dowo wtdkna weglowe [3,16].

W pracy dokonano oceny niektérych wiasciwosci biologicz-
nych kompozytu otrzymanego z kopolimeru glikolidu z lak-
tydem wzmocnionego widéknami weglowymi - P(LLA/
GLA)+CF. W tym celu wykonano badania na zwierzetach,
a wyniki poddano ocenie klinicznej, radiologicznej i histo-
patologicznej. Na podstawie badan analizowano: 1.Czy
kopolimer P(LLA/GLA)+CF wywotuje niekorzystne miejsco-
we czy tez ogdlnoustrojowe odczyny tkankowe? 2.W jakich
okresach badawczych dochodzito do najbardziej aktywne-
go procesu odbudowy kosci i mineralizacji tkanki kostnej?
3.Czy dodanie do kopolimeru P(LLA/GLA) wtdkien weglo-
wych wptywa na spowolnienie czy tez przyspieszenie od-
nowy tkanki kostnej w poréwnaniu z grupg kontrolng?

Materiat i metody

W pracy zastosowano kompozyt otrzymany z kopolimeru
glikolidu z laktydem (18:82) wzmocnionego wtdknami we-
glowymi o dtugo$ci 3 mm. Udziat objeto$ciowy widkien wy-
nosit 15%. Synteze kopolimeru prowadzono stosujac jako
inicjator zwigzek o stosunkowo niskiej toksycznosci - ace-
tyloacetonian cyrkonu [17].

Do badan doswiadczalnych na 24 krélikach (mieszance
réznej ptci o wadze od 2600 - 3200 gramow) uzyto materiat
w postaci walcéw o Srednicy 3,2 mm.

Podczas operacji zastosowano znieczulenie ogélne (pre-
medykacja - Diazepam i Atropina, znieczulenie - Ketami-
na).

Wykonane w jednej potowie zuchwy kroélikow ubytki kostne
wypetniono kopolimerem glikolidu z laktydem (grupa kon-
trolna), a w drugiej potowie jego kompozytem z wiéknami
weglowymi (grupa badana). Na grzbiecie zwierzat wzdtuz
kregostupa ledZzwiowego wykonano naciecia skéry. Po le-
wej stronie kregostupa pod skérg wytworzono kieszen, po
prawej natomiast rozwarstwiono migsnie grzbietu. W tak
przygotowane miejsca wprowadzono oba materiaty. Rany
po obu stronach zaszywano warstwowo "Dexonem".

U wszystkich zwierzat wykonywano obserwacje kliniczne
przebiegu gojenia ran, a po ich zabiciu badania radiologiczne
w 7, 14 i 21 dobie, oraz w 6, 12, 24 tygodniu do$wiadcze-
nia, a takze badania histopatologiczne poszerzone dodat-
kowo o jeden okres badawczy tj. 48 tydzien obserwacji, w
ktorych oceniano tkanke kostng w miejscu wykonywanych
ubytkéw i z otoczenia, ponadto tkanke podskoérng

i miesniowaq z okolic kregostupa ledzwiowego. Badano réw-
niez narzady wewnetrzne zwierzgt doswiadczalnych (wa-
trobe i nerki).

Wyniki i dyskusja

Badania kliniczne wykazaty prawidtowe gojenie sie ran
pooperacyjnych. Nie stwierdzono odczynéw zapalnych czy
tez objawow chetbotania (brak krwiaka lub tez obfitej wy-
dzieliny przyrannej). Gojenie ran przebiegato przez rychto-
zrost i ulegto zakonczeniu miedzy 10-14 dniem doswiad-
czenia (usuwanie szwow). Mierne zgrubienia tkanek (gtow-
nie skory i tkanki podskornej) byty niedostrzegalne od 21
doby doswiadczenia. Przez caty okres badan obserwowa-
no staty przyrost masy ciata krolikow.

Badania radiologiczne w 7 dobie wykazaty w obu grupach
obecnos$¢ kulistego przejasnienia o regularnych brzegach

tially limits the applications to the regions where it is not
necessary that they bear significant loads [9,15]. It seems
that reinforcement with some synthetic fibres like carbon
fibres might greatly improve their mechanical properties
[3,16].

In the work it was estimated some biological properties of
biodegradable lactide-glycolide co-polymer reinforced by
carbon fibres - P(LLA/GLA)+CF. For that purpose it was
carried out research on animals which next was subjected
to clinical, radiological and histopathological estimation. On
the basis of received results firstly it was analyzed: 1.Does
the lactide-glycolide co-polymer call out local or general
negative tissue reactions? 2.In which research periods the
most active process of bone reconstruction and osseous
tissue mineralization was observed? 3.Does the addition of
carbon fibres to co-polymer P(LLA/GLA) influence on ac-
celeration or slowdown of osseous tissue regeneration com-
pared to control group?

Material and methods

In this work it was used composite obtained from a lactide-
glycolide (18:82) co-polymer reinforced by 3 mm long car-
bon fibres. The volume fraction of carbon fibres in the com-
posite was 15%. The synthesis of co-polymer was done by
use to without any toxic additives a new initiator -
acethyloacetoniate zirconium [17].

The experimental study was performed on 24 rabbits (both
sex and weight between 2600-3200 g.) and the using ma-
terial was in 3,2 mm diameter cylinder state.

During the surgery all animals received diazepam and atro-
pine premedication and then were anaesthetized with
ketamine.

In the first stage of surgery bilateral incision over mandible
corpus was made and the bone was exposed. The canal in
the bone on the both flanks was made with 3,2 mm diam-
eter bur. Then the canal at the one side was filled with
glycolide-lactide co-polymer (control group) and at the other
side its composite with carbon fibres (experimental group).
In the second stage of surgery under skin on the left side of
backbone was made pocket however on the right side sepa-
rated the muscles of the back. Implants were placed in the
both holes. In the all cases Dextron was used to wounds
suture.

For all animals clinical examination and then (after the rab-
bits were killed) radiological investigations were performed
in 1,2, 3, 6, 12 and 24 week of examination and addition-
ally elongated about one period (48 week of examination)
histopathological investigations were performed, too. The
osseous tissue which was situated in and around of bone
defects, subcutaneous and muscular tissue from area of
lumbar backbone were estimated during the histopathologi-
cal investigations. It was investigated internal organs (kid-
ney and liver) of the animals, too.

Results and discussion

The clinical researches proved properly healing of the
post surgical wounds. There weren't noticed neither any
inflammatory reactions nor fluctuation symptoms (lack of
hematoma or plentiful wound secretion). It was observed
the healing surgical wounds by first intention and came to
an end between 10 and 14 day of examination (time of su-
tures removal). The mediocre pachyderma was observed
to 21 day of experiment. For all periods of experiment it
was observed changeless weight gain of the rabbits.

In 7 day of experiment in the both groups the radiological
study showed existence of round alight with regular border
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odpowiadajgcego wielkoscig wykonanemu ubytkowi kost-

® nemu. W po6zniejszych okresach przejasnienie ulegato stop-

niowemu zmniejszeniu przybierajac nieregularng posta¢. W
grupie badanej byto ono widoczne w postaci drobnych punk-
cikéw, przewazatly jednak wyspowate cienie. W 24 tygo-
dniu ubytek kostny wypetniony byt juz mocno zmineralizo-
wang tkanka, co widoczne bylo w postaci zaznaczonego
na obrazach rentgenowskich zacienienia.

W poczgtkowych okresach badan histopatologicznych wi-
doczny byt wyraznie uformowany ubytek pokryty mtoda tkan-
ka taczng widknistg z cechami aktywnej odbudowy tkanki
kostnej pod postacig licznych pasm mtodych, niedojrzatych
beleczek kostnych obrzezonych osteoblastami. Obserwo-
wano takze martwicze resztki tkanki kostnej otoczone oste-
oklastami, a w grupie badanej pojedyncze widékna weglowe
umiejscowione na dnie ubytku. W 21 dobie w grupie kon-
trolnej aktywnos$¢ osteoblastyczng obserwowano w niekto-
rych beleczkach kostnych (w innych ko$¢ wykazywata ce-
chy dojrzatosci), a w grupie badanej jedynie w znajdujacej
sie gtebiej tkance tgcznej widknistej. Po 6 i 12 tygodniach
doswiadczenia kanat wszczepu pokryty byt dojrzatg tkankg
taczng witdknistg z obecnymi w niej beleczkami kostnymi
bez cech aktywnosci osteoblastycznej. Jedynie w dnie obec-
ne byly jeszcze na powierzchni beleczek kostnych nielicz-
ne osteoblasty. W Swietle kanatu, po usunigciu wszczepu,
pozostaty liczne fragmenty wiékien weglowych i mgietko-
wate ztogi matrycy polimerowej. Po 24 i 48 tygodniach ba-
dan kanat wczepu zostat catkowicie wypetniony przez roz-
rastajgcq sie tkanke kostng, ktéra nie wykazywata juz cech
aktywnosci osteoblastyczne;j.

W tkance podskornej po tygodniu obserwacji wszczep oto-
czony byt cienkg torebkg tgcznotkankowg z widocznymi
miejscami fragmentami witékien weglowych po usunietym
wszczepie. W pozniejszym okresie torebka tgcznotkanko-
wa stafa sie pogrubiata, a na jej powierzchni obecne byty
jednojadrowe komorki fagocytarne, czasami zlewajace sie
i tworzgce komorki olbrzymie wielojgdrowe. Fragmenty wté-
kien weglowych i badanego materiatu otoczone byty przez
makrofagi tworzace drobne ziarniniaki typu "okoto ciata
obcego". Torebka tacznotkankowa zbudowana byta gtow-
nie z widkien kolagenowych i nielicznych makrofagow. W
niektorych miejscach wokét torebki obserwowano cechy
tworzenia sie blizny tgcznotkankowej i regeneracji uszko-
dzonych wibékien migsniowych. W ostatnim okresie obser-
wacji wszczepiony materiat w catosci przerosniety byt tkan-
ka taczng widknistg z obecnymi w niej naczyniami wioso-
watymi i komérkami olbrzymimi wielojgdrowymi. Ztogi ma-
trycy polimerowej nie byty juz widoczne, a w otaczajgce;j
wszczep tkance nie wystepowat odczyn zapalny.
Poczatkowa obserwacja tkanki mie$niowej wokot wszcze-
pu wykazata obecno$¢ miodej tkanki tgcznej wtdknistej z
bogatg siecig wtosowatych naczyn krwiono$nych wnikajg-
cej pomiedzy uszkodzone wtdkna miesni poprzecznie praz-
kowanych. W dalszym etapie w tkance witdknistej pojawity
sie wiokna kolagenowe, a w tkankach poza wszczepem nie-
liczne olbrzymiokomoérkowe ziarniniaki typu "okoto ciata
obcego" wytworzone wokét luznych fragmentéw widkien
weglowych. Wokét wszczepu wytworzyta sie gruba blizno-
waciejgca torebka tacznotkankowa zbudowana z witokien
kolagenowych i fibroblastow. Na obwodzie zmian widocz-
ne byly cechy regeneracji widkien miesniowych z pomno-
zeniem jgder komoérkowych. W ostatnim okresie badawczym
wszczepiony materiat byt wyraznie odgraniczony od tkanki
miesniowe;j i przerosniety w catosci przez tkanke wtdknista.
W badanych narzagdach wewnetrznych (nerki i watroba) nie
wykazano zadnych zmian patologicznych zwigzanych z
zastosowanymi wszczepami.

which dimension was such as the bone defect. In next peri-
ods the alight gradually decreased and took on irregular
shape. In experimental group this alight was observed in
shape of small points, there were a lot of local shades. In
24 week the bone defect was already filled with intensively
mineralized tissue what was observed in shape of marked
shade on the X-ray pictures.

In the initial periods of the histopathological investigations it
was observed the bone defect covered with young fibrous
tissue with features of active osseous tissue reconstruction
assuming shape of numerous bands of young and imma-
ture osseous trabeculas which were surrounded with
osteoblasts. Besides there were necrotic leavings of osseous
tissue what was surrounded with osteoclasts. In experimen-
tal group there were the single carbon fibers on the bottom
of defect. In 21 day in the control group osteoblasts were in
some osseous trabeculas (in others the bone was mature)
and in the experimental group they were only situated in
the deeper lying fibrous tissue. After 6 and 12 weeks of
experiment the bone defect was covered with mature fibrous
tissue with deprived of osteoblasts osseous trabeculas. Pure
and simple there are some osseous trabeculas with
osteoblasts in the bottom of the bone defect. There are
numerous scraps of carbon fibres and polymer matrix in
the place where the graft was removed from. After 24 and
48 weeks of investigations growing osseous tissue without
any osteoblasts filled completely the bone defect.

After one week of observation in the subcutaneous tissue a
graft was surrounded with a connective tissue capsule with
some carbon fibres which were remained during removal of
the graft. In later period a connective tissue capsule be-
came thicker and there were onenuclear phagocytic cells
on its surface, which sometimes blended and created giant
multinuclear cells. The scraps of carbon fibres and polymer
matrix were surrounded with macrophages which created
small foreign body granulomas. The connective tissue cap-
sule was mainly built of collagenic fibres and a few
macrophages. In the some places, around capsule, a con-
nective tissue scar and regeneration of damaged muscle
fibres was observed. In the last period of observations the
tested material was completely covered with fibrous tissue
with the capillary vessels and giant multinuclear cells. It
wasn't observed any fragments of polymer matrix and in-
flammatory reactions in the tissue surrounding the graft.
The initial observations of muscle tissue showed a young
fibrous tissue with a lot of capillary blood vessels which was
getting in damaged fibres of skeletal muscles. In next pe-
riod in the fibrous tissue a collagenic fibres were observed.
Besides there were surrounding the scarps of carbon fi-
bres the gigantocellular foreign body granulomas in tissue
out of graft. It was shown a thick cicatricial connective tis-
sue capsule which was built with collagenic fibres and
fibroblasts. Besides it was observed features of muscle fi-
bres regeneration in conjunction with multiplication of nu-
cleuses on the border of the changes. In the last period of
observations the tested material was definite separated from
the muscle tissue and completely covered with the fibrous
tissue.

The histopathological evaluation of kidney and liver did not
demonstrate any pathological changes.

Conclusion

The tested co-polymer P(LLA/GLA)+CF caused lack of
local and general negative reactions - it dealt with subcuta-
neous, muscle and osseous tissue,.

In vivo biological researches showed that the most active
process of osseous tissue regeneration was between 14
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and 21 day, however the most mineralization was between 107
6 and 12 week of observation. e0o0occo0oe

Podsumowanie

Wszczepiony dotkankowo kopolimer P(LLA/GLA)+CF nie
wywotuje negatywnych odczynéw miejscowych i ogélno-
ustrojowych - dotyczy to zaréwno tkanki podskornej, mie-
Sniowej jak i kostne;j.

Przeprowadzone w warunkach in vivo badania biologiczne
wykazujg, iz najbardziej aktywny proces odnowy tkanki kost-
nej nastepuje miedzy 14 a 21 dobg, a mineralizacji pomie-
dzy 6 a 12 tygodniem obserwacji.

Kopolimer P(LLA/GLA)+CF wyraznie powodowat przyspie-
szenie odnowy tkanki kostnej w poréwnaniu z grupg kon-
trolna.
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Biomateriatami stosowanymi w angioplastyce naczyn sa:
polietylenotereftalan, polimetylometakrylan, politetrafluoro-

The co-polymer P(LLA/GLA)+CF visibly caused accelera-
tion of osseous tissue regeneration compared to control
group.
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