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Streszczenie

Implanty kompozytowe z kopolimeru resorbowalne-
go laktydu z glikolidem modyfikowanego nanoczgstka-
mi hydroksyapatytu oraz implanty z czystego polimeru
wszczepiono w koS¢ zuchwy krélika. Okresy kontrolne
przypadaty po 1,2,3,6,12,24,48 tygodniach implantaciji.
Przeprowadzono obserwacje mikroskopowg granicy
ko$c¢-implant wraz z analizg pierwiastkow przy uzyciu
mikroskopu skaningowego (SEM) z przystawkg EDS.
Zaobserwowano, ze po implantacji czystego polimeru
udziat tkanki tgcznej jest wiekszy niz w przypadku
PGLA+HAP w catym okresie obserwacji. W przypadku
kompozytu widoczne sq dwa mechanizmy odbudowy
koSci, zarobwno na czgstkach hydrokyapatytu jak i na
wytworzonych wtéknach kolagenowych.

[Inzynieria Biomateriatéw, 58-60,(2006),98-101]

Wprowadzenie

Modyfikacja polimeréw resorbowalnych nanoczgstkami
hydroksyapatytu daje mozliwo$¢ opracowania wielofunk-
cyjnych implantéw kompozytowych dla chirurgii kostne;.
Poliestry alifatyczne (PLA, PGA) i ich kopolimery ulegajg
w $rodowisku biologicznym hydrolizie do poszczegolnych
kwasow (kwas mlekowy, kwas glikolowy), ktére nastepnie
wchodzg w cykl przemian enzymatycznych (cykl Krebsa),
w wyniku czego sg wydalane z organizmu w postaci dwu-
tlenku wegla i wody [1]. Istotne jest, aby czas resorpcji
polimeru byt dostosowany do czasu regeneracji leczonej
tkanki. Osnowa polimerowa ulegajac stopniowej resorpc;ji
powoduje obnizenie wytrzymatosci implantu, co powinno
umozliwi¢ przejmowanie obcigzen przez leczong tkanke.
Dodatek nanoczastek hydroksyapatytu ma na celu aktywo-
wanie wydzielania apatytu kostnego i stymulowanie wzrostu
tkanki kostnej. Zastosowanie czastek o nanometrycznych
rozmiarach powinno zwiekszy¢ ich bioaktywnos¢, co jest
zwigzane z duzym rozwinieciem powierzchni tego materia-
tu. Nanoczgstki sprzyjajg réwniez pozytywnej odpowiedzi
komodrkowej ze wzgledu na ich zblizone wymiary [2].

Do okreslenia wzajemnych oddziatywan implant-tkanka
konieczne jest przeprowadzenie badan biologicznych na
zwierzetach. Pozwalajg one oceni¢ zmiany zachodzace
w implancie pod wptywem wielu czynnikow réwnoczesnie
(dziatania enzymoéw, adhezji biatek i komérek, zrézni-
cowanego stanu naprezen, zmieniajgcej sie w stanach
chorobowych badz zapalnych temperatury i pH). Przede
wszystkim jednak pozwalajg oceni¢ jako$¢ rosnacej tkanki
oraz szybkos¢ i mechanizm procesu gojenia.

Celem pracy jest ocena wptywu $rodowiska biologicznego
na procesy resorpcji polimeru, jak réwniez okreslenie szyb-
kosci i mechanizmu regeneracji leczonej tkanki kostne;j.
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Abstract

Lactide-co-glycolide/nano-hydroxyapatite compo-
site and pure polimer were implanted into the rabbit
submaxilla bones. Control periods were determined
as 1,2,3,6,12,24,48 weeks after the implantation.
Microscopic observations of bone-implant interface,
together with elemental analyses, were performed
using the scanning electron microscope (SEM) equi-
pped with EDS unit. It was found that the contribution
of connective tissue is higher after pure polymer
implantation as compared to PGLA+HAP composite.
In the case of composite, two mechanisms of bone re-
construction can be observed, both on hydroxyapatite
particles as well as on collagen fibres formed.

[Engineering of Biomaterials, 58-60,(2006),98-101]

Introduction

Modification of resorbable polymers with use of hydro-
xyapatite nanoparticles opens the opportunities to design
multifunctional composite implants for bone surgery. Alipha-
tic polyesters (PLA, PGA) and their co-polymers undergo
hydrolysis in biological environment and break into acids
(lactic, glycolic), which later enter the cycle of enzymatic
transformations (Krebs’ cycle). As the result, they are re-
moved from the body in form of carbon dioxide and water
[1]. The adjustment of polymer resorption time to the time
of regeneration of healed tissue is critical.

Progressive resorption of polymer matrix leads to implant’s
strength reduction, which should allow the healed tissue
for taking over the carried strains. The addition of hydroxy-
apatite nanoparticles has for aim the activation of release
of bone apatite and stimulation of bone tissue growth. The
application of particles of nanometric dimensions shall
increase their bioactivity, related to extensive surface de-
velopment of this material. The presence of nanoparticles
favours also the positive cell response, due to their mutual
size closeness [2].

Biological examination using animals is necessary in order
to establish the mutual implant-tissue interaction. Such
experiments enable to assess the changes taking place
within the implant, simultaneously affected by the multi-
tude of factors (enzyme action, protein and cell adhesion,
differentiated stress, temperature and/or pH varying in
inflammation or disease situations). First and foremost such
experiments allow for assessment of quality of the growing
tissue, the overall velocity of healing process as well as its
mechanism.

The aim of this work was to evaluate the effect of biologi-
cal environment on the process of polymer resorption, and
to define the velocity and the mechanism of healed bone
tissue regeneration process.



Materialy i metody

W pracy stosowano kopolimer laktydu i glikolidu (PGLA):
84% laktydu i 16% glikolidu (Mn=85000 Da, Mw/Mn=2,1)
wyprodukowany przez Centrum Chemii Polimerow PAN w
Zabrzu [3]. Kompozyt otrzymano przez dodatek 15%wag.
hydroksyapatytu otrzymanego w wyniku ekstrakcji z kosci
zwierzecych [4]. Implanty o ksztatcie cylindrycznym otrzy-
mano metodg wtrysku w temperaturze 180°C.

Badania doswiadczalne na zwierzetach przeprowadzono
na krolikach nowozelandzkich. Wszystkie zabiegi prowa-
dzone byly w Centralnej Zwierzetarni Slaskiej Akademii
Medycznej za zgoda Komisji Bioetycznej. Wszczepy wpro-
wadzano w chirurgicznie przygotowane tozysko o srednicy
3,2 mm w kosci zuchwy. Okresy kontrolne wyznaczono na
1,2,3,6,12,24,48 tydzien od implantacji materiatu.
Obserwacje mikroskopowa granicy kosc¢-implant wraz z ana-
lizg pierwiastkdbw wykonano na mikroskopie skaningowym
(SEM) Jeol JSM-5400 z przystawka EDS.

Wyniki badan i dyskusja

Analiza mikroskopowa wraz z analiza EDS wskazujg,
ze implant wykonany z czystego polimeru separuje sie
od kosci grubg warstwg tkanki facznej przez caty okres
obserwacji (zwiekszona zawartos¢ tlenu i wegla w analizie
EDS - RYS.1,2,3,4). Tkanka taczna obecna jest w obrebie
implantu, co pozwala wnioskowac, ze zastepuje resorbujg-
cy sie polimer. Po 24 tygodniach implantacji w miejscu po
implancie, oprécz tkanki tagcznej widoczne sg rowniez jony
wapnia i fosforu $wiadczace o stopniowym wzroscie udziatu
kosci (RYS.3), a po roku implantacji tkanka kostna zaczyna
dominowac w stosunku do tkankitacznej (RYS.4). Resorpcja
polimeru zauwazalna jest juz od 3 tygodnia implantacji, co
sugerujg obecne w implancie liczne spekania i pory.
Proces resorpcji kompozytu z czgstkami hydroksyapatytu
rozpoczyna sie¢ podobnie jak w przypadku czystego poli-
meru. Juz po 3 tygodniach implantacji (RYS.5a) granica
kosc-implant jest nieréwna, widoczne sg w niej ubytki poli-
meru, w ktore wrosta tkanka kostna. Na styku kos¢-implant
obecna jest tkanka taczna, o czym Swiadczy zwigekszona
zawartos¢ tlenu i wegla na analizie EDS (RYS.5b). Po 6
tygodniach przebywania implantu w organizmie kroélika
proces resorpcji obejmuje rowniez $rodek kompozytu,
co mozna wnioskowa¢ na podstawie widocznych spekan
implantu (RYS.6a). Wzrost udziatu jonéw wapnia i fosforu
(EDS - RYS.6b) w stosunku do analizy pierwiastkowej po
3 tyg. implantacji sugeruje, ze w obrebie implantu oprécz
czgstek hydroksyapatytu obecny jest rowniez apatyt kostny.

RYS.1. Implant PGLA w kosci zuchwy krélika po 3
tygodniach implantacji: a) analiza mikroskopowa
SEM, b) analiza EDS.

FIG.1. The PGLA implant in rabbit’s submaxilla
bone after three weeks from implantation: a) mic-
roscopic (SEM) analysis, b) EDS analysis.

Materials and methods

The lactide and glicolilde co-polymer (PGLA) was used in

this work, consisting of 84% of lactide and 16% of glycolide
(Mn=85000 Da, Mw/Mn=2,1), made by the Centre for Po-
lymer Chemistry PAN in Zabrze, Poland [3]. The composite
was obtained by addition of 15 wt.% of hydroxyapatite, the
latter being extracted from animal bones [4]. Implants of
cylindrical shape were obtained by injection at 180°C.
Animal experiments were carried out using the New Zealand
rabbits. All surgeries were performed at the Central Animal
Farm of Silesian School of Medicine, with permission of
Bioethics Commission. Implants were introduced into
surgically prepared bed (dia. 3.2 mm) of submaxilla bone.
Control periods were determined as 1,2,3,6,12,24,48 weeks
after the implantation.
Microscopic observations of bone-implant interface, together
with elemental analyses, were performed using the scanning
electron microscope (SEM) Jeol JSM-5400 equipped with
EDS unit.

Results and discussion:

Microscopic analysis, together with EDS analyses, indi-
cate that the implant made of pure polymer separates itself
from the bone by a thick layer of connective tissue during
the entire period of observation, which is confirmed by the
increased oxygen and carbon dioxide contents in EDS
analyses ( FIGs.1,2,3,4).

Connective tissue is present within the implant, which allows
to conclude that it replaces the resorbing polymer. After 24
hours from implantation, the ions of calcium and phosphorus
are present in the implant area, thus proving the increasing
contribution of the growing bone (FIG.3). One year after
implantation, the content of bone tissue dominates over
the connective tissue (FIG.4). Polymer resorption can be
observed already three weeks after implantation, which
is suggested by the presence of fissures and pores within
the implant.

The resorption process of hydroxyapatite containing com-
posite commences in a similar way as in the case of pure
polymer. After three weeks from implantation (FIG. 5a) the
bone-implant interface becomes rough and polymer losses
can be observed with bone tissue in-growths. Connective
tissue is present at the bone-implant interface, which is
confirmed by the increased content of oxygen and carbon
dioxide in the results of EDS analysis (FIG.5b). After the
implant remains in rabbit’s body for six weeks, the resorption
embraces also composite’s interior, which can be confir-
med by visible cracking of the implant (FIG.6a). Calcium
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RYS.2. Implant PGLA w kosci zuchwy krélika po 6
tygodniach implantacji: a) analiza mikroskopowa
SEM, b) analiza EDS.

FIG.2. The PGLA implant in rabbit’s submaxilla
bone after six weeks from implantation: a) micro-
scopic (SEM) analysis, b) EDS analysis.
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RYS.3. Implant PGLA w kosci zuchwy krélika po
24 tygodniach implantacji, analiza mikroskopowa
SEM i EDS.

FIG.3. The PGLA implant in rabbit’s submaxilla
bone after 24 weeks from implantation, SEM and
EDS analysis.

RYS.5. Implant PGLA+HAP w kosci zuchwy kroélika
po 3 tygodniach implantacji, analiza mikroskopo-
wa SEM i EDS.

FIG.5. The PGLA+HAP implant in rabbit’s subma-
xilla bone after three weeks from implantation,
SEM and EDS analysis.
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RYS.7. Implant PGLA+HAP w kosci zuchwy krélika
po 12 tygodniach implantacji, analiza mikrosko-
powa SEM i EDS.

FIG.7. The PGLA+HAP implant in rabbit’s subma-
xilla bone after 12 weeks from implantation, SEM
and EDS analysis.

Widoczne jest takze zmniejszenie grubosci tkanki facznej na
granicy implant-tkanka. Na zdjeciu mikroskopowym otrzy-
manym po 12 tygodniach implantacji (RYS.7a) widoczne
sq fraktalne ziarna apatytowe, rozrastajace sie w puste
przestrzenie pozostawione po zresorbowanym polimerze
(EDS — RYS.7b). Po roku implantacji puste miejsca sg juz
prawie catkowicie wypetnione tkankg kostng (RYS.8a,b).
Na obrazie mikroskopowym widoczne jest rowniez wtdkno
kolagenowe, na powierzchni ktérego obecne sg rowniez
wydzielenia apatytu kostnego. Swiadczy to o podwéjnym
mechanizmie tworzenia nowej tkanki kostnej, zarébwno na
bioaktywnych ziarnach hydroksyapatytowych, jak rowniez
na podtozu z widkien kolagenowych.

RYS.4. Implant PGLA w kosci zuchwy krélika po
48 tygodniach implantacji, analiza mikroskopowa
SEM, i EDS.

FIG.4. The PGLA implant in rabbit’s submaxilla
bone after 48 weeks from implantation, SEM and
EDS analysis.
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RYS.6. Implant PGLA+HAP w kosci zuchwy kroélika
po 6 tygodniach implantacji, analiza mikroskopo-
wa SEM i EDS.

FIG.6. The PGLA+HAP implant in rabbit’s subma-
xilla bone after six weeks from implantation, SEM
and EDS analysis.

RYS.8. Implant PGLA+HAP w kosci zuchwy kroélika
po 48 tygodniach implantacji, analiza mikrosko-
powa SEM i EDS.

FIG.8. The PGLA+HAP implant in rabbit’s subma-
xilla bone after 48 weeks from implantation, SEM
and EDS analysis.

and phosphor ions contents (EDS — FIG.6b) compared to
elemental analyses after three weeks from implantation
indicate that other than hydroxyapatite, the bone apatite is
also present within the implant. Decrease of thickness of
connective tissue can be also observed within the implant-
tissue interface. The SEM photomicrographs obtained after
12 weeks from implantation (FIG.7a) indicate the presence
of fractal apatite grains, growing towards the voids left
after the resorbed polymer (EDS — FIG.b). The voids are
almost completely filled by bone tissue after a year from
implantation (FIG.8a,b). Photomicrographs reveal also the
presence of collagen fibres, with bone apatite secretions on
their surfaces. This observation confirms the functioning of
dual mechanism of formation of a new bone tissue; both
on bioactive hydroxyapatite grains as well as on collagen
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fibres substrates.
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Whioski

Proces resorpcji zaréwno kompozytu PGLA+HAP jak i

czystego polimeru jest zauwazalny od 3 tygodnia implan-
tacji.
W przypadku kompozytu tworzenie tkanki kostnej nastepuje
rownolegle z procesem resorpcji polimeru. Widoczne sg dwa
mechanizmy odbudowy ko$ci, zaréwno na czastkach hydro-
kyapatytu jak i na wytworzonych wtéknach kolagenowych.
Po implantacji czystego polimeru udziat tkanki tacznej jest
wigkszy niz w przypadku kompozytu PGLA+HAP w catym
okresie obserwacji.
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Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki badan ,in vitro
resorbowalnych wtékien PGLA, PGLA-HAP i alginia-
nowych oraz modyfikowanych nimi btonek kompo-
zytowych z poliglokolilaktydu. Badania te wykazaty
zréznicowane zachowanie zarbwno samych wtdkien
resorbowalnych jak i kompozytéw z ich udziatem. Na
podstawie uzyskanych wynikéw zaprojektowano i
wykonano kompozyty gradientowe o kontrolowanym
czasie resorpcji. Zachowanie otrzymanych kompo-
zytow gradientowych w sztucznym srodowisku biolo-
gicznym przeanalizowano poprzez pomiar predko$ci
fali ultradzwiekowej przed i po inkubacji w wodzie
destylowanej oraz obserwacje mikroskopowe. Tego
typu resorbowalne kompozyty gradientowe mogg
by¢ wykorzystane na implanty do regeneracji tkanki
kostnej, nerwowej i innych tkanek miekkich.

[Inzynieria Biomateriatéw, 58-60,(2006),101-106]
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