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Streszczenie

Celem pracy byta ocena niektérych witasciwosci
biologicznych kompozytu otrzymanego z biodegrado-
walnego kopolimeru glikolidu z laktydem wzmocnio-
nego wtéknami weglowymi. Wyniki przeprowadzonych
badan na zwierzetach poddano ocenie klinicznej, ra-
diologicznej i histopatologicznej. Uzyskane wyniki
badan wykazaty, iz badany materiat nie wywotuje ne-
gatywnych odczynow miejscowych i ogoélnoustrojo-
wych, a najbardziej aktywny proces odnowy tkanki
kostnej nastepuje miedzy 14 a 21 dobg, natomiast
mineralizacji pomiedzy 6 a 12 tygodniem obserwacji.

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

[Inzynieria Biomateriatow, 38-43, (2004), 242-246]

Wprowadzenie

Od szeregu lat dzieki znacznemu rozwojowi techniki i
wprowadzeniu nowych technologii w zabiegach odtworczych
stosuje sie w medycynie tzw. "materiaty obce" tj. tworzywa
metaliczne, materiaty ceramiczne, polimery czy kompozyty
- okreslane jako biomateriaty. Moga one stanowi¢ ruszto-
wanie dla wrastajgcych w nie tkanek otaczajgcych, ale dos¢
czesto stosowane sg jako elementy podporowe lub stabili-
zujgce. Powinno je charakteryzowac szereg odpowiednich
wiasciwosci fizycznych, chemicznych czy mechanicznych,
ale nade wszystko nie powinny wywotywac alergii ani po-
siada¢ wiasciwosci toksycznych czy kancerogennych [1, 2].
W ostatnich latach przeprowadzono szereg badan in vitro i
in vivo z zastosowaniem réznorodnych polimeréw. Uzyska-
ne pozytywne wyniki badan doprowadzity do ich kliniczne-
go zastosowania. Przyktadami takich materiatéw sg poli-
laktyd (PLA), poliglikolid (PGA), polisulfon (PSU) czy witok-
nisty materiat weglowy w postaci kompozytu wegiel-wegiel
(C-C)[1, 3]. Kazdy z tych materiatéw posiada szereg zalet,
miedzy innymi duzg porowatosc¢, brak toksycznosci, oraz
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Abstract

The main purpose of this investigation was esti-
mation of some biological properties of biodegradable
lactide-glycolide co-polymer reinforced by carbon fi-
bres. The results of the research subjected to clinical,
radiological and histopathological estimation. The
tested material caused lack of local and general nega-
tive reactions, the most active process of osseous tis-
sue regeneration was between 14 and 21 day, how-
ever the most mineralization was between 6 and 12
week of observation.

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

[Engineering of Biomaterials, 38-43, (2004), 242-246]

Introduction

From a lot of years thanks to considerable growth of the
technology and introduction of new production engineering
in reconstructive operations it's used for medical applica-
tion "foreign materials" - biomaterials - like metal, ceramic,
polymer or composite materials. They can be use as scaf-
fold for growing in surrounding tissues but also as support-
ing and stabilizing elements. These materials should have
right physical, chemical and mechanical properties but
above all they shouldn'’t call out allergy and toxic or carcino-
genic reactions [1, 2].

In recent years it was done a lot of in vitro and in vivo ex-
aminations using varied polymer materials. The positive
results received during the tests leaded to their clinical ap-
plications. The examples of these materials are polylactide
(PLA), polyglycolide (GLA), polysulfone (PSU) or carbon-
carbon composites (C-C) [1, 3]. Each of its have a number
of advantages, among others a proper porosity, lack of tox-
icity and biocompatibility manifesting themselves lack of



biozgodnos¢ przejawiajgcy sie brakiem odczynu typu "oko-
to ciata obcego". Majg jednak i wady, do ktérych nalezy
gtéwnie kruchos¢, mata wytrzymatos$¢ na zginanie, co eli-
minuje te materiaty jako elementy podporowe. Zauwazono
jednak, iz taczac je i tworzgc tzw. kopolimery mozna uzy-
skac szereg korzystniejszych wtasciwosci [1].

Kopolimery laktydu z glikolidem sg typowymi materiatami
termoplastycznymi, dzigki czemu mozliwe jest wytwarza-
nie z nich, np. metodg wtrysku czy wyttaczania, wyrobow
przeznaczonych dla medycyny. Odznaczajg sie jednak sto-
sunkowo stabymi parametrami mechanicznymi, co ograni-
cza ich medyczne zastosowania do przypadkow, gdzie nie
muszg przenosi¢ znacznych obcigzen. Optymalnym spo-
sobem poprawy wtasciwosci mechanicznych jest zbrojenie
tych materiatow ré6znego rodzaju wtdéknami syntetycznymi,
np. weglowymi [4, 5].

Celem niniejszej pracy byta ocena niektorych wtasciwosci
biologicznych kompozytu otrzymanego z kopolimeru gliko-
lidu z laktydem wzmocnionego wiéknami weglowymi -
P(LLA/GLA)+CF. Dla zrealizowania tego celu wykonano
badania na zwierzetach, a wyniki poddano ocenie klinicz-
nej, radiologicznej i histopatologicznej. Na podstawie ba-
dan analizowano czy kopolimer P(LLA/GLA)+CF wywotuje
niekorzystne odczyny tkankowe, w jakich okresach badaw-
czych dochodzito do najbardziej aktywnego procesu odbu-
dowy ko$ci i mineralizacji tkanki kostnej oraz czy kopolimer
P(LLA/GLA)+CF wptywat na spowolnienie czy tez przyspie-
szenie odnowy tkanki kostnej w poréwnaniu z grupg kon-
trolna.

Materiatl i metody

W pracy zastosowano kompozyt otrzymany z niezawie-
rajgcego toksycznych domieszek kopolimeru glikolidu z lak-
tydem (18:82) wzmocniony widknami weglowymi o dtugo-
$ci 3 mm. Udziat objetosciowy wtokien wynosit 15%.

Do badan doswiadczalnych na 24 krdlikach (mieszance
réznej ptci o wadze od 2600 - 3200 graméw) uzyto materiat
w postaci walcow o $rednicy 3,2 mm.

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

Z ciecia obustronnego u podstawy zuchwy docierano do jej
bocznych powierzchni. Frezem wykonywano ubytki kostne
o $rednicy okoto 3,2 mm na obu powierzchniach bocznych.
Ubytki po stronie lewej pozostawiono do wypetnienia skrze-
pem krwi (grupa kontrolna), a po stronie prawej wypetniono
badanym kopolimerem P(LLA/GLA)+CF (grupa badana). Na
grzbiecie zwierzat wzdtuz kregostupa ledzwiowego wyko-
nano naciecia skory. Po lewej stronie kregostupa pod sko-
rg wytworzono kieszen, po prawej natomiast rozwarstwio-
no miesnie grzbietu. W tak przygotowane miejsca wprowa-
dzono badany materiat. Rany po obu stronach zaszywano
warstwowo "Dexonem".

W okresie pooperacyjnym zwierzeta nie otrzymywaty zad-
nych lekéw.

U wszystkich zwierzgt wykonywano obserwacje kliniczne
przebiegu gojenia ran, a po ich zabiciu badania radiologicz-
ne, makroskopowe i histopatologiczne w 7, 14 i 21 dobie,
oraz w 6, 12 i 24 tygodniu doswiadczenia.

W ocenie klinicznej uwzgledniono zachowanie zwierzat oraz
gojenie ran.

Ocene radiologiczng wykonano na podstawie rentgenow-
skich zdje¢ zebowych obejmujgcych czes¢ trzonu zuchwy
wraz z zebami i ubytkami kostnymi.

Makroskopowo oceniano wyglad ubytkow i tkanek kostnych
bezposrednio je pokrywajacych.

W badaniach histopatologicznych oceniano tkanke kostng
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foreign body type reaction. They have also a lot of disad-
vantages, for example fragility or low bending strength, which
eliminate these materials as supporting elements. It was
observed that thanks to jointing these materials and forma-
tion of co-polymers it can obtain many better properties [1].
The lactide-glycolide co-polymers are typical thermoplastic
materials and therefore it is possible to shape them by in-
jection moulding to obtain the articles for medical applica-
tions. However, they have relatively low mechanical param-
eters which essentially limit the applications to the regions
where it's not necessary that they bear significant loads. It
seems that reinforcement with some synthetic fibres like
carbon fibres might greatly improve their mechanical prop-
erties.

The main purpose of this investigation was estimation of
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 base received of results firstly it was analyzed does the
lactide-glycolide co-polymer call out adverse tissue reac-
tions, secondly in which research periods the most process
of bone reconstruction and osseous tissue mineralization
was observed and thirdly does the P(LLA/GLA)+CF co-poly-
mer influence on acceleration or slowdown of osseous tis-
sue regeneration compared to control group.

Material and methods

In this work used composite obtained from a lactide-
glycolide (18:82) co-polymer without any toxic additives re-
inforced by 3 mm long carbon fibres. The volume fraction of
carbon fibres in the composite was 15%.

The experimental study was performed on 24 rabbits (both
sex and weight between 2600-3200 g) and the using mate-
rial 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 canals on the left was filled with blood
clot (control group) and the canals on the right tested com-
posite P(LLA/GLA)+CF (experimental group). In the sec-
ond stage of surgery under skin on the left side of back-
bone was made pocket however on the right side sepa-
rated the muscles of the back, implants were placed in the
both openings. In the all cases Dextron was used to wounds
suture.

For all animals clinical examination and then (after the rab-
bits were killed) radiological, histopathological and
macroscopy investigations were executed in 1, 2, 3, 6, 12
and 24 week of examination.

The behaviour of animals and healing of surgical wounds
were observed during clinical examination.

The radiological investigation performed on the basis of X-
ray tooth pictures including part of body

of the mandible with tooth and bone defects.

The appearance of bone defects and osseous tissue was
estimated during macroscopy investigation.

The osseous tissue which was situated in and around of
bone defects, subcutaneous and muscular tissue from area
of lumbar backbone were estimated during histopathologi-
cal investigations. It was investigated internal organs (kid-
ney and liver) of the animals, too.
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w miejscu wykonywanych ubytkéw i z otoczenia, ponadto
tkanke podskorng i migsniowg z okolic kregostupa ledzwio-
wego. Badano réwniez narzady wewnetrzne zwierzat do-
Swiadczalnych (watrobe i nerki). Pobrane fragmenty tka-
nek przeprowadzono w sposoéb typowy.

Wyniki i dyskusja

Obserwacje kliniczne

W okresie pooperacyjnym zwierzeta zachowywaty sie
spokojnie. Po 2 godzinach od zakonczenia zabiegu rozpo-
czynaty picie wody, a nastepnie przyjmowanie karmy. Przez
caly czas nie wykazywaty oznak zniecierpliwienia (brak bolu
pooperacyjnego). Do 3 doby po zabiegu w otoczeniu ran
skornych widoczny byt obrzek tkanek, gdzieniegdzie widocz-
ne byly zaczerwienienia wokot szwow - nie stwierdzono
objawéw chetbotania (brak krwiaka lub tez obfitej wydzieli-
ny przyrannej). Przez caty okres obserwacji nie zauwazono
rozchodzenia sie ran. Okres catkowitego wygojenia ran
zamykat sie miedzy 10 - 14 dniem (usuwanie szwow), a
mierne zgrubienia tkanek (gtéwnie skory i tkanki podskor-
nej) byty niedostrzegalne od 21 doby do$wiadczenia. Przez
caty okres doswiadczenia obserwowano staty przyrost masy
ciata krolikow.

Badania radiologiczne

W 7 dobie, zarébwno w grupie badanej jak i kontrolnej,
widoczne byto kuliste przejasnienie
o regularnych brzegach, wielkoscig odpowiadajgce wyko-
nanemu ubytkowi tkanki kostnej.
W poézniejszym okresie obserwowano zmniejszajgce sie juz
nieregularne przejasnienie, ktére w grupie badanej byto
widoczne w postaci drobnych punkcikow, przewazaty jed-
nak wyspowate cienie.
W 24 tygodniu ubytek kostny wypetniony byt juz zminerali-
zowang tkankg, co widoczne byto w postaci zaznaczonego
zacienienia.

Ocena makroskopowa

W obu grupach w pierwszym tygodniu tkanki pokrywajg-
ce ubytek kostny daty sie tatwo preparowac, co stato sie
trudniejsze juz w 14 dobie, gdyz tkanki pokrywajgce ubytek
Scisle przylegaty do kosci i miaty wigkszg spoistos¢. W 6 i
12 tygodniu obserwacji ubytek tkanki kostnej pokryty byt
miejscami tkankg o wygladzie kosci, w grupie badanej jej
powierzchnia byta porowata i ustana drobnymi, ledwo do-
strzegalnymi zagtebieniami. W 24 tygodniu ubytek w cato-
Sci pokryty byt tkankg kostng i makroskopowo miejsce wy-
konanego ubytku nie réznito sie od otoczenia.

Badania histopatologiczne

W tkance kostnej do 14 doby obserwac;ji obrazy histopa-
tologiczne w obu grupach nie wykazywaty znacznych réz-
nic. Widoczny byt wyraznie uformowany ubytek pokryty
przez mtodg tkanke tgczng widknistg z cechami aktywnej
odbudowy tkanki kostnej pod postacig licznych pasm mto-
dych, niedojrzatych beleczek kostnych obrzezonych oste-
oblastami. Ponadto obecne byty martwicze resztki tkanki
kostnej otoczone osteoklastami, a w grupie badanej poje-
dyncze wibékna weglowe umiejscowione na dnie ubytku. W
tkance tgcznej widknistej uwidocznity sie widkna kolageno-
we oraz niedojrzate i dojrzate beleczki kostne pokryte oste-
oblastami (RYS. 1). W 21 dobie w grupie kontrolnej aktyw-
nosc¢ osteoblastyczng obserwowano w niektorych belecz-
kach kostnych (w innych ko$¢ wykazywata cechy dojrzato-
$ci), a w grupie badanej jedynie w znajdujacej sie gtebiej
tkance fgcznej wtokniste;j.
W tkance podskérnej po tygodniu obserwacji wszczep oto-

Results and discussion

Clinical examinations

The animals behaved calm in postoperative period. Af-
ter 2 hours from the end of surgery they started to drink
water and next eat the fodder. All the time they weren’t im-
patient (lack of postoperative pain). The tissues edema
around the skin wounds and redness around the sutures
were observed to the 3 week of experiment - there was no
fluctuation symptom (lack of hematoma or wound secre-
tion). For all the time of observation the wounds didn'’t parted.
The period of complete healing of the wounds was between
10 and 14 day of experiment (time of sutures removal),
mediocre pachyderma was observed to 21 day of experi-
ment. For all period of experiment it was observed change-
less weight gain of the rabbits.

Radiological investigations

In 7 day of experiment radiological study of mandible
showed round alight with regular border which dimension
was such as the bone defect. In later period the alight was
got smaller and irregular and in experimental group it was
observed in shape of small points, there were a lot of local
shades. In 24 week the bone defect was filled with mineral-
ized tissue what was observed in shape of marked shade.

Macroscopy investigation

In both groups in first week of experiment the prepara-
tion of tissues covering the bone defect was easy what in
14 day of observation became already more difficult be-
cause tissues covering bone defect adhered more to the
bone and had more cohesion. In 6 and 12 week of experi-
ment the bone defect was local covered with similar to bone
tissue, its surface in experimental group was porous and
covered with small and hardly discernible hollows. After 24
week period examination whole bone defect was covered
with osseous tissue and the place of defect didn’t differ from
surroundings.

Histopathological investigations

In the osseous tissue to 14 day of observation in both
groups histopathological pictures didn’t show considerable
differences. It was shown the bone defect covered with
young fibrous tissue with features of active osseous tissue
reconstruction assuming shape of numerous bands of young
and immature osseous trabeculas which were surrounded
with osteoblasts. Besides there were necrotic leavings of
osseous tissue what was surrounded with osteoclasts. In
experimental group there were the single carbon fibers on
the bottom of defect. The collagenic fibres, besides imma-
ture and mature osseous trabeculas covered with
osteoblasts were visible (FIG. 1). In 21 day in the control
group osteoblasts were in some osseous trabeculas (in oth-
ers the bone was mature) and in the experimental group
they were only in deeper situated fibrous tissue.
After one week of observation in the subcutaneous tissue a
graft was surrounded with a connective tissue capsule with
some carbon fibres which remained during removal of the
graft. In later period a connective tissue capsule became
thicker and there were onenuclear phagocytic cells, which
sometimes blended and created giant multinuclear cells on
its surface (FIG. 2). The scraps of carbon fibres and tested
material were surrounded with macrophages which created
small foreign body granulomas. After 21 days of observa-
tion a connective tissue capsule was built mainly with colla-
genic fibres and few macrophages. In same places around
capsule a connective tissue scar and regeneration of dam-
aged muscle fibres was observed.



czony byt cienka torebkg fgcznotkankowg z widocznymi
miejscami fragmentami wtékien weglowych po usunietym
wszczepie. W pdzniejszym okresie torebka tgcznotkanko-
wa stata sie pogrubiata, a na jej powierzchni obecne byty
jednojgdrowe komorki fagocytarne, czasami zlewajace sie
i tworzgce komarki olbrzymie wielojgdrowe (RYS. 2). Frag-
menty widkien weglowych i badanego materiatu otoczone
byly przez makrofagi tworzgce drobne ziarniniaki typu oko-
to ciata obcego. Po 21 dniach obserwacji torebka tagcznot-
kankowa zbudowana byta gtéwnie z wtokien kolagenowych
i nielicznych makrofagow.

W niektdérych miejscach wokét torebki obserwowano cechy
tworzenia sie blizny tgcznotkankowej i regeneracji uszko-
dzonych witdkien miesniowych.

Poczatkowa obserwacja tkanki miesniowej wokot wszcze-
pu wykazata obecnos$¢ miodej tkanki tgcznej widknistej z
bogatg siecig wiosowatych naczyh krwionosnych wnikaja-
cej pomiedzy uszkodzone widkna miesni poprzecznie prgz-
kowanych (RYS. 3). W dalszym etapie w tkance wtdknistej
pojawity sie widkna kolagenowe, a w tkankach poza wsz-
czepem nieliczne olbrzymiokomaorkowe ziarniniaki typu oko-
to ciata obcego wytworzone wokdt luznych fragmentéw wié-
kien weglowych. Po 3 tygodniach obserwacji wokot wsz-
czepu wytworzyta sie gruba bliznowaciejgca torebka tagcz-
notkankowa zbudowana z wiékien kolagenowych i fibrobla-
stéw. Na obwodzie zmian widoczne byty cechy regeneracji
wiékien miesniowych z pomnozeniem jgder komdrkowych.
W badanych narzgdach wewnetrznych (nerki i watroba) nie
wykazano zadnych zmian patologicznych zwigzanych z
zastosowanymi wszczepami.

Podsumowanie

Kopolimer P(LLA/GLA)+CF nie wywotuje negatywnych
odczynéw miejscowych i ogélnoustrojowych.
Wydaje sie, iz najbardziej aktywny proces odnowy tkanki
kostnej nastepuje miedzy 14 a 21 dobg, a mineralizacji po-
miedzy 6 a 12 tygodniem obserwacji.

Podziekowania

Badania przeprowadzono w ramach projektu badawcze-
go Komitetu Badarn Naukowych nr 3 T0O9B 010 17.

Initial observations of muscle tissue showed a young fibrous
tissue with a lot of capillary blood vessels penetrating be-
tween damaged fibres of skeletal muscles (FIG. 3). In next
period in fibrous tissue a collagenic fibres were observed.
Besides there were few gigantocellular foreign body
granulomas around scarps of carbon fibres in tissue out of
graft. After 3 weeks period it was shown thick cicatricial
connective tissue capsule built with collagenic fibres and
fibroblasts. On the periphery of changes it was shown fea-
tures of muscle fibres regeneration in conjunction with mul-
tiplication of nucleuses.

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

Conclusion

Lactide-glycolide co-polymer caused lack of local and
general negative reactions.
It seems that the most active process of osseous tissue
regeneration was between 14 and 21 day, however the most
mineralization was between 6 and 12 week of observation.
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RYS. 1. Liczne niedojrzate i
dojrzate beleczki kostne pokryte
osteoblastami. Barw. H.E., pow.
200x.

FIG. 1. Immature and mature
osseous trabeculas covered with
osteoblasts (H&E, 200x).
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RYS. 2. Pogrubiata torebka
tacznotkankowa wokot wszczepu.
Barw. H.E., pow. 100x

FIG. 2. Thick connective tissue
capsule around graft (H&E, 100x).

RYS. 3. Tkanka fagczna widknista
rozrastajgca sie pomiedzy
uszkodzonymi peczkami wiékien
miesniowych. Barw. H.E., pow.
100x.

FIG. 3. Fibrous tissue penetrating
between damaged fibres of
skeletal muscles (H&E, 100x).
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