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Wstep

Poli(e-kaprolakton) (PCL) jest badany pod katem przydat-
noéci do wytwarzania biodegradowalnych, porowatych struk-
tur do zastosowania w inzynierii tkankowej, np. do odbudo-
wy tkanki kostnej [1,2]. Z uwagi na niskg odporno$¢ termicz-
ng (temperatura topnienia 55-60°C), a takze koniecznosé
sterylizacji przestrzennych, porowatych ksztattek, optymal-
ng metodg sterylizacji PCL wydaje sie zastosowanie promie-
niowania jonizujgcego. Aby skutecznie, racjonalnie modyfi-
kowac i sterylizowa¢ biomateriaty zawierajgce PCL za po-
mocg techniki radiacyjnej, niezbedne jest poznanie mecha-
nizmu przemian, jakim ulega ten polimer pod wptywem pro-
mieniowania. Celem tej pracy byto stwierdzenie, czy domi-
nujacym skutkiem napromieniania PCL jest degradacja, czy
sieciowanie prowadzace do wzrostu $redniego ciezaru cza-
steczkowego, zbadanie wptywu napromieniania na wytrzy-
matos¢ mechaniczng polimeru oraz przeprowadzenie wstep-
nych testow biozgodnosci napromienionego PCL.

Material i metody

Poli(e-kaprolakton) (Aldrich, nominalny M,,=80 kDa),
oczyszczano poprzez wytrgcenie wodg z roztworu w ace-
tonie. Probki poddawano dziataniu promieniowania jonizu-
jacego w temperaturze pokojowej, z dostepem powietrza
lub szczelnie zamknigte po uprzednim usunieciu powietrza
poprzez przedmuchiwanie stopionego PCL argonem. Wa-
gowo Srednie ciezary czasteczkowe oznaczano metodg sta-
tycznego rozpraszania $wiatta laserowego (Brookhaven
Instruments, BI-200SM). Frakcje zelowg mierzono grawi-
metrycznie po uprzednim usunieciu frakcji zolowej poprzez
ekstrakcje tetrahydrofuranem. Pomiary wytrzymato$ciowe
wykonano za pomocg urzadzenia Instron 5566. We wstep-
nych badaniach biologicznych prébki polimeru podano ste-
rylizacji dwiema metodami: radiacyjng (poprzez napromie-
nienie dawka 25 kGy) oraz poprzez zanurzenie na 2 h w
10% roztworze antybiotyku-antymikotyku (Gibco, 1000 u/
ml penicillin G sodium, 1000 pg/ml streptomycin sulphate,
2,5 pyg/ml amphotericin B). Nastepnie badano zywotnos¢
ludzkich osteoblastéw w kontakcie z PCL sterylizowanym
obiema metodami. Komoérki hodowano przez 7 dni, a ich
przezywalnos¢ badano za pomocg testu XTT [3].

Wyniki

Zmiany wagowo $rednich ciezaréw czasteczkowych PCL
w funkcji zaabsorbowanej dawki promieniowania jonizujag-
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Introduction

Poly(e-caprolactone) is being tested as a substrate for
manufacturing biodegradable, porous structures (scaffolds)
to be used in tissue engineering, e.g. for bone tissue regen-
eration [1,2]. Due to the low thermal resistance of PCL (melt-
ing temperature of 55-60°C) and because of the necessity
of sterilizing three-dimensional, porous structures, applica-
tion of ionizing radiation seems to be method of choice for
sterilization of such scaffolds. Efficient and rational applica-
tion of radiation technique in sterilization and modification
of PCL-based biomaterials requires the mechanism of ra-
diation-induced transformations in this polymer to be known
in some detail. The aim of our work was to find out whether
irradiation of PCL leads mainly to degradation or to cross-
linking resulting in an increase in average molecular weight
and to follow the influence of irradiation on the mechanical
strength of the polymer. We also planned preliminary tests
to assess the influence of irradiation on PCL biocompatibility.

Materials and methods

Poly(e-caprolactone) (Aldrich, nominal Mw = 80 kDa),
was purified by precipitation with water from acetone solu-
tion. Samples were subjected to ionizing radiation in the
solid state at R.T., with free access of air or in gas-tight
vessels after purging with argon in the molten state and
subsequent cooling. Weight-average molecular weights
were measured by static laser light scattering (Brookhaven
Instruments, BI-200SM). Gel fractions were determined
gravimetrically after removing the sol fraction by extraction
with tetrahydrofurane. Mechanical properties were meas-
ured with an Instron 5566 machine. In preliminary biologi-
cal tests, PCL samples were sterilized by two methods: ir-
radiation with a dose of 25 kGy or immersion for 2 h in 10%
solution of an antibiotic-antimycotic (Gibco, 1000 u/ml peni-
cillin G sodium, 1000 pg/ml streptomycin sulphate, 2,5 ug/
ml amphotericin B). Subsequently, vitality of human
osteoblasts in contact with PCL samples sterilized by each
method has been assessed. The cells were cultured for 7
days and the vitality was determined by XTT test [3].

Results

Changes in weight-average molecular weight of PCL as
a function of absorbed dose are shown in FIG.1, while FIG.2
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RYS. 1. Zmiany wagowo sredniego ciezaru
czasteczkowego PCL w funkcji dawki
zaabsorbowanego promieniowania jonizujacego,
dla prébek napromienianych w obecnosci i w
nieobecnosci powietrza.

FIG. 1. Changes in weight-average molecular
weight of PCL as a function of absorbed dose of
ionizing radiation, for samples irradiated in the
presence and absence of air.
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RYS. 3. Zywotnosé osteoblastow w kontakcie z
PCL sterylizowanym dwiema metodami, oceniana
za pomocg testu XTT wzgledem wzorcowej
powierzchni polistyrenowej (TCPS).

FIG. 3. Vitality of osteoblasts in contact with PCL
sterilized by two methods, determined by XTT test
in relation to a standard polystyrene surface
(TCPS).

cego sg pokazane na RYS.1, natomiast RYS.2 przedsta-
wia powstawanie frakcji usieciowanej (zelowej) przy wyso-
kich dawkach promieniowania.

W TABELI 1 przestawiono zmiany wytrzymatosci PCL na
Sciskanie wywotane napromienianiem.

RYS.3 ilustruje przezywalnos¢ osteoblastow w kontakcie z
PCL sterylizowanym dwiema metodami: radiacyjng i z uzy-
ciem antybiotyku.

Dyskusja

Pomiary zmian wagowo $rednich ciezaréw czasteczko-
wych PCL wskazujg, ze wartosci tego parametru rosng wraz
z zaabsorbowang dawkg promieniowania, a zatem domi-
nujgcym procesem towarzyszacym napromienianiu PCL jest
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RYS. 2. Udziat frakcji zelowej PCL w zaleznosci
od zaabsorbowanej dawki promieniowania
jonizujacego, dla probek napromienianych w
obecnosci i w nieobecnosci powietrza.

FIG. 2. Gel fraction of PCL as a function of
absorbed dose of ionizing radiation, for samples
irradiated in the presence and absence of air.

MODUL ELASTYCZNOKI
(test na &iskanie)
COMPRESSIVE ELASTIC

kGy MODULUS MPa

DAWKA
ABSORBED DOSE

TABELA 1. Wartosci modutu Younga dla
nienapromienionych i napromienionych litych
probek PCL (napromienianie w obecnosci
powietrza).

TABLE 1. Values of Young's modulus in
compression tests on non-irradiated and
irradiated solid PCL samples (irradiation was
performed in the presence of air).

illustrates the formation of gel (cross-linked) fraction at high
doses.

Changes in compression strength of PCL caused by irra-
diation are shown in TABLE 1.

FIG.3 illustrates the vitality of osteoblasts in contact with
PCL sterilized by two methods: irradiation and treatment
with an antibiotic.

Discussion

The values of weight-average molecular weight of PCL
increase with absorbed dose. This indicates that cross-link-
ing is the dominating process induced by irradiation. Effi-
ciency of this process is somewhat higher when the poly-
mer is irradiated in the absence of air, since the presence
of oxygen promotes competing degradation reactions.
Irradiation of PCL with high doses leads to the formation of
insoluble, cross-linked (gel) fraction. Gel formation is more
efficient for irradiation in the absence of air. This is expressed
by a lower gelation dose (88 kGy compared to 94 kGy for
samples irradiated in the presence of oxygen) and higher
gel fractions at equal absorbed doses. Even at the highest
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sieciowanie. Efektywnos¢ tego procesu jest nieco wyzsza,

® o o jedli polimer jest napromieniany bez dostepu powietrza,

poniewaz obecnos$c tlenu sprzyja wystepowaniu konkuren-
cyjnych wzgledem sieciowania reakcji degradaciji.
Napromienienie PCL wysokimi dawkami prowadzi do wy-
tworzenia frakcji usieciowanej (zelowej). Tworzenie zelu jest
nieco bardziej efektywne przy napromienianiu bez dostepu
powietrza, co przejawia si¢ nizszg wartoscig dawki zelowa-
nia (88 kGy wobec 94 kGy dla prébek napromienianych w
obecnosci tlenu) oraz wyzszg zawartoscig frakcji zelowej
przy pochtonieciu jednakowych dawek. Nawet przy najwyz-
szych zastosowanych dawkach udziat frakcji zelowej nie
przekracza 60%, a zatem w uktadzie pozostaje znaczna
liczba tancuchow nie zwigzanych w sie¢. Mozna to inter-
pretowac jako wynik jednoczesnego zachodzenia reakcji
sieciowania i degradacji w badanym uktadzie oraz znacz-
nego udziatu w statym PCL frakcji krystalicznej, w obrebie
ktorej sieciowanie jest mniej efektywne niz we frakcji amor-
ficznej.

Waznym praktycznym skutkiem przewagi procesow siecio-
wania nad degradacjg podczas napromieniania PCL jest
fakt, ze nie nastepuje pogorszenie wtasciwosci mechanicz-
nych materiatu, czesto obserwowane dla wielu innych poli-
merdw i ograniczajgce mozliwosc¢ ich radiacyjnej steryliza-
cji. Zgodnie z oczekiwaniem, wskutek sieciowania obser-
wuje sie nawet pewien wzrost wytrzymatosci w funkcji za-
absorbowanej dawki promieniowania. Nalezy zaznaczyc,
ze opisane tu pomiary wytrzymatoSciowe wykonano bez-
posrednio po napromienieniu probek. Wskutek efektu na-
stepczego, ktérego istnienie sygnalizujemy w kolejnym ar-
tykule, wiasciwosci napromienionych prébek moga ulegac
pewnym zmianom w czasie ich przechowywania.
Wstepne badania majgce na celu ocene wptywu steryliza-
cji radiacyjnej na biozgodno$¢ PCL wykazaty, ze przezy-
walnos¢ osteoblastow w kontakcie z PCL sterylizowanym
obiema metodami, radiacyjng i z uzyciem antybiotyku, jest
poréwnywalna. Jesli zatozy¢, ze kontakt PCL z roztworem
antybiotyku nie wptywa w znaczacy sposéb na chemiczng i
fizyczng budowe polimeru, czyli ze probka sterylizowana tg
metodg moze by¢ utozsamiana z wyjsciowym PCL, wyniki
przeprowadzonego wstepnego testu wskazuja, ze steryli-
zacja radiacyjna nie prowadzi do istotnego pogorszenia bio-
zgodnosci.

Whnioski

Dominujgcym skutkiem napromieniania poli(e —kaprolak-
tonu) jest sieciowanie miedzyczasteczkowe prowadzace do
wzrostu Sredniego ciezaru czgsteczkowego, a przy odpo-
wiednio duzych dawkach do utworzenia przestrzennej sie-
ci tancuchow potgczonych ze sobg wigzaniami kowalencyj-
nymi (zel). W wyniku tych proceséw, napromienianie po-
woduje wzrost wytrzymatosci mechanicznej PCL.
Sterylizacja radiacyjna nie prowadzi do istotnego pogorsze-
nia biozgodnosci PCL.
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doses applied, the gel fraction does not exceed 60%, thus
there is a considerable fraction of unbound, single polymer
chains left in the system. This can be explained as a result
of cross-linking and degradation reactions taking place side-
by-side. A factor that may also contribute is a high fraction
of crystalline phase in solid PCL, where the cross-linking is
expected to be much less efficient than in the amorphous
phase.

An important result of the dominance of cross-linking over
chain scission during irradiation of PCL is the lack of dete-
rioration in mechanical properties. The latter effect is fre-
quently encountered for other polymers, being a serious
obstacle to their radiation sterilization. As expected, in the
case of PCL there is even some increase in mechanical
strength with increasing dose. One should mention that the
mechanical tests described here were performed directly
after irradiation. As a result of post-effect, described in more
detail in the following paper, the properties of irradiated PCL
samples may undergo some changes during long-term stor-
age.

Initial tests aimed at assessment of the irradiation influence
on biocompatibility of PCL indicate that vitality of osteoblasts
in contact with PCL sterilized by both methods, irradiation
and antibiotics, is comparable. If we assume that the con-
tact with antibiotics in solution has no marked influence on
the chemical and physical structure of the polymer (i.e. that
the sample sterilized with antibiotics is equivalent to non-
irradiated PCL), the obtained results show no significant
decrease in biocompatibility due to radiation sterilization.

Conclusions

The main effect of irradiation on poly(e-caprolactone) is
intermolecular cross-linking leading to an increase in aver-
age molecular weight and, at sufficiently high doses, to the
formation of three-dimensional network of covalently bound
chains (gel). As a result, an increase in mechanical strength
of PCL is observed.

Radiation sterilization does not lead to significant decrease
in biocompatibility of PCL.
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