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Streszczenie

W pracy dokonano poréwnania wybranych
wtasciwosci biologicznych czystego i napetnionego
hydroksyapatytem kopolimeru glikolidu z laktydem.
Badania przeprowadzono w warunkach dotkankowej
implantacji na zwierzetach. Uzyskane w ich trakcie
wyniki poddano ocenie klinicznej, radiologicznej i his-
topatologicznej. Otrzymane rezultaty badan wykazaty,
iz oba materiaty nie wywofujg negatywnych odczynéw
miejscowych i ogolnoustrojowych. Ponadto odnowa
tkanki kostnej zarowno w stycznosci z kopolimerem jak
i z jego kompozytem nastepuje wraz z jego procesem
degradacji. Obecnosc w biomateriale aktywnego bio-
logicznie hydroksyapatytu wptywa na przyspieszenie
regeneracji tkanki kostnej w poréwnaniu z jego czystg

postacig.

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

na zwierzetach
[Inzynieria Biomateriatow, 58-60,(2006),57-60]
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Abstract

The main purpose of this investigation was estima-
tion of some biological properties of pure and filled
by hydroxyapatite biodegradable lactide/glycolide co-
polymer. The studies of both materials were carried out
on rabbits. The results of the researches subjected to
clinical, radiological and histopathological estimation.
The tested materials caused lack of local and general
negative reactions. Besides the process of osseous
tissue regeneration both a pure and filled by hydroxya-
patite co-polymer was synchronizing with the process
of their degradation. The presence of biological active
hydroxyapatite influences on acceleration of osseous
tissue regeneration in comparison with its pure form.

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

[Engineering of Biomaterials, 58-60,(2006),57-60]
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Wprowadzenie

Badania nad rozwojem materiatow przeznaczonych dla
medycyny zmierzajg w kierunku rozwigzan coraz bardziej
ztozonych biomateriatéw, zarébwno na poziomie atomo-
wym, jak i makroskopowym. Doskonalsze pod wzgledem
wiasciwosci biologicznych, fizyko-mechanicznych i szeroko
pojetej funkcjonalno$ci nowe rozwigzania materiatowe sg
nastepstwem potgczenia rozmaitych grup materiatéw. Do-
bor tych materiatdw dokonywany jest w oparciu o zatozenie,
ze jako najlepszy traktuje sie taki materiat, ktéry generuje
zminimalizowang odpowiedz tkankowa.

Poliglikolid i polilaktyd, a takze kopolimery glikolidu z lakty-
dem sg uznawane za materiaty o duzej zgodnosci biologiczne;j
oraz znacznej biofunkcyjnosci. Nie wplywajg rakotworczo czy
mutagennie na tkanki organizmu zywego [1,2], a ponadto
przeprowadzone do tej pory liczne badania in vitro i in vivo
potwierdzaja, iz nie majg dziatania cytotoksycznego.

Wykonywane z nich wszczepy medyczne pozwalajg na
unikniecie zwigzanej z dodatkowymi kosztami i powiktaniami
reoperacji po zregenerowaniu sie tkanek, zmniejszenie czy
wrecz zaniechanie pobierania przeszczepu z innego organi-
zmu ludzkiego czy obnizenie ryzyka wystepowania dtugotrwa-
tych stanéw zapalnych. Ogranicza sie w ten spos6b mozliwos¢
przeniesienia bakterii, wiruséw czy choréb odzwierzecych, a
takze stosowania lekéw immunosupresyjnych. Materiaty te
czesto stymulujg tkanke do szybszej i bardziej aktywnej rege-
neracji niz ma to miejsce w procesach naturalnych [3].

Polimery bioresorbowalne w czystej postaci majg ogra-
niczone zastosowanie, zwigzane gtéwnie z ich stabymi
wiasciwosciami mechanicznymi. Zaweza to ich uzytecznosé
do elementéw nie przenoszacych znacznych obcigzen
mechanicznych [4, 5]. Stosuje sie je gtdwnie do naprawy
ubytkéw tkanek migkkich [6], jako nos$niki lekow w procesach
ich kontrolowanego uwalniania sie¢ do organizmu zywego
[7], podtoza komoérkowe do hodowli tkankowej [8, 9] czy w
inzynierii genetycznej [10]. Poszerzenie pola ich aplikaciji
wigze sie z tworzeniem kopolimeréw, ktére dodatkowo sg
wzmacniane réznego rodzaju napetniaczami pochodze-
nia naturalnego czy syntetycznego. Przyktadem moga
tu by¢ wtokna weglowe [11,12] czy widkna wykonane z
tego samego materiatu co matryca polimerowa (materiaty
,samowzmacniajace”) [13], a takze wptywajace gtéwnie
na bioaktywno$¢ powstatego z ich udziatem kompozytu
bioszkfa [14] czy hydroksyapatyt [15,16].

Materiat i metody

W pracy oceniano i poréwnywano niektore wiasciwosci biolo-
giczne kopolimeru glikolidu z laktydem - P(LLA/GLA) oraz jego
kompozytu z hydroksyapatytem - P(LLA/GLA)+HA. Kopolimer zo-
stat zsyntetyzowany w obecnosci inicjatora o stosunkowo niskiej
toksycznosci — acetyloacetonianu cyrkonu [17]. Probki do badan
przygotowano metodg wiryskiwania w postaci walcow o Srednicy
3,2 mm.

Do badan uzyto 56 krélikéw rasy mieszanej, roznej ptci
i wadze od 2600 — 3200 gramoéw. Podzielono je na dwie
réwne grupy — po 28 zwierzat w kazde;j.

Cieciem u podstawy zuchwy zwierzat docierano do jej po-
wierzchni bocznej, gdzie nastepnie wykonano ubytki kostne o
Srednicy okoto 3,2 mm. Dalszym etapem byto wypetnienie ich
kopolimerem P(LLA/GLA). Przeprowadzono to u 28 krolikow,
ktdre stanowity grupe |. Dlugos$¢ walcowej probki okreslano i
docinano po uprzednim zmierzeniu gtebokosci nawierconego
ubytku kostnego. Grupe Il — stanowito 28 krolikow, ktorym
w taki sam spos6b wykonano otwory w kosci, a nastepnie
wypetnione je kopolimerem P(LLA/GLA)+HA.

Introduction

The scientific research concerning progress of medical
materials go to direction of more complicated biomaterials.
A new perfect material solutions in respect biological, physi-
cal, mechanical properties and good usefulness are result
of connection of different groups of materials. A selection
of these materials is performing on the assumption that the
best is material which generates the least tissue answer.

Both glycolide and lactide and their co-polymers are
recognized as materials which are biological compatible and
useful. They do not cause allergy and carcinogenic reactions
[1,2]. Besides a lot of in vitro and in vivo research confirm
they do not cause any toxic reactions, too.

The implants made up with them allow avoiding, con-
nected with additional costs and complication, repeated
surgery, decrease or giving up uptake of graft from another
organism, besides decrease risk of long-lasting inflammatory
reactions. It permits avoiding bacterium, viruses or animal
diseases transfer, besides application of immunosuppres-
sive medicines. These materials often stimulate a tissue to
faster and more active regeneration than in case of natural
processes [3].

The biodegradable polymers in pure form have finite
application, connected mainly with their poor mechanical
properties. That's why their usefulness is limited to elements
which don’t carry significant mechanical loads [4,5]. They
are used to regeneration of soft tissues [6], as drugs carriers
for a controlled drug release [7], as the scaffolds in tissue
engineering [8, 9] or in genetic engineering [10]. The expan-
sion of their application area is connected with co-polymers
creation which additionally are reinforced by different natural
or synthetic fillers. An example can be carbon fibers [11,12]
or fibers made of the same material what polymer matrix
(self-reinforced materials) [13], besides bioactive bio-glass
[14] or hydroxyapatite [15,16].

Material and methods

In this work it was estimated and compared some biologi-
cal properties of lactide/glycolide co-polymer - P(LLA/GLA)
and his composite with hydroxyapatite - P(LLA/GLA)+HA.
The synthesis of co-polymer was done by use to without
any toxic additives a new initiator — acethyloacetoniate
zirconium [17]. Specimens to the research were prepared
injection method in the form of 3,2 mm diameter cylinders
and sterilized in the autoclave.

The experimental study was performed on 56 rabbits,
both sex and weight between 2600-3200 grams which were
divided into equal parts — 28 animals in each group.

In the first stage of surgery the flank of mandible on the
right side was exposed and in this place the canals were
done with 3,2 mm diameter bur. Then the canals were filled
with glycolide-lactide co-polymer (I group) and its composite
with hydroxyapatite (Il group).

In the second stage of surgery under skin on the left side
of backbone was made pocket however on the right side
separated 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 healing of wounds clinical observations
were carried out. Besides, after the rabbits were killed, the
radiological (in 1,3,6,12,24 and 48 week of examination)
and histopathological investigations (in 1,2,3,6,12,24 and 48
week of examination) were performed. It was investigated
internal organs (kidney and liver) of the animals, too.



Na wygolonej i zdezynfekowanej skoérze grzbietu kroli-
kéw po obu stronach kregostupa ledzwiowego wykonano
naciecia. Po stronie lewej pod skérg wytworzono kieszen,
a po prawej rozwarstwiono miesnie grzbietu. W te miejsca
wprowadzono badane materiaty. Wszystkie rany zaszywano
warstwowo Dexonem.

U wszystkich zwierzat wykonano obserwacje kliniczne
gojenia ran, a po ich zabiciu badania radiologiczne w 7 i 21
dobie oraz w 6,12,24 i 48 tygodniu doswiadczenia, a takze
histopatologiczne 7,14 i 21 dobie oraz w 6, 12,24 i 48 tygo-
dniu doswiadczenia. Badano réwniez narzady wewnetrzne
zwierzat do$wiadczalnych (watrobe i nerki).

Wyniki i dyskusja

W trakcie obserwaciji klinicznych stwierdzono, iz rany
pooperacyjne goity sie prawidtowo - nie zaobserwowano
odczyndéw zapalnych czy tez objawoéw chetbotania. Gojenie
ran nastepowato poprzez rychtozrost i ulegto zakonczeniu
miedzy 10-14 dniem doswiadczenia na etapie usuwania
szwow. W poczatkowych okresach obserwacji widoczny byt
obrzek w miejscu zabiegu, mniejszy w grupie |, szczegolnie
za$ zauwazalny u zwierzat z wszczepionym kompozytem.
Utrzymywat sie on dla czystego kopolimeru do 3 doby, nato-
miast w grupie |l dato sie go zauwazy¢ jeszcze po 14 dobie.
Nie obserwowano w zadnej z grup rozchodzenia sie ran.

Badania radiologiczne po 7 dobach wykazaty w obu
grupach obecnos¢ kulistego przejasnienia w otoczeniu
ubytku, przy czym w przypadku kompozytu dostrzegano
juz niewielkie zacienienia w jego czes$ci dystalnej. W
pozniejszych okresach przejasnienie stopniowo zanikato,
przybierajac nieregularng, zamglong posta¢. W grupie I
zjawisko to nie byto juz dostrzegalne po 24 tygodniach ob-
serwacji, w jego miejsce pojawito sie wyrazne zacienienie
Swiadczace o nadmiernym kostnieniu lub nagromadzeniu
sie w tym miejscu hydroksyapatytu. W przypadku czystego
kopolimeru catkowite zacienienie w obrebie ubytku widoczne
byto dopiero po 48 tygodniach badan. Byto ono réowniez
nadmiernie wyrazne co takze mogto Swiadczy¢ o nadmiernej
w tym miejscu mineralizacji. Analizujgc zdjecia radiologiczne
mozna wnioskowac, iz tkanka kostna w obecnosci kompo-
zytu wczesniej i szybciej ulegta procesowi regeneraciji.

Badania histopatologiczne po 7 i 14 dobach ujawnity w
obu grupach badawczych obecnos¢ mtodej tkanki tacznej
wioknistej pokrywajacej ubytek. Widoczna juz byta bardzo
zywa odbudowa tkanki kostnej. Po 21 dobach obserwaciji
w grupie | ilos¢ miodych beleczek kostnych pokrytych os-
teoblastami w ubytku byta znacznie wieksza niz w grupie
z kompozytem. W niej bowiem obserwowano juz dojrzatg
tkanke kostng i jej przyleganie do wszczepu. Dojrzata
tkanka kostna w grupie | pojawita sie dopiero po 6 tygodniu
doswiadczenia. Catkowity zanik komorek osteoblastycznych
nastapit w przypadku grupy z czystym kopolimerem po 48,
a grupy z kompozytem po 24 tygodniach doswiadczenia. W
ostatnich okresach badawczych stwierdzono juz catkowitg
odbudowe tkanki kostnej. Ponadto w obu grupach obserwo-
wano mgietkowate ztogi matrycy polimerowej, a w przypad-
ku kompozytu dodatkowo drobiny hydroksyapatytu w sSwietle
ubytku zuchwy. Ich obecno$¢ swiadczyta o toczacym sie
procesie degradacji badanych materiatow. Jako, ze stwier-
dzono jg wczesniej dla kopolimeru z hydroksyapatytem,
mozna sadzic¢, iz rozpad materiatu w tej grupie rozpoczat
sie szybciej niz w grupie z czystym kopolimerem.

Obecnos¢ badanych materiatow zaréwno w tkance pod-
skornej jak i miesniowej nie wywotata niepozadanych reakcji.
Obserwowane w trakcie badan histopatologicznych zmiany
towarzyszace odbudowie tkanek miekkich przebiegaty w
sposob typowy.

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
sutures removal). In the initial periods of observations it
was observed inflammatory edema in the place of opera-
tion. It was smaller for | group but especially noticeable for
animals with implanted composite. For pure co-polymer it
was noticed to 3 day however for Il group it was already
observed after 14 days. For all the time of observation the
wounds didn’t parted.

In both groups the radiological studies after 7 days
showed existence of spherical alight surrounded by bone
defect, but in case of composite it was already observed
small shades in the distal part of the defect. In next periods
the alight gradually decreased and took on irregular, hazy
form. In Il group after 24 weeks of observations this phe-
nomenon was no longer notice. In its place it appeared clear
shade which was demonstrative of excessive formation of
bone or presence of hydroxyapatite in this place. In case of
pure co-polymer complete shading within bone defect was
observed just after 48 weeks of experiment. It was excessive
clear that's why was evidence of large mineralization. An
analysis of X-ray pictures showed that the bone tissues in
contact with composite earlier and faster regenerate.

After 7 and 14 days for both groups the histopathological
investigations showed a presence of young fibrous tissue
which covered a bone defect. It was noticeable very a bone
tissue reconstruction. After 21 days of observation in | group
an amount of covered by osteoblasts young osseous trabec-
ulas was significant more than in the group with composite.
Because for Il group it was already observed mature bone
tissue and its adherence to the implant. A mature osseous
tissue in | group appeared just after 6 week of experiment.
The complete disappearance of osteoblasts followed in case
of group with pure co-polymer after 48 weeks and for group
with composite after 24 weeks of investigations. In the last
periods of research it already observed complete recon-
struction of osseous tissue. Besides in both groups there
were fragments of polymer matrix or additionally particles of
hydroxyapatite (in Il group) in the light of mandible defect.
Their presence was evidence of lasting degradation proc-
ess of tested materials. Because this process was observed
earlier for co-polymer with hydroxyapatite we can suppose
the material degradation in this group started faster than in
group with a pure co-polymer.

The presence of tested materials both in subcutaneous
and muscle tissue didn’t cause any negative reactions. The
accompanying soft tissues changes which were observed
during histopathological investigations were proceeding in
typical way.

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

Conclusion

The research of biological properties of pure
and filled by hydroxyapatite a lactide/glicolide
co-polymer showed that both materials didn’'t cause any local
and general negative reactions. Besides the regeneration
of osseous tissue both in contact with co-polymer and its
composite follows in the same time what its degradation.
The presence of bioactive hydroxyapatite in biomaterial
influences on acceleration of osseous tissue regeneration
comparison with its pure form.
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z zastosowanymi wszczepami.

Podsumowanie

Przeprowadzone badania wtasciwosci biologicznych czy-
stego i napetnionego hydroksyapatytem kopolimeru glikolidu
z laktydem wykazaty, iz oba materiaty nie wywotujg negatyw-
nych odczynéw miejscowych i ogélnoustrojowych. Ponadto
odnowa tkanki kostnej zaréwno w stycznosci z kopolimerem
jak i z jego kompozytem nastepuje rownoczesnie z jego
procesem degradacji. Obecnos$¢ w biomateriale aktywnego
biologicznie hydroksyapatytu wptywa na przyspieszenie rege-
neracji tkanki kostnej w poréwnaniu z jego czystg postacia.
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